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Par délibération en date du 3 mars 1967, la faculté a arrété que les
opinions €émises dans les dissertations qui lui seront présentées doivent
etre considérées comme propres a leurs auteurs et qu’elle n’entend

leur donner aucune approbation ni improbation.
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A Monsieur le Professeur Hervé LEFEBVRE,
Vous me faite I’honneur de présider et diriger ma thése,
Pour votre enseignement de qualité, votre encadrement pendant ces quatre années,
Pour votre soutien et votre grande disponibilité,

Veuillez trouver ici I’expression de ma gratitude et de mon profond respect.
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A Monsieur le Docteur Ziegler
Vous me faites ’honneur d’avoir codirigé cette thése.
Pour votre entiére collaboration, sans laquelle ce travail n’aura jamais été possible,
Pour votre disponibilité,

Veuillez trouver ici I’expression de ma gratitude et de mon profond respect.

A Monsieur le Professeur Prévost
Vous me faites I’honneur d’étre présent et de juger cette these,
Pour votre enseignement de qualité et les précieux conseils,

Veuillez trouver ici mes sincéres remerciements.
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A Monsieur le Docteur Guisier

Merci pour votre implication dans ce travail de these, qui a permis de suivre un grand
nombre de patients dans le service de Pneumologie.

A Monsieur le Docteur Fraissinet et Antoine-Guy

Merci pour toute la logistique au laboratoire, pour avoir réceptionné et pris soin de
tous les dosages et surtout d'avoir supporté mes demandes incessantes.

A Wafa, Jasmine et Antoine

Merci pour votre accueil dans vos services, pour la masse de travail que vous avez
abattu dans I’ombre et surtout d’avoir permis que le recueil de données se passe
toujours dans la bonne humeur.

A Anca

Merci pour ton aide, ta disponibilité et ta grande rapidité pour réaliser les analyses
statistiques.

A Adeline

Tu es la chef avec laquelle j’ai surement partagé le plus de visites, merci a toi pour ce
que tu as pu m’apprendre, je te dois surement toutes mes bases en diabétologie. Je dois
te faire un aveu, je n’ai jamais prescrit les VS que tu m’avais suggéré... J’espere que
tu me pardonneras. Ha... j’allais oublier, merci pour ta bonne humeur !

A Sandrine

Mereci a toi car tout comme Adeline tu auras grandement participé a mon apprentissage
initial, en m’épargnant toute pression. Mais plus que tout tu m’auras enseigné la notion
de I’opération bureau vide ! Mais vraiment ¢’est compliqué...

A Lucille

Tu auras vraiment passé beaucoup trop de temps au CIC, cela m’a empéché de profiter
plus t6t de tout ce que tu peux nous enseigner a I’heure actuelle. J’aurai plaisir a
travailler avec toi dans les prochaines années !
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A Clémence

Six mois au Havre, qui sont passés trop vite, avec une équipe formidable dirigée par
une chef hors-norme ! Et dire qu’avant d’arriver je me demandais si j’avais fait le bon
choix entre Dieppe et Le Havre... La question ne s’est pas posée bien longtemps et
depuis deux ans je fais tout mon possible pour vendre ton service. Merci pour tout ce
que tu m’as appris !

A Anne-Francoise

Merci a toi, pour tout ce que tu as pu m’enseigner, pour m’avoir laissé une totale
liberté dans mon travail et pour m’avoir aiguillé sur la voie des immunothérapies un
soir de cours improvisé.

A Catherine

Merci pour tout ce que tu as pu m’enseigner, c’est sans aucun doute grace a toi que
mon stage de Pneumologie a été aussi intéressant. Et pourtant j’imagine quelle
angoisse cela a du étre pour toi lorsque I’on t’a annoncé que tu avais hérité de I’interne
d’Endocrino !

A I’équipe de Nephrologie d’Elbeuf

Merci a vous pour avoir facilité a ce point le début de mon internat, de m’avoir permis
de devenir plus rigoureux, synthétique et surtout de toujours chercher a aller plus loin
que I’évidence.

A notre équipe de secrétaires préférées : les Aurélie’s, les Stephanie’s, Vanessa

Merci pour votre patience et pourtant j’ai du mettre vos nerfs a rude épreuve ! Je me
demande bien quel est mon record de compte-rendus en-retard accumulés ? Promis je
vais continuer de m’améliorer.

A toute I’équipe paramédicale d’Endocrino

Merci a toutes pour votre gentillesse, pour avoir rattrapé toutes mes petites erreurs et
pour tous ces petits-déjeuners et déjeuners partagés !

A Suzanne, Jeanne, Arthur, Pauline, Anne-Sophie, Mélanie, Timothée, Nicolas D,
Stephanie, Pierre, Nicolas S, les Mathildes

Que de bons moments partagés au-cours de cet internat avec vous tous !
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A Camille

Merci pour I’incroyable soutien pendant les longs mois de préparation de cette these !

A Matthieu, Julien, Vincent et Loic

Merci a vous de m’avoir poussé durant tous I’externat et merci a la meilleure des
Coach Marion ! Non mais en vrai ce n’est pas ¢a le plus important, il y a tous les
moments passés devant le hand, sur le Tour, en tonus, a Caen Sud, etc... Ca c’était la
meilleure des motivations !

A Aurélie, Martin, Camille, Sam, Camille, Alex, Chloé, Mathieu, Anne-Laure, Martin,
Léa, Elodie et Mathilde

Sur I’ensemble d’une promotion, on a beaucoup de connaissances et quelques vrais
amis, vous faites définitivement partis de ceux-la et c’est toujours avec plaisir que je
traverse la région pour nos soirées, réunions ou mieux week-end !

A Camille, Etienne, Anais et Bapt’

Je ne saurai dire combien de temps on a passé ensemble, dans nos différents QG, pour
une soirée raclette, a ruiner les apparts d’ Anais ou Etienne... Probablement plus de
temps que sur les bancs de la fac, mais qui regretterait tous ces moments

fantastiques !?

A Loic et Vincent

Je crois que la prépa n’aura pas trop voulu de nous... Tant pis on s’y est bien amusé et
surtout on s’est rencontré pour des moments fantastiques.

A Méli, Kevin, Nils, Manu, Delphine, Camille et Jérémie

Je ne compte plus les années et pourtant des I’instant que I’un d’entre vous annonce un
événement avec regroupement de toute la bande, je 1’attends toujours avec
impatience !

A mes amis de trés longues dates : Clément, Rémi, Thomas, ou plus proche comme
Philippine

Méme si I’on ne se voit que trop rarement, c’est toujours avec plaisir que je partagerai
une soirée avec vous et vos familles, j’espere juste que vous me pardonnerez mon
irrégularité pour prendre de vos nouvelles !
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A toute ’équipe du Havre : Selim, Michaél, Astrid, Zoé, Marine, Marie, Thibaut,
Clémence et mes collocs préférés Philippe et Cosme

Merci a vous pour tous ces moments de bonheur depuis 2 ans, je ne me rappelle pas de
tout, mais ca veut surement dire que c’était génial !

A Pauline, Clémence, Justine, Delphine et Chloé

Que dire hormis qu’on ne peut pas trouver d’équipe plus formidable pour
accompagner ses premiers pas en Endocrinologie, mais heureusement que j’ai aussi
¢té bien soutenu par Xavier, Bruno, Matthieu et Adrian

A Anne-Laure, Renée, Malanie, Marc-Antoine, Julien, Valentina, Antoine-Guy ,
Caroline, Caroline, Henry et Stephanie

Merci a vous de m’avoir supporté pendant toutes ces années dans le service, en
journée DES, ca n’a vraiment pas du étre facile pour vous !

A mes parents, mon frére, ma belle-sceur préférée

Merci, pour votre soutien sans faille, pour tout ce que vous avez pu faire pour moi de
cette these, tout au long de I’année ou méme depuis toujours. Ca a du étre long et il a
fallu en faire des sacrifices et des déplacements pour ce sale gamin et ses lubies.
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Liste des abréviations

Tg : Thyroglobuline

T3 : tri-iodothyronine

T4 : tétra-iodothyronine

I": lodure

NIS : Symporteur Sodium lodure

PDS : Pendrine

TPO : Thyroperoxydase

TR : Récepteurs aux hormones thyroidiennes
TRE : Eléments de réponse aux hormones thyroidiennes
RXR : Récepteur X des rétinoides

TSH : Thyréo Stimuline Hormone

TRH : Thyrotropin Releasing Hormone

TAAR 1 : Trace Amine Associated Receptor 1
UCP : Protéines Découplantes

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
PD1 : Programmed cell Death 1

IgG : Immunoglobulines G

TCR : Récepteur des lymphocytes T

PDL1 / PDL2 : Programmed cell Death Ligand 1 / Programmed cell Death Ligand 2

HAMA : human anti-mouse antibody
HAHA : Human anti-human antibody

CTCAE : Common Terminology Criteria for Adverse Events
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INTRODUCTION



1. La Thyroide

A. Généralités

Chez 'homme, la glande thyroide est une glande impaire et médiane, située a la face
antérieure du cou. Elle comporte deux lobes latéraux, réunis par un isthme, pése environ 20
3 30 grammes et mesure 10 & 20 cm”.

Il existe deux types cellulaires dans la glande thyroide. Les cellules folliculaires (ou
vésiculaires) représentent 99 % du contingent et assurent la production des hormones
thyroidiennes et de la thyroglobuline (Tg). Ce sont des cellules polarisées, reposant sur une
membrane basale, réalisant une formation sphérique de 200 um de diametre : le follicule.

Les cellules parafolliculaires ou cellules C produisent la calcitonine, elles sont en contact

avec la membrane basale du follicule.

Figure 1 : Coupe histologique de plusieurs follicules thyroidiens.

1: épithélium glandulaire ; 2 : colloide.

Reproduite d'aprés I'Atlas d'histologie humaine et animale, Thibaut et al.
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B. Biosynthése des hormones thyroidiennes

i. Structure des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes sont produites dans le follicule sous forme de
trilodothyrosine (T3) ou tétraiodothyrosine (T4). Leur structure commune, la thyronine,
dérive de l'acide-aminé tyrosine comprenant deux cycles phénols reliés par un pont di-

phényl-éther.

| 1 | [
== — - NH, -~ NH;
OH O CH,—CH’ DH@ CH;—CH
4@ Q “~cooH T ™ cooH
i i

T4 : tétra-iodo-thyronine ou thyroxine T3:3, 5 3 triiodo-thyronine
I |

pu— <:>; {__.-" NHE
OH o CH.,— CH
S 2
Y /N ™~ CcooH

fT3: 3. 3, 5 tri-iodo-thyronine ouw reverse T3 ou T2 inverse

@ - MNH. "_,.-* MH.
o CH,—CH OH CH,—CH
™~ cooH ™~ COOH

Mone-iodo-tyrosine (MIT) Di-iodo-tyrosine {DIT)

Figure 2 : Structure des hormones thyroidiennes, reproduite d'aprés Les maladies de la

thyroide, Wemeau et al. 2012

ii. Le Follicule
Les thyrocytes organisés en formation sphérique, ont leur p6le apical au contact de la

colloide et leur pole basolatéral au contact des capillaires. lls sont responsables de la

production des hormones thyroidiennes.
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iii. L'iode : transport et intégration

L'iode est indispensable a la biosynthése des hormones thyroidiennes ; il s'agit d'un
oligoélément rare dont les réserves sont faibles dans I'organisme.

Sa pénétration dans les thyrocytes se fait sous forme d'ion lodure (I), contre un
gradient de concentration, via le symporteur sodium iodure (NIS). L'énergie nécessaire
a ce transport est fournie par un flux sodique entretenu par une pompe Na*/K" ATPase.

Il est ensuite transporté jusqu'au pole apical vers la colloide, localisée dans la lumiére au
centre du follicule, via la pendrine (PDS).

L'iode présent dans la lumiere folliculaire est incorporé a la thyroglobuline. Cette
protéine de 330 kDa possede 134 résidus tyrosine, dont une fraction seulement participera a
la syntheése des hormones thyroidiennes. Cette étape, nécessitant de I' H,0, est catalysée
par la thyroperoxydase (TPO). L'iodation de la thyroglobuline ne se fait que sur certains
résidus tyrosyls spécifiques chacun d'entre eux pouvant fixer un ou deux atomes d'iodes :
soit sur le carbone 3 du cycle phénol formant ainsi la mono-iodotyrosine, soit en 3 et en 5
générant la di-iodotyrosine. La formation des hormones thyroidiennes est le résultat du
couplage oxydatif de deux di-iodotyrosine pour la T4 et d'une mono-iodotyrosine avec une

di-iodotyrosine dans le cas de la T3, ces deux étapes étant la encore catalysées par la TPO.
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Figure 3 : Etapes principales de la biosynthése des hormones thyroidiennes, d'apres :

Bizhanova et Kopp, 2009

Une fois iodée, la thyroglobuline est réintégrée via un processus d'endocytose. Au
niveau de la face cytoplasmique de la membrane plasmique il se produit un réarrangement
de protéines (clathrines, adaptines) va entrainer une invagination de la membrane, puis la
formation de vésicules. Les vésicules contenant des molécules de Tg perdent leur manteau
de clathrine et, via un processus complexe de fusion, délivrent leur contenu dans un premier
type de compartiment d'endocytose : les endosomes précoces. Une partie des molécules est
convoyée via un systeme de transport vésiculaire vers un deuxieme type de compartiments

d'endocytose, les endosomes tardifs ou pré—lysosomes. Cette route aboutissant aux
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lysosomes correspond a la voie de dégradation de la Tg qui favorise la génération des

hormones thyroidiennes libres (Rousset 2003).

C. Mode d'action des hormones thyroidiennes

i. Internalisation et désiodation des hormones thyroidiennes

La forme biologiquement active de ces hormones est la T3, sécrétée en faible quantité
par la thyroide(20%), la majorité de la production de T3 provenant de la désiodation
périphérique de la T4. Ces hormones ont un effet extranucléaire dans la quasi-totalité des
tissus évoqué dans les paragraphes suivants, mais leur action principale se fait via la
régulation de la transcription de certains génes cibles. Bien que lipophiles, I'entrée dans la
cellule et le noyau des hormones thyroidiennes se fait de maniére active via différentes
protéines : MCT8, OATP1 et MCT10.

L’étape de désiodation permet le maintien d’'une concentration constante de T3 dans les
tissus périphériques. Elle est assurée par trois sélénoprotéines différentes : la désiodase de
type 1 est présente dans le foie, le rein, la thyroide et I’hypophyse. Elle soustrait un atome
d’iode en position 5 du noyau phénol et serait responsable de 70 % de la production de T3.
La désiodase de type 2 est exprimée dans le systéme nerveux central, le muscle
squelettique, le tissu adipeux brun, I’hypophyse et le placenta. Contrairement a la désiodase
de type 1, elle n"est pas inhibée par le propylthio-uracile et le tonus inhibiteur qu’elle subit
naturellement est levé en cas d’hypothyroidie. Enfin, la désiodase de type 3 inactive les
hormones thyroidiennes en clivant I'atome d’iode en position 5' ce qui aboutit a la formation
de reverse-T3 : hormone quasi-inactive permettant un ajustement fin des du taux
d'hormones thyroidiennes. On la trouve dans le systeme nerveux central, le tissu cutané et

le placenta.

ii. Effets des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes exercent leur action via des récepteurs nucléaires
spécifiques, les "thyroid hormone receptor" ou TR, dont il existe deux types TRalpha et

TRbéta et deux sous-types 1 et 2 obtenus par épissage alternatif. Le TR est lié a ’ADN, au
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niveau du promoteur d'un gene-cible, sur une séquence particuliere appelée élément de
réponse aux hormones thyroidiennes (TRE). Les TR peuvent se présenter sous plusieurs
formes, mais on les retrouve le plus souvent sous forme d'hétérodimeéres, associés au
récepteur X des rétinoides (RXR). lls peuvent avoir deux actions opposées : en |'absence
d'hormones thyroidiennes, I'hétérodimere fixe un corépresseur, I'ensemble inhibant la
transcription du gene-cible, en présence d'hormones thyroidiennes, le TR change de
conformation, libere le corépresseur, lie le coactivateur et active la transcription du gene

cible (Cayrou, 2003).

Thyroide

Q Q. = €0 Co-activateurs

S O HO — 00— —LH,CH

;1.., Q_D i rBe T TQ: s Q Co-répresseurs

0

En absence

En pré
i de ligand

de ligand

£ MActivation

NGO QNPT Q00T
1
I 1
Thermorégulation Prolifération Os, Foie

Métabolisme des lipides  Différenciation Hypophyse, Cerveau

Figure 4 : Mode d'action des hormones thyroidiennes, reproduite d'apres Magnan et al.
2016

Toutefois ce mode d'action n'est pas univoque, les hormones thyroidiennes pouvant
avoir un effet nucléaires opposé. Ainsi, dans le cas des genes codant pour la Thyroid
Stimulating Hormone (TSH) ou pour la Thyrotropin Releasing Hormone (TRH), la liaison de la

T3 aux TR provoquera une inhibition de la transcription des génes codant ces hormones.
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Par ailleurs , les hormones thyroidiennes ont des effets extra-nucléaires et donc non
génomiques. On peut citer dans ce cadre l'activation de la voie des MAPKinases par la T4
conduisant a une phosphorylation du TRbétal et a la libération du corépresseur (Davies
2000).

Certaines molécules dérivées des hormones thyroidiennes, les thyronamines, exercent
également des actions biologiques. Les thyronamines correspondent aux hormones
thyroidiennes sous une forme décarboxylée. Des progrés importants ont été fait depuis dix
ans et la découverte de leur récepteur. Il s’agit d’'un récepteur couplé aux protéines G appelé
trace amine associated receptor 1 (TAAR1). Des expériences d'injection de thyronamines
chez des souris a permis de décrire différents effets tels qu'une hypothermie, une
hyperglycémie, une cétonurie, un effet chronotrope et inotrope négatif ainsi qu’'une une
réduction de la masse grasse (Piehl et al. 2011).

Chronologiquement le premier effet des hormones thyroidiennes est leur participation a
I'embryogenése, notamment au développement du systeme nerveux central a partir de la
onzieme semaine de vie foetale. Leur absence au-dela de la vingtiétme semaine
s'accompagne de lésions irréversibles : retard mental, ataxie et surdité. Ces lésions sont liées
a un retard de la myélinisation, de la prolifération et de la migration cellulaires, de la
synaptogenése et enfin de la croissance axonale et dendritique (Cayrou, 2003).

Au plan métabolique, les hormones thyroidiennes augmentent la consommation d’02
de tous les tissus métaboliquement actifs et ont une action calorigénique. Cette derniere
s'effectue via [l'activation de la transcription des genes codant pour les protéines
découplantes (UCP). Ces protéines présentes sur la membrane interne des mitochondries
agissent en diminuant le gradient de proton, ce qui réduit la force protonmotrice utlisée
pour la synthése d'ATP, une partie de |'énergie étant alors dissipée sous forme de chaleur
(Ricquier et Boulaud, 1998).

Les hormones thyroidiennes favorisent la dégradation du LDL-cholestérol, activent la
lipolyse ce qui augmente le taux d’acides gras libres et sont hyperglycémiantes via une
augmentation de I'absorption intestinale de glucose et I'augmentation de la production
hépatique de glucose. Enfin, elles induisent le catabolisme protidique.

Les hormones thyroidiennes favorisent la croissance et la maturation osseuse, sauf en

cas de thyrotoxicose, ol I'on note une résorption osseuse accrue.
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Au niveau cardiovasculaire, les hormones thyroidiennes augmentent la fréquence
cardiaque, la contractilité, la vitesse de conduction et la vitesse de relaxation ventriculaire,
I'ensemble étant responsable d’'une augmentation du débit cardiaque. S’y ajoute une

diminution des résistances vasculaires périphériques.

iii. Régulation de la fonction thyroidienne

Le facteur majeur de régulation de la fonction thyroidienne est la TSH, glycoprotéine de
211 acides aminés, libérée par I'anté-hypophyse. La TSH exerce son action via un récepteur
couplé aux protéines G et favorise la production des hormones thyroidiennes par le biais de
I'augmentation de la synthése de la thyroglobuline et de la thyroperoxydase, I'iodation de la
thyroglobuline, la synthése des iodothyronines, I’'hydrolyse de la thyroglobuline, la sécrétion
des hormones. La TSH active en outre la prolifération des thyrocytes.

La sécrétion hypophysaire de TSH est stimulée par la TRH produite au-niveau de
I'hypothalamus. Les hormones thyroidiennes sont responsables d’un rétrocontréle négatif
sur la TRH et la TSH, notamment via le récepteur nucléaire TRbéta2 uniquement présent au-
niveau cérébral, qui en présence de T3 inhibe la transcription du géne codant pour la TSH.

D’autres facteurs sont responsables d’une inhibition de la sécrétion de la TSH tels que la

somatostatine, la dopamine, les glucocorticoides.

D. Dysthyroidies auto-immunes

i. Généralités

Il existe deux formes principales de dysthyroidies auto-immunes, la maladie de Basedow
et la thyroidite d'Hashimoto. Décrite initialement en 1840 (von Basedow, 1840) la maladie
de Basedow associe classiqguement un goitre, une exophtalmie et des signes de
thyrotoxicose. La thyroidite d’Hashimoto, décrite en 1912 (Hashimoto, 1912) associe un

goitre a des signes d’hypothyroidie.

ii. Epidémiologies et facteurs favorisants
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Les dysthyroidies auto-immunes ont une prévalence estimée a 5%. Plusieurs facteurs de
risque ont pu étre mis en évidence dans de nombreuses études. On retient notamment : le
sexe féminin avec un ratio de 4 a 10 femmes pour un homme ; I'age, notamment du fait
d'une augmentation de la prévalence d’anticorps antithyroidiens, avec un pic autour de 45 —
50 ans et parallelement une augmentation de la prévalence de la thyroidite d'Hashimoto
avec l'age (Mc Leod et Cooper 2012).

Plusieurs études menées chez des jumeaux, ont pu constater |'existence d’'une forme
d’héritabilité dans le cadre des dysthyroidies auto-immunes avec jusqu’a 79 % d’atteintes
chez des jumeaux monozygotes et une présence d’anticorps antithyroidiens pouvant
atteindre les 70 % (Philisp 2002, Brix 2012).

Partant de cette observation, de nombreuses études ont été conduites pour rechercher
I’existence de prédispositions génétiques aux dysthyroidies auto-immunes. Plusieurs études
cas-témoins ont permis de déterminer I'implication de certains génes jouant un réle dans la
régulation de la réponse immunitaire des lymphocytes T :

- PTPN22 impliqué dans la transduction du signal du récepteur des
lymphocytes T (TCR) (Smyth 2004).
- Le "cytotoxic T-lymphocyte antigen-4", ou CTLA-4, impliqué dans la
régulation des lymphocytes T (UEDA 2003).
- Le complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il, qui joue un réle
dans la présentation des antigenes aux Lymphocytes T CD4 +
permettant leur maturation en lymphocytes T-helper (Gough 2007).
- CD25, impliqué dans la régulation de I'activité des lymphocytes T (Lowe
2007).
L'implication d’autres genes, suspecté lors d’études cas-témoins, a pu étre confirmée par le
biais d’études d’association pangénomique :
- FCRL3, fortement exprimé durant la maturation des lymphocytes B
(Kochi 2005).
- Le complexe majeur d’histocompatibilité de classe |, qui joue un réle
dans la présentation des antigénes pour les lymphocytes CD8 + (Gough
2007).
- Le récepteur de la TSH, qui est I'autoantigene cible principal dans la

maladie de Basedow (Brand 2009).
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Une étude anglaise a pu montrer une association entre certains polymorphismes
nucléotidiques du géne codant pour la molécule "Programmed cell Death 1", ou PD1 et la
survenue de Maladie de Basedow (Newby et al. 2007).

Enfin, il existe plusieurs facteurs environnementaux précipitant la survenue de
dysthyroidies auto-immunes tels que I'apport en iode (Rose 2002, Li 2007), la prise de
certains traitements comme I'amiodarone ou linterféron alpha (Oppenhein 2004), le
tabagisme et le stress.

On note également une association entre les dysthyroidies auto-immunes et I'infection
par le virus de I'hépatite C, y compris au cours d’études contrblées tenant compte des

apports iodés et des traitements concomitants (Tomer 2004, Antonelli 2004).

iii. Aspect clinico-biologiques

L’hyperthyroidie se définit comme étant le syndrome clinico-biologique résultant de
I'élévation de T3 et T4 dans le sérum en lien avec une augmentation de l'activité sécrétoire
thyroidienne. Cliniquement, ce syndrome est caractérisé par une irritabilité, une asthénie,
une faiblesse, une hypersudation, une thermophobie, des tremblements, une hyperactivité,
des palpitations, une modification de I'appétit et du poids, une dysménorrhée, une
tachycardie/FA, une hypertension artérielle et une faiblesse musculaire. Biologiquement, il
existe une élévation de T4 et T3 associée a une diminution de la TSH, ces symptémes étant
dépendants de I'age du patient, mais également de ses comorbidités. De plus, il n'y a pas de
corrélation entre la sévérité des atteintes cliniques et celle des perturbations biologiques
(Werner et Ingbar 2012).

L’hypothyroidie se caractérise par un défaut de biosynthese et de sécrétion des
hormones par la glande thyroidienne, ne permettant pas de combler les besoins du cerveau
et des tissus périphériques. Cliniquement, on retrouve une asthénie, une somnolence, une
frilosité, une humeur dépressive, une peau seche et une diminution de la sudation, une prise
de poids et une diminution de l'appétit, un ralentissement du transit, un myxcedéme, une
bradycardie et une hyporéflexie. Biologiquement, il peut exister une anémie macrocytaire,

une hyponatrémie de dilution, une hypercholestérolémie, une élévation de la créatinine
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kinase associées a une diminution de T3 et T4 et a une élévation de la TSH si l'origine du

syndrome est une dysfonction primitivement thyroidienne (Werner et Ingbar 2012).

iv. Physiopathologie

Ainsi, les deux grandes dysthyroidies auto-immunes que sont la maladie de Basedow et
la thyroidite d’Hashimoto se caractérisent respectivement par une thyrotoxicose et par une
hypothyroidie. Toutefois, on note de nombreuses similitudes au plan physiopathologique. Il
existe dans les deux cas une infiltration lymphocytaire de la glande et une production
d’anticorps antithyroidiens (Armengol et al. 2001).

Au plan histologique, I'infiltration est constituée majoritairement de lymphocytes T, avec
malgré tout une différence importante entre thyroidite de Hashimoto et maladie de
Basedow : dans le premier cas les follicules thyroidiens sont atrophiés et fibreux, alors que
dans la maladie de Basedow les follicules sont hypertrophiés, en raison de ['action

trophiques des anticorps (Armengol et al. 2001).

Figure 5.1 : Coupe histologique de tissu thyroidien au-cours d’une thyroidite

d'Hashimoto reproduite d'apres le college des pathologistes, 2011
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Figure 5.2 : Coupe histologique de tissu thyroidien au-cours d’une maladie de Basedow

reproduite d'apres le college des pathologistes, 2011

Dans le sang périphérique, le nombre de lymphocytes T CD8+ est diminué dans les
dysthyroidies auto-immunes, a I'image des données retrouvées dans les autres maladies
auto-immunes. Cette anomalie a pour conséquence un ratio CD4/CD8 augmenté. On
retrouve également un taux plus important de lymphocytes T activés exprimant le complexe
majeur d’histocompatibilité HLA DR. Dans le tissu thyroidien, I'infiltration est composée a la
fois de lymphocytes CD4+ et CD8+ souvent dans un état activé (Antonelli 2015).

Concernant les lymphocytes B, leur taux plasmatique est normal dans les dysthyroidies
auto-immunes. Dans le tissu thyroidien des patients présentant une thyroidite, on observe la
présence de lymphocytes B organisés en follicules secondaires, et responsables d’une
production d’anticorps, mais ils n'en sont pas la seule source, la moelle osseuse et les
ganglions lymphatiques péri-thyroidiens étant eux aussi une source d’anticorps anti-
thyroidiens (Antonelli 2015).

Dans les thyroidites la prévalence des anticorps anti-thyroglobuline est de 25 a 50 %. Ces
anticorps n’activant pas le complément, ils ne sont pas impliqués dans la pathogénie (Huber
2002). La prévalence des anticorps anti-thyroperoxydase atteint quant a elle 90 % (Pearce et
al. 2003) dans les thyroidites. Ce sont des Immunoglobulines G (IgG), polyclonales, ayant la
capacité de fixer le complément, elles jouent donc un réle dans la cytotoxicité et dans

I'inhibition de la thyroperoxydase. Ces anticorps sont aussi présents dans les maladies de
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Basedow et peuvent étre considérés comme un marqueur sensible de dysthyroidie auto-
immune (McLachlan 2007).

Les anticorps anti-récepteurs de la TSH, évoqués précédemment du fait de leur impact
histologique, sont majoritairement des IgG de type 1. lls ont pour particularité d'avoir la
capacité d'exercer plusieurs effets biologiques : ils peuvent étre stimulants et mimer |'effet

de la TSH, ou au contraire jouer le réle d'antagoniste (d'Herbomez, Wémeau 2001).

2. Les imunothérapies anti-cancéreuses

A. Généralités

Dans le domaine des traitements des cancers, les années 2000 ont été marquées par le
développement d'une nouvelle génération de thérapies basées sur la stimulation de
I'immunité cellulaire. Le premier représentant de cette classe est I'lpilimumab (Yervoy) : un
anticorps monoclonal, humain, dirigé contre le CTLA4 approuvé en seconde ligne de
traitement des mélanomes métastatiques en 2010 (Wolchok et al. 2010). Dans un second
temps sont apparus les bloqueurs du PD1 dont le Nivolumab (Opdivo), auquel nous nous
intéresserons spécifiquement dans ce travail.

L'apparition de ces nouvelles thérapies a été rendue possible par les progrés faits dans
la compréhension des voies de régulation de I'activité des lymphocytes T. Au centre de cette
régulation se trouvent les récepteurs de la famille du CD28. Découvert en 1985 (Hara et al.),
le CD28 est responsable d'une stimulation de la réponse des lymphocytes T (Thompson,
1989). Le CTLA4 est le second membre de cette famille, il partage son ligand avec le CD28,
mais est responsable d'un effet opposé avec une inhibition de la prolifération lymphocytaire
T et de la production d'Interleukine 2 (Krummel et Allison, 1996).

Le Nivolumab (Opdivo ©) est une immunoglobuline du sous-type G4, monoclonale et
humaine, dirigé contre le PD1 humain. En se fixant au PD1, cet anticorps empéche
I'interaction de ce dernier avec ses ligands : "Programmed cell Death Ligand", ou PDL1 et
PDL2, ce qui permet de stimuler la prolifération lymphocytaire T et la production de

cytokines (Brahmer et al. 2010).
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B. Voie de signalisation du PD1

I. Historique :

Le géne du PD1 a été découvert au-cours d’expériences sur la mort cellulaire
programmée, via la détection de son ARNm, présent dans deux modeles cellulaire : 2B4.11
un hybridome de lymphocytes T murins et LyD9 une lignée de cellules souches
hématopoiétiques murines (Ishida et al. 1992). Le peptide issu de sa transcription est une
protéine exprimée a la surface des cellules dont I'action n’est finalement pas en lien avec
I’apoptose, mais dont I'expression est régulée par la transduction du signal du récepteur aux
antigénes. (Agata et al. 1996)

La premiere hypothese de régulation négative de la réponse immunitaire est formulée
guelgues années plus tard, suite a I'observation d’un équivalent de glomérulonéphrite
lupique et d'une réaction graft versus host chez des souris déficiente en PD1 (Nishimura et

al. 1999).

ii. Réle du PD1 dans la régulation de I'immunité cellulaire

Le PD1 appartient a la famille du CD28, dont I'ensemble des membres est impliqué dans
la régulation immunitaire, son action s'exercant via deux résidus Tyrosine porté par
I’extrémité cytoplasmique de la molécule.

En effet lors de la présentation d’un antigéne au TCR, par les complexes majeurs
d’histocompatibilité de classe Il (CD4) ou | (CD8), la phosphorylation des résidus tyrosines est
responsable d’une inhibition de la phosphorylation des seconds messagers du TCR : Lck et
ZAP-70, et consécutivement du blocage des voies de signalisation PI3K-Akt-mTOR et Ras-
MEK-ERK. Ce mécanisme aboutit in fine a I'altération de la prolifération et du métabolisme

des lymphocytes T (Boussiotis et al. 2016).
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Figure 6 : mécanisme d’action du PD1, reproduit d'aprés Boussiotis, 2016

Par ailleurs, plusieurs équipes ont évalué des modeles d'anomalies du PD1, notamment

certains polymorphismes nucléotidiques évoqués dans le paragraphe traitant des facteurs de

risques de dysthyroidies auto-immunes. Certains de ces polymorphismes (PD1.3, PD1.5,

PD1.9) sont responsables d'une instabilité de I'ARN messager du PD1, ce qui conduit a un

défaut d'inhibition de I'immunité et a une surproduction d'interféron gamma. Cliniquement

de nombreuses maladies auto-immunes apparaissent favorisées par ces polymorphismes :
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diabéte de type 1 (Nielsen et al. 2003), sclérose en plaques (Kroner et al. 2005, Pawlak-
Adamska et al. 2017), spondylarthrite ankylosante (Lee et al. 2006).

iii. Role dans les pathologies néoplasiques

En cas de pathologie néoplasique, les antigénes de la tumeur seront présentés aux
lymphocytes T, ce qui déclenche leur activation et la destruction des cellules tumorales.

Parmi les mécanismes qui permettent aux tumeurs d’échapper au systéme immunitaire,
il a été décrit une surexpression anormale du PDL1 a la surface des cellules tumorales
responsable d’une stimulation de PD1 et d’une diminution de la réponse antitumorale
lymphocytaire (Dong et al. 2002). Cette anomalie moléculaire est secondaire a I'activation
constitutive de voies de signalisation telles que les voies des MAPKinase, PIK3 et EGFR
(Pardoll 2012 et Akbay 2013), mais résulte également de l'influence des cytokines telles que
les Interleukines 4 et 10 ou les Interferon alpha, béta ou gamma. La surexpression de PDL1 a
été retrouvée dans de nombreux cancers et est souvent responsable d’un plus mauvais

pronostic. (Thompson et al. 2004)

C. Etudes d'efficacité du Nivolumab et Indications

L'étude de la voie de signalisation du PD1 a permis peu a peu de suggérer que le PD1
pouvait constituer une cible intéressante pour stimuler I'immunité a c6té de l'inhibition du
CTLA4. Ce nouveau concept a pu étre renforcé au-cours d'expérience sur les infections
virales chroniques. Ainsi, I'exposition au virus de la chorioméningite lymphocytaire chez des
souris déficientes en lymphocyte CD4+ mettait en évidence un épuisement des lymphocytes
CD8+ concomitant d'une stimulation importante de la voie des PD1. Dans ce modéle,
['utilisation d'un bloqueur du PD1 a permis de lever cet état d'épuisement (Barber et al.
2006).

Chez I'homme les premiers essais de phase 1 d'immunothérapie ciblée sur la voie du
PD1 ont été publiés en 2010 (Brahmer et al. 2010). Trente-neuf patients atteints de cancers
pulmonaires non a petites cellules, prostatiques, colorectaux, mélanomes ou de carcinomes

urothéliaux ont regu le Nivolumab, tous étaient au-dela de toute ressource thérapeutique.
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Les auteurs ont observé une réponse compléte, deux réponses partielles et deux réponses
mais avec une diminution des cibles tumorales inférieure a 25 %, donc ne répondant pas aux
criteres habituels.

Au plan pharmacodynamique, cette étude a montré des taux d'occupation des
lymphocytes T circulants par la molécule de plus de 70 %, persistant pendant pres de deux
mois apres une injection.

Au cours des dernieres années, de nombreuses études ont été publiées suites aux essais
de phase Il ou Il montrant I'efficacité du Nivolumab dans le traitement de nombreux cancers
dont :

- Les mélanomes : 40 % de réponses objectives versus 13 % pour la Dacarbazine, dans les
mélanomes non mutés BRAF (Robert et al. 2015) ; 30 % de réponses objectives versus 10 %
en 2éme ligne de traitements pour des mélanomes mutés BRAF (Weber et al. 2015)

- Les cancers pulmonaires non a petites cellules : 20 % de réponses objectives versus 9 %
pour les patients traités par Docetaxel en 2éme ligne de traitement (Brahmer et al. 2015)

- Les cancers rénaux a cellules claires : 25 % de réponses objectives versus 5 % pour les
patients traités par Everolimus, en 2éme ligne de traitement apres traitement anti-

angiogénique (Motzer et al. 2015).

D. Effets Indésirables du Nivolumab

Comme pouvait le laisser supposer I'étude de Nishimura (Nishimura et al. 1999) et le
mécanisme d'action de ces molécules, les effets indésirables des immunothérapies observés,
chez les patients qui en bénéficient, sont inhabituels dans le domaine de la cancérologie. En
effet, comparativement aux chimiothérapies conventionnelles, les atteintes hématologiques
sont plutot rares, tandis que les cliniciens voient apparaitre des atteintes inflammatoires ou
auto-immunes. Une méta-analyse (De Velasco et al. 2017) confirmera cette hypothése en
montrant des risques relatifs significativement plus élevé de développer certaines atteintes
auto-immunes sous immunothérapie telles que :

- Colite auto-immune : Risque Relatif (RR) : 7.66 ; Intervalle de confiance a 95% (IC95) :
[4.58;12.8]; p<0.001,

- Hypothyroidie : RR 6.81; 1C95 : [4.20; 11.0] ; p < 0.001,
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- Pneumopathie interstitielle : RR 4.14 ; 1C95:[1.37;12.5]; p =0.012

Dans le cas de l'ipilimumab, ces effets indésirables ont été décrits des les études pré-
cliniques : 25 % d'effets indésirables de grade 3 ou 4 (respectivement : nécessitant une
hospitalisation, engageant le pronostic vital) dont des colites auto-immune, des
hypophysites, des thyroidites, etc...(Attia et al. 2005).

Ce tableau s'est trouvé confirmé lors de l'utilisation du Nivolumab et la encore dés les
études de phase 1 avec l'observation d'une colite auto-immune, d'une hypothyroidie et de
deux polyarthrites inflammatoires (Brahmer et al. 2010). Des données similaires ont été
retrouvées dans les études cliniques ultérieures avec la description de cas de pneumopathies
interstitielles, de vitiligos, de colites, d'hépatites, d'hypophysites et de thyroidites. Toutefois,
comparativement a l'ipilimumab, l'incidence semble moins importante avec 14 % d'effets
indésirables de grade 3 ou 4 (Topalian et al. 2012). Ces données seront validées quelques
années plus tard dans une méta-analyse mesurant une incidence d'effets indésirables de
grade 3 ou 4 significativement plus importante chez les patients traités par anti-CTLA4 (Chen
et al. 2015).

Au plan endocrinologique, il existe dans la littérature de nombreux effets indésirables
auto-immuns non thyroidiens imputables au Nivolumab. Dans la majorité des cas il s'agit
d'observations isolées d'hypoparathyroidie (Win et al. 2017), d'insuffisance corticotrope
(Kitajima et al. 2017) ou surrénalienne (Trainer et al. 2016) ou de diabétes de type 1 (Gauci
et al. 2017, Usui et al. 2017, Matsumura et al. 2017, Ishikawa et al. 2017, Godwin et al.
2017).

L'incidence des dysthyroidies tous types confondus (hypothyroidie, hyperthyroidie infra-
clinique, etc...) a été évaluée a 39.1 % lors d'une étude menée chez des patients traités par
Nivolumab pour un mélanome (Morganstein et al. 2017). Toutefois, comme cela est souligné
dans une autre méta-analyse (Costa et al. 2017), les définitions de I'hypothyroidie et de
I'hyperthyroidie sont assez hétérogenes, voire non précisées dans certains essais cliniques. Il

est donc possible que de nombreux cas d'atteintes infra-cliniques ait été comptabilisées.
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3. Les dosages immunologiques et les interférences analytiques

A. Généralités

Comme nous avons pu le voir précédemment, les dosages hormonaux tiennent une
place importante dans le diagnostic des maladies thyroidiennes. Depuis plusieurs décennies
ces dosages sont réalisés a I'aide d'anticorps. Le principe d'un dosage immunologique a été
décrit pour la premiére fois en 1959 (Yallow et Berson), dans lequel un anticorps repére et
capture une substance a doser reconnue comme un antigene.

Il existe deux types d'immunodosages (Sapin 2008) :

- Les dosages par compétition utilisent un anticorps en faible concentration par rapport
a l'antigene, la substance a doser rentre en compétition avec un traceur fixant également
I'anticorps. Les deux types de complexes formés précipitent ou se fixent sur une phase
solide. Le signal émis par le traceur décroit quand la concentration de la substance a
analyser augmente.

- Les dosages immunomeétriques ou en exces d'anticorps : la substance y est reconnu par
au-moins deux anticorps dont I'un est marqué et l'autre fixé sur une phase solide, le signal
émis augmente donc avec la concentration de I'analyte.

Du fait d'une meilleure sensibilité et spécificité, les dosages immunométriques sont les
seuls utilisés de nos jours pour les analytes de masse moléculaire élevée, telle que la TSH.
Les hormones thyroidiennes, a l'inverse, sont dosées via des dosages par compétition.

(Examens biologiques thyroidiens discordants, d'Herbomez, 2016)
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Figure 7.2 : Schéma d'un dosage immunométrique, reproduit d'apres Sapin, 2008.

B. Les différents types d'interférence et leur influence sur le
dosage des hormones thyroidiennes

i. Définition

Les interférences analytiques ont été définies comme étant la résultante de "l'effet
d'une substance, présente dans l|'échantillon, responsable d'une altération de la valeur

correcte du résultat d'un analyte, ce dernier étant généralement exprimé en concentration

ou en activité." (Kroll et Elin, 1994).
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Une interférence peut soit augmenter la valeur du résultat, elle est alors dite positive, ou
le diminuer et est définie comme négative.

Il existe plusieurs interférences indépendantes de I'analyte mesuré. Elles sont
classiqguement secondaire a une hémolyse, un ictére, une concentration en lipides élevée,
I'effet des anticoagulants ou au stockage des échantillons, mais il ne s'agit pas de I'objet de

ce travail de thése, qui sera consacré aux interférences dépendantes de |'analyte.

ii. L'effet crochet

Il s'agit d'une interférence observée uniquement avec les dosages immunométriques. En
effet, si la concentration en antigene est nettement supérieure a celle des anticorps, le
dosage de l'antigéne peut-étre rendu faussement abaissé. Ce phénomeéne concerne des
analytes dont la concentration peut varier sur plusieurs ordres de grandeurs. Il peut-étre
évité par l'utilisation de dosage en deux étapes ou en diluant I'échantillon. Toutefois un tel

mécanisme n'a pas été décrit pour la TSH.

iii. Anticorps hétérophiles

Certains sérums contiennent des anticorps humains anti-immunoglobulines, anticorps
hétérophile, capables de former des complexes avec les anticorps utilisés comme réactifs
dans les dosages. (Sapin 2003). Les anticorps hétérophiles peuvent faire varier le résultat
dans un sens ou dans l'autre, selon la combinaison d'anticorps présente dans I'échantillon
(Chiu et Christopoulos 2012). lIs peuvent apparaitre consécutivement a une vaccination ou a
une injection diagnostique ou thérapeutique d'anticorps monoclonaux (Examens biologiques
thyroidiens discordants, d'Herbomez, 2016). Il s’agit alors d’anticorps anti-animal, anti-souris
(HAMA pour human anti-mouse antibody) le plus souvent. Les HAMA ont été initialement
décrits dans le cadre d'utilisation d'anticorps monoclonaux au-cours d'immunoscintigraphies
chez des patients atteints de mélanomes (Sakahara et al. 1989). Par ailleurs, dans le cadre
de la prise en charge des cancers médullaires de la thyroide, des anticorps monoclonaux

dirigés contre I'antigene carcinoembryonnaire ont été développés. Des les premiers essais,
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plus de la moitié des patients présentaient des HAMA aprés deux a six semaines de
traitement (Juweid et al. 1999).

D’autres anticorps sont susceptibles de générer des interférences. Les facteurs
rhumatoides sont dirigés contre le fragment Fc des immunoglobulines et se comportent
comme des anticorps hétérophiles pouvant ainsi provoquer de fausses élévations de TSH ou
de T4L (Mongolu et al. 2016). Par ailleurs, certains immunodosages utilisent la liaison
avidine-biotine ou streptavidinebiotine pour fixer des anticorps biotinylés a la phase solide
couverte d’avidine ou de streptavidine. Des anticorps anti-avidine ont été décrits comme
agents perturbateurs de cette réaction. Cette interférence se traduit par une fausse
élévation de la T4L ou de la T3L (Sapin 2003). De la méme facon plusieurs cas d'interférences

ont été décrits chez des patients supplémentés

iv. Auto-anticorps

Les anticorps dirigés contre les analytes eux-mémes ont été décrits pour les hormones
thyroidiennes T3 et T4, mais également pour la TSH. Ce sont des anticorps endogénes qui
peuvent se lier soit a I'hnormone libre, soit au ligand marqué entrant en compétition avec
I'hormone a doser et peuvent donc étre responsables d'une interférence positive ou
négative

Par exemple dans un dosage de T4, il peut exister des anticorps dirigés contre le ligand
marqué en compétition avec la T4. La présence de cet anticorps, diminue la quantité de
ligand marqué fixé aux anticorps sur la phase solide, diminue le signal mesuré et ainsi
surestime le taux de T4L. Or ce ligand cible d'anticorps peut-étre de la T3 marquée, ainsi un
anticorps anti T3 peut-étre responsable d'une interférence dans le dosage de la T4. Toutefois
les interférences liées a des auto-anticorps anti-hormones thyroidiennes ont été
essentiellement décrits surtout lors de |'utilisation de dosage de T4 ou de T3 totales, qui ne
sont plus utilisés a I'heure actuelle. De plus cette interférence peut-étre éviter par
['utilisation d'un dosage en deux étapes durant lequel : le sérum est mis en contact avec les
anticorps immobilisés sur phase solide, le ligand marqué étant ajouté aprés lavage pour
mesurer les sites restés libres. Cette méthode évite de mettre le ligand et le sérum en

contact.
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Dans le cas de la TSH, ce type d’interférence est plus rare, mais il a été décrit récemment
des cas de macroTSH (Sakai et al. 2009). Dans cette situation une molécule de TSH est liée a
une immunoglobuline anti-TSH, I'ensemble formant un complexe de haut poids moléculaire
d'activité biologique réduite mais pouvant étre reconnu par certains dosages de TSH
aboutissant a une fausse élévation du taux de I'hormone. Pour contourner cette difficulté,

on peut utiliser une précipitation par le poly-ethyléne-glycol.

v. Biotine

Comme cela a été mentionné dans un paragraphe précédent, certains dosages utilisent
de la biotine (vitamine B7) qui a la particularité d'avoir une affinité tres élevée pour la
streptavidine. Cette derniere est utilisée dans la deuxieme phase du dosage compétitif de
T4, étape au cours de laquelle elle se lie au ligand marqué (de la T4-biotinylée), fixé aux
anticorps avant la mesure du signal. Il a été proposé aux patients souffrant de sclérose en
plagues une supplémentation en biotine pouvant atteindre 10000 fois les apports journaliers
recommandés (Elston et al. 2016). Dans ce contexte la biotine atteints des concentrations
tres supra-physiologiques et va se lier a la streptavidine en lieu et place de la T4-biotinylée.
La T4-biotinylée non fixée a I'anticorps est donc éliminée lors du lavage, ce qui provoque une
diminution du signal et créé une interférence positive.

Dans le cas de la TSH, le mécanisme est différent, puisqu'il s'agit alors de dosages
immunométriques. La molécule biotinylée est I'anticorps anti-TSH, qui sera capturé dans la
seconde phase par liaison a la streptavidine, ce qui évite son élimination avant mesure du
signal. En cas de présence de biotine entrant en compétition avec la streptavidine, une
partie des complexes anticorps-TSH sera libre et éliminée lors du lavage. Il en résulte une

diminution de signal et consécutivement, une interférence négative (Elston et al. 2016).

4. Objectifs de 1'étude

A I'heure actuelle, il n'existe aucune étude ayant cherché a détecter d'éventuelles
interférences analytiques dans les dosages hormonaux réalisés au cours des

immunothérapies.
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L'objectif principal de ce travail est de rechercher I'existence d'interférences analytiques
liées a l'utilisation du Nivolumab dans la surveillance du bilan biologique thyroidien.

L'objectif secondaire est d'évaluer l'incidence des dysthyroidies chez ces mémes patients
et d'en déterminer les facteurs favorisants.

L'intérét de rechercher de telles interférences serait d'identifier d’éventuelles fausses
dysthyroidies et d'éviter ainsi des suspensions de traitement par Nivolumab, traitement qui

par ailleurs est globalement bien toléré et efficace.
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Matériel et méthodes
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1. Caractéristiques de 1'étude

Il s'agit d'une étude de cohorte observationnelle, rétrospective, monocentrique. Elle
s'est déroulé dans les services de Pneumologie, de Dermatologie et d'Urologie du CHU de

Rouen de Mars a Septembre 2017.

2. Population

A. Criteres d'inclusion

e Tout patient de plus de 18 ans, suivi au CHU de Rouen
e Ayant eu une néoplasie traitée par Nivolumab entre le 01Mars et le 31 Aout 2017

e Dont les bilans thyroidiens avant traitement et de suivi sont disponibles

B. Critéres de non inclusion

e Patients mineurs

e Absence de traitement par Nivolumab

e Traitement par Nivolumab associé a une autre immunothérapie

e Bilan thyroidien manquant avant l'initiation, ou pas de suivi disponible

e Nivolumab interrompu avant Mars 2017

e Chez un patient ayant un bilan thyroidien anormal, impossibilité de réaliser un

contrdle au CHU

3. Criteres de jugement

A. Principal

L'existence d'interférence analytique a été recherchée au laboratoire de biochimie sur
un échantillon de plasma prélevé au CHU de Rouen pour un dosage de contrdle de TSH et de
T4L, avec une méthode de dosage différentes de celle utilisée en ville et de celles employées

habituellement au CHU de Rouen. Un dosage d'anticorps anti-thyroperoxydase positif signait
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la présence d'une dysthyroidie auto-immune. A contrario, en I'absence d'anticorps anti-
thyroidiens, I’'hypothese d’une authentique dysfonction thyroidienne ne pouvait étre
totalement écartée lorsque plusieurs signes cliniques évocateurs d’une dysthyroidie étaient

présents, et l'interférence analytique paraissait alors peu plausible.

B. Secondaires

L'évaluation de l'incidence des dysthyroidies a été menée a partir des échantillons de
plasma prélevé au CHU de Rouen pour un dosage de controle de TSH et de T4L, associé a un

dosage des anticorps anti-thyroperoxydase.

4. Analyses statistiques

e Une analyse univariée a été réalisée :
o Les variables qualitatives ont été analysées par un test de chi-2 ou un Test de
Fischer si I'effectif est inférieur a 5.
o Une différence est considérée significative pour une valeur de p inférieure ou
égale a 0.05.
o Lesvariables quantitatives ont été analysées a I'aide d’un Test de Student.
e 100 patients sont a inclure, sur la base de 30 % de bilan altérés dans la littérature,
avec une précision de 9 %, 1C95 : [21 — 39].
e Les patients dont les dossiers comportent des données manquantes ont été exclus de
I'analyse.
e Une analyse multivariée a été réalisée avec les variables significatives en analyse

univariée.

5. Déroulement de 1'étude

Du 01 Mars au 31 Aout 2017, les patients ont été recrutés aprés étude des dossiers
clinico-biologiques par I'étudiant dans tous les services du CHU de Rouen réalisant des cures

de Nivolumab.
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Les parametres suivants ont été recueillis :

o Sexe

o Age

o Antécédents personnels et familiaux, dont tabagisme, infection par le
virus de I'hépatite C et maladies auto-immunes

o Type de néoplasie

o Chimiothérapie précédentes

o Nombre de cures de Nivolumab

o Effets indésirables rapportés au Nivolumab

o Bilan thyroidien initial

o Bilan thyroidien anormal lors du suivi

Les patients ont été ensuite séparés en deux groupes principaux selon qu'il ait été
observé ou non une perturbation du bilan thyroidien au-cours du suivi.

En cas de bilan thyroidien perturbé, les patients bénéficiaient, lors d’une cure suivante
et dans la mesure du possible, du prélevement d'un second bilan thyroidien au CHU de
Rouen avec recherche d'anticorps anti-thyroperoxydase, lors d'une cure suivante.

Ces patients ont été ensuite séparés en deux groupes :

o Ceux ayant des anticorps positifs ou des signes cliniques fortement
évocateurs d'une dysthyroidie : variations rapide du poids, troubles du transit,
modification de la thymie, frilosité/thermophobie.

o Ceux ne présentant aucun signe clinique et dont le dosage d'anticorps
est revenu négatif, et donc suspect de présenter une interférence analytique.

Des analyses complémentaires ont été réalisées sur les échantillons de ces patients pour
déterminer s’il existe une interférence analytique, aprés avoir sélectionné les patients les
plus suspects d'interférence selon les critéres suivants :

- observation d’au-moins 20 % de variations sur la TSH ou la T4L sur deux bilans
successifs

- résultats contradictoires intertechniques pour la TSH ou la T4L vis a vis de la normale
ou une incohérence intra-technique entre les résultats de TSH et de T4L.

L'analyse complémentaire consiste en un dosage de contréle sur une autre trousse de

dosage de la marque Beckman DXI, disponible au CHU de Caen.
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6. Ethique

Cette étude a recu un avis favorable du Comité d'Ethique de la Recherche Non-

Interventionnelle du CHU de Rouen le 07/06/2017.
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Résultats
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1. Caractéristiques de la population

132 patients ayant recu au-moins une dose de Nivolumab du ler Mars 2017 au 31 Aout
2017 au CHU de Rouen ont été évalués pour notre étude.

6 patients ont été exclus pour les raisons suivantes : 3 pour traitement concomitant par
une autre immunothérapie, 2 pour absence de bilan thyroidien de contréle (du fait d'un trop

faible nombre de cures) et 1 patient du fait d'un dossier clinique non disponible.

132 patients
évalués
-
= 6patients exclus
-
"
Y
126 patients
inclus
) 56 patients
/0 patients présentantun
indemnes bilan perturbé ]
22 patients
I—) perdus de vus
5 patients a anticorps
positifs 27 patients a
2 patients avec signes anticorps négatifs
clinigues majeures
15 patients
présentant une
suspicion faible
12 patients
présentantune

suspicion forte

Figure 8 : Diagramme de flux des patients au-cours de I'étude
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Au total 126 patients ont été inclus. Les caractéristiques des patients inclus sont les
suivantes : |'effectif comportait 46 femmes et 80 hommes, I'dage moyen au-début de |'étude

ou a la premiére cure était de 64.8 années.

Le pourcentage d'antécédent de maladies auto-immunes a l'inclusion était de : 10.3 %,
avec : 5 dysthyroidies, 2 hypophysites secondaires a une immunothérapie, 2 polyarthrites

rhumatoides, 3 psoriasis, 1 Recto-colite hémorragique.

Le statut tabagique n'était pas disponible pour 15 patients. 18 patients étaient non

fumeurs, 53 fumeurs sevrés, 40 fumeurs actifs.

La consommation de tabac n'était pas disponible pour 31 patients. Elle s'élevait a 43.0

+/- 19.6 paquet-années en moyenne.

Aucune infection par le virus de I'hépatite C ou supplémentation par biotine n'a été

retrouvée.

37 patients étaient suivis pour un mélanome, 52 pour un adénocarcinome bronchique,
20 pour un carcinome épidermoide bronchique, 5 pour un carcinome rénal a cellules claires,
12 pour une autre forme de néoplasies (Mésothéliome, Lymphome, Cancer bronchique a
petites cellules, Cancer bronchiques indifférenciés ou mixtes et Carcinome bronchiolo-

alvéolaire)

Pour ce qui concerne le stade évolutif de la maladie néoplasique a I'évaluation : 82
patients présentaient des métastases ganglionnaires, 20 des métastases surrénaliennes, 19
des atteintes hépatiques, 24 des atteintes osseuses, 21 des atteintes cutanées, 63 des
atteintes pulmonaires, 38 des atteintes cérébrales et 34 d’autres localisations secondaires

(péritoine, plévre, splénique, pancréatique, ...).

La recherche de mutations somatiques tumorales n’était pas disponible pour 30 patients
: 86 ont bénéficié d’une recherche de mutation qui s’est révélée négative dans 46 cas. Les
mutations somatiques retrouvées concernaient les génes : BRAF (16 cas), KRAS (20 cas),

EGFR (2 cas), HRAS (2 cas), NRAS (4 cas) et 6 autres (RET, c-kit, Pi3ck)

La recherche de mutation du PDL1 n'a été effectuée que chez 33 patients et a fourni un

résultat positif chez 17 d’entre eux.

53



Le nombre moyen de ligne de chimiothérapie avant I'utilisation du Nivolumab est de
1.65 (+/- 1.58). 80 patients ont recu de sels de platines, 35 des Taxanes, 65 des traitements
appartenant a la classe des antimétabolites, 19 ont recgu des inhibiteurs de tyrosine kinase, 9
une autre immunothérapie, 16 ont recu de I'Avastin dirigé contre I'EGFR, 18 patients ont
recu un autre type de chimiothérapies (Navelbine, Interféron, Etoposide, Temodal,
Irinotecan, Doxorubicine, Endoxan, Oncovin), enfin 28 patients n’ont préalablement recu

aucune chimiothérapie préalablement.

Le nombre moyen de cure de Nivolumab est de 14.8 (+/- 13.3) et la durée moyenne de

suivi est de 7 (+/- 7) mois.

53 patients ont eu d'autres effets indésirables imputables au Nivolumab, répartis ainsi :
6 atteintes pulmonaires (pleurésie, pneumopathies interstitielles), 19 atteintes
dermatologiques (éruptions, prurit, pigmentation, poussées de psoriasis, xérose), 8 atteintes
rhumatologiques (poussée de polyarthrite rhumatoide, arthralgies, cruralgies, douleurs
musculaires), 6 atteintes hématologiques (anémies, neutropénie, bicytopénies), 5 atteintes
endocriniennes (insuffisance surrénales, hypophysites), 21 atteintes digestives (nausées,
diarrhées, vomissements, colites, constipation) et 12 autres atteintes (uvéites, thrombose,

douleurs neuropathiques, cytolyses hépatiques, malaises, vertiges, cataracte, mucites)

56 patients ont présenté une perturbation du bilan thyroidien au-cours de leur suivi et

étaient éligibles a un bilan thyroidien de contréle au CHU avec recherche d'anticorps.

22 patients ont été perdus de vus du fait d'une impossibilité de réaliser le bilan

thyroidien de contréle (changement de ligne, de région, décés, etc...).

5 ont présenté un dosage d'anticorps positifs, 2 avaient une atteinte clinigue majeure.
Les 27 autres patients étaient considérés comme a risque de présenter une interférence
analytique, I'étude de leur bilans thyroidiens a permis de répartir les patients entre suspicion

"faible"(15 patients) ou "forte" (12 patients). Ces derniers patients présentaient :

- une TSH ou une T4L variant d’au-moins 20 % sur deux bilans successifs
- des résultats contradictoires intertechniques pour la TSH ou la T4L vis a vis de la

normale ou une incohérence intra-technique entre les résultats de TSH et de T4L.
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Les patients présentant cette suspicion forte ont bénéficié d’'un contréle du bilan
thyroidien, prélevé au CHU de Rouen, sur une autre trousse de dosage de la marque

Beckman DXI, disponible au CHU de Caen.

2. Critere de jugement principal

Parmis les patients ayant eu une perturbation du bilan thyroidien : 7 n'étaient pas
suspects d'interférence : 5 avaient des anticorps positifs, 2 une atteinte clinique majeure

sans anticorps.

28 patients avaient des perturbations sans atteintes cliniques, ni anticorps. Parmis ces

28 patients, 12 répondaient aux criteres suivants :
- au-moins 20 % de variations sur la TSH ou la T4L sur deux bilans successifs

- ou résultats contradictoires intertechniques pour la TSH ou la T4L vis a vis de la
normale ou une incohérence intra-technique entre les résultats de TSH et de T4L.

Ces douze prélevements ont été contrélés a Caen avec une trousse de dosage
Beckman/DXI, a partir du méme sérum. Le comparatif entre les différentes méthodes est

représenté dans le tableau 1 ci-dessous.

Tableau 1 : Comparatif entre les différentes méthodes de dosage. TSH exprimé en mUI/L, T4L en pmol/L, entre
parentheéses les résultats en pourcentage de la norme haute. Le délai est exprimé en jour. Il existe une
incohérence en cas de ratios variant de plus de 20 points.

P Cohérence
TSHville  T4Lville TSH TaL TSH Caen TaLCaen DPEiVille  piuen-
Rouen Rouen - Rouen
Caen
5,84 10,4 401 12,1 336 11,1
Patient 1 4 g ’ ‘ ’ ’ 15 Oui
atien (135,4) (45,8) (95,5) (55,0) (84,0) (69,5) u
batient 2 0,02 18,4 0,01 277 0,01 247 , oui
(0,4) (96,3) (0,2) (125,9) (0,25) (154,8)
2,36 15,7 1,42 19,7 1,25 16,3
Patient 3 ’ ’ ’ ' ’ 4 1 Oui
atien (42,1) (109,0) (33,8) (89,5) (31,2) (102,1) ul
5,27 16,5 2,34 19,2 1,66 21,5
P . 7’ 7 7 7’ 7 7’ 2 N
atient6 166,7) (86,5) (55,7) (87,2) (41,5) (134,7) ? on
Patient 1,24 17,5 3,19 17,5 1,98 17,6 . Nor
12 (29,5) (79,5) (75,9) (79,5) (49,5) (110,3)
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Les patients 1 et 2 présentent des incohérences inter-techniques dans un délai court
(pas d'injection de Nivolumab entre deux), mais les résultats des mesures faites a Rouen et
Caen sur le méme sérum sont cohérentes. Le patient 3 présente une incohérence sur deux
sérums prélevés a un jour d'intervalle, mais sur le sérum du CHU la différence en ratio de la
T4L n'est pas considéré comme suffisante. La patiente 6 présente une incohérence entre la
ville et Rouen, mais dans un délai assez long, mais également une incohérence entre les
deux mesures réalisées sur le méme sérum. La patiente 12 présente une variation
importante de TSH entre la ville et Rouen, dans un délai également long, mais elle aussi une
incohérence entre les deux mesures réalisées avec le méme sérum.

Les variations observées chez les patientes 6 et 12, entre les mesures faites a Rouen et a
Caen sur un méme sérum sont ici importantes et nous font évoquer fortement I'hypothése

d'interférence analytique.

3. Criteres de jugement secondaires

L'objectif secondaire était de rechercher des facteurs favorisants I'apparition de
perturbations du bilan thyroidien au-cours du suivi chez des patients sous Nivolumab.

70 patients n'ont jamais eu d'anomalies, 56 ont présenté au-moins une anomalie.

Une analyse univariée a été réalisée sur les différents parametres relevés lors de |'étude
des dossiers cliniques. Les résultats sont présentés dans le tableau 1.

Il 'y avait significativement plus d'hommes dans le groupe présentant des bilans
thyroidiens normaux : 74.3 % versus 50 % dans le groupe avec perturbations biologiques
thyroidiennes (p = 0.006).

Il n'y avait pas de différences sur I'age, ni sur les antécédents de maladie auto-immunes.

Concernant le statut tabagique, cette donnée n'était pas toujours disponibles et aucune
différence significative n'a été retrouvée. A l'inverse en ce qui concerne la consommation de
tabac, le groupe des patients sans anomalie thyroidienne avait une consommation de tabac
significativement supérieure : 39.45 PA +/- 24.79 versus 29.07 +/- 23.01 (p = 0.037).

Aucune différence significative n'a été retrouvée selon le type histologique.
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Pour ce qui concerne la diffusion métastastique, le groupe des bilans normaux
présentait significativement plus de métastases osseuses : 25 % versus 10.7 % (p = 0.04) et
significativement moins de métastases inclassées : 18.6 % versus 37.5 % (p = 0.026).

La comparaison des différentes chimiothérapies utilisées antérieurement ne montre de
différence que dans le cadre de l'utilisation des inhibiteurs de tyrosine kinase, moins
fréquemment utilisé chez les patients sans anomalie : 8.57 % versus 23.2 % (p = 0.026).

Pour les modalités de I'utilisation du Nivolumab, les patients sans anomalies
présentaient un nombre de cures plus faibles : 11.94 +/- 11.12 versus 18.46 +/- 15.00 (p =
0.008) et une durée de suivi sous Nivolumab plus réduite : 6.06 +/- 5.70 mois versus 9.10 +/-
7.65 (p = 0.014). Aucune différence n'a été retrouvée quant a la survenue d'effets

indésirables non thyroidiens.
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Tableau 2 : Caractéristiques des patients sans et avec anomalie du bilan thyroidien : Analyse univariée

Sexe

Femmes

Hommes

Age (années)

Antécédent Auto-immuns
Histologie
Adénocarcinome bronchique
Carcinome épidermoide
Mélanome

Type de Métastases
Ganglionnaires
Surrénalienne

Hepatiques

Osseuses

Cutanees

Pulmonaires

Cerebrales

Autres

Chimiothérapie préalables
Immunothérapie

Sels de platine

Taxanes

Inhibiteur de tyrosine kinase
Avastin

Antimetabolites
Nivolumab

Nombres de cures

Suivi (mois)

Effets indésirables
Pulmonaires
Dermatologiques
Rhumatologiques
Hématologiques
Endocriniens

Digestifs

Autres

Tabac

Actif

Non

Sevré

Paquets année

Bilans thyroidiens normaux (n=70)

Bilans thyroidiens perturbés (n=56)

Nb /Moyenne % ou Ecart-type  Nb/Moyenne % ou Ecart-type p
0.006*
18 25.7 28 50
52 74.3 28 50
64.89 10.44 63.42 12.62 0.480
7 10 6 10.7 1
0.335
30 42.9 22 39.3
10 14.3 10 17.9
20 28.6 17 30.4
48 68.6 34 60.7 0.452
13 18.6 12.5 0.464
10 14.3 16.1 0.807
18 25.7 6 10.7 0.040*
9 12.9 12 21.4 0.234
33 47.1 30 53.6 0.591
19 27.1 19 33.9 0.440
13 18.6 21 37.5 0.026*
6 8.57 3 5.36 0.730
48 68.6 32 57.1 0.198
21 30 14 25 0.555
8.57 13 23.2 0.026*
11.4 8 14.5 0.604
39 55.7 26 46.4 0.370
11.94 11.12 18.46 15.00 0.008*
6.06 5.70 9.10 7.65 0.014*
28 40 25 44.6 0.717
3 4.29 3 5.36 1
8 114 11 19.6 0.220
3 4.29 5 8.93 0.465
4 5.71 2 3.57 0.692
2 2.86 3 5.36 0.655
13 18.6 8 14.3 0.633
9 12.9 3 5.36 0.224
Bilans thyroidiens normaux (n=63) Bilan thyroidien perturbé (n=48) 0.183
22 34.9 18 37.5
7 11.1 11 22.9
34 54 19 39.6
Bilans thyroidiens normaux (n=63) Bilan thyroidien perturbé (n=42)
39.45 24.79 29.07 23.01 0.037*

* p significatif si inférieure a 0.05
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Devant ces résultats, une analyse multivariée a été menée, dont les résultats sont

résumés dans le Tableau 3 ci-dessous.

Tableau 3 : Facteurs impliqués dans |'apparition d’anomalies du bilan thyroidien : Analyse

multivariée

OR IC95% p-value
Durée du suivi 0.73 0,39 1,27 0,288
Nombres de cures 1,25 0,93 1,75 0,157
Sexe Masculin 0,25 0,07 0,82 0,025*
Paquets année 0,99 0,97 1,01 0,368
Métastases Osseuses 0,23 0,05 0,83 0,032*
Autre types de Métastases 8,81 2,66 35 <0,001*
Inhibiteur de tyrosine kinase 2,89 0,63 16,1 0,188

Plusieurs parametres reste significatifs aprés analyse multivariée, ainsi le sexe masculin

est inversement corrélé a I'apparition d'anomalies du bilan thyroidien : OR = 0.25 ; IC95 =

[0.07 ; 0.82] (p = 0.025). De la méme facon, la présence de métastases osseuses semble

protecteur vis a vis de I'apparition d'anomalies biologiques thyroidiennes : OR =0.23 ; 1C95 =

[0.05 ; 0.83] (p = 0.032).

La présence d'autres types de métastases semble étre un facteur de risque d'apparition

de perturbations du bilan thyroidien : OR = 8.81; IC95 [2.66 ; 35] (p < 0.001).
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Discussion
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Chez les patients traités par Nivolumab, il a été observé de nombreuses perturbations
du bilan thyroidien. Ces atteintes sont fréquemment de faibles intensités au plan biologiques
et trés rarement associées a la survenue de signes cliniques. En effet, dans les essais
internationaux pré-cliniques, la majorité des effets indésirables thyroidiens sont classés de
grade | et les effets indésirables de grade Ill (i.e : nécessitant une hospitalisation) sont rares.
Il faut aussi souligner que le systéeme de classification des effets indésirables CTCAE
(Common Terminology Criteria for Adverse Events) semble assez peu adapté aux
thyropathies. En particulier, I’'hypothyroidie a ici une définition trés large : « diminution de la
production d’hormones thyroidiennes » et les atteintes thyroidiennes nécessitant une
hospitalisation ou menacant le pronostic vital sont trés rares de nos jours. On note
également que les indications des anticorps monoclonaux stimulant le systeme immunitaire
s'élargissent progressivement, a I'image de celles du Pembrolizumab, un autre anticorps anti
-PD1, dont TAMM a été étendue au traitement de premiére ligne des cancers bronchiques
non a petites cellules présentant une mutation du PDL1, suite aux résultats de l'essai
Keynote 024 (Martin et al. 2016).

La fréquence de ces perturbations thyroidiennes et la perspective d’une augmentation
progressive du nombre de patients traités par ce type de thérapies dans I'avenir rendent
nécessaire une meilleure connaissance des mécanismes a |'origine des variations des taux
des hormones thyroidiennes sous l'influence de ces nouvelles thérapies. Le double objectif
de ce travail est donc d'une part de déterminer I'existence d'éventuelles interférences
analytiques dans le dosage des hormones thyroidiennes. D'autre part de rechercher des

facteurs influencant la perturbation des bilans thyroidiens.

1. Recherche d’interférences analytiques :

Sur 56 patients ayant présenté au-moins une anomalie du bilan, 12 répondaient aux
critéres de suspicion forte d’interférence analytique. Sur ces 12 patients, 7 ne présentaient
aucune incohérence, 3 présentaient une incohérence entre les dosages fait en ville et au
CHU de Rouen dans un délai raisonnable, mais les résultats d'un méme sérum sur deux
techniques différentes était comparables et 2 patientes présentaient une incohérence entre

deux mesures faites sur un méme sérum fortement évocatrices d'interférences analytiques.
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Malgré tout, plusieurs points peuvent étre discutés. A notre connaissance, il n’existe pas
d’étude similaire dans la littérature cherchant a déterminer I'existence d’interférences

analytiques médiées par le Nivolumab, ni pour aucune autre immunothérapie.

Quelque soit le résultat de la recherche d'interférence, ceux-ci doivent étre nuancés du
fait d’un grand nombre de perdus de vue : 39 % des patients ayant eu un bilan perturbé
n’ont jamais pu avoir de dosage de contréle au CHU.

Mécanistiqguement, les hypothéses pouvant expliquer l'apparition d'interférences sont
multiples. D'une maniere générale toutes interférences secondaires a la présence d'un
anticorps peut-étre systématiquement envisagée, mais avec une probabilité plus ou moins
importante selon le type d’anticorps administré. L’hypothese d’HAMA parait ici peu
probable. En effet, lors de la pratique des immunoscintigraphies, les anticorps monoclonaux
utilisés étaient d’origine murine, du fait de réactions anaphylactiques séveres le
développement d’anticorps partiellement puis complétement humanisé a permis de réduire
I'impact immunologique des HAMA. Toutefois I'apparition d’anticorps dirigés contres des
anticorps monoclonaux humains (« Human anti-human antibodies » ou HAHA) a pu étre
prouvé (Bartelds et al. 2006). Cependant, aucune donnée de la littérature n’évoque de lien
entre HAHA et dosages hormonaux notamment thyroidiens ou entre HAHA et
immunothérapies ciblant PDL1 ou CTLA4.

Nous avons précédemment mentionné I'existence d'interférences analytiques
secondaires au Facteur Rhumatoide. Or il existe dans la littérature des cas rapportés
d'atteintes articulaires apparus sous Nivolumab associé a une apparition de facteur
rhumatoide (Belkhir R, et al. 2017). Il pourrait donc s’agir d’'un mécanisme a explorer.

L’hypothese d’anticorps anti-analytes est possible, mais comme nous lindiquions
auparavant, ce type interférence n’impacte pas les dosages en deux étapes. Zouwail
indiquait en 2007 qu’effectivement le kit de dosage Roche utilisé au CHU de Rouen peut-étre
influencé par ces anticorps, mais pas le kit Beckman DXI utilisé au CHU de Caen que nous
avons utilisé sur les patients a suspicion forte. Cette approche combinant deux dosages

devrait permettre de détecter d’éventuels anticorps anti-T4 (Zouwail et al. 2007).
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2. Recherche de facteurs favorisants la survenue d’anomalie du
bilan thyroidien

Concernant le critere de jugement secondaire, I'analyse univariée retrouve plusieurs
facteurs influengant la survenue d’anomalie du bilan thyroidien chez les patients traités par
Nivolumab parmis lesquels : la consommation de tabac, le nombres de cures de Nivolumab,
la durée de suivi sous Nivolumab, la notion de traitement par inhibiteur de tyrosine kinase,
le sexe et la présence de métastases osseuses ou de métastases n’appartenant pas aux
localisations suivantes : ganglionnaires, surrénaliennes, hépatiques, cutanées, cérébrales ou
pulmonaires.

Parmis tous ces facteurs, apres analyse multivariée, le sexe masculin et la présence de
métastases sont significativement protecteurs de ['apparition d’anomalie du bilan
thyroidien, a l'inverse la présence des autres types de métastases est significativement
associée a la survenue d’anomalie du bilan thyroidien.

Les résultats de notre travail soulévent plusieurs questions. Etant donné qu’il n’existe
aucune référence dans la littérature concernant |’association entre métastases osseuses et
un certain degré de « protection » contre les perturbations du bilan thyroidien et malgré une
significativité en analyse multivariée on peut légitimement se poser la question d’un biais de
confusion. Cette interrogation est d’autant plus légitime qu’aucune hypothese mécanistique
évidente ne semble étayer un éventuel lien direct entre les deux parameétres.

L’association entre métastases « autres » et perturbations du bilan thyroidien pourrait
étre expliqué par une altération de I’état général et un syndrome de basse T3, basse T4. En
effet, dans notre travail, les métastases dites « autres » correspondent a des atteintes
pancréatiques, péritonéales, spléniques,... donc potentiellement séveres et susceptibles
d’impacter négativement la désiodation périphérique et la fonction thyréotrope. Néanmoins
le nombre de cures regus par les patients concernés (au moins 20) laisse penser que leur
état général était préservé comme le stipulent les regles de prescription du nivolumab. Par
ailleurs, le nivolumab est prescrit a dose constante (3 mg/kg) quelles que soient les atteintes
ou effets indésirables. On ne peut donc incriminer un éventuel biais de confusion lié a un
traitement plus intensif chez certains patients.

En revanche, concernant la moindre incidence des dysthyroidies chez les patients de

sexe masculin, ce résultat est cohérent avec les données observées dans la population
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générale pour les dysthyroidies auto-immunes spontanées. En effet dans une étude de
cohorte publiée en 2009, Estaquio observait une incidence de dysthyroidies, chez les
femmes francaises, pouvant atteindre 4.6 a 7.2 fois celle des hommes (Estaquio et al. 2009).

Tableau 4 : Incidence des dysthyroidies, reproduit d'aprés Estaquio et al.

4560 ans | 3544 ans | 45-60 ans
Dystinroecies 050% | 230% | 360% 2,008
dlont ypothyroidies G.30% 1.40% 240% 1.30%
hypertfyrofies” : E . 0.34%
thyroidite” : G 0.30%

Il existe dans la littérature de nombreuses études proposant des algorithmes de gestion
des effets indésirables des immunothérapies (Kumar et al. 2017, Hassel et al. 2017), mais a
I'heure actuelle on manque d'étude cherchant a identifier les facteurs prédictifs de ces
événements indésirables. Un seul travail publié durant I'été 2017 (Fujisawa et al), a pu
mettre en évidence des facteurs associés a I'apparition de pneumopathie interstitielle ou de
colite mais il s’agissait de parameétres de la NFS : nombres de leucocytes et pourcentages de

polynucléaires neutrophiles. Ces parametres n'ont pas été recueillis lors de notre étude.

3. Forces et faiblesses de 1'étude

A notre connaissance, notre étude constitue un travail original puisqu’il n'a pas été
retrouvé dans la littérature de données sur I'existence d’interférences analytiques favorisées
par le Nivolumab. L'inclusion systématique de chaque patient recevant du Nivolumab au
CHU de Rouen a permis d'éviter un biais de sélection, notamment en étudiant tous les types
de néoplasies concernés par le Nivolumab, ce qui est rarement le cas dans la littérature.

Concernant les limites, il s'agit d'un travail rétrospectif, au-cours duquel les données
étaient recueillies uniguement dans les dossiers cliniques, ce qui a pu engendrer des biais de
classement, notamment dans le recueil des antécédents, du tabagisme, etc... De plus on
déplore un grand nombre de perdus de vue amenant a une possible sous-estimation
d'interférence analytiques. Le caractére observationnel de I'étude ne nous a pas permis de
prouver l'existence d'interférence analytique de maniére directe. Enfin, |'effectif n'a permis
de mettre en évidence qu'un nombre limité d'effets indésirables non thyroidiens, ce qui a eu

pour effet de limiter la puissance de |'analyse univariée.
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4. Perspectives

Afin de confirmer I'hypothése d'interférences analytiques induites par le Nivolumab, il
serait intéressant de conduire une étude prospective et multicentrique. Une telle étude
permettrait de réduire la proportion des perdus de vue et augmenterait la taille de
I’échantillon de patients, permettant ainsi d'atteindre une puissance statistique plus
importante. A terme, la mise en évidence des interférences analytiques réduirait le risque de
faux positifs pour le diagnostic de dysthyroidie et éviterait ainsi I'instauration inutile de
traitements a visée thyroidienne et, dans certains cas, la remise en cause inadaptée de
I'immunothérapie.

Un travail prospectif permettrait également de mieux identifier les facteurs favorisant
les dysthyroidies, et ainsi de ne réserver la surveillance biologique la plus étroite qu’aux
populations les plus a risque.

Enfin, il serait intéressant d’élargir cette étude aux patients recevant du pembrolizumab
et ainsi de vérifier si ces premiers résultats s'appliquent a toutes les immunothérapies

ciblant le PD1.
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5. Conclusion

Les perturbations du bilan thyroidiens sont trés fréquentes au-cours des traitements par
immunothérapies ciblant le PD1 et dans leur grande majorité asymptomatiques.

La forte suspicion d'interférences analytiques observées au-cours de notre étude, ainsi
que I'émergence de facteurs favorisants les perturbations thyroidiennes renforcent l'intérét
pour la réalisation d'études complémentaires, afin de mieux comprendre les phénomenes

interagissant avec la régulation des hormones thyroidiennes sous ce type de thérapies.
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Résumé

Introduction : Le nivolumab est un anticorps, agissant via l'inhibition de la voie du PD1.
Cette voie est responsable de l'inhibition de I'action des lymphocytes T. Ce traitement a pour
indications : le traitement des mélanomes métastatiques, des cancers broncho-pulmonaires
non a petites cellules métastasés, des carcinomes urothéliaux métastasés.

Cette stimulation de I'immunité cellulaire est responsable d’effets indésirable tels que
I'apparition de maladies auto-immunes : dysthyroidies auto-immunes, colites,
pneumopathies interstitielles. Toutefois bien que tres fréquentes les dysthyroidies sont la
plupart du temps asymptomatiques. Ce constat associé au mécanisme d'action du
traitement nous a amené a envisager I'hypotheése d'interférences analytiques. A I'heure
actuelle, il n'existe aucune étude ayant cherché a détecter d'éventuelles interférences
analytiques dans les dosages hormonaux réalisés au cours des immunothérapies. L'objectif
principal était de rechercher I'existence d'interférences liées a l'utilisation du Nivolumab
dans l'interprétation du bilan thyroidien. L'objectif secondaire était de rechercher des
facteurs favorisants I'apparition de perturbations du bilan thyroidien.

Méthodes : Une étude rétrospective et observationnelle a évalué l'ensemble des
patients du CHU de Rouen traité par Nivolumab de Mars 2017 a Aout 2017. Les patients ont
été séparés en 2 groupes : ceux dont le bilan thyroidien était normal et ceux dont le bilan
thyroidien a présenté des anomalies. Pour les patients du second groupe : un bilan
thyroidien de contréle a été fait au CHU avec recherche d'anticorps anti TPO systématique.

Les patients ayant un bilan anormal sans retentissement clinique, ni anticorps ont été
évalué pour une recherche d’interférence analytique, en cas de variation importante de la
TSH ou de la T4 entre deux bilans ou de discordance au-cours d’'un méme bilan nous a
amené a controler le bilan sur une troisieme technique.

Résultats : 126 patients ont été inclus et 56 ont présenté une perturbation du bilan
thyroidien. 22 patients ont été perdus de vus. 5 ont présenté un dosage d'anticorps positifs
et 2 avaient une atteinte clinique majeure. Les 27 autres patients étaient a risque de
présenter une interférence analytique, I'étude de leurs bilans thyroidiens a permis de définir
12 patients a risque important. Ces derniers ont bénéficié d’un contréle du bilan thyroidien
sur une autre trousse de dosage au CHU de Caen.

Aprés analyse multivariée, le sexe masculin et la présence de métastases osseuses
réduisent significativement le risque d’apparition d’anomalie du bilan thyroidien. La
présence des métastases qui inclassées était significativement associée a la survenue
d’anomalie du bilan thyroidien

Conclusion : La forte suspicion d'interférences analytiques observées au-cours de notre
étude, ainsi que I'émergence de facteurs favorisants les perturbations thyroidiennes
renforcent l'intérét pour la réalisation d'études complémentaires concernant les
phénoménes de régulation des hormones thyroidiennes sous ce type de thérapies.
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