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MICHEL Fabrice
MICHEL Gérard
MICHEL Justin
MICHELET Pierre disponibilité
MILH Mathieu
MILLION Matthieu
MOAL Valérie
MORANGE Pierre-Emmanuel
MOULIN Guy
MOUTARDIER Vincent
NAUDIN Jean
NICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier
NICOLLAS Richard
NGUYEN Karine
OLIVE Daniel
OLLIVIER Matthieu
OUAFIK L'Houcine
OVAERT-REGGIO Caroline
PADOVANI Laetitia
PAGANELLI Franck
PAPAZIAN Laurent
PAROLA Philippe
PELISSIER-ALICOT Anne-Laure
PELLETIER Jean
PERRIN Jeanne
PESENTI Sébastien
PETIT Philippe
PHAM Thao
Secrétariat Général - RH
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PROFESSEURS DES UNIVERSITES-PRATICIENS HOSPITALIERS

PIERCECCHI/MARTI Marie-Dominique ROUDIER Jean VALERO René

PIQUET Philippe SALAS Sébastien VAROQUAUX Arthur Damien
PIRRO Nicolas SARLON-BARTOLI Gabrielle VELLY Lionel

POINSO Frangois SCAVARDA Didier VEY Norbert

RACCAH Denis SCHLEINITZ Nicolas VIDAL Vincent

RADULESCO Thomas SEBAG Frédéric VIENS Patrice

RANQUE Stéphane SIELEZNEFF Igor VILLANI Patrick

REGIS Jean SIMON Nicolas VITON Jean-Michel
REYNAUD/GAUBERT Martine STEIN Andréas VITTON Véronique
REYNAUD Rachel SUISSA Laurent VIEHWEGER Heide Elke détachement
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth ~ TAIEB David VIVIER Eric

RICHIERI Raphaélle THOMAS Pascal XERRI Luc

ROCHE Pierre-Hugues THUNY Franck ZIELESKIEWICZ Laurent
ROCH Antoine TOSELLO Barthélémy

ROCHWERGER Richard TREBUCHON-DA FONSECA Agnés

ROLL Patrice TROPIANO Patrick

ROSSI Dominique TSIMARATOS Michel détachement

ROSSI Pascal TURRINI Olivier

PROFESSEUR DES UNIVERSITES
ADALIAN Pascal
AGHABABIAN Valérie
BELIN Pascal
CHABANNON Christian
CHABRIERE Eric
COLSON Sébastien
FERON Frangois
LE COZ Pierre
LEVASSEUR Anthony
RANIJEVA Jean-Philippe
SOBOL Hagay
PROFESSEUR CERTIFIE
FRAISSE-MANGIALOMINI Jeanne
PROFESSEUR DES UNIVERSITES ASSOCIE a MI-TEMPS
REVIS Joana
PROFESSEUR DES UNIVERSITES MEDECINE GENERALE
GENTILE Gaétan
PROFESSEUR ASSOCIE DES UNIVERSITES a MI-TEMPS MEDECINE GENERALE

BARGIER Jacques
JANCZEWSKI Aurélie

PROFESSEUR DES UNIVERSITES ASSOCIE a TEMPS PLEIN DES DISCIPLINES MEDICALES
BOUSSUGES Alain
PROFESSEUR DES UNIVERSITES ASSOCIE A MI-TEMPS DES DISCIPLINES MEDICALES

BOURVIS Nadege Secrétariat Général - RH
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MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES-PRATICIENS HOSPITALIERS

AHERFT Sarah GASTALDI Marguerite
ANGELAKIS Emmanouil (disponibilit¢) GAUDRY Marine

APPAY Romain GELSI/BOYER Véronique

ATLAN Catherine (disponibilité) GIUSIANO COURCAMBECK Sophie
BEGE Thierry GOURIET Frédérique
BENYAMINE Audrey GUERIN Carole

BIRNBAUM David GUENOUN MEYSSIGNAC Daphné
BOBOT Mickael GUIDON Catherine

BONINI Francesca GUIVARCH Jokthan

BOUCRAUT Joseph HABERT Paul

BOULAMERY Audrey HAUTIER Aurélie
BOULLU/CIOCCA Sandrine IBRAHIM KOSTA Manal
BOUSSEN Salah Michel JALOUX Charlotte

BUFFAT Christophe
CAMILLERI Serge
CARRON Romain
CASSAGNE Carole
CHAUDET Hervé
CHRETIEN Anne-Sophie
COZE Carole

CUNY Thomas
DADOUN Frédeéric (disponibilité)
DALES Jean-Philippe
DARIEL Anne

JARROT Pierre-André

KASPI-PEZZOLI Elise

L'OLLIVIER Coralie

LABIT-BOUVIER Corinne
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina
LAGARDE Stanislas

LAGIER Aude (disponibilité)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude
LAMBERT Isabelle

LENOIR Marien
LEVY/MOZZICONACCI Annie

DEGEORGES/VITTE Joélle disponibilitt MAAROUF Adil

DEHARO Pierre
DELLIAUX Stéphane
DELTEIL Clémence
DESPLAT/JEGO Sophie
DUBOURG Grégory
DUCONSEIL Pauline
DUFOUR Jean-Charles
ELDIN Carole
FOLETTI Jean- Marc
FRANKEL Diane
FROMONOT Julien

MACAGNO Nicolas
MALISSEN Nausicaa
MAUES DE PAULA André
MEGE Diane
MORAND-HUGGET Aurélie
MOTTOLA GHIGO Giovanna
NINOVE Laetitia
NOUGAIREDE Antoine
PAULMYER/LACROIX Odile
RESSEGUIER Noémie
ROBERT Philippe

MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES

ABU ZAINEH Mohammad
BARBACARU/PERLES T. A.
BERLAND Caroline

BOYER Sylvie
DEGIOANNI/SALLE Anna

(mono-appartenants)
DESNUES Benoit
MARANINCHI Marie
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky
MEZOUAR Soraya
MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte retraite au 1/10/2022

ROBERT Thomas
ROMANET Pauline
SABATIER Renaud
SARI-MINODIER Iréne
SAULTIER Paul

SAVEANU Alexandru
STELLMANN Jan-Patrick
SUCHON Pierre

TABOURET Emeline

TOGA Isabelle

TOMASINI Pascale

TROUDE Lucas

TROUSSE Delphine
TUCHTAN-TORRENTS Lucile
VELY Frédéric

VENTON Geoffroy
VION-DURY Jean
ZATTARA/CANNONI Héléne

POGGI Marjorie
RUEL Jérome

THOLLON Lionel
THIRION Sylvie
VERNA Emeline

MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES DE MEDECINE GENERALE

CASANOVA Ludovic
JEGO SABLIER Maéva

MAITRES DE CONFERENCES ASSOCIES DE MEDECINE GENERALE a MI-TEMPS

BERNAL Alexis
FIERLING Thomas
FORTE Jenny
MITILIAN Eva

ROUSSEAU-DURAND Raphaé¢lle
THERY Didier
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MAITRES DE CONFERENCES ASSOCIES a MI-TEMPS

BOURRIQUEN Maryline
LAZZAROTTO Sébastien
LUCAS Guillaume
MATHIEU Marion
MAYENS-RODRIGUES Sandrine
MELLINAS Marie
MORIN-GALFOUT Sara
ROMAN Christophe

TRINQUET Laure
VILLA Miléne

CDI LRU TEMPS PLEIN ECOLE DES SCIENCES ET DE LA READAPTION

FORMATION ERGOTHERAPIE
BLANC Catheline
DESPRES Géraldine
GIRAUDIER Anais
PAVE Julien

FORMATION PODOLOGIE
GRIFFON Patricia
PETITJEAN Aurélie

FORMATION ORTHOPTIE
MONTICOLO Chloé

FORMATION MASSO-KINESITHERAPIE
AUTHIER Guillaume
CAORS Béatrice
CHAULLET Karine
ERCOLANO Bruno
HENRY Joannie
HOUDANT Benjamin
MIRAPEIX Sébastien
MULLER Philippe
ROSTAGNO Stéphan

CDD LRU TEMPS PLEIN ECOLE DES SCIENCES INFIRMIERES
CHAYS-AMANIA Audrey
CDD LRU TEMPS PLEIN ANGLAIS
GILSINN Amanda
ATTACHE TEMPORAIRE D'ENSEIGNEMENT ET DE RECHERCHE
SACHAU-CARCEL Géraldine

CDI LRU ECOLE DE MAIEUTIQUE
CLADY Emilie
FREMONDIERE Pierre
MATTEO Caroline
MONLEAU Sophie
MUSSARD-HASSLER Pascale
RIQUET Sébastien

ZAKARIAN Carol . .
arote Secrétariat Général - RH
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PROFESSEURS DES UNIVERSITES et MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS
PROFESSEURS ASSOCIES, MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES mono-appartenants

ANATOMIE 4201

ANTHROPOLOGIE 20

CHAMPSAUR Pierre (PU-PH)
LE CORROLLER Thomas (PU-PH)
PIRRO Nicolas (PU-PH)

GUENOUN-MEYSSIGNAC Daphné (MCU-PH)
LAGIER Aude (MCU-PH) disponibilité

THOLLON Lionel (MCF) (60eme section)

ADALIAN Pascal (PR)

DEGIOANNI/SALLE Anna (MCF)
VERNA Emeline (MCF)

SACHAU-CARCEL Géraldine (ATER)

BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE ; HYGIENE HOSPITALIERE 4501

ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH)
DANIEL Laurent (PU-PH)
FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

APPAY Romain (MCU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)
MACAGNO Nicolas (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

CHARREL Rémi (PU PH)

DRANCOURT Michel (PU-PH)

FENOLLAR Florence (PU-PH)

FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)
NICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)
LA SCOLA Bernard (PU-PH)

AHERFI Sarah (MCU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH) disponibilité
DUBOURG Grégory (MCU-PH)

GOURIET Frédérique (MCU-PH)
NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64éme section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64eme section)

DESNUES Benoit (MCF) ( 65éme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87éme section)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401

BRUDER Nicolas (PU-PH)

LEONE Marc (PU-PH)

MICHEL Fabrice (PU-PH)

VELLY Lionel (PU-PH)
ZIELESKIEWICZ Laurent (PU-PH)

BOUSSEN Salah Michel (MCU-PH)
GUIDON Catherine (MCU-PH)

ANGLAIS 11

FRAISSE-MANGIALOMINI Jeanne (PRCE)

BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)
GABERT Jean (PU-PH)
GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MARLINGE Marion (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
ROMANET Pauline (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

BIOLOGIE CELLULAIRE 4403

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT
ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)
PERRIN Jeanne (PU-PH)

ROLL Patrice (PU-PH)

FRANKEL Diane (MCU-PH)

GASTALDI Marguerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)
LEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)
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I BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

I CARDIOLOGIE 5102

GUEDJ Eric (PU-PH)
GUYE Maxime (PU-PH)
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69éme section)
CAMMILLERI Serge (MCU-PH)

VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69éme section)

AVIERINOS Jean-Frangois (PU-PH)
BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)
PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

DEHARO Pierre (MCU PH)

I CHIRURGIE VISCERALE ET DIGESTIVE 5202

BERDAH Stéphane (PU-PH)

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

BEYER-BERJOT Laura (PU-PH)

HARDWIGSEN Jean (PU-PH)

GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)
MANCINI Julien (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5éme section)

MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
SIELEZNEFF Igor (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)
DUCONSEIL Pauline (MCU-PH)
GUERIN Carole (MCU PH)
MEGE Diane (MCU-PH)

I CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH)
BLONDEL Benjamin (PU-PH)
FLECHER Xavier (PU PH)
OLLIVIER Matthieu (PU-PH)
ROCHWERGER Richard (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH)

I CHIRURGIE INFANTILE 5402

FAURE Alice (PU PH)
JOUVE Jean-Luc (PU-PH)
LAUNAY Franck (PU-PH)
MERROT Thierry (PU-PH)
PESENTI Sébastien (PU-PH)

I CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702

I VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH) détachement

BERTUCCI Frangois (PU-PH)
CHINOT Olivier (PU-PH)
DUFFAUD Florence (PU-PH)
GONCALVES Anthony PU-PH)
HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH)
LAMBAUDIE Eric (PU-PH)
PADOVANI Laetitia (PH-PH)
SALAS Sébastien (PU-PH)
VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)
TABOURET Emeline (MCU-PH)

Secrétariat Général - RH
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I CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503

CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)
GUYOT Laurent (PU-PH)

FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)
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CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103

COLLART Frédéric (PU-PH)
D'JOURNO Xavier (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH)
FOUILLOUX Virginie (PU-PH)
GARIBOLDI Viad (PU-PH)
MACE Loic (PU-PH)
THOMAS Pascal (PU-PH)

LENOIR Marien (MCU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

CHIRURGIE PLASTIQUE,
RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH)

BARTOLI Michel (PU-PH)

BOUFI Mourad (PU-PH)

MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH)

GAUDRY Marine (MCU PH)

BERTRAND Baptiste (PU-PH)
CASANOVA Dominique (PU-PH)

HAUTIER Aurélie (MCU-PH)
JALOUX Charlotte (MCU PH)

GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201

HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202

LEPIDI Hubert (PU-PH)

PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH)

BARTHET Marc (PU-PH)
DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
GONZALEZ Jean-Michel ( PU-PH)
GRANDVAL Philippe (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)

GENETIQUE 4704

DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003

BERBIS Philippe (PU-PH)
DELAPORTE Emmanuel (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH)

GROB Jean-Jacques (PU-PH) Retraite au 1/10/2022
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

MALISSEN Nausicaa (MCU-PH)

BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)

LEVY Nicolas (PU-PH) Disponibilité
NGYUEN Karine (PU-PH)

ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ;
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

BRUE Thierry (PU-PH)
CASTINETTI Frédéric (PU-PH)

CUNY Thomas (MCU PH)

AGOSTINI Aubert (PU-PH)
BRETELLE Florence (PU-PH)
CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
COURBIERE Blandine (PU-PH)
CRAVELLO Ludovic (PU-PH)
D'ERCOLE Claude (PU-PH)
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I EPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601

I HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701

AUQUIER Pascal (PU-PH)
BERBIS Julie (PU-PH)
BOYER Laurent (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH)

LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF) Retraite au 1/10/2022

BLAISE Didier (PU-PH)

COSTELLO Régis (PU-PH)

CHIARONI Jacques (PU-PH)

DEVILLIER Raynier (PU PH)
GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
LOOSVELD Marie (PU-PH)

MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)

GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)

IBRAHIM KOSTA Manal (MCU PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
SUCHON Pierre (MCU-PH)

VENTON (MCU-PH)

| IMMUNOLOGIE 4703

KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH)

FERON Frangois (PR) (69éme section)

BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
CHRETIEN Anne-Sophie (MCU PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
JARROT Pierre-André (MCU PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)

VELY Frédéric (MCU-PH)

POGGI Marjorie (MCF) (64éme section)

I MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

BARTOLI Christophe (PU-PH)

LEONETTI Georges (PU-PH)
PELISSIER-ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI-MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

DELTEIL Clémence (MCU PH)
TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)

BERLAND Caroline (MCF) (1ére section)

I MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503

I MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905

BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)
MILLION Matthieu (PU-PH)
PAROLA Philippe (PU-PH)

STEIN Andréas (PU-PH)

ELDIN Carole (MCU-PH)

BENSOUSSAN Laurent (PU-PH)
VITON Jean-Michel (PU-PH)

I MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

| MEDECINE D'URGENCE 4805

| SARI/MINODIER Iréne (MCU-PH)

GERBEAUX Patrick (PU PH)
KERBAUL Frangois (PU-PH) détachement
MICHELET Pierre (PU-PH) Disponibilité

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; ADDICTOLOGIE 5301

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

EBBO Mikael (PU-PH)
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)
ROSSI Pascal (PU-PH)
SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

BENYAMINE Audrey (MCU-PH)

Secrétariat Général - RH
MAJ 01.09.2022



MEDECINE GENERALE 5303

NEPHROLOGIE 5203

GENTILE Gaétan (PR Méd. Gén. Temps plein)

BARGIER Jacques (PR associé Méd. Gén. A mi-temps)
JANCZEWSKI Aurélie (PR associé Méd. Gén. A mi-temps)

CASANOVA Ludovic (MCF Méd. Gén. Temps plein)
JEGO SABLIER Maéva (MCF Méd. Gén. Temps plein)

BERNAL Alexis (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)
FIERLING Thomas (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)
FORTE Jenny (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)
MITILIAN Eva (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

ROUSSEAU-DURAND Raphaélle (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

THERY Didier (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) (nomination au 1/10/2019)

BRUNET Philippe (PU-PH)
BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)
JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
MOAL Valérie (PU-PH)

BOBOT Mickael (MCU-PH)
ROBERT Thomas (MCU-PH)

NEUROCHIRURGIE 4902

NUTRITION 4404

BELIARD Sophie (PU-PH)
DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH)
VALERO René (PU-PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité

MARANINCHI Marie (MCF) (66éme section)

DUFOUR Henry (PU-PH)
FUENTES Stéphane (PU-PH)
GRAILLON Thomas (PU PH)
REGIS Jean (PU-PH)

ROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

CARRON Romain (MCU PH)
TROUDE Lucas (MCU-PH)

NEUROLOGIE 4901

ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)

CHABANNON Christian (PR) (66eme section)
SOBOL Hagay (PR) (65éme section)

MEZOUAR Soraya (65éme section)

OPHTALMOLOGIE 5502

DAVID Thierry (PU-PH)
DENIS Daniéle (PU-PH) Surnombre

ATTARIAN Sharham (PU PH)
AUDOIN Bertrand (PU-PH)
AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)
FELICIAN Olivier (PU-PH)
PELLETIER Jean (PU-PH)
SUISSA Laurent (PU-PH)

MAAROUF Adil (MCU-PH)

PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501

DESSI Patrick (PU-PH)
FAKHRY Nicolas (PU-PH)
GIOVANNI Antoine (PU-PH)
LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH)
MICHEL Justin (PU-PH)
NICOLLAS Richard (PU-PH)
RADULESCO Thomas (PU-PH)

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Frangois (PU-PH)

BOURVIS Nadége (PR associée)

GUIVARCH Jokthan (MCU-PH)

PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -
PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803

BLIN Olivier (PU-PH)
MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
SIMON Nicolas (PU-PH)

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)
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I PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502

PHILOSPHIE 17

RANQUE Stéphane (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

LE COZ Pierre (PR) (17éme section)
MATHIEU Marion (MAST)

PHYSIOLOGIE 4402

PEDIATRIE 5401

ANDRE Nicolas (PU-PH)
BARLOGIS Vincent (PU-PH)
CHAMBOST Hervé (PU-PH)
DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
FABRE Alexandre (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)
OVAERT-REGGIO Caroline (PU-PH)
REYNAUD Rachel (PU-PH)
TOSELLO Barthélémy (PU-PH)
TSIMARATOS Michel (PU-PH)

COZE Carole (MCU-PH)
MORAND-HUGGET Aurélie (MCU-PH)
SAULTIER Paul (MCU-PH)

PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

BREGEON Fabienne (PU-PH)

GABORIT Bénédicte (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)
TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (PU-PH)

BOUSSUGES Alain (PR associé a temps plein)

BONINI Francesca (MCU-PH)
BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)
DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

LAGARDE Stanislas (MCU-PH)

LAMBERT Isabelle (MCU-PH)
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l. Les immunoglobulines: Structure, biosynthese et fonctions

Les immunoglobulines sont les prototypes de la superfamille des immunoglobulines. C'est un
ensemble de protéines partageant des séquences communes, des homologies de structure et des

homologies mécaniques ou fonctionnelles.

Cette superfamille comprend notamment : les immunoglobulines, les récepteurs pour le
fragment Fc des immunoglobulines (FcR), le récepteur T (TCR), les molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité de classe | et I, des molécules d'adhésion cellulaire appartenant a la famille des
Ig-CAM, les corécepteurs du TCR (CD4 et CD8), certains récepteurs de cytokines, etc. Ces molécules
remplissent des fonctions a priori trés différentes dans I'organisme, on peut cependant mettre en
évidence une particularité fonctionnelle commune, celle de reconnaissance moléculaire et d’adhésion

cellulaire (Halaby et Mornon, s. d.).

Les immunoglobulines sont les effecteurs solubles de la réponse humorale adaptative,
déclenchée par la reconnaissance spécifique d’un antigene. Elles sont caractérisées par une dualité
structurelle et fonctionnelle : la reconnaissance de I'antigene portée par les régions variables et les

fonctions effectrices portées par les régions constantes.

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines, les variations du pattern de glycosylation ont

un impact sur leur structure, leur synthése ainsi que sur leurs fonctions.

A. Structure et biosynthese des immunoglobulines
1. Structure générale d’une immunoglobuline : le prototype d’une I1gG1
a) Structureen 'Y

Une immunoglobuline est constituée de 4 chaines polypeptidiques : deux chaines lourdes
identiques (notées H pour heavy) et deux chaines légéres identiques (notées L pour light). Elles sont
assemblées entre elles grace a des ponts disulfures, de maniére a former une molécule symétrique
représentée schématiquement par un « Y ». Un pont disulfure relie une chaine légére a une chaine
lourde et les deux chaines lourdes sont reliées entre elles par un autre pont disulfure (Vidarsson,

Dekkers, et Rispens 2014).

b) Domaine immunoglobuline
Les chafnes lourdes et légeres sont constituées de plusieurs domaines immunoglobulines. Il
s’agit d’un repliement de la chaine polypeptidique, sur environ 110 acides aminés, qui forme 2 couches
de feuillets béta-plissés antiparalléles, stabilisées par un pont disulfure intra-caténaire.
Les chaines lourdes gammal comportent 4 domaines immunoglobulines et les chaines légéres en

possedent 2.
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Figure 1 : Structure générale d’une immunoglobuline de type IgG1 avec représentation
schématique d’un domaine immunoglobuline. !

c) Domaines variables et constants
Ainsi, une molécule d’'immunoglobuline I1gG étant constituée de 2 chaines lourdes et de 2
chaines légeres, elle comporte en tout 12 domaines. De plus, le domaine situé a I'extrémité N-
terminale des chaines lourdes et légéres est constitué d’une séquence en acide aminés trés variable.
Ce domaine est nommé V pour variable : on notera donc VL le domaine variable de la chaine légére et
VH le domaine variable de la chaine lourde. Les autres domaines de la chaine, dits C-terminaux, sont

constants pour un méme type de chaine et sont notés C.

d) Régions Fab et Fc
On individualise deux régions différentes sur les immunoglobulines : une région Fab et une
région Fc. Elles sont obtenues par digestion de la protéine par la papaine qui sépare la molécule en 2
Fab et 1 Fc. La région Fab (fragment antigen binding) est constituée des domaines VL et CL de la chaine
légere et des domaines VH et CH1 de la chaine lourde. Il y a donc deux fragments Fab par
immunoglobuline. L'extrémité de cette région, constituée par I'association du VH et du VL, délimite le
site de fixation de I'antigéne. La région Fc (fraction cristallisable) est constituée des domaines CH2,

CH3 et CH4 des chaines lourdes.

2. Les classes et sous-classes des immunoglobulines

a) Les IgG et ses sous classes
Les IgG représentent la classe d’anticorps la plus abondante puisqu’elle représente 60 a 80 %
des immunoglobulines totales (entre 7 et 15 g/L chez I'adulte). Elles se présentent sous forme de

monomeres et sont retrouvées dans les compartiments intra et extravasculaire. La classe des IgG a la

! Lesfigures 1,3, 4 et 5sontissues de (Gaciarz 2017) « Production of antibody fragments and other disulfide bonded proteins in the cytoplasm
of Escherichia coli. »



particularité d’étre subdivisée en 4 sous classes : 1gG1, 1gG2, IgG3 et IgG4. Les IgG1 constituent environ
65% des IgG totaux, les IgG2 25%, les 18G3 7% et les 1gG4 3%. Ces taux plasmatiques peuvent varier
entre les individus et en fonction de I'age. Les chaines lourdes des différentes sous classes différent

légerement par leur composition en acide aminés et par la longueur de leur région charniere.

‘ Caractéristiques\Isotypes IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
Poids moléculaire (kDa) 146 146 170 146
Nombre d'acides aminés de la
région charniére 15 12 62 12
Abondance relative (%) 65 25 7 3
Normes chez I'adulte (g/L) 4,56-8,93 1,99-5,27 0,17-1 0,13-0,74
Demi-vie (jours) 21 21 7 21

Figure 2 : Tableau résumant les caractéristiques générales des sous-classes d’immunoglobulines G.

Les IgG4 présentent des variations d’acides aminés au niveau de la région charniere induisant,
une flexibilité a la structure et des liaisons plus faibles entre les domaines CH3 des deux chaines
lourdes. Il en résulte une caractéristique des IgG4 qu’est la Fab-Arm exchange, soit une recombinaison
entre deux molécules d’lgG4, formant une immunoglobuline asymétrique bivalente (Rispens et al.

2011).

b) Les IgA et ses sous classes

Cette classe est caractérisée par une chaine lourde de type alpha, composée de 4 domaines
immunoglobulines. Elle est subdivisée en 2 sous classes : IgAl et IgA2, se différenciant par la
composition en acides aminés de leur chaine lourde et par la longueur de leur région charniere. Les
IgA représentent 10 a 18% des immunoglobulines totales et sont retrouvées majoritairement sous
forme de dimeéres, maintenue grace a la piece J, et plus rarement sous forme de monomére
(respectivement 80% et 20% des IgA). Elles sont retrouvées majoritairement dans les sécrétions
mugqueuses jouant un role prédominant dans la défense de premiére ligne contre les agressions

externes.

Les IgA sériques, produites par la moelle osseuse, représentent sont retrouvées
majoritairement sous forme monomérique et dans une moindre mesure sous forme de dimére mais
aussi de trimere et polymeére. Les IgA sécrétoires, produites localement suite a une stimulation
antigénique dans un tissu lymphoide (GALT ou BALT par exemple). Elles sont présentes sous forme de

dimeres ou de polymeéres, et sont entourées par le composant sécrétoire synthétisé par les cellules



épithéliales des muqueuses et les protégeant de la protéolyse. Elles reconnaissent un grand nombre
d’antigenes bactériens (polysaccharides et lipopolysaccharides), et du fait de leur multiple valence,

forment des complexes immuns qui empéchent la pénétration des antigenes dans les muqueuses.

secretory
joining component
chain

Figure 3 : Structure d’une IgA1, maintenue sous
forme dimérique grdce a la piéce J, associée a la
piéce sécrétoire.

c) Les IgM
Cette classe est caractérisée par une chaine lourde de type mu, qui a la particularité de
posséder 5 domaines immunoglobulines. Les IgM représentent 15 a 20% des immunoglobulines totales
et sont retrouvées sous forme de pentameéres, maintenue grace a une piece J, elles ont un fort pouvoir
agglutinant du fait de cette valence multiple (valence de 5 et non 10, car limité par 'encombrement
stérique). Elles sont essentiellement confinées dans le compartiment intravasculaire du fait de leur
masse moléculaire. Les IgM constituent les anticorps majoritaires lors de la réponse primaire et ont un

fort pouvoir d’activation du complément.

Figure 4 : Structure d’une IgM, maintenue sous
forme pentamérique grdce a la piece J.



d) Les IgD
Cette classe est caractérisée par une chaine lourde de type delta. Les IgD représentent moins

de 1% des immunoglobulines totales, ou elles sont retrouvées sous forme de monomeres. Leurs

fonctions sont peu connues.

Figure 5 : Structure d’une IgD.

e) Les IgE
Cette classe est caractérisée par une chaine lourde de type epsilon, qui comme la chaine mu,
a la particularité de posséder 5 domaines immunoglobulines. Elles sont retrouvées sous forme de
traces dans le sérum ou fixées a la surface des mastocytes et des basophiles via un récepteur. Les IgE

jouent un réle dans I'immunité anti-parasitaire, et dans les réactions d'hypersensibilité immédiate.

Figure 6 : Structure d’une IgE.

3. Les mécanismes de génération de la diversité des immunoglobulines

Du fait de sa fonction de reconnaissance des antigenes étrangers au soi, les immunoglobulines
doivent reconnaitre un trés grand nombre, quasi infini, d’antigénes. La reconnaissance de I'antigéne
se fait au niveau de la région VL-VH, il est nécessaire de générer une grande variabilité de la séquence
d’acides aminés au niveau de cette zone. Le nombre de génes étant limité, cette variabilité est permise
par différents mécanismes liés au réarrangement des genes des immunoglobulines codant pour cette
partie de lI'immunoglobuline : diversité de recombinaison, diversité jonctionnelle et insertions
nucléotidiques, portant sur les chaines lourdes et les chaines légeres. De plus, I'association entre une
chaine lourde et une chaine légere au niveau du site de reconnaissance crée une diversité et est

multiplié par des phénomenes d’hypermutation somatique secondaire.



a) Recombinaison des chaines lourdes
Les chaines lourdes sont codées par un ensemble de genes situés sur le chromosome 14. La
partie constante de la chaine est codée par 9 genes, un pour chaque classe et sous-classe
d’'immunoglobulines. La partie variable de la chaine est codée par un grand nombre de genes qui sont

subdivisés en 3 familles : les génes de variabilité V, les génes de diversité D et les génes de jonction J.?

¢ Locus des chaines lourdes (Chromosome 14q32)
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Figure 7 : Organisation des familles de genes codant pour les chaines lourdes (H). Les genes de
variabilité sont notés V, les génes de de jonction J, les genes des domaines constants C, et les genes de
diversité D. ?

La diversité combinatoire. C'est la recombinaison aléatoire entre un gene V, un géne D et un
géne J qui va permettre la diversité de la partie variable de la chaine lourde. Le processus commence
par I'association aléatoire entre un segment D et un segment J. Le réarrangement DJ vient ensuite

s’associer avec un segment D au hasard. (Chi, Li, et Qiu 2020)

La diversité jonctionnelle. Lors du réarrangement VDJ, les coupures de part et d’autre de ces
segments se font de maniére imprécise, de bases peuvent étre supprimées ou ajoutées, apportant un

degré supplémentaire de variabilité au niveau des zones de jonction.

b) Recombinaison des chaines légeres
Les chaines légeres kappa sont codées par un ensemble de genes situés sur le chromosome 2.
La partie constante est codée par un seul géne Ckappa. Dans la méme logique que pour les chaines
lourdes, la partie variable est codée par plusieurs génes, mais subdivisées en 2 familles seulement pour
les chalnes légéres : les genes de variabilité V et les génes de jonction J. La partie variable est codée

par une recombinaison au hasard entre un géne V et un gene J.

Les chaines légéres lambda sont codées par un ensemble de génes situés sur le chromosome
22. Il existe 6 génes C lambda codant pour la partie constante. Chaque gene C est précédé d’un géne

J. La partie variable est codée par la recombinaison aléatoire d’un gene V et d’'un géne J.

2 Les figures 7 et 8 sont issues de (Immunologie fondamentale et immunopathologie. Enseignements thématique et intégré - ASSIM s. d.)



¢ Locus des chaines légéres kappa (Chromosome 2p12)
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¢ Locus des chaines légéres Lambda (Chromosome 22q11)
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Figure 8 : Organisation des familles de genes codant pour les chaines légeéres (kappa et lambda). Les génes de variabilité
sont notés V, les génes de de jonction J et les génes des domaines constants C.1

c) Autres mécanismes de génération de la diversité
Le premier est lié a I'association entre les régions variables des chaines lourdes et des chaines

légeres pour la constitution du site anticorps.

Le dernier mécanisme est I’"hypermutation somatique, il s’agit de I'apparition de mutations
ponctuelles le plus souvent au niveau des régions hypervariables CDR des chaines lourdes et légeres
sous I'action de I’'enzyme AID (Activation Induced cytidine Deaminase) qui est exprimé dans les centres
germinatifs (Tonegawa 1983). L'action de I'AID au niveau des locus des immunoglobulines consiste en
la désamination des cytidines en uraciles et déclenche des mécanismes de réparation de I'ADN qui
génerent des mutations ponctuelles. (Di Noia et Neuberger 2007). Ces mutations s'accumulent au

cours des divisions cellulaires.

4, Synthese des chaines polypeptidiques des immunoglobulines
Les immunoglobulines sont synthétisées par les lymphocytes et exprimées a la surface de leur
membrane. Associées a d’autres protéines, elles forment ainsi le BCR, le récepteur membranaire des
lymphocytes B. La reconnaissance d’un antigene par le récepteur induit I'activation du lymphocyte B
qui se différencie en plasmocytes. Ces cellules ont la capacité de synthétiser et sécréter

I'immunoglobuline de méme spécificité que leur BCR.

La lymphopoiese débute dans la moelle osseuse par la différenciation d’une cellule souche
hématopoiétique (CSH) en cellule souche lymphoide (CSL) qui pourra donner les trois types de
lymphocytes: T, B et NK. On peut séparer la maturation en plusieurs étapes selon |'expression

séquentielle des antigenes de différentiation (CD) (Sagaert et De Wolf-Peeters 2003).



a) Le stade pré-pro B
Les cellules pré-pro B se trouvent dans la moelle osseuse et constituent les précurseurs les plus
immatures, n’ayant pas encore réarrangé les génes des immunoglobulines. L'engagement dans la
différenciation lymphocytaire B est caractérisé par I'expression de CD79a intra cytoplasmiques. On
détecte dans ces cellules une expression tres faible des génes RAG1 et RAG2, codant pour les

recombinases a I'origine de la recombinaison V(D)J.

b) Le stade pro-B
Le stade pro-B signe le début des réarrangements des genes des immunoglobulines. Les genes
des chalnes lourdes sont réarrangés en premier. Lors du stade pro-B précoce, on assiste sur les deux
chromosomes a la jonction d'un segment DH avec un segment JH. Ce stade est reconnaissable grace a
I’apparition du CD19 a la surface des cellules. Lors du stade pro-B tardif, un segment VH vient
s’assembler avec le segment DJH réarrangé précédemment, et ce, sur un seul des deux alléles. A partir
de ce moment, la cellule synthétise sa chaine lourde mu qui initialement, reste intra cytoplasmique.
c) Le stade pré-B
Le stade pré-B est caractérisé par |'apparition de la chaine lourde mu a la surface des
lymphocytes. Associée a d’autres protéines, elle forme le pré-BCR qui va permettre I'expansion clonale
et I'exclusion du deuxiéme allele par la diminution de I'expression de RAG. Une fois que I'expansion
clonale a eu lieu, sont déclenchés les réarrangements géniques des chaines légéres. Elles sont mono-
alléliques et débutent par le géne des chaines kappa, si aucun réarrangement kappa n’est effectif, le
réarrangement se poursuit sur le locus des chaines lambda. Ce mécanisme permet I'exclusion

isotypique : un lymphocyte n’exprime jamais a la fois une chaine légére kappa et lambda.

d) Le lymphocyte B immature
Le lymphocyte devient un lymphocyte B immature lorsqu’il produit sa chaine légére qui vient
s’exprimer avec la chaine lourde sur la membrane, formant une IgM de surface spécifique a un
antigene. Si I'immunoglobuline de surface reconnait un antigene du soi, le lymphocyte est éliminé
(sélection négative). Les lymphocytes restants, produisent une IgD de méme spécificité qui vient
s’exprimer a la surface, en méme temps que I'lgM. Ces lymphocytes mu-delta sont préts a quitter la
moelle osseuse pour continuer leur maturation dans les organes lymphoides secondaires.
e) Activation du lymphocyte
L’activation du lymphocyte B lors de sa rencontre avec un antigene spécifique, entraine sa
prolifération et sa différenciation en plasmocytes a longue durée de vie (sécrétant des
immunoglobulines de classe IgG, IgA et IgE) ou en cellules B mémoires. Au cours de cette

transformation, elle va subir les processus d’hyper-mutation somatique et de commutation isotypique.
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L’hyper-mutation somatique permet I'augmentation de I'affinité de 'immunoglobuline pour
I"antigene. Ces mutations s’accumulent au fur et a mesure de la réponse immunitaire. Les lymphocytes
les plus affins sont sélectionnés induisant une augmentation de I'affinité de I’anticorps pour son
antigene. Au contraire les lymphocytes ayant perdu de l'affinité a la suite des hyper-mutations
somatiques sont éliminés par apoptose et phagocytés par les macrophages.

Les lymphocytes sélectionnés subissent la commutation de classe. Sur le locus des chaines
lourdes, les genes des domaines constants des régions sont retrouvés dans I'ordre suivant : Cmu,
Cdelta, Cgamma3, Cgammal, Cepsilon2, Calphal, Cgamma2, Cgamma4, Cepsilonl, Calpha2 (Cepsilon2
étant un pseudogene). Devant chaque exon correspondant aux différents isotypes de chaines lourdes,
se trouve des régions S pour « switch régions » (sauf pour mu et gamma qui partagent une méme
région S). Lors de la commutation de classe, deux régions S seront modifiés par I'enzyme AID,
entrainant la survenue de mécanismes de réparation de I’ADN. Il en résulte la suppression de la portion
se trouvant entre les deux région S. Ainsi, lors de la réparation de I’ADN, le segment VDJ est relié a

I’exon de I'isotype voulu (Xu et al. 2012).

5. Synthése des chaines glucidiques des immunoglobulines
La glycosylation est une réaction enzymatique consistant a lier de facon covalente un glucide
a un substrat. On estime que plus de 50% des protéines sont glycosylées (Apweiler, Hermjakob, et
Sharon 1999). La glycosylation des protéines a des fonctions multiples, elle permet de maintenir la
conformation des protéines, de modifier sa demi-vie, sa localisation cellulaire, ses interactions et sa

fonction biologique.

Il existe plusieurs types de glycosylation, qui différent selon le type de liaison covalente qui lie
la chaine glucidique a la chaine aglycone. Concernant les immunoglobulines, les principales sont la N-
glycosylation et la O-glycosylation. N-glycosylation donne des chaines longues et ramifiées, tandis que

la O-glycosylation donne des chaines plus courtes, de quelques oses.

Chez I’'homme, les chaines polysaccharidiques sont composées principalement des résidus de
mannose (Man), fucose (Fuc), galactose (Gal), N-acétylglycosamine (GIcNAc) et N-acétylneuraminique

(NeuAc) qui est un acide sialique.
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Figure 9 : Principaux saccharides composant les chaines glucidiques.

On décrit plusieurs sites de glycosylation conservés, répartis sur les chaines lourdes,
majoritairement sur la portion Fc. Les chaines légeres ne comportent pas de sites de glycosylation
conservé. Les IgG ne possedent qu’un seul site de glycosylation conservé, le N-297 (N-glycosylation sur

I'asparagine 297) situé sur le CH2 (Arnold et al. 2007).
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Figure 10 : Sites de glycosylation des différents isotypes des immunoglobulines. Les sites de O-glycosylation
sont signalés en jaune. Les sites de N-glycosylation sont signalés en vert (structure simple,
oligomannosique) et en rouge (structure complexe). Issu de (Arnold et al. 2007).
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a) La N-glycosylation
(1) Etapes et mécanismes
La N-glycosylation signifie que la liaison entre la chaine glucidique et la protéine se fait entre
une GIcNAc et une Asparagine (au niveau de I'azote du groupement amide) au sein d’une séquence
consensus Asn-X-Ser/Thr (X étant n’importe quel acide aminé sauf la proline). Le processus de N-

glycosylation des protéines débute au niveau du réticulum endoplasmique et se termine dans le Golgi.
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Figure 11 : Vue d’ensemble de la biosynthese des N-glycanes. A gauche : sont représentés les compartiments
cellulaires associés aux différentes étapes de la synthése. [1] Synthese de I'oligosaccharide précurseur relié au
dolichol [2] Transfert en bloc sur la protéine [3] Etapes de maturation. A droite : sont listés les enzymes contenues
dans les compartiments correspondants. Issu de (Dekkers, Rispens, et Vidarsson 2018).

La premiére étape consiste en la synthése d’un oligosaccharide précurseur de 14 oses,
composée de 2 N-acétylglucosamines, 9 mannoses et 3 glucoses. Elle est reliée a la membrane du RE
grace a une ancre lipidique, le dolichol. Sa synthése est initiée sur le versant cytosolique, ou le premier
ose est lié au dolichol via une liaison pyrophosphate. Des glycosyl-transférases lient successivement
les résidus a partir de nucléotides-sucres activés, des UDP-GIcNAc et des GDP-Man. Une fois les 7
premiers sucres assemblés, I'ensemble bascule dans la lumiére du RE grace a une oligosaccharyl-
transférase. La synthese se poursuit du c6té luminal par I'ajout des 7 prochains oses, réalisé par des

glycosyltransférases a partir de Man-P-dolichol et de Glc-P-dolichol, pour former la molécule finale de

14 oses. Elle est alors transférée sur la protéine en cours d’élongation par le ribosome.
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Avant le passage dans le Golgi, s’opére un processus s’apparentant a un contrdle qualité : les
résidus glucose se lient a des protéines chaperonnes aidant au repliement de la glycoprotéine, avant
d’étre clivées par des glucosidases. Les glycoprotéines mal conformées sont transférées dans le
cytoplasme pour étre dégradées par le protéasome et celles correctement repliées subissent le clivage
d’un résidu mannose signant le passage dans le Golgi. On obtient a ce stade, une structure penta-

saccharidique commune aux protéines glycosylées.

Le Golgi est le lieu de la maturation de la chaine glucidique : des modifications de type
galactosylation, fucosylation, sialylation ou bisection permettent la formation de structures complexes
et multiples. On dénombre 36 glycoformes possibles. Ces étapes se déroulent dans des citernes
distinctes du Golgi, cis, médian et trans, contenant chacune les différents enzymes nécessaires a ces

modifications.
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Figure 12 : Patterns de glycosylation. A gauche : Les différentes modifications possibles sur les glycans. A droite : les 36
glycoformes possibles qui en découlent. Issu de (Jennewein et Alter 2017)

La fucosylation est le transfert d’un fucose provenant du GDP-fucose a un substrat. La réaction
est catalysée par la fucosyl-transférase. La galactosylation est I'action de fixer un résidu galactose sur
un substrat, catalysée par la galactosyl-transférase. La sialylation est I'action de fixer un acide sialique
sur un substrat, catalysée par une sialyl-transférase. Le terme acide sialique désigne une famille de
molécules dérivés de l'acide neuraminique (ose acide a squelette de neuf atomes de carbone). Le
membre le plus commun de ce groupe, I'acide N-acétylneuraminique, peut aussi étre désigné par le

terme acide sialique.
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Figure 13 : Résidus sucrés pouvant étre retrouvés dans les différentes glycoformes d'lgG du
sérum. Les ramifications variables et les résidus terminaux attachés a la structure centrale sont

colorés. Selon la présence ou I'absence de résidus galactose terminaux sur le bras 1,3 ou 1,6, les
glycoformes 1gG-G1/2 ou IgG-GO peuvent étre distinguées. Issue de (B6hm et al. 2012).

Apres maturation dans le Golgi, les possibilités de glycoformes sont nombreuses, cependant

on retrouve dans le sérum, 4 principales structures glucidiques d’lgG, formées a partir d’un coeur
heptamérique commun.

La forme nommeée G1F est la plus représentée, composée d’un résidu galactose et d’un fucose.
La GOF est une forme fucosylée mais sans résidu galactose rajoutée, tandis que la forme G2F en

possede 2. Une petite partie des 1gG sont sialylés (10 a 20 %), généralement la forme G2F (Anumula

2012).
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Figure 14 : Principales structures des oligosaccharides attachés a I'immunoglobuline G.
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b) La O-glycosylation
La O-glycosylation signifie que la liaison entre le glycane et la protéine se fait entre une N-

acétyl-galactosamine et I'oxygeéne d’une sérine ou d’une thréonine.

La synthese des O-glycanes a lieu dans I'appareil de Golgi. Elle est moins complexe que celles
de N-glycanes, les monosaccharides sont ajoutés successivement par des glycoprotéines-
glycosyltransférases. Les glycanes sont généralement composés de 3 types de monosaccharides, le
galactose (Gal), le N-acétylglucosamine (GIcNAc) et le N-acétylgalactosamine (GalNAc), et peuvent

former des chaines de 1 a 20 résidus.

B. Fonctions des immunoglobulines

Les anticorps sont des molécules bi fonctionnelles. Le fragment Fab possede une fonction de
reconnaissance de |'antigéne, soluble ou membranaire, et peut de ce fait interférer avec ses effets
biologiques. D'autre part, le fragment Fc interagit avec les effecteurs de I'immunité, en liant le Clq et
les récepteurs de la partie Fc des immunoglobulines (FcR). Ainsi, ils initient le systeme du complément

et activent les cellules exprimant le FcR.

Fab portion:
Ag binding
-
o)

Fe portion: recruitment of ‘

effector functions

(A)

Figure 15 : Dualité fonctionnelle des immunoglobulines. Le fragment Fab lie les
antigénes solubles (A) ou membranaires (B). Le fragment Fc recrute les cellules
effectrices via les FcyR (C) et le C1q (D). EC : cellule effectrice. FcyR : recepteur de la
partie Fc des immunoglobulines. Issu de (Congy-Jolivet et al. 2007).
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1. Fonctions portées par le fragment Fab

a) Neutralisation

La neutralisation est le fait de bloquer les fonctions de I'antigéne, soluble ou membranaire, par
la simple liaison du fragment Fab. C’est le cas des anticorps antitoxines qui, en se liant aux toxines
bactériennes, empéchent ces derniers de causer les Iésions tissulaires a I'origine des symptomes. Des
anticorps dirigés contre les adhésines des bactéries permettent de limiter les infections, en empéchant
I’adhérence bactérienne. Dans la méme logique, les virus utilisent des molécules membranaires pour
pénétrer dans la cellule, ainsi un anticorps bloquant le site de fixation du virus prévient I'infection
virale.

Cette propriété est mise a profit dans le mécanisme de certains anticorps monoclonaux
thérapeutiques. Par exemple, le bévacizumab en se liant au VEGF (Vascular endothelial growth factor)
empéche sa fixation sur ses récepteurs et donc la signalisation intracellulaire a I'origine de ses effets
biologiques. Inversement, le ramucirumab se lie au récepteur du VEGF, empéchant la fixation du VEGF
a son récepteur. Dans les deux cas, il en résulte un blocage des effets angiogenes du VEGF, en inhibant
la prolifération, la migration et la différenciation des cellules endothéliales.

En auto-immunité, on peut citer I'exemple de la maladie de Biermer, qui se caractérise par une
carence en vitamine B12 (cobalamine). Le facteur intrinséque (Fl) est une glycoprotéine qui se lie a la
vitamine B12 permettant ainsi son absorption par les entérocytes. La présence d’auto-anticorps anti-
Fl entraine un déficit en FlI et une malabsorption de la cobalamine. De méme, la présence d’auto-
anticorps anti-cellules pariétales de la muqueuse de I'estomac détruisent ces cellules qui produisent
le FI.

b) Mimétisme

Plus rarement la liaison de I’anticorps a son antigene peut avoir un effet activateur. C'est le cas

dans les thyroidites auto-immunes ou des autoanticorps anti-récepteur a la TSH ont une action

agoniste. Il en résulte une activation du thyréocyte et une hyperthyroidie.

c) Endocytose
En auto-immunité, le syndrome myasthéniforme de Lambert-Eaton est un exemple de ce
mécanisme d’endocytose. Des autoanticorps se lient aux canaux calciques voltage-dépendants au
niveau pré-synaptique et le pontage de deux récepteurs adjacents induit leur endocytose, accélérant
sa dégradation. Il en résulte une diminution de I'entrée du calcium dans la cellule, nécessaire au
relargage d’acétylcholine dans la fente synaptique.
Dans la myasthénie, il est proposé que des mécanismes d’endocytose et de blocage du

récepteur a l'acétylcholine au niveau post-synaptique participent également a la physiopathologie
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mais |'action des anticorps s’exercerait majoritairement par la destruction de la plague motrice liée

aux fonctions effectrices des autoanticorps. 3

dih ha
Saalyor

Figure 16 : Mécanismes d’action des anticorps antirécepteurs de
I'acétylcholine. A. Destruction de la membrane postsynaptique sous I’action
du complément. B. Dégradation des récepteurs membranaires par
endocytose. C. Action bloquante des anticorps.

2. Fonctions portées par le fragment Fc et influence des modifications de Ila

glycosylation
L'opsonisation est le recouvrement d’'un organisme pathogeéne par des anticorps, afin de
faciliter son élimination. Dans le cas ou les antigenes reconnus sont des particules, leur opsonisation
entraine la formation de complexes immuns dont le fragment Fc induit I'activation de la voie classique
du complément (CDC). Les cellules considérées comme anormales (présentant des particules virales a
la surface etc.) sont opsonisées par les anticorps et éliminées par les cellules immunitaires grace a des
mécanismes tels que ’ADCC et I’ADCP. L’activation des cellules présentatrices d’antigénes participent

a la réaction en orientant la réponse immunitaire.

a) Activation de la cascade du complément
Le systeme du complément est un systeme composé d’un ensemble de protéines qui
interagissent entre elles et s’activent en cascade afin de déclencher les différentes voies effectrices de

défense contre les infections et de contrdole de I’homéostasie tissulaire.

3 Figure 16 issue de F. Chenevier, H. Gervais-Bernard, F. Bouhour, C. Vial. Myasthénies et syndromes myasthéniques. EMC (Elsevier Masson
SAS, Paris), Neurologie, 17-172-B-10, 2011.
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Figure 17 : Les voies d’activation du complément et leurs principaux composants, ainsi que les

principales fonctions et ses acteurs. *

Il existe trois voies d’activation du complément : la voie classique, la voie alterne et la voie des
lectines. Les trois voies convergent vers la formation d’un complexe d’enzymes appelée C3/C5
convertase (la C3/C5 classique pour la voie classique et des lectines, la C3/C5 alterne pour la voie
alterne). Ces C3/C5 convertases ont pour réle de cliver la C3 et C5 en fragments qui vont déclencher

chacune différentes voies effectrices (Nesargikar, Spiller, et Chavez 2012).

Les immunoglobulines activent le complément via la voie classique. A noter qu’elle peut aussi
étre activée par certains micro-organismes. Seules les IgG1, les 1gG3 et les IgM et dans une moindre

mesure les 1gG2, sont capables d’activer le complément.

L’activation est initiée par la reconnaissance d’une séquence protéique contenue dans le CH2
(pour les 1gG1, les 1gG2 et les 1gG3) et le CH4 (pour les IgM) par le complexe C1. C’'est un ensemble
composé d’une protéine Clq associée a deux Cls et deux Clr, qui sont des sérines estérases (Almitairi
et al. 2018). Une fois le C1q lié, la fixation de I'ensemble induit une modification conformationnelle du
complexe 2C1r/2C1s entrainant le clivage du C1s par le Clr. Le Cls ainsi activé clive alors le C4 en deux
fragments, le C4a et le C4b. Le C4b se fixe sur la surface activatrice et se lie au C2 qui sera a son tour
clivé en C2a et C2b par le Cls. le tout permet la formation du complexe C4b2a qui n’est autre que la

C3 convertase.

4 La figure 17 est issue de (Immunologie fondamentale et immunopathologie. Enseignements thématiques et intégrés. ASSIM s. d.) 19



Les motifs glucidiques du N-297 influence la liaison du fragment Fc avec la protéine C1q. Ainsi,
un niveau élevé de galactose augmente I'activité CDC (Raju 2008).A I'inverse, la sialylation des IgG
diminue sa capacité a activer le complément (Quast et al. 2015). L'interaction avec le C1q n’est pas

affectée pas I'absence de fucose, ni par la présence de bisecting GIcNAc (Shields et al. 2002).

Enfin, les 1gG4 sont connues pour ne pas activer la cascade du complément par la voie
classique. Il a cependant été montré récemment que les IgG4 dé-galactosylées et exposant ainsi des
résidus mannose activent la cascade du complément par la voie des lectines et la fixation de la MBL

(Mannose Binding Lectine)(Haddad et al. 2021).

b) Activation des cellules immunitaires via les récepteurs au fragment Fc

Les immunoglobulines ont la capacité d’activer les cellules de I'immunité. Cela est possible

grace a l'activation de récepteurs situés a la surface des cellules immunitaires, par la liaison au
fragment Fc des immunoglobulines. Ces récepteurs sont appelés récepteurs membranaires de la partie
Fc des immunoglobulines (FcR). Ce sont des glycoprotéines transmembranaires, ayant des fonctions
activatrices ou inhibitrices, et des affinités différentes aux fragments Fc des classes et sous-classes
d’immunoglobuline. lls sont exprimés diversement sur les populations cellulaires immunes, et selon
les propriétés de la cellule portant le récepteur, la liaison immunoglobuline au FcR déclenche les

fonctions effectrices telles que ’ADCC, I’ADCP et |'orientation de la réponse immune.

(1) Les récepteurs au fragment Fc

On différencie les récepteurs au fragment Fc selon la classe et la sous-classe
d’immunoglobuline gu’ils reconnaissent, ainsi on retrouve les FcyR, les FcaR, les FcuR et les FceR se
couplant respectivement aux IgG, IgA, IgM et IgE. Concernant les FcyR, il en existe 3 types : les FcyRI
(CD64), les FcyRIl (CD32) et les FcyRIll (CD16). La classe des FcyRIl comporte 3 formes différentes
(FcyRlla, FcyRllb, FeyRlic) et la classe des FeyRlll, 2 formes différentes (FcyRllla et FcyRIlIb).

Les FcyR, a l'exception du FcyRlllb, sont des glycoprotéines constituées d’une chaine
polypeptidique a divisée en trois portions : une partie extracellulaire contenant deux a trois domaines
immunoglobulines, une partie transmembranaire et une partie intracellulaire pouvant étre associée a
une chaine y.

Les FcyRI, FcyRlla, FcyRllc et FeyRllla sont des récepteurs activateurs du fait de la présence au
niveau intra-cellulaire d’un motif d’activation appelé ITAM (immunoreceptor tyrosine activating motif)
composé d’une tyrosine suivie de deux acides aminés puis d’une leucine ou une isoleucine. La
phosphorylation du résidu tyrosine est responsable de la transduction du signal via une cascade de

kinases.
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Le FcyRllb est lui, en revanche, un récepteur inhibiteur. Il porte en effet un motif inhibiteur
ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), composé de 6 acides aminés avec un
enchainement (I/L/V)xYxx(L/V). Aprés phosphorylation de leur résidu tyrosine, ces ITIM vont s'associer
a des protéines phosphatases, induisant la transduction du signal.

Le FcyRlllb a la particularité d’étre une glycoprotéine ancrée GPIl, sans domaine
transmembranaire et intracellulaire. Il ne possede aucun des motifs ITAM ou ITIM, son mode d’action

est de type synergique par association aux récepteurs activateurs.

Binding Affinity
IgG1>>1gG2,1gG3,1gG4
I9G1>>1gG2,19G3>IgG4 N
IgG1,1gG3>> IgG4>IgG2
IgG2>1gG4 IgG1,IgG3>>
IgG2,IgG4
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CD64 CD32 CD16 CD16 CD32
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Inhibiting

Figure 18 : Représentation schématique des récepteurs FcyR, activateurs et inhibiteurs, et leur affinité
avec les différents isotypes d’IgG. Issu de (Maverakis et al. 2015).

L'activation des FcyR se fait grace a linteraction entre le fragment Fc et le domaine
extracellulaire du récepteur. La liaison avec son ligand entraine |'agrégation des récepteurs, formant
des clusters a la surface de la membrane. La phosphorylation des domaines ITAM entraine I'activation

des kinases de type SRC et SYK déclenchant une cascade de signalisation intracellulaire.

Les fonctions des FcyR dépendent des propriétés effectrices de la cellule immunitaire sur
laquelle ils sont exprimés. Les lymphocytes B et les lymphocytes NK ont la particularité de n’exprimer
gu’un seul type de récepteur a leur surface, respectivement le FcyRllb et le FcyRllla. Les autres cellules
immunitaires expriment plusieurs types de FcR, a la fois activateurs et inhibiteurs, permettant une

régulation fine des fonctions cellulaires.

En effet, I'expression des récepteurs est modulée par I'environnement, ainsi la présence des
cytokines pro-inflammatoires augmente généralement I'expression des FcyR activateurs. L'IFN-y par
exemple, induit I'expression du FcyRI et diminue celui du FcyRIlb. A l'inverse, les cytokines anti-

inflammatoires tels que I'lL-4, augmentent I'expression du FcR inhibiteur (Bournazos et al. 2017).
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Figure 19 : Représentation de I’expression des FcyR sur les différentes
lignées cellulaires. Issu de (Bournazos, Gupta, et Ravetch 2020).

Les FcyRIl et FcyRIll reconnaissent majoritairement I'immunoglobuline sous forme de
multimeres tels que les complexes immuns ou les cellules opsonisées. A I'inverse, le FcyRIl a une

meilleure affinité avec la forme monomérique.

De plus, les affinités variables des FcyR pour les différentes sous-classes d’lgG participe a la
modulation de la réponse immunitaire. Cela explique que les sous-classes d’lgG activent avec plus ou
moins d’efficacité les fonctions de la cellule (Vidarsson, Dekkers, et Rispens 2014). Ainsi, des

phénomeénes de compétition entre les sous-classes peuvent entrer en jeu.

La mise en jeu des FcyR peut induire soit des effets bénéfiques : anti-viraux ou anti-tumoraux,
controle de la réponse inflammatoire soit des effets déléteres en amplifiant la réponse inflammatoire,

ou participer aux mécanismes d’échappement viral ou tumoral.

(2) Activité cytotoxique dépendante des anticorps (ADCC)

Les lymphocytes NK et les macrophages expriment a leur surface les FcyRllla (CD16a),
I’activation de ces derniers par les anticorps recouvrant les cellules infectées induit le relargage des
granules cytotoxiques : les perforines et les granzymes qui induisent la mort cellulaire grace a la
formation de pores sur leur membrane. Ce processus s’appelle ADCC (antibody-dependent cellular

cytotoxicity). Les anticorps IgG1 et IgG3 sont les isotypes les plus efficaces.
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Ce processus permet I'élimination de cellules infectées par les virus. Elles présentent a leur
surface des particules virales, qui seront reconnues par des anticorps. Le fragment Fc de cet anticorps
lie le FcRllla situés sur la membrane des NK, monocytes macrophages, plaquettes sanguines et
I'activation de ces cellules déclenche I’ADCC et I’élimination de la cellule infectée. Dans une moindre

mesure, I'opsonisation des bactéries extracellulaires facilite son élimination par I’ADCC.

Lorsqu’elle est dirigée contre de antigénes du soi, ’ADCC est I'un des mécanismes lIésionnels
des maladies auto-immunes. La libération de granules lysosomiaux entraine la destruction de la cellule

cible et des tissus, a I'origine des symptomes de la maladie.

Leréle de I’ADCC dans la surveillance anti-tumorale naturelle n’a pas été clairement démontré.
Elle est cependant largement exploitée dans la thérapeutique : I'efficacité des anticorps monoclonaux
est en partie expliquée par leur capacité a recruter les cellules immunitaires douées d’ADCC au contact
des cellules tumorales. C’'est d’ailleurs le développement de cette thérapeutique dans le but d’en

optimiser I'efficacité qui a permis de mieux comprendre les effets des glycosylations sur les anticorps.

En effet, les formes afucosylés des anticorps monoclonaux thérapeutiques ont une meilleure
affinité aux FcRllla et induisent une réponse ADCC augmentée comparé a des anticorps fucosylés
(Yamane-Ohnuki et Satoh 2009). Cette propriété a été confirmée sur des immunoglobulines humaines,
notamment les IgG1 (Shields et al. 2002) mais aussi les 1gG4 (Q. Gong et al. 2016). Cette différence
d’affinité est expliquée en cristallographie par une modification des caractéristiques physico-
chimiques et donc une modification de I'interaction entre les acides aminés du fragment Fc et les
résidus osidiques (Matsumiya et al. 2007). Des ajouts de bisecting GIcNAc sur des anticorps
monoclonaux ont induit une augmentation de I'activité ADCC (Hodoniczky, Zheng, et James 2005), cela
est expliqué notamment par le fait que les formes bisecting sont la plupart du temps afucosylés. Des
immunoglobulines faiblement sialylées augmente I’ADCC (Kaneko, Nimmerjahn, et Ravetch 2006), ceci
est expliqué par I'encombrement stérique occasionnée par la présence de résidus sialylés, empéchant
la liaison au FcR (Scallon et al. 2007). Il n’a pas été mis en évidence de modulation de I’ADCC par les

modifications de galactosylation (Hodoniczky, Zheng, et James 2005).
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(3) Phagocytose dépendante des anticorps (ADCP)

Les cellules phagocytes tels que les neutrophiles, les cellules dendritiques, les monocytes et
les macrophages possédent a leur surface des FcyRs, notamment le FcyRlla activateur. La
reconnaissance du fragment Fc par ce récepteur déclenche la phagocytose des particules opsonisées.
L'acidification du milieu associé a la présence d’enzymes lysosomaux entrainent la dégradation du

contenu des phagosomes, c’est ce que I'on appelle ADCP (Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis).

De cette facon elle participe a I'élimination des particules virales et des cellules infectées.

(Bournazos, Dilillo, et Ravetch 2015).

Il existe peu d’études sur le sujet, il semblerait qu’une diminution de la galactosylation réduise
I'activité ADCP (Chung et al. 2014). Une étude sur un anticorps monoclonal thérapeutique anti-CD20 a

montré que les formes afucosylées liaient mieux le FcyRlla (Kuhns et al. 2020 ).

(4) Orientation de la réponse immune adaptative
Les cellules dendritiques expriment les récepteurs FcyRlla et FcyRlIlb. La liaison des récepteurs
par des complexes immuns active sa fonction de cellule présentatrice d’antigene. Ainsi, le complexe
immun est internalisé, dégradé et présenté aux lymphocytes T via le CMH (Pincetic et al. 2014, 2). Ceci

induit la libération de chimiokines par des cellules effectrices.

L’activation des FcyR activateurs sur les granulocytes, les monocytes et les macrophages
déclenche la dégradation des antigénes internalisés ainsi que la production de chimiokines et de

cytokines pro-inflammatoires.
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. Les maladies auto-immunes

1. Mécanismes de tolérance immunitaire
L'immunité est I'ensemble des mécanismes de défense d’un organisme contre les éléments
qui lui sont étrangers. La reconnaissance d’un antigéne étranger par le systéme immunitaire active une
réaction immunitaire ayant pour finalité son élimination. A l'inverse, face a un antigéne du soi, le
systéme immunitaire est programmé de facon a ne pas déclencher de réaction immunitaire. Cet état
de non-activation face a ses propres antigénes est appelée tolérance immunitaire et est le garant du

bon fonctionnement du systéme immunitaire.

La tolérance aux antigénes du soi s’acquiére lors de la mise en place du systeme immunitaire
au cours du développement in utéro. Il existe deux mécanismes de tolérance : centrale et périphérique.
La tolérance centrale a lieu lors de la différenciation lymphocytaire T et B, respectivement dans le
thymus et dans la moelle osseuse : elle consiste en la suppression de clones lymphocytaires
reconnaissants des antigénes du soi, des processus d’anergie et 'émergence de lymphocytes T
régulateurs centraux dans le thymus. Il existe cependant de maniere physiologique, un petit contingent
de lymphocytes auto-réactifs. La présence de ces lymphocytes auto-réactifs ne sont pas suffisants pour
déclencher une maladie auto-immune. En effet, les mécanismes de tolérance périphérique sous
I'influence de différents cellules régulatrices permet d’inactiver les lymphocytes B et T auto-réactifs

qui n'auraient pas été éliminés par la tolérance centrale.

2. Déclenchement de I'auto-immunité
L'auto-immunité survient lorsque qu’il y a rupture de tolérance aux antigénes du soi. Le
systéme immunitaire considere un élément du soi comme étant étranger, et sa reconnaissance
déclenche une réaction immunitaire. On parle de maladie auto-immune lorsque les Iésions cellulaires

et tissulaires induites par la réponse immunitaire sont responsables de symptomes.

Les mécanismes du déclenchement de I'auto-immunité sont encore aujourd’hui peu connus.
Il est admis que son origine est multifactorielle, elle dépendrait de facteurs génétiques et de facteurs
environnementaux (Rispens et al. 2011). Il existe de rares cas de maladies auto-immunes
monogéniques, mais la majorité sont polygéniques. Le terrain génétique est conféré par le
polymorphisme de plusieurs génes de susceptibilité. Cependant la présence de cette susceptibilité
génétique ne suffit pas a l'initiation d’'une maladie auto-immune, s’ajoute a cela des facteurs
environnementaux. Les infections ont été évoqués comme participant a I’activation des lymphocytes
auto réactifs. L’hypothese serait que certains polymorphismes génétiques induisent une régulation
défectueuse des lymphocytes auto-réactifs et que des circonstances environnementales initieraient

I’activation de ces lymphocytes auto-réactifs.
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3. Mécanismes lésionnels : les effecteurs de I'auto-immunité

a) L'inflammation

La plupart des maladies auto-immunes sont accompagnées d’une composante inflammatoire,
notamment médiée par les cytokines (TNF alpha, interleukines...). Elle consiste en la formation de
granulomes inflammatoires, a I'origine de la destruction des tissus. En réponse, des mécanismes de
réparation se mettent en place qui néanmoins, aboutissent la plupart du temps a une fibrose des tissus.

b) Les effecteurs cellulaires

Certaines maladies auto-immunes sont dites a médiation cellulaire. L’activité des lymphocytes
T auto-réactifs sont a I'origine des Iésions des tissus, par des mécanismes directs de cytotoxicité ou
indirectement par la production de cytokines, induisant une inflammation locale. C’est le cas de la
sclérose en plaques, pathologie dans laquelle la myéline est la cible de lymphocytes auto-réactifs.

c) Les autoanticorps

Les auto-anticorps produits par les lymphocytes B auto-réactifs peuvent étre soit des
biomarqueurs de la maladie sans étre responsable des lésions, soit étre a I'origine de lésions cellulaires
ou tissulaires. Ils sont dans ce cas dits pathogénes.

Le caractére pathogéne est attesté par la capacité de I'auto-anticorps a induire la pathologie
lorsqu’ils sont introduits dans un organisme. Il existe plusieurs mécanismes qui expliquent |'effet
pathogene des autoanticorps.

(1) Cytolyse de la cellule cible

La fixation de I"autoanticorps sur la cellule cible déclenche les différentes fonctions médiées
par fragment Fc, décrits précédemment. La formation du complexe d’attaque membranaire via le
systeme du complément (CDC), la toxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) particulierement
des lymphocytes NK et phagocytose par les cellules monocytaires/macrophages (ACDP) sont a I'origine

de la destruction de la cellule cible et des tissus.

(2) Modification de la fonctionnalité de I'antigéne cible
La liaison de I'autoanticorps sur son antigéne peut modifier la fonction ou I'expression de la
molécule cible. Dans le cas ou I'antigene se trouve étre un récepteur, la reconnaissance par I’anticorps
peut avoir une fonction inhibitrice, soit en induisant son internalisation et sa dégradation, soit par
compétition avec son ligand naturel. Au contraire, la liaison de I'autoanticorps sur un récepteur peut
avoir une fonction activatrice et ce, de maniére incontrdlée. Dans le cas ou I'antigene est une molécule
soluble, la liaison de I'anticorps peut avoir un effet neutralisant et empécher la molécule d’effectuer

ses fonctions.
(3) Formation de complexes immuns

L'interaction antigénes-autoanticorps forment des complexes immuns qui se déposent dans
les tissus. Ces complexes entrainent l'activation du complément, a l'origine de la libération
d’anaphylatoxines (C3a et C5a) ayant la propriété de recruter les polynucléaires neutrophiles. Par la
libération d’enzymes, ces granulocytes participent au contingent inflammatoire des maladies auto-

immunes.
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lll.  Les principaux autoanticorps pathogénes associés aux
pathologies neurologiques

A. Les maladies auto-immunes du systeme nerveux central

1. Les encéphalites auto-immunes
L'encéphalite est une inflammation du parenchyme cérébral. La premiere hypothese
étiologique proposée est l'infection virale associant fievre, céphalées, confusion et souvent
accompagnées de convulsions ou de déficits neurologiques focaux. On découvre que beaucoup d’entre
elles sont finalement d’origine immunologique; soit paranéoplasique, soit post-infectieuse, soit de

cause inconnue (Abboud et al. 2021).

Dans sa forme complete, le tableau est une encéphalite limbique avec une amnésie
antérograde, une épilepsie temporale interne et des troubles psychiatriques/troubles
comportementaux. Les encéphalites auto-immunes sont séparées en deux groupes en fonction de

localisation intra- ou extra-cellulaire de I'antigéne reconnu par les anticorps anti-neuronaux.

En cas de cible intra-cellulaire, les anticorps sont des marqueurs et les symptémes sont liés a
la destruction des neurones par des lymphocytes cytotoxiques rarement sensible aux traitements
immunologiques. Ces autoanticorps sont appelés anti-onconeuronaux car ils sont le plus souvent
d’origine para-néoplasique. La découverte de la tumeur est tres souvent secondaire a la mise en

évidence des auto-anticorps.

Le deuxiéme groupe concerne les encéphalites associées a des autoanticorps dirigés contre
des antigénes de surface. L’association avec un cancer est plus rare et les symptémes découlent de
I'action pathogéne des autoanticorps. En effet, les antigenes ciblés sont souvent des constituants de
la synapse, dont la liaison de I'autoanticorps, réversible, vient perturber la transmission synaptique
mais n’induit pas de mort cellulaire. La détection de ces autoanticorps est cruciale car elle permet de
confirmer le diagnostic d’encéphalite auto-immune et de renseigner sur le pronostic. Les deux cibles
les plus fréquentes sont le récepteur NMDAR et les sous-unités du canal potassium voltage-dépendant

(VGKC).

Le chef de file des encéphalites auto-immunes avec anticorps dirigé contre des antigenes
extracellulaires est I'encéphalite a anticorps anti-NMDAR (N-Methyl-D-aspartate Receptor). Les
NMDAR sont des récepteurs ionotropes post-synaptiques activés physiologiquement par le glutamate
et la glycine, jouant un réle dans la phase lente des potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE). La

synthése des autoanticorps se fait au sein du SNC avec des anticorps détectés parfois uniguement au
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niveau du LCR en corrélation avec la présence d’une synthése intrathécale d'immunoglobuline. Les
autoanticorps agissent essentiellement en inhibant le recyclage des récepteurs. Cette encéphalite est
probablement d’origine post-infectieuse chez I'enfant et d’origine paranéoplasique chez la femme
jeune en association avec un cancer de l'ovaire. Les traitements immunologiques associés a la

résection tumorale permettent une amélioration rapide des symptomes et la guérison.

Le deuxieme groupe est représenté par la présence d’anticorps contre les molécules CASPR2
et LGi1 associés aux VGKC. Un cancer est détecté dans prés de 2/3 des cas. Les anticorps sont présents
a des taux trés élevés dans le sérum et agissent apres leur passage dans le SNC. La présence d’une
synthése intrathécale d'immunoglobuline est inconstante. La pathologie neurologique est le plus

souvent sensible au traitement corticoide associé au traitement de la tumeur.

2. Les myélites auto-immunes

La myélite est une inflammation de la moelle épiniére responsable de signes cliniques moteurs,
sensitifs et sphinctériens, dont les tableaux cliniques sont tres variés. Dans les maladies
démyélinisantes inflammatoires, elle peut se présenter entre autres, sous forme de myélite transverse
aigué (MTA), de neuromyélite optique (NMO), d’encéphalomyélite aigue disséminée (EMAD).
Certaines formes cliniques ont longtemps été considérées comme des formes particulieres de sclérose
en plaques (SEP). La découverte d’autoanticorps spécifiques a permis de définir des maladies auto-
immunes a part entiere du fait de mécanismes différents, avec une prise en charge différente de la

SEP.

a) Les auto-anticorps anti-Aquaporine 4

La neuromyélite optique (NMO) ou maladie de Devic est une maladie auto-immune
démyélinisante rare du SNC. Elle a longtemps été considérée comme une variante de la SEP, cependant
la découverte des anticorps anti-AQP-4 a permis de la définir comme une entité nosologique a part
entiere (Lennon et al. 2004) (Lucchinetti et al. 2002) (Lennon et al. 2005). Cliniquement, elle se
présente sous forme de poussées de névrites optiques sévéres, uni- ou bilatérale, pouvant étre
associée a une myélite et parfois a une atteinte du tronc cérébral. Il n’existe pas de forme progressive.

Le diagnostic se fait sur I'association d’une clinique compatible et de la présence d’auto-
anticorps anti-AQP4 détectés en CMF sur cellules transfectées pour I'expression de la forme M23
(polymérisée) de I'antigene. Il existe des formes dites séro-négatives (sans anticorps anti-AQP4) dont
le diagnostic requiert des critéres diagnostics plus stricts : 2 poussées associées a des Iésions sur I'IRM

cérébral ou de la moelle épiniere, éventuellement complétée par une ponction lombaire.
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b) Les auto-anticorps anti-MOG
La présence d’auto-anticorps anti-MOG (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) définit une
forme particuliere de myélite dont le pronostic est moins sévere. Il existe des formes
d’encéphalomyélite chez I'enfant dénommée ADEM associée aux anticorps anti-MOG.
La découverte en cytométrie en flux sur cellules transfectées exprimant la MOG, d’auto-
anticorps a permis de définir les maladies du spectre anti-MOG. Elle appartient au spectre de la NMO
mais est considérée comme une entité a part entiére du fait d’'une présentation clinique, d’'un mode

évolutif et d’'une réponse au traitement différents de la NMO associée aux anti-AQP4 et de la SEP.

B. Du systeme nerveux périphérique

1. Les auto-anticorps anti-MAG

La MAG (myeline associated glycoprotein) est une glycoprotéine membranaire de la cellule de
Schwann. Parmi les neuropathies démyélinisantes associées a une IgM monoclonale, elle est la plus
représentée. Les neuropathies périphériques a anticorps anti-MAG sont des neuropathies chroniques
a prédominance sensitive, longueur-dépendantes, se traduisant généralement par une ataxie et des
paresthésies des membres inférieurs, souvent associées a un tremblement. Il existe des formes
chroniques a prédominance sensitives peu évolutives ou l'abstention thérapeutique peut étre
proposée et des formes plus séveres avec des atteintes motrices pouvant justifier un traitement soit
du clone producteur, soit immunomodulateur comme le Rituximab (Gazzola et al. 2017).

L’électrophorese des protéines sériques et I'immunotypage capillaire ou I'immunofixation
met en évidence une IgM monoclonale le plus souvent de type kappa et de faible intensité. La
spécificité anti-MAG peut étre révélée en immunofluorescence indirecte sur nerf sciatique de singe ou
en ELISA avec de la MAG humaine purifiée (test ELISA commercial Buhlmann). L’épitope reconnu est
un trisaccharide sulfoné et glucuroné, le HNK-1 (Human Natural Killer 1) exprimé sur la molécule CD57
et plusieurs glycoprotéines et glycolipides du systeme nerveux central et périphérique. Des nouveaux
tests aussi sensibles proposent de tester la présence d’anticorps en utilisant I'épitope HNK-1
synthétique (Delmont et al. 2019). Il n’existe pas de corrélation entre le titre des autoanticorps et la
sévérité clinique. Il est donc utile de rechercher des biomarqueurs prédictifs de la sévérité aidant les
cliniciens dans la prise en charge thérapeutique.

2. Les anti-gangliosides

Les gangliosides sont des glycolipides fortement exprimés par les cellules neurales au sein de

radeaux lipidiques. lls jouent un role dans plusieurs fonctions comme la croissance, la différenciation,

I’adhésion cellulaire, I'apoptose cellulaire... (Schengrund 2015).
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lIs sont composés d’une partie intra-membranaire (groupement céramide) et d’'une partie
extra-cellulaire oligosaccharidique, contenant 1 a 4 acides sialiques (N-acétyl-neuraminique chez

I’'hnomme).

Leur nomenclature utilise la lettre initiale G pour ganglioside, suivi d’un M, D, T ou Q selon le
nombre de résidus d’acide sialique (respectivement 1, 2, 3 ou 4). Le chiffre correspondant au nombre
(5-n) d’oses en plus des résidus sialiques. Elle peut étre suivie d’une lettre indiquant la position des
acides sialiques ou I'ordre de migration en chromatographie en couche mince. Il existe une vingtaine
de gangliosides caractérisés dont les plus étudiés sont GM1, GM2, GM3, GM4, GD1a, GD1b, GD2, GD3,
GT1la, GTlb et GQ1lb.

Ces gangliosides sont reconnus par des autoanticorps induisant des syndromes variés, moteurs
ou sensitifs, aigus ou chroniques. lls peuvent étre d’isotype IgM, plutoét associés a des neuropathies
chroniques ou d’isotype 1gG le plus souvent associés a des formes aigues (syndrome de Guillain et
Barré). Ces anticorps sont le plus souvent polyclonaux (isotype IgG ou IgM) et parfois monoclonaux
(isotype IgM uniquement, dans le cadre d’une maladie de Waldenstrém ou d’'une gammapathie

monoclonale de signification indéterminée).

Les différents gangliosides ont un taux d’expression variable selon la localisation de la fibre
nerveuse expliquant ainsi des tableaux cliniques particuliers selon la cible des auto-anticorps (Y. Gong
et al. 2002). Les gangliosides GM1 et GD1a sont fortement exprimés sur les nerfs moteurs expliquant
la prédominance d’une atteinte motrice en présence d’anticorps anti-GM1 et GDla. Le GQlb est
exprimé au niveau des nerfs oculomoteurs et les anticorps sont associés a des tableaux
d’ophtalmoplégie : le syndrome de Miller-Fischer et le syndrome de Bickerstaff. Le GD1b est
préférentiellement exprimé par les ganglions dorso-rachidiens expliquant ainsi la présence d’atteinte
sensitive avec ataxie.

Dans les syndromes de Guillain et Barré associés aux anti-GM1 ou GD1a, les mécanismes
d’atteinte impliqueraient notamment I'activation des macrophages et/ou de la cascade du
complément au niveau des noeuds de Ranvier, secondaires a la fixation des autoanticorps d’isotypes

IgG, notamment I1gG1 et IgG3.

Dans les neuropathies motrices associées aux anti-GM1 d’isotype IgM, il est observé que la
sévérité de la pathologie était corrélée a la capacité des IgM a activer in vitro la cascade du complément

(Vlam et al. 2015).

Les autres hypothéses physiopathologiques proposent que les anticorps anti-gangliosides
pourraient interférer avec des canaux ioniques, notamment sodiques, co-localisés avec les

gangliosides.
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3. Les anti-glycoprotéines du nceud de Ranvier (Neurofascines 155, 186,

Contactine 1, Casprl)
Les polyradiculonévrites démyélinisantes chroniques (PIDC) sont les plus fréquentes des
neuropathies auto-immunes inflammatoires. Leur prise en charge thérapeutique en premiere
intention implique les perfusions d’IglV et les corticoides. En cas de résistance a ces traitements, des

traitements immunosuppresseurs et le Rituximab peuvent étre efficaces.

Certains cas de PIDC sont associés a des anticorps dirigés contre les constituants des nceuds
de Ranvier dont les neurofascines (NF) 155 et 186, contactine 1 (CNTN1) et Caspr2 (Delmont et al.
2020). Les principales caractéristiques sont le mode d’installation subaigué, la sévérité de I'atteinte et
la résistance au traitement par IglV. En cas de présence d’anticorps anti-CNTN1, une atteinte rénale
de glomérulonéphrite extra-membraneuse de mauvais pronostic est souvent associée (Le Quintrec et
al. 2021). La caractéristique principale est la prédominance d’auto-anticorps d’isotype 1gG4. Dans

certains cas, les anticorps d’isotype 1gG4 sont associés a la présence d’anticorps 1gG1, 2, ou 3.
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Figure 21 : Représentation schématique des
principales cibles impliquées dans les PIDC.

Les neurofascines sont des glycoprotéines transmembranaires de type | de la famille L1 des
molécules d’adhésion cellulaire (CAM). Il en existe plusieurs isoformes obtenus par épissage alternatif
et qui different par le nombre de domaines fibronectine (FN). Il en existe 2 majoritaires dans le systeme
nerveux : les isoformes 155 (NF155) et 186 (NF186). Elles participent notamment a I'adhésion entre
I'axone et la gaine de myéline. Elles sont composées d’un domaine extracellulaire qui contient 6
domaines immunoglobulines et plusieurs domaines FN. L'isoforme 155 se retrouve notamment sur le
versant glial dans les régions paranodales ou il se lie au complexe Casprl/Contactinel situé sur I'axone

adjacent pour former et stabiliser les jonctions axogliales du nceud de Ranvier.
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La formation du paranode permet la conduction saltatoire de I'influx nerveux en séparant les
canaux sodiques et potassiques (Kira, 2021). L'isoforme 186 est située notamment au niveau du

segment initial et de la région nodale.

Les anticorps anti-NF155 reconnaissent le domaine Fn3 (absent sur l'isoforme 186). Le
mécanisme d’action des auto-anticorps est mal connu. Le site thrombine sur le domaine Fn3 de Ila
NF155 suggere que les anticorps induiraient un clivage de la molécule. Les anticorps anti-CNTN1

agiraient par dissociation des interactions NF155/CNTN1 (Manso et al. 2016).

4. Maladies auto-immunes de la jonction neuro-musculaire
Le dernier domaine ol des auto-anticorps participent a la physiopathologie sont les atteintes

de la jonction neuromusculaire : la myasthénie et le syndrome myasthéniforme de Lambert-Eaton.

Dans la myasthénie les autoanticorps ciblent le récepteur a I'acétylcholine post-synaptique ou
les molécules associées et agissent comme précédemment rapporté par différents mécanismes de

blocage des récepteurs, d’altération de la plague motrice et d’endocytose.

Dans le syndrome de Lambert-Eaton, les anticorps ciblent les canaux calciques pré-
synaptiques, induisent leur endocytose et inhibent la recapture de calcium et la libération

d’acétylcholine.
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IV. Altération des patterns de glycosylations des autoanticorps

Les modifications des patterns de N-glycosylation sont décrites dans différentes situations
pathologiques. Ces modifications sont liées a des variations cellulaires de I'expression des différentes
glycosyl-transférases et sialyl-transférases sous I'influence de facteurs génétiques, environnementaux

et inflammatoires.

La premiére situation décrite est le vieillissement et est présenté sous le terme

« d’inflammaging » (Franceschi et al. 2018).

Il faut noter que ces modifications sont présentes sur d’autres protéines (Catera et al. 2016). Il
existe également des modifications possibles sous l'influence de glycosyl-transférase ou sialyl-
transférases présentes dans les liquides biologiques (Jones et al. 2012). Les plaquettes, altérées en
situation inflammatoire, sont notamment une source d’enzymes pouvant modifier les N-glycosylations

(Lee-Sundlov et al. 2017).

Il est décrit des modifications de N-glycosylations des autoanticorps corrélées avec des scores
de gravité dans la polyarthrite rhumatoide et le lupus érythémateux disséminé, les deux pathologies
le plus étudiées, mais également dans les MICI, les vascularites a ANCA, le PTI, la sclérose en plaques

et les thyroidites (Zhou et al. 2021) (Zgbczyniska, Link-Lenczowski, et Pochec¢ 2021).

a) Les ACPA et la polyarthrite rhumatoide

Les modifications post traductionnelles des auto-anticorps anti-peptides citrullinés a été
I'objet de nombreuses recherches ces derniéres années. Il a été décrit initialement une réduction des
formes sialylés et galactosylés des IgG totaux dans le sérum et dans le liquide synovial de patients avec
polyarthrite rhumatoide comparé a des patients indemnes (Parekh et al. 1985). Plus spécifiquement,
il a été étudié les glycoformes des ACPA comparé aux IgG totaux dans le sérum et dans le liquide
synovial du patient. Dans le sérum, a été mis en évidence une réduction significative de la sialylation
des IgG1-ACPA comparé au IgG1 totaux (Scherer et al. 2010). La diminution de la galactosylation ne
s’est pas avérée significative. Ces résultats vont dans le sens des études montrant que les résidus
sialiques étaient a I'origine de I’activité anti-inflammatoire des immunoglobulines (Bohm et al. 2012),
plus que la présence de résidus galactose. Concernant le liquide synovial, il comporte des IgG ACPA dé-
sialylés mais aussi trés agalactosylés, comparés au IgG ACPA du sérum. Il y a donc une différence
qualitative des glycoformes des IgG ACPA au site inflammatoire, il semblerait que les variations soient
plus importantes au niveau du site de I'inflammation. Ce résultat suggére la glycosylation jouerait un

role essentiel dans le recrutement des cellules inflammatoires effectrices.
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b) Les anti-dsDNA et le lupus érythémateux systémique
Les travaux de Vuckovi¢ et al. (Vuckovi¢ et al. 2015) a mis en évidence une modification
significative de la composition du glycome des IgG totales chez des patients SLE comparés au glycome
de patients controles. Notamment, il a été remarqué une diminution significative de la galactosylation
et de la sialylation des IgG dans le sérum des patients SLE. De méme, il a été décrit une diminution de
la fucosylation et une augmentation du bisecting N-acétylglucosamine, modifications qui jouent un

role dans I’ADCC.

Pour mieux comprendre la physiopathologie, une étude s’est intéressée plus particulierement
aux anti-dsDNA. Le sérum de patients SLE a été analysé pour rechercher des différences de
glycosylations entre les anti-dsDNA IgG et les IgG totales. Les résultats ont été classés par sous-classes
d’'lgG et selon I'activité de la maladie (score SLEDAI). Il a été observé que la glycosylation des anti-
dsDNA IgG était différente de celles des IgG totales. Cela est particulierement notable lorsque I'on
compare la sous-classe IgG1. En effet, les niveaux de fucosylation, galactosylation et sialylation des
anti-dsDNA IgG1 augmentent parallélement au score SLEDAI (Han et al. 2022). La plus forte corrélation
est retrouvée pour la fucosylation des anti-dsDNA IgG1l comparativement aux IgG1 totales. Cette
derniére étude est limitée par son petit nombre de cas inclus, mais elle suggere un lien entre

glycosylation, notamment la fucosylation des anti-dsDNA et activité de la maladie.

c) Les anti-thyroglobulines et les thyroidites

Une diminution de la fucosylation de I'ensemble des N-glycanes des IgG est un glycomarqueur
sérique dans les maladies thyroidiennes auto-immunes (MTAI) englobant la thyroidite de Hashimoto
(HT) et la maladie de Grave. Cependant, la fucosylation des IgG anti-thyroglobuline qui est un
marqueur immunologique de I'HT est élevé dans le sérum de I'HT (Zgbczynska et al. 2020) (Yuan et al.
2015). Ces dernieres observations illustrent un élément de complexité du sujet. Il peut en effet exister
des compétitions entre les modifications des glycosylations des immunoglobulines polyclonales et
celles des autoanticorps pour I'activation de la cascade du complément ou l'interaction avec les
récepteurs pour la partie Fc desimmunoglobulines. Il est ainsi proposé que I'action thérapeutique anti-
inflammatoire des IglV implique le profil de N-glycosylation des immunoglobulines injectées (Anthony

et al. 2008).

d) N-glycosylations et pathologies du systéme nerveux périphérique
Aucune étude n’a encore évalué I'impact des glycosylations sur leurs fonctions et donc

indirectement sur la pathogénicité des autoanticorps associés aux neuropathies périphériques.

L'impact des N-glycosylations a été montré sur I'action des IglV dans le traitement des

neuropathies associées aux anti-GM1 (Sudo et al. 2014). Par ailleurs, I'activation in vitro de la
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cascade du complément corréle avec la sévérité de la maladie sans avoir exploré I'impact potentiel des

N-glycosylations (Vlam et al. 2015).

Le laboratoire d'immunologie de I’AP-HM a observé que les modifications de glycosylation des

IgM anti-MAG modifiaient I'interaction avec la MAG (Neil et al. 2020).

Aucune donnée sur les entités récentes des PIDC associées aux anticorps anti-glycoprotéines

des nceuds de Ranvier n’est disponible.

Dans la myasthénie et le syndrome de Lambert-Eaton des modifications de N-glycosylation ont
été illustrés dans une publication, mais ce travail porte sur les IgG totales mais pas spécifiquement sur

les autoanticorps (Selman et al. 2011).

V. Lestechniques d’analyse des glycosylations

A. Stratégies d’analyse en glycoprotéomique

L'étude des glycoprotéines permet de connaitrela composition et la séquence en
monosaccharides des chaines glucidiques, ainsi que la localisation et le type de liaison des points de
branchement. Elle peut s’appréhender de 3 maniéres, chacune ayant ses avantages et inconvénients,

elles sont considérées comme complémentaires pour I'étude des glycoprotéines.

La premiére approche dite « top-down » consiste a étudier la molécule entiére. Elle permet
d’obtenir des informations sur les différents glycoformes et la combinatoire des chaines glucidiques
(modifications exclusives, inclusives). Cependant la complexité d’'une molécule entiere induit un

nombre de données important rendant difficile la caractérisation structurale des glycanes.

La deuxieme approche « bottom-up » s’intéresse aux glycopeptides obtenus apres
dégradation chimique ou enzymatique de la protéine (Mann et Jensen 2003). L'intérét de fragmenter
les glycoprotéines en structure de taille plus réduite est de diminuer la complexité de la molécule et
ainsi d’augmenter les performances analytiques des outils utilisés. Elle permet de renseigner sur la
localisation et la composition des glycanes. Cela entraine cependant un perte d’information,
notamment sur la combinatoire des modifications, possible seulement grace a I'approche « top-

down».

Enfin, la glycomique est I'analyse exclusive de la chaine saccharidique, aprés lyse de la liaison
glucidique. Elle permet d’acquérir des informations sur la structure et I’'hétérogénéité des sites de
glycosylations (Adamczyk et al. 2014). Dans le cas d’une protéine purifiée, la glycomique permet
d’évaluer I'ensemble des structures N-glycosidiques, et d’obtenir la population moyenne des

glycoprotéoformes (Castilho et al. 2015).
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B. Analyse du glycome

En glycomique, différents outils permettent d’analyser la composition des chaines glucidiques.

1. Les lectines

Les lectines sont des protéines ayant la propriété de lier spécifiguement certains motifs
glucidiques. Physiologiquement, elles sont impliquées dans des processus biologiques tels que
I’adhésion, la reconnaissance et la communication cellulaires. Ces propriétés sont largement
exploitées dans les laboratoires, elles sont utilisées par exemple, pour la purification de glycoprotéines
(chromatographie d’affinité) ou encore, une fois conjugués a des méthodes de révélation
(fluorescence, enzymatique, immunologique...) pour la détection et la caractérisation des glucides en
glycoprotéomique (Wu et Liu 2019). En effet, il existe un grand nombre de lectines liant spécifiquement
les résidus d’acides sialiques, de fucose, de GIcNAc bisecting. Il est ainsi possible d’analyser la majorité
des glycanes. Cependant, cet outil peut étre limité par I'absence de lectines spécifique pour certains

motifs ou par une affinité insuffisante (Haab et Klamer 2020).

2. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire
La résonance magnétique nucléaire représente la propriété qu’ont certains noyaux atomiques
a émettre un rayonnement aprés avoir été placés dans un champ magnétique. L'énergie relachée lors
de ce phénomene, appelée résonnance, correspond a une fréquence spécifique a un atome. Ce
phénomene est utilisé en biologie structurale pour étudier la composition des molécules. Elle a
I’'avantage d’étre utilisable sur des glycoprotéines intactes (Schubert et al. 2015). Elle nécessite
cependant des échantillons peu hétérogénes et en glycomique, elle est limitée par sa faible sensibilité

en ce qui concerne les quantités nanomolaires en glucides des échantillons.

3. La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (MS) est une technique analytique permettant I'identification et la
quantification des composés d’un échantillon. Elle est considérée comme la méthode la plus puissante
en glycomique avec une résolution et une sensibilité supérieure aux autres (Harvey 2005),(Mechref et
Novotny 2002). Le principe repose sur la mesure du rapport masse/charge des éléments
préalablement ionisés en phase gazeuse ; un spectre de masse est obtenu et sa comparaison avec les
bases de données permet l'identification des composés. Pour ce faire, I’échantillon passe au travers
de 3 composants du spectromeétre : une source d’ionisation permet l'ionisation et la vaporisation de
I’analyte, un ou plusieurs analyseurs sépare les ions en fonction de leur rapport masse/charge, enfin,
un systéme de détection mesure I'intensité du signal correspondant a une valeur m/z et le transpose

sous forme de graphique, le spectre de masse.
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Le spectrométre de masse peut étre utilisé seul dans le cas de mélanges peu complexes ou
pour des molécules déja purifiées. Concernant les échantillons plus complexes tels que le sérum ou le
plasma, il est généralement couplé en amont a des méthodes de séparation tels que la
chromatographie liquide, chromatographie en phase gazeuse ou électrophorése capillaire afin de

séparer les molécules (Geyer et Geyer 2006).

INTRODUCTION IONISATION ANALYSEUR DETECTEUR
ECHANTILLON
@ @ -
0® m)e%0m @22 m
’ 0@ , 00 Qe
o @
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HPLC, HPCE, GC MALDI TgF
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masse / charge (m/z; Th)

Figure 22 : Schéma simplifié de la structure et du fonctionnement d’un spectrometre de masse.

A. Etapes pré-analytiques pour I'analyse des anticorps

a) Séparation des isotypes
L’étude de la glycosylation dans les maladies auto-immunes, impose de disposer des auto-
anticorps spécifiques d’intérét. L'isolement des IgG se fait classiquement par chromatographie
d’affinité avec de la protéine A ou G (Puci¢ et al. 2011). Ce sont des constituants de la paroi cellulaire
des Staphyloccocus aureus et des Streptocoques des groupes C et G, elles présentent une spécificité
élevée pour la région Fc des molécules d'immunoglobuline G. La protéine A se lie fortement aux IgG1,

2etd,

b) Isolement des auto-anticorps spécifiques
Une fois les IgG isolées, il s’agit de récupérer uniquement les IgG spécifiques. La technique
généralement utilisée est la chromatographie d’affinité, avec fixés sur le support, I'antigéne reconnu

par les immunoglobulines d’intérét.

5 Figure issue d’un travail de theése. Faid « Approches de glycomique appliquées a I'étude des pathologies métaboliques des glycoprotéines ».
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VI. Principes et intéréts de |la détection et de la caractérisation, en
cytométrie en flux avec des billes magnétiques, des autoanticorps
associés aux pathologies du systeme nerveux périphérique

A. Objectifs

L’objectif a terme est de rechercher une corrélation entre les glycoformes des autoanticorps
anti-GM1, anti-HNK-1 et anti-Neurofascine 155, leur capacité a fixer le Clq, la MBL et le CD16a et les
criteres cliniques et électrophysiologiques de sévérité, de réponse thérapeutique dans le but d’aider

le clinicien pour le diagnostic, le pronostic ou la prise en charge thérapeutique de ces pathologies.

Ce travail est basé sur I’'hypothése que ces autoanticorps sont responsables de I'atteinte
neurologique notamment par I'activation des cellules de I'immunité innée ou par I'activation de la

cascade du complément.

L'approche proposée est basée sur la technologie de cytométrie en flux sur des billes
magnétiques activées avec les antigenes (ou épitopes) reconnus et I'incubation avec des ligands
fluorescents testés en cascade. La premiére étape a été celle d’évaluer I'intérét des tests sur billes en
cytométrie en flux comme une technologie alternative aux techniques ELISA ou en cytométrie en flux
sur cellules, actuellement utilisées en routine au laboratoire. Cette méme approche technique
permettra ensuite de : (1) caractériser le pattern de glycosylations des autoanticorps immobilisés sur
les billes par incubation avec des lectines fluorescentes, (2) mesurer la capacité des autoanticorps a
fixer le C1q, la MBL ou le CD16 recombinant, (3) déterminer s’il existe un lien entre les glycoformes

des autoanticorps et la capacité a fixer le C1lq, la MBL ou le CD16a.

B. Intéréts des approches en cytométrie en flux pour le diagnostic des

autoanticorps

La cytométrie en flux est une technique d’analyse permettant de dénombrer et de caractériser
des cellules de 7 a 20 um ou des particules (allant jusqu’a moins de 100 nm pour les automates les plus

performants) en suspension dans un flux de liquide.
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Figure 23 : Représentation schématique du fonctionnement d’un cytométre en flux. ©

Grace a un systeme de gaine liquidienne, les éléments d’intérét passent un a un devant un
faisceau laser, permettant leur décompte. L’analyse de la diffraction et de I'adsorption de la lumiere
renseignent sur la taille et la granularité des particules (Vembadi, Menachery, et Qasaimeh 2019). La

lumiere émise est transformée en signal électrique amplifié par des photomultiplicateurs.

LASER

Figure 24 : Informations générées par le cytométre en flux.

La diffusion dans I'axe de la source lumineuse (forward scatter, FSC) renseigne sur la taille de I'élément. La diffusion a 90°
(side scatter, SCC) renseigne sur la granularité (contenu en granules d’une cellule, degré de segmentation du noyau). La
lumiére du laser va exciter les fluorochromes préalablement couplés a des anticorps monoclonaux. Hv : énergie du photon
en Joules ol h est la constante et v la fréquence de I'onde magnétique. FITC : fluorochrome émettant a 520 nm. PE :
fluorochrome émettant a 580 nm. PMT : photomultiplicateur.

6 Figure issue de Vembadi, Menachery, et Qasaimeh, “Review and Perspective on Biotechnological Advances.”
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D’autres informations sont acquises par I'utilisation d’anticorps ou de ligands couplés a des
composés fluorescents. La lumiére du laser vient exciter les fluorochromes qui libérent I'énergie,
permettant de quantifier la molécule reconnue par les ligands. Chaque molécule fluorescente est
caractérisée par un spectre d’activation et un spectre d’émission. Un méme laser est capable d’activer
plusieurs fluorochromes qui ont des spectres d’émission différents. Il est ainsi possible avec un seul
laser d’enregistrer plusieurs informations a la fois. Un systeme de filtre optique et de

photomultiplicateur permet de collecter la lumiére propre a chaque fluorochrome et de la quantifier.

Les cytometres sont généralement dotés de plusieurs lasers, multipliant alors le nombre
d’informations généré. Cet aspect multiparamétrique, associé a une capacité d’analyse tres
performante (jusqu’a plus de 10 000 événements par seconde) et I'ajout, lors de I'analyse, de billes
calibrées en taille et en fluorescence, font de I'approche en cytométrie en flux une méthodologie

guantitative tres performante.

C. Avantages et limites des analyses sur billes magnétiques
Premierement, I'utilisation de billes activées avec des antigenes rend possible I'analyse des
autoanticorps sur un cytometre en flux et leur quantification, soit en fonction du nombre de site

occupés, soit en titration.

Le caractére multiparamétrique de la cytométrie en flux permet dans un méme temps
d’analyse de détecter plusieurs isotypes avec des anticorps marqués avec différents fluorochromes
comme illustré sur la figure ci-dessous. On ne peut cependant pas écarter des phénomenes de

compétition entre les différents isotypes pour la fixation sur la cible antigénique.

FITC anti-Human IgG
\\g APC anti-Human IgM

\\g Pacific-Blue anti-Human IgA

O Bille magnetique ? Epitope

Figure 25 : Détermination des isotypes des autoanticorps grdce
a l'utilisation de différents fluorochromes.
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L'utilisation de billes magnétiques et de plaques a 96 ou 384 puits permet de réaliser dans le
méme temps d’analyse, de trées nombreux tests dans les mémes conditions d’incubation et de lavage.
Il'y a la possibilité d’utiliser pour certains cytométres de passeurs d’échantillons en plaque. Le temps

technique est ainsi réduit et il possible de réaliser de grandes séries de tests en méme temps.

Une fois un lot de billes préparé et validé, la technique est plus reproductible que les
techniques en cytométrie en flux sur cellules vivantes, soit incubés avec le GM1, soit transfectées pour
I’expression des protéines cibles des autoanticorps car le taux d’insertion du GM1 et le niveau

d’expression de la protéine apres transfection varie d’une expérimentation a une autre.

L'inconvénient principal de 'utilisation de billes est que les protocoles de fixation de I'antigéne
ou de I'épitope sur les billes pourraient modifier la conformation de I'antigéne ou de |'épitope
modifiant ainsi la fixation et la détection des autoanticorps. Ceci est notamment a prendre en compte
quand la conformation d’un antigéne est influencée par son environnement membranaire et modifiant

se reconnaissance par les autoanticorps.

D. Evaluation des anticorps anti-GM1, HNK1 et NF 155 sur billes par rapport
aux techniques de référence
1. Evaluation de la technique anti-GM1

a) Techniques de routine et de référence
Les techniques commercialisées pour la détection des anticorps anti-GM1 sont soit des ELISA,

soit des dot-blots (J. J. Roggenbuck et al. 2018) (D. Roggenbuck et al. 2020).

La sensibilité et la spécificité des techniques commerciales sont cependant moindre que les
techniques « maison » pour le diagnostic des neuropathies motrices aigues ou chroniques. Des
conditions de test ELISA ont été proposées pour homogénéiser les pratiques entre les laboratoires de
référence (test INCAT) (Kuijf et al. 2005). Le laboratoire d’'Immunologie de I’AP-HM avait mis au point
une autre technigue « maison » différente de I'ELISA-INCAT et continue a proposer cette technique en
routine car elle a été validée par plusieurs études cliniques, dont la premiére étude prouvant, dans une

étude en double aveugle, I'intérét du traitement par IglV des MMN (Azulay et al. 1994).

Le GM1 est présent dans les radeaux lipidiques et interagit avec différents partenaires a ce
niveau. Il est ainsi impossible de reproduire, en ELISA ou en Dot-blot, la configuration du GM1 dans
une membrane cellulaire. Le laboratoire a mis au point et validé une technique en cytométrie en flux

sur cellules vivantes basée sur l'intégration dans les radeaux lipidiques de GM1 monomérique. Cette
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technique est plus sensible et spécifique que notre technique ELISA maison. Cependant, cette méthode
n‘est pas compatible avec une utilisation en routine, notamment du fait des variations de niveau
d’incorporation du GM1 dans la membrane et de la longueur de la technique qui se réalise sur une

période de 3 jours (Escande-Beillard et al. 2002).

Les principes des tests ELISA et du test en cytométrie en flux sont illustrés dans la figure ci-

dessous.

Flow Cytometry

anti-GM1 IgG ELISA anti-GM1 Cell Based Assay
J’Jé
IN \
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$* GM1 ganglioside () U229 Cell line ,JL\ Patient's anti-GM1 IgG

J Enzyme Conjugated FITC conjugated
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Figure 26 : Principes des tests ELISA et du test en cytométrie en flux.

b) Mise au point du test sur billes en cytométrie en flux
En collaboration avec des biochimistes suisses (Polyneuron Pharmaceutical SA), nous avons pu

obtenir et tester des glycomimétopes de I'épitope Gal-GalNac du GM1 reconnu par les autoanticorps.

Nous avons testé, soit le mimétope biotinylé (LP5016) fixé sur des billes de polystyrene
magnétiques activées a la streptavidine (Spherotec 1,5-1,9um - SVP 15-5), soit le mimétope fixé sur
plusieurs sites d’'un polymeére de Poly-L-Lysine (PN-1018) lui-méme fixé de maniére covalente avec des
ponts carboxyl dans un tampon MES Ph 5,5 sur les billes de polystyréne magnétiques (Spherotec
Carboxyl ferromagnetic 1% w/v 2,2-2 ,9 um CMF20-10). Les billes contréles sont des billes recouvertes
du polymere de Poly-L-Lysine sans I'épitope synthétique. Les billes sont saturées dans un tampon PBS,

BSA grade V a 2%. Elles sont incubées avec le sérum et lavées en tampon PBS 0,1% BSA

BiotinGM1 : Pour obtenir des billes recouvertes de GM1, des billes de streptavidine

magnétiques ont été incubés dans du PBS contenant différentes concentrations de GM1 biotinylés,
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allant de 1,8ug/ml a 90ug/ml. Le signal le plus fort est obtenu avec des billes ayant incubés durant une

nuit a une concentration de 18ug/ml.

PN-1018 : Pour obtenir des billes recouvertes de polymeres de GM1, des billes magnétiques
ont été incubés dans du Binding Buffer et le polymeére. Le meilleur signal a été obtenu avec une

concentration a 26 pg/mL aprés une nuit d’incubation dans du MES Buffer 0.1M pH5.5.

Blocking buffer : Ce tampon permet de réduire la liaison non spécifique (bruit de fond). Les

meilleurs résultats ont été obtenus aprés une nuit d’incubation avec du PBS 2% BSA.

Beads + PBS/BSA 2%
10K = B Beads

800

600 7

Count

400

200 T

=)
=)
=)
=)
=)

anti-Human IgG/A/M - FITC
Figure 27 : Optimisation du bruit de fond. Effet d’une nuit d’incubation dans du PBS 2% BSA sur le bruit de fond. Les billes
activées ont été incubées durant une nuit avec et sans PBS 2% BSA. Aprés lavage, les billes ont été incubés avec des
anticorps anti-lgG/A/M couplés au FITC et révélés par cytométrie en flux.
Concentration des sérums et de des anti-sérums. Avec quelques sérums positifs et sérums
contréles d’individus sains, on a déterminé que la concentration optimale (meilleur delta entre signal
positif et signal contrdle) du sérum était au 1/100 et que celle de I'antisérum anti-G, A, M marqué FITC

était au 1/100.

Lillustration des résultats est présentée dans la figure de gauche ci-dessous pour
respectivement, un sérum de patient AMAN avec des anticorps d’isotype 1gG et un sérum de patient
présentant une neuropathie motrice multifocale (MMN) avec des anti-GM1 d’isotype IgM. Sur la figure

de droite sont illustrés les tests avec 4 sérums de MMN et 4 sérums de sujets sains.

- N\ MMN 1

MMN 2

Healthy Control Healthy Control NMN 3
MMN 4

: - Patient 1 - AMAN
Patient 1 - AMAN (£ \ Ctrl 1

Ctrl 2
patient 2 - MMN Patient 2 - MMN P

Ty ey oy T T T, T T
3 3 4 5 3 3 ) 5 Ctrl 4
-10 0 10 10 10 -10 0 10 10 10 T T

anti-Human IgG - FITC anti-Human IgM - FITC

anti-Human IgM - FITC

Figure 28 : lllustration des marquages en cytométrie en flux
pour les anticorps anti-GM 1.
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c)

Evaluation de la méthode

L’évaluation du test sur billes activées soit avec I'épitope biotinylé, soit le polymere PN1018 a

été réalisée avec 3 groupes de sérum : 12 sérums de patients AMAN, 20 sérums de patients MAG et

12 sérums de sujets sains (HC (healthy controls) donneurs de sang). Les résultats sont illustrés dans les

figures ci-dessous montrant la présence d’une réaction positive chez la plupart des patients AMAN

pour les IgG et les IgM par rapport aux controles et sérums de patients anti-MAG ol un signal positif

n’est pas attendu. Cependant, le signal moyen de fluorescence obtenu avec les billes activées avec

I’épitope est bien plus faible que celui obtenu avec les billes activées avec le polymeére. On observe

une bonne corrélation pour les IgM entre l'intensité de fluorescence obtenue avec les billes

recouvertes de polymeére et celle recouverte de |'épitope. Cependant, pour I'analyse des IgG, la

corrélation entre les tests sur les 2 types de billes est mauvaise, probablement du fait de la trés faible

intensité du signal sur les billes recouvertes de I'épitope.
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Figure 29 : Analyse des réactions IgM.
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Figure 30 : Analyse des réactions IgG.

46



Le laboratoire avait auparavant montré en utilisant le polymére comme un compétiteur dans
les techniques de cytométrie en flux, de I'ELISA INCAT, de I'ELISA « maison » et de I'ELISA Buhiman
(commercial) que la technique en cytométrie en flux était plus sensible et spécifique que toutes les
techniques ELISA pour la détection des anticorps anti-GM1 associés aux AMAN ou MMN. De nombreux
sérums de patients, positifs en ELISA, et ne présentant pas de neuropathie motrice, étaient négatifs en
cytométrie en flux. La réaction avec les sérums positifs pour I'un ou I'autre test ELISA n’était pas inhibé
en présence de compétiteur indiquant que les autoanticorps reconnaissaient une partie du GM1
différente de I'épitope Gal-GalNAc et non exposé quand le GM1 était intégré dans une membrane. Il y
avait de plus, une mauvaise corrélation entre les intensités de réaction obtenues avec les différentes

méthodes, illustrant les variations entre les différentes techniques pour la détection des anti-GM1.

Les sérums testés positifs en cytométrie en flux sur cellules vivantes sont pour la plupart
également positifs sur les billes activées avec le polymere. Cependant, la corrélation entre les
intensités de fluorescence entre les deux techniques pour les IgM est faible comme illustré sur la figure

ci-dessous.
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Figure 31 : Corrélation entre les intensités de fluorescence entre les deux
techniques pour les IgM.

En conclusion, la technique de cytométrie en flux sur billes pourrait représenter une
alternative sensible et spécifique pour la détection des anti-GM1 sans reproduire totalement la
présentation membranaire du GM1. Il faut poursuivre les analyses et réaliser des expériences de

reproductibilité et de répétabilité sur un plus grand nombre de sérum positifs et contréles.
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2. Evaluation de la technique pour les anticorps anti-HNK1
La technique de référence pour la détection des anticorps anti-MAG est I'ELISA commercial
Buhlmann réalisé avec la MAG humaine. En utilisant les mémes protocoles précédemment décrit et le
glycopolymere HNK-1 (PN1007) pour activer les billes magnétiques, nous avons testé les mémes
cohortes de patients testées sur les billes PN1018. Nous avons observé une tres bonne sensibilité sur

les essais préliminaires avec une bonne corrélation avec le test ELISA de référence.
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Figure 32 : Tests de sensibilité et de spécificité.

Le test sur billes HNK1 est une alternative pertinente au test ELISA pour la détection et la
caractérisation des anti-MAG. Il faut désormais réaliser des expériences de reproductibilité et
répétabilité pour valider ce test pour la routine diagnostic. Il faut de plus noter que le laboratoire a
détecté chez les patients anti-MAG la présence d’lgG anti-MAG et anti-HNK-1 et que la présence de

ces anticorps d’isotype 1gG était associé aux formes les plus sévéres de neuropathies (S Sahli, soumis).

48



3. Mise au point de la détection des anticorps anti-NF155
Pour ce test, la neurofascine 155 recombinante a été utilisée et fixée sur les billes avec le méme
protocole d’activation et de fixation par des groupements carboxyl. La figure ci-dessous illustre la
réaction positive avec 5 sérums connus pour la présence d’anti-NF155 en cytométrie en flux sur cellules

transfectées et 5 sérums de sujets sains.

TUBE NAME
1-Ze
2-Na
3-Ch
4-Pa
5-Fa
6-8030
7-8031
8-8029
9-8032
10-8092

‘103 0 103 104

anti-Human 1gG4 - FITC

Figure 33 : Tests pour la NF155 chez des patients connus positifs en
cytométrie en flux sur cellules transfectées et chez patients sains.

La technique de détection sur billes des anticorps anti-NF155 semble étre sensible et spécifique sur
cette expérience préliminaire. Des expériences sur de plus large cohortes et la comparaison avec
différentes techniques de cytométrie en flux sur cellules vivantes et en ELISA avec la protéine

recombinante sont en cours pour évaluer la sensibilité et la spécificité de cette méthode.
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E. Approches de caractérisation des autoanticorps immobilisés sur billes.

1. Caractérisation des principales modifications de glycosylation
A l’aide de lectines, il est possible de reconnaitre et de détecter les principales glycoformes. Le

principe du test est illustré ci-dessous.

\Y/ Anticorps de patient
P Glycoforme

(=)  Lectine Marquée

O Bille magnetique ? Epitope

Figure 34 : Détermination du glycoforme grdce a
"utilisation de lectine marquée.

La lectine Aleuria aurantia lectin (AAL) reconnait les résidus fucose, la Erythrina cristagalli lectin
(ECL) le galactose terminal, le Sambucus nigra lectin (SNA) I’acide sialique (lié a I'a2-6) et le Phaseolus

vulgaris Erythroagglutinin (PHA-E) le bisected N-acetylglucosamine. (Lu et Holland 2019).

AAL ECL SNA PHAE
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Figure 35 : Pattern de glycosylation reconnu par les lectines AAL,
ECCL, SNA et PHAE.

50



2. Capacité d’interaction des autoanticorps avec le Clq, la MBL ou le FcyRlll
(CD16) recombinant
La capacité d’interaction des autoanticorps avec le Clq, la MBL ou le FcyRIll peut étre évaluée
grace a l'utilisation de C1q marqué ou de FcyRIll recombinant marqué comme illustré ci-dessous ou de

MBL marqué.

o]
anti-C1q Marqué Fluorescent FCyRIII
\Y/ Anticorps de patient \Y/ Anticorps de patient
O Bille magnetique ? Epitope O Bille magnetique ? Epitope
Figure 36 : Détermination de la liaison du C1q au Figure 37 : Détermination de la liaison du FCyRIIl au
fragment Fc. fragment Fc.

Le nombre de molécule C1g, MBL ou CD16a qui se fixera sur les billes dépend dans un premier
temps du nombre de site occupé par les autoanticorps.

L’objectif est de déterminer I'affinité de chaque ligand pour les autoanticorps. Pour ceci, il est
prévu de tester différentes concentrations de ligand en dilution sériée (ce qui facilité par la réalisation
des techniques sur billes en plague de microtitration).

Jillustre ci-dessous 3 situations différentes avec 3 courbes montrant les variations d’intensité
de fluorescence en fonction de la concentration du ligand. Pour la courbe n°1, le signal obtenu est plus
fort que pour les courbes 2 et 3 obtenus avec 2 autres sérums. Dans le premier sérum, le nombre de
site occupé est plus important que pour les 2 autres sérums. Par contre, I'affinité du ligand (C1q, MBL

ou CD16a) pourrait étre plus importante pour le sérum n° 3 que les sérums n°1 et 2.

1
2
3

Intensité de Signal

Concentration

Figure 38 : Illustrations de 3 courbes théoriques obtenues avec
trois sérums différents.
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3. Corrélation entre les profils de glycosylation et les fonctions effectrices

des autoanticorps
Pour déterminer I'impact des profils de glycosylation sur la fixation respective du Clq, de la
MBL ou du CD16a, on pourrait ajouter une étape d’incubation avec une endo-glycosidase ou une
sialidase avant l'ajout des ligands fluorescents. Une diminution, partielle ou totale du signal
démontrerait I'impact de la chaine glucidique sur la liaison et donc dans la fonction et la pathogénicité
potentielle des autoanticorps. Les résultats attendus d’un impact partiel (courbe n°2) ou total (courbe

n°3) sont illustrés dans la figure ci-dessous.

—

Intensité de Signal

Concentration
Figure 39 : Illustration des courbes théoriques obtenues en

cas d’un impact partiel (2) ou total (3) de la modification de
la chaine glucidique sur sa liaison avec ses ligands.

Toutes les expériences proposées devraient générer de nombreuses données concernant les

glycoformes des autoanticorps et le potentiel in vitro de pathogénicité des autoanticorps.

L'intérét de ces données devra étre évaluée en les corrélant avec les données de sévérité
clinique, d’évolutivité, de réponse thérapeutique en utilisant des sérothéques issues de cohortes

cliniques (déja disponibles) tres bien caractérisées.
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VIl. Conclusion

Nous illustrons dans ce mémoire, pour 3 autoanticorps associés a des neuropathies, la
possibilité d’utiliser des tests de détection sur billes magnétiques qui pourraient représenter une
alternative aux tests de routine actuels. Les expériences se poursuivent pour proposer a terme une
technologie probablement plus performante en termes de reproductibilité et plus économe en termes

notamment de temps technique.

Ces techniques représentent une approche pour évaluer le profil de glycosylation des
autoanticorps et leur pouvoir potentiellement pathogene in vitro. Trés peu de données sont
disponibles dans le domaine des neuropathies périphériques, domaine dans lequel I’AP-HM est leader
dans le domaine clinique, d’'imagerie et biologique. Dans le domaine biologique, le laboratoire
d’'Immunologie de I’AP-HM, contrairement aux autres laboratoires hospitaliers réalise et évalue des
techniques non commerciales. Il regoit ainsi des demandes d’examens de nombreux neurologues. La
filiere de soins dans ce domaine est coordonnée par le service des maladies neuro-musculaires de I’AP-

HM (Service du Pr S Attarian). Il est ainsi possible d’organiser si nécessaire des études multicentriques.

Le domaine abordé est novateur, mais si l'influence des glycosylations a été bien démontrée
dans le cadre de I'amélioration de I'efficacité des anticorps thérapeutiques, les données concernant
I'intérét de leur analyse pour I'amélioration du diagnostic et de la prise en charge des patients reste
encore du domaine de la recherche. Il est nécessaire de pouvoir disposer de techniques simples et
reproductibles et de cohortes tres bien caractérisées pour déterminer si elles doivent étre utilisées
dans l'avenir. Le domaine étudié concerne celui des neuropathies périphériques, I'expertise acquise

pourrait étre a terme étre appliquée a d’autres domaines pathologiques.

La principale limite de ce domaine de recherche est liée au fait (1) qu’il peut exister plusieurs
glycoformes pour un méme autoanticorps, (2) que des modifications de glycoformes pourraient se
faire au niveau tissulaire, (3) que, comme discuté dans le mémoire, les glycoformes des auto-anticorps
peuvent étre différents des glycoformes des autres immunoglobulines. Dans ce cas, il existe une
compétition entre les auto-anticorps et les immunoglobulines pour I'activation de la cascade du

complément ou des cellules exprimant les récepteurs pour la partie Fc des immunoglobulines.
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Résumé :

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines. De multiples facteurs, génétiques, pathologiques ou
physiologiques tel que I'dge, influencent leur profil de glycosylation qui affecte leurs fonctions et le
déclenchement d'une réponse anti-inflammatoire ou pro-inflammatoire. Il est proposé que I'analyse
des N-glycanes des immunoglobulines G soit utile comme indicateur de la présence d'une pathologie,
de son évolution ou de la réponse aux traitements et pourrait étre utilisé comme biomarqueur

dynamique dans la perspective de la médecine prédictive, préventive et personnalisée.

Les variations, sous l'influence de différents enzymes, des N-glycanes peuvent modifier
significativement leur capacité a activer le complément et leur interaction avec les récepteurs pour le
fragment Fc des immunoglobulines, exprimés par les cellules immunes et participer a la régulation de
la réponse immunitaire comme CD16a exprimé par les NK ou les macrophages et impliqué dans la

cytotoxicité dépendante des anticorps.

Ce document bibliographique passe en revue la structure des différents anticorps, leurs fonctions

effectrices et I'impact des différents phénotypes de glycosylation sur ces fonctions.

Dans le cadre des pathologies auto-immunes, la recherche d’autoanticorps présente un intérét
diagnostique. Dans certains cas, les auto-anticorps ne sont que des marqueurs de la pathologie. Dans
d’autres cas, les autoanticorps sont impliqués dans les processus lésionnels. Notre hypothese de travail
est que des variations de N-glycosylation influencent la pathogénicité et puissent ainsi étre des

biomarqueurs prédictifs de la sévérité de la pathologie.

Le projet porte sur des autoanticorps anti-GM1, anti-HNK-1 et anti-neurofascine 155 impliqués dans
la physiopathologie respectivement de neuropathies motrices aigues ou chroniques, de neuropathies
sensitives et de polyradiculonévrites chronique séveres. Pour tester le profil de N-glycosylation et leur
fonctions effectrices, nous proposons des approches en cytométrie en flux sur des billes magnétiques
recouvertes d’antigénes et incubées avec des autoanticorps, des lectines, du Clg, de la mannose

binding lectine (MBL) ou du CD16a.
Mots-clés :

Immunoglobulines, Auto-anticorps, Complément, Récepteurs Fc, Modifications post-traductionnelles,
Electrophorese capillaire, Spectroscopie de masse, Cytométrie en flux, Technique sur billes,

Pathogénicité (mécanismes pathogéniques)
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