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PARTIE | —INTRODUCTION

En psychiatrie, un premier épisode psychotique peut étre révélateur de troubles tels que la
schizophrénie ou les troubles bipolaires. Ces pathologies dont la physiopathologie n’est pas
encore totalement élucidée, sont maintenant admises pour étre la résultante d’interactions
complexes entre facteurs génétiques et facteurs environnementaux. Dans ce contexte, des
dysfonctions immunitaires, probablement générées par I’interaction entre des évenements
comme des stress ou des infections, et un terrain immunogénétique particulier sont 1’objet

d’un intérét croissant depuis quelques années.

1:Le premier épisode psychotique

Pour un certain nombre de patients, le « premier épisode psychotique » (PEP), marque
I’entrée dans la pathologie psychiatrique. Il est caractérisé par 1’émergence de symptdmes
psychotiques cliniquement évidents. Le terme « psychotique » se réfere a une altération du
réel. Les symptdmes psychotiques sont ainsi des hallucinations, des délires ou des altérations
du cours de la pensée et/ou du discours. Pour définir un premier épisode psychotique, les

symptémes psychotiques, doivent étre présents pendant plus de 7 jours [1].

Les études épidémiologique, qui se sont intéressées au premier épisode psychotique [2], [3],
retrouvaient une incidence élevée chez I’adulte jeune avec un age médian de 23 ans, donc a
une période particuliérement critique de la vie. Les auteurs notaient qu’a la suite d’un premier
épisode psychotique, les patients évoluaient principalement vers une pathologie chronigque
telle que la schizophrénie, le trouble bipolaire et la dépression unipolaire [2]. Dans un certain
nombre de cas, le premier épisode psychotique, est un événement isole, surtout lorsqu’il est

précédé d’une consommation de toxique.



Le modele actuel distingue 4 stades évolutifs des troubles psychotiques. Le stade 0 qui
correspond au simple risque théorique chez les individus avec une susceptibilité génétique, le
stade 1, avec I’apparition de symptomes dits atténués, le stade 2, du premier épisode

psychotique, le stade 3 de la maladie et enfin le stade 4, celui de la résistance au traitement

[4].

Suite au premier épisode psychotique, il peut s’instaurer un retard a la prise en charge. Cette
période sans traitement (Duration of Untreated Psychosis DUP) a suscité I’intérét des
chercheurs et des cliniciens. En effet, lorsque cette période est longue, elle est associée a un
moindre taux de rémission, a une symptomatologie plus sévere, a une augmentation des
rechutes et a une altération du fonctionnement social. Actuellement la DUP moyenne est
d’environ 1 a 2 ans. L’instauration d’un traitement efficace aprés un premier épisode
psychotique est donc un enjeux primordial dans le devenir des patients [5]. L’intervention

précoce, est dorénavant la réference dans la prise en charge de ces patients [6].

Depuis une vingtaine d’années, des études se sont aussi intéressées aux sujets a risque (stade
1) donc en amont du premier épisode psychotique et ont montré I’intérét d’accompagner les

individus avant méme I’émergence des symptomes psychotiques [7].

Le premier épisode psychotique, est donc fréquemment la porte d’entrée dans la pathologie
psychiatriqgue notamment la schizophrénie et les troubles bipolaires. Il survient chez 1’adulte
jeune et ne doit pas ignoré. Il est primordial qu’une prise en charge adaptée soit instaurée

rapidement.

Un tel enjeu clinique a bien sur suscité I’attrait des chercheurs, mais il existe d’autres intéréts
a etudier cette population de patients. Les mécanismes sous-jacents a cette symptomatologie
n’étant pas encore totalement élucidés, s’intéresser a ces jeunes patients permet d’approcher
le début de la future pathologie chronique. On est ainsi au plus pres de potentiels facteurs
déclenchant pour mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués et

notamment le r6le du systéme immunitaire.
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2 : Le systéme immunitaire

La principale fonction du systéme immunitaire est la défense de notre organisme contre les

éléments pathogenes. Il consiste en un ensemble d’organes, de tissus, de cellules et de

molécules permettant de répondre rapidement, de facon souvent spécifique et efficace aux

agressions des pathogenes auxquels nous sommes confrontés. Notre organisme est en effet en

contact permanent avec des pathogénes potentiels et les voies d’entrées sont multiples.

Lorsque les barrieres épithéliale ou endothéliale, premiers constituants du systeme

immunitaire sont franchies, la réponse immunitaire s’instaure.

Figure 1 Les différentes sous populations cellulaires du systéeme immunitaire.
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Le systéeme immunitaire, est constitué de sous populations cellulaires caractérisant deux bras :

I’immunité innée, qui permet une réponse rapide mais non spécifique et I'immunité

adaptative, a I’origine d’une réponse spécifique de ’agent ou du processus déclenchant [8].
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Ces deux réponses vont agir en interaction permanente lors d’une réponse immunitaire. La
séparation entre immunité innée et adaptative peut étre floue. En effet, certaines cellules bien

que définies dans un type de réponse, jouent parfois un role dans les deux types d’immunité.

Les cellules de I’immunité innée

Les cellules de I'immunité innée permettent une réponse constitutive, qui repose sur la
dégradation non spécifiqgue des pathogénes. Ces cellules, sont les monocytes, les
polynucléaires neutrophiles, les macrophages, les cellules dendritiques, les molécules du

complément et les cellules natural killer (NK),

Les monocytes, les polynucléaires neutrophiles, les macrophages et les cellules dendritiques,
n’ont pas de récepteur spécifique de 1’antigéne, mais sont efficacement dirigées contre des
motifs présents a la surface des pathogénes : les PAMPs (Pathogen Associated Molecular
Pattern). Ce sont les PRRs (Pattern Recognising Receptor) qui reconnaissent ces composants
a la surface des cellules phagocytaires (monocytes, polynucléaires neutrophiles, macrophages,
cellules dendritiques) [9]. Bien que non specifique, la réponse innée présente 1’avantage
d’avoir a sa disposition de facon immediate un grand nombre de cellules portant les PRRs et
donc prétes a lutter conte un agent pathogéne, sans avoir eu besoin de rencontrer ce pathogéne

auparavant.

Parmi les composants de I’'immunité innée, le systeme du complément tient une place
primordiale. 1l s’agit d’'un ensemble de protéines existant sous forme circulante dans le
plasma et sous forme de récepteurs membranaires a la surface de nombreux types cellulaires.
Dans des conditions normales, les molécules du systéme du complément sont inactives.
Lorsque le complément reconnait un pathogéne, il s’en suit une cascade d’activation par
protéolyses successives de protéines plasmatiques. La protéine centrale du systeme du
complément, est la protéine C3. Cette protéine est la cible des complexes enzymatiques issus
des voies d’activation qui la clive, ce qui entraine la production d'un fragment appelé C3b. Ce
dernier peut alors initier différentes voies effectrices a I’origine de la diversité des fonctions

du complément. L’activation du systéme du complément peut provoquer I’inflammation,
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stimuler la phagocytose ou former des pores pour déstabiliser et rompre la membrane

microbienne [10].

Les cellules NK

Les cellules NK sont d'importants effecteurs de I'immunité innée. Elles représentent 5 a 20%
des lymphocytes du sang périphérique. Elles sont définies, chez I’'homme, par I'expression du
marqueur de surface CD56 et par I'absence d’expression du CD3, elles sont donc CD3-CD56+
[11]. Elles ont une fonction cytotoxique naturelle qui ne nécessite pas d’'immunisation
préalable et une fonction sécrétoire de cytokines pro-inflammatoires notamment
I'interféron-gamma (IFN-y) et le facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-a). Elles sont
divisées en deux sous-populations, les CD56 dim, responsables de la fonction effectrice et les
CD56 bright, qui assurent essentiellement la fonction sécrétoire. Les cytokines pro-
inflammatoires sécrétées, vont venir réguler I'immunité adaptative, ainsi les cellules NK sont

a l'interface entre immunité innée et adaptative (fig 1).

Figure 2 : schéma d’une cellule NK et exemple de profil de récepteurs de surface
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Les cellules NK assurent une fonction pivot dans les réponses anti-infectieuses a certains

pathogénes : virus, bactéries intracellulaires, parasites et jouent aussi un réle majeur dans
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I’immunosurveillance anti-tumorale. Elles expriment a leur surface des récepteurs activateurs
et inhibiteurs. Lorsque la balance des récepteurs se fait en faveur de I’inhibition, via les
récepteurs Killer-cell Immunoglobulin-like au long domaine extra cellulaire (KIR-L)
notamment qui reconnaissent le CMH de classe I, la cellule NK ne s’active pas. Ce
mécanisme, permet une reconnaissance et une tolérance du soi. Par contre si la balance se fait
en faveur des récepteurs activateurs, la cellule NK s’active et assure une fonction cytotoxique

envers la cible et la production de cytokines pro-inflammatoires (fig. 3).

Figure 3 : Balance des récepteurs NK
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L’analyse de la distribution des sous-populations cellulaires NK, est réalisee dans la plupart
des cas par cytométrie en flux. Afin d’identifier un récepteur présent a la surface d’une
cellule, cette technique, utilise un panel d’anticorps anti-récepteur, couplés a différents
fluorochromes. Le fluorochrome, est ainsi indirectement lié au récepteur et permet son

identification lorsque la cellule est traversée par un laser de longueur d’onde correspondant
(fig.4).
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Figure 4 : Exemple de distribution cellulaire obtenue par cytométrie en flux (chaque point
représente un lymphocyte, la densité est codée en couleur) selon les marqueurs CD3 et
CD56. Les cellules NK sont CD3- et CD56+.
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Les cellules de I’'immunité adaptative

L’autre bras, le systéme immunitaire adaptatif, se compose de deux types de cellules, les

lymphocytes B et T.

Les lymphocytes B permettent notamment la synthése d’anticorps via les plasmocytes, tandis
que les lymphocytes T ont une activité cytotoxique (CD8+), ou productrice de cytokines

(CD4+). Selon le profil cytokinique des lymphocytes T, on parle de voie Thl, Th2 ou Th17.

Les lymphocytes Thl sont les principaux pro-inflammatoires. Ils produisent des cytokines
inflammatoires et induisent le déclenchement des réponses immunitaires cellulaires mettant
en jeu en particulier les lymphocytes T cytotoxiques. Cette voie, est préférentiellement
mobilisées durant les infections par les bactéries intra cellulaires et les maladies chroniques

inflammatoires [12].
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Les lymphocytes Th2 participent & I’immunité humorale en apportant une aide aux

lymphocytes B pour qu’ils se développent en plasmocytes.

Les lymphocytes Th17 ont été découverts en 2005. Cette nouvelle classe de lymphocytes se
caractérise par la production d’IL-17. lls sont tres pro-inflammatoires et peuvent jouer un réle

dans les maladies auto-immunes [13].

Le complexe majeur d’histocompatibilité

Les antigéenes, pour étre reconnus par les lymphocytes T, doivent au préealable étre rendus
accessibles, c'est-a-dire «présentés» aux récepteurs a la surface des lymphocytes T (TCR).
Cette fonction de présentation de l'antigéne est la mission essentielle des molécules du

Complexe Majeur d'Histocompatibilité (CMH).

Le polymorphisme génétique des molécules du CMH conduit & une extréme variabilité
interindividuelle de la capacité a présenter un peptide donné et donc a induire la réponse de
lymphocytes T spécifiques. Ainsi, la présence ou l'absence de certaines alleles de molécules
du CMH chez un sujet, peut entrainer ou non, une susceptibilité a de nombreuses maladies et
a infections microbiennes.

Le polymorphisme genétique du CMH en fait également le déterminant principal de
I'histocompatibilité, c'est-a-dire I'acceptation ou le rejet des greffes entre donneur et receveur.

Outre cette fonction dans I'immunité adaptative impliquant les lymphocytes T, certaines
molécules codées par des genes du CMH ont aussi un réle important dans lI'immunité innée.
Les cellules NK par exemple, reconnaissent par leurs récepteurs KIRs le CMH de classe | ce

qui permet une reconnaissance et une tolérance du soi.

Les cytokines

Les cytokines sont des glycoprotéines qui constituent des messagers inter-cellulaires. Ce sont

des médiateurs qui assurent la communication entre les cellules et permettent la coordination
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de la réponse immunitaire [14]. Elles peuvent étre solubles ou membranaires et agir dans
I’environnement des cellules sécrétrices ou a distance. Les cytokines se lient avec une haute

affinité aux récepteurs de leurs cellules cibles et modifient 1’expression de leurs génes.

Au cours de la réponse innée, toutes les cellules immunitaires ainsi que les cellules
épithéliales et endothéliales peuvent produire des cytokines. Les cellules immunitaires ne sont
pas les seules cellules productrices de cytokines, il est estimé que pratiquement toutes les
cellules de 1’organisme sont capables d’en produire. Toutefois, elles restent celles qui en
produisent le plus en quantité et en diversité. On distingue, les cytokines pro-
inflammatoires dont I’interféron-gamma (IFN-y), le facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-
a), I’interleukine 1 (IL-1) et les cytokines anti-inflammatoires dont I’interleukine 10 (IL-10)

et le facteur de croissance transformant beta (TGF-p).

Les cibles des cytokines de I'immunité innée sont les cellules de I'immunité innée elles-
mémes (auto-entretien et régulation de l'inflammation), mais aussi les cellules de I’immunité
adaptative, des organes comme le foie (synthese des protéines de la phase aigué comme la
CRP), I'hypothalamus (induction de la fievre), les cellules endothéliales (activation de la

coagulation) et le systéme nerveux central. [15]

3 : Systeme nerveux central et systeme immunitaire

Le fait que cerveau et immunité soient hermétiquement séparés, a été suggéré par une étude
menée au début du 20éme siecle. Cette étude, montrait que des greffons insérés dans le
cerveau de souris étaient rejetés bien plus tardivement que dans le reste de 1’organisme. Pour
son auteur, le biologiste britannique Peter Medawar, qui a recu un prix Nobel pour ses
recherches, le cerveau était ainsi imperméable au systeme immunitaire, il était « immuno-

privilégié » [16].

Cette hypothése d’un cerveau « immuno-privilégié », était soutenue par d’autres arguments.
Les chercheurs avaient par exemple pu noter que le cerveau, était dépourvu des cellules
immunitaires connues en périphérie. Seules les cellules microgliales, sortes de macrophages
résidents, étaient décrites au sein du systéme nerveux central.
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Pour expliquer ce privilége, les neuroscientifiques, avancaient le fait, que le systéme nerveux
central, était un site sensible ou la moindre réponse inflammatoire pouvait étre délétere et
avoir des conséquences fonctionnelles désastreuses. Les neurones, ne pouvant pas ou peu se
régénérer et donc ne pas étre réparés en cas de Iésion immuno-induite, il apparaissait dés lors

nécessaire que ces lésions soient prévenues et que le systeme nerveux central soit protégé.

Plusieurs mécanismes ont été décrits, permettant au systéme nerveux central d’étre préservé

du systéme immunitaire et de ses potentiels degats.

La barriére hémato encéphalique était le premier d’entre eux. Cette barriére, formée par des
jonctions serrées entre les cellules endothéliales, devait empécher la plupart des substances
présentes dans le sang, y compris les cellules immunitaires, d'atteindre le cerveau. Les
cellules endothéliales recouvrant complétement la lumiere des capillaires du systeme nerveux
central et étant non-fenestrées contrairement a la majorité des cellules endothéliales
périphériques. La barriere hémato-encéphalique, devait donc agir comme une contrainte

physique a I’entrée du systeme immunitaire dans le cerveau.

Les partisans de la théorie d’un cerveau immuno-privilégié, expliquaient que la barriére
hématoencéphalique empéchait aussi I’entrée de la plupart des pathogénes dans le cerveau, de
sorte que le systéme immunitaire n’y était pas nécessaire, surtout s’il était susceptible d’y

produire des lésions.

Aussi, le systeme nerveux central, était décrit comme dissimulé du systéme immunitaire par
le peu d’expression des produits du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) et

I’absence dans le cerveau de réel systéeme lymphatique.

Pourtant, des cellules immunitaires périphériques apparaissaient dans le systéme nerveux
central de patients présentant des infections ou des lésions cérébrales. S’appuyant sur ces
résultats, des scientifigues ont suggéré que le cerveau et le systéeme immunitaire

n’interagissaient qu’en condition pathologique.
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Il était donc admis qu’en cas de lésion vasculaire ou en cas de pathologie neuro-dégénérative
par exemple, une atteinte des mécanismes de protection permette I’entrée de cellules
immunitaires au sein des tissus cerébraux et I’apparition de lésions immuno-induites. Il
s’agissait d’un premier pas vers la remise en question de I’immuno-privilége du systeme

nerveux central.

L’immuno-privilége en question

Ces dernieres années, une série de découvertes ont révolutionné la compréhension de ces deux
systemes. Les preuves se sont accumulées indiquant une interaction permanente entre cerveau

et systeme immunitaire, que 1’on soit malade ou en bonne santé.

Les principes dogmes du privilege immunitaire se sont vus discutés :

Dés les années 1990, une étude a montré chez des souris atteintes d’une maladie similaire a la
sclérose en plaques, que certaines cellules immunitaires périphériques sécretaient de
I’intégrine a4bl, protéine qui leurs permettaient de traverser la barriere hématoencéphalique
[17]. Bien que peu de cellules immunitaires soient capables d’infiltrer le systeme nerveux, il
apparait toutefois qu’elles sont présentes au niveau de I’encéphale, sans stress cellulaire
particulier. Des études réalisées chez la souris ont montré la présence de lymphocytes, de
neutrophiles, de macrophages et de cellules dendritiques au niveau des hémisphéres cérébraux
[18].

Aussi, des protéines du complexe majeur d'histocompatibilité ont été decrites a la surface des
neurones [19]. Si leur réle n’est pas encore totalement compris, les protéines du CMH
semblent pouvoir signaler la présence de synapses indésirables et initier leur élimination.

Elles semblent également capables d'influencer la plasticité synaptique.

Plus récemment, des chercheurs ont découvert la présence de vaisseaux lymphatiques dans le

cerveau de souris, reliant ainsi systéme nerveux central et systéme immunitaire [20]. Cette
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découverte, particulierement importante, montre bien la encore que le systéeme nerveux

central, n’échappe pas a la surveillance du systéme immunitaire.

Ces données ne remettent pas en cause les observations initiales de Medawar. Les greffes
effectuées au sein du parenchyme cérébral sont, en effet, toujours rejetées plus lentement.
Mais les raisons de cette tolérance doivent étre réévaluées. Plutdt que de considérer un
phénoméne passif résultant de I’absence d’interaction entre le cerveau et le systeme

immunitaire, la tolérance immunitaire pourrait provenir d’un processus actif et dynamique.

Le systeme immunitaire ne serait plus uniqguement délétére au systeme nerveux central. Au

contraire, plusieurs études, tendent a démontrer son rdle essentiel et bénéfique.

En condition pathologique, chez la souris, que ce soit apres une lésion, ou au cours d’une
pathologie de type neuro dégénératif, il a pu étre démontré, que 1’élimination des cellules
immunitaires, aggravait la progression des troubles, tandis que la restauration de I’immunité,

la ralentissait [21].

Le systeme immunitaire, a aussi un role dans la régulation du stress [22] et des

comportements sociaux [23].

Plutbt qu’un modéle séparant hermétiquement systéme immunitaire et systéme nerveux
central, les études récentes semblent mettre a jour un véritable réle fonctionnel de I’immunité
au sein du cerveau et ce méme en condition physiologique. Le systeme immunitaire agirait en
permanence et activement dans I’entretien du systeme nerveux central et la régulation des

fonctions cérébrales.

Comment le cerveau et le systéme immunitaire communiquent ils ?

Alors que les preuves s’accumulent, montrant que le systéme immunitaire joue un role
important dans différentes fonctions cérébrales, des questions restent en suspend. Notamment,

concernant les modalités de cette interaction.
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Plusieurs hypotheses ont été établies et des acteurs potentiels proposés pour faire

communiquer systéeme nerveux central et systéme immunitaire.

* Les cytokines

Les cytokines, libérées par les cellules immunitaires périphériques sont capables de pénétrer

la barriére hémato-encéphalique et ainsi venir moduler les fonctions cérébrales.

En effet, différents récepteurs aux cytokines sont présents sur I’ensemble du systéme nerveux,
permettant ainsi 1’action de ces cytokines. Au niveau de I’hippocampe par exemple,
I’interleukine 1 beta (IL-1p) joue un réle important dans le processus de plasticité cérébrale

intervenant dans les capacités de mémorisation [24].

Des chercheurs ont aussi démontré que 1’ I’IL-1p déclenchait le « comportement maladie »,
nom donné a I’ensemble des comportements d’un individu malade, comme 1’hypersomnie,

I’anorexie et I’éviction des interactions sociales [25]

* Le systéme du complément

Il a été démontré que les protéines du complément sont exprimées par les neurones et servent
de marqueurs pour les synapses non désirées qui sont ensuite digerées par la microglie,
permettant le pruning synaptique [26]. Le pruning synaptique, est un processus physiologique
qui a lieu autour de I’adolescence consistant en un élagage des connexions synaptiques
devenues obsolétes ou déficientes. Le pruning, est étroitement associé a la phase

d'apprentissage et au développement neurocognitif.

* Lamicroglie

Ce n'est qu'au cours de la derniére décennie que la microglie, qui représente environ 15% des
cellules gliales du cerveau, a fait I'objet d'investigations de la part des neuroscientifiques. La
cellule microgliale est le phagocyte attitré du systeme nerveux central. Sa fonction est

d’assurer 1’élimination des débris et pathogénes pouvant perturber le fonctionnement cérébral.
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Cette fonction est essentielle, elle permet de combattre les infections et d’éliminer les débris
cellulaires en cas d’apoptose ou de necrose. En cas de Iésion cerébrale, la microglie, assure la
phagocytose des débris cellulaires et de la myeline abimée permettant la survie neuronale et la
régénération de la myéline. Activées, ces cellules produisent aussi des cytokines qui

entretiennent les phénomenes inflammatoires.

Contrairement a 1’idée recue d’une microglie immobile et stagnante en condition
physiologique, des études récentes, ont montré que la microglie, était en perpétuel

mouvement, explorant et répondant rapidement aux changements dans son environnement.

Il est de plus en plus évident que les cellules microgliales sont non seulement responsables de
I'élimination des synapses pendant le développement permettant le pruning synaptique, mais

également du cerveau sain et normal dans le cadre de la plasticité neuronale.

Les travaux actuels indiquent qu’en conditions physiologiques, la microglie exerce une
surveillance permanente des neurones du systeme nerveux central. Cette surveillance se
traduit par la formation de contacts transitoires entre microglie et synapses. Ces interactions

physiques semblent influencer le fonctionnement des synapses.

Si le pivot de I’interaction entre cerveau et immunité semble étre la cellule microgliale,
plusieurs acteurs parmi, les cytokines, les molécules du complément et les glucocorticoides
agissent ensemble et de maniére articulée pour permettre une communication active et

complexe entre systeme immunitaire et systeme nerveux central (fig.5).

22



Figure 5 : Une interaction permanente, dynamique et complexe entre systéme nerveux
central et systéme immunitaire
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Quels réles pour les cellules NK ?

A D’interface entre immunité innée et adaptative, les cellules NK sont des acteurs clés de

I’interaction entre systéme immunitaire et systéme nerveux central.

Les cellules NK sont capables d’atténuer ’hyperactivité des cellules microgliales [28], [29].
Les cellules microgliales hyperactivées deviennent en effet la cible des cellules NK. Cette
interaction se fait notamment par la sécrétion de chimiokines (cytokines chimio-attractantes)

par les cellules NK.

Les cellules NK peuvent aussi atténuer la neuro-inflammation en communiquant avec des

monocytes / macrophages infiltrants via la libération d’acétylcholine [30]. La capacité de
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synthese de l'acétylcholine par les cellules NK augmente nettement dans des conditions
inflammatoires. Les cellules NK sécrétrices d’acétylcholine, ont un réle protecteur notamment

via I’inhibition des monocytes et macrophages pro-inflammatoires.

Une étude récente [31], s’est intéressée a d’autres neurotransmetteurs, les glucocorticoides.
Lorsqu’il détecte les cytokines produites par les cellules immunitaires périphériques en
réponse a une infection, le cerveau induit la sécrétion dans le sang d’hormones connues pour
étre des régulateurs négatifs de I’inflammation : les glucocorticoides. Les auteurs montraient
que les cellules NK possédent a leur surface un récepteur qui est activé par les
glucocorticoides produits aprés I’infection. Cette activation entraine 1’expression a la surface
des cellules NK d’une molécule appelée PD-1, qui a une action inhibitrice sur I’activité des
cellules immunitaires qui I’expriment. Les chercheurs ont ainsi observé que les souris
mutantes n’exprimant pas le récepteur aux glucocorticoides dans leurs cellules NK, étaient
davantage susceptibles de deévelopper une réaction grave d’hyper-inflammation et de
succomber lors d’une infection. Ces travaux démontrent que 1’expression du récepteur aux
glucocorticoides par les cellules NK est nécessaire pour réguler I’intensité de 1‘inflammation
afin que la réponse immunitaire ne devienne pas toxique pour I’organisme. Cette régulation
empéche le systeme immunitaire de s’emballer et montre la nécessité et I’implication a

différents niveaux d’une communication avec le systéme nerveux central.

Les cellules NK peuvent également stimuler ou inhiber les lymphocytes T en produisant des
cytokines activatrices ou inhibitrices et via d'autres interactions moléculaires non encore
élucidees [32].

En outre, I'nypothese selon laquelle les cellules NK participent activement a I'homéostasie
cérébrale est corroborée par des observations sur leur réle dans la maladie d'Alzheimer,
montrant que l'immunosénescence des cellules NK est associée a l'inflammation et a la
progression de la maladie [33].

Ceci, suggére que la régulation a la hausse des cellules NK, survenant aux premiers stades de
ces affections, devrait étre considérée comme une stratégie a long terme pour protéger le
cerveau et faciliter le maintien de l'intégrité neuronale. Cet effet neuroprotecteur a été associé

a une augmentation de l'activité de I'lFN-y [34].
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Les méecanismes d’action des cellules NK sont multiples et variés, leurs permettant un role de

régulateur complexe dans la communication entre cerveau et immunite.

4 : Systeme immunitaire et pathologies psychiatriques

Une susceptibilité immuno-génétique

Aujourd’hui, le modéle physiopathologique admis des troubles psychotiques, est celui d’une
interaction géne environnement [35], [36]. Il consiste en une synergie entre des génes de
vulneérabilité, notamment impliqués dans la régulation du systeme immunitaire et des facteurs
de risque environnementaux. Ces facteurs de risque, peuvent intervenir précocement pendant
la grossesse, et se poursuivre tout au long de la vie de I’individu. Il peut s’agir d’événements
trés variés, les plus fréquemment décrits sont : les infections, les stress, les consommations de
toxiques, la maltraitance. En présence d’une susceptibilité immunogénétique, ces événements
permettent I’instauration et le maintien d’une inflammation chronique de bas grade qui elle-
méme, fait le nid des troubles psychotiques. En effet, I’inflammation a une incidence en
périphérie ou on retrouve des marqueurs inflammatoires augmentés, mais aussi dans le
cerveau via I’interaction entre systéme immunitaire et systeme nerveux central. Bien sur, tous
les facteurs environnementaux ne sont pas que pourvoyeurs de troubles psychiatriques,
certains au contraire, vont inhiber 1’inflammation chronique de bas grade, ils sont alors
protecteurs. Ainsi, le modéle de dysfonctions immuno-inflammatoires, fait intervenir tout au
long de la vie de I’individu, des facteurs protecteurs ou déclenchant interagissant avec une

susceptibilité immunogénétique inter-individuelle [37].
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Figure 6 : modeéle d’interaction entre une susceptibilité immuno-génétique et des facteurs
environnementaux.
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Troubles psychotiques et dysfonctions immunitaires

Ces dernieres années, plusieurs éléments tendent a replacer le systéme immunitaire au centre

des mécanismes potentiellement en cause dans les troubles psychotiques.

Plusieurs travaux, se sont intéressés a 1’épidémiologie de ces troubles et ont pu notamment
grace a des études de cohorte, mettre a jour I’association avec des évenements infectieux
neurotropiques [39]-[42], des réactivations rétrovirales de type HERV-W [43] et des

processus auto-immuns [44].

Pour les deux pathologies en questions (schizophrénie et troubles bipolaires), on retrouve sur
le plan fonctionnel, des anomalies des cytokines pro-inflammatoires impliquées dans les

réponses immunitaires adaptatives a médiation cellulaire (Th1) dirigées contre les antigenes
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intracellulaires (comme les bactéries intracellulaires et les virus) mais aussi des anomalies des
cytokines anti-inflammatoires impliquées dans les réponses immunitaires adaptatives a

médiation humorale (Th2) dirigées contre les antigénes extracellulaires [45].

L’avancée des travaux en génétique, et notamment les genome wide association studies
(GWAS), ont permis I’identification d’associations entre des genes impliqués dans la
régulation du systeme immunitaire et le risque de schizophrénie [46]. C’est sur le
chromosome 6 et particulierement dans la région du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) que le signal d’association était le plus fort. Dans cette région du génome il a été
montré que des variants structuraux du cluster C4, qui code pour la protéine C4 du
complément, pouvaient augmenter le risque de développer une schizophrénie en influencant

I’élagage synaptique (pruning) [47].

Un faisceau de preuves, soutient désormais le réle des dysfonctions immunitaires dans la
physiopathologie des troubles psychiatriques et notamment la schizophrénie et les troubles

bipolaires.

Figure 7 : Dysfonctions immunitaires et pathologies psychiatriques
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Troubles psychotiques et lymphocytes

En psychiatrie, plusieurs travaux analysant la distribution des sous-populations cellulaires du
systeme immunitaire ont été réalisés. Chez les patients souffrant de schizophrénie en
décompensation, il a été retrouve dans le liquide cérebro-spinal des lymphocytes présentant
un profil d’activation et des taux de CD4 et CD8 anormaux [48]. Une étude post mortem [49],
a montré une augmentation des lymphocytes T et B dans les hippocampes de patients. Cette
augmentation a été retrouvée plus prononcée chez ceux présentant une prédominance de
symptémes négatifs.

En périphérie, une méta-analyse parue en 2013 [50], retrouvait chez les patients souffrant de
schizophrénie, une augmentation du taux de lymphocytes CD3+, et du ratio CD4/CD8, qui se
normalisaient apres traitement antipsychotique, ainsi qu’une augmentation du taux de
lymphocytes CD56+ (cellules NK et lymphocytes T activés). D’autres travaux ont montré

qu'il existait un déséquilibre entre les voies Thl et Th2 chez ces patients [51].

Chez les patients souffrant de troubles bipolaires, la littérature est moins riche. Une étude
parue en 2003 [52], retrouvait une augmentation périphérique de lymphocytes T actives, chez
les patients (symptomatiques et euthymiques), alors qu’une autre plus récente, notait une

augmentation périphérique des cellules Th17 [53].

En ce qui concerne les cellules NK, des altérations de 1’activité cellulaire ont été retrouvées
dans certaines pathologies psychiatriques telles que le trouble obsessionnel compulsif [54], la

dépression [55] et les troubles du spectre de 1’autisme [56].
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5 : Troubles psychiatriques et cellules NK

Théorie de ’attachement et cellules NK

Pour Bowlby, psychologue anglais, pére de la théorie de I’attachement, I’instinct qui conduit
un bébé a rechercher sa mére est celui d’un besoin de sécurité a travers la relation a autrui, et

notamment a sa figure d’attachement.

Mary Ainsworth a mis au point une méthode d’observation, la « situation étrange »,
permettant d’évaluer les réactions d’un bébé au stress. Le déclencheur du stress est la
séparation bréve d’avec sa mere et la confrontation a une personne étrangére. Se retrouver
seul face a un inconnu déclenche le comportement d’attachement, mettant fin a 1’exploration
chez le bébé. La présence ou le retour de la meére constitue le signal d’extinction du

comportement qui cesse alors.

C’est ce paradigme de la « situation étrange » qui a permis d’évaluer les réactions du bébé au
retour de la mere, que Mary Ainsworth a etabli trois styles d’attachement. Elle décrivait

I’attachement sécure, 1’attachement insécure anxieux et 1’attachement insécure évitant.

Dans un cas d’attachement sécure la figure d’attachement, répond adéquatement aux signaux
et aux besoins de I’enfant et ce dernier n’a pas d’effort particulier a faire pour étre entendu et
étre ’objet d’attention et d’affection. Dans un cas d’attachement insécure, au contraire la
réponse est soit inadaptée, soit incohérente, ce qui conduit I’enfant & devoir mettre en place

des stratégies particulieres d’adaptation, de type évitant ou anxieux.

Une premiere étude parue en 2007, s’est intéressée aux liens entre style d’attachement et
systeme immunitaire dans un petit échantillon de sujets. Les auteurs, observaient qu’un
attachement évitant était associé a une cytotoxicité NK faible. Cette association, était
indépendante du nombre de cellules NK et suggérait aux auteurs une véritable différence

fonctionnelle des cellules NK [57].

Pour compléter ce travail, une étude longitudinale d’un an, a été menée par la méme équipe
sur un échantillon un peu plus large. Les auteurs, confirmaient leurs résultats, un attachement

évitant éleveé était associé une faible activité cytotoxique NK [58].
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Une étude plus récente, faisait état d’une association entre un attachement évitant et une

augmentation d’IL-6 en réponse a une situation de stress a type de conflit conjugal [59].

Ces différents travaux, corroborent chez les patients avec un attachement evitant la notion

d’une dysfonction immunitaire, notamment médiée par une déficience de la cytotoxicité NK.

En mettant a jour des associations entre un style d’attachement et des fonctions NK, ces
études, permettent un lien dimensionnel entre le systtme immunitaire, nos comportements et
notre susceptibilité a développer une pathologie psychiatrique. En effet, le style d’attachement
peut étre percu comme le reflet global et transverse des facteurs environnementaux et
génétiques et apparaitre comme une variable intéressante dans 1’étude des mécanismes

physiopathologiques des troubles psychiatriques et notamment le réle des cellules NK.

Troubles psychotiques et cellules NK

Les travaux concernant les cellules NK au cours d’un premier épisode psychotique, chez des
patients avec schizophrénie ou troubles bipolaires, se sont intéressés a deux parametres : le
pourcentage de cellules NK parmi les lymphocytes totaux et 1’activité cytotoxique (Tableau
1).

Les résultats des études s’intéressant au pourcentage de cellules NK chez les patients sont
hétérogénes. Dans la littérature récente, la méta-analyse de 2013 précédemment citée
retrouvait un taux de cellules NK augmenté a la phase aiglie d’un épisode psychotique et
apres neuf semaines de traitements [50]. Un travail paru en 2016 [60], mené chez 18 patients
souffrant de schizophrénie chronique, notait également une augmentation du taux de cellules
NK.

Au contraire, un taux diminué de cellules NK a été révélé chez des patients souffrant de
schizophrénie sous traitement dans deux autres études parues en 2016 et 2018 [61], [62]. Les
auteurs ont également noté une diminution chez les patients au cours d’un premier épisode
psychotique, mais qui n’était plus significative apres correction pour 1’age et le sexe. Il n’était
pas retrouvé de différence chez les patients souffrant de troubles bipolaires. Ce travail, n’avait
pas eté mene en cytométrie en flux, comme tous les précédents mais proposait une nouvelle

méthode, dite de déconvolution, qui évaluait par des méthodes de machine learning
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(technique d’apprentissage informatique automatique) la distribution lymphocytaire a partir
de données transcriptomiques. D’autres etudes, ne retrouvaient pas de différence significative,
notamment chez les patients souffrant de troubles bipolaires [53] ou a haut risque de psychose
[63].

Une étude parue en 2017, s’est intéressée a 20 patients au cours d’un épisode psychotique du
post partum et 20 témoins sains. Les auteurs, ne notaient pas de différence quant au nombre
total de cellules NK mais ils retrouvaient une modification de la répartition NK avec une
diminution des cellules dim (cytotoxiques) et une augmentation des cellules bright

(régulatrices).

Une étude recente, s’est intéressée aux cellules NK de patients avec trouble bipolaire de type |
[64]. Les auteurs, ne retrouvaient pas de différence concernant le nombre total de cellules NK,
mais notaient un taux élevé de cellules NK productrices de cytokines pro-inflammatoires. Ce
taux de cellules NK, était associé a plusieurs variables : la prise d’un traitement par Lithium,
des mesures d’imagerie en tenseur de diffusion (DTI) de I’intégrité de la matiere blanche et
des mesures de connectivité fonctionnelle en région cortico-limbique en réponse a une tache
émotionnelle. L’imagerie par tenseur de diffusion permet de modéliser la microstructure
cérébrale via les contraintes imposées par les tissus et notamment la matiére blanche aux

déplacements des molécules d’eau dans le cerveau.

Ces résultats, faisaient suggérer aux auteurs une influence structurelle et fonctionnelle des

cellules NK sur le connectome cérébral des patients avec troubles bipolaires.

Ils proposaient que I’effet du traitement par Lithium sur les cellules NK et notamment
I’augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, puisse participer a I’effet
connu du Lithium de protection de I’intégrité de la matiere blanche [65]. Cette hypothese était
néanmoins en contradiction avec un précédent travail de la méme équipe qui rapportait des
effets négatifs des cytokines pro-inflammatoires sur la microstructure de la matiére blanche
[66].

L’activité cytotoxique NK est avec le taux de cellules NK le parametre le plus étudié chez les
patients avec trouble bipolaire et schizophrénie. Dans la littérature, les études, utilisaient une
méthode avec des cellules cibles issues d’une lignée tumorale K562, marquées en

intracellulaire par du chrome 51. Les cellules K562, sont connues pour étre sensibles a la
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fonction cytotoxique exercée par les cellules NK et donc utilisées comme standards. Des

résultats trés contrastés ont été obtenus.

Recemment une équipe s’est intéressée a la réponse des cellules NK au stress social chez des
patients au cours d’un premier épisode psychotique [67]. Une augmentation de I’activité NK a
été observée chez les témoins, mais pas chez les patients, chez qui I’activité NK moyenne
était diminuée par rapport aux témoins. Des résultats contraires ont été observés dans un autre
travail paru en 2000 [68], avec une activité NK augmentée chez les patients souffrant de
schizophrénie. Cette augmentation demeurait significative méme lorsqu’étaient retirés les
patients naifs de traitement, qui avaient I’activité¢ la plus augmentée. A I’inverse, d’autres

études ne retrouvaient pas de différence significative (tableau 2).

Ces différents résultats, concernant les taux de cellules NK et I’activité NK retrouvés dans la
littérature, peuvent en partie s’expliquer par la petite taille des populations étudiées, les
approches methodologiques ainsi que 1’hétérogénéité des stades de la maladie et des prises en

charge médicamenteuses.

Récemment, une équipe du laboratoire s’est intéressee a des patients souffrant d’un trouble du
spectre de I’autisme de haut niveau, et a proposé une approche différente avec la réalisation
d’une caractérisation fonctionnelle et phénotypique extensive des cellules NK [69]. Cette
approche permet une exploration plus globale avec I’analyse du profil des récepteurs de
surface et la détermination des capacités de dégranulation et de production de cytokine des
cellules NK. Les auteurs ont noté que les cellules NK de ces patients, étaient distribuées a des
taux normaux en comparaison a ceux de témoins sains mais exprimaient a leur surface un
phénotype cellulaire spécifique « HLA-DR+KIR2DL1+NKG2C+ » tout en produisant une
quantité anormale de cytokines pro-inflammatoires. Ils ont également constaté des
corrélations entre des anomalies des cellules NK et des dimensions cliniques (quotient
intellectuel, échelles de communication et de réciprocité sociale). Le fait le plus marquant de
ces résultats était la surexpression a la surface des cellules NK d’une majorité de patients, du
récepteur activateur NKG2C, en I’absence de tout stigmate d’infection au Cytomegalovirus
(CMV), un pathogéne connu dans la littérature pour étre strictement lié a I’activation de
NKG2C. Les auteurs ont évoqué la possibilité de I’existence d’un autre pathogéne qui
resterait & identifier ou d’un mécanisme d’expression différent potentiellement lié au trouble

du spectre de 1’autisme.
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PARTIE 2 — TRAVAIL EXPERIMENTAL : CARACTERISATION
PHENOTYPIQUE ET FONCTIONNELLE DES CELLULES NK AU COURS
D’UN PREMIER EPISODE PSYCHOTIQUE.

Afin de mieux comprendre le réle des cellules NK dans la physiopathologie des troubles
psychotiques, nous avons choisi de réaliser une caractérisation phénotypique et fonctionnelle

extensive de ces cellules chez des patients au cours d’un premier épisode psychotique.

La caractérisation phénotypique, consiste a identifier les récepteurs présents a la surface des
cellules NK. Il en resulte un profil de récepteurs permettant d’appréhender, une sorte de carte
d’identité de la cellule NK. En effet, les récepteurs, renseignent quant a 1’activation cellulaire
(HLA-DR), la différenciation (CD57), et I’analyse de 1’expression des récepteurs activateurs
(NKG2D, NKG2C, DNAM-1, NKp30, NKp46) et inhibiteurs (NKG2A, KIR-L).

La caractérisation fonctionnelle quant a elle, permet de connaitre les capacités de
dégranulation et/ou de production de cytokines des cellules NK de chaque patient. Les études
de polyfonction, renseignent quant a la capacité des cellules NK a cumuler ou non ces
fonctions. Ensemble, ces données, permettent d’identifier un profil NK complet. Dans
I’hypothése d’une implication des cellules NK dans la physiopathologie des troubles
psychotiques, ce profil permettrait de renseigner quant aux mécanismes d’implication des

cellules NK et permettrait I’identification de profils a risque voire de biomarqueurs.

Dans ce contexte, une cohorte de patients ayant présenté récemment un premier épisode
psychotique permet de réaliser une analyse immunologique relativement proche du début de
la maladie afin de limiter les biais dus par exemple aux traitements antipsychotiques au long
cours et a la chronicité des pathologies.

Nous avons pu travailler sur une cohorte de patients qui ont été inclus lors d’un premier
épisode psychotique dans le cadre d’un programme de recherche (projet ANR AutoMobil).
Le diagnostic de schizophrénie ou de troubles bipolaires a été posé a posteriori en fonction de

I’évolution clinique des patients.
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Les questions que nous nous sommes posées et qui ont motivé la réalisation de cette étude

gtaient les suivantes :

Quelles sont les caracteristiques phenotypiques et fonctionnelles des cellules NK dans une

population de patients au cours d’un premier épisode psychotique ?

Au sein de cette population, existe-t-il une différence entre les cellules NK de patients

souffrant de troubles bipolaires et de schizophrénie ?

Les résultats retrouvés chez les patients souffrant d’un trouble du spectre de 1’autisme de haut
niveau et notamment la présence du récepteur NKG2C, sont-ils également observés chez les

patients souffrant de troubles bipolaires et de schizophrénie ?
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Matériel et méthodes

Population

Les patients ont été inclus dans le pble de psychiatrie et d’addictologie des hopitaux
universitaires Henri Mondor a I’occasion d’une hospitalisation pour un premier épisode
psychotique. Les patients devaient étre majeurs, affiliés a un régime de sécurité sociale ou
ayant droit et &tre admis pour un premier épisode psychotique, un premier épisode maniaque
délirant, ou un premier épisode dépressif délirant. Les critéeres d’exclusion consistaient en la
présence d’une pathologie neurologique sévere (épilepsie, sclérose en plaque, encéphalite en
particulier), la prise d’un traitement en cours immunosuppresseur ou immunomodulateur, un
abus d’alcool ou de drogue dans les 24 heures précedant I’inclusion. Les données cliniques
comportaient : poids, taille, consommation de tabac, antécédent de tentative de suicide. Les
échelles MADRS, YMRS ont été utilisées pour coter respectivement les éléments dépressifs
et maniaques. Les symptémes psychopathologiques des états psychotiques étaient évalués par
I’échelle PANSS, la symptomatologie genérale par les echelles GAF et CGI. Les
prélevements sanguins des témoins sains ont été recueillis aupres de I’Etablissement Francais
du Sang (EFS), appariés et sélectionnés comme 1’ensemble des témoins inclus dans les études
NK du laboratoire sur la base de criteres spécifiques : absence de toute pathologie chronique
ou aigué actuelle ou dans les antécédents, absence de tout contexte infectieux dans les six

mois, absence de pathologie auto-immune, métabolique et cardiovasculaire.

Méthodes de laboratoire

L’ensemble des travaux a été réalisé sur des échantillons cellulaires congelés et stockés a
I’inclusion a la biobanque de la plateforme de ressources biologiques de 1’hopital Henri

Mondor.
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- Analyses phénotypiques

Les cellules (PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cells) ont été incubées aprés
décongélation, avec un panel de 16 anticorps: anti-CD159a/NKG2A-PE (130-098-814)
Miltenyi  Biotech, anti-CD335/NKp46-PE (130-107-510) Miltenyi Biotech, anti-
CD314/NKG2D-APC (130-092-673) Miltenyi Biotech, anti-HLA-DR (307626) BiolLegend,
anti-CD57-VioBlue (130-096-530) Miltenyi Biotech, anti CD226/DNAM-1 FITC (559-788)
Becton Dickinson, anti-CD337/NKp30-PE (563385) Becton Dickinson, anti-CD158b anti-
KIR2DL2/KIR2DL3-PE (130-092-618) Miltenyi Biotech, anti-CD159¢c/NKG2C-PE (130-
103-637) Miltenyi Biotech, anti-CD158b/KIR2DL1-FITC (130-103-933) Miltenyi Biotech,
anti-CD158e1-KIR3DL1-APC (312712) BiolLegend, anti-CD328/Siglec7-PE (130-100-983)
Miltenyi Biotech, anti-CD85j/ILT2-APC (130-098-446) Miltenyi Biotech, anti-CD69-ECD
(6607110) Beckman Coulter, anti-CD16 (560717) Becton Dickinson, anti CD161-FITC (130-
109-581) Miltenyi Biotech. Les cellules ont eté analysées en cytometrie en flux avec un
cytomeétre Gallios (Beckman Coulter). La population lymphocytaire CD45+ (anti-CD45-
VioGreen; 130-110-638 Miltenyi Biotech) / viable (FVD eFluor 506 ; 65-0866 Thermo
Fisher), CD3- (anti-CD3-APC; 4330036 Thermo Fisher) et CD56+ (anti-CD56-PC7 A21692
Beckman Coulter), correspondait aux cellules NK. L’expression de chaque marqueur était

exprimée en pourcentage des cellules NK totales.

Figure 8 : Cytometre Gallios

Beckman Coulter
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Dans un premier temps, les lymphocytes vivants, étaient sélectionnés parmi toutes les cellules
mononuclées selon leur profil dimensionnel et apres identification par un marqueur de
viabilité. Parmi tous les lymphocytes vivants, les cellules NK (CD3-CD56+) étaient a leurs
tours sélectionnées. Puis pour chaque récepteur on identifiait deux populations de cellules NK

selon qu’elles exprimaient ou non le récepteur choisi.

Figure 9 : Sélection des lymphocytes vivants parmi tous les PBMC, puis gating des cellules NK
(CD3- CD56+) puis, pour chaque récepteur identification d’'une population de cellules NK qui
exprime ce récepteur a sa surface.
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- Analyses des capacités de dégranulation et de production intra-cellulaire de cytokines

Les analyses de polyfonction ont été réalisées sur des cellules cultivées une nuit en présence
d'IL-12 (10 ng/ml) et IL-18 (100 ng/ml) et sur des cellules en présence de cellules cibles
d’une lignée tumorale K562 et sur des PBMC sans cible ni cytokine. Les cellules ont été
incubées avec des marqueurs de surface cellulaire (anticorps anti-CD3, anti-CD56 et anti-
CD45). La capacité de dégranulation a été analysée par détection du marqueur CD107a, a un
ratio cellule effectrice/cible de 1/1 [70].Les cellules ont été incubées en présence d’anticorps
anti-CD107a-FITC (555800 Becton Dickinson) pendant 1 h, puis incubées pendant 5 h aprés
addition de solutions Golgi Stop et Golgi Plug (BD Biosciences). Golgi Stop et Golgi Plug,
sont des inhibiteurs de protéines de transport, ils permettent 1’accumulation intracellulaire de
protéines, et ainsi la facilitation de leur détection en cytométrie en flux. Pour l'analyse

intracellulaire, les cellules ont été fixées et perméabilisées avec le kit cytofix / cytoperm
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(Becton Dickinson) puis incubées avec des anticorps anti-IFN-y (Alexa- MAbs Fluor-700,

Becton Dickinson) et anti-TNF-o (eFluor450, eBiosciences).

Figure 10 : Mesure de I'activité cytotoxique des cellules NK en présence des cellules cibles
K562, grace au marqueur de dégranulation CD107a.

pas d'activité cytotoxique activité cytotoxique
CD107a- CD107a +

D’aprés Uhrberg et al.[71]

La selection des cellules NK et I’identification des marqueurs, se faisaient selon les mémes

méthodes que celles décrites pour la caractérisation phénotypique.

Analyses statistiques

Les analyses de cytométrie ont été effectuées avec le logiciel FlowJo® tandis que celles de
polyfonction avec les logiciels Pestle® et Spice®. Les analyses statistiques ont été réalisees
sur Prism® et R®. Les résultats des analyses phénotypiques et fonctionnelles des patients et
des témoins ont été comparés grace a un test non paramétrique de Mann-Whitney. Les
résultats des populations de patients avec troubles bipolaires, avec schizophrénie et des
témoins ont été interprétés grace a un test non paramétrique de Kruskal-Wallis. Les
corrélations entre 1’expression des marqueurs de surface et les dimensions cliniques, ont été

estimées par un test de corrélation de Spearman.
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Résultats

Description de I’échantillon

93 patients ont été inclus au cours d’un premier épisode psychotique, nous avons pu analyser
les échantillons de 39 patients, 16 avec troubles bipolaires et 16 avec schizophrénie. Les 7
autres patients ont été inclus au cours d’épisode dépressif unipolaire ou d’épisode psychotique
bref. La moyenne d’age des patients, était de 29.1 ans (32.3 et 25.1 ans pour les troubles
bipolaires et la schizophrénie respectivement). Parmi les patients, il y avait 21 hommes et 18
femmes (7H/9F chez les patients bipolaires, 11H/5F chez les patients schizophrénes). Les
prélevements sanguins de 32 témoins sains ont été recueillis auprés de I’EFS. Certaines
techniques, en raison du faible nombre de PBMC n’ont pu étre réalisées chez 1’ensemble des
patients et des témoins. Ainsi, les analyses phénotypiques des marqueurs CD69, CD16, ILT2
et Siglec7 et les analyses de polyfonction, ont été réalisées chez 28 patients (13 avec troubles

bipolaires, 10 avec schizophrénie) et respectivement 11 et 26 témoins.
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Tableau 3 : Description des données cliniques (moyennes), des patients au cours d’un

premier épisode psychotique (FEP), avec troubles bipolaires (BP) et avec schizophrénie (SZ).

Patients FEP Patients BP Patients SZ

Nombre 39 16 16

Age (ans) 29.1 32.3 25.1
Sexe (H/F) 21/18 7/9 11/5
MADRS 14.8 18.6 13.6
YMRS 14.6 11.9 17.6
PANSS tot. 77.9 78.2 81.2
PANSS P 20.4 20.2 21.8
PANSS N 19.0 18.7 19.5
PANSS G 38.5 39.3 39.9
CaGl 5.0 5.0 5.2

GAF SYMPTOMES 28.2 28.2 28.3
GAF HANDICAP 334 31.7 34.2
ATCD de TS 8/29 2/10 5/11
Tabac (fumeurs) 15/29 4/10 9/11
BMI 20.3 21.2 21.1

Les patients, ont recu au préalable une information sur 1’étude avec la possibilité de refuser

que soient utilisés leurs données et échantillons. L'étude a recu l'avis favorable du Comité

Consultatif sur le Traitement de I’Information en matiere de Recherche dans le domaine de la

Santé (CCTIRS) et de la Commission Nationale de I’'Information et des Libertés (CNIL).
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Analyses phénotypiques

La comparaison entre patients et témoins ne retrouvait pas de différence significative du
nombre de cellules NK.

Figure 11 : pourcentages de cellules NK chez I’'ensemble des patients au cours d’'un premier
épisode psychotique (FEP) incluant ceux souffrant de troubles bipolaires (BP), de
schizophrénie (SZ) et les témoins sains.

%NK
301

104

L’¢tude phénotypique des cellules NK a permis de mettre en évidence des différences entre
les patients et les témoins pour I’expression des marqueurs NKG2C, HLA-DR et
KIR2DL2/KIR2DL3 (fig.4). lls ont été retrouvés significativement augmentés chez les
patients (avec respectivement p<0,0001, p=0,002 et p=0,008). Par contre, aucune différence

n’a été notée au sein des patients en fonction de la pathologie sous-jacente.
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Figure 12 : pourcentages de cellules NK exprimant les marqueurs NKG2C, KIR2DL2/KIR2DL3
et HLA-DR chez I’ensemble des patients au cours d’un premier épisode psychotique (FEP)

incluant ceux souffrant de troubles bipolaires (BP), de schizophrénie (SZ) et les témoin sains.
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De plus, aucune différence significative n’a été notée pour 1’expression des autres marqueurs

étudiés (fig.13) entre les patients et les donneurs sains et entre les groupes de patients avec

schizophrénie et avec troubles bipolaires.
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Figure 13 : Pourcentages de cellules NK exprimant les marqueurs CD161, NKG2A, CD69, CD16, ILT2,
NKp30, KIR2DL1, NKp46, KIR3DL1, CD57, DNAM1, Siglec7 et NKG2D chez I’'ensemble des patients au

cours d’un premier épisode psychotique (FEP), incluant ceux souffrant de troubles bipolaires (BP), de

schizophrénie (SZ) et les témoins sains.
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Analyses fonctionnelles

Pour mesurer 1’activité cytotoxique des cellules NK, 1’expression du marqueur de
dégranulation CD107a a été testée par cytométrie en flux. Aprés stimulation par des cellules
cibles K562, une diminution significative a été observée chez les patients lors d’un premier
épisode psychotique (p = 0,009) par rapport aux témoins, alors qu’aucune différence n’a été

mise en évidence en I’absence de stimulation (fig.14).

Concernant la production intra-cytoplasmique de cytokines par les cellules NK, une
diminution significative de production d’IFN-y a été observée chez les patients au cours d’un
premier épisode psychotique (p = 0,046) en I’absence de stimulation, qui n’était plus
significative aprés stimulation par 1L12 et IL18 (p = 0,053) (fig.14). De plus, aucune
différence de production de TNF-a n’a été observée entre patients et témoins avec ou sans
stimulation. Dans toutes ces études des résultats similaires ont été observés entre les groupes

de patients avec schizophreénie et troubles bipolaires (fig.14).
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Figure 14 : Représentation en dot-plot des fonctions de dégranulation (CD107+), et de
production d’IFN-y et de TNF- a, des cellules NK chez I'ensemble des patients au cours d’un
premier épisode psychotique (FEP), incluant ceux souffrant de troubles bipolaires (BP), de
schizophrénie (SZ) et les témoins sains (témoins), en I'absence de stimulation ou aprés
stimulation par des cellules K562 ou de I'lL12 et de I'IL18.
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- Analyse des polyfonctions

Les études de polyfonction ont pour objectif de déterminer si une cellule NK est capable
d’exécuter simultanément plusieurs fonctions différentes. Les résultats montrés dans la figure
15 montrent que les patients ont des capacités polyfonctionnelles relativement similaires a

celles des témoins (fig.15).
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Figure 15 : Représentation graphique des polyfonctions NK (dégranulation et production
d’IFN-y et de TNF-a) des cellules NK de patients au cours d’un premier épisode psychotique,
souffrant de troubles bipolaires (TBP), ou de schizophrénie (SZ) et de témoins. Les Les
résultats sont montrés sans stimulation (NO) et aprés stimulation par des cellules K562 (K)
oudel’lL12 et de IIL18 (IL).
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La caractérisation phénotypique des cellules NK des patients au cours d’un premier épisode
psychotique, n’a pas noté de différence significative entre les patients avec troubles bipolaires
et schizophrénie. Il n’est pas non plus retrouvé entre ces deux groupes de patients, de

différence significative concernant les analyses fonctionnelles et des polyfonctions.

Caracteéristiques NK et données cliniques

Apres correction pour ’age et le sexe, une corrélation positive significative a été observée
entre I’expression du recepteur KIR2DL2/KIR2DL3 et le score de PANSS total (r = 0.48, p =
0.017). Par contre aucune corrélation n’a été observée entre les autres dimensions cliniques
(age, sexe, IMC, statut tabagique, et scores YMRS et MADRS) et les autres marqueurs
étudies, dont HLA-DR, NKG2C et les différentes fonctions NK.

Discussion

Notre étude s’est intéressee a des cellules clés du systeme immunitaire, a la jonction entre
immunité innée et adaptative, les cellules NK, chez des patients au cours d’un premier
épisode psychotique. Des travaux antérieurs avaient analysé la distribution lymphocytaire et
I’activité NK et obtenus des résultats hétérogénes. A notre connaissance, cette étude est la
premiére a réaliser une caractérisation phénotypique et fonctionnelle extensive de ces cellules
au sein de cette population de patients présentant un premier épisode psychotique.

Nous avons ainsi pu mettre en évidence une augmentation de I’expression de certains
récepteurs a la surface des cellules NK ainsi que la présence de déficiences fonctionnelles des
cellules NK chez ces patients.

Le résultat le plus intéressant, bien qu’intriguant, est 1’observation d’une surexpression du
récepteur NKG2C+ accompagnée de la positivité du marqueur d’activation HLA-DR
(NKG2C+, HLA-DR+).
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NKG2C est un récepteur activateur principalement impliqué dans les infections virales au
cytomégalovirus (CMV). L’augmentation phénotypique NKG2C+ au cours d’un premier
épisode psychotique, amene a s’interroger sur le statut serologique de nos patients. Le
cytomégalovirus (CMV) est un agent pathogéne de la famille des herpesvirus. Il s’agit d’un
virus neurotropique qui demeure habituellement latent [72] et est, sauf condition particuliére
(grossesse, immunodépression) asymptomatique chez ’homme. La prévalence du CMV chez
d’adulte, est de I’ordre de 60% dans les pays développés et 80% dans les pays en voie de
développement. Plusieurs études, ont signalé une association entre la séropositivité au CMV
et des pathologies psychiatriques telles que la schizophrénie [73] et le trouble bipolaire [74].
Une étude récente [75], notait que des taux d’Immuglobuline G augmentés (témoins d’un
antécédent d’infection par CMV) étaient associes a une diminution du volume de
I’hippocampe et a des déficits cognitifs chez les patients avec schizophrénie et troubles

bipolaires.

Deux études, se sont intéressées au CMV chez les patients au cours d’un premier épisode
psychotique. Bolu et al.[76] ne notaient pas de différence significative concernant la
séropositivité CMV entre patients (46%) et témoins sains (40%), mais retrouvaient des scores
aux echelles evaluant les symptémes négatifs (Scale for the Assessment of Negative
Symptoms) augmentés chez les patients séropositifs au CMV. Martinuzzi et al. [77]
retrouvaient dans leur cohorte de patients au cours d’un premier épisode psychotique, 56% de
patients positifs pour le CMV. Il s’agissait d’une étude sans groupe contréle, évaluant a
posteriori les criteres de réponse aux traitements. La séropositivité CMV était associée chez
les patients trés symptomatiques sur le plan psychiatrique a une mauvaise réponse aux

traitements.

HLA-DR est une molécule du complexe majeur d’histocompatibilit¢ de classe Il qui est
uniguement exprimée a la surface des cellules NK activées. L’expression constitutive de

HLA-DR serait en accord avec la présence d’un virus ou encore avec un profil inflammatoire.

Il serait donc intéressant de déterminer le statut CMV de patients au cours d’un premier
épisode psychotique et si celui-ci est corrélé avec 1’expression du récepteur NKG2C. Il

s’agirait alors d’un argument important suggérant que ce virus pourrait jouer un role dans la
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physiopathologie des premiers épisodes psychotiques. Dans le cas contraire, il faudrait en

premier lieu envisager I’implication d’un autre pathogéne.

Ce profil NKG2C+ HLA-DR+ retrouvé augmenté chez les patients au cours d’un premier
épisode psychotique, est particulierement intéressant puisque comparable a celui décrit par
Bennabi et al.[69] chez les patients avec trouble du spectre de 1’autisme de haut niveau. Les
similitudes retrouvées dans la caractérisation phénotypique des cellules NK entre les patients
souffrant de trouble du spectre de 1’autisme de haut niveau et les patients au cours d’un
premier épisode psychotique, invitent & s’interroger sur d’éventuels facteurs communs dans
I’histoire de ces troubles, et pourrait laisser a penser qu’il s’agit du résultat d’un évenement

précoce commun qui resterait a determiner.

Dans I’hypothése selon laquelle seraient impliqués des processus neuro-développementaux
similaires, nous aurions pu retrouver au niveau des cellules NK des caractéristiques
différentes au sein des patients au cours d’un premier épisode psychotique, avec davantage de
similitudes entre les patients souffrant de trouble du spectre de ’autisme de haut niveau et
ceux avec une schizophrénie en raison du caractére neuro-développemental anormal commun
aux deux pathologies. Notre travail n’a apporté aucun argument en faveur de cette hypothese,
possiblement en raison du relatif faible nombre de patients inclus et qui incite a étendre
I’étude & des cohortes plus importantes. Alternativement, nous pouvons envisager que des
troubles de I’immunité innée, notamment portés par les cellules NK, seraient communs au
cours d’un premier épisode psychotique entre les patients souffrant de troubles bipolaires et
de schizophrénie. Des études longitudinales et la détermination de profils phénotypiques NK
a distance du premier épisode, permettraient de mieux comprendre 1’évolution des profils NK

selon les pathologies et ainsi de pouvoir décrire I’histoire naturelle de ces pathologies.

Nous avons aussi observé une expression élevee des récepteurs KIR2DL2/KIR2DL3 a la
surface des cellules NK des patients inclus pour un premier épisode. Ce résultat montre une
différence avec ce qui a été observé chez les patients avec troubles du spectre de I’autisme ou
c¢’était le récepteur KIR2DL1 qui était surexprimé [69]. 1l est de plus important de souligner le
fait que I’expression de KIR2DL2/KIR2DL3 est associée au score de PANSS total, reflétant
la sévérité de la pathologie. Ceci pourrait suggérer un réle spécifique a ces marqueurs chez les

patients souffrant d’un premier épisode psychotique d’autant qu’une étude génétique
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antérieure avait montré que la molécule HLA-C*01:02, un des ligands de KIR2DL2, est
augmentee chez les patients avec schizophrénie [78]. Afin de conforter nos résultats, une
étude génétique de I’ensemble des marqueurs KIR et de leurs ligands devrait étre envisagee
chez les patients de notre étude. De plus, Il serait intéressant au cours d’une étude
longitudinale de voir si la corrélation avec les données cliniques se confirme et d’observer son

évolution apres I’introduction d’un traitement et a distance de 1’épisode.

Au niveau fonctionnel, nous observons une diminution des principales fonctions NK; a savoir
la dégranulation et la production d’TFN-y chez les patients présentant un premier épisode
psychotique. Il est cependant important de noter que ces dysfonctions n’influaient pas sur les
capacites polyfonctionnelles des cellules NK, similaires chez les patients et les témoins. Il
faut aussi souligner que les données fonctionnelles obtenues apres stimulation ne sont que
partiellement informatives, n’ayant pas été réalisées en présence de cibles pertinentes pour

chacune des pathologies.
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CONCLUSION

Au cours d’un premier épisode psychotique, il semblerait qu’une dysfonction immunitaire
impliquant les cellules NK pourrait en expliquer I’origine des troubles. En effet, la
caractérisation phénotypique et fonctionnelle extensive des cellules NK a permis de mettre en
évidence dans notre cohorte de patients au cours d’un premier épisode psychotique, des

cellules NK hyperactivées et hypofonctionnelles.

Aussi, on retrouve a la surface des cellules NK, une augmentation de I’expression du
récepteur activateur NKG2C, récepteur dont 1’expression est connue dans la littérature pour
étre associée au cytomégalovirus. La déetermination du statut sérologique (CMV) des patients

serait donc utile notamment au cours d’un premier épisode psychotique.

Plus spécifiquement, D’expression a la surface des cellules NK des récepteurs

KIR2DL2/KIR2DL3 semble étre associée a des symptdmes plus graves.

Par ailleurs, des similitudes phénotypiques et fonctionnelles ont été retrouvées entre les
patients au cours d’un premier épisode psychotique et ceux avec trouble du spectre de
I’autisme de haut niveau. Il serait ainsi intéressant, de déterminer si les patients au cours d’un
premier épisode psychotique évoluant vers une schizophrénie se rapprochent davantage de
ceux avec trouble du spectre de 1’autisme de haut niveau méme si d’aprés notre cohorte, les

patients avec schizophrénie ne semblent pas différer de ceux avec troubles bipolaires.

Il serait utile au praticien, d’étudier les cellules NK des patients pour mieux comprendre et
appréhender la physiopathologie des premiers épisodes psychotiques et notamment pour les
sujets les plus graves. Néanmoins, sur le plan pratique, une caractérisation phenotypique et
fonctionnelle extensive des cellules NK reste couteuse, d’autant que sur le plan thérapeutique,
en dehors des anti-Cox2 adjuvants, les traitements immuno-inflammatoires n’ont pas montré

de réelle efficacité.
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Annexe 1

Tableau 1: Tableau récapitulatif des études s’intéressant au pourcentage de cellules NK chez

les patients souffrant de schizophrénie (SZ), de troubles bipolaires (BP) et au cours d’un

premier épisode psychotique (FEP).

Etude Méthode

Population de patients

Résultats

Pourcentage de cellules NK diminué

2018 Déconvolution* 711 patients SZ Diminution chez les patients
Karpinski et 713 témoins sains
al.[62]
2016 Déconvolution* 200 patients SZ. Diminution significative chez les patients SZ traités.
Karpinski et - 171 déja traités. Diminution non significative aprés correction par le sexe et 1’age
al.[61] - 29 naifs de traitement chez les patients FEP.
Pas de différence significative chez les patients BP.

50 patients BP.

> 200 témoins sains.
2000 Cytométrie 20 patients BP au cours d’un Diminution chez les patients

Abeer et al.[79]

épisode maniaque

20 témoins sains

1999 Cytométrie
Sperner-

Unterweger et

al.[80]

55 patients SZ.

- 21 FEP.

- 34 déja traités, au cours d’une
rechute.

16 témoins sains.

Diminution chez les patients SZ, premier épisode et chroniques, a

JO et J7 et normalisation a la sortie.

Pas de différence significative concernant le pourcentage de cellules NK

2019 Cytométrie
Furlan et al.[64]

30 patients BP aigus

36 témoins sains

Pas de différence significative entre les groupes.

2018 Cytométrie 80 sujets a faible risque de Pas de différence significative entre les groupes.
Counotte et psychose
al.[63] 53 sujets a haut risque de

psychose
2018 Cytométrie 83 patients BP stables. Pas de différence significative entre les groupes.
Becking et 8 patients BP aigus.
al.[53] 165 témoins sains.
2012 Cytométrie 11 patients SZ au cours d’un Pas de différence significative entre les groupes.
Van Venrooij et premier épisode.
al. [67] 15 témoins sains.
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2010 Cytométrie 26 patients SZ. Pas de différence significative entre les groupes.
Steiner et al.[81] - 15 déja traités. Pas de différence chez les patients SZ sans traitement a I’entrée et
- 11 sans traitement. a 6 semaines de traitement.
32 témoins sains.
2009 Cytométrie 8 patients SZ. Pas de différence significative entre les groupes.
Torres et al.[82] 7 patients bipolaires.
7 témoins sains.
2004 Cytométrie 31 patients SZ au cours d’une Pas de différence significative entre les groupes.
Rudolf et al.[83] rechute.
31 témoins sains.
2000 Cytométrie 29 patients SZ. Pas de différence significative entre les groupes.

Yovel et al.[68]

- 18 déja traités.
- 11 sans traitement > 8 semaines.
8 patients non SZ.

31 témoins sains.

Pourcentage de cellules NK augmenté

2016 Cytométrie 18 patients SZ chroniques. Augmentation chez les patients.

Fernandez-Egea - 17 traités par Clozapine.

et al.[60]

2013 Méta-analyse Augmentation chez les patients en phase aigue et aprés 9 semaines

Miller et al.[50]

de traitement.

1994
Sasaki et al.[84]

Cytométrie

14 patients SZ en phase aigte.

- 11 déja traités.

L’augmentation retrouvée initialement, n’était plus constatée a 4 et

8 semaines d’hospitalisation.

* déconvolution : technique évaluant par des méthodes de machine learning (apprentissage

informatique

transcriptomiques.

automatique)

la distribution

lymphocytaire a partir de données
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Annexe 2

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des études s’intéressant a I’activité NK des patients
souffrant de schizophrénie (SZ), de troubles bipolaires (BP) et au cours d’un premier épisode

psychotique (FEP)

Etude Méthode Population de patients Résultats
Activité NK diminuée
2012 Cytométrie 11 patients SZ au cours d’un Augmentation immédiate chez les témoins en réponse au stress,

Van Venrooij et Stress social

premier épisode.

non observée chez les patients.

al.[67] 15 témoins sains. Activité moyenne diminuée chez les patients (en dehors de
I’épisode de stress).

1994 Cytométrie 73 patients SZ. Diminution significative chez les patients SZ.

Abdeljaber et 25 témoins sains.

al.[85]

1988 Cytométrie 20 patients SZ. Diminution significative chez les patients SZ non traités, mais

Urch et al.[86]

-15 déja traités.
- 5 sans traitement.
19 patients dépressifs.

19 témoins sains.

non significative chez les patients SZ traités.

Pas de différence significative concernant I’activité NK

1994 Cytométrie 14 patients SZ en phase aigte. Pas de différence entre patients et témoins.

Sasaki et al.[84] - 11 déja traités. Une différence était notée au sein de la population de patients
- 3 sans traitement. avec une activité diminuée a I’admission vs I’activité mesurée a 4
20 témoins sains. semaines et & 8 semaines d’hospitalisation.

1991 Cytométrie 8 patients SZ naifs de traitement Pas de différence significative entre les groupes.

Caldwell et al.[87] au cours d’un premier épisode a
début tardif.
8 témoins sains.

1986 Cytométrie 30 patients SZ. Pas de différence significative entre les groupes.

Schindler et al.[88] 30 témoins sains.

1983 Cytométrie 27 patients SZ stables. Pas de différence significative entre les groupes.

De Lisi et al.[89]

17 témoins sains.

Activité NK augmentée

2000
Yovel et al.[68]

Cytométrie

29 patients SZ.

- 18 déja traités.

- 11 sans traitement > 8 semaines.
8 patients non SZ.

31 témoins sains.

Augmentation chez les patients SZ. Demeurait significative
méme lorsqu’étaient exclus les patients SZ non traités, dont

I’activité NK était la plus augmentée.
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Caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules NK au cours d’un premier
épisode psychotique.

Le premier épisode psychotique est frequemment inaugural de troubles tels que la
schizophrénie ou les troubles bipolaires. Toutefois, sa physiopathologie n’est que
partiellement comprise. L’hypothése de dysfonctions immuno-inflammatoires et en
particulier des cellules NK, connait un regain d’intérét. L’objectif de ce travail était d’étudier
la spécificité du profil immunitaire phénotypique et fonctionnel des cellules NK au cours d’'un
premier épisode psychotique. 39 patients ont été inclus dans le pble de psychiatrie Henri
Mondor a I'occasion d’une hospitalisation pour un premier épisode psychotique et 32
témoins. Une caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules NK a été réalisée en
cytométrie en flux. Nous avons identifié des profils de cellules NK hyperactivées et
hypofonctionnelles chez les patients, associés a une augmentation de I'expression du
récepteur NKG2C. En outre, I'expression de KIR2DL2/KIR2DL3 était augmentée a la
surface des cellules NK des patients et était corrélée a la sévérité des symptémes
psychotiques. De facon intéressante, la plupart de ces résultats avait été observée chez des
patients souffrant de trouble du spectre de I'autisme et interroge quant a des évenements
précoces communs. |l serait intéressant de définir le statut sérologique des patients de
I'étude pour mieux comprendre I'expression phénotypique NKG2C, récepteur activateur
connu dans la littérature pour étre lié au CMV.

Cellules NK, premier épisode psychotique, schizophrénie, troubles bipolaires, systéeme
immunitaire, immuno-psychiatrie, cytomégalovirus

Phenotype and functional characterization of NK cells during a first episode of psychosis.

The first episode of psychosis is usually followed by disorders such as schizophrenia or
bipolar disorder. However, we don’t fully understand its physiopathology. The immune
hypothesis, and especially the NK cells’ function is an increasing focus of interest. The aim
of this work was to study the specificity of the phenotype and functional profil of NK cells
during a first episode of psychosis. 39 patients were included in the Henri Mondor psychiatry
center during a hospitalization for a first episode of psychosis and 32 healthy controls.
Phenotypic and functional characterization of NK cells was performed in flow cytometry. We
identified hyperactivated and hypofunctional NK cell profiles in patients, associated with an
increase of NKG2C receptor expression. In addition, the expression of KIR2DL2 / KIR2DL3
was increased on the surface of the patients’ NK cells and correlated with psychosis
symptoms’ severity. Interestingly, most of these findings have been observed in patients
with autism spectrum disorder and questions about common early events. It would be
interesting to define patients’ serological status to understand better the phenotypic
expression NKG2C, activator receptor known in the literature to be linked to CMV.

NK cells, first episode of psychosis, schizophrenia, bipolar disorders, immune system,
immunopsychiatry, cytomegalovirus
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