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I.  Généralités sur le vitiligo

A. Définition et épidémiologie

Le vitiligo est un trouble de la pigmentation chronique, acquis, touchant 0.5 a 1% de la
population mondiale. Il s’agit de la premicre cause de dépigmentation acquise, caractérisée
par des macules blanches de la peau et/ou des muqueuses, secondaire a la perte de fonction
des mélanocytes épidermiques, et parfois folliculaires (1). Le vitiligo peut se développer a
tout dge, mais concerne surtout le sujet jeune puisque prés de la moitié des patients sont
diagnostiqués avant 1’age de 20 ans. Il n’existe pas de différence de prévalence selon le sexe,

le phototype et I’origine ethnique.

B. Histologie du vitiligo

L’analyse anatomopathologique est parfois réalisée face a une clinique non évidente, pour
¢liminer les diagnostics différentiels (1). Elle se caractérise par une disparition des
mélanocytes de la couche basale de I’épiderme, tandis que ceux présents au niveau des
follicules persistent le plus souvent. Les 1ésions précoces montrent une dermatose d’interface
avec un infiltrat inflammatoire de cellules mononucléées. Les bordures de 1ésions en cours de
progression peuvent révéler un infiltrat lymphocytaire péri-vasculaire et périfolliculaire.
A I’é¢tude immunohistochimique, le MelanA (A103) ou ’HMB45 (Human Melanoma Black
45) permettent de confirmer la disparition des mélanocytes. La caractérisation de 1’infiltrat
inflammatoire a révélé la présence de cellules de 'immunité inné et adaptative infiltrant

I’épiderme a proximité immédiate des mélanocytes (2—4).

C. Formes cliniques de vitiligo
La classification et la nomenclature du vitiligo ont été revues en 2012 lors du Vitiligo
Global Issues Consensus Conference (VGICC) (5). Deux formes cliniques se distinguent :
* Levitiligo non segmentaire (NSV), présentation la plus fréquente avec pres de
90% des cas. Il regroupe les formes généralisées de vitiligo.
* Levitiligo segmentaire (SV), plus rare (10% des cas), a début souvent précoce.
Il se caractérise par des macules dépigmentées de distribution unilatérale,
segmentaire, respectant le plus souvent la ligne médiane, une atteinte précoce
du réservoir de mélanocytes folliculaires et une stabilisation rapide (figure 1).
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Figure 1. Vitiligo segmentaire.

Blanchiment précoce des cils et sourcils.

Description clinique

Nous ne parlerons ici que du vitiligo non segmentaire, sous le terme de vitiligo. Il se
caractérise par des macules ou des plaques dépigmentées bilatérales, augmentant en taille
progressivement ou lors d’épisodes de poussées, avec une tendance a la symétrie (6).
Classiquement, la dépigmentation est homogene, a bordure bien limitée et la peau atteinte est
en apparence normale. Une hyperpigmentation a I’interface peau atteinte / peau normale peut
étre visualisée en cas d’exposition solaire.
Les Iésions peuvent débuter a n’importe quel endroit du corps mais les doigts, les mains et le
visage sont fréquemment les premiers atteints. Une dépigmentation des poils n’est
généralement pas vue avant un stade avancé de la maladie et s’associe alors & un moins bon
pronostic.
Les lésions sont asymptomatiques, mais un prurit est parfois rapporté avant leur apparition.
Certains facteurs déclenchants ont été identifiés tels qu’un coup de soleil intense, un stress
psychologique significatif ou encore un traumatisme cutané. Toutefois, dans la majorité des

cas, la survenue du vitiligo est isolée.

Examen en lumiere de Wood

L’examen en lumiere de Wood réalisé en chambre noire augmente le contraste entre la
zone normo-pigmentée et la zone lésionnelle, permettant ainsi d’apprécier 1’étendue et
I’intensité de la dépigmentation. C’est une aide précieuse, particulierement dans 1’évaluation
palmo-plantaire des sujets a peau foncée et chez les sujets a phototype clair pour distinguer
les 1ésions débutantes, halo-naevi et identifier les signes précurseurs de repigmentation. Cette
technique permet aussi d’évaluer le statut pigmentaire des poils intra-1ésionnels afin

d’apprécier la réserve pigmentaire folliculaire (figure 2).
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En lumicére de Wood, la peau lésionnelle apparait laiteuse, ce qui n'est pas observé dans
d'autres hypomélanoses acquises. Les Iésions actives a bordure hypochromique sont
facilement détectées sous la forme d'une bordure grise marginale dans la peau péri-
Iésionnelle, bordure non retrouvée dans les 1ésions stables (7).

Des photographies cliniques en lumiére naturelle et si possible en lumicre ultraviolette (UV)
sont recommandées afin d’évaluer avec précision 1’étendue du vitiligo et de controler la

repigmentation sous traitement.

Figure 2. Examen en lumiére de Wood

D. Association aux maladies auto-immunes et risque de cancer

Le vitiligo présente des associations privilégiées avec d’autres maladies auto-immunes
(MAI) telles que les thyroidites auto-immunes, le diabéte de type 1 (DT1), ’anémie de
Biermer, la polyarthrite rhumatoide (PR), la pelade, la maladie d’Addison, ou encore le lupus
érythémateux systémique (LES). Certaines maladies inflammatoires sont aussi plus
fréquentes comme les maladies inflammatoires de 1’intestin (MICI), la dermatite atopique ou
le psoriasis (8). Du fait de I’incidence accrue des thyroidites auto-immunes, une exploration
biologique thyroidienne comprenant TSH, anticorps (AC) anti-thyroperoxydase (TPO) et
anti-thyroglobuline (TGO) est préconisée lors du diagnostic de vitiligo. Les investigations
immunitaires supplémentaires sont indiquées en cas de signe d’appel clinique ou biologique
(9). Ces MALI sont également plus fréquentes chez les apparentés au premier degré d’un sujet
atteint de vitiligo, indiquant qu’elles partagent au moins une partie de leurs fondements

génétiques avec le vitiligo (cf. partie physiopathologie).

A TP’inverse, les sujets avec vitiligo ont une réduction de risque de survenue de
mélanomes et de cancers cutanés non mélaniques comparativement a la population générale
(10-12). Ce remarquable paradoxe trouve une part explicative dans les génes de susceptibilité

du vitiligo (cf partie physiopathologie).
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II. Physiopathologie

La perte des mélanocytes dans le vitiligo est le résultat d’un mécanisme
physiopathologique complexe et multifactoriel, intriquant des facteurs environnementaux,
immunitaires et métaboliques chez des sujets génétiquement prédisposés (13,14). Nous ne

parlerons ici que du vitiligo non segmentaire.

A. Prédispositions génétiques

L’hypotheése d’une transmission polygénique non mendélienne est soutenue par le
constat d’une incidence accrue du vitiligo au sein d’une méme famille : ainsi, prés de 20% des
patients rapportent avoir un apparenté au 1 degré également atteint (15). De la méme fagon,
un apparenté au 1v degré d’un sujet atteint présente un risque d’environ 7% de développer un
vitiligo, contre un risque de 0.5% dans la population générale. Enfin, la concordance du
vitiligo chez des jumeaux monozygotes n’est que de 23%, soulignant 1I’importance des

facteurs environnementaux (16).

Ces derniéres années, grace aux études génétiques d’association pan-génomiques, plus
de 50 loci de susceptibilité au vitiligo ont été identifiés. La majorité des génes associés a ces

loci (pres de 90%) codent pour des protéines liées a I’immunité (innée et adaptative).

Ainsi, certains de ces genes codent pour les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et II et favorisent 1’activation immunitaire (17-19).
L’association d’un loci de susceptibilité situé dans la région du CMH de type II et I’age de
survenue du vitiligo a aussi été rapportée, faisant suspecter que cette variation puisse induire
une réponse aux déclencheurs environnementaux rencontrés au cours de la vie par des
individus génétiquement sensibles, influencant ainsi I'dge d'apparition de la maladie (20).
Certains génes du CMH de classe II sont contrdlés par le facteur de transcription XBP1 (X-
box binding protein 1), dont un polymorphisme génétique a ét¢ démontré dans une cohorte
caucasienne en 2009 (21). Cette protéine XBP1 joue un rdle clef dans I’induction d’une
réponse inflammatoire au stress du réticulum endoplasmique (RE) et dans la régulation des
cellules dendritiques (22). En 2011, I’association de XBP1 au vitiligo a été confirmée (23).
Par ailleurs, une étude a pu montrer que la prédisposition au vitiligo et aux MAI qui lui sont

fréquemment associées avait un lien fort avec un polymorphisme du géne NALP-1 (NACHT
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leucine-rich-repeat protein 1), secondairement renommé NLRP-1 (NLR family pyrin domain
containing 1) et que selon le variant génétique impliqué, les sujets étaient a risque de
déclencher un vitiligo seul, une MAI ou les deux (24,25). Cela s’explique par la participation
de la protéine NALP-1 a la régulation de I’inflammasome, de 1’apoptose cellulaire, du
systéme immunitaire inné et de certaines maladies inflammatoires ou auto-immunes.

Aussi, I’identification de variants fonctionnels de IFIH1 (Interferon Induced Helicase C
Domain 1), récepteur entrainant 1’activation de la voie de I’interféron (IFN) de type I, jouerait

un role central dans ’activation du systéme immunitaire inné (23).
Y

Concernant les génes liés a la régulation de I’immunité adaptative, il a été rapporté
I’association au vitiligo de FoxP3 (Forkhead box P3), codant la protéine du méme nom,
marqueur des lymphocytes T (LT) régulateurs et de TSLP (Thymic stromal lymphopoietin),
cytokine impliquée dans I’inflammation en stimulant les cellules dendritiques, monocytes et
LT helper (Th) (23).

De plus, un polymorphisme du geéne codant la protéine PTPN22 (Protein tyrosine
phosphatase, non receptor type 22) s’est révélé associé a une susceptibilité au vitiligo dans la
population européenne (27). Cette protéine, localisée principalement dans le cytosol des
cellules immunitaires, est impliquée dans les voies de signalisation associées a la réponse
immunitaire, principalement les voies de signalisation des récepteurs des LT (TCR) et LB
(BCR). A linverse, la faible association avec le vitiligo du CTLA4 (Cytotoxic T-
lymphocyte-associated antigen 4), dont le role est essentiel a I’inhibition de 1’activation des
cellules T et a la tolérance périphérique, semble plutot refléter 1’association primaire du
CTLA4 avec d'autres MAI avec lesquelles le vitiligo est épidémiologiquement lié plutot que

l'association génétique primaire réelle entre CTLA4 et vitligo (28).

Dans une moindre mesure, certains des loci de susceptibilité codent pour des genes
impliqués précocement dans le développement mélanocytaire comme FOXD3 (Forkhead box
D3), régulateur clef de la différenciation de la lignée mélanoblastique dans la créte neurale
embryonnaire (29,30).

D’autres interviennent dans les fonctions mélanocytaires comme [’identification du locus
contenant TYR (31), codant la tyrosinase, enzyme mélanosomale qui catalyse les étapes
limitantes de la biosynthése de la mélanine et constitue un autoantigéne majeur dans le

vitiligo généralisé (32).
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Le géne OCA2 (Oculocutaneous albinism II) codant la protéine P qui intervient dans le
transport mélanosomal de la tyrosine, ainsi que le gene MCIR (MelanoCortin 1 Receptor),

codant un récepteur hormonal favorisant la mélanogénése, sont également impliqués (33).

Aussi, il a ét¢ montré une relation inverse entre la susceptibilité génétique au vitiligo
et la susceptibilité¢ génétique au mélanome médiée par TYR et HLA (human leukocyte
antigen)-A*02, dont la relation apparente mutuellement exclusive suggere que le vitiligo
résulte, en partie, du déréglement des processus normaux de la surveillance immunitaire

contre le mélanome (31,34).

Enfin, un polymorphisme du gene de la catalase a été retrouvé, altérant sa fonction
enzymatique anti-oxydante de suppresseur du peroxyde d’hydrogeéne (H,O,) (35). Ce géne
¢tait suspecté du fait de la réduction de 1’activité catalase et de ’accumulation concomitante

d’H,0, dans I’ensemble de I’épiderme de patients avec vitiligo (36).

Ces dernieres années ont donc permis d’identifier certaines prédispositions génétiques
impliquant notamment I’immunité, confortant la nature auto-immune / inflammatoire du
vitiligo (21,31). Toutefois, le role de la plupart des loci de susceptibilité identifiés reste a

définir.

B. Vitiligo et stress oxydatif

De nombreuses études ont suggéré qu’une hypersensibilit¢ des mélanocytes au stress
oxydatif jouait un role crucial dans leur disparition (37).

Ainsi, il a ét¢ mis en évidence une augmentation épidermique de la production
d’espéces réactives de I’oxygéne (ROS : Reactive oxygen species), représentées par le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et le peroxynitrite dans la peau de sujet atteints (36).

Cette augmentation de ROS épidermiques peut résulter d’un certain nombre d'événements
externes comme un traumatisme, une irradiation UV intense, une exposition a certains
produits chimiques (38), mais elle peut aussi résulter d’événements internes, comme
I’augmentation de leur production ou une défaillance des mécanismes d’oxydo-réduction. Le
métabolisme cellulaire normal des mélanocytes est a lui seul un grand pourvoyeur de ROS du

fait du nombre de réactions impliquées dans la mélanogénese.
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Aussi, une altération de la voie des bioptérines a ¢t¢ démontrée dans 1’épiderme de
sujets présentant un vitiligo. Le couple tétra/di-hydrobioptérine sert de cofacteur enzymatique
réducteur et est nécessaire au fonctionnement d’hydroxylases aromatiques comme la
phénylalanine hydroxylase, la tyrosine hydroxylase, et la tryptophane hydroxylase. La
défaillance de cette voie entraine I’accumulation de tétrahydrobioptérines qui par conséquent
inhibent I’activité d’enzymes anti-oxydantes impliquées dans la mélanogénése telles que la
phénylalanine hydroxylase et la tyrosinase (39) et stimulent la production d’H,O; (36,40). Par
ailleurs, I’accumulation des tétrahydrobioptérines €pidermique engendre une synthése accrue
de catécholamines par les kératinocytes, qui se traduit par un exces de norépinéphrine

plasmatique et urinaire (41).

De plus, en situation normale, la superoxide dismutase (SOD), enzyme anti-oxydante,
catalyse la dismutation de I’ion superoxide O,” en oxygeéne (O;) et H,O,. Ensuite, la catalase
convertit H,O, en eau et oxygene (H,O et O,). Une baisse de la catalase, mais aussi
d’autres agents anti-oxydants tel que la glutathion peroxydase, la G6PD (glucose-6-
phosphate déshydrogénase), et la dihydropterine reductase ont été¢ détectés dans 1I’épiderme et
le sérum de patients avec vitiligo (42—45). Par conséquent, pour éliminer les niveaux accrus
d’0O;™—, les taux épidermiques et sanguins de la superoxide dismutase sont augmentés

(46,47). L’ensemble soutient I’hypothése d’un systéme redox défectueux.

En outre, une activité mitochondriale défaillante a aussi montré son implication

dans la dérégulation du statut redox (48,49).

Enfin, des études plus récentes ont souligné I’implication du facteur de transcription
Nrf2 (Nuclear factor erythroid-2-related factor 2) qui controle 1’expression des génes anti-
oxydants et cytoprotecteurs via la séquence régulatrice appelée élément de réponse anti-
oxydant (ARE). Cette voie Nrf2-ARE protége donc les mélanocytes humains des dommages
causés par H,O; via l'induction de génes anti-oxydants en aval, tels que 'héme oxygénase-1
(HO-1) (50). 1l a été démontré que dans les mélanocytes de sujets atteints, la translocation
nucléaire de Nrf2 est réduite, se traduisant par une baisse des taux sériques de HO-1,

augmentant ainsi la sensibilité des mélanocytes au stress oxydatif et a I’autophagie (51,52).

Cette accumulation de ROS est délétére pour I’organisme : les ROS peuvent

oxyder les bases de I’ADN, oxyder de multiples enzymes cytosoliques utiles a la défense de
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I’organisme contre le stress oxydatif, comme la catalase, la glutathion peroxydase, la
dihydropterine reductase, ou encore oxyder I’ACTH (adrénocorticotrophine hormone) et 1’a-
MSH (o-melanocyte stimulating hormone) dont le réle est crucial au maintien d’une
mélanogénese efficace.

L’exceés de ROS créé également des dommages membranaires, avec une perte d’activité des
protéines ancrées, ainsi qu’une fragilité cellulaire a des agents externes ou internes tels que les
UV, cytokines, catécholamines, etc.

L’expression membranaire ou la libération de protéines ainsi altérées constituent des

activateurs du systéme immunitaire en exposant de « nouveaux » antigénes.

C. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux jouent sur 1’ensemble des mécanismes impliqués dans la
physiopathologie du vitiligo, qu’il s’agisse des altérations métaboliques, du stress oxydatif, de
la génération de médiateurs de I’inflammation, du détachement cellulaire ou de la réponse

immunitaire observée. Parmi ces facteurs environnementaux, on distingue :

1. Phénomeéne de Koebner
Le phénoméne de Koebner (PK) correspond au développement de 1ésions cutanées
sur une peau saine traumatisée de patients atteints d’'une dermatose (53). Initialement décrit au
XIX™ siécle par le dermatologue allemand Heinrich Koebner dans le psoriasis, le PK existe
aussi dans d’autres dermatoses, dont le vitiligo. Les mécanismes induisant le PK peuvent étre
de toute nature: physiques (coupures, griffures), mécaniques (frottements, pressions
chroniques), chimiques / thermiques (brllures), allergiques, irritants, ou encore iatrogeénes

(radiothérapie, photothérapie etc).

En 2003, Gauthier et al. ont observé un détachement de quelques mélanocytes 4 et 24 heures
aprés un traumatisme mineur (friction) réalisé en peau non lésionnelle de sujets atteints de
vitiligo, suivi de I’élimination trans-épidermique de ces mélanocytes (54). Ils ont alors
propos¢ que cette adhésion défectueuse et perte des mélanocytes, nommée

« mélanocytorrhagie », soit la conséquence de la friction et du PK (55).

Plus récemment, les études semblent aller dans le sens d’une intrication de plusieurs
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mécanismes au PK, qui chez des sujets prédisposés, participeraient a la survenue d’une
dépigmentation : défaut d’adhésion mélanocytaire, stress oxydatif avec déséquilibre du statut
redox, implication du systéme immunitaire, ou encore une altération des facteurs de

croissance mélanocytaires (56).

2. Irradiation UV

Du fait de leur localisation épidermique, les mélanocytes sont exposés en permanence au
rayonnement UV, engendrant un stress oxydatif épidermique, normalement régulé par les
systémes anti-oxydants. Un polymorphisme du géene COX-2 (Cyclo-oxygénase-2) pourrait
influencer le risque de vitiligo. En effet, COX-2 intervient dans la production par les
kératinocytes de la prostaglandine E2 (PGE2) en réponse a une irradiation UV. Cette PGE2
induit la prolifération des mélanocytes et la mélanogénéese. Ainsi, la perte de COX-2 pourrait

conduire au vitiligo (57).

3. Agents chimiques

Depuis plusieurs dizaines d’années, la survenue d’une dépigmentation cutanée chez des
individus exposés au monobenzyl éther d’hydroquinone (MBEH) et au 4-tert butylphénol (4-
TBP) ¢était constatée, cliniquement et histologiquement indiscernable du vitiligo non
chimiquement induit (58). La caractéristique commune partagée par ces produits incriminés
est leur structure chimique comprenant un groupe phénol, dont la similitude avec la tyrosine

en fait un compétiteur dans la mélanogénése (59).

Toutefois, une étude japonaise concernant le rhododendrol, molécule tres utilisée en Asie et
proche du 4-TBP, notait que seuls 2% des sujets exposés développaient un vitiligo et 5% une
dépigmentation a distance. Ces données soutiennent I’implication d’un mécanisme indirect de
dépigmentation, qui aprés une phase initiale d’induction se propagerait secondairement en

peau non exposée, chez des individus génétiquement prédisposés (60).
Par ailleurs, d’autres études ont montré que sous 1’action d’agents chimiques, les mélanocytes

présentent une hyperproduction de ROS, aux conséquences délétaires sur 1’environnement

cutané, comme nous 1’avons vu précédemment.
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Au total, ces facteurs environnementaux participent a I’induction d’un stress cellulaire et a

la création d’un environnement pro-inflammatoire activateur du systéme immunitaire.

D. Inflammation et immunité

L’implication du systéme immunitaire dans la physiopathologie du vitiligo est soutenue
par différents arguments, génétiques, épidémiologiques et cliniques ainsi qu’histologiques
comme cela a été discuté dans les paragraphes précédents. Il intrique a la fois le systeme
immunitaire inné et adaptatif. Le role majeur de cette inflammation et auto-immunité

silencieuse est démontrable, en particulier pendant la phase de progression de la maladie.

1. Systeme immunitaire inné

Stress cellulaire et libération de DAMPs

Les mélanocytes et kératinocytes soumis a un stress ont une hyperproduction de ROS
intracellulaires, affectant leurs fonctions cellulaires. Ainsi, un stress du RE perturbe son
réle de repliement des protéines entrainant 1’accumulation de protéines immatures qui
activent la « réponse aux protéines non repliées » (UPR : Unfolded Protein Response) (61).
En réponse au stress, aux dommages cellulaires ainsi qu’a I’activation de ’'UPR, les cellules
libérent dans le milieu environnant des molécules du soi, nommées patterns moléculaires
associés aux dommages cellulaires (DAMPs : damage-associated molecular patterns), des
exosomes chargés d’antigénes (Ag), mais aussi des signaux pro-inflammatoires comme les
interleukines (IL)-6 et IL-8 induites par XBP-1. Les voies de I’autophagie sont ¢galement
initiées. Parmi les DAMPs libérés, on distingue par exemple la protéine chaperone HSP (Heat

Shock Protein)-70, la protéine S100B, la calréticuline et THMGB1 (High-mobility group box
I):

- Les HSP sont des molécules chaperones essentielles au maintien des fonctions cellulaires.
Les HSP-70 inductibles libérées dans le milieu extra-cellulaire par les mélanocytes mais aussi
par les kératinocytes en contexte inflammatoire peuvent interagir avec des cellules
immunitaires comme nous le détaillerons plus loin. HSP-70 induit aussi 1’expression

membranaire d’une cytokine TRAIL impliquée dans 1’apoptose (62).
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- L’HMGBI est une protéine nucléaire de liaison a ’ADN régulant ’accés des facteurs de
transcription. A 1’occasion d’un stress, elle est libérée par les kératinocytes dans le milieu
extracellulaire et est reconnue par certains récepteurs cellulaires, induisant la production d’IL-
6 et TNF-a (Tumor necrosis factor). L’augmentation de ses taux dans le sang et la peau de
sujets atteints de vitiligo rendent compte de son implication (63). Enfin, cette protéine, via

I’activation de la caspase 3 contribue a I’apoptose mélanocytaire (63).

- Il a aussi été montré que les mélanocytes soumis a un stress exprimaient en surface la
calréticuline, protéine impliquée dans I’homéostasie calcique du RE. Son expression
membranaire constitue aussi un signal de mort cellulaire par apoptose et phagocytose. De
plus, elle induit la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et TNF-a) par les

cellules mononucléées et mélanocytaires (64).

- Enfin la protéine S100B est une protéine de liaison au calcium intracellulaire impliquée dans
les activités de régulation intracellulaire et extracellulaire. Elle semble participer au
développement du vitiligo. En effet, ses taux sériques apparaissent positivement corrélés a
I’activité du vitiligo et a la surface corporelle atteinte de sujets ayant une maladie active

comme nous le développerons ultérieurement (65).

Les DAMPs libérés sont pris en charge par des récepteurs reconnaissant des patterns (PRRs :
pattern recognition receptors) situés entre autre a la surface des cellules immunitaires et

capables d’initier une réponse immunitaire innée rapide.

Implication de ’inflammasome
Parmi ces PPRs, Dl’activation de certains Toll-like recepteurs (TLR) de surface
entraine 1’assemblage de Dinflammasome NALP-1, régulateur clef de la réponse
immunitaire innée principalement exprimé par les cellules T et les cellules de Langerhans.
L’inflammasome NALP-1 active ensuite la caspase-1, permettant la maturation de ’'IL-1p et
I’IL-18, cytokines impliquées dans 1’inflammation. Les taux sériques de cette IL-1p sont
¢levés chez les patients avec vitiligo (66), confortant 1I’implication de cette voie. NALP-1

induit également les voies de 1’apoptose.
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Recrutement de cellules de ’immunité innée
La libération de DAMPs, d’exosomes chargés d’antigénes et de cytokines pro-
inflammatoires favorise le recrutement et I’activation des cellules de I’immunité innée. Ainsi,
des cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs), natural killer (NK) et macrophages sont

retrouvés en peau péri-lésionnelle des sujets atteints de vitiligo (3,67).

Tout particulierement, HSP-70 interagit avec les pDCs. Ces pDCs constituent un sous type de
cellules dendritiques (DCs) spécialisées dans la production d’IFN de type I (IFN-0/B) mais
ont également des capacités de présentation antigénique démontrée (68). Ainsi, il apparait que
HSP-70 potentialise le recrutement et I’activation des pDCs. Cela se traduit par une
production locale accrue d’IFN-a par ces cellules (69). Cette voie pDCs/IFN-a représente un
des mécanismes reliant I’immunité innée et adaptative puisque I’IFN-a induit I’expression de

chémokines attractives des lymphocytes.
Par ailleurs, les Ag libérés ou exprimés en surface des cellules (comme la calréticuline) sont
pris en charge par les DCs et autres cellules présentatrices d’antigénes (CPA) qui initient une

réponse cellulaire T spécifique dirigée contre ces Ag (62).

Les DCs jouent donc un role crucial dans I’induction de la maladie (69).
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2. Systéme immunitaire adaptatif
Le systéme immunitaire inné est donc 1’activateur du systeme adaptatif, dont la mise en

route est plus longue mais la réponse plus spécifique. On distingue :

L’immunité humorale

e C(Certaines études suggérent une participation de D’immunité humorale dans la

physiopathogénie du vitiligo :

Les premieres investigations dans le vitiligo ont mis en évidence des taux élevés d’AC
circulants dirigés contre des antigenes mélanocytaires, capables de dommages mélanocytaires
in vitro (70) et in vivo (71). Les cibles antigéniques interviennent dans la mélanogénese
comme la tyrosinase, la tyrosinase-related protein (TRP)-1, TRP-2 ou consituent des
composants structuraux des mélanosomes comme la glycoprotéine 100 (gp100), MART-1
(melanoma antigen recognized by T-cells-1) ou encore le récepteur membranaire de type 1 a
I’hormone de mélano-concentration (MCH-R1) (72,73).

Toutefois, ces AC ciblant des protéines du soi ont aussi pu étre identifiés chez des sujets
sains, indépendamment du développement ultérieur d’un vitiligo. C’est pourquoi le role de
ces auto-AC ainsi que celui des lymphocytes B (LB) dans la pathogénie du vitiligo reste

encore a clairement démontrer.

L’immunité cellulaire

e L’immunité cellulaire : role central des LT dans la dépigmentation :

Les LT ont un role majeur dans I’immunité cellulaire. Aprés activation par les CPA, les
LT CD4 et CD8 naifs se différencient respectivement en LT auxiliaires (ou LT helper (Th)) et
en LT cytotoxiques (Tc). Cette différenciation est fonction entre autre de I’environnement
cytokinique, de la nature de la liaison du peptide avec le CMH et des molécules de co-
stimulation. Différentes sous-populations de LT auxiliaires ont été identifiées, telles que les
cellules Thl, Th2, Th17 et les LT régulateurs (LTreg), définies en fonction de 1’expression de
marqueurs de surface spécifiques et d’un profil de sécrétion de cytokines particulier. Les
cellules Thl expriment le récepteur des chémokines CXCR3 et sécrétent principalement
I’IFN-y et le TNF-a, les cellules Th2 se caractérisent par I’expression du CrTh2 et produisent
de I'IL-4, I'IL-5 et I'IL-13, alors que les cellules Thl7, caractérisées par I’expression du
CCR6, produisent principalement I’'[L-17. Les LTreg expriment le CD25 et FoxP3 a 1’état
basal et produisent le TGF-3 et I’IL-10. Les sous-populations sont similaires pour les cellules
CDS cytotoxiques (Tcl, Tc2 et Tc17).
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Sur le plan sanguin, il a ét¢ montré que le nombre de LT CD8+ circulants est d’autant
plus important que le vitiligo est actif, ce qui se traduit par une baisse significative du ratio
CD4+/CD8+ (74). La normalisation des taux des LT CD8+ activés semble précéder la
stabilisation du vitiligo, témoignant de leur rdle majeur (4). De plus, des LT CDS8+
spécifiques des Ag mélanocytaires ont été identifiés (75,76) et certaines études soutiennent un
role direct des LT CD8+ cytotoxiques dans le vitiligo (4,75,76). Toutefois, ce mécanisme de
mort mélanocytaire par cytotoxicité directe n’explique probablement pas a lui seul la perte

des mélanocytes comme le suggérent d’autres études (55,77).

A T’inverse, la proportion de LTreg, dont le rdle est de maintenir une tolérance périphérique
vis a vis des LT auto-réactifs, apparait diminué¢e chez les patients au vitiligo actif
comparativement aux patients stables et aux sujets sains (74,78,79). Chez ces sujets, un défaut
fonctionnel des LTreg périphériques semble aussi impliqué (80—82). De plus, Lili et al. ont
observé que le pourcentage de cellules Treg circulantes augmentait significativement apres
stabilisation thérapeutique du vitiligo, suggérant que ces Treg reflétaient l'activité¢ de la
maladie (4).

Enfin, certains lymphocytes expriment des molécules de domiciliation comme le CLA
(Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen), facilitant leur recrutement au niveau cutané

(83).

Sur le plan cutané, la dépigmentation dans le vitiligo progressif s’accompagne d’un
infiltrat inflammatoire péri-lésionnel, composé¢ de LT CD4+ et CD8+, non retrouvé dans le
vitiligo stable (83,84). Parallélement aux observations faites dans le sang, une baisse du ratio
CD4/CD8 cutané a aussi été suggérée, témoignant de I’'importance des LT CD8+ dont une
action cytotoxique envers les mélanocytes a pu étre mise en évidence ex vivo en peau péri-
Iésionnelle (74,75,84). Plus récemment, la présence de cellules T spécifiques des mélanocytes
dans la peau de sujets avec vitiligo a été confirmée (75,77).

De plus, une réduction des LTreg Iésionnels et péri-Iésionnels a été rapportée (85), dont leur
fonction de contrdle de la prolifération et de 1’action des LT CD8+ semble altérée (4,74).

Récemment, sur le constat qu’apres une repigmentation le vitiligo réapparaissait sur le méme
site anatomique, 1’équipe de recherche de J. Seneschal et K. Boniface a démontré
I’implication de lymphocytes T mémoires résidents (LTry) en périphérie des 1ésions actives

et stables. Ces LTry cutanés appartiennent aux cellules T mémoires non circulantes et ont la
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capacité d’initier une réponse immunitaire rapide envers un pathogéne ou un Ag étranger déja
rencontré (86). Ils ont un phénotype T effecteur mémoire et expriment le CD69 et le CD103
(marqueurs de rétention tissulaire), ainsi que des récepteurs de domiciliation cutanée comme
le CLA et le récepteur de chémokines CCR4. Ces lymphocytes T expriment le récepteur des
chémokines CXCR3 pour la majorité. Si ces cellules ont un role protecteur contre la plupart
des pathogenes rencontrés, leur activation abbérante pourrait contribuer a certaines maladies
inflammatoires, comme démontré dans le psoriasis (87). Dans le vitiligo, ces LTry produisent
des niveaux élevés des cytokines inflammatoires IFN-y et TNF-o en particulier chez les
patients présentant une maladie en cours de progression, avec une activité modérément
cytotoxique. Ainsi, la présence de ces cellules résidentes pourrait jouer un role dans les
poussées de vitiligo, et soutient que le vitiligo est une maladie cutanée & mémoire immunitaire

(77).

Cytokines

e Implication de cytokines pro-inflammatoires liées a une réponse de type Thl et Th17

Une modification de la production de cytokines sériques et cutanées de sujets atteints de
vitiligo a pu étre démontrée. Les LT (résidents ou non) ainsi que les autres cellules
immunitaires participent a créer cet environnement inflammatoire. Les kératinocytes jouent

aussi un role fondamental.

Ainsi, les LT péri-lésionnels présentent un profil de sécrétion de cytokines de type Thl (88),
parmi lesquelles I'IFN-y, sécrété a la fois par les LT CD4 et CDS8, joue un rdle central dans la
pathogénie de la maladie (2,67,77). En effet, des études murines ont montré I’importance de
I'TFN-y dans I'homéostasie de la pigmentation épidermique et le vitiligo (2,89).

Le TNF-a est I’autre cytokine majeure sécrétée par la grande majorité des lymphocytes péri-
Iésionnels CD4 et CDS. En agissant sur différentes populations cellulaires, le TNF-a
contribue a la perte des mélanocytes, 1’inhibition de la mélanogénése ainsi qu’a 1’apoptose des

kératinocytes (90,91).

Aussi, comme vu précédemment, les pDCs sécrétent de 1'IFN-a. Ce dernier induit
I’expression de CXCL9 et CXCL10, deux chémokines essentielles au recrutement des LT
exprimant leur récepteur CXCR3. L'IFN-a contribue ainsi a la mise en place de la réponse

adaptative (67,69).
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Plus récemment, une réponse de type Thl7 a été individualisée, se traduisant par une
¢lévation des taux d’IL-17 dans I’épiderme Iésionnel et le sang de sujets atteints (92).
L’implication de cette cytokine, principalement produite par les LT CD4 auxiliaires est aussi
connue dans d’autres MAI comme la sclérose en plaque, la PR, les MICI ou encore le
psoriasis. L’IL-17 est capable d’induire la libération de cytokines pro-inflammatoires par les
cellules cutanées résidentes activées (fibroblastes, kératinocytes, cellules endothéliales et
macrophages) tels que I'IL-1, DI'I[L-6, et le TNF-a, entralnant des modifications
morphologiques, une baisse de synthése de la mélanine et une moindre prolifération des
mélanocytes (93,94). Cependant, une récente étude rapporte une expression d’IL-17 par les
LT cutanés comparable entre les patients avec vitiligo et les contrdles, mais significativement
inférieure aux sujets avec psoriasis, suggérant un role moindre de I’IL-17 dans le vitiligo alors

qu’elle tient une place centrale dans le psoriasis (77).

D’autres cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-1f, I’IL-6 ou encore I’'IL-2, I’IL-23 et
I’IL-33 produites par différentes cellules impliquées dans la physiopathologie du vitiligo

apparaissent aussi augmentées dans la peau et/ou le sang de patients (77,95-99).

A TDinverse, les taux de TGF-B et d’IL-10, associés a une réponse anti-inflammatoire,
semblent diminués dans les Iésions actives de vitiligo ce qui pourrait contribuer a la réduction
et a la perte de fonction des LTreg. En effet, ces deux cytokines sont des inducteurs

physiologiques de la fonction et de la prolifération des LTreg (95,100).

Ainsi, si de multiples cytokines apparaissent impliquées dans la physiopathologie du vitiligo,

le TNF-a et I'TFN-y semblent étre deux cytokines majeures de la perte des mélanocytes.

Chémokines

*  Voie IFN-y-STAT1-CXCL10 : voie majeure de la progression et du maintien du vitiligo

Des études murines ont révélé I’importance de I’axe IFN-y-STAT]1 (signal transducer and
activator of transcription)-CXCL10 dans le développement de la dépigmentation cutanée.
L’IFN-y active la translocation nucléaire du facteur de transcription STATI via les Janus
Kinases (JAK), ce qui permet 1’expression des chémokines CXCL10 et CXCL9, qui stimulent

le recrutement a 1’épiderme des LT CD8+ auto-réactifs exprimant leur récepteur CXCR3
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(figure 3). Ces LT dirigés contre les mélanocytes de patients atteints de vitiligo sont retrouvés

a la fois au niveau cutané et sanguin (2,77,101).

Aussi, les taux de CXCL9 et CXCLI10 sont tous deux élevés dans la peau et le sérum de

patients avec vitiligo (67,102).

Une fois que la réponse des cellules T est établie, I'axe de signalisation IFN-y-STATI-

CXCL10 devient la voie inflammatoire primaire de la progression et du maintien du vitiligo.

Autoimmune @ IFN-y
Attack

CD8 T cells

Current Opinion in Immunology

Figure 3. Importance de la voie IFN-y-STAT1-CXCL10 dans la perte des mélanocytes : la
signalisation IFN-y induit la transcription de génes dont CXCL9 et CXCL10 via I’activation des
Januses Kinases (JAK) et de STAT1. CXCL9 et CXCLI10 facilitent le recrutement a 1’épiderme
des LT CD8+ et CD4+ exprimant leur récepteur CXCR3 (Strassner et al., 2016).
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e Autres chémokines impliquées

Les mélanocytes stressés libérent des cytokines, comme vu précédemment, mais aussi
des chémokines. Ainsi, une sécrétion importante de CXCL12 et CCLS par les
mélanocytes de 1ésions précoces de vitiligo (<2mois) a été montrée. Ces chémokines sont
aussi impliquées dans le recrutement (homing) des cellules immunitaires (LT et CPA)

exprimant leurs récepteurs CXCR4 et CCR3 respectivement (103).

La chémokine CXCL16, libérée par les kératinocytes en réponse a un stress, participe
aussi au recrutement de LT CD8+ exprimant le récepteur de cette chémokine : CXCR6.
Cette libération fait suite a I’activation de 2 voies d’UPR intra-kératinocytaires et
s’accompagne de la perte des mélanocytes dans les 1ésions de sujets avec vitiligo (figure
4). Les données in vitro ont aussi révélé que le couple CXCL16-CXCR6 jouait un role
plus spécifique sur la migration des LT CD8+ induite par les ROS que le couple

CXCL10-CXCR3 (104).
ROS level
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Figure 4. Implication du couple CXCL16-CXCR6 : dans un micro-environnement
enrichi en ROS, les kératinocytes stressés présentent une sécérétion accrue de CXCL16 via
I’activation de I’'UPR. Cette chémokine facilite le recrutement épidermique de LT CD8+
CXCR6+, puis la perte des mélanocytes (Li et al., 2017).

37



E. Homéostasie mélanocytaire et attachement a la membrane basale

Si le réle de I'immunité semble majeur dans la disparition épidermique des
mélanocytes, une dérégulation métabolique propre a ces cellules a été évoquée (105). Cette
théorie est soutenue par le constat d’anomalies morphologiques mélanocytaires en
microscopie électronique (vacuoles lipidiques, dilatation du RE, compartimentation et
disjonctions intercellulaires) (106) et d’anomalies fonctionnelles aux cultures
mélanocytaires de patients avec vitiligo : allongement des temps de latence et diminution de
la réplication cellulaire, défaut d’attachement (107). Différentes études étayent cette

hypothese :

- Les mélanocytes dans le vitiligo expriment un phénotype ressemblant & une sénescence

prématurée. En effet, il a été constaté des anomalies des signaux des voies de transduction
ainsi qu’une production de cytokines dont le profil (IL-6, matrix metallo proteinase-3
(MMP3), cyclooxygenase-2 (Cox-2), insulin-like growth factor-binding protein-3 and 7
(IGFBP3, IGFBP7)) rappelle celui de certaines maladies neuro-dégénératives (108).

- Une déficience de la voie de la mélanogénése a été proposée : MITF (microphthalmia-

associated transcription factor) est un facteur clef de la transcription des geénes impliqués dans
la mélanogénese comme TRP-1. Le stress oxydatif et/ou la perte de signal du SCF (Stem Cell
Factor)/cKIT réduirait la phosphorylation activatrice de MITF, entrainant une déficience de la
mélanogénése et un défaut de programmation du cycle cellulaire responsable d’apoptose (93).
De méme, la voie de signalisation Wnt est altérée spécifiquement en peau Iésionnelle (109).
Or cette voie Wnt/p-catenine joue un rdle clef dans la différenciation des cellules souches

mélanocytaires en mélanoblastes sous 1’action des UVB (110).

- Perte des mélanocytes : Suite au détachement mélanocytaire mis en évidence par 1’équipe de

Gauthier (54), les protéines d’adhésion cellulaire ont été étudiées, notamment la E-Cadhérine
qui est une protéine majeure pour l’adhésion des mélanocytes aux kératinocytes et a la
membrane basale. Une baisse d’expression de cette protéine par les mélanocytes en peau non
I1ésionnelle a ét¢ démontrée. Ainsi, en conditions de stress mineures (mécanique ou oxydatif),
les mélanocytes se détachent de la membrane basale épidermique et s’éliminent a travers

I’épiderme, réalisant le phénomene de mélanocytorrhagie (55,111).
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Plus récemment, une baisse d’expression d’autres molécules d’adhésion (laminine, beta-1

intégrine et VCAM-1) dans la peau atteinte a été rapportée (112).

- Une altération des échanges entre le derme et 1’épiderme affectant ’homéostasie des

mélanocytes est également suggérée (113). En effet, les mélanocytes interagissent et sont
influencés par les kératinocytes et fibroblastes dermiques. Ainsi, les facteurs qu’ils sécretent
peuvent inhiber la mélanogénese tels que I’IL-1, I'IL-6, le TNF-a, ou a I’inverse la favoriser
comme avec ’a-MSH. Les kératinocytes ont aussi montré une expression insuffisante de
SCF, facteur de croissance indispensable aux mélanocytes ainsi qu’une production accrue

d'H,0, (114).

Ainsi, grace aux différents travaux réalisés, la physiopathologie du vitiligo est de mieux
en mieux comprise et dévoile sa complexité. Elle combine chez des sujets prédisposés et sous
I’influence de facteurs environnementaux, des anomalies intrinséques aux mélanocytes
associées a une mauvaise réponse au stress oxydatif entrainant la libération de signaux de
dangers et d’auto-antigénes activateurs du systéme immunitaire. L’ensemble contribue a la

disparition des mélanocytes (figure 5).

39



ENVIRONMENTAL TRIGGERS

Chemical Damage / Friction / Sun exposure

GENETIC PREDISPOSITION

;S %\.A e

Chemokines IFNy.
CXCLg, CXCL10

4 *
\ '
\ e ®e® @ TNFa \‘
L e Oxaus /o o8, 1L - @
@®)_s B ° CD4/CDB Ty
PLASMACYTOID e
DENDRITIC CELL \
S

CD4'/CD8' Ty
\ CXCR3/CXCR6 ) )
@ ¢0
-
I w .

CD4'/CD8" Ty, (E i?
Migration of -
CD4°CD8' Ty,
CXCR3/CXCR6
K BLOOD VESSELS
PROGRESSION DEPIGMENTED SKIN

NON LESIONAL SKIN PERI-LESIONAL SKIN LESIONAL SKIN

——> HSP70

Adhesion
Decreased E-cadherin
expression

Exosomes containing
DAMPs: HSP70, HGMB1,

l i Calreticulin,

Self RNA, self DNA
IL-1B IL-6 1L-8

Figure 5. Immunopathogénése du vitiligo. (Boniface et al., 2017) Certains facteurs
externes favorisent le développement du vitiligo chez des sujets génétiquement prédisposés.
Les mélanocytes soumis a un stress ont une production de ROS intracellulaires, une
activation de I’UPR et de I'inflammasome NLRP1. Ainsi, les mélanocytes, mais également
les kératinocytes stressés libérent des DAMPs, des exosomes contenant des Ag et d’autres
cytokines inflammatoires qui contribuent a 1’activation du systéme immunitaire inné. Par la
suite, une réponse adaptative cellulaire T se met en place, aidée par I’expression de
chémokines qui recrutent les LT effecteurs et activent localement les Trym. Ces cellules
produisent des facteurs solubles dont le TNF-o et I'I[FN-y impliqués dans la perte
mélanocytaire. Les mélanocytes stressés sécreétent de faibles niveaux d'IL-6 et d'IL-8, qui
peuvent recruter des populations immunitaires et / ou antagoniser la fonction suppressive

des cellules Treg.
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III. Clinique du vitiligo non segmentaire

La disparition des mélanocytes se traduit par une dépigmentation clinique, classable selon

la topographie des lésions. Nous ne parlerons 1a encore que du vitiligo non segmentaire.

A. Formes de vitiligo non segmentaire (NSV)

La répartition de I’atteinte du vitiligo varie d’un individu a 1’autre. On distingue (figure 6)

%):

Le vitiligo généralisé : c’est la forme la plus fréquente, intéressant des zones

multiples du corps, le plus souvent symétriques. Une atteinte muqueuse est possible.

Le vitiligo acro-facial : il est habituellement limité aux extrémités palmo-plantaire et
a la téte ou l’atteinte péri-orificielle est caractérisitique. Il peut secondairement
s’étendre pour réaliser un vitiligo généralisé. Cette forme est fréquente dans les cas a

début adulte.

Le vitiligo universel : il s’agit d’une forme rare de dépigmentation étendue a plus de
80% de la surface corporelle, impliquant parfois le systéme pileux en partie ou
complétement. Une pigmentation discrete, périfolliculaire peut persister sur les zones

photo-exposées.

Le vitiligo muqueux : Il correspond a I’atteinte d’au moins 2 sites muqueux (oral
et/ou génital). En effet, I’atteinte isolée d’un site muqueux avec un recul de 2 ans

classe le vitiligo dans une forme indéterminée.

Le vitiligo mixte (NSV + SV), forme rare et plus fréquente chez les enfants. Elle
correspond a une atteinte concomitante d’'un SV et NSV. La forme segmentaire
précede le plus souvent I’atteinte généralisée. L’existence d’une leucotrichie et/ou
d’halo-naevi associés au SV sont des facteurs prédictifs d’une évolution vers la forme

mixte (figure 7).
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Figure 6. Formes de vitiligo non segmentaire : A. généralisé¢ ; B. universel ; C. acro-
facial ; D. muqueux ; E. mixte

Figure 7. Leucotrichie (a2 gauche) et halo-naevus (a droite)
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B. Marqueurs d’activité clinique du vitiligo

L’évolution du vitiligo est imprévisible et capricieuse avec des phases de stabilité et des
phases de dépigmentation. L’absence d’érythéme et son caractére asymptomatique rendent
I’évaluation difficile. Pourtant, établir I’activité du vitiligo est primordial pour évaluer le

pronostic et sélectionner le bon traitement.

1. Phases de stabilité

La premicre difficulté consiste a définir la stabilité. En effet, la durée qui établit un
vitiligo comme stable n’est pas consensuelle et varie selon les études entre 6 semaines et 2
ans. Le VGICC de 2012 recommande d’évaluer la stabilité sur des critéres d’interrogatoire,
des scores cliniques (« spreading » du VETF (Vitiligo European Task Force) ou VASI
(Vitiligo Area Scoring Index)), et sur le suivi photographique de 1ésions spécifiques. La
stabilité a été arbitrairement fixée a 12 mois (5). Les lésions d’un vitiligo stable ont
typiquement des limites nettes, bien limitables, a la différence de Iésions en progression dont
la bordure sera volontiers floue (7). Toutefois, ce critere clinique est insuffisant pour affirmer

la stabilité.

2. Phases de progression

Des marqueurs cliniques associés a un vitiligo actif ont été décrits. Il s’agit du
phénomene de Koebner, des 1ésions trichromes, inflammatoires et de la dépigmentation en
confettis. Une étude rapporte leur présence chez plus de la moitié des patients a la 1
consultation (115). Ils doivent donc étre systématiquement évalués a I’examen clinique en

lumiére naturelle et en lumiere de Wood (7).

a. Phénomeéne de Koebner
En 2011, une classification a été proposée par le VETF afin d’évaluer le PK dans la

pratique courante (56) (figure 8) :

- Le type 1 repose sur I’interrogatoire du patient et la notion de Iésions survenues apres
des traumatismes ou sur d’anciennes cicatrices.
- Le type 2 est clinique et divisé en 2 sous-groupes :
o Type 2A : dépigmentations localisées sur des zones de pressions chroniques
ou de frictions répétées
o Type 2B: dépigmentations linéaires ou punctiformes pour lesquelles un
traumatisme préalable ne fait aucun doute

- Le type 3 est induit expérimentalement.
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Koebner

Type 2
Clinically

Type 3
Experimentally induced

Depigmentation after trauma during last

year?

Type of trauma:

1.

2.
3.
4

Physical (wound, cuts, scratching)
Mechanical (friction)
Chemical/thermal (burns)

Allergic (contact dermatiitis) or
irritant reactions (vaccination,
tattoos...)

Chronic pressure
Inflammatory dermatoses

Therapeutics (radiotherapy,
phototherapy,....)

Depigmentation corresponding
either to areas of repeated
pressure or friction (elbows and
knees) or areas of chronic friction
related to cloths/accessory.
Depigmentation clearly induced by
trauma (linear, punctiform, crenate)

Eliciting trauma

I: Repeated pressure/friction

II: Superficial (epidermal) trauma
11l: Dermo-epidermal trauma

Figure 8. Classification du phénoméne de Koebner (van Geel et al., 2011)

Suite a cette classification, il a été montré que les sujets avec un PK de type 1 et/ou 2

ont une surface corporelle atteinte significativement plus importante et un vitiligo plus actif

dans les 12 derniers mois. Le PK est aussi associé¢ a une moins bonne réponse thérapeutique

(116).

Plus récemment un score spécifique au PK dans le vitiligo a été développé : le K-VSCOR

(Koebner’s phenomenon in vitiligo score) (117). Sept variables sur trente-deux se sont

révélées indépendamment associées a la présence d’un PK (durée de la maladie de plus de 3

ans, atteinte du front et du cuir chevelu, paupieres, poignets, zones génitales et ceinture,

genoux et crétes tibiales). Le score obtenu apres pondération des zones atteintes s’étend de 0 a

56. Un score ¢levé est associé a un plus grand risque de progression a court terme, ce qui

encourage le clinicien a optimiser 1’intervention thérapeutique.
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b. Lésions trichromes
Les patients ayant un vitiligo rapidement évolutif peuvent présenter une hypo-
pigmentation périphérique intermédiaire entre la peau lésionnelle achromique et la peau
normo-pigmentée. L’association de ces 3 couleurs est connue sous le nom de vitiligo

trichrome (118) et est mieux appréciée par I’examen en lumiere de Wood (figure 9) (7).

Figure 9. Lésions trichromes

c. Lésions inflammatoires
Si la phase inflammatoire initiale du vitiligo est le plus souvent silencieuse, elle peut
dans de rares cas étre cliniquement visible, réalisant un érythéme +/- prurigineux en
périphérie des 1ésions (figure 10). Elle est souvent de courte durée mais entraine une

dépigmentation rapide (3).

Figure 10. Lésions
inflammatoires

d. Dépigmentation en confettis
La dépigmentation en confettis réalise des Iésions ponctiformes < Smm (figure 11).
Elle peut s’observer autour de lésions existantes, mais aussi en zones de peau saine, précédant
alors la dépigmentation en plaque. C’est un marqueur de sévérité car elle est associée a un

score d’activité du vitiligo et un score de PK plus importants (119).

Figure 11. Dépigmentation en confettis,
autour de lésions trichromes
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3. Echelles d’évaluation

Plusieurs échelles ont été élaborées pour quantifier I’étendue et I’activité du vitiligo.
Pourtant, aucune n’est actuellement consensuelle, d’ou une grande variabilité des évaluations.
Le suivi photographique des 1ésions cibles en lumicre naturelle et UV reste une méthode

simple et efficace pour apprécier 1’évolution du vitiligo.

a. Score VETF

Ce questionnaire créé en 2007 par le VETF (Vitiligo European Task Force) permet
I’évaluation des patients atteints de vitiligo et leur réponse aux traitements au cours du temps
(6). Ce questionnaire comporte (cf annexe 1) :
- Les renseignements cliniques (date de naissance, sexe, poids/taille, ethnie, phototype)
- Les antécédents personnels et familiaux de MAI, et de cancers cutanés
- Les renseignements concernant le vitiligo : le type, ’age de début, I’existence d’un stress
déclenchant et d’un prurit précédant les 1ésions, 1’activité de la maladie dans les 6 derniers
mois, les traitements antérieurs ou en cours ainsi que la notion de repigmentation.
- Sont recherchés a I’interrogatoire et a I’examen : les halo-naevi, une leucotrichie, et un PK.
Le K-VSCOR est calculé.

- Le retentissement du vitiligo sur la qualité de vie est gradé sur une échelle visuelle de 10 cm

(QoL pour Quality of Life).

Enfin, le clinicien évalue la sévérité du vitiligo selon trois dimensions (figure 12) :

(1) La surface cutanée atteinte : son évaluation dérive de la régle des 9 de Wallace,
utilisée chez les patients brilés. Elle considére qu’une main représente 1% de la
surface cutanée et attribue des multiples de 9% de la surface corporelle totale a 5
territoires cutanés (t€te-cou, tronc, bras, jambes et mains-pieds).

(2) Le « staging score » ¢value le degré de dépigmentation cutanée et folliculaire de la
plus large macule de chaque région, not¢ de 0 (pigmentation normale) a 3
(dépigmentation compléte et blanchiment des cheveux >30%) (version révisée).

(3) Le « spreading score » ¢évalue la progression de la maladie de la plus large macule
de chaque région : +1 progressif, 0 stable, -1 régressif.

L’examen en lumiere de Wood aidera a la cotation du staging et du spreading.
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The patient's palm including digits averages 1% General recommendations

of BSA (body surface area) Hands and feet are included in evaluation of extent in arms and legs, but evaluated separately and globally for staging anc
Please draw the patches and mark the evaluated spreading (i.e. hands and feet must be staged separately/globally as one area). Staging and Spreading can be assessed
patches on figure; if any, indicate halo nevi simultaneously using a Wood's lamp. Use largest patch in each territory

R dations to extent:

The patient’s palm including digits averages 1% of BSA (body surface area). Please draw the patches and mark the
evaluated patches on figure; if any, indicate halo nevi. If child under 5, head and neck totals 18% (9% front and back),;
legs 13.5 % each (6.75% front and back); no change in other parts.

Recommendation to assess stage using Wood’s lamp (with magnifying lens)
Stage 0: normal pigmentation (no depigmentation in area graded)
Stage 1: incomplete pigmentation (incl. spottly depigmentation, trichome and homogeneous pigmentation. A few
white hairs at this stage do not change stage grading
Stage 2: complete depigmentation; a few white hairs at this stage do not change stage grading
Stage 3: partial hair whitening <30%,
Stage 4: complete hair whitening
Recommendation to assess spreading
First, look at patch limits using natural light. Second compare with Wood’s lamp limits.
Score: 0 means similar limits
Score: 1 means progressive vitiligo (ongoing subclinical depigmentation)
Socre; -1 means regressive vitiligo (ongoing subclinical repigmentation)

Staging* Spreading*

Area % Area (0-4) (-1 +1)

Head and neck(0-9%)
Trunk (0-36%)
Arms (0-18%)
Legs (0-36%)
Hands and feet
Totals  (0-100%) 0-20 (-5 +5)

*largest patch in each area

Figure 12. Score VETF : Evaluation de la sévérité selon 1’extension, le degré de
dépigmentation et la progression : régle des 9 et table de score (Taieb et al., 2007)

b. VASI

L’échelle VASI (Vitiligo Area Scoring Index) élaborée par 1’équipe d’Hamzavi en
2004 (120) quantifie I’étendue du vitiligo et le pourcentage de dé/re-pigmentation. Elle dérive
du score PASI utilisé dans le psoriasis. Le corps est divisé en 5 régions distinctes : mains,
bras, pieds, jambes et tronc. Le visage et le cou ne font pas partie de 1'évaluation globale. Pour
chaque région, le VASI est calculé¢ selon la formule suivante : VASI = ) (¢gions du corps)
(étendue de chaque région x gravité). L'étendue est calculée en unité de main (une unité de
main = 1% de la surface totale) et la gravité¢ de la dépigmentation de chaque plaque est
déterminée a partir d’un atlas descriptif (valeurs possibles de 0, 10, 25, 50, 75, 90 ou 100%).
Le VASI final est compris entre 0 et 100% (figure 13). Ce score a été validé dans les essais

cliniques pour 1’évaluation globale du vitiligo (121).
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Surface Residual

Regions ) : :
(hands units) Depigmentation

Hands

Upper Extremities

Trunk

Lower extremities

Feet

10000
10000
10001

Total
Score (0-100)

Vitiligo Area Scoring Index

Face and neck can be assessed separately

One hand unit, which encompasses the palm plus the volar surface of all digits, is approximately 1% of the
total body surface area

The extent of residual depigmentation within each hand unit-measured patch (possible values of 0, 10%,
25%, 50%, 75%, 90%, 100% (see atlas Hamzavi et al., 2004)

Figure 13. Echelle VASI. (Seneschal et Boniface 2016, adapté de Hamzavi et al., 2004)
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c. VES (Vitiligo Extent Score)
En 2016, 1’équipe de Van Geel a ¢élaboré et validé le Score d’Extension du Vitiligo
(VES) cotant I’étendue de I’atteinte. Il se veut clair, reproductible et simple a utiliser en
pratique clinique et lors des études (122). Le praticien choisi successivement pour 19 zones
anatomiques le pourcentage de surface atteinte avec 1’aide d’une planche iconographique
reflétant 6 différents degrés de dépigmentation (1%, 5%, 10%, 25%, 50%, 75%) (figure 14).

Pour optimiser son calcul, un site internet a été créé : www.vitiligo-calculator.com

Figure 14. Vitiligo Extent Score (VES). (Van Geel et al., 2015)
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d. VES-plus
Cette échelle dérivée du VES a pour objectif d’évaluer plus précisément la
repigmentation péri-folliculaire et détecter précocement les changements mineurs (123). Bien

que récemment validée, son intérét reste a démontrer.

e. Autres
VIDA Score (Vitiligo Disease Activity Score):
Le score d'activité de la maladie de vitiligo est une échelle en six points de -1 a +4.

Elle interroge le patient sur I’activité du vitiligo des 12 derniers mois ce qui permet d’évaluer
I’efficacité des thérapeutiques réalisées et 1’éventuelle repigmentation. Un score VIDA bas
refléte une faible activité du vitiligo.

o +4: Activité récente < 6 semaines

o 43 : Activité remontant de 6 semaines a 3 mois

o +2: Activité remontant de 3 & 6 mois

o +1: Activité remontant de 6 a 12 mois

o  0: Stable depuis au moins 1 an

o —1 : Stable depuis au moins 1 an avec repigmentation spontanée.

Cette échelle est subjective car elle repose sur le souvenir du patient. De plus, une étude
rétrospective rapporte que les résultats du score VIDA n’apparaissent pas corrélés a I’activité
de la maladie mesurée par les changements du score VASI au cours du temps établi par un
clinicien. Cette mauvaise évaluation du VIDA score par les patients peut s’expliquer par un

biais de mémorisation (124).

D’autres échelles existent mais ne sont pas utilisées en pratique telles que la méthode de
comptage de points (Point-counting method) (125) ou encore le Vitiligo Extent Tensity Index

(VETI) score (126), mélange du score VETF et VASI.

Echelles d’auto-évaluations

Elles impliquent le patient a sa maladie et permettent un suivi a distance de plus
grandes cohortes de patients :
- SA-VES: Self Assessment Vitiligo Extent Score (127). Cette version adaptée pour étre
complétée par le patient lui méme a été récemment validée. Elle montre une bonne

reproductibilité et une corrélation avec le VES réalisé par le praticien.
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- SAVASI: Self-Assessment Vitiligo Area Scoring Index (128). Ce score établit en 2015 est
limité par sa faible reproductibilité nécessitant une éducation des patients a son utilisation. De

plus, le temps moyen pour le compléter est supérieur a 5 minutes.

Bien que certains signes cliniques tels que la dépigmentation en confettis, le
phénomene de Koebner et la dépigmentation trichrome soient prédictifs d’activité du vitiligo,
il n’existe actuellement pas de score d’activité les incorporants. Les 2 scores les plus utilisés
en pratique courante sont le VETF et le VASI, qui ont prouvé leur fiabilité et leur sensibilité
dans le vitiligo. Toutefois, ils apparaissent limités pour détecter les petits changements de
pigmentation chez les sujets pris individuellement. Dans cette situation, une méthode

d’évaluation plus précise apparait nécessaire (121).
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IV. Traitements

Des recommandations européennes existent pour la prise en charge du vitiligo (9). Malgré
tout, le niveau de preuve est faible du fait de la variabilité¢ des méthodes d’évaluation et du
peu d’études controlées randomisées (129).

L’efficacité des traitements se base principalement sur le degré de repigmentation, mais la limite
qualifiant une réponse thérapeutique de « bonne » varie selon les études. Afin d’homogénéiser les
pratiques, le VGICC a défini en 2016 un traitement comme un « succes » si la repigmentation
dépasse 80% et qu’au moins 80% de ce gain est maintenu pendant 6 mois (130). Plus récemment,
une initiative américaine basée sur le point de vue de patients a confirmé ce taux de
repigmentation d’au moins 80% d’une Iésion cible pour définir une repigmentation réussie. De
plus, le traitement est dit efficace si au moins 25% de repigmentation est atteint & 3 mois de
traitement. Le groupe recommande de mesurer la repigmentation par l’utilisation simultanée
d’une échelle subjective et objective par la mesure des pourcentages de repigmentation en
quartiles (0-25%, 26-50%, 51-79%, 80-100%) (131).

L’approche thérapeutique doit étre personnalisée, considérant le type de vitiligo, I’étendue,
I’histoire évolutive, le potentiel de repigmentation, mais aussi la demande du patient (132). Ainsi,
I’objectif peut étre de stabiliser, repigmenter, dépigmenter ou camoufler le vitiligo. Différents

traitements sont disponibles :

A. Traitements conventionnels

1. Traitements topiques
Les dermocorticoides et inhibiteurs de la calcineurine topique sont recommandés en
1° intention dans les formes localisées de vitiligo.
- Les dermocorticoides forts : ils sont utilisés pour leur effet anti-inflammatoire et immuno-
modulateur a raison d’une application par jour, en dehors du visage, selon un schéma continu
pendant 3 mois, ou mieux, séquentiel (15 jours par mois pendant 6 mois). Ils sont contre-
indiqués sur le visage ou leur utilisation prolongée entraine atrophie et dermatoses cortico-

induites. Leur efficacité est meilleure sur des 1ésions récentes.

- Les inhibiteurs de la calcineurine topique (ICT) : tacrolimus et pimécrolimus. Ces

immunosuppresseurs topiques atténuent I’activité cellulaire T et la production de cytokines
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pro-inflammatoires. De plus, in vitro, ils facilitent la migration et la mélanogénése des
mélanocytes (133,134). La seule forme actuellement commercialisée en France est le
tacrolimus (PROTOPIC® pommade 0,1% ou 0,03%). Son application est recommandée 2
fois par jour sur le visage et la nuque pendant six mois chez I’adulte comme chez ’enfant.
Durant cette période, une exposition solaire modérée quotidienne est recommandée (9). Des
effets secondaires a type de réaction locale sont possibles (sensation de briilure, érythéme,
prurit) mais habituellement transitoires. En cas d’efficacité, les applications peuvent étre
prolongées. En effet, le profil de tolérance des ICT sur des études de long-terme dans la
dermatite atopique ou plus récemment dans le vitiligo ne rapportent pas d’atrophie cutanée,
d’immunosuppression systémique ni de risque accru de cancer cutané ou extra-cutané
(135,136). Un traitement de maintenance de 2 applications par semaine sur le visage est

ensuite recommandé en prévention des rechutes (137).

2. Photothérapie
Outre une action immuno-modulatrice principale, elle stimule la repigmentation a
partir des mélanocytes fonctionnels péri-Iésionnels et induit la prolifération et différenciation

des précurseurs mélanocytaires du bulge folliculaire (138). On distingue :

- La PUVA-thérapie (psoraléne-UVA thérapie) : elle consiste en ’irradiation par des UVA
apres la prise orale ou I’application locale d’un traitement photosensibilisant de la famille des
psoralénes. Elle est recommandée en 2°™ ligne du fait d’un moins bon profil de tolérance et

de risques supérieurs aux UVB-TLOI.

- La photothérapie UVB a spectre étroit (TL01) (139) : elle délivre une longueur d’onde de
311nm et est actuellement considérée comme le « gold standard » dans le vitiligo étendu
(atteinte de plus de 15% de la surface corporelle) (9). En effet, les résultats obtenus avec les
UVB sont meilleurs qu’avec la PUVA-thérapie (140). Deux a trois séances par semaine sont
recommandées pendant 1 a 2 ans si une réponse est objectivée a 3 mois de traitement.
L’étendue du vitiligo et ’activité au moment de ’initiation des UVB-TLO1 n’affecte pas la
probabilité de repigmentation (9). En revanche, les résultats semblent meilleurs si I’évolution
du vitiligo est récente, et que les 1ésions siegent sur la face, le tronc ou les jambes. Les mains
et les pieds sont les zones ou le taux de réponse est le plus faible (141). Toutefois, environ

44% des patients récidivent sur les zones repigmentées dans I’année suivant I’arrét de la
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photothérapie (142). De plus, la faible disponibilit¢ des cabines et leur éloignement

géographique du domicile des patients compliquent parfois sa réalisation.

- La photothérapie ciblée par lampe ou laser Excimer monochromatique a 308nm : cette
technique a 1’avantage d’étre réalisable par les patients au domicile, moyennant 1’achat du
dispositif. Elle est indiquée dans les formes localisées, en particulier de début récent, de
I’adulte et de I’enfant (9). En effet, cette technique évite les effets indésirables liés a
I’irradiation totale. Elle induit une repigmentation plus rapide et intense qu’avec les UVB-

TLO1, confirmée a 1’étude histopathologique (143,144).

3. Traitements combinés

L’objectif est d’agir sur différents aspects pathogéniques afin de potentialiser la
repigmentation. Cette combinaison de traitements est plus efficace que la monothérapie mais
associée a plus d’effets indésirables (129,138). De ce fait, elle est recommandée en cas de
Iésions résistantes a la monothérapie ou dans 1’objectif d’accélérer la réponse et de réduire la
dose d’UV cumulative. Ainsi, les dermocorticoides (3 semaines par mois) pourront étre
associés aux 3 premiers mois de photohérapie (PUVA ; UVB-TLO1 ou lampe excimer). De
méme, ’association ICT et photothérapie est plus efficace que chacun séparément, mais les
données a long terme sur le risque carcinologique manquent et invitent a la prudence. Enfin,
la repigmentation aprés un traitement chirurgical sera meilleure si un traitement médical ou

une photothérapie est ajoutée (9,145).

4. Traitements systémiques

* Une thérapie par corticoides en « mini-pulse oral (MNO) » est recommandée dans le
vitiligo rapidement progressif. Elle consiste en la prise de dexaméthasone a dose modérée
(8mg chez I’enfant, 16mg chez 1’adulte > 50kgs) 2 jours consécutifs par semaine
(weekend-thérapie) pendant 3 & 6 mois, si possible combinée a d’autres traitements, dont
la photothérapie. Le but est de stabiliser 1’atteinte en limitant les effets secondaires d’une
corticothérapie générale (9).

* Le Méthotrexate (MTX) est peu ¢tudié dans la littérature. Son efficacité en prise orale a
10 mg/semaine a été comparée aux corticoides en MNO (2.5mg x 2) dans une étude

randomisée chez 52 sujets au vitiligo instable et rapportée comme similaire en terme de
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nouvelles 1ésions et de réduction du score d’activité VIDA. Les auteurs proposent que le
MTX soit une alternative en cas de contre indication a la corticothérapie MNO (146). Les
autres études dans le vitiligo sont limitées a de petites cohortes ou des cas isolés de
patients repigmentant sous MTX introduit pour une cause autre (PR, psoriasis...).

* D’autres traitements systémiques (cyclophosphamide et ciclosporine) ont été évalués
dans de petites cohortes. Leur faible efficacit¢ et le risque d’effets secondaires ne

permettent pas de les recommander.

5. Chirurgie
L’option chirurgicale doit étre réservée a des patients sélectionnés, sans antécédent de
PK, ayant un vitiligo trés localisé et stable depuis au moins un an, aprés échec documenté
d’une intervention médicale (5). Plusieurs techniques réalisées sous anesthésie locale sont
possibles selon la surface et le site atteint (9,147,148) : mini-greffes, micro-pigmentation,
greffes de peau totale, transplantation par bulle de succion, transplantation de mélanocytes
autologues, co-cultures de kératinocytes et mélanocytes, suspension de cellules épidermiques.

La photothérapie peut étre associée au décours du geste.

6. Camouflage
Il est proposé a tout patient, et particulicrement utile chez les sujets a peau foncée
ayant des 1ésions en zone visible (visage et mains). Différentes approches existent, parfois
montrées lors de séances d’éducation spécifique : agents autobronzants, crémes couvrantes

teintées ou encore tatouages cosmétiques chez des sujets sélectionnés.

7. Dépigmentation
Cette technique est considérée chez les patients ayant un vitiligo trés étendu ou une
atteinte défigurante du visage ou des mains, réfractaire aux autres thérapies. La
dépigmentation est obtenue par 1’utilisation d’une créme a base de monobenzone ou par

traitement laser (Ruby Q-switched 755nm), seul ou en combinaison au méthoxyphénol.
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B. Mesures générales

* La photoprotection : elle est recommandée si 1’exposition des lésions est a risque
d’érythéme solaire. Toutefois, il est conseillé d’associer une exposition naturelle
(héliothérapie) modérée et réguliere aux autres thérapeutiques médicales afin de
potentialiser 1’efficacité. En été, ’héliothérapie peut se substituer a la photothérapie.

* Le phénoméne de Koebner : chez les sujets concernés, il est conseill¢ de limiter le
stress mécanique surtout lors des poussées.

* Le soutien psychologique est proposé¢ pour tout patient associ¢ a 1’évaluation du
retentissement du vitiligo sur la qualit¢ de vie grace a des échelles de type EVA

(Echelle Visuelle Analogique) ou DLQI (Dermatology Life Quality Index).

La prise en charge thérapeutique des sujets ayant un vitiligo est résumée ci-dessous (figure
15).
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Figure 15. Algorithme de prise en charge du vitiligo (Seneschal et Taieb, 2016)
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C. Nouveautés et perspectives thérapeutiques
La découverte des loci impliqués dans le vitiligo et la meilleure compréhension des
mécanismes physiopathologiques permettent d’envisager de nouvelles thérapeutiques. Ainsi,
il peut s’agir de réduire le stress mélanocytaire, réguler la réponse immunitaire, et/ou stimuler

la régénération mélanocytaire.

1. Réduire le stress mélanocytaire

- L’utilisation d’anti-oxydants topiques ou systémiques est controversée : certaines

données confirment la valeur ajoutée des anti-oxydants oraux dans le vitiligo, mais des études
de confirmation sont nécessaires (149). Leur utilisation ne fait actuellement pas 1’objet de
recommandations spécifiques.

- L’ajout de cardiolipine in vitro a par ailleurs pu restaurer I’activité mitochondriale

défectueuse des mélanocytes en stabilisant les composants lipidiques de la membrane basale

mitochondriale (49).

2. Réguler la réponse immunitaire

- La voie de I'I[FN-y-STATI1-CXCLI10 est au cceur des recherches thérapeutiques

actuelles. En effet, 1’activation de STAT! passe par des tyrosines kinases de la famille des
JAK, laissant envisager 1’efficacité de thérapies ciblées anti-JAK. Ainsi, le tofacitinib et le
ruxolitinib, 2 inhibiteurs de JAK 1-3 et JAK 1-2 respectivement, ont permis en prise orale
une repigmentation chez 2 patients (150,151). Plus récemment, le ruxolitinib en créme a 1.5%
appliqué 2 fois par jour chez 9 patients a montré une repigmentation significative, en
particulier sur le visage a la semaine 20 (152), résultats confirmés et améliorés a la semaine
52 de traitement (153). L’ajout d’une photothérapie UVB semble avoir un effet synergique
aux anti-JAK (154,155).

Les statines, par leur effet inhibiteur sur STAT1 ont aussi montré une efficacité
chez des souris (156). Ces résultats n’ont pas été confirmés pour des vitiligos actifs chez
I’homme, que la statine soit utilisée en monothérapie (157) ou en association aux UVB (158).
Une posologie plus faible que dans les modeles murins peut expliquer ces échecs. Toutefois,
les myalgies et troubles digestifs induits limitent 1’augmentation de dose et encouragent a
tester la simvastatine topique.

Ces travaux sur les anti-JAK et inhibiteurs de STAT apparaissent prometteurs car de

nombreuses cytokines utilisent cette voie JAK/STAT. Ainsi, de telles thérapeutiques jouent
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une action plus globale, limitant notamment la production en aval de molécules pro-
inflammatoires et des signaux immunitaires nécessaires a la survie des LT (159).

Par ailleurs, Defficacité d’un AC anti-CXCL10 a été rapportée dans un modele
murin (102). Des molécules inhibitrices du récepteur CXCR3 semblent aussi prometteuses

(160).

Ainsi, la voie de ’'IFN-y-STAT1-CXCL10 peut étre ciblée a différents niveaux (figure 16).
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cell/

Figure 16. Voie de PIFN-y-STAT1-CXCL10 et thérapies ciblées : les cibles
potentielles sont représentées par une astérisque (Picardo et al., 2015)

- L’HSP-70 inductible (HSP-70i), produite principalement par les mélanocytes

stressés de patients avec vitiligo, accélére la dépigmentation dans les modéles murins de
vitiligo. La production d’une protéine mutée d’HSP-70i chez les souris réduit la perte
pigmentaire et I’inflammation cutanée, en diminuant 1’activation et la réponse du systéme
immunitaire (161). Ces résultats n’ont pas été testés chez 1’homme mais ils soulignent

toutefois 1’intérét d’une approche par thérapie ciblée anti-HSP-70 (figure 17).

- Plusieurs cytokines dont les taux sont augmentés dans le vitiligo peuvent aussi étre la

cible de thérapies, comme dans le psoriasis. Ainsi I’[L-17, ’IL-2, ’'IL-23 et I’[L-33 sont des

candidats potentiels (97,98,162). L’IL-1pB, produite suite a 1’activation de 1’inflammasome
NLRP-1 pourrait faire 1’objet de futurs essais avec I’anti-IL-1 (figure 17). De méme, I’intérét
d’un anti-IL-6 récepteur, le tocilizumab (ROACTEMRA®), se pose suite a 1’observation
d’une repigmentation complete de 1ésions vitiligoides faciales et péri-unguéales (mais pas
génitale) obtenue chez un homme traité pendant 6 mois par tocilizumab pour une PR
séronégative résistante aux thérapeutiques conventionnelles. Ce traitement apparaissait

seulement suspensif car les 1ésions récidivaient un mois apres I’arrét thérapeutique (163). En
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revanche, les anti-TNF-a ne sont pas recommandés car ils ne permettent au mieux que de
stabiliser le vitiligo et qu’il semblerait méme exister un risque d’induction ou d’aggravation

des Iésions (164,165).

- Une autre stratégie vise a rééquilibrer la balance immunitaire en favorisant le

recrutement dans les zones atteintes de LTreg pour calmer I’inflammation cutanée liée aux
LT effecteurs. L’expression locale des ligands CCL21 et CCL22 permettrait ce recrutement.
Bloquer P’activité des pDCs ou la production d’IFN de type I par ces cellules pourrait étre
une autre approche (figure 17). De méme, cibler les LT mémoires résidents pourrait
permettre le maintien d’une réponse thérapeutique. Enfin, sur le constat que certains patients
traités par immunothérapie développent un vitiligo, il est proposé de restaurer les checks
points immunitaires en activant la voie du CTLA-4 et ’axe PD1-PDL1. Ces approches
thérapeutiques visent a freiner les LT effecteurs. De ce fait, la prudence est préconisée car
les effets secondaires sont mal connus, notamment le risque de mélanome lié¢ a la baisse de

I’immunosurveillance (166).
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Figure 17. Nouvelles thérapeutiques ciblées dans le vitiligo. (adapté d’apres Boniface et al., 2017)

59



3. Stimuler la régénération mélanocytaire

- Un analogue topique de la prostaglandine E2, le latanoprost, s’est révélé au moins

aussi efficace que le tacrolimus pour induire la repigmentation, associés a la photothérapie

(167).

- L’afamelanotide, analogue de 1’a-MSH, est connu pour induire un bronzage cutané.

Un essai combinant I’afamelanotide en implant sous cutané¢ aux UVB-TLO1 a montré une
repigmentation plus rapide et meilleure qu’avec les UVB-TLO1 seuls (168). Toutefois, ces
résultats étaient obtenus sur peaux foncées (phototype IV a VI) et le bronzage en peau saine
majorait le contraste avec les 1ésions, impactant la qualité de vie. De plus, si I’afamelanotide
agit sur la pigmentation et la prolifération des mélanocytes, elle n’agit pas sur les cellules

souches mélanocytaires dont la différenciation est induite par la photothérapie (169).

- La voie Wnt/B-catenine active plus spécifiquement la différenciation des cellules

souches mélanocytaires des follicules pileux en mélanoblastes sous 1’action des UVB, sans
créer d’hyperpigmentation. Le signal Kit induit ensuite leur migration épidermique et la
différenciation en mélanocytes fonctionnels (110). Or, la voie Wnt est diminuée sous I’effet
du stress oxydatif. Ainsi, la réactivation de cette voie est a I’étude et un agoniste de Wnt a pu

induire une différenciation mélanocytaire in vitro, en peau lésionnelle (109).

Le wvitiligo est donc une maladie complexe et multifactorielle. La meilleure
compréhension de ses mécanismes physiopathologiques permet d’envisager de nouvelles
cibles thérapeutiques dont le bénéfice reste a définir sur de futurs essais cliniques. Toutefois,
I’efficacité des thérapeutiques se base actuellement sur des scores cliniques, ce qui apparait

insuffisant a 1’évaluation efficace de ces futurs traitements.
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RATIONNEL DU PROJET :

LES BIOMARQUEURS DANS LE
VITILIGO
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I. Biomarqueurs et vitiligo

Ces dernicres années, de nouvelles cibles thérapeutiques ont émergé a la lumicre
d’une amélioration des connaissances physiopathologiques de cette maladie considérée
comme une maladie inflammatoire chronique.

Cependant, un manque de marqueurs biologiques permettant d’évaluer I’efficacité de tels
traitements est constaté. Aussi, compte tenu des cibles thérapeutiques potentielles et du
dynamisme des prochains essais cliniques dans le vitiligo, I’identification de biomarqueurs
apparait majeure, a la fois pour évaluer précocement ’efficacité des traitements avant méme
I’obtention d’une réponse thérapeutique, mais aussi pour identifier en amont les patients
potentiellement bons répondeurs a une thérapie.

Ainsi, plusieurs molécules sériques et cutanées ont déja fait 1’objet de recherches comme

potentiels biomarqueurs d’activité :

A. Biomarqueurs sériques

1. Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs)
Les DAMPs ont un intérét particulier puisqu’ils peuvent déclencher une réponse

immunitaire adaptative au stade de vitiligo actif.

La protéine S100B est déja reconnue comme biomarqueur pronostic et de suivi des
mélanomes avancés. En 2017, I’équipe de Speeckaert s’y est intéressée chez 89 patients avec
vitiligo. Les auteurs ont pu montrer une association significative entre les taux sériques de la
protéine S100B et un vitiligo actif dans les 6 mois précédents le prélévement. Ces taux étaient
d’autant plus ¢élevés que Iactivité était forte. De plus, les taux de SI00B présentaient une
valeur prédictive positive de la future progression de la maladie et étaient corrélés a la surface
corporelle atteinte en cas de vitiligo actif. Ainsi, les auteurs ont proposé¢ que la protéine

S100B soit un biomarqueur du vitiligo (65).

Parmi les autres DAMPs, I’'intérét de ’HSP-70, la calreticuline ou PHMGB1 comme

biomarqueurs sériques du vitiligo n’a pas encore été étudié.
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2. Cytokines

Les cytokines sont des protéines qui agissent en connexion les unes avec les autres et
interagissent avec différentes cellules pouvant induire des réponses protectrices ou
dommageables. Ainsi dans le vitiligo, certaines jouent un rdle précoce dans I’immunité innée
tandis que d’autres interviennent plus tardivement lors de la réponse adaptative. Toutefois, de
nombreuses cytokines sont produites par plusieurs types cellulaires et impliquées a la fois

dans la réponse immunitaire innée et adaptative.

Le TNF-a et PIFN-y apparaissent étre les deux cytokines majeures de la physiopathologie du
vitiligo :

- Quatre études sur un total de 439 patients s’accordent a trouver des taux de TNF-a
significativement augmentés chez les sujets au vitiligo actif, malgré des définitions variables
de la stabilité / activité (170-173), tandis qu’une autre étude chez 80 patients n’a pas confirmé
ce résultat (174).

- Concernant ’IFN-y, Dwivedi et al ont rapporté sur une large cohorte de 517 patients une
corrélation positive des taux d’IFN-y avec ’activité du vitiligo (175). Plus tard, 3 équipes ont
confirmé ce lien chez 130, 55 et 61 patients respectivement, ainsi qu’une association du ratio
IFN-y /IL-10 avec Dlactivité¢ (99,173,176). En revanche, d’autres études n’ont pas établi de
lien entre ’IFN-y et I’activité du vitiligo (66,174,177).

De la méme fagon, les résultats concernant I’IL-1p, autre cytokine pro-inflammatoire, et
I’activité du vitiligo s’opposent, bien qu’il se dégage une tendance a I’augmentation de ses

taux chez les patients au vitiligo actif comparativement aux patients stables (66,178,179).

L’IL-6 est produite par les cellules cutanées résidentes activées et les mélanocytes au
phénotype sénescent. Pour Abdallah et al, un taux d’IL-6 >0.025 ng/ml apparait étre un
marqueur sensible de ’activité du vitiligo avec une sensibilité de 96.7% et une spécificité de
80% (99). Pourtant, aucune corrélation de cette cytokine avec ’activité du vitiligo n’a été
notée dans d’autres études (170,172,174) en dehors de celle de I’équipe de Tu et al chez 50
patients (179).

L’IL-17 est une cytokine produite par les cellules Thl7, avec la aussi des résultats
contradictoires (92). Ainsi, dans 1’étude cas-contrdle d’Elela et al. incluant 84 vitiligos et 80

controles sains, la quantification de I’IL-17 par ELISA dans les sérums était 2 fois plus

63



importante dans le groupe vitiligo que dans le groupe contrdle. Les taux étaient positivement
corrélés a I’activité du vitiligo et au score VASI (96). De méme, I’équipe de Tembhre a
rapporté des taux sériques d’IL-17 1.2 fois supérieurs dans le groupe vitiligo actif (177) et
récemment a été publié un lien des taux d’IL-17 avec I’activité et I’extension du vitiligo (99).
Une tendance identique a aussi été récemment notée chez 72 patients, mais elle n’était pas
significative (66). A I’inverse, plusieurs autres études n’ont pas confirmé de corrélation entre
I’activité du vitiligo et les taux d’IL-17, probablement par manque de puissance et/ou d’une
moindre implication de cette cytokine dans le vitiligo (162,170,180). En effet, si la production
d’IL-17 par les cellules T est clairement impliquée dans certaines maladies inflammatoires,

son role comme biomarqueur dans le vitiligo et la perte des mélanocytes reste a éclaircir.

Les données s’opposent concernant I’'IL-22, une cytokine produite a la fois par les cellules
Th17 et Th22 (96,170). Cette cytokine, aussi sécrétée par d’autres cellules immunitaires,

participe a la production d’IL-1 et de chémokines par les kératinocytes (181).

Les taux de trois cytokines immunomodulatrices ont ét¢ comparés a 1’activité du vitiligo :

- Le TGF-B, qui est une cytokine produite par les LTreg, dont des taux réduits ont été
rapportés chez les patients comparés aux contrdles sains (79) et chez les sujets au vitiligo actif
comparativement aux patients stables (82,177). Toutefois, une récente étude a publi¢ des
résultats inverses (66). Cette discordance peut s’expliquer par I’existence de MAI associées
au vitiligo dont les patients concernés présenteraient des taux de TGF-B plus élevés que les
sujets sans MAI associée (180).

- L’IL-10, testée dans trois études dont aucune n’a retrouvé de lien avec ’activité du
vitiligo, mais 2 ont rapporté une corrélation négative avec la durée du vitiligo (172,177,180).

- Le facteur MIF (Macrophage migration inhibitory factor), impliqué dans 1’activation
des macrophages et des cellules T qui le produisent, pour lequel deux études s’opposent quant

a une corrélation de ses taux sériques avec ’activité du vitiligo (182,183).

Aucun lien n’est ressorti avec I’IL-2, principal facteur de croissance des cellules T (170,174).
En revanche, une corrélation négative des taux sériques d’IL-2 avec la durée du vitiligo a été

signalée a deux reprises (170,184).

Enfin, une étude isolée a rapporté une association positive de I’activité et de 1’extension du

vitiligo avec les taux sériques d’IL-33 (98). Cette cytokine est déja connue dans d’autres

64



maladies cutanées inflammatoires médiées par une réponse Th1/Th17 comme le psoriasis, la

PR ou les MICI.

L’expression sérique de I’IFN-a, dont nous avons vu précédement 1’implication

physiopathologique, n’a jusqu’alors jamais été étudice.

Au total, si le TNF-a et 'IFN-y apparaissent étre les 2 cytokines majeures de la
physiopathologie du vitiligo, de multiples autres cytokines se dévoilent. Leur intérét comme
biomarqueurs d’activité du vitiligo nécessite toutefois d’étre précisé du fait de I’hétérogénéité

des études et de leurs résultats.

3. Chémokines

De récentes études ont identifié une élévation des taux sériques des chémokines induites
par I'IFN-y chez les patients au vitiligo actif. Ainsi, dans 1’é¢tude de Wang incluant 80
patients, les taux sériques de CXCL9 et CXCL10 apparaissaient plus €élevés chez les patients
en phase progressive qu’en phase stable (185). Cette tendance était confirmée dans I’étude de
Maouia en 2017 (186). Aussi, un succes thérapeutique s’accompagnait d’une baisse
significative de CXCL10, suggérant son intérét comme indicateur de 1’action thérapeutique.
Toutefois, cette étude concernait des vitiligos étendus dont la surface atteinte dépassait 30% et
de ce fait n’était pas représentative de I’ensemble des vitiligos (185). Récemment, 1’équipe
d’Abdallah a positionné la chémokine CXCLI10 (>100 pg/ml) comme marqueur le plus
spécifique de D’activité du vitiligo parmi I'IL-6, I’IL-17 et I'IFN-y avec une sensibilité a
96.7% et une spécificit¢ a 80% (99). Toutefois, ces résultats reposent sur seulement 55
patients et doivent étre consolidés d’autant que d’autres études ne confirment pas ’intérét de

CXCL10 comme biomarqueur sérique d’activité (187).

En 2017, I’équipe de Rezk a rapporté une ¢élévation de sécrétion par les mélanocytes de
Iésions précoces des chémokines CXCL12 et CCL5 (103). Dans les suites, Speeckaert et al.
ont étudié¢ les niveaux de ces chémokines dans le sérum et confirmé une corrélation positive
entre les taux sériques de CXCL12 et Pactivité récente (< 3 mois). De plus, des taux élevés
de CXCL12 chez des patients stables ou ayant récemment repigmentés semblaient prédictifs

d’une reprise évolutive dans les mois suivants. Un seuil a 3.27 ng/ml avait une sensibilité et
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une spécificité a prédire la future progression chez les patients stables depuis 6 mois de 71.4%

et 68%, respectivement (188).

L’intérét de CXCL16 comme biomarqueur sérique n’a jamais ¢été étudié mais une
diminution de ses taux sériques apreés 2 mois de traitement du vitiligo et un début de

repigmentation a été rapporté dans une petite cohorte de 27 patients (104).

D’autres chémokines telles que CXCL11 et CCL20 ont ponctuellement été identifiées
comme impliquées dans la physiopathologie du vitiligo mais n’ont pas fait 1’objet de
recherches complémentaires (189,190). L’étude de CXCL4 semble aussi intéressante car ses
taux apparaissent corrélés a I’activité d’autres maladies inflammatoires dont les MICI (191)
ainsi qu’a la sévérité de la sclérodermie systémique dont CXCL4 est prédictif de la survenue
de complications (192). De plus, cette chémokine est également un ligand du récepteur

CXCR3.

4. Antigénes CD solubles

Les clusters de différenciation (CD) sont des glycoprotéines de surface exprimés entre
autre par les cellules immunitaires et pouvant étre libérés dans la circulation a ’occasion
d’une activation ou d’un renouvellement lymphocytaire. Ainsi, leurs taux sériques sont le

reflet de 1’état d’activité immunologique.

Le CD25 soluble (CD25s) est le récepteur soluble de I'[L-2 (IL-2Rs). Ce récepteur
initialement exprimé par les cellules T activées peut étre relargué dans le sérum et mesuré
comme protéine soluble. Son taux est alors le reflet du nombre de récepteurs a la surface des
cellules T activées. Son dosage apparait donc €tre un indicateur de 1’activation immunitaire.
Deux premicres études en 1997 et 1999 rapportaient des taux augmentés de CD25s chez les
patients au vitiligo actif (193,194). Par la suite, deux autres équipes ont signalé une
corrélation de taux élevés de CD25s avec un vitiligo d’évolution récente (< 1 an) sans
toutefois faire de lien avec I’activité du vitiligo (184,195). En 2016, 1’étude prospective de
Speeckaert chez 83 patients a démontré 1’association des taux sériques de CD25s avec
I’activité du vitiligo. Un seuil de 2.5 ng/ml était proposé, correspondant a une sensibilité de
50% et une spécificité de 87.5% (196). A noter qu’une étude a rapporté des taux de CD25s
significativement inférieurs chez les sujets avec vitiligo comparativement aux contrdles et

chez les sujets au vitiligo actif versus stable (197).
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Les taux de CD27 solubles étaient aussi corrélés a 1’activité, comme cela a pu étre
démontré antéricurement dans d’autres maladies immunitaires, dont le cancer (198). Un seuil
de 25 ng/ml était proposé pour une sensibilité de 43.3% et une spécificité de 88.5%.

Ainsi le risque de faux positif était d’environ 12% pour le CD25s et CD27s, suggérant leur
utilit¢ comme biomarqueurs. Aussi, le CD27s apparaissait significativement associé¢ a une

future progression (196).

5. Anticorps sériques

La corrélation du taux des AC dirigés contre des protéines mélanocytaires avec
I’activité du vitiligo reste débattue du fait d’études divergentes, dont la majorité intéresse de
faibles effectifs (<45 patients) (199-202). En revanche, deux études de plus grandes
envergures, chez respectivement 79 et 127 patients, ont rapporté un lien significatif entre les
taux sériques de ces AC et Dactivité du vitiligo (203,204). Ces taux semblaient pouvoir
prédire I’activité future de la maladie (203). Toutefois, ces AC ne sont pas présents chez
I’ensemble des sujets avec vitiligo puisqu’ils n’étaient retrouvés que chez 27% des patients

dans I’é¢tude de Kemp (204), limitant I’intérét d’un tel dosage en pratique clinique.

Une étude s’intéressant aux AC dirigés contre les hormones thyroidiennes (T3 et T4) a
identifi¢ leur forte présence dans le groupe vitiligo (94.5%) comparativement au groupe
contrdle (1%). Les AC dirigés contre 1’hormone T4 étaient significativement associés a

Pactivité du vitiligo (205).
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B. Biomarqueurs cutanés

Parallélement aux études sériques, la recherche de biomarqueurs cutanés est une approche
complémentaire plus spécifique. Toutefois, les modalités de préleévements, I’analyse et la

quantification des biomarqueurs sont sources de variabilité. Ont été étudiés :

1. DAMPs

Parmi les DAMPs, seule I’expresssion cutanée de HSP-70 a été étudiée. Une corrélation
positive de 1’expression de son ARN messager avec I’activité du vitiligo a été rapportée, que
la biopsie soit faite en zone lésionnelle ou non (206). Ces résultats sont en accord avec la
surexpression en immunohistochimie d’HSP-70 retrouvée dans 1’épiderme de patients

progressifs comparativement a des sujets stables ou controles (207).

2. Cytokines

Une augmentation de I’expression cutanée de plusieurs cytokines pro-inflammatoires a été
notée en bordure de 1ésions progressives comparativement aux lésions stables, a savoir le
TNF-a (208), PIFN-y (186) ou encore ’IL-1f (209). Dans cette derniére étude, I’expression

cutanée de NLRP-1 apparaissait également corrélée a 1’activité.

Aussi, une corrélation positive entre 1’expression d’IL-22 et ’extension du vitiligo a été
décrite (96). En revanche, les études sont en désaccord sur la corrélation des niveaux
d’expression 1ésionnels et péri-lésionnels de I’IL-17 avec I’activité du vitiligo (66,77,96),

tandis qu’un lien avec 1’étendue et la durée du vitiligo a été rapporté (162).
Parmi les cytokines immunomodulatrices, les résultats quant a la corrélation des niveaux
d’expression du TGF-B avec I’activité du vitiligo sont opposés (66,210). Aucun lien ne

ressort avec I’'IL-10 (210), tandis que la cytokine MIF semble positivement corrélée (182).

Jusqu’alors, aucune étude ne s’est intéressée aux niveaux d’expression cutanée des cytokines

IL-6, IL-8 et IFN-a avec ’activité du vitiligo.
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3. Chémokines

Dans un modele murin, 1’étude de I’expression cutanée des chémokines CXCL9 et
CXCL10 a souligné leur corrélation avec I’activité du vitiligo : CXCL9 était exprimée plus
précocement dans des lésions actives et apparaissait étre un marqueur plus spécifique
d’activité. A I’inverse, I’expression de CXCLI10 était lie a la sévérité (211). Cette forte
expression cutanée de CXCL9 et de son récepteur CXCR3 a aussi été démontrée chez
I’homme dans les vitiligos trés progressifs (67).
De fagon intéressante, Maouia et al. ont montré que ’IFN-y et CXCL10 ¢taient augmentés
en peau non lésionnelle de patients avec vitiligo actif comparativement aux patients stables et
constitueraient des marqueurs précoces d’une future dépigmentation (186).
L’expression de CXCL9 et CXCL10 a aussi été étudiée sur des bulles de succion. Cette
technique micro-invasive consiste a analyser le liquide de bulles induites par un appareil a
pression négative et est présentée comme une alternative plus précise aux immunomarquages
réalisés sur biopsies cutanées, souvent difficiles a quantifier. Dans I’étude de Strassner, la
concentration de CXCL9 et le nombre de LT CDS8+ étaient plus importants en bordure de
Iésions actives. CXCL9 aparaissait étre un excellent biomarqueur de 1’activité avec une
sensibilité de 100% et une spécificité de 93%. En revanche, la concentration de CXCL10 était
ici non prédictive de 1’activité (212), tandis qu’elle 1’était dans 1’é¢tude récente de Yang (213).
A noter toutefois que cette technique est plus longue a réaliser qu’une biopsie cutanée,
soulevant la question de sa faisabilité en pratique clinique, et qu’une inflammation induite n’a

pas été exclue.

Deux autres chémokines, CXCL12 et CCLS5 apparaissent produites de facon accrue par les
mélanocytes de lésions précoces (<2 mois), tandis que leurs expressions chez les sujets

témoins et dans les lésions anciennes (>6 mois) ne sont pas modifiées (103).

Récemment a été confirmée une augmentation significative des niveaux de 1’expression
¢pidermique des chémokines CXCL10 et CCL5 chez ’homme, dont les kératinocytes

stimulés par le TNF-a et ’IFN-y apparaissent €tre la source primaire (99,213).

4. Antigénes CD solubles
Les taux de CD25s issus de bulles de succion prélevées en bordure de 1ésions
progressives sont significativement plus élevés qu’en bordure de Iésions stables (194),

confortant les résultats retrouvés au niveau sérique.
69



5. Infiltrat par des cellules de Pimmunité adaptative

La production cutanée de ces différentes cytokines et chémokines se traduit par
I’infiltration cutanée de cellules immunitaires comme en témoigne la forte expression de LT
CD4+, CD8+, CXCR3+, LTreg FoxP3+ et de pDCs en peau péri-lésionnelle de vitiligos

actifs comparativement aux vitiligos stables (4,67,84).

Au total, de multiples biomarqueurs cutanés et sériques ont été testés, souvent dans de
petites cohortes et avec des méthodologies variables. Si ces recherches ont souligné certaines
tendances, elles nécessitent d’étre confirmées, car jusqu’a maintenant, aucun test biologique

n’a été validé pour déterminer I’activité du vitiligo.
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II. Contexte du projet et objectifs de I’étude

A. Intérét d’identifier des biomarqueurs

De multiples acteurs biologiques interviennent ainsi a des stades et a des degrés variables
dans la physiopathologie de cette maladie inflammatoire chronique. Ces découvertes
permettent d’envisager des thérapies ciblées au cours du vitiligo afin d’en améliorer la prise
en charge future.

Ainsi, I’identification de biomarqueurs associés a 1’activité du vitiligo apparait majeure
pour identifier les patients avec une maladie stable ou progressive et suivre biologiquement
cette activité avant et apres traitement. De ce fait, ces biomarqueurs pourraient étre des
indicateurs précoces de réponse thérapeutique, mais également pourraient permettre
I’identification en amont des patients bons répondeurs a une thérapie. De plus, du fait de la
survenue imprévisible des poussées, le monitoring de la maladie grace a ces biomarqueurs
aiderait le clinicien a I’identification précoce des rechutes.

Toutefois, les résultats des travaux déja réalisés apparaissent souvent contradictoires pour
une méme protéine étudiée. Le faible nombre d’études et des méthodologies différentes
(tailles d’échantillons et caractéristiques des patients, définitions de 1’activité de la maladie,
mesures de laboratoire) peuvent expliquer cette variabilité. De plus, la plupart de ces travaux
se sont intéressés a un seul ou un faible nombre de biomarqueurs. Or, le vitiligo est une
maladie cliniquement hétérogene et de physiopathologie complexe comme peuvent 1’étre
d’autres dermatoses inflammatoires chroniques, comme la dermatite atopique, pour laquelle
une combinaison de biomarqueurs a montré¢ une meilleure corrélation avec la sévérité de la

maladie que des biomarqueurs évalués individuellement (214,215).

B. Objectifs de notre étude

Ainsi, notre étude a pour principal objectif d’évaluer simultanément un panel de
marqueurs sériques dans le vitiligo non segmentaire. Tout d’abord, nous avons recherché les
biomarqueurs dérégulés chez les patients en comparaison aux sujets sains. Ensuite, nous
avons voulu identifier les biomarqueurs associés a I’activité du vitiligo (patients stables
versus progressifs). Enfin, des corrélations entre certains biomarqueurs ont été réalisées afin
de mieux définir leur implication sérique ainsi que des corrélations avec certains parametres

cliniques (surface cutanée atteinte, durée du vitiligo).
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MATERIEL ET METHODES
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I. Description de I’étude

A. Format de I’étude

Nous avons conduit une étude rétrospective observationelle mono-centrique dans le
service de dermatologie de 1’hopital St André a Bordeaux d’avril 2013 a avril 2018. Un
consentement €clairé et écrit a été obtenu de tous les patients inclus et 1’étude a été approuvée

par le comité éthique local de 1’université de Bordeaux.

B. Données relatives aux patients

1. Critéres d’inclusion et d’exclusion

Tous les patients consultant pour un vitiligo entre avril 2013 et avril 2018 ont été
identifiés a partir de données informatiques hospitali¢res. Parmi cette cohorte de 957 patients,
nous avons sélectionné 41 adultes agés de 18 ans ou plus qui avaient consenti a un
prélévement sanguin pour la recherche et présentant un vitiligo non segmentaire (vitiligo)
stable ou trés progressif, non traité¢ depuis au moins 3 mois. Ces patients ont été divisés en 2
groupes selon I’activité du vitiligo : vitiligo stable si le « spreading » score était de 0 ou +1
selon la définition du VETF (6), et vitiligo progressif si le « spreading » score était > +3.

Les criteres d’exclusion incluaient un vitiligo segmentaire ou indéterminé, un vitiligo
régressif selon le « spreading score », un vitiligo traité dans les moins de 3 mois et les
dépigmentations survenant chez les patients traités par immunothérapie pour un cancer
avance.

Des échantillons controles ont été obtenus de 19 volontaires sains ne présentant aucune
maladie auto-immune ou inflammatoire. Ces témoins €taient appareillés avec les patients sur

le sexe et I’age.

2. Informations collectées
Pour chaque patient, un questionnaire vitiligo (annexe 1) a été complété par le
clinicien selon les critéres du VETF (6): Les données démographiques et cliniques ont été
¢tudiées : I’age, le sexe, le phototype et I’origine ethnique du patient étaient recueillis ainsi
que I’age d'apparition et le type de vitiligo. Un stress émotionnel déclencheur était recherché
ainsi que la présence d’un prurit ou d’une sensation de brilure sur les 1ésions de vitiligo, un
phénomene de Koebner, une leucotrichie et une atteinte des organes génitaux. Le patient était

interrogé sur l'activité de la maladie au cours des 6 derniers mois (progressive, régressive ou
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stable), 1’existence d’une repigmentation antérieure (si oui, spontanée, sous traitement ou
apres exposition solaire), le type, la durée et I’efficacité des traitements antérieurs (utile / non
utile), le(s) traitement(s) actuel(s) et la date de début. Les comorbidités étaient notées :
maladie thyroidienne (si oui, présence d'auto-anticorps thyroidiens ou non), antécédents
personnels et / ou familiaux de MAI ou auto-inflammatoires (maladie thyroidienne, dermatite
atopique, PR, spondylarthrite ankylosante, psoriasis, DT1, pelade, MICI, anémie de Biermer,
LES, sclérose en plaques, canitie précoce (> 50% de cheveux blancs avant 1'age de 40 ans),
halo-naevi), les antécédents personnels de cancer cutanés, les autres maladies et leurs
traitements. L'histoire familiale incluait les parents du premier et du deuxieme degré. Enfin,
l'impact du vitiligo sur la qualit¢ de vie était évalué par les échelles de qualité de vie
Dermatology Life Quality Index (DLQI) et Quality of Life (QoL). Les patients répondaient a

la question « comment le vitiligo affecte-t-il votre vie quotidienne ? ».

3. Evaluation clinique

L'évaluation clinique selon le VETF (6) évaluait pour cinq régions du corps (téte et
cou, tronc, membres supérieurs, membres inférieurs, mains et pieds) : (i) I’extension du
vitiligo (pourcentage de la surface corporelle atteinte, de 0 a 100%) en utilisant la régle des 9;
(i1) le « staging » ou grade de pigmentation cutanée et folliculaire, allant de 0 (pigmentation
normale) a 3 (dépigmentation compléte avec blanchiment des cheveux > 30%); et (iii) le
« spreading » ou évolutivité du vitiligo (+1 progressif, 0 stable, -1 vitiligo régressif). Selon
les recommandations, le « staging » et le « spreading » étaient évalués en lumiére naturelle et
lumic¢re de Wood a partir de la plus grande macule de chaque région corporelle, sauf les
mains et les pieds évalués séparément (7,119). Leur score total respectif allait de 0 a 15 et de -
5 a +5. L’existence de halo-naevi (actuels ou antérieurs), leur nombre et leur localisation
¢taient notés. Le phénomene de Koebner était évalué selon les recommandations du VETF de
2011 (56) : Koebner de type 1 : dépigmentation survenue apres un traumatisme au cours de la
derniére année; Koebner de type 2A : dépigmentation correspondant a des zones de pressions
ou de frictions répétées, ou des zones de frottements chroniques liés aux vétements /
accessoires; Koebner de type 2B : dépigmentation clairement induite par un traumatisme
(linéaire, ponctué ou crénelé). Le K-VSCOR était calculé (compris entre 0 et 56) (117). Enfin,
des photographies cliniques étaient prises a chaque consultation pour aider 1'évaluation des

cliniciens.
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4. Evaluation sérologique
En I’absence d’antériorité biologique était réalisé un bilan thyroidien comprenant
TSH, AC anti-TGO et anti-TPO. Les limites de chaque laboratoire étaient utilisées pour
I’interprétation du dosage. L'état thyroidien était considéré comme « positif » en cas
d'antécédents personnels de maladie thyroidienne et / ou de présence d'auto-anticorps anti-

thyroidiens TPO ou TGO.

Un prélévement sanguin sur tube sec adressé au laboratoire de recherche était
effectué pour chaque participant et répété aux consultations de suivi. Ces échantillons de sang

ont été centrifugés et les sérums congelés a -80° C.

C. Définition de ’activité et de I’extension du vitiligo

L'activité du vitiligo a été classée dans l'une des deux catégories suivantes :
(1)  Vitiligo actif si le « spreading » score était > +3
(i) Vitiligo stable si le « spreading » score était de 0 ou +1

Les patients ayant un ‘spreading’ score < -1 et +2 ont été exclus des analyses.

L’extension du vitiligo correspondant au pourcentage de surface corporelle atteinte était

notée de 0 a 100% selon le VETF.

D. Choix des biomarqueurs
Nous avons choisi d’étudier 38 facteurs solubles, déterminés a partir de la littérature
et de la physiopathologie du vitiligo. Pour chacun des patients inclus dans cette étude, ces

analytes ont été dosés a partir des échantillons de sérum obtenus au décours des consultations.
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II. Technique ELISA

L’immuno-absorption enzymatique (ELISA pour Enzyme-linked immunosorbent assay) a
¢té utilisée afin de déterminer la concentration sérique des différents analytes dans chaque

¢échantillon de patient.

L’ELISA est une technique simple, facile d'emploi et peu coliteuse qui a prouvée son
utilitée pour mesurer la concentration de facteurs solubles dans le sérum. Il en existe
différentes variantes qui permettent de quantifier un ou plusieurs Ag simultanément. Cette
technique est toutefois limitée par la disponibilité¢ en AC spécifiques.

De fagon alternative, une courbe standard fondée sur des concentrations connues d’Ag est

préparée et utilisée pour déterminer la concentration d’un échantillon.

Pour ces dosages, nous avons utilis¢ deux variantes d’ELISA, dans lesquelles un analyte
soluble est capturé entre deux AC.

* Le premier AC, dit de fixation, permet la capture de I’antigene ;

* Le deuxieme AC, dit de révélation, est couplé a la biotine.
Une streptavidine couplée a une enzyme ou a un fluorochrome en fonction de la méthodologie
utilisée se lie a la biotine du deuxiéme AC. La quantitée d’enzyme (qui catalyse une réaction
colorée) ou de fluorochrome (mesure de la fluorescence) fixée est alors proportionnelle a la
protéine d’intérét dans I’échantillon. L’intensit¢ de coloration ou de fluorescence est
respectivement mesurée par spectrophotométrie ou cytométrie en flux et comparée a une

courbe étalon établie en paralléle.

A. ELISA classique

1. Principes de PELISA sandwich colorimétrique

6 étapes se succedent (figure 18) :

1. L’AC primaire (de capture) spécifique de I’Ag a mesurer (dilué en tampon PBS) est fixé
dans des plaques 96 puits traitées pour étre affines aux protéines (Maxisorp®,

Thermofisher Scientific). C’est I’étape de « coating » de I’AC.
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2. Apres lavage, 1’échantillon sérique contenant des taux inconnus de 1I’Ag a doser est ajoutg,
permettant la réaction avec ’AC immobilis¢. Une gamme étalon préparée en PBS 1%
BSA selon les recommandations du fournisseur est réalisée en parall¢le.

3. Apres lavage des puits, un AC secondaire (de détection) biotinylé est ajouté et se lie a
I’Ag capturé au niveau d’un épitope différent.

4. Aprés lavage, la Streptavidine conjuguée a 1’enzyme HRP (Peroxydase de Raifort) est
ajoutée. La Streptavidine se lie a la biotine du fait d’une forte affinité naturelle.

5. Apres un nouveau lavage est ajoutée une solution de révélation contenant le substrat pour
I’enzyme HRP, I’H,0O,. Le produit de la réaction obtenue est colorimétrique. La réaction
est arrétée par ajout d’H,SO4.

6. L'intensité¢ de cette coloration est mesurée a l'aide d'un spectrophotomeétre (MultiSkan
EX®, Thermo Scientific) a une longueur d’onde de lecture de 450 nm et de correction de
550 nm. La densité optique ainsi obtenue permet de déterminer la concentration de I’Ag a

partir d’une gamme étalon.
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Figure 18. ELISA sandwich colorimétrique. (d’aprés le site Certara.com)

2. Analytes étudiés
Cinq analytes ont été individuellement mesurés par cette méthode : HSP-70, la protéine
S100B, CD25s, CD27s et CXCL4 (duoset, R&D sytems).

Les caractéristiques de laboratoire pour chaque analyte sont détaillées dans le tableau 1.
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Anticorps de | Anticorps de Amplitude de Streptavidine-
capture détection gamme étalon HRP
HSP-70 4 pg/ml 150 ng/ml 125-4000 pg/ml 1/4(Q¢me
S100B 4 pg/ml 100 ng/ml 46.9- 3000 pg/ml 1/4(Q¢me
CD25s 2 pug/ml 100 ng/ml 62.6-2000 pg/ml 1/200¢me
CD27s 0.8 pg/ml 75 ng/ml 125-1000 pg/ml 1/4(Q¢me
CXCL4 2 ug/mL 200 ng/ml 15.6-1000 pg/ml 1/200¢me

Tableau 1. Paramétres de laboratoire pour chaque analyte étudié : concentration
finale des anticorps de capture et des anticorps de détection, seuils de détection de la
gamme étalon et dilution de la Streptavidine - Peroxydase de Raifort (SA-HRP)

B. ELISA Multiplex

La concentration sérique des autres analytes a ét¢ dosée par ELISA Multiplex grace

a 'immunodosage a base de billes de la technologie LEGENDPlex™ de Biolegend.

1. Principes de ’immunodosage a base de billes
L’immunodosage a base de billes est une variante d’ELISA sandwich permettant de
quantifier simultanément plusieurs Ag solubles (jusqu’a 13 pour Ila technologie
LEGENDPIlex™). Des billes de tailles et d’intensités de fluorescence différentes permettent
cette détection simultanée dans des échantillons biologiques en utilisant un cytomeétre en flux.
Le volume d’échantillon nécessaire et le risque de liaisons non spécifiques sont moindres
qu’avec la technique ELISA classique du fait d’une surface d’immobilisation des AC plus

petite.

La procédure se déroule en 4 étapes principales (figure 19) :

1. Les populations de billes utilisées sont de deux tailles et ont différentes intensités de
fluorescence internes (le fluorochrome est I’allophycocyanine (APC)), ce qui permet de
les distinguer clairement les unes des autres. Chaque ensemble de billes est conjugué a sa
surface avec des AC primaires spécifiques d’un Ag d’intérét. L’association bille-AC
primaires constitue une bille de capture pour I’analyte d’intérét qui se liera a ’AC

primaire.
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Un panel sélectionné de billes de capture est d’abord incubé avec un échantillon sérique
contenant des analytes cibles. Chaque analyte se lie alors a sa bille de capture spécifique.
Une gamme ¢étalon préparée selon les recommandations du fournisseur est réalisée en

paralléle.

Apres lavage, des AC de détection biotinylés sont ajoutés. Chacun se lie & son analyte
spécifique, formant ainsi des sandwichs de capture : AC primaire couplé aux billes -
analyte - AC de détection biotinylé.

La streptavidine-phycoérythrine (SA-PE) est ensuite ajoutée. Elle se lie aux AC de
détection biotinylés. La PE, qui est un fluorochrome, fournit un signal fluorescent dont

I’intensité est proportionnelle a la quantité d'analyte 1i¢ dans I’échantillon.

Enfin, les billes défilent dans un cytometre de flux permettant de collecter les données
concernant la taille et I’intensité de fluorescence des signaux PE et APC pour chaque

population de billes.

Les données sont analysées griace au logiciel fournit par LEGENDPlex'™: dans un
premier temps, les 2 tailles de billes sont distinguées sur un dot-plot par 1’étude de 2
parametres (FSC pour Forward SCatter et SSC pour Side SCatter) ¢évaluant
respectivement la taille et la granularité. Puis, pour chaque taille de billes, ’intensité de
fluorescence des signaux APC et PE est quantifiée et permet de distinguer la

concentration des différents analytes d’intérét sur la base d’une courbe standard connue.

PRINCIPLE OF THE ASSAY

1. 5 Collect Data by
Beads Flow Cytometry
= o’ QL ’ \. @/
- - Fe \ £ /
A4 - A5 \
-y - - L
b, e e @
" v ARY )
0 ’
- \ -
4 -
- ﬁ- y, Quantitate Using LEGENDplex™ Software
7 - 4 \‘ bz Biotinylated >
N ' Detection Ab Py /7',’
b P //’
& s @ —» /4
+ - V /4
> /
y -t *® &
_I_, v = * * L PE 0 e
] Sample Streptavidin PE
. /
'f f

Figure 19. Immunodosage a base de billes (d’aprées le site BioLegend.com)
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2. Analytes étudiés

* Deux panels prédéfinis ont permis d’étudier simultanément 13 analytes chacun (tableau 2) :
- Le panel « Human Inflammation » comprenant CCL2, IFN-a,, IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12, IL-17, IL-18, IL-23, IL-33 et TNFa.
- Le panel « Human Proinflammatory Chemokine » comprenant CCL2, CCL3, CCLA4,
CCL5, CCL11, CCL17, CCL20, CXCL1, CXCL5, CXCLS8 (=IL-8), CXCL9,
CXCL10 et CXCL11.

* Un kit a fagon a été réalisé (tableau 3) :

- Un 8-plex avec CXCL12, IL-4, IL-13, IL-22, IL-15, sFASL, granzyme B et perforine.

* Un LegendPlex ™ pour le TGF-P a permis sa mesure isolée (tableau 4).

Amplitude de gamme Amplitude de gamme
étalon étalon

CCL2 4.9 -10 000 pg/ml CCL2 2.4-10 000 pg/ml
IFN-a; 10.8- 10 000 pg/ml CCL3 1.9-10 000 pg/ml
IFN-y 17.4 - 10 0000 pg/ml CCL4 2.2-10000 pg/ml
IL-18 25.6- 10 000 pg/ml CCL5 2.4 - 5008 pg/ml

IL-6 9.3 -10 000 pg/ml CCL11 2.4-10 000 pg/ml
IL-8 10.1- 10 000 pg/ml CCL17 2.4-10 000 pg/ml
IL-10 9.6 - 10 000 pg/ml CCL20 1.7 - 10 000 pg/ml
IL-12 6.6 - 10 000 pg/ml CXCL1 3.8-10 000 pg/ml
IL-17 16.2 - 10 000 pg/ml CXCL5 2.4 - 4995 pg/ml

IL-18 4.9 -10 000 pg/ml CXCL8 1.3-10 000 pg/ml
IL-23 40.8 - 10 000 pg/ml CXCL9 2.4-10 000 pg/ml
IL-33 61.4 - 50 000 pg/ml CXCL10 2.4-10 000 pg/ml
TNF« 15.3 - 10 000 pg/ml CXCL11 2.0 -10 000 pg/ml

Tableau 2. Seuils de détection de la gamme étalon pour les analytes du panel « Human
Inflammation » et « Human Proinflammatory Chemokine » de LegendPlex™

80



Amplitude de gamme étalon
CXCL12 61 - 250 000 pg/ml
IL-4 1.6-10 000 pg/ml
IL-13 2.3-10000 pg/ml
IL-22 2.3-10000 pg/ml
IL-15 13.4-50 000 pg/ml
sFASL 3.1-10000 pg/ml
Granzyme B 21.8-50000 pg/ml
Perforine 2.4-10000 pg/ml

Tableau 3. Seuils de détection de la gamme étalon pour les analytes du 8-plex de
LegendPlex ™

Amplitude de gamme étalon
| TGF-B 2.4 -10 000 pg/ml

Tableau 4. Seuils de détection de la gamme étalon pour le TGF-p de LegendPlex™™

A noter que les dosages sériques de HSP-70, S100B, CD25s, CD27s et CXCL4 ont pu étre
réalisés sur la cohorte compléte de 60 sujets. En revanche, les dosages des autres analytes ont
été réalisés chez 50 sujets: 35 patients (17 patients au vitiligo stable et 18 au vitiligo

progressif) et 15 contrdles sains.
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III. Analyse statistique

Les analyses ont été effectuées en utilisant le logiciel GraphPad Software (version
7.0 pour Macintosh). Les variables continues sont présentées en déviations moyennes et
standard et les variables catégorielles sous forme de nombres et de pourcentages.
Afin d’identifier les biomarqueurs associé¢s au vitiligo et a l’activité du vitiligo, les
comparaisons entre les groupes ont été effectuées avec le test U non paramétrique de Mann-
Whitney. Tous les prédicteurs potentiels de la progression du vitiligo ont d'abord été évalués
individuellement.
Le test de corrélation de Spearman a été utilisé pour évaluer la force de 1'association entre les
variables. Les résultats font apparaitre le coefficient de corrélation (r).

Les valeurs de p inférieures a 0.05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
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RESULTATS
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I. Caractéristiques cliniques et démographiques

A. Patients

Les caractéristiques des 41 patients inclus rétrospectivement sont données dans le tableau
5: 21 femmes et 20 hommes, d’age moyen (£SD) 42.71 (+16.06) ans (tranche d’age 18-73
ans). Dix-huit (43.9%) avaient un vitiligo stable (« spreading » score moyen de +0.33) et 23
(56.1%) avaient un vitiligo trés progressif (« spreading » score moyen de +4.35). Les
caractéristiques générales (age a I’inclusion, sexe, durée d’évolution du vitiligo, antécédents
personnels de maladies inflammatoires et/ou auto-immunes, d’halo-naevus et statut
thyroidien) étaient similaires entre les 2 groupes. L’age moyen au début du vitiligo était de
31.76 (£16.81) ans (tranche d’age 6-66 ans), ce qui correspondait a une durée d’évolution
moyenne du vitiligo de 10.98 (£8.92) ans au moment de I’inclusion. Quatres types de vitiligo
non segmentaire étaient représentés incluant le vitiligo acro-facial pour 10 (24.39%) patients,
le vitiligo généralisé pour 26 (63.41%) patients, le vitiligo universel pour 1 (2.44%) patient et
le vitiligo mixte pour 4 (9.76%) patients. La surface corporelle moyenne atteinte (BSA pour
Body Surface Area) était de 13.73% (£12.73) et apparaissait significativement plus
importante dans le groupe vitiligo progressif que dans le groupe stable (p=0.012). Il existait
un PK chez 32 (78.05%) patients et le K-VSCOR moyen était de 33.53 (£11.9), avec une
tendance non significative a des résultats plus élevés pour ces 2 parametres dans le groupe
progressif comparé au groupe stable (p=0.15 et p=0.075, respectivement). Aucun des patients
de cette étude n’avait recu de traitement topique ou systémique dans les 3 mois précédents

I’inclusion.

B. Sujets témoins

Dix-neuf sujets sains, 8 hommes et 11 femmes, d’age moyen (+SD) 38.95 (£12.0) ans
(tranche d’age 23-58 ans) ont été inclus. Il n’y avait pas de différence significative entre le
groupe des témoins et le groupe vitiligo concernant I’age (d4ge moyen des hommes 40.88

(£11.69) ans ; age moyen des femmes 37.55 (£12.58) ans).
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Vitiligo

Vitiligo stable progressif
Caractéristiques (n=18) (n=23) Total (N=41)"
Sexe, Nb. (%)
Femme 11(61.11) 10 (43.48) 21(51.22)
Homme 7 (38.88) 13 (56.52) 20 (48.78)

Age a linclusion (années)

Moyenne (£DS)

43.89 (£16.69)

41.78 (+15.87)

42.71 (£16.06)

Rang 20-73 18-71 18-73
Age au début du vitiligo (années)

Moyenne (+DS) 32.78 (17.73) 30.96 (+16.41) 31.76 (16.81)

Rang 12-66 6-63 6-66

Durée du vitiligo (années)
Moyenne (£DS)
Type de vitiligo, Nb. (%)

11.11 (£9.89)

10.83 (+8.36)

10.95 (+8.95)

Acro-facial 5(27.78) 5(21.74) 10 (24.39)
Généralisé 13 (72.22) 13 (56.52) 26 (63.41)
Universel 0 1 (4.35) 1(2.44)
Mixte 0 4(17.39) 4 (9.76)
Histoire personnelle de maladie autoimmune ou auto-
inflammatoire, Nb. (%)
Oui, Thyroidites auto-immunes 5(27.78) 2 (8.70) 7 (17.07)
Oui, Autres maladies inflammatoires chroniques (incluant la
dermatite atopique, le psoriasis, le diabete de type 1, la pelade) 7 (38.89) 8(34.78) 15 (36.59)
Phénoméme de Koebner, Nb. (%)
Oui, Tous type 12 (66.67) 20 (86.95) 32 (78.05)
Phénomeéne de Koebner de type 1 5(27.78) 5(21.74) 10 (24.39)
Phénomeéne de Koebner de type 2a 10 (55.56) 18 (78.26) 28 (68.29)
Phénomeéne de Koebner de type 2b 1 (5.56) 7(30.43) 8 (19.51)
Non 6(33.33) 3(13.04) 9(21.95)
K-VSCOR (/56) (=DS) 30 (£11.18) 37.06 (+11.84) 33.53 (+11.90)
Surface corporelle atteinte (BSA) (%), moyenne (DS) 7.12 (£6.48) 18.91 (£14.09) 13.73 (£12.73)
Progression du vitiligo (Spreading score), moyenne (=DS) 0.33 (x0.49) 4.35 (+£0.78) 2.59 (£2.12)
Histoire personnelle d’hale-nzvus, Nb. (%)
Oui 5(27.78) 3(13.04) 8 (19.51)
Avant le début du vitiligo 5(27.78) 1 (4.35) 6 (14.63)
Apres le début du vitiligo 0 2 (8.70) 2 (4.88)
Non 13 (72.22) 20 (86.95) 33 (80.49)
Taux de TSH (pUI/ml), moyenne (xDS) 1.47 (£0.74) 1.55 (+0.88) 1.51 (+0.80)
Statut thyroidien*, Nb. (%)
Positif 6(33.33) 6 (26.09) 12 (29.27)
Négatif 12 (66.67) 16 (69.57) 28 (68.29)

Abréviations : Nb : Nombre ; DS : Déviation Standard ; BSA : Body Surface Area

*Statut thyroidien positif : thyroidites et/ou présence d’anticorps anti-thyroide.

Statut thyroidien négatif : absence de thyroidites et absence d’anticorps anti-thyroidien.

* Du fait de données parfois manquantes, la somme de chaque variable ne correspond pas
toujours au nombre total de patients de la colonne (n = 41).

Tableau 5. Répartition des caractéristiques individuelles des 41 patients en fonction de
Pactivité du vitiligo, stable versus progressif. Activité¢ définie selon le score de progression
« spreading score ».
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II. Dosage des facteurs solubles

Trente-huit facteurs solubles incluant des cytokines, chémokines, DAMPs, cluster de
différenciation (CDs) et marqueurs de cytotoxicité ont été dosés dans les sérums des patients
atteints de vitiligo et des sujets sains controles.

Afin de mieux comprendre 1I’implication du systéme immunitaire et I’impact de ces différents
facteurs solubles dans la physiopathologie du vitiligo, nous les avons classés selon leur profil
immunitaire. Dans un premier temps, des comparaisons entre les sujets sains et les patients ont
¢été réalisées afin d’identifier les facteurs sériques associés au vitiligo. Puis, les patients avec

un vitiligo stable ou progressif ont été comparés entre eux ainsi qu’aux sujets controles.

A. Analytes associés a ’'immunité innée

Les résultats des dosages ELISA et des tests de Mann-Whitney concernant les analytes
associés a I’immunité innée sont rapportés dans la figure 20. Les taux sériques d’IL-6 se sont
révélés significativement augmentés dans le groupe vitiligo comparativement aux controles
(p=0.0056) ainsi que dans le groupe des sujets progressifs (p=0.04) et stables (p=0.006)
comparés aux contrdles, mais sans différence entre les 2 groupes de vitiligo (stable versus
progressif, p=0.3819). De plus, les taux sériques de CXCL12 étaient significativement
diminués dans le groupe vitiligo comparé aux controles (p=0.0086) et particulierement dans le
groupe progressif comparé aux contrdles (p=0.0046). Une tendance similaire était notée dans
le groupe stable comparé aux controles (p=0.0894), mais aucune différence des taux de
CXCLI12 n’était objectivée selon I’activité du vitiligo.

Il n’y avait pas de différence significative entre le groupe vitiligo et contrdle pour les taux
sériques de CCL3, CXCL4, CXCLS5 (dont une partie des valeurs dépassaient le seuil supérieur
de détection), CXCLS et IFN-a. En revanche, les taux de CXCLS étaient significativement
diminués chez les patients avec un vitiligo progressif comparés aux patients avec vitiligo
stable (p=0.0018) et les taux chez les sujets stables n’étaient pas différents des sujets controles.
Les protéines S100B et HSP-70, appartenant aux DAMPs, ainsi que 'IL-1f3 et le TNF-a
n’étaient pas détectés du fait de valeurs inférieures au seuil de détection et ne sont pas

représentées dans les figures.
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Figure 20. Analyse par ELISA des niveaux sériques de différentes cytokines et chémokines
associées a une réponse immunitaire innée chez des sujets sains controles (C, n=15 sauf CXCL4
ou n=19), et patients présentant un vitiligo (V) stable (VS, n=17 sauf CXCL4 ou n=18) ou
progressif (VP, n=18 sauf CXCL4 ou n=23). Chaque symbole représente un individu. Les patients
progressifs sont représentés pas un carré rouge dans les analyses incluant tous les patients atteints

de vitiligo.

La barre d’erreur représente la moyenne + SEM (erreur type de la moyenne), * p < 0.05; *x p <
0.01; #*xx p < 0.001; ***x p < 0.0001; NS : Non significatif, test d¢ Mann—Whitney. Les valeurs

exactes sont notées en cas de tendance non significative.
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B. Analytes associés a 'immunité adaptative

Réponse immunitaire Th1/Tcl

L’expression sérique de nombreux marqueurs associé¢s a une réponse Th1/Tcl (IFN-y, IL-
12, CXCL10, CXCLI1) se sont révélés étre significativement augmentés dans le groupe
vitiligo comparé au groupe controle (p=0.0038, p=0.023, p=0.0062, p=0.0292,
respectivement) (figure 21).
Dans I’analyse de sous-groupes, nous avons remarqué que 1’augmentation des taux d’IFN-y et
d’IL-12 chez les sujets vitiligo était principalement associée aux patients stables (stables
versus contrdles, p=0.0003 et p=0.017, respectivement). De fagon intéressante, les niveaux de
ces deux cytokines étaient plus importants chez les patients présentant un vitiligo stable en
comparaison aux patients en phase active de la maladie (IFN-y, p=0.024 et tendance pour I’'IL-
12, p=0.0507) ; les patients actifs ne présentant pas de différence comparés au groupe
controle.
Concernant les chémokines CXCL10 et CXCLI11, leurs taux apparaissaient augmentés chez
les patients avec vitiligo stable (p=0.0695 et p=0.0392, respectivement) ou progressif
(p=0.0035 et p=0.0821, respectivement) comparés aux contréles. Une tendance a
I’augmentation de CXCL10 dans le groupe progressif comparé au groupe stable était aussi
notée, soulignant sa probable implication a D’activité du vitiligo (p=0.1178). Les taux de
CXCL9 n’étaient en revanche pas modifiés entre les groupes contrdle et vitiligo.
Concernant I'IL-18, ses taux apparaissaient significativement diminués dans le groupe

progressif par rapport au groupe stable (p<0.0001) et au groupe controle (p=0.0024).

Marqueurs de cytotoxicité

Parmi les marqueurs de cytotoxicité, la perforine (p=0.022), et plus modestement le
granzyme B (p=0.0577) étaient augmentés chez les patients atteints de vitiligo comparés aux
controles, tandis que les concentrations de sFAS ligand étaient similaires. L’augmentation des
taux de perforine était retrouvée chez les patients stables (p=0.0244) et plus faiblement chez

les patients progressifs (p=0.085).

Réponse immunitaire Th2
Parmi les facteurs liés a une réponse immunitaire Th2, seule une augmentation des
concentrations d’IL-13 et d’IL-33 ¢était observée chez les patients atteints de vitiligo en

comparaison aux sujets controles (p=0.0749 et p=0.0014, respectivement) ; les taux des
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chémokines CCL2, CCL4, CCLI11, et CCL17 étaient similaires entre les deux groupes (figure
21). Les niveaux d’IL-33 étaient significativement augmentés chez les patients stables et
progressifs, sans différence selon I’activité de la maladie. L’IL-13 tendait a étre augmentée de
fagon significative dans le groupe progressif comparé¢ au groupe contrdle (p=0.054), et une
tendance similaire se dessinait en comparaison au groupe stable. A noter qu’il existait une
baisse significative de 1’'IL-4 dans le groupe vitiligo comparé au groupe controle, mais les
concentrations de cette cytokine restaient dans la limite de détection et ce résultat était induit
par la seule valeur élevée retrouvée chez un sujet controle. En effet, cette significativité
s’inversait dans le sens d’une augmentation significative de I’IL-4 chez les patients (p=0.0074)
lorsque cette valeur élevée du groupe contrdle était retirée, soulignant 1’intérét d’augmenter la
cohorte de patients et de sujets contrdles a tester. Cependant, ces résultats indiquent que les
cytokines IL-4, IL-13 et IL-33 paraissent augmentées dans une population de patients atteints

de vitiligo.

Réponse immunitaire Th17/Th22

Une ¢élévation significative des niveaux de cytokines/chémokines associées a la voie Th17
(IL-17, IL-23, tendance pour CCL20) chez les patients atteints de vitiligo a également été mise
en évidence (figure 21). Ainsi, les taux d’IL-17, d’IL-23 et de CCL20 étaient plus élevés dans
le groupe vitiligo (p=0.0138 pour I’'IL-17, p=0.0004 pour I’'IL-23, p=0.0541 pour CCL20) et
vitiligo stable (p=0.003 pour I’IL-17, p=0.0001 pour I’IL-23, p=0.0072 pour CCL20)
comparés au groupe contrdle. Aussi, bien que les concentrations d’IL-17 et d’IL-23 tendaient
a augmenter chez les patients présentant une maladie progressive, les taux de ces deux
cytokines étaient plus faibles que chez les sujets ayant un vitiligo stable (p=0.026 pour I’IL-17
et tendance pour I’'IL-23, p=0.073).
Aucune différence n’a été retrouvée pour les marqueurs IL-22 et CXCLI entre le groupe des
sujets vitiligo et le groupe contréle. En revanche, les taux de CXCLI1 étaient plus élevés dans
le groupe stable comparé¢ au groupe contrdle (p=0.0248), sans différence entre les patients

progressifs et les sujets sains.

Réponse immunorégulatrice

L’IL-10, cytokine associée a une immunorégulation, a été trouvée a des taux plus élevés
dans le groupe vitiligo comparativement aux sujets contrdles (p=0.004), élévation retrouvée a
la fois dans le groupe des patients stables et progressifs (p<0.0001 et p=0.02). Il n’était pas

noté de différence selon 1’activité du vitiligo (figure 21). Les concentrations sériques de TGF-
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[ étaient en revanche similaires entre le groupe vitiligo et le groupe contrdle mais tendaient a

étre plus élevées dans le groupe des sujets progressifs que dans le groupe stable (p=0.0831).

Réponse lymphocytaire mémoire

Les taux d’IL-15, cytokine participant a la génération et a la fonction des LT
mémoires, ¢étaient significativement plus élevés chez les patients atteints de vitiligo, et plus
particulierement en phase active de la maladie, (p=0.0032 et p=0.0011, respectivement) en
comparaison au groupe contrdle. Par ailleurs, bien que non significative, les concentrations
d’IL-15 tendaient a étre plus importantes lorsque la maladie progressait (p=0.1711). Il semble

ainsi intéressant d’augmenter la cohorte de patients afin d’affiner ces résultats (figure 21).

Antigénes CD solubles
Les taux sériques des facteurs solubles CD25 et CD27 n’étaient pas différents chez les

patients par rapport aux contrdles (figure 21).

Ainsi, les échantillons sériques des patients présentaient une augmentation significative
additionnelle de marqueurs liés a la fois @ 'immunité innée (IL-6) et a I’immunité adaptative,
intéressant différentes voies de réponse immunitaire, incluant les voies Th1/Tcl (IFN-y, IL-12,
CXCL10, CXCLI11, perforine et granzyme), Th2 (IL-33, IL-13), Th17 (IL-17, IL-23, CCL20),
immunorégulatrice (IL-10) et mémoire (IL-15).

Si plusieurs de ces marqueurs pro- et anti-inflammatoires augmentaient a la fois chez les
patients stables et progressifs (IL-6, CXCL10, CXCL11, IL-33, IL-23, CCL20, IL-10, IL-15),
certains tendaient toutefois a étre préférentiellement augmentés chez les patients stables plutot
que chez les patients progressifs (IL-6, IL-23), tandis que d’autres n’étaient augmentés que
dans le groupe stable (IFN-y, IL-12, IL-17) avec des taux non différents entre les patients
progressifs et les controles. Au contraire, les niveaux sériques de I’'IL-15 et des chémokines
CXCL10 et CCL20 semblaient augmenter avec I’activité de la maladie.

Aussi, il a été constaté une diminution franche des taux de CXCLS8 et d’IL-18 chez les patients
progressifs par rapport aux sujets stables ou aux contrdles, tandis qu'une baisse de CXCL12

était notée chez les patients atteints de vitiligo sans différence selon le statut d’activité.

Ces résultats confortent 1’existence d’une activation immunitaire systémique dans cette
maladie et soulignent le caractére complexe de ses mécanismes et 1’hétérogénéité de la

maladie.
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Figure 21. Analyse par ELISA des niveaux sériques de différentes cytokines et
chémokines associées a une réponse immunitaire adaptative chez des sujets sains controles
(C, n=15 sauf CD25s et CD27s ou n=19), et patients présentant un vitiligo (V) stable (VS,
n=17 sauf CD25s et CD27s ou n=18) ou progressif (VP, n=18 sauf CD25s et CD27s ou n=23).
Chaque symbole représente un individu. Les patients progressifs sont représentés pas un carré
rouge dans les analyses incluant tous les patients atteints de vitiligo.

La barre d’erreur représente la moyenne + SEM (erreur type de la moyenne), * p < 0.05; ** p
< 0.01; #** p < 0.001; **x* p < 0.0001; NS : Non significatif, test de Mann—Whitney. Les
valeurs exactes sont notées en cas de tendance non significative.
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ITI1. Etudes de corrélations

A. Entre biomarqueurs

Comme discuté dans les parties introductives, le vitiligo est considéré principalement
comme une réponse immunologique de type Thl. Suite aux résultats obtenus sur les dosages
sériques de I’'TFN-y et CXCL10, deux marqueurs associés a cette réponse, nous avons évalué
leur éventuelle corrélation a d’autres marqueurs inflammatoires ou cliniques, en portant une
attention particuliére aux analytes présentant des niveaux dérégulés chez les patients atteints
de vitiligo. Nous avons pris I’exemple d’un biomarqueur caractéristique de différentes voies
immunitaires afin d’illustrer ces résultats (figure 22). Cette étude de corrélation intéressait les

35 patients avec vitiligo.

Ainsi, nous avons mis en évidence une corrélation positive étroite de I’IFN-y avec d’autres
marqueurs Thl (IL-12 et IL-18, p<0.0001 et p=0.0245, respectivement), mais aussi avec des
cytokines Th17 (IL-17 et IL-23, p<0.0001 et p=0.0008), Th2 (IL-33, p<0.0001),
immunorégulatrices (IL-10, p<0.0001) et de I’immunité innée (IL-6 et CXCLS, p<0.0001 et
p<0.0001) (figure 22 et résultats non présentés).

Concernant la chémokine CXCL10 qui tendait a augmenter chez les sujets progressifs
comparativement aux sujets stables, ses taux sériques corrélaient négativement avec des
facteurs de I’immunité innée (IL-6 et CXCL8, p=0.0077 et p=0.0213, respectivement), Thl
(IL-12 et IFN-y, p=0.0007 et p=0.0005), Th17 (IL-17, p=0.0006), Th2 (IL-33, p=0.0052) et
immunoréguleurs (IL-10, p=0.0032), tandis qu’une corrélation positive de CXCL10 avec les
deux autres chémokines ligands de CXCR3 ¢tait retrouvée (CXCL9 et une tendance pour

CXCL11, p=0.0209 et p=0.0524, respectivement).

Ces résultats confortent le caractére inflammatoire du vitiligo et I’implication
commune des voies Th1/Th17 dans I’inflammation des sujets atteints de vitiligo ainsi que
I’intervention d’une réponse régulatrice, peut-&tre compensatrice. La corrélation négative de
CXCL10 avec ces différents marqueurs pourrait souligner une dynamique de sécrétion

différente au cours du temps entre cytokines et chémokines.
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Figure 22. Etude de corrélation des biomarqueurs IFN-y et CXCL10 avec les analytes
présentant des niveaux dérégulés chez les patients atteints de vitiligo (n=35). Chaque point
représente les concentrations des biomarqueurs d’intérét chez un individu. Test de corrélation
de Spearman, 1= coefficient de corrélation, p= significativité statistique.
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B. Avec la clinique

Surface cutanée (BSA)

Dans un premier temps, nous avons évalué¢ de potentielles corrélations entre les
différents biomarqueurs avec la surface cutanée atteinte (BSA) (figure 23). Nos résultats
retrouvaient une corré¢lation négative pour 1’IL-12 (r=-0,3438, p=0.0431), I'IFN-y (r=-0.3706,
p=0.0284), I'IL-17 (r=-0.4658, p=0.0048) et une tendance pour CXCLS (r=-0.2971 et
p=0.083), tandis qu’une corrélation positive était notée pour CXCL10 (r=0.4874, p=0.003) et
une tendance était observée pour CXCL9 (r=0.3195, p=0.0614). Ces résultats sont
contestables car nos 2 populations de patients n’étaient pas similaires a I’inclusion. En effet,
les sujets progressifs présentaient une surface corporelle atteinte plus importante que les sujets

stables.

Durée du vitiligo

Nous avons ensuite corrélé les marqueurs sériques avec la durée d’évolution du
vitiligo et mis en évidence une corrélation positive pour 3 marqueurs de réponse Th1/Tcl et
de cytotoxicité, a savoir les chémokines CXCL9 (r=0.3075, p=0.0724), CXCL10 (r=0.3844,
p=0.0226) ainsi que la perforine (r=0.3612, p=0.033) (figure 23).
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Figure 23. Etude de corrélation de biomarqueurs présentant des niveaux dérégulés chez
les patients atteints de vitiligo (n=35) avec la surface corporelle atteinte (BSA) et la
durée du vitiligo. Chaque point représente un individu. Test de corrélation de Spearman, r=
coefficient de corrélation, p= significativité statistique.
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DISCUSSION
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I. Rappel des principaux résultats

A notre connaissance, notre étude est la premiére a mesurer simultanément un grand
nombre de marqueurs sériques dans un groupe de patients atteints de vitiligo stable et
progressif, sans traitement actif depuis au moins 3 mois. Quarante-et-un patients et dix-neuf
controles ont pu étre inclus dans notre étude descriptive intéressant 38 facteurs solubles.
Certains de nos résultats sont apparus concordants avec les données de la littérature tandis que

d’autres étaient plus inattendus.

Ainsi, les échantillons sériques des patients présentaient une élévation significative des
niveaux de marqueurs liés a la fois a I’'immunité innée (IL-6) et & I’immunité adaptative
intéressant différentes voies de réponse immunitaire, incluant les voies Th1/Tcl (IFN-y, IL-
12, CXCL10, CXCLI11, perforine et une tendance pour granzyme), Th2 (IL-33 et une
tendance pour I’'IL-13), Th17 (IL-17, IL-23 et une tendance pour CCL20), immunorégulatrice
(IL-10) et mémoire (IL-15). Ces résultats associés a la corrélation positive de la majorité de
ces facteurs avec I'IFN-y, cytokine clef de la physiopathologie du vitiligo, confortent
I’existence d’une activation immunitaire systémique dans cette maladie inflammatoire

chronique et soulignent son hétérogénéité.

Parmi ces marqueurs, 1’élévation chez les patients, et notamment les patients progressifs, du
facteur pro-inflammatoire CXCL10 est en accord avec les données de la littérature, tandis que
d’autres facteurs ont jusqu’ici été peu (IL-6, IL-33, IL-13, IL-23, IL-10) ou non étudiés
(CCL20, IL-15 ou encore la perforine et le granzyme B) dans le sérum des patients alors que

leur implication dans la physiopathologie du vitiligo est suspectée.

De facon surprenante, certains de ces analytes tendaient a étre significativement augmentés

seulement chez les patients stables (IFN-y, IL-12, IL-17).

A Tinverse, la chémokine CXCL12 ¢tait le seul analyte dont les taux diminuaient
significativement chez les patients et les taux de CXCL8 et d’IL-18 diminuaient de fagon

significative seulement dans le groupe des sujets progressifs comparés aux patients controles.

La chémokine CXCL10 et I’IL-15 augmentaient chez les patients progressifs comparés aux

sujets stables, soulignant leurs intéréts potentiels comme biomarqueurs d’activité du vitiligo.
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II. Analyse des biomarqueurs entre patients et controles

A. Résultats concordants avec les données de la littérature

1. Marqueurs antérieurement étudiés dans le sérum de patients atteints de vitiligo

CXCL10 est la chémokine jusqu’ici la plus rapportée dans les études de marqueurs
sériques du vitiligo. Son élévation dans le sérum de nos patients, et notamment chez les
patients progressifs est en accord avec les résultats sériques des études antérieures
(99,185,186). Aussi, [’¢lévation significative de I'IFN-y chez les patients renforce
I’implication de cette voie IFN-y-CXCL10 dans le vitiligo (101,216). Toutefois, I’absence de
significativit¢ de CXCL9, autre chémokine ligand de CXCR3 est probablement liée a un
manque de puissance de notre étude, car son augmentation chez les patients notamment
progressifs est démontrée dans la littérature (185,186).

Alors que l’augmentation sérique de CXCLI0 et a un moindre degré de CXCL9 est
concordante avec les données de la littérature, la corrélation négative de CXCL10 avec
d’autres marqueurs pro-inflammatoires comme I'IFN-y, I'IL-17, et immunorégulateurs
comme I’IL-10 parait plus surprenante. Certaines hypothéses peuvent étre émises: la
cinétique de sécrétion des cytokines comme I'[FN-y et des chémokines ligands comme le
CXCL10 peuvent étre différentes, avec une sécrétion des chémokines peut-étre plus constante
ou continue dans le temps permettant de mieux discriminer a un temps donné les patients
progressifs des patients stables, alors que 1’expression de cytokines comme I’IFN-y est plus
courte avec des taux variant peut-&tre plus rapidement. Par ailleurs, il peut également étre
suggéré que les cytokines inflammatoires comme I’IFN-y sont principalement produites au
niveau du site cutané par des lymphocytes de type Thl/Tcl résidents ou préalablement
recrutés au niveau cutané a partir du sang périphérique suite a I’expression de chémokines
ligands CXCL9 et CXCL10.

Cette hypotheése de production des cytokines et chémokines selon des modeles spatiaux et
temporels distincts au cours de la progression du vitiligo a déja été soulevée dans une étude
montrant une expression de CXCL9 au niveau cutané plus précoce et plus courte que celle de

CXCL10 (211).
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Aussi, parmi les cytokines et chémokines étudiées et connues pour leur implication
dans I’'immunité innée, seule I'IL-6 était augmentée chez les patients, soutenant son
implication possible dans la maladie. A noter que cette cytokine intervient également dans la
différenciation des LT auxiliaires naifs en LT de type Thl7. La stabilité de ses taux selon
I’activité du vitiligo peut faire penser qu’elle ne participe pas aux poussées de vitiligo, comme
cela est soutenu majoritairement dans la littérature (170,172,174), ou que notre étude manque
de puissance puisque les taux d’IL-6 étaient corrélés aux taux d’IFN-y, et que deux équipes
ont identifi¢ cette cytokine comme un marqueur sensible de 1’activité du vitiligo (99,179).
L’absence de détection de I’'IL-1f3, du TNF-a, et des DAMPs (S100B et HSP-70) ne nous a
pas permis d’évaluer plus précisément I’implication de I’immunité innée et des signaux de

danger dans le vitiligo.

Parmi les facteurs liés a une réponse Th2, nous avons retrouvé que 1’IL-33 était
significativement présente a des taux plus importants chez les patients avec vitiligo comparés
aux controles, sans variation selon I’activité du vitiligo. Une tendance similaire était notée
pour I'IL-13. L’IL-33 est une cytokine appartenant a la famille de I’IL-1. Elle est
principalement exprimée par les cellules des tissus barricres, et impliquée dans la
différenciation des cellules Th2, elles-mémes productrices d’1L-4, IL-5 et IL-13. Par ailleurs,
cette cytokine semble constituer un « signal d’alarme » en réponse a un dommage ou une
inflammation tissulaire, capable ensuite d’activer une réponse immunitaire innée puis
adaptative différente selon le contexte inflammatoire (217). Alors que le role de cette cytokine
est bien démontré au cours de pathologies inflammatoires chroniques comme le psoriasis, la
PR ou les MICI, elle reste peu étudi¢e dans le vitiligo. Son augmentation a été rapportée a la
fois dans le sang et la peau de patients (98,218). De plus, il a été montré dans le vitiligo que
I’IL-33 participait a la perte des mélanocytes via I’inhibition des facteurs de croissance SCF et
B-FGF et I’¢lévation de I’expression du TNF-a et de I'IL-6 par les kératinocytes (218).
L’¢lévation sérique de 1I’IL-13 chez les patients n’avait jusqu’alors été rapportée que dans une

seule étude (177).

En outre, 1’¢élévation de I’IL-23 chez les patients atteints de vitiligo, cytokine
impliquée dans la différenciation des cellules Th17, est en accord avec la seule étude
rapportée (219), alors que son implication dans d’autres MAI (maladie de Crohn, psoriasis,

PR) semble désormais admise (220). Les niveaux plus élevés d'IL-23, accompagnés d'une
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augmentation des taux d'IL-6, pourraient favoriser la différenciation des cellules Th17 et

entrainer une augmentation de la production d'IL-17 et d’IL-6.

Aussi, une augmentation significative de la production d'IL-10 dans le sérum des
patients et des sujets progressifs a été observée, suggérant que 1'inflammation déclenchée par
la réponse immunitaire Th1/Th17 puisse avoir induit une réponse immunorégulatrice par les
LTreg visant a rétablir 1'équilibre immunitaire et limiter cette inflammation. La corrélation
positive de I’'IL-10 avec I’'IFN-y soutient cette hypothése. Pourtant, si deux études ont déja
noté une ¢élévation de I’IL-10 dans le sérum de patients atteints de vitiligo (172,177), aucune
n’a jusqu’ici rapport¢ d’association de cette cytokine avec I’activit¢ du vitiligo
(82,172,177,180), et plusieurs soutiennent méme un déséquilibre du systéme immunitaire

régulateur (quantitatif et/ou qualitatif) chez les patients (4,74,78-82).

2. Marqueurs antérieurement suspectés dans le vitiligo sur des données non

sériques

Le dosage sérique de I'IL-15, cytokine importante pour la réponse mémoire, n’avait
jusqu’alors jamais été réalisé dans le vitiligo. Son élévation chez les patients soutient que le
vitiligo est une maladie cutanée a mémoire immunitaire. En effet, de récentes études ont
indiqué que la signalisation par I’IL-15 était importante pour la génération et le
fonctionnement de LTry cutanés (221,222). Par la suite, il a ét¢ démontré dans un modele
murin de vitiligo que le blocage a court terme de cette cytokine ou de son récepteur réduisait
la fonction effectrice des LTrm (mesurée par la production d’IFN-y) tandis qu’a long terme, il
épuisait les LTry et permettait une repigmentation durable (223). Ces résultats restent a
confirmer chez ’homme mais laissent présager de I’intérét de thérapies ciblées anti-IL-15 ou

anti-récepteur de 1’IL-15 permettant d’obtenir des repigmentations durables chez les patients.

Enfin, I’élévation des taux de la perforine, et dans une moindre mesure de granzyme B
fait suspecter que la disparition des mélanocytes soit, au moins en partie, liée a leur apoptose
induite par les lymphocytes T cytotoxiques et impliquant le mécanisme perforine/granzyme.
Leur dosage sérique n’avait jusqu’alors jamais été réalisé mais est en accord avec I’hypothése
de certains auteurs d’un role direct des LT CD8+ cytotoxiques dans le vitiligo (4,75,88). Ces

résultats sont aussi en accord avec 1’abondant infiltrat lymphocytaire T CDS et les taux accrus
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de perforine et de granzyme retrouvés au niveau cutané péri-lésionnel (67,224). Toutefois, ce
mécanisme cytotoxique ne semble pas étre le seul impliqué puisque les anomalies
métaboliques des mélanocytes et I’hypothése de mélanocytorrhagie, détachement des
mélanocytes en partie liée a leur mauvaise adhésion au niveau de la base de 1’épiderme, sont
d’autres mécanismes pouvant expliquer la perte des mélanocytes au cours du vitiligo

(55,107,225).

Ainsi, si I’élévation sérique de ces différents facteurs était concordante avec les
résultats de plusieurs études antérieures et avec les hypotheses physiopathologiques émises

dans le vitiligo, d’autres résultats se sont toutefois révélés plus surprenants.
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B. Résultats contradictoires ou inattendus

1. Biomarqueurs augmentés seulement chez les sujets stables

Nous avons ¢été¢ surpris d’identifier trois biomarqueurs (IFN-y, IL-12, IL-17)
significativement augmentés chez les patients avec vitiligo et seulement dans le groupe des
sujets stables, tandis que leurs taux chez les patients progressifs ne variaient pas du groupe

contrdle.

* Parmi ces facteurs, 'IFN-y est la cytokine la plus étudiée et semble majeure dans la
physiopathologie du vitiligo. Toutefois, les résultats des études concernant ses taux sériques
sont trés contrastés, certaines ne relevant pas de modification des taux d’IFN-y chez les
patients (66,99,174,177), tandis que d’autres ont retrouvé des taux d’IFN-y significativement
augmentés a la fois chez les patients comparés aux controles et chez les sujets progressifs
comparés aux sujets stables (175,176). En revanche, aucune n’a rapporté d’¢lévation
préférentielle de cette cytokine chez les patients stables. Toutefois, la participation de I’'IFN-y
dans le vitiligo laisse présager de 1’utilité d’anti-JAK d’autant que d’autres cytokines utilisent
cette voie JAK-STAT telles que I’'[L-4, I’'IL-2, I’IL-6, I’IL-15, dont certaines sont retrouvées a

des taux ¢élevés dans notre population de patients.

* L’IL-17 fait aussi partie des cytokines majoritairement étudiées. Si les résultats s’accordent
sur son augmentation dans la population de patients avec vitiligo comparativement a des
sujets contrdles (66,96,99,162,170,177), son implication avec I’activité du vitiligo est moins
rapportée et varie toujours dans le sens d’une augmentation dans le groupe des patients

progressifs versus stables (96,99,177).

* L’IL-12 est un médiateur clef de I'immunité cellulaire qui induit la différenciation des LT
auxiliaires précurseurs en cellules Thl, induit la production d’IFN-y et de TNF-a par les
cellules T activées et augmente 1’activité cytotoxique des cellules T et NK. Son implication
dans le vitiligo n’a jusqu’alors pas été étudiée, mais son augmentation chez les patients
comparés aux contrdles et sa corrélation avec I’IFN-y est en accord avec la présence d’autres
biomarqueurs Thl. De plus, I’¢lévation conjointe de I’'IL-12 et I’'IL-23 dans le vitiligo soutient

que leur inhibition pourrait constituer une stratégie thérapeutique prometteuse, capable
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d'améliorer 1'évolution clinique du vitiligo. Il a d’ailleurs été rapporté I’amélioration d’un
vitiligo chez une patiente traitée par Ustekinumab (AC monoclonal dirigé contre la sous-unité

p40 commune a I’IL-12 et & I’'IL-23) pour un psoriasis cutané (226).

Ainsi, I’¢élévation significative de I'IFN-y, '[L-12 et I'IL-17 chez les patients atteints
de vitiligo mais principalement chez les patients stables associée a la corrélation positive
étroite de I’I[FN-y avec de nombreux biomarqueurs inflammatoires de I’immunité innée et
adaptative Th1/Th17 confortent le caractére inflammatoire du vitiligo et I’implication
commune des voies Th1/Th17 dans la maladie. Ces données laissent suggérer un profil
inflammatoire persistant chez les patients cliniquement stables a ’origine éventuelle de
poussées futures de la maladie. Cependant, comme biomarqueur clinique d’activité de la
maladie, 'IFN-y, I’'[L-12 ou I’IL-17 ne peuvent étre utilisées contrairement au dosage de

CXCL10 qui permettrait de mieux discriminer les patients progressifs des patients stables.
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2. Biomarqueurs diminués chez les patients, notamment les sujets progressifs

Aussi, nous avons ¢été surpris d’identifier une baisse des taux de CXCLS et d’IL-18 chez
les patients progressifs par rapport aux patients stables, alors que les taux de ces 2 analytes
n’étaient pas différents entre les sujets stables et les contrdles. Si ces analytes n’ont jamais été
dosés dans le vitiligo, leur implication dans d’autres maladies inflammatoires ou
autoimmunes Th1/Th17-médiées comme le psoriasis ou la PR est observée (227-229).

Ainsi, notre résultat est d’autant plus surprenant que les taux d’IL-18 et CXCLS sont corrélés
positivement avec I’'IFN-y dont nous avons retrouvé des taux significativement accrus chez
les sujets stables, suggérant que ces 2 analytes participent potentiellement a 1’inflammation du
vitiligo et que 1’absence de différence objectivée entre le groupe stable et contrdle puisse étre
liée 2 un manque de puissance. Toutefois, la baisse significative de leurs taux chez les sujets
progressifs pourrait évoquer une expression peut-étre plus d’origine cutanée sans reflet de leur

expression au niveau systémique.

* L’IL-18 est une cytokine membre de la famille de I’IL-1, qui nécessite comme I’'IL-1f3
d’étre activée dans sa forme mature par la caspase 1 induite par I’inflammasome NLRPI. Si
I’IL-18 participe préférentiellement a la production des cytokines de type Thl en induisant la
production d’IFN-y, mais également des molécules cytotoxiques par les cellules T activées et
les cellules NK en présence d’IL-12 ou d’IL-15, elle peut aussi en 1’absence d’IL-12
augmenter la production de cytokines Th2 ou encore induire la production d’IL-17 en
présence d’IL-23. Bien qu’elle n’ait jamais été dosée dans le sérum de patients atteints de
vitiligo, sa participation est soutenue par les études rapportant I’implication de NLRP1 dans le
vitiligo et d’autres maladies inflammatoires ou auto-immunes comme le LES, la PR, le DT,
le psoriasis ou la maladie de Crohn (230). En effet, un polymorphisme du gene NLRPI (25) a
été démontré, ainsi que I’expression de NLRP1 au niveau des zones péri-lésionnelles de

vitiligo (209,231).

* La chémokine CXCLS8, anciennement nommée IL-8, est essenticlle a 1’activation et au
recrutement des leucocytes via ses récepteurs CXCR1-2. Cet axe est impliqué dans la
pathogenése de nombreuses maladies dont 1’asthme, la PR, les MICI et le psoriasis dans
lesquelles 1'expression de CXCLS est stimulée par diverses cytokines pro-inflammatoires (IL-
1, IL-6, CXCL12 et TNF-a) et les ROS (229). Dans le psoriasis, I’IL-17 induit la production

de CXCLS8 par les kératinocytes et I'utilisation d’anti-IL-17 réduit I’expression de cette
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chémokine (232). Si CXCLS8 n’a jamais été dosée chez les patients atteints de vitiligo, sa

corrélation positive avec I’IFN-y est en accord avec sa participation.

Nos résultats concernant CXCL12 sont aussi surprenants car il s’agit du seul
biomarqueur dont les taux diminuent significativement dans le groupe vitiligo par rapport aux
contrdles, sans différence selon 1’activité du vitiligo. Cette chémokine a démontré son role
clef dans I'homéostasie tissulaire et les réponses inflammatoires en dirigeant les leucocytes et
lymphocytes vers le site de l'inflammation via I’expression a leur surface du CXCR4 (233).
Elle s'est révélée élevée dans plusieurs autres MAI et dans des affections cutanées
inflammatoires telles que le psoriasis et le lupus (234,235). Dans le vitiligo, une équipe a
rapporté une ¢lévation de sécrétion de CXCL12 par les mélanocytes de 1ésions précoces de
vitiligo (103), et une étude sérique retrouvait une corrélation positive entre les taux de
CXCL12 et I’activité récente (< 3 mois) du vitiligo (188). Ainsi, la baisse sérique de cette
chémokine chez nos patients pourrait refléter sa localisation préférentielle sur le site cutané
comme le suggerent les prélévements locaux (103). Une autre explication de la baisse de
CXCLI12 chez les patients serait li¢e a I'implication de CXCLI12 dans des activités
immunologiques a multiples facettes, notamment dans certains ¢événements anti-
inflammatoires en induisant la polarisation de cellules Treg productrices d’IL-10 (233). Ainsi,
la baisse sérique de CXCL12 traduirait un défaut quantitatif de régulation de I’inflammation
chez les patients, favorisant donc le développement du vitiligo. Cependant, ces résultats
doivent étre confortés par I’analyse d’un plus grand nombre de patients et d’autres recherches

sur I’implication de CXCL12 dans la pathogenése du vitiligo sont nécessaires.
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III. Corrélations des biomarqueurs avec la clinique

A. Surface cutanée BSA

Nos résultats concernant la corrélation de biomarqueurs avec la surface cutanée sont
contestables car nos 2 populations de patients n’étaient pas similaires a I’inclusion. En effet,
les sujets progressifs présentaient une surface corporelle atteinte significativement plus
importante que les sujets stables (18.91% versus 7.12%). Ainsi, nous n’avons pas tir¢ de

conclusions de ces résultats.

B. Durée du vitiligo

En revanche, nous avons mis en évidence une corrélation positive des 2 chémokines
CXCL9 et CXCL10 ainsi que du marqueur de cytotoxicité perforine avec la durée du vitiligo,
soutenant que ces biomarqueurs puissent étre impliqués dans la maintenance de la maladie et
que celle-ci est médiée par une réponse préférentiellement Th1/Tcl, voire Th1/Th17. En effet,
ces chémokines jouent un rdle essentiel dans le systtme immunitaire en facilitant I’activation
et le trafic des cellules exprimant le CXCR3 au cours des réponses innées et adaptatives. Ces
analytes pourraient ainsi constituer des marqueurs de suivi de la progression du vitiligo et de

bonne réponse thérapeutique comme cela a été évoqué par quelques études (185,186,211).
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IV. Limites de I’étude

A. Choix des patients

Nos deux populations de patients ne sont pas pleinement représentatives de la cohorte des
sujets consultant pour vitiligo. En effet, I’objectif de cette étude exploratrice était d’obtenir
deux populations bien distinctes sur le plan clinique (stable versus trés progressif) afin de
mettre en évidence des biomarqueurs sériques variants selon ’activité du vitiligo. Aussi, les
patients ont été sélectionnés sur la base du statut d’activité du vitiligo : stable ou trés
progressif. Pour ce faire, nous avons volontairement exclu les vitiligos a activité intermédiaire
(spreading score +2) et régressive. De plus, dans la mesure ou notre étude était rétrospective,
nous avons été confrontés a des données manquantes, concernant notamment la présence d’un
PK et son type, le K-VSCOR, le bilan thyroidien et le dosage des IgE. Ainsi, nous avons
privilégié I'inclusion des 41 patients pour lesquels les données recueillies a la consultation
¢taient le plus complétes. Aussi, un PK était présent chez 78% des patients de notre cohorte
alors qu’il est de 21% a 62% dans les études jusqu’ici rapportées (56). Le choix d’une
population de patients trés progressifs peut avoir influencé cette forte incidence du PK dont

on connait I’association positive avec ’activité du vitiligo.

Notre population était & majorité caucasienne, puisque seuls deux patients étaient d’origine
arabe. De ce fait, nos résultats ne peuvent pas s’appliquer a toute une population de vitiligo,
d’autant qu’il existe des polymorphismes génétiques et des phénotypes cliniques pouvant étre

influencés par I’origine ethnique.

L’association du vitiligo avec d’autres MAI ou inflammatoires qu’avaient certains de nos
patients représente un biais supplémentaire dans 1’é¢tude de tels marqueurs. En effet, ces
maladies ont également une participation immunitaire systémique impliquant les voies
Th1/Th17 (psoriasis, maladie de Crohn, pemphigus, LES, DT1), Th2 (atopie), ou encore
Th1/Th2 (pelade). Toutefois, nous avions décidé de conserver ces patients car 1’association du

vitiligo avec d’autres MAI est fréquente.
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B. Puissance de I’étude

L’absence d’association de certains marqueurs avec le vitiligo et/ou son activité est peut-
étre lice a un défaut de puissance, les effectifs de patients restants faibles et devant étre

augmentes.
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V. Perspectives

Notre étude exploratrice constitue une premiére base de données. Il serait intéressant de
pouvoir confirmer ces résultats et de les élargir a une plus grande cohorte de patients,
idéalement par une étude prospective multicentrique au cours de laquelle I’ensemble des

données relatives au questionnaire VETF seraient recueillies.

Par ailleurs, a partir de nos résultats et des hypotheses émises, il serait intéressant de pouvoir
suivre 1’évolution dans le temps de ces différents biomarqueurs chez un méme individu en
répétant les dosages lors des phases d’évolution spontanée de la maladie et des phases de
traitement. Les variations de biomarqueurs ainsi objectivées pourraient étre corrélées aux
événements cliniques du patient. Idéalement, la réalisation de biopsies cutanées péri-
Iésionnelles et non Iésionnelles concomitantes aux prélevements sériques permettrait de
mieux appréhender les mécanismes impliqués dans les poussées et les épisodes de
repigmentation, mais aussi de vérifier les hypothéses émises a partir de nos données

biologiques.

Aussi, I’identification des analytes se modifiant chez les patients traités comparés a un groupe

de patients non traités serait utile au suivi thérapeutique.

L’objectif final d’une telle approche est d’établir la carte d’identité du vitiligo et d’en définir
les spécificités selon le type de vitiligo et ’activité. Dés lors, des thérapies ciblées dirigées
contre les acteurs impliqués dans les poussées de vitiligo et/ou visant a rétablir les
mécanismes défaillants pourraient étre développés. Le choix de la thérapeutique pourrait ainsi
étre personnalisé a la lumiere des biomarqueurs impliqués chez un patient a un temps donné.
Les changements de signature / profils inflammatoires des biomarqueurs identifiés seraient
évalués au décours des consultations par une biologie sanguine et orienteraient la

thérapeutique.

Dans ce sens, la réalisation d’études bioinformatiques serait une aide pour individualiser des
combinaisons de biomarqueurs identifiant des groupes de patients tel que par exemple un
panel associ¢ au vitiligo acro-facial progressif, un panel associ¢ a une future poussée de

vitiligo etc.
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CONCLUSION
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Notre étude du profil sérologique des marqueurs pro- et anti- inflammatoires chez les
patients atteints d’un vitiligo apporte de nombreuses données intéressantes qui seront

importantes a confirmer en augmentant la population de 1’étude.

Le vitiligo est a ce jour considéré comme une maladie dont le mécanisme immunologique est
principalement li¢ a une réponse de type Th1/Tcl. Cette vision est certes confirmée par notre
¢tude, mais elle parait cependant trop resteinte compte tenu de nos résultats. En effet, le
vitiligo apparait étre une maladie dont les mécanismes immunologiques impliqués sont bien
plus complexes, avec I’'implication également de profils inflammatoires et de réponses de type
Th1/Th17, Th17 ou Th2 soutenues par leur corrélation positive a I’IFN-y, cytokine clef du

vitiligo. Ces résultats reflétent aussi I’hétérogénéité clinique des patients.

Toutefois, si I’¢élévation de plusieurs de ces facteurs pro et anti-inflammatoires chez les
patients est en accord avec les données de la littérature, I’augmentation préférentielle chez les
sujets stables de certaines cytokines majeures des voies Thl et Th17 tels que 'TFN-y, ’'IL-12
et ’IL-17 pourrait suggérer un profil inflammatoire persistant chez les patients cliniquement

stables, peut-étre a 1’origine des poussées ultérieures.

L’augmentation de la chémokine CXCL10 chez les patients progressifs comparés aux sujets
stables, ainsi que celle de I’'IL-15 dans une moindre mesure, souligne leurs intéréts potentiels
comme biomarqueurs d’activité du vitiligo. La corrélation positive de CXCL10 avec CXCLD9,
mais négative avec plusieurs facteurs pro- et anti-inflammatoires dont I’IFN-y, laisse suggérer
qu’il existe un modele de cinétique distinct entre I’expression sérique des cytokines, peut-Etre
plus bréve que celle de ces chémokines qui serait plus prolongée dans le temps comme en
témoigne aussi la corrélation positive de CXCL10 et CXCL9 avec la durée d’évolution du

vitiligo.

Il a également été suggéré que les cytokines inflammatoires comme I’IFN-y soient
principalement produites au site cutané par des lymphocytes de type Th1/Tcl résidents dans
la peau ou recrutés au niveau cutané a partir du sang périphérique suite a I’expression de
chémokines ligands CXCL9 et CXCL10. Cette localisation cutanée préférentielle de certaines
cytokines ou chémokines lors des poussées d’activité pourrait expliquer la baisse au niveau

sérique de certains facteurs pro-inflammatoires comme 1I’'IL-18, CXCL8 et CXCL12 chez les
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patients, notamment progressifs. La cinétique de sécrétion et la localisation des biomarqueurs

reste donc a préciser.

Les divergences retrouvées avec les études antérieures pourraient étre dues en partie aux
variations géographiques (population génétiquement différente), a l'activité de la maladie

(définition non consensuelle) et aux MAI associées.

Ainsi, bien qu’exploratoire, cette étude nécessite des confirmations par I’inclusion d’un plus
grand nombre de patients afin de confirmer ou d’infirmer certaines de nos données. Des
¢tudes plus poussées prenant en compte le profil démographique et clinique des patients
seront importantes a réaliser afin de déterminer peut-étre des sous-groupes de patients
caractérisés par un profil immunologique particulier permettant de proposer des

thérapeutiques ciblées en développement.
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Annexe 1. Questionnaire VETF

VETF EVALUTION FORM, JANUARY 2013

CENTER

INCLUSION NUMBER
FOLLOW-UP NUMBER

VITILIGO
Date of recording:
Initial patient (S-N) Date of birth Sex:oF oM
Height: cm Weight: Kg

Age at onset:

Disease duration:

TYPE OF VITILIGO (REVISED NOMENCLATURE 2012)

Vitiligo/NSV O
Acrofacial a
Generalized non acrofacial [
Universal |
Mucosal (more than one site) |
Mixed vitiligo |
Undetermined vitiligo
Focal
Mucosal (only one site) a

Segmental vitligo  (please draw segment on figure) O

Monosegmental O

Bisegmental m|

Plurisegmental O
Disease activity-(last six months) O Progressive O Non progressive
Previous episodes of repigmentation: O No

O Yes, Spontaneous
O Yes, Following treatment
O Yes, following Sun exposure

Koebner’s phenomenon

Depigmentation on scars: O Yes O No
Koebner phenomenon Type 2a O Yes O No
! >50% grey by 35 years (see picture) 1

Father, mother, brother, sister, son or daughter with > 50% grey by 35 years (see picture)
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VETF EVALUTION FORM, JANUARY 2013

(areas corresponding either to areas of repeated pressure or friction (e.g., elbows and knees) or areas of
chronic friction related to cloths/accessory: e.g., waistband (‘underwear print’) hips (jeans), dorsal site of

feet (‘shoe-print”), wrist site of a watch, necklace or bra)

Koebner phenomenon Type 2b

(Presence at examination of linear, punctiform, or crenate depigmentation suggestive of previous injury

(see figure))

O No

K-VSCOR = sum of the score of each item from below, Maximum = 56

Disease duration > 3years 8ifyes
Forehead + scalp involvement 13 if yes
Eyelids involvement 8 ifyes
Wrists involvement 6 if yes
Panty underwear (belt and genital areas) involvement 8 if yes
Knees involvement 6 if yes
Tibial crests involvement 7 if yes
Total 56 if yes for items
Stress: As onset factor: O Yes O No

As precipitating factor O Stress full event [ Physical stress

If yes which kind of stress?:

Itch before lesions (on lesional area)
Vitiligo on genitals

Presence of thyroid autoantibodies:

O Yes O No
O Yes O No

O Yes Anti-Thyroperoxidase titers
O Yes Anti-Thyroglobulin, titers
O No

O Unknown

Personal History of premature hair greying' O Yes O No

Family history of premature hair greying > O Yes O No

(if yes, inform family tree)

Family history of vitiligo (give precision on type of vitiligo/NSV vs segmental)
O

O Yes

1
> 50% grey by 35 years (see picture)

Do not know O

2

Father, mother, brother, sister, son or daughter with > 50% grey by 35 years (see picture)
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VETF EVALUTION FORM, JANUARY 2013

Type of Treatment

Duration

Helpful*

(# Weeks)

Useful

Not Useful

Topical corticosteroids

Vit D analogues

oo

oo

Systemic corticosteroids

Systemic antioxidant

Topical immunomodulators

Phototherapies

Photochemiotherapies

Other 1

Other 2

O oOooojojo

O|o|ojojo|ojo

¢ Global patient’s judgement

Current Treatment :

1
> 50% grey by 35 years (see picture)

Father, mother, brother, sister, son or daughter with > 50% grey by 35 years (see picture)

3

Date of beginning:
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VETF EVALUTION FORM, JANUARY 2013
Global QoL assessment (short term)

“How does vitiligo currently (last week) affects your everyday life” .
1§ 1

Not at all very much

Other personal autoimmune/autoinflammatory diseases O Yes
If yes:
Thyroid disease O
Thyroiditis (Hashimoto’s or other) OJ
Basedow’s disease [
Goiter O
Unknown (ex: hypothyroiditis) O
Atopic dermatitis, O
Allergic rhinitis or conjunctivitis, O
Asthma O
Psoriasis O
Rheumatoid arthritis and other autoimmune rheumatic disorders O
Diabetes type 1 O
Crohn’s disease/ ulcerative colitis O
Alopecia areata O
Lupus erythematosus O
Multiple sclerosis O
Do not know O

Other chronic diseases and treatments (list)

Family history of autoimmune/autoinflammatory diseases O Yes
If yes:
Thyroid disease O
Thyroiditis (Hashimoto’s or other) OJ
Basedow’s disease O
Goiter O
Unknown (ex: hypothyroiditis) O
Atopic dermatitis, OJ
Allergic rhinitis or conjunctivitis, O
Asthma O
Psoriasis O
Rheumatoid arthritis and other autoimmune rheumatic disorders O
Diabetes type 1 O
Crohn’s disease/ ulcerative colitis O
Alopecia areata O
Lupus erythematosus O
Multiple sclerosis O
Do not know O

1
> 50% grey by 35 years (see picture) 4

Father, mother, brother, sister, son or daughter with > 50% grey by 35 years (see picture)

O No
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VETF EVALUTION FORM, JANUARY 2013

Detail if family history if needed and draw family tree

Phototype Fitzpatrick’sskintype 01 On Om Ov Ov 0Owvi

Ethnic Origin:

Halo Nevus: O None O One O2t05 O More than 5 (how many?)
Halo nevus before the onset of vitiligo?

O Yes O No O Unknown

Localization of halo nevi:

O Trunk O Lower limbs O Upper limbs O Face and Neck

Do you have any history of skin cancer?

Yes before vitiligo O Yes after vitiligo O No O Do not know O
If you have a history of skin cancer, what type?
Melanoma O scc O BCccO other O Do not know O
If you have a history of skin cancer, did the cancer occur in a vitiligo lesion?
O Yes O No O Unknown
15 50% grey by 35 years (see picture) 5

Father, mother, brother, sister, son or daughter with > 50% grey by 35 years (see picture)
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VETF EVALUTION FORM, JANUARY 2013

Clinical photograph reference(s)

The patient palm including digits averages 1% of BSA (body surface area)

Please draw the patches and mark the evaluated patches on figure

area % area Staging (0-3) largest | Spreading (-1 +1) largest
patch in each area | patch in each area

Head and neck 0-9%

Trunk 0-36%

Arms (inc. hands) 0-18%

Legs (inc. feet) 0-36%

Hands and feet XXXXXXXXXXXX

Totals 0-100% 0-15 (-5+5)

Child under 5: changes for head and neck total 18% (9% front and back); legs 13,5% each (6, 75 % front

and back); no change in other parts

STAGING SCORE

0 |normal pigmentation (no depigmentation)

1 |incomplete depigmentation (incl spotty depigmentation, trichrome and homogeneous lighter

pigmentation)

2 | complete depigmentation (may include hair whitening in a minority of hairs, less than 30%)

3 |complete depigmentation plus significant hair whitening ( more than 30% )

SPREADING SCORE

-1 |regressive vitiligo

ongoing subclinical repigmentation

0 |similar limits

+1 | progressive vitiligo

ongoing subclinical depigmentation

1
> 50% grey by 35 years (see picture)

6

Father, mother, brother, sister, son or daughter with > 50% grey by 35 years (see picture)
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IDENTIFICATION DE BIOMARQUEURS SERIQUES
DANS LE VITILIGO

Introduction :

Le vitiligo est maladie inflammatoire chronique dépigmentante faisant intervenir de multiples
acteurs biologiques a des stades et a des degrés variables de sa physiopathologie. L’identification de
biomarqueurs sériques dans le vitiligo apparait majeure pour identifier les patients avec une maladie
stable ou progressive et suivre cette activité avant et apres traitement. Les résultats des travaux
antérieurs apparaissent souvent contradictoires et ont principalement intéressé 1’étude de marqueurs
isolés ou en faible nombre.

Matériel et méthodes :

Nous avons mené une étude monocentrique d’avril 2013 a avril 2018 au CHU de Bordeaux incluant
rétrospectivement 41 patients adultes atteints de vitiligo non segmentaire sans traitement depuis au
moins 3 mois, répartis en 2 groupes selon le score de progression ‘spreading’ du questionnaire
VETF (Vitiligo European Task Force), actif (spreading score >+3) ou stable (spreading score 0 ou
+1) et 19 sujets sains contrdles. L’objectif était d’évaluer simultanément un panel de marqueurs
sériques dans le vitiligo et de rechercher les biomarqueurs dérégulés chez les patients en
comparaison aux sujets sains ainsi que ceux associés a 1’activité du vitiligo (patients stables versus
progressifs). Des corrélations entre certains biomarqueurs et parameétres cliniques étaient aussi
réalisées. Les caractéristiques démographiques et cliniques étaient recueillies grace au questionnaire
VETF. L’expression sérique de 38 facteurs solubles en lien avec I’inflammation était dosée par
technique ELISA et comparée dans les populations de patients stables, progressifs et sains.

Résultats :

Parmi les 41 patients, 23 avaient un vitiligo progressif (56.1%) et 18 (43.9%) un vitiligo stable.
Nous avons observé une augmentation de biomarqueurs en lien avec I’immunité innée (IL-6), Th1-
Tcl (IFN-y, IL-12, CXCL10, CXCL11, perforine), Th17 (IL-17, IL-23), Th2 (IL-33), T régulatrice
(IL-10) et T mémoire (IL-15) (p<0.05) chez les patients atteints de vitiligo par rapport aux sujets
controles. Si plusieurs de ces facteurs augmentaient a la fois chez les patients stables et progressifs
(IL-6, CXCL10, CXCL11, IL-33, IL-23, IL-10, IL-15, perforine), certains augmentaient toutefois
préférentiellement chez les patients stables (IL-6, IL-23), tandis que d’autres n’augmentaient
significativement que dans le groupe stable (IFN-y, IL-12, IL-17) avec des taux non différents entre
les sujets progressifs et controles. Les taux de CXCL12, CXCLS et d’IL-18 diminuaient chez les
patients, notamment progressifs. Une corrélation positive de I’'IFN-y, et négative de CXCL10, avec
plusieurs marqueurs pro- et anti-inflammatoires était retrouvée. CXCL10 et la perforine corrélaient
positivement a la durée d’évolution du vitiligo.

Discussion :

Nos patients présentaient une ¢lévation des taux sériques de biomarqueurs Th1-Tcl /Th17 /Th2 /T
régulateur et T mémoire dont 1’expression préférentielle pour certains chez les patients stables
suggere un profil inflammatoire persistant chez les sujets cliniquement stables, peut-Etre a 1’origine
des poussées ultérieures. La corrélation positive de plusieurs de ces marqueurs avec I’'IFN-y, et
négative avec CXCL10, suggére I’existence d’un profil de cinétique distinct entre I’expression de
certaines cytokines et chémokines. Parmi les 38 facteurs solubles étudiés, le CXCL10 et I’IL-15
apparaissent étre deux biomarqueurs intéressants de I’activité de la maladie.

Conclusion :

Ces données constituent une base critique pour 1'étude des modifications des profils immunitaires
chez les adultes atteints de vitiligo, qu’il faudra confirmer sur un plus grand nombre de patients, et
permettent d’envisager des thérapies ciblées améliorant la prise en charge future.
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