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Evolution des sous-populations lymphocytaires sous I’effet du rituximab dans les rhumatismes
inflammatoires (LYRITUX).

Introduction : Le rituximab, un anticorps monoclonal ciblant spécifiquement le CD20, induit la déplétion des
lymphocytes B et a démontré son efficacité dans la polyarthrite rhumatoide (PR). Notre objectif était d’étudier si
la surveillance en routine des sous-populations lymphocytaires, et spécifiquement des cellules T, pouvait étre
utile chez les patients atteints de PR.

Méthodes : Toutes les données des patients traités par rituximab entre Juillet 2007 et Novembre 2012 ont été
analysées dans cette étude. Les nombres de lymphocytes CD3+, CD4+, CD8+, CD3-CD56+ et CD19+ circulants
dans le sang périphérique de ces patients ont été mesurés par cytométrie en flux avant et au décours du premier
cycle de traitement. Le test statistique non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les valeurs
des sous-populations lymphocytaires avant et aprés le premier cycle de traitement.

Résultats : Les données de 75 patients (64 atteints de PR, 11 atteints d’autres maladies inflammatoires) ont été
analysées dans cette étude. Le rituximab a induit une déplétion inattendue et substantielle des cellules T affectant
principalement les cellules CD4+ chez la majorité des patients. La profondeur de déplétion atteignait jusqu’a 80
% de la valeur initiale conduisant a des valeurs de cellules CD4+ inférieures a 200/uL. L’absence de déplétion
en cellules CD4+ était associée a I’absence de réponse clinique chez les patients atteints de PR ce qui suggére
que le mécanisme d’action du rituximab dépend au moins en partie des cellules T.

Conclusion : Le rituximab induit une substantielle déplétion des cellules T, cette derniere étant associée a la
réponse clinique. La surveillance en routine des cellules T peut étre utile au suivi de la réponse clinique et de la
tolérance au traitement par rituximab chez les patients atteints de PR.

Mots-clés : rituximab, cellules T, polyarthrite rhumatoide, réponse clinique, surveillance thérapeutique.

Lymphocyte subpopulations change in inflammatory rheumatic diseases patients treated with rituximab
(LYRITUX).

Objective: Rituximab, a monoclonal antibody specifically targeting CD20, induces B-cells depletion and is
effective in rheumatoid arthritis (RA). Our objective was to study whether or not a routine monitoring of
lymphocyte subpopulation, especially T cells, may be useful in rituximab treated RA patients.

Methods: Data from all patients treated with rituximab between July 2007 and November 2012 in our center
were studied. Peripheral blood CD3+, CD4+, CD8+, CD3-CD56+ and CD19+ lymphocytes counts before and
during the first course of rituximab were measured by flow cytometry. A Mann-Whitney non parametric test was
used to compare lymphocyte subpopulations count before and after treatment.

Results: Data from 75 patients (64 with RA, 11 with other inflammatory diseases) were analyzed in this study.
Rituximab induced an unexpected and substantial T cells depletion mainly affecting CD4+ cells in the majority
of the patients. The depth of depletion reached 80 percent of the initial count leading to CD4+ T cells values
below 200/uL. Importantly, the absence of CD4+ T cells depletion was associated with the absence of clinical
response suggesting that the mechanism of action of rituximab may at least partially depend on T cells.

Conclusion: Rituximab induces a substantial T cells depletion in RA patients, the latter being associated with
the clinical response. Routine monitoring of T cells may be useful in the clinical setting in RA.

Keywords: rituximab, T cells, rheumatoid arthritis, clinical response, therapeutic monitoring.
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Introduction

Les cellules T, et en particulier les CD4+, et les cellules B sont impliqueées dans la
pathogénése de la polyarthrite rhumatoide (PR), et réduire I'activité des lymphocytes par des
traitements conventionnels ou par des anticorps monoclonaux thérapeutiques chez les patients
atteints de PR a fait la preuve de son efficacité. La premiére preuve que les lymphocytes T
CD4+ sont impliqués dans la pathogenése de la PR est I'association de la maladie avec le
polymorphisme des alléles HLA de classe I, comme HLA-DRB1, lesquels présentent les
peptides antigéniques aux cellules CD4+ (1). De plus, cibler directement les cellules CD4+
avec des anticorps monoclonaux anti-CD4 a permis une amélioration clinique, bien que
modeste, dans des essais cliniques préliminaires (2)(3) et I’abatacept, une protéine de fusion
recombinante CTLA-4-Fc inhibant I'interaction entre CD28 et CD80/86 nécessaire pour la co-
stimulation des lymphocytes T CD4+ par les cellules présentatrices d'antigénes (CPA), a fait
la preuve de son efficacité dans la PR (4). Par ailleurs, I'expansion de sous-populations de
lymphocytes CD4+ telles que CD4+CD28- (5) et CD4+CD57+ a été rapportée chez des
patients atteints de PR (6).

Les lymphocytes B sont responsables de la production des auto-anticorps tels que les facteurs
rhumatoides (FR) et les anticorps anti-peptides cycliques citrullinés (anti-CCP) observés au
cours de la PR. Le rituximab, un anticorps chimérique anti-CD20 monoclonal induisant la
déplétion des cellules B matures et des cellules pré-B, est efficace et couramment utilisé dans
la PR (7)(8). Les roles des cellules B et T dans la pathogenese de la PR et des maladies auto-
immunes peuvent en fait étre étroitement liés, en raison des fonctions CPA des lymphocytes
B. Les cellules B activées sont considérées comme fondamentales dans la coordination de la
fonction des cellules T. En effet, des souris transgéniques susceptibles de développer le

spectre des maladies auto-immunes (glomérulonéphrite, vascularite, maladies de peau) ne



manifestent aucun symptdme apres la déplétion des lymphocytes B qui est elle-méme
associée a une diminution substantielle des CD4+ et CD8+ (9). Chez I'nhomme, Sfikakis et al.
ont souligné que, en conséquence de la déplétion des cellules B, la rémission clinique de la
néphrite lupique était aussi associée & une diminution de l'activation des lymphocytes T
auxiliaires, ce qui suggére que les lymphocytes B jouent un r6le en favorisant le
développement de la maladie, indépendamment de la production d'auto-anticorps (10).

Bien que le rituximab semble étre modestement plus efficace chez les patients FR positifs que
chez les patients FR négatifs, son efficacité n'est cependant pas limitée aux patients qui
produisent des auto-anticorps, ce qui suggere que la fonction des cellules T peut également
étre modifiée par le rituximab (11)(12). Le fait que plusieurs cas de maladies infectieuses
opportunistes habituellement observées chez les patients déficients en CD4+ aient été
rapportées chez des patients souffrant de PR et traités par rituximab (13)(14)(15)(16)(17)(18)
constitue aussi un argument en faveur d’une action du rituximab sur le compartiment
cellulaire T impliqué dans la pathogénese de la PR. De plus, certains de ces patients qui
avaient un nombre de CD4+ bas avant traitement ont montré une diminution supplémentaire
de leur nombre de CD4+ recueilli au moment du diagnostic de I'infection opportuniste
(13)(14).

Bien que le phénotypage lymphocytaire peut étre recommandé avant chaque cycle de
traitement par rituximab afin d’identifier les patients a haut risque d’infections (19), 1’étude
des variations des sous-populations lymphocytaires au cours du traitement par rituximab a
essentiellement été centrée sur le compartiment B. Dans une étude pilote, Vital et al. ont
utilise la cytométrie en flux hautement sensible afin de montrer que le degré de déplétion des
cellules B, plus que la dose de rituximab, détermine la réponse clinique (20). D'autre part, une

augmentation du nombre des cellules 1gD+CD27+ B mémoires au moment de la réplétion a



¢été identifiée comme étant associée a 1’absence de réponse (21), alors que l'augmentation du
nombre de cellules NK aprés traitement serait quant a elle corrélée a la réponse clinique (22).

L’objectif de cette ¢tude était donc d’analyser les variations des populations lymphocytaires,
et en particulier des cellules T, au cours du traitement par rituximab des rhumatismes
inflammatoires et d’étudier la relation entre les variations des lymphocytes et la réponse

clinique chez les patients atteints de PR.



Patients et Méthodes

1/ Patients et protocole de I’étude

Les patients de I'étude étaient ceux pour lesquels une indication de traitement par rituximab
avait été retenue parmi les patients suivis dans le service de rhumatologie du Centre
Hospitalier Universitaire de TOURS quelle que soit la maladie. Le protocole de traitement
des patients atteints de PR était en conformité avec les recommandations de la Société
Francaise de Rhumatologie (19). Les patients ont été traités avec deux perfusions de 1000 mg
de rituximab & un intervalle de deux semaines et étaient revus en consultation & la 12°™
semaine (S12), a la 24°™ (S24) et entre la 36°™ et la 48°™ semaine (S36/48) ou avant en
fonction de I’activité de la maladie et de la récidive des symptomes. L’activité de la maladie
était évaluée par le DAS28 (disease activity score on 28 joints) avant traitement et a chaque
visite de suivi.

Dans notre centre, le phénotypage lymphocytaire par cytométrie en flux est réalisé pour
verifier le niveau de déplétion des cellules B induit par le rituximab apres la premiere et la
seconde perfusion et a chaque visite des patients suivis en routine. Donc I'approbation éthique
et le consentement écrit n'ont pas été demandés dans cette analyse.

Les caractéristiques démographiques, cliniques et biologiques ont été recueillies au moment

de I’initiation du traitement. Les patients ont été classés selon les critéres EULAR a S24

comme bons répondeurs, répondeurs modérés ou non répondeurs (23).



2/ Phénotypage lymphocytaire par cytométrie en flux

Les analyses phénotypiques ont été réalisées conformément & une procédure standardisée sur
le sang total sans lavage en utilisant un appareil Preplus (Beckman Coulter Inc, Villepinte,
France). Des échantillons de sang (100 pL) ont été incubés avec des anticorps anti-CD3
conjugués au FITC, des anti-CD56 conjugués au PE et des anti-CD19 conjugués au PECY5
(20 pL) ou avec des anticorps anti-CD8 conjugués au FITC et des anti-CD4 conjugués au PE
ou avec des anticorps anti-CD45RA conjugués au FITC, des anti-CD45R0O conjugués au PE
et anti-CD4 conjugués au PE-CY5 (tous de Beckman Coulter) pendant 15 min a 18-20 °C. La
lyse des globules rouges et la fixation cellulaire ont été réalisées en utilisant un appareil TQ-
Prep et le systeme réactif ImmunoPrep (Beckman Coulter) en suivant les recommandations du
fabricant. Les cellules ont été analysées a l'aide d'un cytomeétre en flux EPICS-XL-MCL
(Beckman Coulter). Une fenétre a été placée autour des lymphocytes surle
cytogramme "taille-structure” de diffraction de lumiére aux petits (FSC: forward scatter) et
aux grands angles (SSC : side scatter). Un minimum de 5000 événements a été acquis pour

chaque détermination.



3/ Analyse statistique

Test de Mann-Whitney

Ce test a été utilisé pour :

- comparer les phénotypages lymphocytaires recueillis avant traitement et les
phénotypages lymphocytaires recueillis a la 2™ semaine (S2), S12, S24, S36/48, et
qui étaient exprimés en nombre absolu, en pourcentage de variation et en valeur
absolue de variation par rapport aux valeurs avant traitement,

- comparer les caractéristiques avant traitement des patients PR et non-PR,

- comparer les pourcentages et les valeurs absolues de variation a S24 entre les groupes
de patients bons répondeurs, répondeurs modérés et non répondeurs,

- analyser I’association entre le nombre de CD4+ avant traitement et les caractéristiques
des patients,

- analyser I’association entre variation en CD4+ et caractéristiques des patients.

Test exact de Fischer :

Ce test a été utilisé pour comparer les caractéristiques avant traitement des patients PR et non

PR.

Test de corrélation de Pearson :

Ce test a été utilisé pour :
- analyser I’association entre le nombre de CD4+ avant traitement et les caractéristiques
des patients,

- analyser I’association entre variation en CD4+ et caractéristiques des patients.
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Résultats

1/ Patients

Soixante-quinze patients ont été traités par rituximab entre juillet 2007 et novembre 2012 dans
le service de rhumatologie du Centre Hospitalier Universitaire de Tours. L’indication de
traitement a été retenue pour 64 patients présentant une PR selon les criteres ACR (American
College of Rheumtology) de 1987 et pouvant avoir un syndrome de Gougerot-Sjogren
secondaire associé. Sept patients atteints de Gougerot-Sjogren primaire, 3 patients atteints de
rhumatisme psoriasique et 1 patient présentant un syndrome de chevauchement ont aussi été
traités par rituximab et constituaient notre population non-PR.

Les caracteéristiques des patients avant traitement sont reportées dans la table 1.

2/ Déplétion des lymphocytes T au cours du traitement par rituximab

Chez les patients atteints de PR et qui ont été traités par plusieurs cycles de rituximab,
I’analyse en cytométrie en flux des sous-populations lymphocytaires a montré une déplétion
attendue et immédiate des lymphocytes B aprés chaque cycle de rituximab et était suivie par
une reconstitution dans les 9 a 12 mois suivants (figure 1). Notre attention a été attirée par
I’observation de substanticlles déplétions des cellules T  affectant spécifiquement la
population CD4+. Les cycles de déplétion/reconstitution des lymphocytes des CD4+ et des
lymphocytes B suivaient le méme profil en fonction du temps, ce qui implique que 1’effet sur
les lymphocytes T était sans ambiguité relié au traitement par rituximab, bien que la déplétion

des cellules T eétait retardée apres chaque cycle comparee a la deplétion des lymphocytes B.
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A la lumiére de ces observations, nous avons collecté les nombres de CD19+, CD3+, CD4+,
CD8+ et CD3-CD56+ mesurés avant et a S2, S12, S24 et S36/48 apres un premier cycle de
rituximab chez 64 patients atteints de PR et 11 patients non-PR. Les médianes en nombre
absolu, les médianes de pourcentage par rapport au nombre total de lymphocytes, les
minimum et maximum a chaque temps de recueil de données sont reportés dans la table 2
pour la population PR (et dans la table 3 supplémentaire pour la population non-PR).

Un premier résultat inattendu était que les valeurs avant traitement des CD4+ et du ratio
CD4+/CD8+ étaient significativement plus élevees chez les patients atteints de PR que chez
les autres patients et que les valeurs normales utilisées dans notre laboratoire et décrites dans
la littérature (24)(25)(26)(27). Les CD4+ avant traitement étaient plus éleves chez les femmes
en comparaison aux hommes (p < 0.001), chez les patients FR négatifs en comparaison aux
patients FR positifs (p < 0.04) et chez les patients sans érosion radiologique en comparaison
aux patients avec érosions radiologiques (p < 0.03), alors que 1’age, la durée de la maladie, le
traitement concomitant par méthotrexate ou prednisone, la valeur du DAS28 avant traitement,
le nombre d'articulations gonflées initial, le nombre d'articulations douloureuses initial, la
valeur de la vitesse de sédimentation initiale, la valeur de la protéine C réactive initiale, et le
statut anti-CCP n’étaient pas associés avec la valeur de CD4+ avant traitement. Notons qu’il
existait une tendance (p < 0.09) pour les patients avec antécédents de traitement par anti-

TNFa a présenter des nombres de CD4+ plus €levés que les natifs d’anti-TNFa.

De maniére attendue, la déplétion des cellules B était quasi constamment compléete a S2,
persistait pendant 6 mois et recouvrait partiellement la valeur initiale apres 9 a 12 mois.
Conformément, les pourcentages de cellules T et de cellules NK étaient sensiblement
augmentés de S2 a S24, alors que les pourcentages de cellules CD4+ et CD8+ n’étaient que

peu affectés. D’autre part, bien que les nombres de CD4+, CD8+ et CD3+ comparés a la
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valeur initiale étaient inchangés a S2, leurs nombres étaient substantiellement diminués & S12
(en moyenne de 40%, 22% et 42% ; respectivement), et & S24 et S36/48 pour les cellules
CDA4+ et CD3+ (en moyenne 32%, et 29% a S24 et 19%, et 14% a S36/48 ; respectivement).
Ainsi, la déplétion en cellules T affectant principalement les CD4+ était retardée dans le
temps en comparaison avec la déplétion trés précoce des cellules B mais le profil d’évolution
des cellules B et T était similaire avec une déplétion persistant jusqu’au 6°™ mois et suivie
d’une reconstitution partielle. Il est important de noter i) que le nombre de CD4+ atteignait
une valeur inférieure a 200 cellules/uL pour 3 de nos patients atteints de PR (4,7%) et qu'un
d’entre eux avait développé une candidose oro-pharyngée extensive, ii) que I’effet du
rituximab observé sur les populations lymphocytaires n’était pas restreint aux patients
souffrant de PR puisque un effet similaire a été mis en évidence pour la population non-PR, et
iil) que cet effet n’était pas associé¢ a la valeur des CD4+ avant traitement chez les patients
atteint de PR. La déplétion induite par le rituximab sur les cellules T était indépendante du
sexe, du statut FR, du statut anti-CCP, de la présence d’érosions radiologiques et du

traitement concomitant par méthotrexate ou corticostéroides (résultats non montrés).

Une étude plus précise de I’effet de déplétion induit par le rituximab sur les cellules T a été
réalisée sur 52 patients pour lesquels les données de cytométrie en flux avant traitement et au
moins une fois au décours du premier cycle de rituximab étaient disponibles. Nous avons
donc calculé les pourcentages de variation (augmentation et diminution) des cellules CD3+,
CD4+ et CD8+ a S2, S12, S24 et S36/48 suivant le premier cycle de traitement en rapport
avec les valeurs observées avant traitement (figure 2). Bien que d’importantes variations aient
¢été observées chez certains patients a S2, il n’y avait pas de variation significative excepté une
minime diminution des cellules CD8+. Par ailleurs nous n’avons pas trouvé de différence

significative entre les valeurs observées a S12 et celles observées aS24 et S36/48 (résultats
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non montrés). La déplétion en CD4+ dominait systématiquement celle des CD8+. A S12, la
moitié des patients présentait une diminution de leurs CD4+ comprise entre 22% et 63% et un
quart des patients avaient une déplétion excédant 63% et atteignait 77% pour 1’un d’entre eux.
Par ailleurs, certains patients avaient une importante augmentation (jusqu’a 57%) de leur
cellules CD4+. Les résultats observés a la S24 étaient similaires, bien que la diminution était
moins marquée quoique toujours significative a S36/48. Nous avons observe des résultats
similaires quand les valeurs étaient exprimées en valeur absolue de variation entre les valeurs
collectées aux différents temps et les valeurs avant traitement si ce n’est que 1’effet maximal
de déplétion concernait la population CD3+ a S24. Ainsi, quelques patients pouvaient
présenter une diminution excédant 2000 CD4+/uL (figure 4 supplémentaire). Enfin, nous
avons analysé 1’évolution des CD4+ naifs et des CD4+ mémoires en utilisant respectivement
les marqueurs CD45RA et CD45R0 chez 10 patients ayant présenté une déplétion de leurs
CDA4+ au cours du traitement par rituximab. Les résultats ont montré que les pourcentages de
CD4+CD45RA+ et de CD4+CD45RO+ n’étaient pas modifiés durant le traitement suggérant
que la deplétion induite par le rituximab affectait autant les cellules naives que les cellules

mémoires (résultats non montres).
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3/ Association entre I’absence de déplétion des cellules T et I’absence de réponse clinique
au rituximab chez les patients PR.

Afin d’étudier la possibilité d’une association entre I’évolution des cellules T et la réponse au
traitement par rituximab chez les patients PR, nous avons utilisé les données de 41 patients
pour lesquels la réponse clinique et les données de cytométrie en flux étaient disponibles a
S24. Les patients ont été classés en trois groupes en fonction de leur réponse EULAR : non
répondeurs (n=11), répondeurs modérés (n=15) et bons répondeurs (n=15) et les pourcentages
de variation des CD3+, CD4+ et CD8+ de chaque groupe ont été comparés (figure 3). Les
diminutions de CD4+ et CD3+ observées a S24 chez les répondeurs modérés (en moyenne
38% et 37%, respectivement) et les bons répondeurs (en moyenne 43% et 47%,
respectivement) étaient significativement plus élevées que les faibles variations observées
chez les non répondeurs (en moyenne 7% et 7% respectivement). Les résultats de variation
des cellules CD8+ n’étaient pas significativement différents entre les groupes. Ainsi,
I’absence de déplétion des CD4+ était associée a I’absence de réponse a S24.

Par ailleurs nous avons analysé la possibilit¢ d’une association entre la déplétion observée a
S24 et le délai séparant le premier cycle d’un second de traitement par rituximab chez 24 des
32 patients pour lesquels une indication de second cycle avait été retenue et pour lesquels
nous avions I’analyse des sous-populations lymphocytaires & S24 (figure 5 supplémentaire).
Les résultats montraient que les patients ayant recu le second cycle aprés 12 mois avaient
tendance (p=0.06) a présenter une déplétion plus profonde que les patients qui recevaient le

second cycle entre le 6°™ et le 12°™ mois (en moyenne 46% versus 15% respectivement).
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Discussion

A notre connaissance, cette étude est la premiére a montrer que le rituximab induit une
substantielle déplétion des cellules T affectant principalement les cellules CD4+ dans la
majorité des patients PR et non-PR, et pouvant conduire a des valeurs de CD4 + inférieures a
200 cellules/uL dans certains cas. Par ailleurs, nous avons démontré que I'absence de
déplétion en CD4+ est associée a l'absence de réponse clinique au rituximab chez les
patients atteints de PR. Enfin, les patients atteints de PR présentaient des nombres de cellules

CD4+ avant traitement plus élevés par rapport aux patients non-PR.

Avant d’aborder le résultat majeur de ce travail, il est nécessaire d’insister sur cette derniére
observation inattendue, c’est-a-dire que le nombre de cellules CD4+ était pour certains
patients atteints de PR au moins de ~30% au-dessus de ceux observés pour les patients non-
PR et pour la population générale (24). Il a été décrit que les patients atteints de PR pouvait
présenter des pourcentages plus élevés de cellules CD4+ que les volontaires sains ou les
patients souffrant d'arthrose (28)(29)(30)(31). Aussi, le ratio CD4+/CD8+ médian de notre
étude était de 2.5, un résultat concordant avec d’autres qui ont également rapporté une
augmentation significative du ratio dans la PR comparé a une population contréle de sujets
sains (3.4 versus 1.8) (32). Les valeurs €élevées observées de CD4+ dans notre population de
PR peuvent étre partiellement expliquées par le fait que 83% de nos patients étaient des
femmes, connues pour exprimer un plus grand pourcentage de cellules CD4+ que les hommes
(26). 1l faut cependant noter que les nombres de CD4+ avant traitement des patients PR
étaient plus élevés que chez les non-PR, en dépit du fait que tous les non-PR étaient des
femmes. La valeur élevée des CD4+ de nos patients avant traitement souléve la question

d’une forme particuliére de la maladie. Le fait que les patients FR négatifs et sans érosion
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radiologique présentaient des valeurs de CD4+ plus élevées que les autres suggére que les
patients avec un meilleur pronostic, pourraient présenter une forme spécifique de la maladie.
Ou alors, les valeurs élevées de CD4+ pourraient étre imputées a I’effet de traitements
précédents. En effet, il y avait une tendance vers une augmentation des CD4+ chez les
patients qui avaient été traités par anti-TNFa avant le rituximab en comparaison avec les
natifs d’anti-TNFa. Cependant aucune donnée n’est disponible ce jour sur les variations des
populations lymphocytaires sous anti-TNFa. Il est donc difficile d’établir une relation de

cause a effet.

Le résultat principal de notre étude est d’avoir mis en évidence un effet de déplétion induit par
le rituximab de longue durée et réversible sur les populations CD4+ (naive et mémoire) et sur
la population CD8+ dans une moindre mesure. A notre connaissance, seulement trois études
ont évalué ’effet du rituximab sur le compartiment cellulaire T. Dans une premicre étude
concernant seulement 17 patients aucune différence significative entre les valeurs de CD4+
avant traitement et aprés traitement n’a été rapportée. Cependant, la médiane de CD4+ avant
traitement dans cette étude était beaucoup plus basse que celle de nos patients (630/uL versus
1286 cellules/uL) et 6 des 17 patients avaient recu des doses plus faibles de traitement (33).
Dans un deuxieme travail dont I’objectif principal était d’étudier le tissu synovial de 24
patients atteints de PR et traités par rituximab pour identifier des facteurs prédictifs de
réponse clinique, le nombre total de cellules T et les nombres des sous-populations T
recueillis dans le sang périphérique ne variaient pas a la 16°™ semaine, mais le nombre de
cellules T était significativement diminué dans le tissu synovial (34). Leandro et al. ont
analyse les variations du phénotypage lymphocytaire chez 24 patients atteints de PR et traités

par rituximab et n’ont pas trouvé de différence significative entre les valeurs de CD4+ a

I’inclusion et apres traitement. Toutefois, les résultats n’apparaissaient pas dans ’article, et
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plus de la moitié des patients avaient déja recu un cycle de rituximab dans les 8 a 46 mois
précédents. 11 est possible que I’effet de déplétion induit par le rituximab ait persisté apres le
8™ mois et biaisé leurs résultats. Cette déplétion des CD4+ induite par le rituximab n’était
pas dépendante des valeurs initiales de CD4+ de nos patients puisque 1) il n’y avait pas de
relation entre les valeurs de CD4+ avant traitement et les variations observées a S12 et S24, et
ii) cet effet était aussi observé chez les patients non-PR qui présentaient des valeurs de CD4+
initiales comprises dans les limites normales. A ce jour, peu d'études ont mis en évidence des
modifications des sous-populations CD4+ au cours de la déplétion des cellules B induite par
le rituximab (10)(35)(36). Différents mécanismes ont été avancés pour expliquer ce
phénomeéne. Une premiére hypothése serait que le rituximab cible le CD20 exprimé par les
cellules T. Cependant Leandro et al. ont mis en évidence que seulement 3,2% des cellules
CD3+ du sang périphérique exprimaient des niveaux faibles de CD20. Un effet indirect du
rituximab est donc peu probable (35). Un effet indirect du rituximab sur les cellules T semble
étre plus crédible. Le rituximab est connu pour agir en réduisant la production d’auto-
anticorps en induisant la déplétion les cellules B auto-réactives. Cependant 1’efficacité du
rituximab n’est pas restreinte aux patients FR positifs ou anti-CCP positifs ce qui implique un
autre mécanisme d’action. Nous supposons que le rituximab pourrait inhiber la voie
d’activation des CD4+ initiée par la fonction CPA des cellules B. Ceci pourrait expliquer la
déplétion retardée de la population T chez certains patients suivant la déplétion des cellules B

et le retour aux valeurs initiales parallele a 1a diminution de 1’effet du traitement.

Un des resultats les plus intéressants est la relation entre la déplétion des CD4+ et les résultats
cliniques alors que la déplétion des cellules B affecte tous les patients quelle que soit leur
réponse. Bien que la valeur de CD4+ initiale semblait n’étre associée ni a l'activité de la

maladie ni a la réponse clinique a S24, I'absence de déplétion CD4 + était associe a la non-
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réponse au traitement a S24. Conformément a ce résultat, la profondeur de déplétion en CD4+
a la S24 semble étre associée avec I’intervalle de temps entre le premier et le second cycle, en
d’autres termes avec la récidive de la maladie. Ce résultat pourrait aider les cliniciens a 1)
prendre la décision d’interrompre le rituximab chez les patients présentant une réponse faible
et une absence de déplétion en CD4+ aprés un 1% cycle de traitement, et ii) décider du
moment de la réalisation d’un nouveau cycle chez les autres. De plus, cette déplétion induite
par le rituximab sur les cellules T ne se limitait pas a la population PR, et il serait intéressant
d'étudier l'association entre la déplétion des cellules T et la réponse clinique dans d’autres

maladies auto-immunes.

A ce jour, le phénotypage lymphocytaire chez les patients atteints de PR et traités par
rituximab a pour but d’identifier les patients a haut risque d’infection. Nous avons mis en
évidence une diminution de plus 70% des cellules CD4+ pouvant conduire a des valeurs
inférieures a 200 CD4+/uL chez certains patients, valeur seuil en dessous de laquelle des
infections opportunistes peuvent se développer (37). Plusieurs cas d’infections opportunistes
habituellement observées chez les patients déficients en CD4+ ont été rapportés chez des
patients atteints de PR et traités par rituximab. Compte tenu de nos résultats, les cliniciens
devraient porter une attention particuliére sur le nombre de CD4+ avant et apres un cycle d'
anticorps monoclonaux anti-CD20 puisque le rituximab peut favoriser le développement
d’infections opportunistes en particulier chez les patients ayant un nombre de CD4+ avant
traitement bas (13)(14). Par ailleurs, le bénéfice d’une prophylaxie primaire chez ces patients

semble étre un point essentiel a prendre en considération.
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Conclusion

Nous avons mis en évidence que le rituximab pouvait induire une diminution significative des
lymphocytes T du sang périphérique, en particulier les cellules CD4+, chez la majorité des
patients. Les patients atteints de PR avaient des valeurs de CD4+ avant traitement
significativement supérieures a la valeur standard, et bien que ni I’activité de la maladie ni la
réponse au traitement a S24 n’étaient en relation avec ce résultat, 1'absence de déplétion était
associee a la non-réponse au traitement a S24. Nos résultats confirment l'utilité de la
surveillance des cellules T chez les patients atteints de PR et traités par rituximab. D’une part,
la surveillance des cellules CD4+ peut aider le clinicien dans sa prise de décision puisque les
patients sans diminution des CD4+ sont moins susceptibles de répondre cliniqguement que
ceux qui présentent une déplétion. D’autre part, les patients avec un nombre de CD4+ avant
traitement bas devraient é&tre surveillés pour éviter le développement d’infections

opportunistes.
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Table 1 : Caractéristiques des sujets de I’étude

PR non-PR
(n=64) (n=11)
Age, ans 60 [35-84] 63 [26-75]
Genre, femmes 53 (83) 11 (100)
Durée de la maladie, ans 16 [2-36] 7 [2-30]
Antécédents d’anti-TNFa 51 (80) 3(27)
Meéthotrexate 31 (48.5) 2 (18)
Prednisone 49 (76.5) 4 (36)
DAS28 5.4 [2.1-8.4] -
Nombre d’articulations gonflées 4 [0-22] -
Nombre d’articulations doulourcuses 11 [0-27] -
VS, mm/heure 27 [2-111] 10 [2-91]
CRP, mg/L 17.0 [1.0-166.0] 4.3[1.0-42.9]
FR+ 44 (69) 1(9)
Anti-CCP+ 53 (83) 0(0)
Erosion radiologique + 48 (75) 3(27)

Résultats présentés en nombre, (%) ou médiane [minimum-maximum].
PR : polyarthrite rhumatoide ; DAS28 : disease activity score on 28 joints ; VS : vitesse de
sédimentation ; CRP : protéine C réactive ; FR : facteur rhumatoide ; anti-CCP : anticorps

anti-peptides cycliques citrullinés.



Table 2 : Evolution au cours du temps des populations lymphocytaires chez les patients atteints de PR et traités par un premier cycle de

rituximab.

S0 (n=63) S2 (n=63) S12 (n=38) S24 (n=42) $36/48 (n=30)
CD19+ /uL 208 [25-706] 1[0-11]° 0 [0-24]° 2 [0-139]° 20 [0-320] ®
CD19+ % 9.6 0.1°% 0.0° 0.1°% 1.6°
CD3+ plL 1749 [323-3378] 1658 [143-3438] 1022 [163-2925] ° 1189 [142-2481]" 1421 [371-2664] *
CD3+ % 80.3 89.1° 82.0 83.3 85.1 *
CD4+ /uL 1232 [233-2882] 1251[126-2941] 734 [144-2123]° 878 [132-1922]" 1056 [248-2221] *
CD4+ % 58.8 65.4 " 58.6 59.4 59.9
CD8+ /uL 470 [120-1123] 374 [62-1218] 365 [68-894]* 373 [42-1061] 399 [96-949]
CD8+ % 20.9 23.2 245 ** 24.3* 22.4
CD8+/CD4+ 2.5 [0.4-7.4] 2.7 [0.4-9.0] 2.4 [0.7-10.6] 2.2 [0.4-8.5] 2.5 [0.7-7.7]
CD3-56+ /uL 128 [32-441] 104 [21-456] 143 [25-362] 145 [27-470] 138 [45-479]
CD3-56+ % 6.0 5.6 1307 118" 8.8 *

9¢

Les phénotypages lymphocytaires ont été collectés avant traitement et a S2, S12, S24 et S36/48 (une fois avant retraitement) apres un premier
cycle. Les cellules CD19+, CD3+, CD4+, CD8+, and CD3-56+ sont présentées en médiane [minimum - maximum] et médiane du % par rapport

au nombre total de lymphocytes. * : p < 0.05, ** : p < 0.01, *: p < 0.001, ®=p < 0.00001.
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Table 3 supplémentaire : Evolution au cours du temps des populations lymphocytaires chez les patients non PR et traités par un premier
cycle de rituximab.

S0 (n=11) S2 (n=10) S12 (n=7) S24 (n=6) S36/48 (5)
CD19+ /uL 166 [21-489] 2 [0-13]° 0 [0-11]" 410-67]" 28 [0-522]
CD19+ % 9.9 0.1% 01™ 0.4" 1.9
CD3+ /uL 1501 [464-1854] 1340 [363-1818] 821 [514-1474] 719 [459-1127] 1053 [561-2239]
CD3+ % 77.8 88.7° 85.6° 82.5 78.6
CD4+ /uL 917 [286-1149] 824 [204-1367] 583 [363-1106] 453 [276-565] 691 [319-1056]
CD4+ % 46.7 575 53.5 47.8 45.3
CD8+ /uL 496 [199-1038] 511 [156-930] 406 [158-519] 358 [156-573] 509 [223-1188]
CD8+ % 28.9 31.3 34.5 38.4" 39.6
CD4+/CD8+ 1.5[0.8-2.7] 1.6 [0.9-2.7] 2.2 [0.8-2.7] 1.40.8-2.1] 1[0.9-2.0]
CD3-56+ /L 89 [8-254] 71 [6-157] 116 [21-251] 58 [14-216] 39 [14-216]
CD3-56+ % 6.3 5.5 11.6 7.0 2.1

Les phénotypages lymphocytaires ont été collectés avant traitement et a S2, S12, S24 et S36/48 (une fois avant retraitement) aprés un premier
cycle. Les cellules CD19+, CD3+, CD4+, CD8+, and CD3-56+ sont présentées en médiane [minimum - maximum] et médiane du % par rapport

au nombre total de lymphocytes. * : p < 0.05, ** : p < 0.01, * : p < 0.001.
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Figure 1: Evolution du phénotypage lymphocytaire au cours du temps d’un patient traités par 4
cycles de rituximab pour une PR. Les lignes en pointillés correspondent a chaque cycle de rituximab
Le temps est exprimé en mois et en cellules/uL.
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Figure 2: Evolution des populations lymphocytaires (exprimées en pourcentage de variation en
rapport a la valeur avant traitement) CD3+ (A), CD4+ (B) and CD8+ (C) au cours du temps des
patients atteints de polyarthrite rhumatoide et traités par un premier cycle de rituximab. Nous
avons utilisé les données des patients pour lesquels la cytométrie en flux avant traitement et au moins
une fois au décours du premier cycle de rituximab étaient disponibles. Les phénotypages
lymphocytaires ont été réalisés a S2, S12, S24 et S36/48 chez 51, 38, 41 et 30 patients respectivement.
Les minimum, maximum, médianes (), moyennes (+), premiers et troisiémes quartiles sont
représentés sur les boites a moustaches.* = p < 0.02, ** = p < 0.0001, *** = p < 0.00001.
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Figure 3: Association entre la_réponse au_traitement par rituximab & la 24°™ semaine et
I’évolution des cellules T : CD3+(A), CD4+ (B) and CD8+ (C). Les données de 41 patients pour
lesquels la cytométrie en flux et la réponse au traitement a S24 étaient disponibles. Les patients ont été
divisés en 3 groupes en fonction de leur réponse : non répondeurs (n=11), répondeurs modérés (n=15)
et bons répondeurs (n=15). . Les minimum, maximum, médianes (C_1), moyennes (+), premiers et
troisiemes quartiles de déplétions des populations CD3+, CD4+ et CD8 + sont représentés chaque
boite & moustaches. NS = non significatif.
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Figure 4 supplémentaire : Evolution des populations lymphocytaires (exprimées en valeur
absolue de la variation relative a la valeur initiale) CD3+ (A), CD4+ (B) and CD8+ (C) au cours
du temps des patients atteints de PR et traités par un premier cycle de rituximab. Nous avons
utilisé les données des patients pour lesquels les données de cytométrie en flux avant traitement et au
moins une fois au décours du premier cycle de rituximab étaient disponibles. Les phénotypages
lymphocytaires ont été réalisés a S2, S12, S24 et S36/48 chez 51, 38, 41 et 30 patients respectivement.
Les minimum, maximum, médianes (C__1), moyennes (+), premiers et troisiemes quartiles sont
représentés sur les boites a moustaches.* = p < 0.02, ** = p < 0.0001, *** = p < 0.00001.
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Figure 5 supplémentaire : Association entre la variation en CD4+ observe & la 24°™ semaine et le
délai entre le premier cycle et le second cycle de rituximab. L’indication d’un 2™ cycle de
rituximab a été retenue pour 32 patients. L’analyse a été réalisée avec les données de 24 patients pour
lesquels 1’analyse des phénotypages lymphocytaires par cytométrie en flux était disponible a S24. Les
minimum, maximum, médianes (—), moyennes (+), premiers et troisieémes quartiles de déplétion sont
représentés sur les boites a moustaches.
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Résumé :

Introduction : Le rituximab, un anticorps monoclonal ciblant spécifiquement le CD20, induit la déplétion des
lymphocytes B et a démontré son efficacité dans la polyarthrite rhumatoide (PR). Notre objectif était d’étudier si
la surveillance en routine des sous-populations lymphocytaires, et spécifiquement des cellules T, pouvait étre
utile chez les patients atteints de PR.

Meéthodes : Toutes les données des patients traités par rituximab entre Juillet 2007 et Novembre 2012 ont été
analysées dans cette étude. Les nombres de lymphocytes CD3+, CD4+, CD8+, CD3-CD56+ et CD19+ circulants
dans le sang périphérique de ces patients ont été mesurés par cytométrie en flux avant et au décours du premier
cycle de traitement. Le test statistique non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les valeurs
des sous-populations lymphocytaires avant et aprés le premier cycle de traitement.

Résultats : Les données de 75 patients (64 atteints de PR, 11 atteints d’autres maladies inflammatoires) ont été
analysées dans cette étude. Le rituximab a induit une déplétion inattendue et substantielle des cellules T affectant
principalement les cellules CD4+ chez la majorité des patients. La profondeur de déplétion atteignait jusqu’a 80
% de la valeur initiale conduisant a des valeurs de cellules CD4+ inférieures a 200/uL. L’absence de déplétion
en cellules CD4+ était associée a I’absence de réponse clinique chez les patients atteints de PR ce qui suggére
que le mécanisme d’action du rituximab dépend au moins en partie des cellules T.

Conclusion : Le rituximab induit une substantielle déplétion des cellules T, cette derniere étant associée a la
réponse clinique. La surveillance en routine des cellules T peut étre utile au suivi de la réponse clinique et de la
tolérance au traitement par rituximab chez les patients atteints de PR.

Mots clés :

- Rituximab

- cellules T

- Polyarthrite rhumatoide

- Réponse clinique

- Surveillance thérapeutique
Jury :

Président:  Monsieur le Professeur Philippe GOUPILLE

Membres:  Monsieur le Professeur Gilles THIBAULT
Monsieur le Professeur Denis MULLEMAN
Monsieur le Docteur Michal HAHNE
Monsieur le Docteur David TERNANT

Date de la soutenance : 8 Février 2013.




