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Liste des Abréviations

ADCC : Antibody-Dependant Cell-mediated
Cytotoxicity

AQP4 : aquaporine 4

ARNm: Acide RiboNucléique messager
CAM (ou MAC) : Complexe d’attaque
membranaire

EDSS : Expanded Disease Status Scale
EAAT : Excitatory Amino Acids Transporter
EAE: Experimental Auto-immune
Encephalomyelitis

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay

FA: Fraction d'Anisotropie

FACS : Fluorescence-Activated Cell Sorting
FLAIR : FLuid Attenuated Inversion-
Recovery

Ig: Immunoglobuline

IRM: Imagerie par Résonance Magnétique
MBP: Myelin Basic Protein

MOG: Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein
NAA: N-acétyl-aspartate

NMO : Neuromyélite Optique

OAP: Orthogonal Array of Particles
OCT: Optical Coherence Tomography
PEV: Potentiels Evoqués Visuels

PLP : ProteoLipid Protein

SEP : Sclérose en Plaques

SNC: Systéme Nerveux Central

SNP: Systéeme Nerveux Périphérique

VEGTF : Vascular Endothelial Growth Factor



[) INTRODUCTION



A) La neuromy¢lite optique: généralités

1) Histoire du concept

La notion d’une inflammation du systéme nerveux central impliquant principalement les
nerfs optiques et la moelle épiniére (optico-médullaire) est a la base du concept de

neuromy¢lite optique (NMO).

Au cours du XIX™™ siécle, certaines publications avaient déja rapporté quelques cas
d’inflammation optico-médullaire (Allbutt, 1870; Dreschfeld, 1882). L un de ces articles
apportait méme une confirmation histologique (Dreschfeld, 1882). Ce n’est cependant
qu’en 1894 que le nom de « neuromy¢lite optique » fut proposé. Ce terme apparait dans
la thése de Fernand Gault réalisée sous la direction d’Eugene Devic, neurologue a Lyon
(Gault, 1894). Cette thése s’intéressait au cas d’un patient atteint d’inflammation optico-
médullaire et le comparait & plusieurs autres cas rapportés auparavant. Eugéne Devic a
fait connaitre ce concept d’inflammation du SNC a prédominance optico-médullaire dans
un article publié la méme année (Devic, 1894). C’est pourquoi la NMO est aussi appelée

syndrome ou maladie de Devic.

Cette affection n’a cependant pas été considérée tout de suite comme une maladie a part
entiére. En effet la sclérose en plaques avait aussi été décrite au XIX“™ siécle notamment par Jean-

Martin Charcot. Il s’agit aussi d’'une inflammation diffuse du systéme nerveux central concernant
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I’encéphale, les nerfs optiques et la moelle épinicre. La SEP est une maladie beaucoup plus
fréquente que la NMO avec une prévalence en France estimée a 50-100/100 000 contre 0,3/100 000
pour la NMO (Collongues et al., 2010). Les cas d’inflammation optico-médullaire étaient donc
parfois considérés comme des variants de SEP et donc la présence d’un syndrome de Devic était
accepté mais pas celle d’une maladie (Brain, 1930). Au contraire, d’autres auteurs ont considéré
cette entit¢ comme une maladie différente de la SEP (Acchiote, 1907). Certains restreignaient cette
maladie aux formes aigiies ou subaigiies ou la névrite optique et la my¢lite survenaient en méme
temps ou a moins de 2 ans d’intervalle (Burke, 1968; Kira, 2003). De méme la présence d’une autre
maladie auto-immune (par exemple lupus érythémateux disséminé ou maladie de Gougerot-
Sjogren) était au départ un critére d’exclusion (Jarius and Wildemann, 2013; Miller et al., 2008). En
effet, le tableau d’une névrite optique bilatérale accompagnée d’une paraplégie ascendante était
relativement caractéristique tandis que la survenue a répétition de névrites optiques et de myélites

plutdt séveres mais espacées dans le temps pouvait plus facilement étre confondue avec une SEP.

L’utilisation de deux examens complémentaires a permis de beaucoup mieux individualiser
la NMO. Le premier est I'IRM qui a montré depuis les années 1980-1990 que la neuromyélite
optique s’accompagnait d’anomalies IRM particuliéres. On retrouve en effet des myélites
transverses (plus de la moiti¢ de la surface axiale de la moelle) et étendues (au moins 3 niveaux
vertébraux sur le plan sagittal) au contraire de la SEP ou les zones d’inflammation de la moelle sont
nettement plus petites (O'Riordan et al., 1996). Le deuxiéme examen est la recherche d’un anticorps
spécifique de la NMO découvert en 2004 (Lennon et al., 2004b). Cet anticorps, dirigé contre
I’aquaporine 4, appelé NMO-IgG ou anticorps anti-AQP4 a permis aussi d’étendre le spectre de la
maladie. Certains patients avec des névrites optiques sans myé¢lites ou au contraire avec des
my¢lites sans névrite optique présentent en effet cet anticorps. Compte-tenu de la grande spécificité

de cet anticorps, il a été proposé de parler de maladies du spectre NMO (NMO spectrum disorders).

10
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Ainsi, il est actuellement admis que les cas d’inflammation du systéme nerveux central présentant
des signes atypiques pour une SEP et évocateurs de NMO (notamment myélite extensive ou
récidivante, névrite optique récidivante, bilatérale, sévére, associées avec une atteinte du tronc
cérébral et/ou des anticorps anti-AQP4) mais qui ne remplissent pas tous les criteres de NMO
(Jarius and Wildemann, 2013) définissent le spectre NMO. Ce concept a une utilité médicale car il
regroupe des pathologies avec des poussées séveres et invalidantes qui vont donc justifier une
thérapeutique rapide, spécifique et plus agressive. Il est aussi intéressant sur le plan scientifique car
ces entités ont probablement une physiopathologie commune, plus basée sur la réponse immune
humorale et dirigée contre ’AQP4, ce qui constitue un nouvel axe d’investigation pour les
neurosciences. Ce concept a cependant des limites car les maladies du spectre NMO ne sont pas
toujours bien définies et les frontieres avec la SEP ou d’autres entités sont parfois floues. Les
anticorps anti-AQP4 ne peuvent étre le seul critére pour inclure des maladies dans ce spectre car ils

peuvent étre absents dans d’authentiques cas de NMO.

11
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2) Epidémiologie

Le champ de la NMO a été élargi avec la découverte des anticorps anti-AQP4. Cependant
cette maladie reste rare. Un travail visant a colliger I’ensemble des cas frangais a estimé la
prévalence de la NMO en France a 0,3 pour 100 000 (Collongues et al., 2010). A titre de
comparaison la SEP a une prévalence estimée entre 50 et 100 pour 100 000 en France. Au contraire
de la SEP, la NMO apparait plus fréquente dans les pays du Sud et/ou en voie de développement.
La prévalence de la NMO avait été évaluée a un taux voisin de la France a 0,45 pour 100 000 au
Royaume-Uni (Jacob et al., 2013). Le taux de NMO ¢était plus ¢élevé au Mexique (environ 1 pour
100 000) (Rivera et al., 2008) et dans les Antilles Frangaises (3 pour 100 000) (Cabre et al., 2001).
La proportion SEP/NMO n’est que de 4 dans les Antilles Francaises (Cabre et al., 2001). En
Afrique subsaharienne la prévalence exacte de SEP et de NMO n’est pas connue mais d’apres
certaines ¢tudes les cas de NMO seraient méme plus fréquents que ceux des SEP classiques
(Osuntokun, 1971). Le cas de I’ Asie est spécifique car il existe une forte proportion de SEP optico-
spinale (16-37% des SEP). Il s’agit de SEP avec des lésions IRM de petite taille mais qui
prédominent nettement dans les nerfs optiques et la moelle épinieére. Ces cas pourraient étre une
forme de passage vers la NMO mais ne remplissent cependant pas les critéres de NMO notamment

du fait de I’absence de my¢lite transverse et pour certains d’anticorps anti-AQP4 (Kira, 2003).

La prédominance de la NMO dans les pays du Sud et/ou en voie de développement suggere
la présence de facteurs défavorisant la SEP et favorisant la NMO dans ces pays. Il pourrait s’agir
d’une prédisposition génétique : une corrélation entre la survenue des formes optico-médullaires
asiatiques de SEP et I’allele HLA DPB1*0501 a été retrouvée sans que le lien soit assez fort pour

étre utile au niveau individuel (Fukazawa et al., 2000). Une étude du systtme HLA chez des

12
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patients NMO caucasiens n’a pas montré de lien avec HLA DPB1*0501 par rapport a des patients
SEP ou sujets sains. Par contre les patients NMO séropositifs pour les anticorps anti-AQP4 avaient
une distributions des alleles HLA-DRBI1 particuliere tandis que les patients NMO séronégatifs
avaient une distribution plus proche de la SEP (Zephir et al., 2009). Quelques cas de NMO familiale
ont été rapportés mais ils semblent trés rares (Yamakawa et al., 2000). Certains facteurs
environnementaux ont aussi été incriminés notamment le défaut d’hygiéne et/ou I’exposition aux
antigenes parasitaires qui orienteraient la réponse immune vers une réaction de type NMO. [I n’y a

cependant pas eu de facteur environnemental clairement individualisé.

La NMO concerne plus les femmes : le rapport est estimé a au moins 3 ou 4 femmes pour 1
homme contre 2 pour 1 dans la SEP (Collongues et al., 2010). L’age de début de la NMO est trés
variable et peut s’étaler de 4 a 85 ans. Le début est quand méme plus fréquent entre 18 et 50 ans
mais cette prédominance est moins marquée que dans la SEP. Ainsi, 74% des patients atteints de

NMO ont débuté la maladie entre 18 et 50 ans contre 85% dans la SEP (Collongues et al., 2010).

L’association possible de la NMO avec d’autres maladies auto-immunes, notamment les
connectivites, mais aussi une myasthénie, un diabéte de type I, une maladie de Biermer, une
dysthyroidie, une cirrhose biliaire primitive ou un purpura thrombopénique idiopathique avait déja
¢été reconnue depuis longtemps. Il était parfois difficile de savoir s’il s’agissait de deux maladies
associées en raison d’une susceptibilité envers les maladies auto-immunes ou si c’est 1’atteinte du
SNC par le lupus érythémateux disséminé ou la maladie de Gougerot-Sjogren qui prenait une forme
particuliére. Cependant, une étude récente (Pittock et al., 2008) a montré clairement qu’il s’agissait
d’un chevauchement entre les deux types de pathologies et des anticorps anti-AQP4 n’ont jamais
¢été retrouvés chez des patients ayant une connectivite sans signes optiques ou médullaires. Jusqu’a
30% des patients NMO manifesteraient des signes d’atteinte dysimmune d’autres organes

(Wingerchuk et al., 1999).
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3) Signes cliniques

IIs ont été définis par I’analyse de plusieurs cohortes (Cabre et al., 2001; Collongues et al.,

2010; de Seze et al., 2002; O'Riordan et al., 1996; Wingerchuk et al., 1999)

Les signes cliniques évoluent de fagon récurrente-rémittente c’est-a-dire que les nouveaux
signes cliniques s’installent en quelques jours au cours d’éveénements appelés poussées comme dans
la SEP. Les signes durent quelques jours ou semaines puis peuvent récupérer de fagon plus ou
moins totale. Il n’y a plus de nouveaux signes cliniques pendant une période relativement longue,
généralement quelques mois a quelques années. La fréquence médiane des poussées est en effet de
une par an. Une minorité des patients (moins de 20%) a une forme monophasique avec une seule
poussée sans récidive. Une évolution chronique progressive avec apparition lente de nouveaux

signes cliniques est exceptionnelle (2% des cas) (Collongues et al., 2010).

Les poussées vont donc prédominer au niveau des nerfs optiques ou elles vont donner une
baisse d’acuité visuelle d’un voire des deux yeux (névrite optique) et au niveau de la moelle
¢épiniére (myélite). Ce type de poussée peut se voir aussi dans la SEP mais celles associées a la
NMO sont caractérisées par leur sévérité. Les névrites optiques sont souvent bilatérales avec peu de
récupération de la vision. La cécité est fréquente apreés 2 a 3 poussées. De méme la myélite donne
une paraplégie voire tétraplégie de pronostic sévere associée a des déficits sensitifs séveres dans le

méme territoire et des troubles sphinctériens.

La présence de symptomes supplémentaires liés a une atteinte cérébrale (et notamment du
tronc cérébral) évoquait auparavant la présence d’une SEP. La détection d’anticorps anti-AQP4 a

montré que de tels signes pouvaient se rattacher a une authentique NMO. 1l s’agissait notamment de

14
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troubles endocriniens (hyperprolactinémie, hypothyroidie centrale) (Viegas et al., 2009) ainsi que

de hoquets et de vomissements séveres (Misu et al., 2005).

4) Examens d’imagerie

L’apport de I’IRM a été important pour séparer la NMO de la SEP.

En effet chez les patients atteints de SEP, I’'IRM médullaire en séquence T2 ou dérivés
(FLAIR, STIR) montre plusieurs foyers de démy¢linisation de petite taille. Dans la NMO, I’'IRM va
au contraire retrouver une my¢lite de grande taille a la fois dans le plan horizontal et vertical. On
parle de my¢élite transverse quand I’inflammation s’étend sur plus de la moitié d’une coupe
horizontale de moelle et de my¢lite étendue si elle s’étend sur plus de 3 niveaux vertébraux en
hauteur (de Seze et al., 2002; Wingerchuk et al., 1999). Ces I¢sions extensives sont présentes dans
plus de 80% des NMO et constituent un des items majeurs des critéres diagnostiques (cf le chapitre
diagnostic) (Wingerchuk et al., 2006a). Elles s’accompagnent souvent d’un cedéme important et
d’une prise de contraste étendue. Les Iésions médullaires évoluent fréquemment défavorablement
vers une atrophie et/ou une cavitation ce qui suggére un mécanisme de nécrose. Il existe par contre
une minorité de cas ou les Iésions en T2 régressent nettement en laissant seulement de minimes
hyper signaux centromédullaires sur les IRM de controle alors que dans la SEP les hypersignaux T2

apparus restent généralement toujours visibles (Cabre, 2007)

L’IRM cérébrale a d’abord été décrite comme normale dans la NMO avant qu’une analyse

plus fine retrouve la présence d’hypersignaux assez fréquents en séquence T2/FLAIR (dans environ

15
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50% des cas) Cependant ces hypersignaux sont assez différents de ceux retrouvés dans la SEP.
Dans la NMO 1l s’agit plutdét de petits hypersignaux de la substance blanche profonde et
d’hypersignaux du tronc cérébral et du diencéphale notamment au contact du troisiéme et quatriéme
ventricules et de 1’aqueduc de Sylvius. Dans la SEP ces hypersignaux sont situés au niveau
périventriculaire et juxtacortical, sont de taille moyenne, ovalaires et avec un axe perpendiculaire
aux ventricules. Moins de 10% des patients NMO ont des hypersignaux cérébraux qui remplissent
les critéres de Barkhof (Pittock et al., 2006). Des techniques plus avancées (diffusion, volumétrie,
transfert de magnétisation, spectrométrie) ont été essayées ces dernieéres années pour déterminer les
répercussions de 1’atteinte du cerveau dans la NMO avec des résultats encore contradictoires (cf

article 6 et discussion générale).

Du fait de leur taille trés petite les nerfs optiques sont mal visualisés a I’'IRM. On peut juste
confirmer ou non la présence d’une inflammation dans le nerf optique mais pas vraiment dégager

des caractéristiques IRM particulieres.
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5) Examens biologiques

Dans la NMO comme dans la SEP, les paramétres inflammatoires biologiques généraux
(vitesse de sédimentation, C réactive protein, numération-formule sanguine) sont le plus souvent

normaux car la réaction auto-immune se cantonne au systéme nerveux central.

Il existe par contre assez souvent des stigmates biologiques de dysimmunité dans la NMO
notamment des anticorps anti-nucléaires. Cela n’est pas surprenant du fait de 1’association fréquente
de la NMO avec d’autres maladies auto-immunes notamment les connectivites (Jarius and

Wildemann, 2013; Pittock et al., 2008).

L’examen biologique le plus rentable pour le diagnostic est bien sir la recherche de
I’anticorps anti-AQP4 qui est tres spécifique de la maladie (spécificité >90%) mais moins sensible
(sensibilité entre 50 et 90%). Les caractéristiques de cet anticorps seront développées dans le

chapitre sur la réaction immune dans la NMO.

L’¢étude du liquide céphalo-rachidien va montrer souvent des anomalies de la protéinorachie
et des cellules. La présence d’un taux de leucocytes supérieur & 50/ mm® (dans un tiers des cas de
NMO) est évocatrice car de tels résultats sont rarement rencontrés dans la SEP (de Seze et al.,
2002). Ces leucocytes sont le plus souvent composés de lymphocytes mais la présence de
polynucléaires peut se voir et évoque aussi la NMO plutdt que la SEP (Wingerchuk et al., 1999). Un
des paramétres les plus importants a rechercher est la présence d’une distribution oligoclonale des
immunoglobulines qui refléte une syntheése intrathécale d’immunoglobulines. En effet cette
distribution oligoclonale est présente dans 90% des cas de SEP mais seulement 20 a 30% de NMO.
De plus une étude longitudinale a montré que, lorsqu’elle était présente, elle avait tendance a
disparaitre sur les analyses suivantes des patients NMO (Bergamaschi et al., 2004).
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6) Autres examens

La présence d’une névrite optique peut étre confirmée par les anomalies des potentiels
évoqués visuels (augmentation de la latence de 1’onde P100). Cela n’a cependant pas beaucoup
d’intérét en cas de névrite optique cliniquement évidente. Les potentiels évoqués visuels sont plus
intéressants pour dépister une névrite asymptomatique dans un contexte de my¢lite isolée et ainsi

compléter les criteres diagnostiques de NMO.

L’OCT explore aussi le nerf optique mais en mesurant I’épaisseur de la couche des fibres
nerveuses rétiniennes et donc en estimant le degré de perte axonale du nerf optique plutoét que de
démyélinisation. Il existe une plus grande perte axonale dans la NMO que dans la SEP (Ratchford
et al., 2009). On retrouve aussi une perte axonale progressive séquellaire d’épisodes visuels dans la

NMO qui peut étre quantifiée par I’OCT (Bouyon et al., 2013).
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7) Criteres diagnostiques

La définition de la NMO a longtemps été peu précise. Auparavant, 1’atteinte de la moelle
épinicre et celle des nerfs optiques devaient étre simultanées puis les formes rémittentes ont été
acceptées. Pour différencier la NMO de la SEP, les études de séries de patients ont insisté sur la
gravité clinique des poussées et I’étendue des myélites a ’IRM. La premiere version des critéres de
Wingerchuk requérait la présence d’une névrite optique, d’une myélite et 1’absence d’atteinte
clinique évidente de 1’encéphale ainsi qu’un ou plusieurs critéres secondaires (myé¢lite extensive a
I’IRM médullaire, IRM cérébrale ne remplissant pas les critéres de SEP., pléiocytose du LCR
celluless/mm3, névrite optique bilatérale ou sévére ou diminution sévere de la force musculaire d’un

ou plusieurs membres) (Wingerchuk et al., 1999).

La découverte des anticorps anti-AQP4 a permis de donner une version révisée plus précise
et simple de ces critéres (Wingerchuk et al., 2006a) (figure 1). L’intérét des anticorps anti-AQP4 est
notamment de permettre un diagnostic plus précoce de NMO ou de maladie du spectre NMO. En
effet si ’on considere la cohorte des patients frangais, les criteres de NMO seraient remplis dans
90% des cas sans avoir besoin de rechercher les anticorps anti-AQP4. Cependant ces 90%
regroupent des patients évolués qui ont eu le temps de faire plusieurs poussées dont des myélites
extensives et des névrites optiques et donc de remplir les critéres de Wingerchuk révisés. Au début
de la maladie, aprés la premicre poussée, il n’y a souvent qu’une myélite sans névrite optique ou
I’inverse et les criteres de Wingerchuk révisés ne sont souvent pas remplis. On hésite donc a
introduire un traitement immunosuppresseur adéquat et on peut étre amené a commencer un
traitement immunomodulateur contre la SEP qui peut aggraver la NMO (Sato et al., 2012). La

découverte des anticorps anti-AQP4 prédit une évolution vers des poussées graves a type de myélite
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extensive et de névrite optique séveres, ne répondant pas bien au traitement de fond de la SEP. Ils

sont donc important pour le pronostic de ces formes limites et choisir un traitement (Matiello et al.,

2008).

Le spectre NMO inclut selon Wingerchuk (Wingerchuk et al., 2007a):

Les NMO séropositifs pour les anticorps anti-AQP4

Les NMO séronégatifs pour les anticorps anti-AQP4 (mais remplissant quand méme les
critéres révisés de Wingerchuk)

Les névrites optiques séveres ou bilatérales, sans autre atteinte du systéme nerveux
central, séropositives pour les anticorps anti-AQP4

Les my¢élites transverses ou extensives, sans autre atteinte du systéme nerveux central,

séropositives pour les anticorps anti-AQP4

Il existe aussi des formes qui se rapprochent de la NMO au niveau de la sévérit¢ des

poussées, de leur prédominance dans les nerfs optiques ou la moelle épiniere et de 1’aspect IRM des

Iésions mais qui sont négatives pour les anticorps anti-AQP4. Leur inclusion dans le spectre NMO

reste a discuter. Ces formes sont :

Les névrites optiques récurrentes, séveres ou bilatérales, sans autre atteinte du systéme
nerveux central, séronégatives pour les anticorps anti-AQP4
Les my¢lites transverses ou extensives récurrentes, séveres, sans autre atteinte du

systéme nerveux central, séronégatives pour les anticorps anti-AQP4

Il s’agit donc d’une notion intéressante pour orienter la thérapeutique mais aux contours encore mal

définis.
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Figure 1 : Criteres diagnostiques révisés de NMO selon Wingerchuk

Table 3 Proposed diagnostic criteria for nenromyelitis optica
(INMO)

Definite NMO

Optic neuritis

Acute myelitis

At least two of three supportive criteria
1. Contiguous spinal cord MRI lesion extending over =3 vertebral

sEgments

2. Brain MRI not meeting diagnostic criteria for multiple sclerosis
3. NMO-Ig(G seropositive status

Le diagnostic nécessite la présence de tous les criteres majeurs et au moins 2 des 3 criteres

secondaires (Wingerchuk et al., 2006a)
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8) Evolution

La NMO se traduit par des poussées de myélite et de névrites optiques séveres qui évoluent

fréquemment vers la nécrose. Il est donc logique que de lourdes séquelles soient constatées.

C’est encore plus vrai dans les formes rémittentes ou les poussées vont se succéder. Les
formes monophasiques ont souvent des poussées plus séveéres mais évitent I’accumulation du

handicap due

a des poussées répétées. Ainsi la survie des patients monophasiques a 5 ans a été estimée a
90% contre 68% seulement pour les patients a rechutes (Ghezzi et al., 2004; Wingerchuk et al.,
1999). Devant une premicre poussée, le sexe féminin, 1’age élevé et un événement médullaire de
moindre sévérité sont en faveur d’une évolution plutot rémittente que monophasique (Wingerchuk
and Weinshenker, 2003). Dans le cas des formes rémittentes les poussées se répetent a une
fréquence de 0,65 a 1,3 par an (Cabre, 2007; Collongues et al., 2010) mais cette fréquence pourrait

diminuer une fois le cap des deux premicres années passé (Collongues et al., 2010).

L’évaluation sur I’échelle EDSS de 0 a 10 permet de suivre I’incapacité fonctionnelle des
patients NMO. Dans la cohorte francaise, 56% des patients NMO avaient atteint un EDSS 6,
correspondant a la nécessité de s’aider d’une canne pour marcher environ 100 métres. Le temps
médian pour atteindre ce stade était de 10 ans dans cette cohorte (Collongues et al., 2010) et de 7
ans dans une cohorte italienne (Ghezzi et al., 2004). Le temps médian pour atteindre une baisse
sévere de 1’acuité visuelle (<1/10) était de 11,3 ans (Collongues et al., 2010). Dans une série
brésilienne, 41% des patients souffraient d’une cécité bilatérale apres 7 ans d’évolution (Papais-
Alvarenga et al., 2008). Le taux de déces était tres variable de 3 % en France (Collongues et al.,
2010) a 41% au Brésil (Papais-Alvarenga et al., 2008) avec des valeurs intermédiaires de mais
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aussi 22% aux Etats-Unis (Wingerchuk and Weinshenker, 2003) et 13% en Italie (Ghezzi et al.,

2004).

Les facteurs de mauvais pronostic sont tout d’abord la présence d’une forme rémittente par
rapport a une forme monophasique. Ils comportent ensuite la fréquence des poussées (Cabre, 2007;
Wingerchuk et al., 1999) et le début tardif de la maladie (Collongues et al., 2010). La présence de
nombreuses Iésions a ’IRM cérébrale était associée a un moins bon pronostic visuel. Les formes de
début pédiatriques auraient par contre un meilleur pronostic avec un délai médian de 24 ans pour

atteindre ’EDSS 6 (Collongues et al., 2011b).

Ce tableau assez sombre doit étre nuancé par la possibilité de formes bénignes (score EDSS
<3 apres au moins 10 ans d’évolution de la maladie) mais qui seraient moins fréquentes que dans la

SEP (12% dans la NMO versus 22% dans la SEP) (Collongues et al., 2011a).
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10) Traitement

Le traitement de la poussée de NMO fait appel a des injections IV de corticoides a fortes
doses par analogie avec la SEP bien que les preuves de I’efficacité ne soient pas tres fortes (Cabre,
2007). En cas d’inefficacité, il est conseillé comme dans la SEP d’essayer des échanges
plasmatiques qui semblaient avoir un effet bénéfique chez au moins 50% des patients dans une
¢tude portant sur 15 patients (Kim et al., 2013a). Cet effet est logique vu le mécanisme

probablement humoral de la réponse immune.

Il n’y a pas eu non plus d’études contrélées de grande taille sur le traitement de fond et il
faut souvent réduit extrapoler les résultats d’études de taille limitée. Plusieurs immunosuppresseurs
semblent cependant montrer un intérét notamment les corticoides per os au long cours (Watanabe et
al., 2007), I’azathioprine (Costanzi et al., 2011), le mycophénolate mofétil (Jacob et al., 2009), le
méthotrexate (Kitley et al., 2013) et la ciclosporine (Kageyama et al., 2013). Le rituximab apparait
de plus en plus comme une alternative intéressante. L’effet de la mitoxantrone et du
cyclophosphamide apparait plus controversé (Bichuetti et al., 2009; Sato et al., 2012; Yaguchi et
al., 2013). Les immunomodulateurs ne semblent avoir aucune efficacité et 1’interféron béta pourrait

méme aggraver la maladie (Sato et al., 2012).

En I’absence d’étude vraiment comparative entre les médicaments, le traitement doit
s’appuyer sur I’expérience du neurologue et sur I’extrapolation des données issues d’autres
maladies. Il ne faut pas oublier le traitement symptomatique notamment des déficits moteurs et

sphinctériens voire respiratoires qui peuvent apparaitre dans les myélites.
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B) La réponse immune dans la NMO

1) Une réponse a prédominance humorale

a) Arguments histologiques

L’analyse anatomopathologique du SNC des patients NMO a montré la présence de myélites
¢tendues avec cedéme important et évolution fréquente vers le ramollissement, la nécrose et la
cavitation ce qui €était en accord avec les données IRM. Les substances grise et blanche de la moelle

¢taient toutes les deux touchées (Mandler et al., 1993).

Un travail histologique important pour caractériser la réponse immune spécifique de la
NMO a été réalisé a partir de 82 1ésions provenant de 9 patients (Lucchinetti et al., 2002). Les
résultats ont confirmé la présence d’une nécrose importante notamment du centre de la moelle
épinire avec une perte importante, par un mécanisme non apoptotique, des oligodendrocytes et peu
de signes de remyélinisation. Les neurones présentaient des signes de souffrance axonale
importante. Les astrocytes n’avaient par contre pas été étudiés de fagon approfondie. L’étude de
I’infiltrat inflammatoire orientait les auteurs vers une réponse immunitaire a composante
principalement humorale. En effet il y avait peu de cellules lymphocytaires CD4+ et CD8+ et au
contraire de larges dépots de compléments C9neo (composé produit a la derniere étape de
’activation du complément) et d’immunoglobulines alors qu’on observe I’inverse dans la SEP. Les

dépots d’Ig (notamment d’IgM) et de complément étaient diffus mais prédominaient dans les zones
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périvasculaires (en anneau et en rosette) (figure 2). On notait des infiltrats de polynucléaires
neutrophiles et €osinophiles ce qui est trés rare dans la SEP. On retrouvait aussi des dépdts
périvasculaires de protéines non spécifiques suggérant une dysfonction marquée de la barriere entre
le sang et le SNC. Les vaisseaux apparaissaient épaissis et hyalinisés, ce qui n’est jamais le cas dans
la SEP, mais il n’y avait pas d’infiltration des parois vasculaires par des cellules inflammatoires ce
qui orienterait vers une vascularite. Les auteurs ont déduit de ces résultats la présence d’une forte
réaction impliquant I’immunité humorale au niveau périvasculaire. L’activation du complément et
de la toxicité cellulaire médiée par les anticorps (présence de macrophages, de polynucléaires

neutrophiles et d’€¢osinophiles) semblait probable (Lucchinetti et al., 2002).

b) Arguments biologiques

Les arguments biologiques pour une prédominance de I’immunité humorale pourraient étre
la présence d’anticorps dirigés notamment contre la MOG et la MBP qui avaient été relevés chez
certains patients NMO mais cela était aussi le cas de certains patients SEP (Haase and Schmidt,
2001). L’analyse du LCR retrouvait moins d’IgG1 dans la NMO que la SEP ce qui serait associé¢ a

une réponse plus humorale (Nakashima et al., 2004).

Le principal argument est en fait la découverte des anticorps anti-AQP4qui jouent un rdle

pathogénique dans la maladie.

26



27

Figure 2 : Lésions périvasculaires dans la NMO

Légende : Dépots de compléments C9neo en rosette et anneaux autours de vaisseaux épaissis

(immunohistochimie pour C9neo, x200) (Lucchinetti et al., 2002)
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2) Les anticorps anti-AQP4

a) Découverte des anticorps anti-AQP4

Les travaux de Lucchinetti et al. en 2002 suggéraient déja la présence d’une réaction
immunitaire spécifique au niveau de la barriere hémato-encéphalique. La recherche d’anticorps
dirigés contre le SNC permit d’individualiser en 2004 une réactivité particulicre chez les patients
NMO (Lennon et al., 2004b). Des sérums de patients NMO et SEP avaient été mis en contact avec
des coupes de SNC et des dépots d’IgG avaient été observés selon un pattern caractéristique si les
sérums ¢taient issus de patients NMO. Il s’agissait de dépdts le long de la pie-mere et de la
substance blanche sous-épendymaire et surtout des vaisseaux de la moelle épinicre, du cervelet et
du mésencéphale. Ces dépots se colocalisaient avec les pieds astrocytaires ainsi que la laminine de
la matrice extracellulaire au contact de ces astrocytes. La sensibilité¢ de cette réactivité pour le
diagnostic de NMO ¢était de 73% et sa spécificité de 91%. Cette réactivité a été notée aussi chez
45% des syndromes a haut risque (my¢lites extensives ou névrites optiques bilatérales). L’anticorps

responsable de ce pattern de réactivité a été baptis¢é NMO-IgG (Lennon et al., 2004b).

Des travaux ont rapidement €té menés pour détecter I’antigéne visé par le NMO-IgG et il a
¢té identifié en 2005 comme 1’aquaporine 4 (Lennon et al., 2005b). En effet le NMO-IgG se fixait
aussi in vitro sur des échantillons de la partie médullaire du rein et des membranes basolatérale des
cellules pariétales de I’estomac ce qui suggérait une réactivité¢ contre I’AQP4 présente a la fois dans
ces deux structures et les pieds astrocytaires. De plus, les sérums de patients NMO se fixaient
autour des vaisseaux d’une coupe de cerveau de souris wild type mais pas d’une souris dont le géne
de I’AQP4 avait été supprimé (figure 3). De méme ces sérums se fixaient spécifiquement sur des
cellules HEK-293 transfectées pour I’AQP4.
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Figure 3: La cible du NMO-IgG est I’AQP4

B NMO-igG Control IgG  AQP4-IgG

null

Brain

Légende : Il existe une réactivité périvasculaire du sérum de patients NMO envers le cervelet de
souris wild type (image de gauche). Cette réactivité disparait contre une souris KO pour le gene
AQP4 (2°™ image en partant de la gauche). Elle est aussi absente si le sérum ne vient pas d’un
patient atteint de NMO (3°™ image). Cette réactivité est identique a celle produite par I'application

d’un anticorps artificiel contre I’AQP4 (4°™ image) (Lennon et al., 2005b)
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b) Caractéristiques de ’AQP4

L’aquaporine 4 est le principal canal hydrique du systéme nerveux central bien que
I’aquaporine 1 soit aussi présente. L entrée de 1’eau dans le SNC (environ 0,5 a 1 litre/jour) se ferait
principalement par le biais de 1’aquaporine 1 en provenance des ventricules cérébraux (ou du canal
de I’épendyme pour la moelle épiniere). La sortie d’eau se ferait par I’intermédiaire de I’AQP4

surtout vers les capillaires et les espaces sous-arachnoidiens (Rash et al., 2004).

L’AQP4 est une protéine transmembranaire existant sous deux isoformes différentes issues
de I’épissage alternatif du méme ARNm. L’isoforme la plus longue (M1) comprend 323 acides
aminés et la plus courte (M23) 301 acides aminés car cette derniére est amputée de la partie N-
terminale de la protéine et sa séquence commence au 23°™ acide aminé de M1. Les deux isoformes
s’inseérent dans la membrane plasmique au niveau des pieds astrocytaires périvasculaires ainsi que
dans les cellules sous-arachnoidiennes et sous épendymaires (ou les épendymocytes les expriment
aussi). Chaque protéine comporte six domaines transmembranaires et forme en son milieu un canal
hydrique. Les 2 isoformes M1 et M23 s’associent par des liaisons non covalentes et forment des
hétérotétrameres. Si les isoformes M23 prédominent a la surface de la cellule des ensembles de
plusieurs dizaines voire centaines de tétrameres accolés se forment : ce sont les square arrays ou
orthogonal arrays of particles (OAP). La présence de 1’isoforme M1 tend a inhiber la formation des
OAP par I’intervention de la partie N-terminale intracellulaire qui géne 1’assemblage (Rash et al.,

2004) (figure 4).

Le rdle principal de I’AQP4 est d’assurer le transport bidirectionnel de 1’eau de facon
sélective (seul la molécule H,O peut franchir le canal) mais passive en suivant les gradients
osmotiques. Les souris KO pour I’AQP4 développent ainsi un oedéme vasogénique plus important
lors des situations d’inflammation, ce qui pourrait étre 1ié a une altération de I’évacuation de I’eau

vers les vaisseaux. Par contre ces souris développent moins d’cedéme cytotoxique dans les
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situations d’ischémie ce qui suggere que la diminution du transfert d’eau entre les vaisseaux et les
ventricules pourrait étre bénéfique dans cette situation. L’ AQP4 pourrait jouer aussi un rdle dans la
migration cellulaire et 1’accolement des cellules entre elles notamment pendant 1’embryogénése et
la cicatrisation ainsi que dans la transduction du signal neural (Verkman et al., 2011). Les canaux
AQP4 sont aussi fonctionnellement associés aux transporteurs de glutamate EAAT et pourraient
donc jouer un role dans la recapture du glutamate libéré par les neurones. Cependant les souris KO
pour I’AQP4 ne manifestent pas d’anomalie clinique ou histologique évidente si elles ne sont
soumises a aucune situation pathologique (Saadoun et al., 2009; Zhou et al., 2008).. L’AQP4 ne

joue donc probablement pas un role indispensable.
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Figure 4 : Organisation de I’AQP4 a la surface des astrocytes
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Légende : Les deux images B proviennent d’'une microscopie électronique de la surface astrocytaire
apres fracture par le froid tandis que les deux images C constituent des schémas explicatifs de
["organisation de I’AQP4. Les tétrameres d’AQP4 constitués de l'isoforme M1 restent isolés (B a
droite et C en haut) tandis que ceux formés d’isoformes M23 s’organisent en structures
supramoléculaires étendues et ordonnées les orthogonal arrays of particles (B a gauche et C en

bas) (tiré de Verkman et al., 2011)
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c) Les anticorps anti-AQP4 sont pathogenes

Le terme d’anticorps anti-AQP4 renvoie a la présence d’une réactivité contre I’AQP4 quelle
que soit la méthode employée pour la mettre en évidence alors que le terme NMO-IgG renvoie
plutot a la présence d’une réactivité périvasculaire contre le cerveau en immunofluorescence
indirecte. Les tests les plus récents testent la réactivité contre des cellules transfectées pour I’AQP4
et semblent plus sensibles. Nous emploierons donc le terme d’anticorps anti-AQP4 a la place de
NMO-IgG (ou anticorps anti-NMO) sauf si nous faisons référence a une publication se basant

exclusivement sur 1’exploitation des données de I’'immunofluorescence indirecte.

Le role pathogene des anticorps anti-AQP4 a d’abord été suggéré par la baisse du marquage
AQP4 ainsi que GFAP (marqueur des astrocytes) dans les Iésions de NMO. Ceci était d’autant plus
frappant que ces marquages sont plutdt augmentés dans la plupart des inflammations du SNC
notamment la SEP a cause d’une astrogliose réactionnelle (Misu et al., 2007; Roemer et al., 2007).
Certaines études retrouvaient aussi un lien statistique entre la concentration d’anticorps anti-AQP4
et la survenue et/ou la gravité des poussées (Hinson et al., 2009; Jarius et al., 2008; Takahashi et al.,

2007).

Par la suite, il a été montré que les anticorps anti-AQP4 altéraient in vitro 1’expression
d’AQP4 ainsi que la fonction des astrocytes et de la barriére entre le sang et le SNC sur un modele
de cette barriére en culture. L’introduction d’anticorps anti-AQP4 dans ces cultures conduisait a la
mort des astrocytes (Sabater et al., 2009; Vincent et al., 2008). La pathogénicité in vivo a été
prouvée par l’injection d’anticorps a des animaux (Bradl et al., 2009; Kinoshita et al., 2009;
Saadoun et al., 2010). Les animaux injectés avec des anticorps anti-AQP4 développaient plus de
Iésions que les contrdles. Ces mémes ¢études ont cependant mis en lumiére que les anticorps anti-
AQP4 n’expliquaient pas a eux seuls la survenue des 1ésions car ils ne peuvent développer leur

pathogénicité si I’animal est totalement sain. Deux conditions sont requises : il faut que la barricre
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hémato-encéphalique soit rendue perméable aux anticorps et qu’il existe déja une inflammation
dans le SNC. En effet I’injection intraveineuse d’anticorps anti-AQP4 aux souris jeunes avec une
barriére déficiente ne produit aucune lésion (Bradl et al., 2009). C’est seulement chez les animaux
souffrant d’encéphalomyélite aigiie expérimentale (EAE) déclenchée par I’immunisation contre une
protéine de la my¢line que les anticorps anti-AQP4 pouvaient avoir une action. Chez ces animaux
non seulement la barriere hémato-encéphalique est fragilisée mais il existe une inflammation a
I’intérieur du SNC qui doit jouer un role dans la pathogénicité des anticorps anti-AQP4 par exemple

en fournissant des médiateurs inflammatoires ou des auxiliaires.

On peut donc supposer par analogie que chez I’humain la genese de lésions du SNC
nécessite d’autres facteurs que les anticorps anti-AQP4 concourant a 1’ouverture de la barriere et a
I’activation des anticorps. Le sujet atteint de NMO a en effet en continu des anticorps anti-AQP4
dans son sang méme en dehors des poussées. Le cas d’un patient qui avait dans son sang des
anticorps anti-AQP4 dix ans avant de débuter sa maladie a méme été rapporté (Nishiyama et al.,
2009). Les anticorps anti-AQP4 présents a ces moments-1a ne produisaient pas de Iésions méme aux
endroits ou la barriere hémato-encéphalique est naturellement perméable comme a I’area postrema
(Ratelade and Verkman, 2012). II a été montré aussi que les anticorps anti-AQP4 injectés a la souris
pouvaient aller se fixer sur I’AQP4 présent dans 1’estomac et le rein mais ne provoquaient pas de

lésion (Ratelade and Verkman, 2012).

De fagon intéressante Saadoun et al. ont montré que 1’injection intrathécale d’anticorps anti-
AQP4 (en passant donc au travers de la barriére hémato-encéphalique) chez un rongeur sain pouvait
provoquer des lésions seulement en cas de co-injection de complément humain (Saadoun et al.,
2010). Le complément pourrait donc étre un des facteurs clés de la survenue des 1ésions de NMO.
Cela a été confirmé par I’analyse de cultures cellulaires de moelle épiniere et de nerf optique :

I’addition d’anticorps anti-AQP4 seuls ne produisait pas de Iésion méme si I’anticorps se liait a
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I’astrocyte mais son association avec du complément ou des cellules cytotoxiques effectrices type
macrophage ou polynucléaires donnait des lésions proches de celles de la NMO avec atteinte

prédominante des astrocytes (Zhang et al., 2011).

Aucun modele animal d’EAE n’a pu étre obtenu apres essai d’immunisation envers 1’ AQP4.
Une équipe a récemment retrouvé une réactivité modérée contre I’AQP4 dans un mod¢le animal
d’EAE provoqué par I’injection de MOG. Cependant il s’agissait d’une réactivité mal définie en
ELISA contre de la MOG totale et 1’analyse histologique n’a pas été faite : on ne sait donc pas si il
y avait des lésions spécifiques de NMO et si cette réactivité jouait un rdle significatif (Wu et al.,

2013).

d) Mécanismes d’action des anticorps anti-AQP4

L’épitope précis visé par les anticorps anti-AQP4 fait encore 1’objet de débats. On a constaté
que les anticorps se fixaient mieux sur les OAP que sur un tétramere isol¢ et il a été suggéré qu’il
s’agissait d’un épitope particulier conformationnel formé par la juxtaposition des tétrameres dans
les OAP (Nicchia et al., 2009). Cependant, les OAP ne sont pas indispensables a la fixation des
anticorps anti-AQP4. La preuve en est que les tests de recherche d’anticorps anti-AQP4 se font
souvent sur des cellules transfectées pour I’AQP4 n’exprimant que M1 et ne formant donc pas
d’OAP. De méme la fixation des anticorps est meilleure sur la protéine native mais possible dans
un certain nombre de cas sur la protéine dénaturée, ce qui suggere que I’épitope est en partie
conformationnel mais pas totalement (Iorio et al., 2013). En fait d’aprés une autre étude qui a cloné
les lymphocytes B issus d’un patient NMO il existerait chez le méme patients différents anticorps

reconnaissant chacun un épitope différent de I’AQP4. Certains seraient conformationnels et d’autres
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non (Yu et al., 2011). Ces résultats sont a confirmer mais pourraient améliorer la compréhension et

le diagnostic de I’interaction des anticorps anti-AQP4 avec leur cible.

Plusieurs hypothéses ont été¢ formulées sur le mécanisme d’action des anticorps:

- Attaque immunitaire et destruction des astrocyte (figure 5)

Les analyses histologiques ont montré des Iésions inflammatoires importantes au contact des
pieds astrocytaires ce qui suggere qu’une réaction immune sévere a lieu a ce niveau. Il semble donc
logique que les cellules portant I’AQP4 soient la cible de cette réaction. Les anticorps anti-AQP4
peuvent provoquer une lyse cellulaire en activant la voie classique du complément qui va produire
des complexes d’attaques membranaires (CAM) a ’origine de trous dans la membrane cellulaire et
de la nécrose rapide de celle-ci. Les anticorps peuvent aussi guider 1’action de cellules cytotoxiques
(cellules natural killer, macrophages, polynucléaires neutrophiles et éosinophiles) et étre a I’origine
d’une toxicité¢ cellulaire médiée par les anticorps (ADCC). On retrouve justement en grande
quantit¢ des produits de la voie classique du complément (C9neo) et des cellules pouvant servir
d’effectrices aux anticorps (macrophages notamment) (Lucchinetti et al., 2002). Un autre argument
est que les lésions histologiques dues aux anticorps anti-AQP4 surviennent chez 1’animal
uniquement lorsque on ajoute du complément (Saadoun et al., 2010). De méme les Iésions des
anticorps anti-AQP4 et du complément envers une culture de moelle épiniére ex vivo sont
augmentées par I’introduction de cellules effectrices cytotoxiques (Zhang et al., 2011).
L’application des anticorps anti-AQP4 seuls en intrathécal dans le premier cas et sur une culture

dans le second cas ne crée pas de 1ésion.
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Figure 5 : Cascade pathologique conduisant a la nécrose astrocytaire dans la NMO
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Légende : Dans la NMO, les anticorps anti-AQP4 (produits du fait d’évenements encore inconnus)
circulants franchissent par un mécanisme a éclaircir la barriere hémato-encéphalique (2). Cela conduit au
recrutement du complément et a la formation du complexe d’attaque membranaire (MAC) produisant des
dommages astrocytaires (3). L’activation du complément et les cytokines sécrétées par les astrocytes
agressés recrutent des cellules inflammatoires (polynucléaires éosinophiles et neutrophiles et macrophages)
qui aggravent [’atteinte de la barriere hemato-encéphalique et augmentent donc [’entrée des anticorps anti-
AQP4 et les dégdts astrocytaires(4). La dégranulation des cellules inflammatoires (5) et la dysfonction

astrocytaire engendre ensuite des lésions oligodendrocytaires et neuronales(6).
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Ces lésions aboutiraient d’abord a une mort par nécrose des astrocytes et seulement
secondairement a des lésions oligodendrocytaires et une démyélinisation, voire a des lésions
neuronales. Celles-ci seraient diies soit a I’interruption des fonctions astrocytaires (transfert de 1’eau
et des nutriments ainsi que des métabolites énergétiques des vaisseaux vers les neurones et les
oligodendrocytes et recapture des déchets et des neurotransmetteurs), soit a 1’atmosphére
dysimmune produite par I’activation des cellules immunitaires et du complément a coté. Ce

mécanisme est explicité dans la figure 5 (Ratelade and Verkman, 2012)

D’autres mécanismes ont aussi €té proposes (figure 6)

- Altération de la fonction de transfert de I’eau par I’AQP4

La fixation de 1’anticorps sur I’AQP4 pourrait éventuellement bloquer le passage de 1’eau a
travers le canal hydrique ou provoquer une internalisation massive des protéines d’AQP4 qui
n’assureraient plus leur fonction comme c‘est le cas pour les récepteurs a ’acétylcholine dans la
myasthénie. La présence d’un cedéme important dans les 1ésions de NMO est en faveur de cette
hypothéese. Cette altération du transfert de I’eau a ét¢ montrée sur des modeles de culture cellulaire
in vitro mais est difficile a mesurer in vivo (Hinson et al., 2012). Les anticorps sont cependant assez
volumineux par rapport a I’AQP4 et certains auteurs ont argué que, pour des raisons
d’encombrement allostérique, les anticorps anti-AQP4 ne pourraient former une barriere
suffisamment serrée pour obturer les canaux hydriques (Ratelade and Verkman, 2012). Une
internalisation de 1’AQP4 est bien retrouvée dans les cellules en culture transfectées pour 1’isoforme
M1 mais est largement incompléte in vivo. En effet la présence d’anticorps anti-AQP4 semble
forcer les molécules d’AQP4 sous I’isoforme M23 a se rassembler en OAP de plus en plus grands
qui ne sont pas internalisés et restent sur la membrane (Hinson et al., 2012; Ratelade and Verkman,

2012).
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Les souris KO pour le géne AQP4 ont de discretes anomalies qui se manifestent surtout en
cas d’infection ou d’autres causes d’cedéme vasogénique car cet oedéme sera alors plus grave chez
ces souris. En dehors de ces situations il n’y a pas de modifications histologiques évidentes du

cerveau des souris KO ni de signes cliniques anormaux (Saadoun et al., 2009; Zhou et al., 2008).

L’atteinte des mouvements de I’eau n’est donc pas établie comme un mécanisme majeur

dans la NMO.

- L’altération de la recapture du glutamate

Le transporteur du glutamate EAAT qui sert a la recapture de ce neurotransmetteur
excitateur libéré par les neurones est associ¢ a I’AQP4 dans un complexe macromoléculaire. Une
¢tude a suggéré que I'internalisation de 1’AQP4 suite a 1’action des anticorps anti-AQP4 pourrait
entrainer celle de ’EAAT. Une accumulation du glutamate extracellulaire surviendrait et pourrait
entrainer une excitotoxicité (Hinson et al., 2008). Cependant comme on 1’a vu, I’internalisation de
I’AQP4 est loin d’étre systématique et ce mécanisme est controversé (Ratelade and Verkman,

2012).

Le premier mécanisme (destruction immune des astrocytes par nécrose) serait le mécanisme
majeur selon Ratelade et Verkman qui contestent ou minimisent I’importance de I’altération du
transfert de 1’eau, 1’internalisation de I’AQP4 et la dysfonction de la recapture du glutamate
(Ratelade and Verkman, 2012). Une analyse récente d’échantillons anatomopathologiques confirme
I’importance de I’inflammation avec dépots de complément et dégranulation des cellules
inflammatoires. Elle retrouve cependant aussi des lésions ou les astrocytes dysfonctionnent ou
entrent en apoptose en 1’absence de dépots de complément ou d’invasion majeure par des cellules
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inflammatoires ce qui suggere que les mécanismes a 1’ceuvre varient selon les Iésions. Un effet
direct des anticorps anti-AQP4 ou d’autres mécanismes encore a découvrir seraient prédominant

dans certaines 1ésions (Misu et al., 2012).
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Figure 6 : Différents mécanismes possibles d’atteinte du SNC dans la NMO
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SNC et donc favorisent un eedeme
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e) Intérét et limites des anticorps anti-AQP4

L’ensemble des publications s’accorde sur la bonne spécificité des anticorps anti-AQP4 (>90%)
(Lennon et al., 2004b; Waters et al., 2012). La positivité des anticorps anti-NMO est donc un
argument fort pour le diagnostic de NMO ou du moins une maladie du spectre NMO. Comme cela a
¢ét¢ mentionné dans le chapitre A, la découverte des anticorps est particulicrement utile lors de la
premiere poussée ou dans les formes fronticres de la NMO. Il existe alors de fortes chances que le
patient évolue vers une NMO définie ou au moins ait de nouveau des poussées séveres ce qui
justifie un traitement immunosuppresseur agressif et contre-indique les immunomodulateurs type
interféron béta. Les patients séronégatifs auraient plus de chance de ne jamais avoir d’autre poussée
ou de s’engager dans une maladie de type SEP (Kim et al., 2013b; Matiello et al., 2008; Sato et al.,

2012).

La découverte de la positivité des anticorps anti-AQP4 a moins d’intérét pour le diagnostic
positif si la maladie est déja évoluée car les critéres de NMO sont souvent déja remplis (Collongues
et al., 2010). Elle permet quand méme d’avoir un critére supplémentaire objectif pour asseoir
définitivement le diagnostic. En ce qui concerne le pronostic des formes déja chroniques, celui des
formes séropositives serait un peu plus défavorable. C’est cependant moins clair que aprés une
premiére poussée (Cabrera-Gomez et al., 2009; Jarius et al., 2012). Certaines ¢tudes suggerent que
les patients avec des anticorps anti-AQP4 positifs auraient un pronostic plus péjoratif que ceux sans
anticorps anti-AQP4 (Jarius et al., 2012; Lai et al., 2011) mais d’autres €tudes ne retrouvaient pas

de différence (Alvarenga et al., 2012).

La négativité des anticorps anti-AQP4 apporte moins de renseignements valables que la
positivité. En effet la sensibilité de la recherche d’anticorps anti-AQP4 est médiocre et trés variable
entre les études de 33% a 95% (Cabre et al., 2009; Cabrera-Gomez et al., 2009; Lennon et al.,

2004b; Waters and Vincent, 2008; Waters et al., 2012). Cette variabilité pourrait étre due a
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I’existence de nombreux tests avec des sensibilités variables. Le test originel utilisant
I’immunofluorescence indirecte pour détecter le NMO-IgG a été remplacé progressivement par
d’autres tests recherchant des anticorps dirigé contre ’AQP4 en ELISA, par immunoprécipitation
ou par la mesure de la réaction contre des cellules transfectées pour AQP4. Ce dernier test semble
le plus performant avec une sensibilit¢ de 77% d’apres 1’étude comparative la plus récente (Waters
et al., 2012). 1l existe cependant méme avec ce test une proportion significative de patients NMO
sans anticorps anti-AQP4 détectables. La négativité de la recherche des anticorps anti-AQP4

n’¢limine donc pas la possibilité d’'une NMO authentique.

Il n’est toujours pas clair si la physiopathologie des cas séronégatifs pour les anticorps anti-
AQP4 implique au méme degré 1’AQP4 et les astrocytes ce qui justifiera de plus amples recherches.
Récemment, la présence d’anticorps sériques dirigés contre la MOG a été signalée dans les formes
séronégatives (Kitley et al., 2012). Ce travail retrouvait ces anticorps chez 4 patients parmi 27 sujets
NMO négatifs pour les anticorps anti-AQP4 alors qu’aucun des 44 patients NMO séropositifs pour
les anticorps anti-AQP4 ne présentaient d’anticorps anti-MOG. De méme Mader et al. ont retrouvé
la présence d’anticorps anti-MOG dans le LCR chez 2 patients parmi 2 sujets NMO séronégatifs

¢tudiés tandis que ils étaient présents seulement chez 1 patients NMO séropositif parmi 43 étudiés.
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3) Le suivi longitudinal de la réaction immune

Les données disponibles sur 1’évolution dans le temps des marqueurs immunitaires, leur

relation a I’activité de la maladie et leur utilit¢ médicale ont été passées en revue dans 1’article

suivant

Article 1 : Chanson JB, de Seze J, Eliaou JF, Vincent T. Immunological follow-up

of patients with neuromyelitis optica: Is there a good biomarker? Lupus.

2013 ;22(3)1229-32. (droits réservés pour la 3™ partie)

44



45

R
P LT R

D el e o e e ow o T an
e o e e e TR

PR

iy Fer capws. rEamr L o

RN LN ALY ST S L P
A A B

T T ST P T T
TN Sl A e SO TR

LAt TR FUR - T e
e e S R M D DD

45



46

REVIEW

ey e

lmmunological follow-up of patients with neuromyelitis optica:
Is there a good biomarker?

18 Chanasn'*, | de Gape'? I-FE.I-.:'-.H.'.I" Vincent'

'Daparemen b fesmkme

Imhhhm.w

et dlr Marecessraae. Dopot s (LI
Camre Hropaakar | eeryiae de

B o=l dSERmE] o oA B Sl 1o Ao BNy Gould he dlinksally sl o kame
Rukumians dsspes hencvnpelins o | WD) e e -H'_.-q-l._--ufh

Dl BEFS e el anrd e S e aseEEd S lujras S vk, N ien
i i jeves, we Qi uk e S Eling 84 an e ke ol no-

drome of myilhenil Fris.

wn-

ikt ket ol diveast druv ity i WD A apecilic ]ulu:gn-: uﬂlq- FEATHEAT 8 L T

quiapniin 4 (AR & E resnlly diEcsEns § dhe

Aussae . The relipssy see heguenlly

J.r-mw & SEasE m mm 4
Aesnupanmd by Meszigey Iy AP

LY I T E TR

wuﬂﬂumm

'uuuuuuqr u-.:u_ A —— Hrg-'qnmu

Toug Tl
hsrapy sk e simhbbed. & Lok

Techeain ddecie AEver (B Bl BEviiin IOl oLy ]

AP g prisiung ol @ad projpaossd il hes ool el heen amlined. Foally, e i)
al Tl immunily agming S0P and speoife svinkines sonld be Tanee Sirsfin Ti

enskidh.  Lagas (PTLEY, IE VT

Wy warlE Téew ooumuiily, of amoyelils oflss, Sl aguapoim 4 anlledy, lninnkiker,

Tollivg-up

I et tction

The wsesment of immunslopcsl bomarkers plays
an mporient ok e the disgmoss of meiny mila -
mabliry aplemmens deesss . A lnk beiween hess
bivma rkers and dissase acbivily was lound in some
Mduﬁmwﬂ'ﬂﬂ-lﬂ
grasulomslons with poly Howsver, il
atill dehaisd whelher the n--punh-im-
markers could meliably predcl the desas courss
and be helplizl for adepiong terapy.

Devic's newomyelis  optice (MWD & as
infka ki v L.n- ol he ur-rqlLuwu
wyabem () B characiernesd v ity
irﬁ-lﬂﬁk‘pﬂlﬂ.—hﬁplﬂ
and optic merves.” The ssocution o NMO with
sysdemic lupes erytbemalisgs, Spignm syndrome

Compatacs = Toess Yo, (Kpasiesei f bame e
Hopml Gmo-fis, (H & Moowik: @ e dopeem
Fliscim, 'ﬂlh#lﬂ*! Foame

Ervai i il
l—ﬂﬂﬁhhﬂ_—-tiﬁ_m

w MAdru B SErm ar I T [ DO AR O L L

namal NMO-IgG was discovered in NMO, dir-
eched =l A (A ). an ekt ylic
-'HIL'L-# : i ok -l.i'::-:
mmilh;mhumuum
]n.a_- ramsber  expaimenis ™ amimal
This Ab demonsirated an escellert spe-
sﬂj{:!ﬁ].ﬂ;ﬂquhmﬁ
and WG and was moetly m the revsed
dagroshic arilena for MO Aher a fira chin-
il evenl nol pel leliling the MO dismoas on -
tena. e preseme of ani- Abs s rndicalive ol
1h@riufmmm-lpﬁun

TN TR R ST Iy &
Thﬁurndﬂhp&n;huw-p

46



47

NIRRTy e
JACmr &y

wdupied 0 WM. In this evew, we will discss
existing dala shou the wsdulnss of anbi-A0P4
by gl orher 1o parmmelEs as pola
bl biamarkers of disase activily lor the follow -op
ol MM} patients.

A FACHP S Al s mein cwicentt atien

A frsl stsdy wed the madiract mmmunobeorsceme
Imchmigee & aswes aml mopilor the presaeoe of
NMOd gl i sennl serem smples of Foasr NMO
pabients. Al were foumd more Fregeently durmg
peiads of active diseas and became wdelsclable
duwmg the sishle disea e phase Fdlowing treammeni,
seggesting 3 cormelation mt’uﬂ:m activity, bul
po slatishcal bed was performed.’’ Quantila bive
mesy s veeme lnber de allowing o more Bocwr-
ke meascremel ol concEntrut oms.  Speci i
ractivily agaimsl AU wos messuied (n bwo s
dies, with ux" and sight™ patiests, rapedively.
A guuntitative  enryme-hokal  mmencsorbet
asmy [ELTSA) test was alsw yeed oo serml samples
from W pabients"’ These three arbicles reportal
thal arb-ACPE Ab concentrlion degeased in the
srgm aller whmmstrbion of an mmueneasppres
sve thespy jazathiopnne, cwlophosphamde or
nluximab) and this decresse was asscmled with
le=m freguenl relapses. The dareass ol ant- A0
Ab coneritation emier rilemmab theapy was
cimfirmed by other stwdes thal also reporied o
mild moreese jusl aller the Frs admin s bon,
likely caused by B-cell adivating factor (BAFF)
induction Followng B-od] depletion™"” A ¢
decrease alier bigh <kvse inravenous mahy
solone was abo reportal. ™ The iwo sudies with
the largesl mumber of putents fosnd hal anb
&P A b wrem conenira bon oomelaled with el
ical disease activity and that the onset of relopes
wils keled by u ree moserem Ab concenirs
" Furthemone, high sobi-AQPd Ab Ll
_.-'EI'."IIH wilh | verebral lEsons, exlan
iu-n_njr.im:uwh bhpdness = al leas one
eve. However, some rmporiant lmlations showkd
be pointed oul. Many shubis Dend o sabsticall y
agniliceml arrelsbion helweer Ab senmm levels aml
disease actrly. ™" Mo clear threshald vales
ng the onwel of relapes codd be delenminal
of the kigh mier. and 1ot nd ndm| vane
ahility. “ 4" An increase i Ab comentration did
ol dlways lesd b0 8 chmcsl relapee, amd e
relupees cocurral while the anti-AQP Ab level
remained relatively low, Morsover, ant A0 Ab
cimcenlration:  were mel o coreeltal owith e

readusl lenclional mparment of the Frequency
of mlapes. ™" We mesarsd the snn-AQP Ab
smrum concenirabion in serial smples from W
MO putents Followsed al owr mesrology depart-
menl and lownd no statisicsl comelstion wilkk the
presence of relapses o the leve of cimcal mpar-
menl {posba PRE]D ol the Furopean O ommn lee Tor
Treaimenl and Besessch m Multiple Sclensis
(ECTRIME) Congres m 111 As previowsly
idmenbed, an vmcrease 10 anb- AT &b comosmim-
on sxmeimes occurral withouwl chmcel duanges
amid, conversly, disesse wonenimg was oflen ot

ial by an increase m anb-ACQPE Ab
levels. Hence, we concluded that sl the individsal
level. changes m anti-AQP4 Ab srgn concentrs
hom are mel swiluble 25 @ means of praficing the
omet of a relape md adapiing the trestmanl
wocimbngly .

It kas been demonstruted that aoti-ACQPS Abs are
predommnantly Ip(i] md can mdece complament .
metisied cylolxicity o AQPSevmesng celk.™
A study moluding 17 MO pabienss showst
bigher levels of cytolmicity m the s of mpbests
with severs relupses comparal Lo those with mild
relapoes. " Interestmgl y, the study foend no agmi

with mild versus svere allacks, w hich suggests thal
Ab concentrabion and complementmedated oyl
mwuﬁ-mlumuymdﬁm
evolubion, Howews, anolher stwdy i

pabents sed pony o guanhtative cell-basd -.-h-
migee Fosmd 8 marked @orelabon belwen anb-
ACQP4 Ab srum concentralion and srum cytolox.
icity . The |after parameld was bol better corpels bal
with melapses™ Acordogly, m the 10 mbsnis
mluded m owr study . we foend mo parbcelar cor
reli liom between the level of senam o bobox ity and
the presene ol :-ilp- orchmcal impuirment. The
level of srem cybloxicily was kighly coreelbad
with the anti- Ab serum conoenlralion b
palher ol thss parumelers rehably predicied Lhe
mlhpeed (poster PHET ol e X1 BECTEIMS
Lirngres.

(Mder awnwes f research

The presemoe ol anb-ACQH Ab m cerebrosmml
i {CSF) was demonstraled in some stodis'
Huowewer, i.nh-lti-l.ﬂd-u-i ammsl AQPE @
bt Lo soder m the al anli- &
Mmmn muwh buther '-.%
srem than w the CSF."" Rarly, ant-AQP Abs
have been descrbed in the CSF ol srnmegs live

B T o T ) e Tl T Tl AR



48

patisnts.” hut this sems 1o have been an excep-
tional Ending.” Nevertbeles . pathognic roos s
oocer i Ehe U™NE, anad animal modds have clearly
mutﬂp—@h]ﬁlhﬂbmﬂ
blood bran harner to be patbopnic.” Acerding y,
high snil -AQP4 Ab econcenirations m the CEF
seem o be ssssciaed with = iﬁi—!—
anb- AU &b comomibralions o Blood b -
rier dyslundion.™ " Inters tingly, Dupmovic et al.
showed thal (%F might be more rdevant than
mrum lor tbe follow-up of aoti-AQP4 Ab in
NMO patients.™ In s shedy, the association
between anii -S04 Ak level chamees amd [he
:mnf.-h.y- appeaned stronget in CSF thar
m sermm, Lo the resdis of (BF-
mnqq:luﬂ-utllm et, the
wslulives o C5F sbwdies m WA Follow up wall
likdy be lipmied by the low feambility of repabe=d
hamhar punchoes.

Factors other thae anb-A(0d4 Ah swch as mwlo-
reaictive T celly, are likely to play & role i NMO
pathopkysichgy . -Fl-ﬂh-—ﬂw:r-ﬂtml-
dsivEly —m m The presmue
of @ Tedl resctwity apund AQP has been
.h-n-lnudhhhlu and 1k ssmwment mughl

but dffcull 1o manage roshinely o

_-hh.rt Interzekin (11317 sording T odls
{Th'l‘?ﬂ!bl‘.’ CEMR 40 T cells) appear
o be evpedally mvolved m NMO. The sssesment
of the srum levels of IL-17 sni Tcell qolarizing
eytokmes (TL-4, I1.-21 -dmﬂhnullhj-apm
for the Eagnois of NMO." but the el tionship
with disase activity and their ahlity o pradict
the disease course remam o be evaluated.

Finally, ghal Ebnllar acdic protem £GF AP and
EHME am releaal mio ke UXF duwrmg N0
relapses, aml thewr C5F comeniratims ame come-
lated with telapse severty.’" A rie in serum
muw-ﬂmwumu
VET Sl wleons, epeaally
relapses, hl:l.l.].-!-'ﬂdyi:umdﬁ-lc’l-p-
weere naol sl listically * Whether the
imcrease of GFAF o Iﬂl:uh in CBF or
mrum coekd the dimisl onsl of el
thﬂmﬂpﬂnﬂ' 'uhmlhn-nlyﬂﬂ
v haaied,

LTI T T

Ant-A0P Ab & bow wdl meopueed o oan
_Fhld_‘.-‘l.lp—‘hhllﬂ
edabishimg a progooss alier o Eml climical
event " Bome studes bave swewsed & lnk

oo vhen roems vl #8502 cEs i pr -
b e

belwesr the concentration of this Ab m Lhe srem
anadl disease aclivily, especially 8 decrsase dunm an
mimsnoseppresive  edmel aned an monease
disnng a relapse. However, ﬁ'l-nulu'lh.rl.ﬂw-.
futwre asurs of the disesse. Thes, acardmg Lo
the exsimg dals, a switch m therapy hassd only
om anl- AP Ab level chanpes does mol seem s -
tileed. Furiher chmoeal simbies witk & larpe number
of panerts are meeded (o detamume whether o eh.
ahle threshold i Lhe omsd ol 5 e oA
poor response Lo Lherapy can be gslabh . Ubther
avemes ol resarch, suck as Tooell mmuemily, ovli-
kmes and markers of  astrocybe alsa
nqmsnﬁ-runﬂﬂﬂhm—:ht
chmical releyamoe.

il gy

This ressrd mosved mo gpecibc granl o
any | apncy i Lhe pubhe, aymmenal, or
el

Conflict of nerea

The awihaors heve po coplbicls of raleEres] bo dsclame.

Hele e e

| Kadiwsiiery OO, Sopmnas U6 Becoms A Bl 8 Losbog PC.
o REEEE D i, [T RS A I R
weahal dager NGS5 W)
*hhfmrmr—“rﬁrhﬂ.ih“"_:t
Pols ey mernsii e spiscd o ammis o] A
1-lﬁﬂiﬁﬂ—ﬂlihlﬂ+ﬂl-lh
1%“1—“*&] =l =u am
s oty Ak Asesd 30 84
llf.“.nlu_ cie Sarw | Cammi od foiue e toen
| o ki Theer e Mears! Diicie’ J0E, 40 BL-E2 Y
§ Lemmes WA, Kavamr TH Pitesd & &8 &l o sk of apbe
e m e oo EE s | asEaeors-d e e staromi

fi




i T, Faplrs K, Tk Lo A ey -
anbhis ¥ aed ® ik r NREr & miaty oo
mibicedy i e BN, L aa

:!ﬁn_.ﬁ. ¥ THE FRT ERILE :
1 Sabmigma |, T iCmee Bl 21 ! Trasmen fecmess ™
Finommb et
mho omd wmem BAFF

b oo H-.::Hiﬂun

ol 5
Hh“g_ti:mﬂiﬂhlﬁ,
Prilcd & Prdbcoom 5 omsce aiad TR

49

31 Bk & Framesci U, Pas! F ool Gomsbrevoprom i st
o mmpored @ acomyiE anl mlamd Smwen
ﬁnu—ldm - Newr mnilamrnanm
ik 1

B K B, &fwarar E Sl ol o ad

diciecmd ™
- Y3

4 Baymernc |, Mader £ Scherda Km0 o8l Teopen | dysemee of
m-q_ e em dpwdan J eesrsrons] W
M Mo E, Transsme |, Karsees ) Roed [0, Hridr S Maer 2

i

Pl BN TR

B 'qhﬁi‘l‘@dh'.dd IrwTeo-

e w meph o sy s J

L I..I..I!III—#I'HJ -

3 MeeT, Teme B, F g K, Tomkwl T, i, o V.
'ﬁ.ﬂ:t—--h*—]ﬂ#“-*r\_
™ icn AT ambmecwic i e

qulﬁ-ql—.“;-”‘_njl—*

B Siarae W, Peald &, MmO The e of sonem el By
AR WHeT modmwERTs ik dosm o a remomen
sy P S EN &

W waen .?m:i_n:d Serram (i F AP sl apin:
sooropnibns J M So Y AEY 10 EN



50

C) Objectifs

La compréhension de la NMO a fait de grand progrés dans les derniéres années notamment
par la découverte d’un anticorps spécifique qui améliore les possibilités diagnostiques et donne de
nouvelles pistes physiopathologiques. Cependant certaines caractéristiques de la réponse immune et

de son interaction avec le systéme nerveux central sont encore inconnues.

L’objectif de cette these a été de développer une recherche translationnelle et appuyée sur
des collaborations avec des équipes expertes dans des domaines précis pour améliorer la
connaissance de la réponse immunitaire dans la NMO. Ses conséquences sur le systéme nerveux

central devaient aussi étre mieux définies.

Nous avons d’abord développé et étudi¢ un modele animal de NMO en laboratoire afin de
mieux comprendre la physiopathologie d’une inflammation optico-médullaire. Cette étude avait
pour but de dégager des enseignements transposables a la NMO humaine et de servir a tester des

hypothéses venues des études humaines.

Nous avons aussi exploité la cohorte importante de patients NMO suivis a Strasbourg pour
améliorer la connaissance de la réaction immune dans la NMO elle-méme mais aussi de ses
répercussions sur le SNC en suivant plusieurs axes : les anomalies métaboliques sériques, la mesure

des changements dans le volume cérébral et les symptomes fonctionnels et le handicap.
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II) LA REPONSE IMMUNE

DANS UN MODELE ANIMAL
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Article 2: Collongues N, Chanson JB, Blanc F, Steibel J, Lam CD, Shabbir A,
Trifilieff E, Honnorat J, Pham-Dinh D, Ghandour MS, de Seze J. The Brown Norway
opticospinal model of demyelination: does it mimic multiple sclerosis or

neuromyelitis optica? Int J Dev Neurosci. 2012;30(6):487-97.

(I’article a eté supprimé de la version de diffusion pour cause de droits d’auteurs)
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COMMENTAIRES

1) Résultats principaux

L’immunisation des rats Brown Norway par la MOG induit de fagon reproductible une
inflammation du SNC prédominant sur les nerfs optiques et la moelle épinicre. J’ai étudié dans les
années 2008-2010, en collaboration avec Nicolas Collongues, ce modéle pour dépister les
similitudes et les différences avec la NMO humaine. L’¢tude de I’expression de I’AQP4 et de la
GFAP a permis de montrer une évolution similaire a celle de la NMO au moins dans les nerfs
optiques. L’utilisation de I’IRM a donné de nouvelles pistes notamment I’apparition au début de la
maladie clinique d’hypersignaux transitoires au niveau cérébral périventriculaire. L’analyse de la
réponse immunologique a confirmé la présence d’une réponse immune humorale mais sans

anticorps anti-AQP4.
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2) Problématique des modeles animaux de NMO

Un modele animal est « un modele permettant I'étude de données de référence sur la biologie
ou le comportement, ou chez lequel on peut étudier un processus pathologique spontané ou induit,
celui-ci ayant un ou plusieurs aspects communs avec un phénomene équivalent chez 1'humain ou
d'autres espeéces animales » (American National Research Council Committee on Animal Models

for Research and Aging).

Dans le cadre de la NMO, on ne dispose pas de modéle animal spontané. On va donc
chercher a induire chez I’animal une maladie ayant le maximum des caractéristiques connues de la

NMO c’est-a-dire :

- Une attaque auto-immune sévere du SNC

- Une prédominance optico-médullaire des 1ésions
- Une réponse immune a prédominance humorale
- La présence d’anticorps anti-AQP4

- Des anomalies histologiques similaires a celles de la NMO avec notamment une
inflammation périvasculaire et sous piale, une diminution des concentrations de I’AQP4 et de la
GFAP (Misu et al., 2007; Roemer et al., 2007), des dépdts d’Ig et de complément périvasculaires

et/ou la présence de macrophages ou de polynucléaires périvasculaires (Lucchinetti et al., 2002)
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- Des anomalies IRM similaires a celles de la NMO avec myélite transverse et extensive,

névrite optique bilatérale et anomalies cérébrales périventriculaires

Les modeles animaux utilisés dans le domaine des maladies auto-immunes du SNC sont
principalement les EAE. 1l s’agit d’une inflammation du SNC induite chez un animal (le plus
souvent un rongeur) par I’injection d’un composé de la my¢line (MOG, MBP, PLP) ou d’un broyat
de cerveau non spécifique accompagné le plus souvent d’un stimulant immunitaire (adjuvant de
Freund). Le type et la localisation de I’inflammation varie selon I’espece et la souche d’animal
employées et le composé immunogene injecté. De fagon intéressante, Storch et al. (1998) avaient
comparé plusieurs types d’EAE et montré que I'EAE provoquée par 1'injection de MOG chez le rat
Brown Norway femelle est celle qui a le profil le plus similaire a la NMO. En effet il existait une
atteinte séveére du SNC a prédominance optico-médullaire. De plus 1’analyse histologique montrait
des stigmates d’immunit¢ humorale avec des dépots d’immunoglobulines et des €osinophiles
périvasculaires comme ce qui a été mis en évidence dans la NMO (Storch et al., 1998). Des études
récentes ont confirmé que les EAE produites par I'injection de MOG sont celles qui mobilisent le
plus le systéme immunitaire humoral (Bettelli, 2007). De méme parmi les différentes souches de
rat, les rats Brown Norway sont ceux chez lesquels les réactions humorales sont les plus marquées

(Fournie et al., 2002).

Nous nous sommes donc attachés a compléter I’analyse de ce mod¢le animal. Il semble en
effet étre le modele le plus proche de la NMO et donc le plus approprié¢ pour comprendre les

mécanismes de I’inflammation optico-médullaire.
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3) Nouvelles données histologiques

L’analyse de I’évolution de I’inflammation dans le temps nous a permis de montrer qu’elle
commengait au niveau périvasculaire et sous-pial comme dans la NMO avec un marquage EDI
apparaissant environ a J25 apres I’injection de MOG (figure 7). Il se produisait ensuite, comme
dans la NMO, des dépdts d’immunoglobulines et de complément suggérant une implication de
I’immunité humorale. Cependant, contrairement a la NMO, ce dépot se faisait le long des plaques
de démy¢linisation plutdt que pres des pieds astrocytaires périvasculaires (Storch et al., 1998). Ce

pattern évoque donc une réaction envers un antigéne myélinique (MOG) plutdt qu’astrocytaire.

L’analyse du marquage AQP4 et GFAP (marqueur des astrocytes) suggere une
physiopathologie variable selon les zones. Il existait une atteinte astrocytaire nette dans les nerfs
optiques au début de ’attaque immune avec diminution des marqueurs AQP4 et GFAP mais sans
passer par une apoptose des astrocytes. On notait que le marquage AQP4 réaugmentait moins vite
que le marquage GFAP apres le début de 1’attaque immune. La moelle épiniére ne souffrait pas de
perte majeure des astrocytes (pas de baisse du marquage global AQP4 ou GFAP) mais on observait
tout de méme une apoptose de nombreux astrocytes. Ils étaient donc aussi touchés mais de manicre
différente que dans les nerfs optiques. Ces résultats sont a mettre en parall¢le avec les travaux
anatomopathologiques récents chez I’humain qui suggerent que plusieurs mécanismes de lésion
astrocytaires sont a I’ceuvre dans la NMO (Misu et al., 2012). Certaines Iésions seraient composées

d’une nécrose cellulaire astrocytaire liée a 1’attaque par le complément et/ou les
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polynucléaires/macrophages tandis que dans d’autres lésions une apoptose des astrocytes sans

dépots de complément ni invasion par des cellules inflammatoires serait constatée.

Figure 7 : Marquage périvasculaire et épendymaire précoce de I’ED1 chez 1’animal

cenveay

L ‘ - .‘-(
g mﬂ '

Légende : Coupe de moelle épiniere analysée a J25 avant [’apparition des signes cliniques par
immunohistochimie avec le marqueur EDI (marquant les macrophages et les lysosomes de la
microglie activée). Marquage périvasculaire (fleches) sur ['image de gauche et des cellules

épendymaires a la limite entre LCR et cerveau dans l’'image de droite (fleche)
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Ces dernieres I¢ésions pourraient étre lices a 1’action directe des anticorps anti-AQP4 altérant
le fonctionnement de 1’astrocyte et conduisent a I’apoptose. Nos résultats orientent donc vers
I’existence de plusieurs mécanismes d’atteinte astrocytaire dans le modele animal. L’atteinte des

zones périventriculaires semble suivre les mémes mécanismes que celle de la moelle épiniére.

Nous avons analysé la quantité de protéines AQP4 présente chez les rats mais pas celle
d’ARNm d’AQP4 exprimé ce qui pourrait étre une perspective intéressante. Miyamoto et al. ont
montré en effet une augmentation de I’expression d’ARNm d’AQP4 dans la moelle épiniere et
I’encéphale (pas d’étude des nerfs optiques) de I’EAE (souris C57BL/6 injectées avec de la MOG)
(Miyamoto et al., 2009). La comparaison avec les données du marquage histologique aurait pu
renseigner sur les évenements régulant la traduction, 1’adressage et les modifications post-
traductionnelles de 1’AQP4, potentiellement perturbés aussi par I’anticorps anti-AQP4. Il serait
notamment intéressant de confirmer et d’expliquer les causes du décalage entre 1’expression de la

GFAP et de I’AQP4 dans la phase d’état de I’inflammation des nerfs optiques.
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4) Nouvelles données immunologiques

Nous avons confirmé la présence dans ce modele d’une réaction immune humorale forte qui
se traduit par une production importante d’anticorps anti-MOG. Nous avons €tudi¢ 1’évolution de la
concentration d’anticorps dans le sang et confirmé la nette augmentation des anticorps au moment
de D'installation des signes cliniques. Cependant, il n’y avait pas de relation directe entre la
concentration d’anticorps anti-MOG et I’intensité de handicap. De méme nos travaux postérieurs
chez I’humain n’ont pas retrouvé de relation entre la concentration d’anticorps anti-AQP4 et
I’activité de la maladie (article 3). Néanmoins, ’effectif des rats était relativement petit et il était
difficile de montrer une corrélation significative. La présence de dépots d’immunoglobulines et de
complément avait déja été signalée dans le modele du rat Brown Norway par Storch et al. (Storch et

al., 1998) et confirme I’implication du systéeme immunitaire humoral.

Nous avons complété les travaux précédents en recherchant la présence d’anticorps anti-
AQP4. Ceux-ci €taient négatifs selon la technique d’immunofluorescence classique chez I’humain,
nous avons aussi essayé de rechercher une réactivité contre pratiquement chacun des composants
extra-membranaires de I’AQP4 en ELISA. Nous n’avons pas retrouvé d’anticorps. Une réactivité
contre un antigéne uniquement conformationnel ne peut étre complétement exclue (Nicchia et al.,
2009). 11 semble cependant exister chez I’homme plusieurs spécificités d’anticorps anti-AQP4 dont
au moins certaines reconnaissent des antigénes linéaires (Yu et al., 2011). La présence d’anticorps
anti-AQP4 dans notre modéle semble donc peu probable. Il existe quand méme des éléments

histologiques suggérant une atteinte des astrocytes et de I’AQP4 dans le modele animal et la
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découverte des mécanismes impliqués dans ces lésions astrocytaires pourrait nous donner des pistes

pour expliquer les formes de NMO séronégatives pour les anticorps anti-AQP4.

Il existe un débat sur les voies inflammatoires préférentielles dans la SEP ou la NMO (Thl,
Th2, Th17) (Kalluri et al., 2011; Matsushita et al., 2013; Shimizu et al., 2011). L’analyse des
cytokines et/ou des clusters de différenciation des leucocytes exprimées dans différents endroits du
SNC dans ces modéeles animaux d’inflammation optico-médullaire pourrait étre intéressante. La
physiologie du systéme immunitaire n’est cependant pas forcément la méme chez les rongeurs et les

humains et les résultats obtenus dans le modele animal devront étre transposés avec précaution.
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5) Données de ’IRM

L’IRM est un outil intéressant car il permet de dépister I’apparition de 1ésions de fagon plus
objective et peut-€tre plus précoce que I’examen clinique qui est de plus un peu aléatoire chez le rat.
L’IRM est aussi reproductible contrairement a I’analyse histologique qui nécessite le sacrifice de
I’animal. Cet outil a cependant ét¢ peu utilisé du fait du colt et de la difficulté technique

d’anesthésier 1’animal et d’acquérir les images.

Nos résultats permettent d’étendre le phénotype du modele animal de démyélinisation
optico-médullaire: il existe en effet de nets hypersignaux IRM périventriculaires au début de la
maladie. Ces données ont permis de guider 1’analyse histologique et de détecter une atteinte
inflammatoire a ce niveau. Il semble donc que I'inflammation optico-médullaire ait tendance a
concerner aussi les zones péri-ventriculaires ce qui est cohérent avec les données IRM de la NMO
humaine ou on constate des hypersignaux péri-ventriculaires (Kim et al., 2012). 1l serait intéressant
de pratiquer des sacrifices ciblés dans cette fenétre temporelle pour savoir pourquoi une
inflammation débute a ce niveau-la mais ne se développe pas vers des 1ésions aussi séveres qu’au
niveau optico-médullaire. L’utilisation de techniques IRM avancées comme la diffusion pourrait

aussi renseigner sur les mouvements d’eau.
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6) Nouvelles expériences pratiquées dans le laboratoire

Dans le cadre d’'une démarche translationnelle, le modele animal a servi pour des analyses
complémentaires a celles publiées dans I’article 2. Ces expériences complémentaires ont notamment
¢été ’occasion de tester ’immunisation passive des animaux par des sérums issus de patients NMO,
dont les résultats avaient été publiés en 2009-2010 (Kinoshita et al., 2009). Elles ont été 1’occasion

de tester des hypothéses physiopathologiques issues des résultats obtenus chez I’humain.

Ces expériences exploratoires ont été réalisées par Chiara Palladino une étudiante en master
2. La premicere visait a explorer les conséquences du transfert d’IgG de patients NMO séropositifs et
séronégatifs pour les anticorps anti-AQP4 a notre modele animal. Un total de 15 rats Brown
Norway ont suivi un protocole d’immunisation par la MOG similaire a celui décrit dans ’article 2
avec en plus un rappel d’adjuvant complet de Freund 26 jours aprés I’immunisation par la MOG.
Cinq rats ont ensuite eu une injection d’IgG purifiés issus d’'un méme sérum de patient NMO
séropositif pour les anticorps anti-AQP4, cinq rats d’'un méme patient NMO séronégatif et cinq
autres d’un sujet contrdle sain. Les trois groupes de rat ont développé une maladie avec des signes
cliniques globalement équivalents. L’analyse histologique a montré une perte en AQP4 et GFAP
nettement plus importante au niveau des nerfs optiques chez les rats injectés avec le sérum des deux
patients NMO que ceux avec le sérum du sujet sain. Ceux ayant eu le sérum avec des anticorps anti-
AQP4 avaient une perte de ces marqueurs encore plus importante que ceux avec le sérum

séronégatif.
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Ces résultats confirment I’action pathogene du sérum des patients NMO chez I’animal avec
une inflammation du SNC déja présente. La modification des marquages AQP4 et GFAP constatée
dans les nerfs optiques pourrait donc bien étre liée a un mécanisme similaire a celui de la NMO car
il est majoré par I’injection des sérums NMO. Il est trés intéressant de constater que I’injection
d’IgG de patients NMO séronégatifs provoque aussi une majoration des 1ésions histologiques. Cela
suggere qu’un facteur (anticorps contre une autre cible ? anti-AQP4 non détecté par les techniques
standard ?) est présent dans ces IgG. Cependant des expériences portant sur plus de patients seraient
nécessaires. La disponibilité des IgG (issus d’un échange plasmatique) et le temps nécessaire pour
les purifier et élever les animaux sont des facteurs limitants qui n’ont pas encore permis d’élargir

cette expérience exploratoire.

Une autre partie de 1’expérience a recherché la présence de réactivité contre CSF114 et
CSF114 glucosylé . En effet notre travail de 1’article 4 avait suggéré entre-temps la présence d’IgG
anti-CSF114(Glc) chez les patients NMO. La concentration de ces anticorps pourrait méme étre
corr¢lée a l’activité de la maladie. Cet antigéne aurait des liens avec un des ¢épitopes
immunodominants de la MOG et la réaction immune serait influencée par la présence ou non de
modifications post-traductionnelles (cf article 4 et ses commentaires). Chiara Palladino, a mesuré
par ELISA la présence d’IgG dirigés contre CSF 114 et CSF114(Glc) dans les rats de notre modele
selon la méme méthode ELISA décrite dans ’article 2. Cependant ces tests ont été négatifs : les rats
immunisés n’avaient pas développé plus de réactivité que les rats témoins et cette caractéristique

potentielle de la NMO ne se retrouve donc pas chez I’animal.
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1) Suivi longitudinal des anticorps anti-AQP4 et activité de la

maladie

Article 3: Chanson JB, Alame M, Collongues N, Blanc F, Fleury M, Rudolf G, de
Seze J, Vincent T. Evaluation of Clinical Interest of Anti-Aquaporin-4 Autoantibody

Followup in Neuromyelitis Optica. Clin Dev Immunol. 2013;2013:146219. doi:

10.1155/2013/146219. Epub 2013 Apr 28
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Commentaires :

Dans ce travail nous avons voulu étudier I'utilité clinique du suivi de la concentration des
anticorps anti-AQP4 pour prédire la survenue des poussées. Le nombre de patients inclus est limité
et les intervalles de suivi variés mais nos données suggerent que la concentration des anticorps anti-
AQP4 est hautement variable a la fois chez un méme patient et entre les patients. On constate des
augmentations de cette concentration qui ne sont pas accompagnées de poussées et des poussées qui
surviennent alors que la concentration des anticorps anti-AQP4 avait plutdt eu tendance a baisser..

Le suivi de ce paramétre ne semble donc pas utilisable en pratique clinique.

Certains travaux récents ont trouvé plusieurs types d’anticorps anti-AQP4 différents chez les
patients NMO dirigés contre différents épitopes de I’AQP4 (Yu et al., 2011). Ces données posent
donc la question d’une méme quantité¢ d’anticorps déclenchant une cytotoxicité différente (Hinson
et al., 2009). Nos travaux et ceux de Kalluri (Kalluri et al., 2010) sont en faveur d’une bonne
corré¢lation entre la concentration d’anticorps et la cytotoxicité médiée par le complément. Les
anticorps dirigés contre différents types d’épitopes de I’AQP4 auraient une partie constante
semblable avec une capacité équivalente a activer la voie du complément. La corrélation entre la
concentration des anticorps anti-AQP4 et la cytotoxicité médi¢e par les cellules effectrices reste a

étudier.

Depuis la publication de cet article un travail similaire a conclu aussi a un faible intérét

clinique du suivi de la concentration des anticorps anti-AQP4 (Isobe et al., 2013)

D’autres éléments sur les recherches en cours pour le suivi de I’activité de la NMO sont

exposés dans I’article 1 de la these.
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2) Recherche de nouvelles cibles antigéniques

Article 4 : Chanson JB, Paolini I, Collongues N, Alcaro MC, Blanc F, Barbetti F,
Fleury M, Peroni E, Rovero P, Rudolf G, Lolli F, Trifilieff E, Papini AM, de Seze J.

Evaluation of new immunological targets in neuromyelitis optica. J Pept Sci. 2013

Jan;19(1):25-32.
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Commentaires:

a) Résultats principaux

Les anticorps anti-AQP4 ne sont pas capables de déclencher seuls la maladie (Mitsdoerffer
et al., 2013). Nous avons donc voulu rechercher une éventuelle réactivité contre de nouveaux
antigenes a la fois pour proposer de nouveaux marqueurs utilisables pour le diagnostic et/ou le suivi
de la NMO et pour suggérer de nouvelles pistes physiopathologiques. Nous avons sélectionné une
librairie de peptides a partir de travaux antérieurs et avons détecté une réactivité significative envers
3 peptides chez les patients NMO par rapport aux contrdles sains. La sensibilité pour le diagnostic
de NMO de chaque marqueur isolé est faible (de 29 a 38%) mais pourrait étre augmentée par
I’emploi des marqueurs de facon groupée. En effet 70% des patients séronégatifs pour I’AQP4 ont
présenté une réactivité contre au moins un des 3 peptides. De plus la réactivité contre le CSF 114
glucosylée semblait corrélée a I’activité de la maladie ce qui est particulierement intéressant car il
n’existe pour I’instant aucun marqueur vraiment fiable de 1’activité de la maladie (cf article 1 de
cette thése). Cette étude devra étre confirmée sur de plus larges échantillons et la spécificité de ces

réactivités mieux évaluées.
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b) Données récentes sur la présence d’anticorps anti-MOG

Kitley et al. ont récemment rapporté la présence d’anticorps anti-MOG chez 4 patients parmi
un groupe de 27 atteints de NMO. Ces quatre patients €taient tous séronégatifs pour les anticorps
anti-AQP4. Les auteurs ont suggéré que les anticorps anti-AQP4 pourraient jouer un role de
marqueur chez les patients négatifs pour les anticorps anti-AQP4 (Kitley et al., 2012). Comme les
auteurs avaient utilisé la MOG entiére nous avons mené un nouveau travail pour répliquer leurs
résultats qui a été présenté sous forme de poster au congreés de ’"ECTRIMS (European Comittee for

Treatment and Research in Multiple Sclerosis) :

Poster P206 : JB Chanson, G Pacini, N Collongues, G Rudolf, E Trifilieff, P
Rovero, J De Seze, AM Papini. Absence of reactivity against myelin oligodendrocyte

glycoprotein in neuromyelitis optica.

Nous avons analysé par ELISA (protocole similaire a celui de I’article 4) la concentration en
IgG reconnaissant la MOG 1-117 recombinante de rat dans un groupe de 21 de nos patients (dont 8
séronégatifs pour les anticorps anti-AQP4). 1l existait effectivement un taux d’IgG supérieur dans le
groupe des patients séronégatifs (NMO Ac AQP4 -) par rapport a ceux séropositifs (NMO Ac
AQP4 +) mais les deux groupes présentaient une réactivité significativement inférieure aux
controles sains. Aucun patient NMO ne présentait de réactivité significativement supérieure aux

sujets sains (plus de la moyenne des sujets sains plus deux déviations standard).
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Figure 8 : Concentration d’IgG contre la MOG_;,7 chez les patients NMO

oD
0,2

0,18
0,16
0,14
0,12
0.1
0,08
0,06

0,04
0 4

NMO Ac AQP4 + NMO Ac AQP4 - Contréles sains

P<0.001

Légende : la concentration des IgG contre la MOG 1-117 recombinante de rat a été mesurée par
ELISA et est exprimée par la densité optique (DO). NMO Ac AQP4 + /-: patients NMO

séropositifs/séronégatifs pour les anticorps anti-AQP4.
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La recherche de réactivité contre la MOG de grande taille semble donc moins prometteuse

que la recherche de réactivité contre des peptides courts bien définis.

Cela est justement confirmé par un article publié encore plus récemment fin 2012 (Xu et al.,
2012). Ses auteurs ont synthétisé 25 peptides de 7-8 acides aminés qui représentent chacun un
morceau de la MOG. Ils ont ensuite recherché en ELISA la présence d’IgG envers chacun de ces
peptides dans les sérums de patients NMO et SEP et de sujets sains. Il existait chez les patients
NMO une tendance a 1’augmentation de la réactivité envers tous les peptides par rapport aux sujets
sains mais cette augmentation n’était vraiment significative qu’envers le peptide représentant le
segment 27-35. 1l existait méme une relation entre la présence d’une poussée et la concentration des
IgG contre ce peptide précis. Il s’agit justement de la zone dont la forme est mimée par le peptide
synthétique CSF114. Cela confirme que c’est cette zone qui est la plus intéressante dans la
physiopathologie de la NMO et/ou pour servir de marqueur diagnostique ou de 1’activité¢ de la

maladie.

Les auteurs retrouvent cependant aussi une augmentation des IgG contre ce peptide dans la
SEP et concluent que I’utilisation de cette réactivité pour différencier la SEP de la NMO sera
difficile. Néanmoins ils n’ont pas mesuré le taux d’IgM qui pourrait faire la différence entre SEP et
NMO (Lolli et al., 2005) ni recherché I’effet des modifications post-traductionnelles qui pourraient

permettre de préciser leurs résultats et d’accroitre leur utilité.
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3) Recherche de marqueurs métaboliques

Article 5 (en révision dans le Multiple Sclerosis Journal): Moussalliech FM, Elbayed
K, Chanson JB, Rudolf G., Piotto M, de Seze J, Namer 1J. Serum Analysis by 'H
Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy: a new tool for distinguishing

neuromyelitis optica from multiple sclerosis
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ABSTRACT

Background: Neuromyelitis optica (NMO) and multiple sclerosis (MS), two inflammatory demyelinating
diseases, are characterized by different therapeutic strategies. Currently, the only biological diagnostic tool
available to distinguish NMO from MS is the specific serum autoantibody targeting aquaporin 4, but its

sensitivity is low.

Objective: Therefore, we aimed to assess the diagnostic accuracy of metabolomic biomarker profiles in these

two neurological conditions compared to control patients.

Methods: Serum spectra (n=133) were acquired using proton nuclear magnetic resonance spectroscopy.

Multivariate pattern recognition analysis was used to identify disease-specific metabolite biomarker profiles.

Results: Among the metabolites responsible for the discrimination of serum samples from the three different
groups, the most discriminant were scyllo-inositol, which discriminated the MS group from the other groups,
and acetate, which discriminated the NMO group from the two other groups. These two metabolites were
quantified, and we found a significative difference in their respective average concentrations among the three

different groups.

Conclusion: Consequently, we suggest a new analytical methodology based on the determination of the
serum concentrations of these two metabolites using nuclear magnetic resonance spectroscopy. This new
type of analysis can help clinicians make a more precise diagnosis and therefore choose the most appropriate

strategy for treating their patients.

Key words: Multiple sclerosis, Neuromyelitis optica, metabolomics, serum, Nuclear Magnetic Resonance
spectroscopy
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INTRODUCTION

Neuromyelitis optica (NMO), or Devic syndrome, is an inflammatory demyelinating disease of the
central nervous system (CNS), characterized by severe attacks of optic neuritis and myelitis. Whether NMO
is a variant of multiple sclerosis (MS) or a separate disease has long been debated (De Seze et al., 2003;
Wingerchuk et al., 2007b). Today, NMO is recognized as a distinct clinical entity, distinguished from
classical MS by clinical, neuroimaging and serological criteria(Wingerchuk et al., 2006b). The presence of a
highly specific serum autoantibody marker (NMO-IgG) differentiates NMO from MS and has helped define
an NMO spectrum(Lennon et al., 2004a). NMO-IgG targets aquaporin-4 (AQP4), the main channel that
regulates water homoeostasis in the CNS (Lennon et al., 2005a). However, the sensitivity of this antibody is
relatively low(Marignier et al., 2008), between 50 and 70% and there is definitely a need to find a better
marker of this disease(2012; Polman et al., 2005). As treatments usually used in NMO and MS differ
substantially, the differential diagnosis between these two diseases is of uttermost importance(Papeix et al.,

2007). Besides NMO-IgG, there are currently no other biological diagnostic tools to accomplish this task.

To date, very few studies have been conducted by 'H NMR spectroscopy on serum(Mehrpour et al.,
2013; Sinclair et al., 2010) and CSF samples(Sinclair et al., 2010) " and Cozzone, 2011 Lutz et al., 2007: Simone et al., 1996)

of MS patients and no study has been reported on serum samples of NMO patients by this technique.

In this manuscript, we present a 'H NMR metabolomic approach to look for metabolic markers

capable of differentiating NMO from MS and healthy controls(2012).
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MATERIALS AND METHODS

Patient population

Forty-seven MS patients and 44 NMO patients were included in this study. They were clinically assessed in
the Department of Neurology of the Strasbourg University Hospitals (France), between 2005 and 2011. The
NMO patients fulfilled the revised criteria of Wingerchuk(Wingerchuk et al., 2006b) and the MS patients
satisfied the criteria of McDonald revised in 2005(Polman et al., 2005). All NMO and MS patients had a
relapsing remitting disease. The control group consisted of 42 healthy subjects, matched for age and gender,
recruited among the personnel of the Strasbourg University Hospitals. All selected subjects had no acute or
chronic pathologies. Permission for the study was obtained from the local research ethics committees and all

participants gave written informed consent.

The MS patients were not treated or treated by natalizumab and NMO patients were not treated or
treated by various immunosuppressants including mycophenolate mofetil, azathioprine, cyclophosphamide

or rituximab.

Serum Samples

Blood samples were collected on 5-mL dried tubes and transported on ice before being promptly
centrifuged at 2000 rpm for 10 min and aliquoted. All samples were stored at —80°C and analyzed
after a maximum of two freeze—thaw cycles. Eighteen microliters of each patient’s serum
(previously thawed at room temperature) were introduced into a 30-uL disposable KelF insert: 8 uL

of deuterium oxide were then added to provide a lock frequency.
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Data acquisition

HRMAS spectra(Lippens et al., 1999) were recorded on a Bruker Avance III 500 spectrometer operating at a
proton frequency of 500.13 MHz. The spectrometer is equipped with a 4-mm double-resonance (‘H, "°C)
gradient HRMAS probe. All NMR experiments were conducted on samples spinning at 3502 Hz in order to
keep the rotation sidebands out of the spectral region of interest. For each serum sample, a one-dimensional
proton spectrum using a Carr—Purcell-Meiboom—Gill (CPMG) pulse sequence(Meiboom and Gill, 1958)
was acquired. This sequence allows a better observation of the metabolites by reducing the intensity of lipid
signals in the spectrum. A total of 1024 transients were acquired, resulting in an acquisition time of 76 min.
We chose this relatively large number of transients to obtain a sufficient signal-to-noise ratio on the small
volume of serum used for the NMR measurement. It is important to note that the 'H NMR experiments used
to study serum samples in this manuscript do not necessarily have to be carried out on a HRMAS equipment
but can also be performed using a regular high resolution NMR probe. The advantage of using a HRMAS
probe is that a sample volume of only 30 1 can be used when a high resolution NMR probe can require a

volume of 600 [ 11.

Free induction decays were multiplied by an exponential window function of 0.3 Hz prior to Fourier
transformation and were corrected for phase and baseline distortions using TopSpin 2.1 (Bruker GmbH,
Germany). The chemical shift was referenced to the peak of the methyl proton of L-lactate at 1.33 ppm. For
the purpose of confirming resonance assignments, complementary 2D homonuclear 'H-"H Total Correlation
Spectroscopy (TOCSY) and 'H-"C Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) experiments were

recorded on 8 samples, as previously described(Piotto et al., 2013).

Multivariate statistical analysis

The spectral region between 4.7 and 0.5 ppm of each 1D CPMG NMR spectrum was automatically binned
into 0.01-ppm regions using the AMIX 3.8 software (Bruker GmbH, Germany). This procedure minimizes

the effect of peak shifts due to pH variations. The peak integral within each 0.01-ppm region was computed
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and normalized with respect to the total integral of the spectrum in the 4.7- to 0.5-ppm region. This process
generated an X data matrix containing 421 columns (chemical shifts) and 133 rows (corresponding to the 47
serum samples from patients affected by MS, to the 44 serum samples from patients affected by NMO and

finally to the 42 control serum samples).

Data sets were then imported into the SIMCA (“Soft Independent Modeling of Class
Analogy”) P 11.0 software (Umetrics AB, Umed, Sweden) and preprocessed using unit variance
scaling of the X columns by weighing each integral region by 1/SDy, where SDy represents the
standard deviation of the k™ column in the X matrix. The X matrix was then analyzed using
principal component analysis (PCA). This procedure quickly evaluates the quality of the data and
identifies possible outliers. After the PCA analysis, partial least-square discriminant (PLS-DA)
analysis was conducted in order to build a model that optimizes the separation between different
classes of patients. PLS-DA(Tenenhaus, 1998) is a technique used to find the fundamental relations
between two matrices (X representing the data and Y representing the patient’s class, typically 0 or
I in a two class problem). A PLS-DA model tries to find the multidimensional direction in the X
space that explains the maximum multidimensional variance direction in the Y space. The axis
represented on a PLS-DA model corresponds to a linear combination of the variables (the buckets
of the NMR spectrum or the metabolite concentrations in our case). The first component of the
PLS-DA model (horizontal axis) is the most important to explain this separation. The exact number

of components of a PLS-DA model is determined by cross-validation(Westerhuis et al., 2008).

Metabolite quantification

The two most discriminant metabolites were quantified using an external reference standard of lactate and
the Pulcon principle(Wider and Dreier, 2006). First, spectra were automatically realigned and locally

baseline-corrected for these two spectral regions of interest by an in house program(Benahmed et al., 2013)
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using MATLAB 7.0 (Mathworks, Natick, MA, USA). Spectra were then normalized according to sample
weight. Peaks of interest were automatically defined by another in house program. Peak integration was then
compared to the peak of interest obtained with the lactate reference and was corrected according to the
number of protons. Results were calculated in nmol.mg ' and then transformed to be expressed in pmol.L™"
of serum. Chemical shifts for regions of interest were adapted from the literature. For each of the two
metabolites, the regions of interest in ppm and the number of protons per chemical group were defined with

the following chemical shifts: scyllo-inositol (Scl; [3.346; 3.362], CH), acetate (Ace; [1.915; 1.925], CH;).

Univariate statistical analyses

Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was performed to test the sensitivity/specificity of
scyllo-inositol and acetate in discriminating between the three different groups. The areas under the ROC
curves, their statistical comparison (P value) cut-off values, sensitivity and specificity were calculated.
Statistical analyses were carried out with GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).
We used also a non-parametric Mann-Whitney U test to search a correlation between the concentrations of
the two relevant metabolites and patients’ characteristics, i.e. positivity or negativity of anti-AQP4 antibodies
(anti-AQP4 Ab status), disease duration and presence of a treatment. The level of significance was set

p=0.05.
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RESULTS

Patients

The characteristics of the MS patients, the NMO patients and the control group are summarized in Table 1.

Preliminary multivariate statistical analyses

The PCA analysis of the CPMG data applied to the 4.7- to 0.5-ppm chemical shift range and using the entire
patient population was not able to discriminate either of the two pathologies considered from healthy serum
samples in a statistically significant manner. A few outliers were however identified by this analysis. In this
type of study, outliers can occur because sample pollution due to EDTA or by large signals from the different
lipoproteins. In our study, 16 serum samples (five samples from the NMO group, six samples from the MS
group and five samples from the control group) out of a total of 133 were removed, leaving a cohort of 117

serum samples.

The PLS-DA analysis of the CPMG data was initially performed on the same population of 117
serum samples. As for the PCA analysis, buckets within the 4.7- to 0.5-ppm range were initially used. To
identify the main metabolites at the origin of the discrimination between the two patient groups for the three
different hypotheses tested: NMO vs. MS, NMO vs. control group and MS vs. control, VIP
plots(Tenenhaus, 1998) (“variable of importance for the projection™) were calculated for each model using

SIMCA-P 11.0.

PLS-DA model for discriminating NMO patients from MS patients

Serum samples were first assigned to a Y column matrix as being either NMO (value of 0) or MS serum

samples (value of 1). The analysis generated a two-component PLS-DA model characterized by a faithful
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representation of the Y data (R*Y = 0.85) and by a very good cumulative confidence criterion of prediction
(Q” = 0.80). The score plot of the PLS-DA model (Fig. 1A) showed a very clear separation of the two sets of
serum samples. The MS group was mainly characterized by the following discriminant metabolites: scyllo-
inositol and glutamine. The NMO group was mainly characterized by the following discriminant

metabolites: acetate, glutamate, lactate and lysine.

PLS-DA model for discriminating MS patients from control patients

Serum samples were initially assigned to a Y column matrix as being either MS (value of 0) or control serum
samples (value of 1). The analysis generated a two-component PLS-DA model characterized by a faithful
representation of the Y data (R’Y = 0.84) and, more importantly, by a very good cumulative confidence
criterion of prediction (Q* = 0.68). The score plot of the PLS-DA model (Fig. 1B) showed a very clear
separation of the two sets of serum samples. The MS group was mainly characterized by the following
discriminant metabolites: scyllo-inositol and lysine. The control group was mainly characterized by the

following discriminant metabolites: glutamine and valine.

PLS-DA model for discriminating NMO patients from control subjects

Serum samples were initially assigned to a Y column matrix as being either NMO (value of 0) or control
serum samples (value of 1). The analysis generated a two-component PLS-DA model characterized by a
faithful representation of the Y data (R®Y = 0.77) and by a very good cumulative confidence criterion of
prediction (Q* = 0.72). The score plot of the PLS-DA model (Fig. 1C) showed a very clear separation of the
two sets of serum samples. The NMO group was mainly characterized by the following discriminant
metabolites: acetate, glutamate and lactate. The control group was mainly characterized by the following

discriminant metabolites: glutamine, lysine and valine.

Among all these discriminant metabolites, we decided to select two candidate biomarkers: scyllo-
inositol (for the MS group) and acetate (for the NMO group) because they had the highest discriminating
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power in the three models considered and because the main goal of this study is the distinction between two
neurological diseases: MS and NMO. These two metabolites were then subsequently quantified in all 117

serum samples studied.

Serum metabolic profile of MS patients: scyllo-inositol

Figure 2A reports the concentrations of circulating scyllo-inositol in MS patients, NMO patients and control
subjects. Scyllo-inositol in MS patients (average concentration, 254.1 + 8.7 pmol/L) showed a substantial
2.4-fold increase in comparison with the concentrations measured in the serum of NMO patients (average
concentration, 105.7 + 6.6 umol/L) and a significant 2.6-fold increase in comparison with the concentrations

measured in serum of control patients (average concentration, 95.3 + 4.1 umol/L).

Scyllo-inositol was not specifically correlated with the AQP4 status among the NMO population
(data not shown). The ROC analysis performed on the scyllo-inositol concentration for discriminating NMO
from MS patients allowed us to determine a cut-off value of 190.3 umol/L (AUROC, 0.982; Se, 87.8%; Sp,
95%) for this metabolite. Thirty-seven subjects among the 39 NMO patients and 32 subjects among the 37

MS patients were correctly classified.

The ROC analysis performed for discriminating MS patients from healthy subjects allowed us to
determine a cut-off value of 145.2 umol/L (AUROC, 0.99; Se, 97.6%; Sp 97.3%) for this metabolite. Forty
subjects among the 41 MS patients and 36 subjects among the 37 healthy subjects were correctly classified.

We found no specific clinical or biological pattern among the patients wrongly classified.

Serum metabolic profile of NMO patients: acetate

Figure 2B reports the concentrations of circulating acetate in NMO patients, MS patients and control
subjects. Acetate in NMO patients (average concentration, 31.1 & 3.6 umol/L of serum) showed a substantial

1.8-fold increase in comparison with the concentrations measured in serum of MS patients (average
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concentration, 17.3 = 1.1 umol/L of serum) and a significant 3.4-fold increase in comparison with the
concentrations measured in serum of control (average concentration, 9.1 + 1.0 pmol/L of serum). The
concentrations were not specifically correlated with the disease duration or the type of treatment followed by
the MS or NMO patients. They were not correlated either with the anti-AQP4 antibodies status among the
NMO population. The ROC analysis performed for discriminating NMO from MS patients allowed us to
determine a cut-off value of 18.5 pumol/L (AUROC, 0.67; Se, 75.6%; Sp, 67.5%) for this metabolite.
Twenty-five subjects among the 39 NMO patients and 29 subjects among the 37 MS patients were correctly

classified.

The ROC analysis performed for the discrimination between NMO and control patients allowed us to
determine a cut-off value of 10.9 pmol/L. (AUROC, 0.829; Se, 86.5%; Sp, 72.5%) for this metabolite.
Twenty-nine subjects among the 39 NMO and 33 subjects among the 37 healthy subjects were correctly
classified. We found no specific clinical or biological pattern among the patients wrongly classified. These
two metabolites are emphasized on representative 'H NMR spectra of each of the three different groups

considered (Fig. 3).

Additional value of considering both scyllo-inositol and acetate concentrations

as putative biomarkers for distinguishing NMO from MS patients

A multivariate PLS-DA model based solely on the serum concentrations of scyllo-inositol and acetate in
NMO and MS patients was developed. Serum samples were assigned to a Y column matrix as being either
NMO (value of 0) or MS samples (value of 1). The analysis generated a two-component PLS-DA model
characterized by a faithful representation of the Y data (R’Y = 0.74) and by a very good cumulative
confidence criterion of prediction (Q* = 0.73). The score plot of the PLS-DA model (Fig.4) showed a very
clear separation between the two sets of serum samples. An extensive cross-validation embedded in a Monte-
Carlo resampling approach was used during the construction of the model in order to build a confusion
matrix that allowed a direct visualization of the performances of the model(Picard and Cook, 1984; Xu and
Liang, 2001). The confusion matrix resulting of this analysis revealed a sensitivity of 94.3% and a specificity
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0f 90.2% for NMO patients. 37 subjects among the 39 NMO and 33 subjects among the 37 MS patients were

correctly classified.

It therefore appears that these two metabolites can be considered as potential biomarkers in the
differential diagnosis between MS and NMO, which is of prime importance since these pathologies are

characterized by different therapeutic protocols.
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DISCUSSION

This study demonstrates for the first time the potential of '"H NMR spectroscopy of serum samples as
a novel analytical tool to discriminate two patient populations affected by MS or NMO using their respective
serum metabolic profiles. The results suggest that the serum concentrations of two small metabolites, scyllo-
inositol and acetate, have a high potential for distinguishing NMO from MS. The metabolomic changes
occurring in the serum of these two patients has never been explored previously even though such diagnostic
markers could be easily assessed and at a low cost. The two metabolites found by our untargeted analysis

are particularly relevant because of their link with the alterations of brain metabolism.

Scyllo-inositol and its stereoisomer, myo-inositol, are the two most ubiquitous forms of inositol,
present in brain, liver and kidney. Scyllo-inositol is the second largest isomer in abundance after myo-
inositol, which contributes over 90% to the total(Kaiser et al., 2005). The two isoforms were found in the
same tissues and a positive correlation between their concentrations was reported, suggesting a metabolic
relationship between the two metabolites. It is not clear whether brain scyllo-inositol and myo-inositol are
synthesized in situ or how much of them are produced elsewhere and transported into the brain. Scyllo-
inositol is currently tested as a therapeutical agent to prevent the formation of amyloid deposits in
Alzheimer’s disease(Salloway et al., 2011). The results of brain in vivo MR spectroscopy studies suggest an
increase of scyllo-inositol in patients with mitochondrial enzyme deficiency, infection by human
immunodeficiency virus (HIV) or certain brain tumors and a decrease in hepatic encephalopathy(Kaiser et
al., 2005). In inflammatory diseases of the central nervous system, spectroscopy studies found that MS was
associated with an increase of myo-inositol concentrations in brain(Kirov et al., 2013) while NMO patients
presented normal or decreased myo-inositol concentrations in brain(Ciccarelli et al., 2013; De Seze et al.,
2010a). No change in scyllo-inositol concentrations in brain was reported but it is not clear whether scyllo-
inositol was correctly evaluated. The increase in myo-inositol has been suggested as a marker of the diffuse
glial proliferation in MS brains which takes place after the demyelination and neuronal damages. This glial

proliferation is not observed in NMO in which the immune attack targets the astrocytes and cause astrocytic

112



113

necrosis and cavitation rather than astrogliosis(Jacob et al., 2012b). It is not clear why scyllo-inositol but not
myo-inositol concentrations were increased in the serum of MS patients. A specific increase in synthesis of
scyllo-inositol by MS patients or an increased release/decreased uptake by the brain may explain this

difference. The mechanisms involved in scyllo-inositol synthesis and transport deserve further research.

The involvement of the second metabolite, acetate, in brain metabolism and neurotransmitters
synthesis (especially in the transformation of glutamate into glutamine) is already known. Acetate is
preferentially metabolized by astrocytes due to a specific transport into these cells and its interest as a marker
of astrocytic metabolism has been already suggested(Wyss et al., 2011a). Brain spectroscopy studies report
an increase of acetate concentrations in amyotrophic lateral sclerosis(Kumar et al., 2010), but not in NMO or
MS patients(De Seze et al., 2010a; Kirov et al., 2013). Some studies have also reported an increase of acetate
concentrations in the cerebrospinal fluid of MS patients especially during the relapses(Simone et al., 1996;
Sinclair et al., 2010). A previous study measured acetate in serum but found no difference between MS and
control patients(Sinclair et al., 2010). Glial abnormalities are found in both MS and NMO but the astrocytes
are particularly damaged in NMO. The latter disease has been even described as an astrocytopathy because
of the extensive astrocytic loss probably related with anti-AQP4 antibodies(Jacob et al., 2012b).
Accordingly, we found that MS and NMO patients presented respectively mild and marked changes in
acetate concentration in serum. These changes may be related to a respectively mild or marked impairment

of acetate uptake by astrocytes.

In clinical practice, scyllo-inositol could be very interesting for discriminating NMO for MS with a
better sensitivity (95%) than that of anti-AQP4 antibodies (50-70%). The specificity (87.8%) is lower than
that of anti-AQP4 (>90%) but remains high. Scyllo-inositol would be also useful to discriminate MS from
control subjects. Acetate could be used to discriminate NMO from control subjects but the wide variation of
its concentration resulted in a lower sensitivity (72.5%), which, however, remained higher than that of anti-
AQP4 antibodies. The specificity was relatively good (89.2%). Other biomarkers, such as the analysis of
MRI abnormalities pattern, have been proposed for discriminating NMO from MS. In a recent article
Matthews et al. reported that MRI criteria (at least 1 lesion adjacent to the body of the lateral ventricle and in
the inferior temporal lobe; or the presence of a subcortical U-fiber lesion; or a Dawson's finger-type lesion)
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allow to discriminate MS from NMO with a sensitivity of 92% and specificity of 96%(Matthews et al.,
2013). A study using an ultrahigh-high field (7 T) MRI(Kister et al., 2013b) found that 91% of lesion of
NMO patients were not traversed by a veinule but this work included no MS or healthy subjects group and
gave no estimation of sensitivity or specificity. However, one of the major advantages of scyllo-inositol and
acetate is that they can be easily and quickly assessed in serum after a simple blood draw. Their
measurement could be also less expensive than MRI or anti-AQP4 antibodies analysis. Concerning valine,
our results are in accordance with the results of Monaco et al (Monaco et al., 1979). and Mehrpour et
al.(Mehrpour et al., 2013) They also found a diminution of its concentration in the MS group compared to

the control group(Mehrpour et al., 2013; Monaco et al., 1979).

These results have been obtained on a small group of patients because of the relative rarity
of NMO. However, patients and controls were matched for age and gender, and the patients were
under various therapies in each group to prevent the impact of a particular condition. We checked
the absence of correlation between the metabolites concentrations and the duration of the disease or
the presence of treatment. Especially, the increase in acetate was not related to the therapy by
glatiramere acetate. Neither a particular diet nor a metabolic abnormality was reported in any of the

three groups.

CONCLUSION

This study demonstrates for the first time the potential of "H NMR spectroscopy of serum as a novel
analytical tool to discriminate two populations of patients affected by NMO or MS. Using the respective 'H
NMR metabolic profiles of these two classes of patients, an extremely promising PLS-DA model was
developed to differentiate NMO from MS patients. Two PLS-DA models capable of differentiating NMO

from control, and MS from control were also obtained.

More specifically, two metabolites were found to be particularly important for a clear discrimination

between these two pathologies and a control group: scyllo-inositol, which discriminates MS patients from
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other subjects (NMO patients and control subjects) and acetate, which discriminates NMO patients from

other subjects (MS patients and control subjects).

The next step will be a simultaneous validation of these three PLS-DA models and of the two
biomarkers (scyllo-inositol and acetate) on a larger cohort of patients. A determination of a cut-off value for
the respective serum concentrations of these two metabolites, which could help clinicians choose the most
appropriate therapeutic protocol to treat their NMO or MS patients, will also have to be validated. These
validations will consist in performing the exact analysis described in this paper but on large sets of blind

samples.
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LEGENDS

Figure 1: Multivariate modeling of NMO patients, MS patients and controls.

PLS-DA score plots obtained when classifying serum samples from: (1A) NMO patients (empty triangles)
and MS patients (black boxes) (R*Y=0.85; Q*=0.80), (1B) control subjects (empty circles) and MS patients
(R*Y=0.84; Q>=0.68), (1C) control subjects and NMO patients (R*Y=0.77; Q>=0.72), using, for each model,
the most discriminant metabolites.. In the model presented in 1A, the most discriminant metabolites were
acetate, glutamate, lactate and lysine for the NMO group, and scyllo-inositol and glutamine for the MS
group, respectively. In the model presented in 1B, the most discriminant metabolites were glutamine and
valine for the control group and scyllo-inositol and glutamine for the MS group. In the model presented in
1C, the most discriminant metabolites were glutamine and lysine for the control group and acetate, glutamate

and lactate for the MS group, respectively.

Axes represent the two first principal components responsible for the maximum of variance among the

considered data. X axis represents the first principal component and y axis the second one.

Figure 2:

Scatter plot showing the concentrations of scyllo-inositol (2A) and acetate (2B) recorded in serum of 37
healthy controls (empty circles), 37 MS patients (black boxes) and 39 NMO patients (empty triangles).

Horizontal bars indicate the mean values calculated in the three different groups.
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Figure 3:

Representative 'H NMR spectra of Control subjects, NMO patients and MS patients with a particular focus
on scyllo-inositol, represented by a singlet resonating at 3.36 ppm, and acetate, represented by a singlet

resonating at 1.92 ppm.

Figure 4

PLS-DA score plot obtained when classifying serum samples from NMO patients (empty triangles) and MS

patients (black boxes), using solely their respective circulating concentrations (R*Y=0.74; Q*=0.73).
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Controls NMO patients MS patients
Number of patients 42 44 47
Female: male 25:17 32:12 33:14
Average age at 39.35+13.47 43.89 £12.28 38.47 £ 9.84
recruitment (years)
Disease duration NA 8.27+9.16 8.35+5.24
(years)
Anti-AQP4 Ab status NA 22:22 NA
negative/positive
Number of patients NA no treatment n=11 no treatment n= 5

following each

treatment

mycophenolate mofetil n= 14
azathioprine n=9
cyclophosphamide n= 6
mitoxantrone n= 2

rituximab n= 1

methotrexate n= 1

corticotherapy n= 1

natalizumab n=39

interferon beta n=3
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COMMENTAIRES:

Ce travail est issu d’une approche originale se fondant sur une technique de métabolomique
sérique. Celle-ci a permis d’évaluer la concentration de plusieurs dizaines de métabolites en méme
temps dans des échantillons de sang venant de patients atteints de maladies différentes puis
d’appliquer des tests statistiques pour déterminer les métabolites pertinents pour le diagnostic

différentiel entre les maladies.

Nous avons retrouvé une augmentation du scyllo-inositol chez les patients atteints de SEP
par rapport aux sujets NMO et sains et de 1’acétate chez les patients NMO et SEP par rapport aux
sujets sains. L’acétate était plus augmenté dans la NMO que dans la SEP (en moyenne 31 umol/l

dans la NMO vs 17 chez les SEP et 9 chez les sujets sains.)

Ces résultats devront étre testés sur des cohortes indépendantes. Il est possible en effet qu’ils
résultent d’un hasard statistique ou soient le produit d’un syndrome inflammatoire général non
spécifique. Cependant, la SEP et la NMO ne s’associent normalement pas a un syndrome
inflammatoire général. Par ailleurs, il faut remarquer que 1’analyse de nombreux métabolites a fait
émerger seulement deux métabolites déja connus en neurologie et impliqués dans le métabolisme

du SNC.

La signification possible des modifications de 1’acétate et du scyllo-inositol a été discutée
dans Dl’article. L’augmentation de 1’acétate suggérerait un déficit de la capture de ce métabolite par
les astrocytes et 1’augmentation du scyllo-inositol une augmentation du nombre d’astrocytes. On
aurait donc dans la SEP une augmentation du nombre d’astrocytes (augmentation du scyllo-inositol)
mais plutdt de type astrogliose cicatricielle avec une fonction énergétique modérément diminuée
(acétate légerement augmenté dans le sérum). Dans la NMO il y aurait une dysfonction sévere des

125



126

astrocytes (acétate trés élevé) sans astrogliose cicatricielle (scyllo-inositol normal). Ces théories
sont globalement en accord avec les données anatomopathologiques (Lucchinetti et al., 2002;

Ratelade and Verkman, 2012).

En dehors de ces deux marqueurs les plus significatifs, il est intéressant de noter une
augmentation du glutamate dans la NMO et de la glutamine dans la SEP. Les astrocytes doivent
normalement capturer le glutamate (neurotransmetteur excitateur) émis par les neurones, le
transformer en glutamine non active sur les récepteurs excitateurs, transférer celle-ci aux neurones
qui la retransforment en glutamate prét a étre libéré dans la fente synaptique. Il est donc logique que
dans la NMO, ou Datteinte astrocytaire prédomine, le glutamate non recapturé par les astrocytes
s’accumule et passe dans le sang. Dans la SEP, ou les neurones meurent et sont remplacés par une
gliose astrocytaire, il est aussi logique que la glutamine émise par les astrocytes ne soit pas
récupérée par les neurones et passe dans le sang (Wyss et al., 2011b). L’accumulation de glutamate

dans le cerveau a justement été¢ évoquée comme un mécanisme possible des Iésions de NMO.

I1 est aussi intéressant de noter que le taux des métabolites n’était pas corrélé au statut des
anticorps anti-AQP4 dans notre cohorte. Il semble donc que les patients séronégatifs pour cet
anticorps présentent aussi une dysfonction astrocytaire. Nous n’avions pas assez de sérums par
patients pour procéder a une étude longitudinale mais il serait intéressant de vérifier si les taux

d’acétate ou de scyllo-inositol augmentent au cours des poussées.

En conclusion, 1’é¢tude métabolomique du sérum dans la NMO est un champ d’étude original
qui pourrait permettre de valider de nouveaux biomarqueurs diagnostiques et de mieux comprendre

la physiopathologie de la NMO et de la SEP.
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1) Répercussions sur le volume cérébral

Article 6: Chanson JB, Lamy J, Rousseau F, Blanc F, Collongues N, Fleury M,
Armspach JP, Kremer S, de Seze J. White matter volume is decreased in the brain of

patients with neuromyelitis optica. Eur J Neurol. 2013 Feb;20(2):361-7
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COMMENTAIRES

Historiquement, la NMO a été définie comme une maladie de la moelle épiniere et des nerfs
optique épargnant le reste de I’encéphale (Jarius and Wildemann, 2013). Cependant 1’utilisation de
I’IRM a montré la présence d’hypersignaux cérébraux en séquence FLAIR. C’est pourquoi les
criteres de Wingerchuk n’exigeaient pas que I'IRM cérébrale soit complétement normale mais

qu’elle ne remplisse pas les critéres de diagnostic de SEP (Wingerchuk et al., 2006a).

Nous avons cité dans 1’article 6 plusieurs travaux qui s’étaient intéressés au retentissement
de la NMO sur le cerveau par 1’étude de I'IRM de diffusion, de la spectroscopie, de I'IRM
fonctionnelle et de la mesure du volume de substance grise. Elles s’accordaient sur le fait qu’il
existait une altération nette au niveau des voies motrices, sensitives et/ou visuelles attribuées a une
dégénérescence wallérienne secondaire aux Iésions de la moelle épinicre et des nerfs optiques. La
présence de 1ésions significatives en dehors de ces voies faisait par contre débat. Notre travail avait
I’avantage d’avoir été réalisé¢ sur un échantillon de taille relativement importante ou les patients
NMO étaient comparés a des patients SEP et d’autres atteints de syndrome cliniquement isol¢é et des
sujets sains. Nous avions étudi¢ a la fois le volume global de substance blanche et grise et le volume
focal de chaque structure cérébrale par VBM. Nos résultats plaidaient en faveur d’une atteinte

directe du cerveau, non limitée a une dégénérescence wallerienne.

De facon intéressante nous retrouvons une atrophie €lective du corps calleux dans les zones
périventriculaires sous-épendymaires riches en AQP4. Des hypersignaux transitoires avaient aussi
¢été retrouvés dans certaines zones périventriculaires chez le rat (article 1). Ces résultats suggerent
qu’une inflammation a prédominance optico-médullaire aura tendance a concerner aussi les zones

périventriculaires. La présence d’hypersignaux T2/FLAIR dans le corps calleux avait déja été
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signalée dans la NMO (Nakamura et al., 2009). Un étude récente en IRM a haut champ a confirmé
la présence de Iésions cérébrales sous-épendymaires chez ’homme (Kister et al., 2013a). Deux
travaux récents en IRM de diffusion incluant 24 patients (Zhao et al., 2012) et en IRM classique
incluant 28 patients (Makino et al., 2013) signalaient aussi des anomalies du corps calleux dans la
NMO. Une autre étude utilisant plusieurs techniques d’exploration cérébrale (diffusion, volumétrie
mais aussi transfert de magnétisation et spectroscopie) n’a pas trouvé de différence entre les patients
NMO et les sujets sains (Pichiecchio et al., 2012). Elle s’était basée cependant uniquement sur 8
patients NMO ce qui peut restreindre la force statistique. De plus les auteurs retrouvent tout de
méme une diminution du volume de substance grise prédominant au niveau du cortex moteur et
visuel mais concernant aussi les zones responsables du langage et des fonctions exécutives donc au

niveau préfrontal comme dans notre étude.

Une ¢étude récente anatomopathologique de la substance grise de patients NMO avec
troubles cognitifs a montré de facon intéressante une perte neuronale en rapport avec une
dysfonction astrocytaire corticale (diminution d’expression de I’AQP4 et de la GFAP) mais sans
dépots de complément ni méme de modification du marquage des transporteurs des acides aminés
excitateurs EAAT. Il n’y avait pas de démyélinisation ni de perte des oligodendrocytes
contrairement aux lésions de la substance grise dans la SEP (Saji et al., 2013). Ces résultats sont en
faveur d’une dysfonction corticale dans la NMO non liée a une inflammation localisée mais plutot a
I’action directe des anticorps anti-AQP4 ou d’autres facteurs sur les astrocytes. Cela pourrait
expliquer pourquoi nous trouvons une perte du volume de substance grise limitée a quelques zones
alors qu’aucun hypersignal cortical ou juxta-cortical n’est constaté en séquences T2/FLAIR, méme
en utilisant un champ de 7 teslas (Kister et al., 2013a). La 1ésion astrocytaire puis neuronale se
produirait sans démyélinisation ni infiltration de cellules inflammatoires donc sans cedéme visible a

I’IRM classique qui mesure les variations de la teneur en eau du tissu. Cela pourrait aussi expliquer
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pourquoi nos résultats de 1’article 6 indiquent une atrophie de la substance blanche méme en
I’absence d’hypersignaux FLAIR : une partie significative des 1ésions ne provoquerait pas de

démy¢linisation.

Dans notre étude, I’atteinte du volume cérébral n’était pas corrélée a la présence ou non
d’anticorps anti-AQP4 ce qui relativise leur role dans les 1ésions du cerveau. La recherche d’autres

facteurs immunologiques pourrait étre intéressante.

En conclusion la caractérisation de 1’atteinte du cerveau dans la NMO par 1’imagerie est un
champ de recherche trés dynamique. Notre travail entre dans ce cadre et devrait aider a mieux

comprendre les répercussions de la NMO.
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2) Répercussions sur la qualité de vie, la fatigue et I’humeur

Article 7: Chanson JB, Zephir H, Collongues N, Outteryck O, Blanc F, Fleury M,
Vermersch P, De Seze J. Evaluation of health-related quality of life, fatigue and

depression in neuromyelitis optica. Eur J Neurol. 2011 Jun;18(6):836-41.
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COMMENTAIRES :

La mesure des Iésions IRM, du nombre de poussées et méme du score EDSS des patients
atteints de NMO ne donnent qu’un aper¢u incomplet du handicap vécu par le patient. Or on sait que
dans la SEP une grande partie du handicap vient de la fatigue (Bakshi, 2003), de la dépression
(Ziemssen, 2009) et des troubles cognitifs ce qui entraine une altération sévére de la qualité de vie
(Clavelou et al., 2009). 11 est donc important de mesurer ces parametres qui n’avaient pas été

¢tudiés auparavant et qui sont corrélés au plus pres avec le vécu des patients.

Nos résultats confirment pour une certaine part la vision classique de la NMO. En effet on
observe une atteinte plus importante que dans la SEP pour la qualité¢ de vie liée a la vision et a la
marche, 2 parametres qui sont corrélés a ’atteinte des nerfs optiques et de la moelle épiniére. De
méme on observe que la fatigue physique est plus importante que la fatigue psychique. Les patients
SEP et NMO signalent une atteinte physique objective du méme ordre (Phys) mais les patients SEP
ont tendance a estimer qu’elle limite plus leur activité sans doute a cause de la fatigue, des troubles
cognitifs ou de la dépression plus fréquente. Cependant les patients NMO obtiennent aussi des
scores de bien étre psychique mental et cognitif nettement inférieurs au maximum théorique. Il n’y
a cependant pas de comparaison avec un groupe de sujets sains pour mesurer I’intensité de ces
troubles. Des études ont suggéré la présence de troubles cognitifs dans la NMO, méme en excluant
les patients dépressifs (Blanc et al., 2008). Il pourrait donc y avoir une altération du bien étre

cognitif directement li¢ a la NMO.
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Depuis la publication de notre article, une étude a confirmé la présence de troubles
dysexécutifs chez 22 patients NMO et a notamment mis en lumicére un lien important avec la

dépression et la fatigue (He et al., 2011).

Un des déterminants importants de la qualit¢ de vie est la douleur. Les données de la
littérature soulignent la fréquence des symptomes douloureux dans la NMO. Une étude a retrouvé
une douleur significative chez 83% de patients NMO contre 47% de patients SEP (Kanamori et al.,
2011). L’étude de la qualité de vie liée a la douleur retrouvait des résultats généraux plus altérés
dans la NMO que dans la SEP et cette altération prédominait dans le sous-score relié¢ a la douleur.
Une autre étude a confirmé le réle important de la douleur dans 1’altération de la qualité de vie et la
survenue de la dépression chez les patients atteints de NMO (Qian et al., 2012). Le sous-score de
qualité de vie liée a la douleur n’était pas le score le plus atteint dans notre travail mais il était tout
de méme au moins autant altéré que dans la SEP. La douleur devrait donc plus étre prise en compte

chez ces patients.
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A) La dysfonction astrocytaire dans la NMO

La my¢line constitue une grande partie du SNC et joue un rdle important pour faciliter la
conduction nerveuse. Sa disparition, la démy¢linisation, était une des données marquantes des
analyses histologiques des patients atteints de SEP. Le dysfonctionnement, voire la mort, neuronal
qui en résultait était facilement compréhensible. Les premieres analyses anatomo-pathologiques de
patients atteints de NMO s’étaient donc focalisées sur ’inflammation et ses rapports avec la
my¢line, les neurones et les oligodendrocytes et avaient négligé d’étudier en détail les astrocytes

(Lucchinetti et al., 2002).

Suite a la découverte de la réactivité périvasculaire et des anticorps contre I’AQP4 en 2004-
2005 (Lennon et al., 2005b; Lennon et al., 2004b), I’intérét pour I’atteinte des astrocytes a été
stimulée. L’hypothése d’une atteinte des astrocytes a été appuyée par la diminution du marquage
histologique GFAP chez les patients NMO (Misu et al., 2007; Roemer et al., 2007). Cette atteinte
astrocytaire a été¢ démontrée sur des cultures de cellules astrocytaires et des modéles in vitro de
barriére entre le sang et le SNC (Sabater et al., 2009; Vincent et al., 2008). D’autres recherches ont
suggéré que ces lésions astrocytaires étaient bien 1’anomalie primaire dans la NMO et que les
Iésions oligodendrocytaires n’apparaissaient que secondairement. L.’addition d’anticorps anti-AQP4
dans des cultures cellulaires d’oligodendrocytes et d’astrocytes mélés pouvait en effet aboutir a un
dysfonctionnement des oligodendrocytes mais seulement indirectement par 1’altération de la
fonction astrocytaire, notamment I’altération de la recapture du glutamate (Marignier et al., 2010).

Il s’agissait d’une évolution conceptuelle importante par rapport a la SEP ou I’atteinte primitive est
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supposée se porter sur la myéline et 1’oligodendrocyte. On a pu méme qualifier la NMO

d’ « astrocytopathie » (Jacob et al., 2012a).

La recherche des mécanismes de 1’atteinte astrocytaire a motivé de nombreuses études. Les
recherches se sont notamment focalisées sur I’action des anticorps anti-AQP4 car ils constituaient
un marqueur important de la maladie. Cependant cela ne doit pas occulter la recherche sur les
formes séronégatives pour cet anticorps (cf ci-dessous). Plusieurs mécanismes d’action des
anticorps anti-AQP4 ont été proposés (cf introduction). Un mécanisme important doit étre 1’attaque
immune directe des astrocytes médiée par les anticorps. L’activation du complément et des cellules
cytotoxiques (cellules NK, polynucléaires neutrophiles, macrophages) par les anticorps va aboutir a
une nécrose astrocytaire sans apoptose (Sabater et al., 2009). Cela expliquerait les dépots de
complément et la présence de polynucléaires neutrophiles et ¢€osinophiles périvasculaires
authentifiés par les premiers travaux histologiques précis (Lucchinetti et al., 2002). Certains auteurs
pensent que ce mécanisme est le seul significatif (Ratelade and Verkman, 2012; Sabater et al.,
2009) . Au contraire, d’autres mettent en avant la possibilité de Iésions astrocytaires indirectes qui
seraient bien liées au contact entre I’anticorps anti-AQP4 et son antigéne mais ne passeraient pas
par une nécrose induite par le complément ou les cellules cytotoxiques. Dans ce cas de figure,
I’anticorps anti-AQP4 altérerait la perméabilité de 1’eau a travers les astrocytes et/ou provoquerait
une internalisation de I’AQP4 et des canaux réabsorbant le glutamate et donc une excito-toxicité

(Hinson et al., 2008; Hinson et al., 2012; Vincent et al., 2008).

Les résultats présentés dans cette thése fournissent quelques éléments a apporter au débat.

La présence d’une augmentation nette des taux d’acétate sérique dans la NMO (article 4) est
un nouvel argument suggérant une dysfonction astrocytaire significative dans la NMO et I’absence
de gliose réactionnelle. En effet [’acétate est normalement absorbé préférentiellement par les

astrocytes et son augmentation dans le sérum suggere une altération de cette capture par les
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astrocytes. La présence d’une tendance a I’augmentation de la concentration de glutamate dans le
sérum est intéressante car elle est en faveur d’une atteinte de la fonction astrocytaire de recapture de
ce neurotransmetteur. Elle suggere qu’une excito-toxicité est a 1’ceuvre dans le SNC. Cette
augmentation du glutamate pourrait étre diie au role spécifique des anticorps anti-AQP4 sur les
récepteurs EAAT mais aussi a une destruction diffuse des astrocytes. Celle-ci pourrait en effet

empécher la recapture du glutamate de méme que les autres fonctions astrocytaires.

Les résultats de nos études volumétriques (article 6) suggérent une atteinte directe du
cerveau dans la NMO. De fagon intéressante, on constate une diminution du volume cérébral méme
chez les patients qui ne présentent pas d’hypersignaux en séquences T2/FLAIR. Ces hypersignaux
apparaissent principalement en présence d’inflammation active avec cedéme et démy¢linisation qui
perturbent la teneur en eau du tissu. Nos données suggérent donc qu’un processus pathologique est
a I’ceuvre dans le cerveau d’apparence normal des patients NMO (mati¢re blanche et certaines
zones de matiere grise). Ce processus pourrait passer par une autre voie que la nécrose astrocytaire
génératrice d’cedéme et d’hypersignaux T2/FLAIR. Ce raisonnement est appuy¢ par les résultats
d’autres études. Ainsi il n’existe pas d’hypersignaux visibles en séquences T2/FLAIR de la
substance grise corticale dans la NMO (Calabrese et al., 2012). L’analyse histologique du cortex ne
montre en effet pas d’inflammation nette avec cedéme et/ou démyélinisation qui pourrait étre
détectée par I’'IRM classique. L’analyse anatomopathologique retrouve par contre des anomalies
trophiques des astrocytes (gonflement, perte du marquage en AQP4 voire GFAP) retentissant sur les
neurones sans altérer nettement les oligodendrocytes ni provoquer une démyélinisation. Ces Iésions
surviennent en 1’absence de dépots de complément ou d’infiltration cellulaire (Misu et al., 2012;
Saji et al., 2013). L’astrocytopathie pourrait donc survenir par d’autres mécanismes que ’attaque du

complément ou la cytotoxicité cellulaire médiée par les anticorps.
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De méme, dans notre modele animal d’inflammation optico-médullaire (article 2), il est
intéressant de noter la coexistence de plusieurs types de 1ésions. La présence d’une inflammation
avec dépot de complément et attraction de cellules polynucléaires avait déja été décrite par Storch et
al. (Storch et al., 1998). Nous avons complété cette description en montrant qu’a certains endroits
(nerfs optiques) il existe une perte en AQP4 et GFAP suggérant une astrocytopathie « directe » avec
inflammation et nécrose étendue des astrocytes sans apoptose. Ce mécanisme pourrait correspondre
a une cytotoxicit¢ médiée par le complément comme constaté dans les cultures cellulaires
d’astrocytes ou on rajoute des anticorps anti-AQP4 (Sabater et al., 2009). Dans la moelle épiniere
des rats, on trouve au contraire une apoptose astrocytaire sans diminution du marquage GFAP et
AQP4 suggérant qu’un autre mécanisme, plus indirect, d’astrocytopathie est a 1’ceuvre.
L’extrapolation a la NMO humaine doit €tre prudente mais il semble qu’un mod¢le animal

d’inflammation optico-médullaire produise plusieurs types d’atteinte astrocytaire.

Les données de la littérature et celles présentées ici orientent donc vers la co-existence de
plusieurs mécanismes a I’origine des Iésions de NMO. Ils pourraient différer selon la localisation
des Iésions et impliquer de fagon plus ou moins importante les anticorps anti-AQP4. La majorité des
recherches s’est en effet portée jusqu’ici sur les mécanismes impliquant les anticorps anti-AQP4

mais la recherche sur les formes de NMO séronégatives pourrait nous suggérer d’autres pistes.
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B) Les NMO séronégatives pour les anticorps anti-AQP4

Les anticorps anti-AQP4 jouent un rdle important de marqueur diagnostique et ont un
certain role pathogénique. Cependant il existe une part importante de patients (entre 20 et 50%
selon les études) remplissant les critéres diagnostiques de NMO et qui n’ont pas d’anticorps anti-
AQP4. Plusieurs études se sont intéressées a la problématique des différences entre les formes

séronégatives et séropositives.

Sur le plan clinique, la positivit¢ des anticorps anti-AQP4 a un rdle pronostique bien
démontré¢ au stade de la premicre poussée pour prédire 1’évolution ou non vers une forme
chronique. Dans le cadre d’une maladie déja chronique, on constatait qu’il y avait beaucoup moins
de différence entre les NMO séropositives et séronégatives. Une étude qui s’intéressait a I’évolution
clinique de 35 patients NMO retrouvait une forme un peu moins sévere pour les patients
séronégatifs mais avec une fréquence de poussées similaire (Akman-Demir et al., 2011). L’analyse
la plus large portant sur 175 patients du spectre NMO signalait des poussées un peu plus séveres
chez les patients séropositifs mais une fréquence des poussées et un score EDSS de gravité similaire
entre les séropositifs et séronégatifs (Jarius et al., 2012). Un autre travail réalis¢ a Cuba et aux
Antilles rapportait un pronostic plus grave chez les patients séropositifs avec cependant un taux de

séropositivité anti-AQP4 trés bas a 33% (Cabrera-Gomez et al., 2009).

Sur le plan de I’imagerie, une étude de 69 patients du spectre NMO a retrouvé que I’IRM
des patients séropositifs remplissaient moins souvent les critéres d’imagerie de McDonald qui
suggerent une SEP (5.6% versus 33.3%). Les lésions juxtacorticales et du corps calleux étaient

aussi moins fréquentes chez les patients séropositifs (16.7% versus 46.7% pour les Iésions

153



154

juxtacorticales; 5.6% versus 46.7% pour celles du corps calleux). L’implication de I"hypothalamus
et des zones péri-aqueducales était au contraire moins fréquente chez les patients séronégatifs
(Downer et al., 2012). Par contre une étude plus étendue portant sur 175 patients ne retrouvait pas
de différence nette concernant la présence de lésions cérébrales, du tronc cérébral ou supra-
tentorielle, mais sans détailler précisément la localisation des lésions (Jarius et al., 2012). Ces
¢tudes doivent étre prises avec précautions car elles incluaient des patients du spectre NMO ce qui
est un cadre plus hétérogéne que la NMO stricto sensu. Certains cas de maladie du spectre NMO
séronégatifs pourraient étre en fait des SEP a prédominance optique ou médullaire. Une étude plus
limitée sur 28 patients incluant uniquement des cas de NMO définie retrouvait plus de 1ésions
cérébrales et moins de myélites extensives dans les formes séronégatives par rapport aux formes
séropositives mais le pattern des hypersignaux IRM cérébraux ne rentrait jamais dans les criteres de

SEP méme chez les patients séronégatifs (Kiyat-Atamer et al., 2013).

Les descriptions anatomopathologiques publiées ne donnaient malheureusement pas le statut
en anticorps anti-AQP4 des patients car ils étaient souvent décédés avant que cette analyse soit
disponible. Cependant, tous semblaient avoir globalement les mémes lésions avec une perte
astrocytaire et une diminution du marquage AQP4 et GFAP (Misu et al., 2007; Misu et al., 2012;
Roemer et al., 2007). Il est donc peu probable que les patients séronégatifs présentent un aspect
anatomopathologique fondamentalement différent des patients séronégatifs mais une analyse
précise et comparative des patients séronégatifs et s€éropositifs serait intéressante. Les injections de
sérum ou d’IgG de patients NMO a I’animal ont toutes été réalisées uniquement avec du sérum de
patients séropositifs. Par contre on a pu vérifier que les sérums de patients NMO séronégatifs
avaient une action cytotoxique propre sur les astrocytes en culture. Cette cytotoxicité était plus
importante que celle provoquée par les sérums de patients SEP ou contrdles sains mais moins

importante tout de méme que celle des patients séropositifs (figure 9). Ce résultat confirme ceux de
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nos expériences complémentaires sur I’animal ou nous avions constaté que le sérum de patient
NMO séronégatif causait des dégats d’intensité intermédiaires entre celui du patient NMO

séropositif et celui du contrdle sain (cf chapitre II).

Les différents travaux chez I’humain présentés dans cette thése et basés sur la cohorte des
patients NMO vus a Strasbourg ont par contre comme point commun de ne jamais avoir retrouvé de
corrélation entre la présence d’anticorps anti-AQP4 et le phénotype. La présence d’anticorps anti-
AQP4 n’était ainsi pas corrélée a la présence d’anticorps contre de nouveaux antigénes, ni aux
changements métaboliques sériques, ni aux modifications du volume cérébral ni aux parametres de

qualité de vie, dépression ou fatigue.

Globalement, les différentes données issues de la littérature et de nos travaux suggerent que
les formes séronégatives de NMO partagent bien les caractéristiques majeures des NMO

séropositives avec un phénotype légérement moins classique.

Les hypothéses pour expliquer la physiopathologie des formes séronégatives sont diverses.
Il est possible tout d’abord que les tests de détection des anticorps anti-AQP4 ne soient pas assez
sensibles. On a constaté en effet une amélioration de la sensibilité du test en passant du test originel
par immunofluorescence indirecte au test cellulaire. Il est possible aussi que le type d’épitope

reconnu varie selon les patients (Yu et al., 2011).

I1 est possible aussi que dans certaines formes 1’anticorps anti-AQP4 ne soit pas présent dans
le sang circulant mais plutét dans le LCR. Chez de rares patients il a ainsi été retrouvé uniquement
dans le LCR et la concentration d’anticorps anti-AQP4 dans le LCR pourrait étre mieux corrélée a
I’activité de la maladie que la concentration sérique (Dujmovic et al., 2011). Une étude incluant 33
patients NMO retrouvait une meilleure sensibilit¢ de la recherche d’anticorps anti-AQP4 dans le

LCR (86%) que dans le sérum (74%) mais il restait encore un pourcentage significatif de formes
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négatives. Pour expliquer que les anticorps anti-AQP4 soient au long cours présents uniquement
dans le LCR il faudrait aussi faire ’hypothése d’une synthése intrathécale de cet anticorps. Or,
I’absence de follicules de lymphocytes B dans les méninges et la rareté de la synthése intrathécale
d’IgG dans la NMO (au contraire de la SEP) ne plaident pas pour cette hypothése (Saji et al.,

2013). 1l serait aussi difficile d’expliquer comment se produiraient les 1ésions périvasculaires.

La réactivité envers I’AQP4 pourrait aussi faire intervenir une part d’immunité cellulaire. Il
est possible de provoquer une reconnaissance de I’AQP4 par des lymphocytes T. Pohl et al. ont
immunisé des rats contre I’AQP4 humaine, activé et cultivé les lymphocytes T ex vivo puis les ont
injectés a d’autres rats. Une discrete réaction inflammatoire a été déclenchée dans le SNC. Cette
réaction n’a pas ¢ét¢ suffisante pour donner des signes cliniques ni pour provoquer une dysfonction
astrocytaire mais par contre quand ces rats ont recu une injection d’anticorps anti-AQP4, ils ont tout
de suite déclenché une EAE sévere avec dysfonction astrocytaire. La réaction cellulaire T contre
1’AQP4 avait pu ouvrir la barriére entre le sang et le SNC et fournir une atmosphere inflammatoire
suffisante pour que les anticorps anti-AQP4 développent leur action pathogeéne (Pohl et al., 2011).
La présence d’une réactivité des cellules T de souris contre I’AQP4 a été confirmée par un travail
indépendant (Kalluri et al., 2011). Cette preuve de principe d’une réaction T contre I’AQP4 mérite
des recherches complémentaires chez I’humain et pourrait jouer un role dans les NMO séronégatifs
mais aussi séropositifs. Comme dans le modeéle animal décrit ci-dessous la réaction cellulaire
pourrait potentialiser 1’entrée d’anticorps anti-AQP4 dans le SNC. Une revue récente a souligné le
role important des cellules T dans la NMO a deux niveaux : dans la stimulation de la production des
anticorps anti-AQP4 dans les ganglions et dans la progression des anticorps anti-AQP4 jusqu’a leur

cible et la fixation a celle-ci (Mitsdoerffer et al., 2013).

Enfin il est possible que les patients séronégatifs présentent des réactions immunes contre

d’autres antigenes que 1’AQP4. Notre article 4 signalait des réactivités contre des épitopes de
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protéines de la my¢éline (MBP, voire CSF114(Glc) si il correspond bien a un épitope de la MOG) ou
ubiquitaire (PDH). Des articles récents ont signalé la présence de réactivité contre la MOG dans les
formes séronégatives de NMO mais la fréquence de cette réactivité reste a déterminer (Kitley et al.,
2012; Mader et al., 2011). Il sera important de bien préciser la cible de cette réactivité car nous ne la
retrouvons pas si nous testons la réactivité contre la MOG entiére de rat (poster P206). Cette
réactivité pourrait se concentrer surtout contre la partie de la protéine qui correspondrait a 1’épitope
artificiel CSF114 englobant les acides aminés 25 a 35 ainsi qu’une autre étude 1’a récemment
confirmé (Xu et al., 2012). Il serait intéressant dans les futures études anatomopathologiques de
bien identifier les patients séronégatifs pour voir si ils manifestent des 1€sions astrocytaires ou au
contraire des dépdts d’immunoglobuline au contact des Iésions de démyélinisation comme il est
observé chez le rat Brown Norway qui réagit contre la MOG (Storch et al., 1998). Cela pourrait
aider a déterminer si la réactivité contre la myéline est liée un phénoméne bystander plutdt que
vraiment causal dans la pathologie. Cette réactivité serait cependant intéressante comme marqueur
diagnostique voire de suivi (article 4). La recherche de réactivit¢ contre d’autres protéines

astrocytaires serait intéressanre.

En conclusion, les cas de NMO séronégatifs semblent constituer un groupe un peu plus
hétérogene et variable que les cas de NMO séropositifs. L’atteinte y est peut-&tre un peu moins
sévere et moins typique, mais elle partage quand méme les grandes lignes de la physiopathologie de
la NMO notamment la dysfonction astrocytaire. Les anticorps anti-AQP4 ne suffisent pas a eux
seuls a induire la pathologie et les cas de NMO séronégatives offrent un terrain de choix pour

¢tudier ces mécanismes complémentaires a la réaction entre ’anticorps anti-AQP4 et sa cible.
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Figure 9 : Cytotoxicité des sérums de patients séropositifs et séronégatifs

(Image supprimée a cause du droit d’auteur)

Légende : % cytotoxicity : % de cellules astrocytaires lysées par cytotoxicite dépendante du
complément mesurée par la libération de lactate deshydrogénase sous l’action du sérum de patients
NMO séropositifs (NMO+), séronégatifs (NMO-) ou SEP (RRMS) ou controles sains (HC)(Sabater

etal., 2009)
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C) Topographie des I€sions immunes

1) Localisations préférentielles des 1€sions

La NMO a été définie pendant longtemps d’apres les données cliniques comme une maladie
concernant uniquement les nerfs optiques et la moelle épiniére. Les données histologiques étaient
limitées et leur analyse se limitait souvent a détecter les zones d’inflammation trés franche ce qui
explique que les analyses histologiques n’ont souvent pas remis en cause la notion d’une atteinte

optico-médullaire.

L’IRM est d’apparition plus récente. Son utilisation a certes permis de confirmer la présence
de lésions médullaires séveres évoluant vers la cavitation mais a aussi permis de montrer la
présence de 1ésions encéphaliques et de les caractériser. Le spectre phénotypique de la maladie a
ainsi été ¢largi. Les séquences classiques T2/FLAIR qui détectent les zones d’inflammation,
d’cedéme et de démyélinisation ont mis en évidence des hypersignaux cérébraux chez au moins
50% des patients (Kim et al., 2012; Pittock et al., 2006). Leur significativité clinique a été¢ d’abord
débattue mais ils sont de plus en plus reconnus comme correspondant a des Iésions inflammatoires
authentiques. Ainsi, 18% des patients ont débuté leur NMO par des symptomes attribuables
directement aux lésions encéphaliques, notamment les 1ésions encéphaliques diffuses et les Iésions

du tronc cérébral (Kim et al., 2011).
Les hypersignaux T2/FLAIR peuvent prendre la forme de :

- Lésions peu spécifiques de la substance blanche profonde, de petite taille
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Lésions péri-épendymaires autour des ventricules latéraux notamment au niveau corps
calleux (figure 10) qui sont plutot étendues et de grand axe paralléle aux ventricules

contrairement aux lésions de SEP (Nakamura et al., 2009).

Lésions péri-épendymaires entourant le 3™

ventricule. Elles peuvent inclure
I’hypothalamus ce qui a été relié a certains troubles endocriniens observés dans la NMO

tels que le syndrome de sécrétion inappropriée d’hormone antidiurétique,

I’hypothyroidie voire la narcolepsie (Viegas et al., 2009).

Lésions péri-épendymaires entourant le 4™ ventricule qui peuvent étre responsables
d’atteinte des nerfs craniens (nystagmus, ophtalmoplégie, paralysie faciale), de hoquet et

ou de vomissements séveres (Misu et al., 2005)

Lésions diffuses de la substance blanche sus-tentorielle en plage avec une prise de

contraste « en nuage »

Il n’y a normalement pas de 1ésions corticales visibles en T2/FLAIR mais une inflammation

leptoméningée peut étre visible.

Les nouvelles techniques d’IRM ont permis d’apporter d’autres arguments pour

I’implication du cerveau dans la NMO par 1’analyse de nouveaux parametres. La volumétrie va

donner des informations sur I’évolution du volume global ou focal, la spectroscopie sur le

métabolisme, I'IRM fonctionnelle sur la consommation d’oxygeéne et la diffusion sur les

perturbations de la structure des fibres. Les résultats de ces analyses ont été discutés dans 1’article 6

et ses commentaires. Ces techniques s’accordent généralement sur une atteinte des voies visuelles,

motrices et sensitives, sans doute aprés une dégénérescence wallerienne qui n’est pas forcément

visible en séquence T2/FLAIR. Une atteinte cérébrale plus large en dehors de ces voies a cependant

été signalée par plusieurs études et selon plusieurs techniques.
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Figure 10 : Hypersignaux T2/FLAIR dans la NMO

Légende : Ces IRM cérébrales en séquences FLAIR (Kim et al., 2012) montrent :
- sur I'image de gauche des lésions a proximité du 4°™ ventricule
- surla 2°™ 3°™et 4™ image en partant de la gauche une lésion du corps calleux

- Surla 4°™ et 5™ image des Iésions en plage de la substance blanche
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Dans ce cadre, les résultats de notre étude volumétrique soulignent I’impact particulier de la
NMO sur le volume du corps calleux ce qui rejoint les résultats des analyses en séquences
T2/FLAIR rapportant des hypersignaux dans cette zone (figure 10). Comme on I’a dit ci-dessus,
I’é¢tude en IRM du mod¢le animal d’inflammation optico-médullaire (article 2) a apporté aussi des
¢léments en faveur d’une atteinte périventriculaire. Nous n’avons pas retrouvé de perte de volume
nette au niveau de I’hypothalamus et des zones autour du 3°™ et 4°™ ventricule mais il a pu étre
difficile de la mettre en évidence car il s’agit de zones plus petites. Une étude en diffusion a aussi
montré des anomalies dans des voies intracérébrale notamment le corps calleux comme notre étude,
la capsule externe et le faisceau longitudinal supérieur (Liu et al., 2011; Zhao et al., 2012). Une
¢tude en IRM fonctionnelle a montré des anomalies de 1’état de repos (Liang et al., 2011).
Cependant d’autres études n’ont pas montré d’anomalie en dehors des voies visuelles, sensitives et
motrices (de Seze et al., 2010b; Yu et al., 2006). Il est donc possible que I’atteinte du cerveau dans

la NMO soit d’une intensité et d’une localisation variable selon les patients.

Les données cliniques permettent cependant d’apporter d’autres arguments pour une atteinte
cérébrale diffuse dans la NMO. La présence de troubles cognitifs dans la NMO a été récemment
rapportée et ne semble pas pouvoir étre expliquée par I’atteinte médullaire, des nerfs optiques ou la
dépression (Blanc et al., 2008; He et al., 2011; Saji et al., 2013). Ces déficits cognitifs qui
prédominent sur la vitesse de traitement de 1’information, I’attention et la mémoire sont plutot de
type sous-cortico-frontal. Ils pourraient étre reliés aux petites Iésions de la substance blanche

profonde ou a une atteinte de la substance grise corticale préfrontale et des noyaux gris centraux.

L’article 7 apporte aussi de nouveaux ¢léments pour une atteinte cérébrale. II montre
I’existence dans la NMO d’une fatigue non seulement physique mais aussi psychique et d’une
atteinte des parametres de qualité de vie liés aux capacités cognitives méme si c’est dans des

proportions moins importantes que dans la SEP.
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2) Mécanismes a I’origine de la topographie des 1€sions

La prédominance des lésions au contact des différents ventricules cérébraux pourrait orienter
vers une attaque des anticorps anti-AQP4 ou d’autres agents transitant par le LCR envers les
épendymocytes exprimant 1’AQP4. L’atteinte préférentielle des nerfs optiques et de la moelle
épiniére pourrait étre liée au fait que, avec les zones périventriculaires, c’est a ces endroits que de la
substance blanche est exposée au contact du LCR. C’est en effet plutdét de la substance grise
corticale qui est au contact du LCR dans le reste du cerveau. L’hypothése d’un role particulier du
LCR avait déja été évoquée (Long et al., 2012) et pourrait étre explorée de fagon plus approfondie.
Cependant il existe aussi des lésions cérébrales profondes a distance du LCR et les I¢sions
histologiques les plus marquantes concernent les astrocytes périvasculaires. Il existe donc
probablement aussi une attaque périvasculaire dans la NMO en plus d’une éventuelle attaque venant

du LCR.

Une expression différente de I’AQP4 dans certains tissus pourrait fournir une explication de
la topographie de I’inflammation. A titre de comparaison, une raison invoquée pour expliquer le
tropisme optico-médullaire des lésions dans les modéles d’EAE induite par la MOG chez le rat
Brown Norway était une plus grande eexpression de la MOG a ce niveau (Pagany et al., 2003) et
aussi un tropisme particulier de la réaction anti-MOG chez 1’animal (Berger et al., 1997). Chez
I’homme, I’AQP4 est plus exprimée au niveau de la moelle épinicre et des nerfs optiques (Nagelhus
et al., 2004; Vitellaro-Zuccarello et al., 2005) mais est quand méme exprimée aussi ailleurs. De
facon surprenante 1’isoforme M1 est nettement plus exprimée que I’isoforme M23 dans la moelle
épiniere. On n’a méme retrouvé aucun ARNm de I’isoforme M23 dans les nerfs optiques alors que

la plupart des études suggéraient que c’est les OAP formés par 1’isoforme M23 qui favorisaient la
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survenue de Iésions de NMO (Saini et al., 2010). Cette découverte serait de nature a remettre en

question le role prédominant de M23 dans la réponse immune de la NMO.

Une réactivité contre d’autres antigénes que 1’AQP4 a été signalée dans cette thése et
pourrait guider I’inflammation vers certaines zones. Une analyse compléte de I’ensemble des
anticorps présents pendant et en dehors des poussées de NMO serait intéressante. De tels analyses
commencent a étre pratiquée dans la SEP (Ayoglu et al., 2012). Pour I’instant il n’y a pas eu

d’analyse de ce type dans la NMO.

164



165

D) Perspectives

1) Ameélioration du diagnostic et du suivi de la NMO

En I’état actuel des connaissances, le diagnostic de la NMO repose sur la clinique, I’'IRM en
séquences T1 et T2/FLAIR et la mise en évidence des anticorps anti-AQP4. Ces critéres ne donnent
pas totale satisfaction : le test de dépistage des anticorps est d’une sensibilité moyenne et les lésions
IRM sont variables selon les patients. Une réflexion doit donc étre engagée pour mieux comprendre

la physiopathologie de la maladie lors de certaines étapes clés et améliorer le diagnostic et le suivi.

La premiére étape, avant 1’action des anticorps anti-AQP4, est I’ouverture de la barriere
entre le sang et le SNC et la constitution d’une ambiance inflammatoire indispensable a 1’action des
anticorps anti-AQP4 (Ratelade and Verkman, 2012). Il sera primordial d’explorer les facteurs
(immunologiques ou autres) a 1’origine de cette perméabilisation de la barriere. Une étude récente a
montré que le sérum des patients atteints de NMO est capable d’induire une dysfonction de
I’endothélium vasculaire qui passerait par une perturbation de la voie du VEGF (Shimizu et al.,
2012) . Cette atteinte ne semble pas liée aux anticorps anti-AQP4 car elle persiste méme si ils sont

exclus.

La deuxiéme étape est I’interaction des anticorps anti-AQP4 avec les astrocytes qui
aboutissent a leur dysfonction. Plusieurs mécanismes semblent a I’ceuvre (nécrose, apoptose ou

simple dysfonctionnement astrocytaire). Il serait important de déterminer quels sont les mécanismes
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prédominants et a quels endroits. Ceci pourrait expliquer pourquoi certaines régions du cerveau
voient apparaitre des hypersignaux en séquences IRM T2/FLAIR et d’autres non. Les mécanismes
alternatifs a 1’action des anticorps anti-AQP4, probablement a I’ceuvre dans les NMO séronégatives,
devront aussi étre explorés. L’évaluation la plus compléte possibles des IgG et de la réactivité des
cellules T présentes dans la NMO pourrait permettre de dépister d’autres antigénes cibles,
astrocytaires ou non (MOG ?). Le role des modifications post-traductionnelle des antigénes ne

devra pas étre négligé.

La troisiéme étape est la répercussion de la dysfonction astrocytaire sur le reste des cellules
du SNC. Il sera important de comprendre comment cette dysfonction altere les oligodendrocytes et
les neurones (altération du transfert de 1’eau, des nutriments, du recaptage des déchets ?). Les
analyses métaboliques sanguines pourront &tre poursuivies pour déterminer si elles peuvent
constituer un marqueur de I’évolution de la maladie. L acétate marqué radioactivement capturé par
les astrocytes pourrait méme fournir un marqueur in vivo de la fonction astrocytaire comme le
glucose marqué en scintigraphie. Cela pourrait constituer un moyen de repérer les zones ou la
fonction astrocytaire est perturbée (Wyss et al., 2011b). Chez 1’animal, des expériences pourraient

étre menées pour corréler les changements métaboliques et en IRM aux changements histologiques.
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2) Amélioration du traitement de la NMO

Actuellement, le traitement de la NMO fait surtout appel a des traitements
immunosuppresseur non spécifiques (corticoides, azathioprine, mycophénolate mofétil,...)
(Costanzi et al., 2011; Jacob et al., 2009; Sato et al., 2012). Le rituximab (anticorps monoclonal
anti-CD20), d’utilisation croissante, est déja un peu plus spécifique car il vise les lymphocytes B
qui sont probablement plus impliqués dans cette maladie a prédominace humorale (Sato et al.,

2012).

Les deux derniéres années ont cependant vu s’ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques.
Celles-ci sont fondées sur la modification de DI’interaction entre 1’anticorps anti-AQP4 et son
antigene. Une étude a ainsi testé I’action d’un anticorps monoclonal anti-AQP4 de haute affinité
modifié au niveau de sa fraction constante pour ne pas provoquer de cytotoxicité. Cet anticorps
artificiel va prendre la place de I’anticorps anti-AQP4 naturel et empécher donc la cytotoxicité li¢e
a ce dernier. Ce traitement a montré qu’il pouvait réduire la toxicité des anticorps anti-AQP4 sur
coupe de moelle épinicre en culture et apres injection intracérébrale chez les souris (Tradtrantip et
al., 2012b). La méme équipe montra que certaines petites molécules comme 1’antiviral arbidol
¢taient capable de se fixer sur ’AQP4 d’astrocytes en culture puis d’empécher la fixation et 1’action
cytotoxique des anticorps anti-AQP4, ceci sans altérer le fonctionnement physiologique de 1’AQP4
(Tradtrantip et al., 2012a). Un autre mécanisme potentiel était la modification de I’anticorps anti-
AQP4 par des enzymes d’origine bactérienne soit par déglycosylation (Tradtrantip et al., 2013b),
soit par coupure du fragment constant (Tradtrantip et al., 2013a) ce qui aboutit dans les deux cas a
une nette diminution de la capacité des anticorps a provoquer une cytotoxicité. Les effets

indésirables d’une injection in vivo de ces enzymes doivent cependant encore étre évalués.
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D’autres composés pourraient agir en aval de la fixation de I’anticorps anti-AQP4 sur sa
cible. Un anticorps monoclonal anti-Clq a été testé et a montré sa capacité a diminuer les
dommages infligés par les anticorps anti-AQP4 aux astrocytes en cultures (Phuan et al., 2012).
Certains composés inhibant le fonctionnement des polynucléaires ¢osinophiles comme les anti-
histaminiques ou un anticorps monoclonal anti-IL5 ont montré une action intéressante chez 1’animal
qui recevait des injections d’anticorps anti-AQP4 (Zhang and Verkman, 2013). Le tocilizumab, un
inhibiteur des récepteurs de I’interleukine 6, se serait montré efficace chez 4 cas rapportés de
patients NMO (Ayzenberg et al., 2013; Kieseier et al., 2012). Un essai a été réalisé¢ chez les
humains pour tester I’effet de I’éculizumab. 11 s’agit d’un anticorps monoclonal contre la protéine
C5 du complément qui a donc pour but d’empécher la formation du complexe terminal C5b-C9
correspondant au complexe d’attaque membranaire. Dans un essai non contrdlé sur 14 patients et
avec un suivi d’un an seulement, une baisse trés significative de la fréquence des poussées a été
constatée. L.’ incapacité fonctionnelle avait 1égerement diminuée (Pittock et al., 2013). Il serait aussi
intéressant d’explorer la possibilité d’intervenir sur la voie de I’interleukine 17 qui semble jouer un

role important dans la NMO (Mitsdoerffer et al., 2013).

La recherche de traitements agissant sur D’anticorps anti-AQP4 et la cascade de la

cytotoxicité liée au complément ou aux cellules effectrices est donc trés dynamique.

Cependant, un champ d’investigation thérapeutique peu exploré jusqu’ici a été celui de la
compensation de la dysfonction astrocytaire. Un traitement symptomatique, la fampridine, a
récemment été commercialis¢ dans la SEP. Ce médicament n’agit pas sur la réponse auto-immune
mais tempere les conséquences de la démyélinisation en facilitant la conduction électrique dans les
neurones. De méme des médicaments améliorant le transfert de 1’ecau, des ions, des nutriments, la
recapture des déchets ou luttant contre 1’excitotoxicité pourraient avoir une action bénéfique dans la

NMO. Certains médicaments luttant notamment contre 1’excitotoxicité du glutamate (mémantine,
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riluzole) sont commercialisés dans d’autres pathologies touchant le SNC mais n’ont pas été essayés

dans la NMO.
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La compréhension de la NMO a beaucoup progressé depuis 10 ans. Cet exemple de maladie
auto-immune du SNC, relativement bien définie grace a la découverte d’un anticorps spécifique,
nous apporte des connaissances scientifiques importantes sur les interactions entre le systéme
immunitaires et le SNC. Ces informations peuvent a leur tour étre exploitées pour améliorer le

diagnostic et bient6t le traitement des patients.

Dans cette thése, un modéle animal potentiel de NMO a été caractérisé ce qui a permis de
mieux comprendre les mécanismes d’un exemple d’inflammation optico-médullaire. L’étude plus
précise des cas humains de NMO a permis de relativiser la relation entre les concentrations
d’anticorps anti-AQP4 et la survenue de poussées, qui ne semble pas utilisable comme outil
prédictif en pratique clinique. La mise en évidence ensuite de nouvelles réactivités antigéniques
potentiellement dirigées contre la myéline €largit notre conception de la réponse immune dans la
NMO. Cette réponse immune semble avoir des conséquences sur le métabolisme général ce qui
pourrait fournir de nouveaux marqueurs diagnostiques sanguins. Il existe aussi chez les patients
NMO des changements de volume cérébral qui confirment I’atteinte spécifique de certaines zones
cérébrales. Enfin nous avons recueilli des données sur la répercussion finale de la réponse immune,
la qualité de vie des patients NMO. Un processus de retour vers le modéle animal a permis de tester

dans notre laboratoire de données issues de I’humain.

Les recherches pourront étre poursuivies afin de mieux comprendre la physiopathologie de

la réponse immune et son interaction avec le SNC notamment les astrocytes.
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o’ Caractérisation de la réponse immune dans
la NMO

Résume :

La neuromy¢lite optique (NMO) est une maladie inflammatoire du systeme nerveux central
récemment mieux comprise par la découverte d’un anticorps sérique spécifique dirigé contre
I’aquaporine 4 (anticorps anti-AQP4). L’objectif de cette these a été de développer une recherche
translationnelle pour améliorer la connaissance de la réponse immunitaire dans la NMO. Nous
avons d’abord développé et étudié un modele animal de NMO en laboratoire afin de mieux
comprendre la physiopathologie d’une inflammation optico-médullaire. Nous avons aussi amélioré
la connaissance de la NMO humaine. Nous avons montré que la réactivité anti-AQP4 n’¢était pas
corrélée a I’activité de la maladie et retrouvé une réactivité contre d’autres protéines que 1’AQP4.
Nous avons aussi mis en évidence des anomalies métaboliques sériques (scyllo-inositol et acétate),
et une diminution du volume de la substance blanche cérébrale, ce qui ouvre la voie a de nouvelles

recherches pour confirmer et exploiter ces résultats.

Mots-clés : neuromyélite optique, systéme nerveux central, aquaporine 4

Résume en anglais

Neuromyelitis optica (NMO) is an inflammatory disease of the central nervous system in which a
specific antibody targeting aquaporin 4 (anti-AQP4) was recently found. The aim of this thesis is to
develop a translational research in order to improve our knowledge of the immune response in
NMO. We have therefore studied a animal model mimicking NMO and allowing a better
comprehension of optico-spinal inflammation. In the human subjects suffering from NMO, we have
also found that anti-AQP4 reactivity was not correlated to the disease activity and that reactivities
against other proteins may exist. We have discovered changes in the serum concentrations of some
metabolites (scyllo-inositol and acetate) and a decrease in the volume of brain white matter. These

findings have to be confirmed by other studies and may improve our comprehension of NMO.

Mots-clés : neuromyelitis optica, central nervous system, aquaporin 4
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