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Introduction

1 Généralités

1.1 La Glutamate Acid Decarboxylase

La Glutamate Acid Decarboxylase (GAD) est une enzyme exprimée largement au sein
du systeme nerveux central mais également dans les cellules B pancréatiques. Elle
catalyse la conversion du neurotransmetteur excitateur, le glutamate, en

neurotransmetteur inhibiteur gamma amino-butyric acide (GABA).

L’enzyme GAD existe sous deux isoformes, GAD65 et GAD67, nommées selon leur
poids moléculaire en kDa. Structurellement, elles sont composées d’'un domaine
amino-terminal (N-terminal), d’'un domaine central qui posséde un site de liaison au
cofacteur pyridoxine 5’-phosphate (PLP), et d’'un domaine carboxy-terminal (C-
terminal) [1,2]. Lorsque nous réalisons une homologie de séquence entre les 2
enzymes, la portion N-terminale, qui représente les 95 premiers acides aminés, est la
moins conservée avec seulement 35% de similitude. La portion C-terminale, elle, est
la plus conservée avec 75% d’homologie de séquence [1]. L’activation de la protéine
GAD est dépendante de sa liaison au cofacteur PLP. En effet, elle est activée sous sa

forme holo-GAD qui est liée au PLP, et elle est inactivité dans sa forme apo-GAD [3].

La GADG67, codée par le gene GAD1 sur le chromosome 2, est exprimée tét pendant
I'embryogenése et joue un rble essentiel dans le développement adéquat des tissus
neuronaux. Dans les neurones matures, la GAD67 activée est responsable de la
production basale intraneuronale de GABA nécessaire au fonctionnement cellulaire

[1,3,4].



La GADG65, codée par le gene GAD2 sur le chromosome 10, est principalement
exprimée aprés la naissance, sous sa forme inactive, a la surface des vésicules
présynaptiques qui sécrétent le GABA. En passant de la forme inactive a la forme
active, la GAD65 permet une synthese rapide du GABA dans la fente synaptique [1,3].
Lorsque les vésicules synaptiques fusionnent avec la membrane plasmique, la GAD65
peut étre transitoirement dans l'espace extracellulaire I'exposant a un risque

d'immunogénicité plus important que la GADG67 intracellulaire [5] [Figure 1].

() Glutamate

GABA-A recepteur

Figure 1: lllustration du r6le de la GAD65 au sein de la transmission
synaptique, crée dans BioRender.com.

Lorsque cette protéine est rendue dysfonctionnelle, notamment par I'action d’anticorps
anti-GAD (GADA), on observe une diminution de production de GABA au sein des
synapses favorisant donc une hyperexcitabilité neuronale. Les principales pathologies

auto-immunes associées a ces anticorps sont le diabéte de type 1 (DT1) et les
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syndromes neurologiques associés aux anticorps anti-GAD (SNAGAD). |lIs
comprennent le syndrome de la personne raide (SPR), la cérébellite, I'épilepsie auto-

immune et 'encéphalite limbique (EL) [6-11].

1.2 Les anticorps anti-GAD et leur pathogeénicité

Décrits pour la premiere fois en 1988, les GADA appartiennent principalement a la

sous classe des immunoglobulines G [12,13].

Que ce soit dans le DT1 ou dans les SNAGAD, les anticorps ciblent majoritairement
'isoforme GADG65. Cependant, les domaines protéiques ciblés par ces anticorps
(épitopes), different entre ces deux pathologies. Dans le DT1, les anticorps anti-
GADG65 (GAD65-A) sont dirigés contre un épitope conformationnel du domaine central,
et plus rarement du domaine C-terminal. Dans les SNAGAD, ces anticorps ciblent un
épitope conformationnel du domaine central, ou un épitope linéaire du domaine N-
terminal [14,15]. Au sein des patients SNAGAD, les spécificités d’épitopes ont été
étudiées dans une cohorte de 21 patients atteints de SPR (plus ou moins associés a
une ataxie cérébelleuse, une EL ou une épilepsie), et aucune différence significative
d’épitope n’a été observée [16]. Dans une étude incluant 106 SNAGAD, d’autres
auteurs décrivent que les GAD65-A de patients avec une EL cibleraient
préférentiellement un épitope linéaire du domaine N-terminal alors que les GAD65-A
des patients avec une épilepsie auto-immune auraient une tendance a avoir plus de

réactivité avec le domaine C-terminal [17].

Les anticorps anti-GAD67 (GAD67-A) sont moins fréquents que les GADG65-A,
spécifiques des patients avec une atteinte neurologique et ciblent un épitope linéaire
[18]. Il sont parfois présents dans le DT1, mais souvent en association avec des

GADG65-A [19]. Il n’est pas exclu que la positivité des GAD67-A soit le fruit d’'une
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réactivité croisée avec les GAD65-A puisque leurs séquences d’acides aminées sont

similaires a 71% [5,19,20].

Les différences d’isoforme des GAD, de leur localisation au sein des neurones et,
surtout, d’épitopes ciblés, expliquent pourquoi les techniques biologiques qui
dénaturent les protéines ont des difficulté a détecter les GADA dans le DT1, ou les
épitopes conformationnels sont prédominants, contrairement aux SNAGAD ou les
épitopes peuvent étre linéaires ou conformationnels [14]. Il est également possible que
I'implication des GAD67-A soit sous-estimée car peu étudiée au sein des études et en

routine biologique par les techniques de dosage disponibles.

Le GADA est un anticorps ciblant un antigéne intracellulaire avec un mécanisme
physiopathologique auto-réactif médié par des Ilymphocytes T cytotoxiques
responsable d’'une mort neuronale. Par ailleurs, 'accumulation intraneuronale de son
précurseur, le glutamate, est également neurotoxique [4]. Ces hypothéses sont
renforcées par la présence d'une atrophie cérébelleuse chez certains patients atteints
d’'une cérébellite ou d’'une EL a GADA [6,22]. Par ailleurs, l'analyse de tissus
temporomésiaux de patients atteints d'épilepsie pharmacorésistante, positifs aux
GADA et ayant subi une lobectomie, révele la présence de lymphocytes T
cytotoxiques. Ces lymphocytes peuvent exercer un effet neurotoxique direct contre les
interneurones GABAergiques, aggravant la perte d‘inhibition GABAergique et
exacerbant I'hyperexcitabilité neuronale, contribuant ainsi a la sévérité des crises

épileptiques [23].

De plus, plusieurs études expérimentales suggerent également une pathogénicité
propre aux GADA. L’exposition de coupes de cervelet de rat au sérum ou au liquide

cérébro-spinal (LCS) de patients atteints de cérébellite ou de SPR montrent en
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immunohistochimie un marquage des GADA ciblant les terminaisons axonales des
neurones GABAergiques [24]. La création d’'un modele de souris knock out pour
GADG5 est responsable d’une hyperexcitabilité de 'amygdale et de I'hippocampe,
générant une anxiété importante [25]. La présence de concentrations faibles de GABA
dans le LCS des patients atteints de SPR soutient également I'hypothese d'une
réduction du GABA au niveau des synapses neuronales [26]. D’autres études ont aussi
montré une diminution des taux de GABA cérébraux mesurés en spectroscopie-IRM,

notamment dans le cortex sensori-moteur [27].

Le meilleur exemple pour décrire le réle pathogene direct des GADA est celui du SPR,
représenté dans la figure 2 [9]. Il se caractérise par la contraction simultanée des
muscles agonistes et antagonistes. La physiopathologie du SPR repose sur le
déséquilibre entre la voie catécholaminergique (excitatrice) contrélant l'activité des
unités motrices musculaires, et la voie inhibitrice GABAergique a son dépend. Cette
hyperexcitabilité neuronale serait responsable d'une réponse corticospinale
excessive, expliguant la raideur et les spasmes musculaires induits par les stimuli
observés chez les patients SPR (hyperekplexie) [6,28]. En électromyographie, ce
phénomene est détecté par une décharge continue des unités motrices des muscles

agonistes et antagonistes, particulierement difficile a mettre en évidence.
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Systeme
nerveux central

Partie A :
Normal

Partie B :
Pathologie

Signal GABAergique Signal GABAergique altéré

Neurone afférent Ia

Neurone afférent la

Motoneurone y

Interneurones GABA
envoient des signaux
inhibiteurs

Fuseau Fuseau

Muscle ANTAGONISTE
reldché

Muscle AGONISTE
contracté

Muscle ANTAGONISTE
contracté

Muscle AGONISTE
contracté

Figure 2 : Inhibition réciproque et génération de raideur chez les patients atteints

du syndrome de la personne raide. Adapté de Tsiortou et al., 2021 [9]

(a) Fonction normale : Les neurones gamma-moteurs du muscle agoniste envoient des signaux au
fuseau pour se contracter [1]. En retour le neurone sensoriel afférent envoie des signaux dans la corne
antérieure de la moelle épiniere pour rendre compte de la contraction musculaire et activer
l'interneurone inhibiteur GABAergique. Cette stimulation GABAergique induit un relachement du muscle
antagoniste (2) et surtout inhibe sa contraction (3).

(b) Pathologie : L’interneurone GABAergique ne peut plus inhiber la contraction du muscle antagoniste
ni favoriser son relachement. Ainsi les muscles agonistes et antagonistes sont alors continuellement

stimulés.

Ce phénomeéne d’hyperexcitabilité neuronale induit par l'altération du systéme
GABAergique permet aussi d’appréhender la physiopathologie de la cérébellite. Cette
dysfonction GABAergique affecte les projections du cervelet vers le tronc cérébral,
perturbant les fonctions oculomotrices, responsable cliniguement d’'un nystagmus en

altérant la réponse vestibulo-oculaire [24]. Dans le cadre de I'épilepsie auto-immune,
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le neurotransmetteur glutamate a un effet pro-convulsivant alors que le GABA est
anticonvulsivant. En présence de GADA, laltération du systeme GABAergique
inhibiteur favorise une neurotransmission excitatrice excessive, abaissant le seuil

épileptogene avec des crises fréquentes et pharmacorésistantes [23,29].

In fine, la physiopathologie des GADA semble impliquer a la fois un blocage fonctionnel
de la voie GABAergique, et une activation de la réponse immunitaire médiée par les
lymphocytes T cytotoxiques, avec un risque de mort neuronale. Bien que les
mécanismes physiopathologiques impliguant les GADA restent incertains, leur

présence dans le sérum et/ou le LCS est un marqueur essentiel au diagnostic.

Une cohorte de suivi de la National Health and Nutritional Examination Survey
(NHANES) de 1960 a 2014, retrouvait une prévalence de GADA dans le sérum,
mesurée en RIA, de 2% chez des sujets sains agées de 40 a 59 ans et de 3,1% apres
60 ans [30]. Au sein de la cohorte de la Mayo Clinic, les GADA étaient également
retrouvés dans le sérum de 8% de sujets sains mais a des titres faibles, inférieurs a
2,5 nmol/L [31]. Le titre sérique de ces anticorps est significativement plus important
chez les patients SNAGAD que chez les patients DT1 [14,21,32]. Expérimentalement,
I'injection de fortes doses de GADA au sein des 3 noyaux profonds du cervelet chez
le rat, induit 'apparition de symptdomes neurologiques dont la sévérité semble dose
dépendante [33]. Au sein des SNAGAD, la concentration des GADA semble plus
importante dans I'épilepsie auto-immune et la cérébellite que dans le SPR [17]. En
2000, dans une cohorte de 104 patients épileptiques toutes étiologies confondues, le
dosage de GADA ne retrouvait aucune association significative entre des
concentrations élevées et la pharmacorésistance. Quatre de ces patients souffrants

d'épilepsie pharmacorésistante présentaient tout de méme des titres de GADA au
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moins trois fois supérieurs au titre le plus élevé mesuré dans la cohorte de patients
avec épilepsie contrélée [34]. Trois de ces 4 patients avaient un DT1 associé. Il a
également été suggéré que des titres d’anticorps plus élevés seraient liés a une plus
grande sévérité de la pathologie [12]. Toutefois, il n’existe actuellement aucune
certitude quant a l'utilité diagnostique, pronostique ou de suivi des taux d'anticorps

dans les SNAGAD.

2 Syndromes neurologigues associés aux anticorps anti-

GAD

2.1 Geénéralités

Il est observé 4 phénotypes cliniques typiques : le SPR, la cérébellite, I'épilepsie auto-
immune et 'EL. Chez un méme patient, plusieurs manifestations cliniques peuvent
coexister, formant ce qu'on appelle un syndrome de chevauchement [6,8,26]. Dans ce
cadre, c’est le SPR, dit « SPR plus », qui est souvent associé a un ou plusieurs autres

phénotypes [16,35].

Les SNAGAD sont définis par la présence d’'un phénotype clinique typique, établi selon
des criteres spécifiques, associés a la détection de GADA dans le sérum et/ou le LCS

[9,36].

Il s'agit d'une pathologie rare, avec une prévalence estimée entre 1 et 2 cas par million
d’habitants, bien qu'elle soit probablement sous-diagnostiquée [37,38]. En 2000, le
délai diagnostique variait entre 1 et 18 ans, avec une moyenne de 6,2 ans [37]. Bien

gue les délais diagnostiques actuels n'aient pas été réévalués, les SNAGAD
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demeurent une entité diagnostique rare et complexe. La répartition des phénotypes
cliniques étudiée dans une cohorte de la Mayo-clinic montre que le SPR est le plus
fréquent (33%), suivi de la cérébellite (26%), de I'épilepsie auto-immune (17%) et enfin
de 'EL (3%) [39]. Les syndromes de chevauchement représentent 20% des cas [39].
Ces pathologies touchent principalement les femmes, souvent jeunes méme si 'adge
de début moyen varie selon les phénotypes cliniques [6,26,37,40]. Par exemple, pour
le SPR, il se situe entre 30 et 35 ans, avec une prédominance chez les Afro-
Américaines [9]. Dans I'épilepsie auto-immune, 'adge de début est plus jeune avec une
médiane de 26 ans au début des crises [23]. Il en est de méme avec 'EL avec un age
meédian de 23 ans [41], alors que pour la cérébellite il est plus tardif, entre 50 et 60 ans

[24].

Les patients SNAGAD présentent fréequemment des comorbidités auto-immunes
comme le DT1 [42]. Dans la cohorte de la Mayo Clinic, 59% des patients SNAGAD
présentent une pathologie auto-immune, un chiffre qui concorde avec les résultats
d'une autre étude menée sur la population japonaise [26,27]. Chez 35% des patients
atteints de SPR, on retrouve une pathologie auto-immune telle qu'un DT1, une

thyroidite, anémie de Biermer, vitiligo... [6,8,23].

Contrairement a d'autres pathologies neurologiques associées aux anticorps anti-
antigénes intracellulaires, les SNAGAD ne sont que rarement paranéoplasiques. Dans
ces cas, les tumeurs les plus fréquentes sont le cancer du sein, du poumon, et chez
les patients SPR, le thymome [8,43]. Lorsqu’une néoplasie est associée, les patients
peuvent facilement avoir d’autres anticorps anti-neuronaux associés [43]. Par
exemple, des anticorps anti-amphiphysine ont été retrouvés chez des patients avec
un SPR et un cancer du sein [44]. Un cas de SPR paranéoplasique a révélé des

anticorps anti-gephyrin [45].
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La prise en charge thérapeutiqgue des SNAGAD repose sur une approche multimodale
visant a réduire l'activité auto-immune et a atténuer les symptébmes neurologiques.
Devant I'hétérogénéité et la rareté des tableaux cliniques, il n’existe a ce jour aucune
étude comparative randomisée permettant de définir une prise en charge
thérapeutigue uniforme. Le traitement a visée immunologique associe des
immunomodulateurs et parfois des immunosuppresseurs. On notera que les SPR sont
le plus souvent uniguement traités par immunomodulateurs contrairement aux 3 autres
entités syndromiques pour lesquelles il est recommandé une incrémentation rapide
vers un traitement immunosuppresseur. Pour les patients atteints de SPR, il a été
démontré que les immunoglobulines G polyvalentes (IgG IV) améliorent la raideur et
la qualité de vie par rapport au placébo [46]. Les IgG IV sont bien tolérées, avec une
dose classique de 2 g/kg sur 3 a 5 jours. Leur efficacité peut durer entre 4 et 12
semaines, bien que la fréquence des administrations ne soit pas clairement définie et
varie selon les études [3,8,47,48]. Les bolus de méthylprednisolone (de 500mg a
1g/jours, durant 3 a 5 jours) peuvent également étre proposés a la phase initiale d’'un
SNAGAD, mais doivent étre utilisés avec prudence dans cette population de patients
a risque d’avoir un diabéte associé. [47,48]. Ces bolus de corticoides peuvent étre
suivis d’un relai per os a 1mg/kg en décroissance progressive jusqu’a leur arrét [24].
Une étude sur les patients SNAGAD comparant les I1gG IV a la méthylprednisolone
montre que, dans le sous-groupe SPR, la méthylprednisolone permet une amélioration
plus rapide de la raideur et des spasmes. [48]. En phase aigle, les échanges

plasmatiques sont une alternative en cas de tableau clinique sévere [7].

Chez les patients qui présentent un SNAGAD sévere ou en échec au traitement
immunomodulateur seul, un switch peut étre envisagé pour un traitement

immunosuppresseur comme le rituximab, le cyclophosphamide, I'azathioprine, le
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méthotrexate ou le mycophénolate mofétil [29,48,49]. La prise en charge non

médicamenteuse, incluant la kinésithérapie et la rééducation, est essentielle.

2.2 Syndrome de la Personne Raide

En 1956, Moersch et Woltman ont décrit un trouble caractérisé par une rigidité
musculaire et des spasmes, touchant principalement dans les muscles du tronc et en
proximal des membres inférieurs, avec une excellente réponse au diazépam [11]. Ce
trouble est nommé syndrome de la personne raide (SPR). Le role des GADA dans
cette pathologie a été décrit en 1990 par Solemina et al. qui retrouvent ces anticorps

chez 20 des 33 patients atteints de SPR [50].

Cliniguement, les patients présentent des spasmes musculaires et une raideur, au sein
des muscles axiaux et proximaux des membres. Lorsque la raideur est sévere, la
démarche des patients ressemble a celle d’'une statue. Les spasmes sont souvent
douloureux et peuvent étre précipités par des stimuli inattendus : c’est I'hyperekplexie
[6,37,39,40]. Dans certains cas, ces stimuli peuvent provoquer des spasmes séveres
et continus accompagnés de raideur dans les muscles thoraciques avec des difficultés
respiratoires, une tachycardie et une hyperhydrose, syndrome appelé "status
spasticus”, nécessitant une admission en urgence pour une perfusion de diazépam
[6,9,51]. Les patients présentent souvent des troubles psychiatriques, notamment une
anxiété importante dont la cause reste inconnue. Celle-ci peut étre liée a I'anticipation
des symptdmes ou a un déséquilibre des neurotransmetteurs dans le cortex,
perturbant I'équilibre entre excitation et inhibition. Cette théorie est supportée par la
détection de titres élevés de GADG65-A chez 12 patients atteints de pathologies
psychiatriques séveres comme la schizophrénie ou les troubles schizoaffectifs, en

comparaison a 12 contrbles sains appariés en age [52].
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Les premiers critéres cliniques diagnostiques de SPR ont été proposés en 1999,
révisés en 2001, et reposent sur [9,39,40] :

- Une posture axiale anormale, avec une exagération de la lordose lombaire,

- Des spasmes répétés et déclenchés par des mouvements volontaires, des
perturbations émotionnelles et des stimuli auditifs ou somatoesthésiques
inattendus,

- Une absence de signes datteinte du tronc cérébral, pyramidaux,
extrapyramidaux, vésicosphinctériens, sensitifs, ou plainte cognitive,

- Une activité continue, a I'électromyogramme, des unités motrices des muscles
agonistes et antagonistes dans au moins un groupe musculaire axial [40].

En plus de ces critéeres, certains auteurs incluent la réponses cliniqgue et
électrophysiologique a la prise de diazépam en test thérapeutique [8]. Ces criteres
diagnostiques nous permettent de définir le SPR typique mais il existe des variantes.
Parmi celles-ci, on retrouve le syndrome du membre raide [53] ou I'encéphalomyélite
progressive avec rigidité et myoclonies (PERM syndrome) caractérisée par une rigidité
musculaire sévere, des myoclonies, des crises d’épilepsie et des signes d’atteinte
cérébrale et médullaire. A la différence du SPR typique, les variants sont moins
souvent associés aux GADA, comme le PERM syndrome qui est associé aux anticorps

anti-glycine récepteur [6].

La prise en charge spécifiqgue symptomatique utilise des traitements médicamenteux
tels que le diazépam et/ou le bacloféne. Le diazépam est un agoniste des récepteurs
GABA-A. Les schémas thérapeutiqgues varient de 15mg/j a 60mg/j répartis en
plusieurs prises par jour [3]. Les doses nécessaires sont souvent trés importantes tout
en étant particulierement bien tolérées [47]. On peut également proposer a ces
patients des injections de toxines botuliques [54].

19



2.3 Cerébellite a anticorps anti-GAD

Les GADA ont été décrits associés a un syndrome cérébelleux, en 1995 [55]. La
prévalence de la cérébellite a GADA au sein des ataxies est faible. Toutefois, la
prévalence au sein du sous-groupe des ataxies cérébelleuses auto-immunes semble
plus importante [24]. Dans une cohorte du Royaume-Uni et une autre du Japon
incluant respectivement 320 et 58 patients, identifiés a I'inclusion comme ayant une
ataxie cérébelleuse idiopathique, on retrouve des GADA respectivement pour 1,9% et

13,7% [56,57].

Cliniguement, la cérébellite & GADA est caractérisée par I'apparition d’'un syndrome
cérébelleux statique et cinétigue associant des troubles de la coordination, de
I'équilibre, une dysarthrie, un nystagmus et un tremblement d’intention [9,24,39,42,51].
L’apparition est subaigte pour 1/3 des patients tandis que pour 2/3 elle est progressive
sur 6 mois ou plus. Il est également décrit, dans pres de 25% des cas, des atteintes
aigués et transitoires du tronc cérébral, associant vertiges, nausées, diplopie,

précédant I'apparition du syndrome cérébelleux [24,38].

Au début des symptémes, I'IRM cérébrale est le plus souvent normale. Dans les cas
avancés, elle peut montrer des signes d'atrophie cérébelleuse modérée, observés
dans certaines séries chez % des patients [24,39]. L’analyse du LCS peut révéler la

présence de bandes oligoclonales [9,24].
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2.4 Epilepsie auto-immune a anticorps anti-GAD

Les patients ayant une épilepsie auto-immune a GADA ont le plus souvent une
épilepsie uni ou bi-temporale interne et réfractaire au traitement anti-épileptique
[29,58,59]. C'est ainsi que I'épilepsie associée aux GADA a été caractérisée en 1998.

C’est probablement I'une des causes les plus fréquentes d'épilepsie auto-immune [23].

L’électroencéphalogramme (EEG) ne retrouve pas d’anomalies spécifiques. Le tracé
met en évidence des activités épileptiformes ou un ralentissement peu spécifique, inter
ou per-critrique, uni ou bitemporale. Un EEG normal n'exclut pas la maladie, surtout
au début de son évolution [29]. L'IRM cérébrale pondérée en T2 FLAIR peut révéler
des hypersignaux impliquant les régions mésio-temporales, reflets d’'une inflammation
locale ou simple conséquence d’une activité épileptique intense [8,29]. Certains
patients présentent des déficits mineurs de mémoire secondaires a I'épilepsie, qui
associées a des anomalies a I'lRM conduit a tort au diagnostic d’EL. Pour ces patients,
le diagnostic d'épilepsie auto-immune avec hypertrophie de I'amygdale semble plus
approprié [8]. L’analyse du LCS est souvent normal mais peut retrouver des signes
d’inflammation avec une pléiocytose modérée associée a une synthése intrathécale

d’immunoglobulines [23].

Les traitements anti-épileptiques jouent un rble majeur dans la prise en charge
symptomatique. En pratique, peu de patients sont uniquement contr6lés par un
traitement antiépileptique [29,60,61]. La plupart des patients continuent de présenter
des crises séquellaires et méme aprés une lobectomie temporale [8,60]. La stimulation
du nerf vague peut étre utile, avec une meilleure réponse que la chirurgie, compte tenu
de la nature diffuse de la pathologie et la bilatéralisation fréquente du foyer épileptique

[61].
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2.5 Encéphalite limbique a anticorps anti-GAD

L’EL représente le dernier grand cadre phénotypique des SNAGAD. Les GADA ont
été décrits en 2008 dans ce cadre syndromique [62]. Les symptdmes incluent des
troubles de la mémoire, des troubles psycho-comportementaux, des hallucinations,
des crises épileptiques et une confusion [8,9,41,51]. Des critéres diagnostiques ont
été définis par Graus et al. en 2016 [49]:

1. Apparition subaigué (en moins de 3 mois) de troubles mnésiques antérogrades,
de crises d’épilepsie et/ou de symptdémes psychiatriques suggérant une atteinte
du systéeme limbique,

2. Existence d’hypersignaux T2 FLAIR uni ou bilatéraux des lobes temporaux
internes a I'IRM cérébrale,

3. Présence d’un des 2 éléments suivants :

o Pléiocytose dans le LCS,
o EEG montrant une activité épileptique ou des ondes lentes impliquant
les lobes temporaux,

4. Exclusion raisonnable des diagnostics différentiels.

Le diagnostic EL a GADA se base sur ces critéres diagnostiques associés a la

détection des GADA dans le sérum et/ou le LCS.

En définitive, bien que les phénotypes cliniques puissent varier, le diagnostic
repose sur l'association d’un phénotype clinique de SNAGAD avec la

confirmation de la présence de GADA dans le sérum et/ou le LCS.
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3 Techniques biologiques de détection des anticorps

anti-GAD

Dans la littérature, les techniques utilisées pour la détection des GADA sont variées et
ciblent préférentiellement Iisotype GADG5. Elles sont soit quantitatives: le
RadiolmmunoAssay (RIA), 'Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ou le
ChemiLuminescence ImmunoAssay  (CLIA) ; soit  qualitatives = comme
l'immunofluorescence indirecte (IFI) sur coupes de cervelet de rat ou de singe,

'immunoDOT (DOT), et plus récemment le Cell-Based Assay (CBA).

Elles ont toutes été initialement développées et validées pour le dosage sérique de
GADA dans le DT1. Chez les patients SNAGAD, les premiéres études établissant les
concentrations de GADA retrouvent des titres de GADA jusqu'a 100 fois supérieurs a
ceux observés chez les patients DT1 [14,63]. Les valeurs seuils définis pour les tests
commerciaux quantitatifs ne sont pas adaptées a ces concentrations extrémement
élevées chez les patients SNAGAD, ce qui peut entrainer un effet plafond sur les titres
mesurés. Les titres de GADA peuvent largement excéder cette estimation, selon la
méthode de dosage. Par exemple, les concentrations mesurées en ELISA, avec
dilutions itératives dans le sérum, peuvent atteindre jusqu'a 4 242 000 Ul/ml [16],
tandis qu'en RIA, les titres peuvent atteindre 41 700 Ul/ml, également avec dilutions

itératives [64].

Comme dans le cadre des syndromes neurologiques associ€s aux autres anticorps
anti-neuronaux, plusieurs auteurs soulignent 'importance d’une analyse conjointe du
sérum et du LCS pour mener au diagnostic de SNAGAD. Cela permettrait de
compenser les difficultés d’interprétation de la positivité des GADA sériques chez les

patients ayant un DT1 associé [65]. Cependant, nous rappelons que ces tests
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biologiques ont été développés pour évaluer des concentrations sériques, leur

interprétation dans le LCS doit donc étre réalisée avec précaution.
3.1 Radioimmunoassay

3.1.1 Description de la technique RIA

Cette technique est utilisée en biochimie et immunologie, depuis les années 1960,
pour quantifier des substances biologiques, sans les dénaturer, sous leur forme
conformationnelle ou linéaire, en utilisant un isotope radioactif, tels que I'iode-125 ou
le tritium H3. La détection de GADA peut se faire via les méthodes de RIA compétitive

ou RIA double anticorps aussi appelé ImmunoRadioMetric Assay (IRMA).

Le RIA compétitif repose sur la concurrence entre un antigene radiomarqué et un

antigene non radiomarqué pour la liaison a un anticorps [Figure 3].

Antigéne marqué )f . \( ¢ f \‘(
. ) Anticorps primaire
) . k —_—— ) \ —_—
)V 4 > & » 0
)r \ ’ f Anticorps secondaire

Antigéne non marqué

Etape 1 Etape 2 Etape 3

Figure 3 : Principes du dosage en RIA compétitif, a partir de Cerda-Kipper et al,
2019 [66]

- Etape 1:L’antigéne radiomarqué est mélangé a un anticorps de concentration connue,
saturant ainsi les sites de liaison a 'anticorps.

- Etape 2: Ajout de I'’échantillon contenant I'antigéne d’intérét non marqué. Les deux
antigéenes, radiomarqué et non marqué, se disputent la liaison a I'anticorps. A mesure
que la concentration d’antigénes non marqués augmente, les antigenes radiomarqués
sont progressivement déplacés des sites de liaison a 'anticorps.

- Etape 3 : Ajout d’'un anticorps secondaire (ou de particules insolubles) pour précipiter
le complexe antigene-anticorps formeé puis mesure de la radioactivité.
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Dans le cadre de la recherche de GADA, il n’y a qu’un seul antigéne radiomarqué et il
correspond a la GADG65. Lorsque I'échantillon du patient est ajouté, les GADA, s’ils
sont présents, entrent en compétition avec 'anticorps de concentration déterminée

[Figure 3].

Apres centrifugation ou filtration, la solution se sépare en deux phases : une phase
liquide contenant les antigénes libres (marqués et non marqués), et une phase solide
contenant les complexes précipités. La radioactivité est mesurée, généralement dans
la phase solide. La quantité de radioactivité détectée est inversement proportionnelle
a la concentration d'antigenes non marqués. En comparant cette mesure a une courbe
standard, on estime la quantité d'antigenes cibles dans I'échantillon. Si la mesure est
effectuée en phase liquide, la radioactivité est directement proportionnelle a la quantité

d'antigénes marqués restant libres [66,67].

Concernant la technique IRMA, deux anticorps sont utilisés, lI'un pour capturer
I'antigene d’intérét, l'autre radiomarqué pour révéler cet antigéne. La radioactivité est

directement proportionnelle a la concentration d'antigenes de I'échantillon étudié.

Peu importe la technique utilisée, le RIA détecte la forme conformationnelle de
I'antigéne, et n’est disponible sur le marché que pour les GAD65-A. Son principal
avantage est sa sensibilité [66]. Elle fournit un résultat quantitatif. Cependant, en
présence de concentrations élevées, ce qui est souvent le cas pour les SNAGAD, le
signal peut paradoxalement diminuer a cause de la saturation des anticorps : c’est ce
qu’on appelle une courbe en crochet [Figure 4]. L’absence de linéarité entre I'émission

mesurée et la concentration a analyser méne a une sous-estimation de cette

concentration, appelé effet crochet ou effet prozone [68,69].
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Figure 4: Schéma illustrant I’effet prozone avec un test immunologique de type

« sandwich », a partir de Tritos et al., 2019 [70].

A : Conditions normales de dosage avec une liaison correcte de l'antigene GAD par les

anticorps, conduisant a un signal proportionnel a la concentration d'antigéne.

B: En présence d'un excés d'antigenes GAD, la formation du complexe sandwich est
perturbée, empéchant l'anticorps secondaire de se lier correctement. Cela entraine une

diminution du signal, caractéristique de l'effet prozone.

Enfin, l'utilisation d’'un radio-traceur requiert un équipement spécifique pour assurer un
niveau de sécurité adéquat. Les réactifs sont colteux et difficiles d’acces, nécessitant
des autorisations pour leur acquisition. Leur utilisation est limitée par leur demi-vie et

la gestion des déchets radioactifs.

3.1.2 RIA et détection des anticorps anti-GAD

Le RIA a été la premiére méthode utilisée pour la détection des GADA et est définie

comme technique de référence pour le diagnostic du DT1 en 1995 [71,72].

Pour la détection de GADA, nous disposons de kits commercialisés par DiaSource
Diagnostics® (Louvain-la-neuve, Belgique), RSR Limited® (Cardiff, Royaume-Uni),
Medipan® (Berlin, Allemagne), CISBio International® (Codolet, France), IBL

International ® (Hamburg, Allemagne).
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Le RIA est une des premiéres techniques ayant montré des concentrations de GADA
plus importantes chez des patients SPR comparés a ceux atteints de DT1 [14,31]. En
utilisant ''RMA, 2/3 des patients SPR présentent une concentration de GADA > a 200
nmol/L, et pour un tiers d’entre eux > a 2 000 nmol/L, tandis que les concentrations ne
dépassent pas 20 nmol/L chez les patients DT1. Dans cette étude, les auteurs
n'utilisent pas un kit commercial et leurs résultats sont extrapolés en nmol/L en
référence aux cpm émis par 22 fmol d'une courbe standard d’antigénes GADG65
marqués a l'iode-125 [31]. Dans une autre étude, les concentrations sériques de GADA
mesurées en RIA (CISBio International®), sont associées a un SNAGAD lorsqu’elles
sont > a 2 000 Ul/mL [36].

Les concentrations de GADA, méme si elles sont exprimées dans la méme unité,
peuvent varier en raison des différents kits de mesure et des étalons utilisés. Cette
diversité complique la comparaison directe et l'interprétation des résultats obtenus
dans les différentes études, et ceux d’autant que les résultats restent exposés au
risque d’effet crochet. Devant les inconvénients du RIA, d’autres techniques ont été

développées.

3.2 Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

3.2.1 Description de 'ELISA

L'ELISA est une technique immuno-enzymatique utilisée pour détecter et quantifier

une substance biologique dans un échantillon par une réaction enzymatique.

Différents types d'ELISA, tels que I'ELISA indirect ou 'ELISA bridge sont utilisés en
routine pour la détection des GADA. Il existe aussi un kit ELISA sandwich proposé par
MyBioSource®, mais étant donné qu'il est peu utilisé en routine clinique, nous avons

décidé de ne pas en fournir les détails
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3.2.1.1 ELISA indirect

Pour la détection des GADA, les kits d’ELISA indirect sont habituellement fournis par
Euroimmun® (Lubeck, Allemagne), DLD Diagnostika® (Hamburg, Allemagne), IBL
International® (Hamburg, Allemagne), Aeskulisa® (Wendelsheim, Allemagne),
Biomerica® (Irvine, Etats-Unis), Medipan® (Berlin, Allemagne), Eurobio® (Les Ulis,

France), et Kronus® (Star, Etats-Unis).

L’antigene d’intérét, ici la GAD, est fixé sur une plague de microtitration, puis incubé
avec I'échantillon du patient (sérum ou LCS). Si le GADA est présent, il se lie a sa cible
fixée sur la plague. Une étape de lavage est réalisée puis, on ajoute un anticorps
secondaire dirigé contre les immunoglobulines (antiglobulines), lui-méme conjugué a
une enzyme. Un 2" lavage permet d’éliminer les anticorps non liés. Le substrat de
'enzyme est ensuite ajouté, I'enzyme catalyse une réaction produisant un changement
de couleur ou émettant une fluorescence, mesurable en spectrophotométrie [Figure
5]. L'intensité de ce signal est proportionnelle a la quantité de GADA présente. En plus
de la colorimétrie et de la fluorescence, d'autres modes de détection sont possibles

comme la chimiluminescence, I'électrochimiluminescence, ou la radioactivité.

Lavage Lavage Lavage

Puits recouvert Ajout de l'anticorps Ajout de l'anticorps Ajout de substrat et
d'antigéne GAD spécifique & mesurer secondaire conjugué mesure en
a l'enzyme colorimétrie

Figure 5: Schéma de ’ELISA indirect, a partir de Kuby Immunology, p 149 [67]

Cette technique offre une bonne sensibilité car chaque GADA expose plusieurs
épitopes auxqguels peuvent se lier plusieurs anticorps secondaires. Cela permet ainsi

de détecter de faibles concentrations d’anticorps. Cependant, puisque la GAD est fixée
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au fond du puit, de facon dénaturée, cette méthode présente le risque de perdre la
reconnaissance de la forme conformationnelle de I'antigéne. Elle peut également
entrainer des faux positifs et une baisse de la spécificité par réactivité croisée de
I'anticorps secondaire pour d'autres immunoglobulines présentes dans I'échantillon.
Cette technique garde I'avantage d’étre facile a mettre en ceuvre, bien connue des

biologistes, rapide et peu couteuse.

3.2.1.2 ELISA bridge

Pour la détection des GADA, il existe un kit ELISA Bridge de la marque RSR Limited®.
Le principe differe de celui de 'ELISA indirect [Figure 5] car chaque GADA présent
dans I'échantillon se lie simultanément & deux épitopes antigéniques de deux protéines
GAD, créant alors un pont (un épitope par fragment Fab de I'anticorps) [Figure 6].
Apres l'incubation de I'échantillon du patient avec une plaque recouverte d'antigenes
GAD, un 2" antigéne GAD conjugué a une enzyme est ajouté. Si des GADA sont
présents, ceux-ci vont se lier simultanément a l'antigéne fixé et I'antigeéne marqué.
Cette méthode présente les mémes inconvénients et avantages que I'ELISA indirect
avec une légére augmentation de la spécificité, puisqu'en I'absence d’anticorps
secondaire on diminue le risque de réaction croisée a d’autres immunoglobulines

présentes dans I'échantillon.

Substrat

GADB5

N\ Anticorps
// anti-GAD

> <

GADG5S

Figure 6 : Schéma de I’ELISA bridge
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3.2.2 ELISA et détection des anticorps anti-GAD

Parmi les différentes techniques existantes pour le dosage des GADA, 'ELISA indirect
est le plus couramment utilisé, méme si 'ELISA bridge commence a avoir une place
plus importante. Toutefois, ces kits n‘ont été développés que pour le diagnostic du
DT1. Une étude multicentrique de Wild et al., en 1997, a évalué la performance et les
avantages de 'ELISA pour la détection des GADA par rapport au RIA dans le DT1
[73]. Les résultats montrent que I'ELISA offre une sensibilité¢ (Se: 66%) et une
spécificité (Sp : 96%) comparables voire supérieures a celles du RIA (Se : 73%, Sp:
90%), tout en présentant des avantages significatifs en termes de codt, de sécurité,
de rapidité d’exécution et de simplicité d'utilisation. Dans le DT1, 'ELISA constitue une

alternative efficace et fiable pour la détection et la quantification des GADA [66,73,74].

Comme pour le RIA, les seuils de détection des kits commerciaux semblent inadaptés
aux concentrations trés élevées des GADA dans le SNAGAD : seuil maximal de
détection de la marque Kronus® et Medipan® a 250Ul/mL, 500 Ul/mL pour

Aeskulisa®, 2 000 UI/mL pour RSR Limited®, Euroimmun® et Biomerica®.

Dans une étude utilisant le kit ELISA de Kronus®, avec un seuil de détection de
maximal de GADA a 250 Ul/mL, 16 patients suspects de SNAGAD atteignaient ce
seuil. L’étude évaluait 12 sérums seuls, 3 couples LCS/sérum et 1 LCS seul. Les
auteurs ont réalisé des dilutions itératives afin de déterminer les concentrations
exactes de GADA, trouvant une concentration médiane tres élevée de 182 090 Ul/mL
dans le sérum (min : 13 576 ; max : 685 000) et de 305,5 Ul/mL dans le LCS (min :
196 ; max : 9788). lls ont proposé un seuil de GADA supérieur a 10 000 Ul/mL dans
le sérum, et supérieur a 100 Ul/mL dans le LCS avec une valeur prédictive positive de
88% a I'égard d’une auto-immunité neurologique [75]. Certains auteurs ont proposeé
d’inclure ces seuils sériques dans les criteres diagnostiques de SPR. Un dosage
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sériqgue de GADA en ELISA supérieur a 10 000 Ul/mL pourrait étre associé a un
diagnostic de SPR, quel que soit le statut du diabéte de type 1 du patient, alors que
des concentrations inférieures a ce seuil nécessiteraient la preuve de GADA dans le
LCS [7]. A ce jour, cela n'est que trés peu utilisé car peu de centres réalisent ces
dilutions itératives et chronophages. Comme pour le RIA, les concentrations obtenues

sont soumises a l'effet crochet en 'absence de dilutions itératives.

Bien que ces tests aient été développés pour des dosages sériques, leur utilisation en
routine dans le LCS semble possible [10,75]. Les kits décrits ne détectent que
'isoforme GADG6b5. Il existe le kit GAD67 ELISA de Thermofisher®, développé pour

détecter spécifiguement la GAD67, mais tres peu utilisé en routine.

3.3 Immunodosage par Chimiluminescence

3.3.1 Description du CLIA

Le CLIA permet de déterminer les concentrations d’un échantillon en mesurant
l'intensité de la lumiére émise par une réaction chimique. Pour la détection de GADA,

on retrouve des kits disponibles en CLIA direct, indirect ainsi qu’en phase liquide.

Dans le CLIA direct, les luminophores sont couplés a I'antigéne (GAD), ou a 'anticorps
GADA [Figure 7]. Aprés incubation avec I'’échantillon pour la fixation immunologique,
un oxydant est ajouté pour activer le luminophore et former une molécule intermédiaire
excitée. Cette molécule libere un photon en revenant a son état stable, émettant de la
lumiére. La luminescence est détectée et rapportée a une courbe d’étalonnage pour
déterminer la concentration de [l'analyte dans ['échantillon [68,76]. Plus la

concentration est élevée, plus le signal chimiluminescent est intense.
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Figure 7: Schéma du principe de CLIA direct, a partir de Muddasir Khan et al.,
2023, [77]

Dans le CLIA indirect, une enzyme est utilisée pour amplifier le signal. Apres la liaison
antigene-anticorps, on ajoute un anticorps secondaire couplé au luminophore (1,2-
dioxétane aryl phosphate AMPPD ou le luminol et ses dérivés) [68]. Une enzyme, telle
que la phosphatase alcaline ou la peroxydase de raifort, est ajoutée. Elle catalyse la
conversion de ces substrats en forme excitée. Les molécules telles que I'AMPPD et
les dérivés de I'isoluminol sont plus stables que d'autres luminophores et entrainent

une émission de lumiere avec un rendement plus élevé [68].

Sur le plan technique, ces tests peuvent étre réalisés sur un support solide ou liquide.
Dans les CLIA en phase liquide, les luminophores sont directement couplés a un
antigene en suspension, conjugué a des microbilles magnétiques qui flottent librement

dans la solution. Cette méthode permet de détecter des épitopes conformationnels.

Le CLIA est donc une méthode quantitative avec une bonne spécificité car

contrairement a I'lFl, elle ne dépend pas d’'une source de lumiére externe ce qui
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diminue les interférences secondaires a la lumiére de fond ou a l'auto-émission des
échantillons [68]. Les réactifs sont plus stables, mais colteux. L'automatisation du
CLIA offre une reproductibilité élevée, réduisant les variations inter-laboratoires et
améliorant la précision diagnostique. Le temps d’incubation court permet d’obtenir des
résultats rapidement [76]. Le CLIA offre également une large gamme de mesures et

une importante sensibilité.

Cependant, la détection du signal peut varier en présence de réactions chimiques
complexes ou de concentrations élevées. Lors de réactions chimiques complexes,
l'intensité du signal dépend du moment précis ou |'échantillon est mesuré, ce qui peut
affecter la précision des résultats. Pour des concentrations élevées, cette technique

est également exposée au risque d’effet crochet [68,69].

3.3.2 CLIA et détection des anticorps anti-GAD

Le CLIA Maglumi® (Shenzhen, Chine), a été validé pour le diagnostic de DT1 dans
une cohorte de 135 patients, avec des performances comparables a celles obtenues
avec un dosage en ELISA Euroimmun® [78]. Cette technique a été développée pour
la détection exclusive de GAD65-A dans le sérum de patients DT1. Pour autant,
certains auteurs ont proposé son utilisation pour le doser les GADA dans le LCS pour
le diagnostic des SNAGAD. Musso et al. (2023) ont testé 43 échantillons de LCS, dont
12 provenant de patients SNAGAD et 31 d'autres pathologies neurologiques. L'étude
a comparé les performances du CLIA dans le LCS (Maglumi®) avec celles de I'ELISA
(RSR Limited® ou Euroimmun®) dans le LCS. L'analyse a identifié une valeur seuil
de 18 000 UI/L pour discriminer les SNAGAD avec une précision élevée (AUC de

0.921), ainsi qu’une corrélation de 100% avec I'ELISA [79].
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L’intérét du dosage quantitatif par CLIA, calibré sur des patients DT1, est limité par le
risque d'effet crochet dans les SNAGAD, en I'absence de dilutions itératives. Un cas
illustratif implique un patient suspect de cérébellite qui présente une concentration de
GADA sérigue mesurée une premiere fois en CLIA Maglumi® a 39,2 kIU/L et supérieur
au seuil de 280 kUI/L dans le LCS [80]. Des dilutions itératives du sérum ont finalement
révélé des concentrations sériques non linéaires, culminant & 276 500 kIU/L a une
dilution de 1/1000, suggérant un effet crochet. En revanche, les dilutions du LCS ont
montré une relation linéaire, atteignant 4050 kIU/L [80]. Comme décrit avec I'ELISA,
les gammes d'étalonnage des kits ne seraient donc pas adaptées aux dosages
sériques des GADA pour des patients SNAGAD, limitant I'intérét d’'une mesure
quantitative. Toutefois, la présence de concentrations moins importantes et linéaires
dans le LCS suggeéere que cette technique pourrait avoir une place dans le dosage

quantitatif des GADA dans cette matrice.

3.4 Immunohistochimie et immunofluorescence

3.4.1 Description de Pimmunohistochimie et de

limmunofluorescence

L'immunohistochimie utilise des anticorps marqués par des enzymes (comme la
peroxydase ou la phosphatase alcaline) pour détecter des antigénes dans des tissus.
Le complexe immun est détecté par une réaction enzymatique visible en microscopie
optique. L'immunofluorescence est un sous-type d’immunohistochimie utilisant des
fluorochromes [Figure 8]. Ces derniers émettent de la lumiere aprés excitation a une
certaine longueur d’onde, permettant la détection sous un microscope a fluorescence

[81,82].
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Il existe des techniques d’immunofluorescence directe et indirecte mais seule
'immunofluorescence indirecte (IFl) est utilisée dans la détection de GADA [Figure 8].
L’IFI utilise un anticorps secondaire, couplé au fluorochrome, ciblant I'anticorps
primaire d’intérét.

Anticorps primaire

Antigéne ‘ /

/ ,""-‘"I Fl : N
~ = { " Phénomeéne
B ﬂ/ ﬂ /}%—H‘ d’amplification du signal

Anticorps secondaire couplé 4 ’
a un fluorochrome

Figure 8: Schéma de I'IFI avec anticorps secondaires marqués par un

fluorochrome, a partir de Joshi et Yu, 2013 [81]

C’est une technique plus sensible car plusieurs anticorps secondaires peuvent se fixer
au méme anticorps d’intérét : on parle d’amplification du signal. Cette technique est
donc qualitative mais avec la possibilité d’un résultat semi-quantitatif selon l'intensité
du signal. Le principal inconvénient est le risque de réactivité croisée des anticorps

secondaires.

3.4.2 Immunohistochimie, IFI et détection des anticorps anti-GAD

Solemina et al. ont confirmé en 1990 la présence de GADA chez des patients SPR en
utilisant une technique d'immunohistochimie sur coupes de cervelet de rat, de cervelet

humain et de pancréas [50].

La marquage GADA peut s’observer sur des coupes de pancréas au niveau des

cellules g dans le cadre du DT1, ou sur des coupes de cervelet de singe ou de cervelet
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de rat pour les SNAGAD [Figure 9]. On observe une fluorescence de la périphérie des
neurones de la couche granulaire et des cellules de Purkinje, associée a des
granulations isolées dans la couche moléculaire [3,83]. La détection de GADA est
incluse au sein de la recherche d’anticorps anti-neuronaux. En effet, les Kkits
commerciaux, Euroimmun® (Lubeck, Allemagne), ou Werfen® (Barcelone, Espagne),
utilisent des coupes de cervelet car elles sont adaptées a de nombreuses cibles

d’anticorps anti-neuronaux intracellulaires.

Figure 9 : Image d’IFI représentant un marquage péri-nucléaire de la couche
granulaire typique de GADA-65 , a partir du colloque de 2018 du Groupe d’Etude
de I’Auto Immunité [84]

L’IFI présente 'avantage de détecter a la fois I'isoforme GAD65-A et GAD67-A, sauf
sur des coupes de pancréas ou seul I'isoforme GADG65-A est présent. Toutefois,
l'interprétation des résultats est opérateur-dépendante, et soumise a la qualité des
coupes. De plus, la disponibilité des coupes de cervelet de singe limite I'accessibilité
de cette technique. Les dilutions utilisées dans le sérum ou le LCS sont variables selon
les kits commerciaux et il appartient au biologiste d’apprécier I'intérét de réaliser des
dilutions itératives. S’agissant d’'une technique qualitative, celle-ci n’est pas a risque
d’effet crochet. Des concentrations élevées peuvent conduire a des images floues ou

saturées, mais cela ne provogue pas de sous-estimation des résultats car le signal
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reste visuellement interprétable. Un aspect anti-GAD typique a été retrouvé pour des
concentrations de GADA sérique supérieures a 1 800 Ul/mL avec deux Kits
commerciaux de RIA (CIS Bio International® et Medipan®) [8]. Ainsi, les techniques
qualitatives, comme I'lFI, restent positives pour des titres élevés de GADA, mais elles
sont moins performantes dans la détection de faibles concentrations de GADA que les

technigues quantitatives citées plus haut (RIA, ELISA, CLIA).

3.5 Cell Based Assay

3.5.1 Description des Cell Based Assay

Les CBA sont des tests quantitatifs pouvant utiliser des cellules vivantes ou fixées pour
la détection d’anticorps. La lecture du signal peut se faire de différentes manieres :
fluorescence, absorbance, luminescence, colorimétrie ou radioactivité [85].

Cette technique utilise des cellules humaines ou murines transfectées avec de I'ADN
humain pour I'expression de I'antigéne cible a leur surface, ici la GAD [Figure 10]. Les
GADA du sérum ou du LCS de patients testés se lient alors a ces antigenes,
permettant une reconnaissance d’épitopes conformationnels, non dénaturés [65].
L'immunoréactivité est ainsi plus spécifique. Les cellules vivantes sont évaluées par

cytométrie de flux, les cellules fixées peuvent I'étre également comme elles peuvent

étre aussi analysées en IFI.
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Anticorps secondaire
couplé a un fluorochrome

GADA 15

Cellule exprimant I'antigéne
d’intérét (GAD)

Figure 10 : Schéma de CBA pour la détection de GADA par IFI, adapté de Guerra
et al., 2014 [86]

3.5.2 CBA et détection d’anticorps anti-GAD

Dans le cadre des SNAGAD, il est possible de détecter des GADA par I'lFI sur des
cellules transfectées avec le gene GAD65 et/ou GAD67. On utilise des cellules
embryonnaires humaines de rein dite Human Embryonar Kidney 293 (HEK293)

transfectées avec le gene GADG65 et/ou GAD67.

Une technique de CBA fixée, utilisant des cellules HEK293 exprimant GAD65, a été
proposée pour détecter la présence de GADA chez des patients SNAGAD. Ces
résultats sont positifs en CBA dans 64% des cas de patients SPR, 67% des patients
avec un PERM syndrome, et ont été confirmés en IFI sur coupe de cervelet de singe
et de rat. En comparaison, aucun des 50 sujets sains témoins ont été testés positifs
en CBA ou en IFI [87]. Cette technique a 'avantage de ne reconnaitre que les GADA
associés aux SNAGAD sans interférer avec ceux du diabéte. Ainsi, elle est utilisée

pour confirmer la positivité des GADA en complément d’autres techniques [8,10,17].

Toutefois, I'utilisation de cellules fixées reste imparfaite, puisque la méthode de fixation
est susceptible d’'endommager certains épitopes. L’utilisation d’'un CBA sur cellules

vivantes, bien que plus sensible, est plus chronophage et techniguement exigeante,
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ce qui limite son utilisation a des centres spécialisés [65]. Cela reste une technique de
réalisation difficile et plus colteuse que les autres. Pour autant, que ce soit sur cellules

fixées ou vivantes, le CBA présente une des meilleure spécificité et sensibilité.

3.6 ImmunoDOT

3.6.1 Description de 'immunoDOT

Le DOT est une technique qui détecte des anticorps spécifiques en utilisant une
membrane ou sont fixés des antigénes d’intérét. Il s’agit d’'une bandelette sur laquelle
les antigénes purifiés sont déposés en fines lignes paralléles sur une membrane
[Figure 11]. La membrane est ensuite incubée avec I'’échantillon biologique et si des
anticorps spécifiqgues sont présents, ils se lient aux antigénes sur la bandelette. Les
anticorps sont ensuite détectés a l'aide d'un anticorps secondaire couplé & un substrat
chromogéne, comme la phosphatase alcaline [88]. Une solution chromogéne/substrat
est utilisée pour produire une réaction colorée visible, et si I'échantillon contient des

anticorps, une bande sombre apparait a I'endroit de I'antigéne correspondant.

Substrat  Coloration

Anticorps 2nd
couplé a la PAL

GADA

Antigéne GAD65 ou GAD67
T)_ coaté sur la membrane

Figure 11 : lllustration d’'un immunoDOT, adapté a partir du site internet
Euroimmun® [88]

PAL : phosphatase alcaline
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Le DOT reconnait des épitopes uniquement dans leur conformation linéaire. Il est donc
peu adapté a la détection des GADA dans le cadre du DT1. C’est un test automatisé,

rapide, et simple a mettre en ceuvre.

3.6.2 ImmunoDOT et détection des anticorps anti-GAD

Dans le cadre de la détection des GADA, on retrouve les kits commerciaux proposeés
par Euroimmun®, Medipan®, DLD Diagnostika®, Ravo diagnostika® (Freiburg,

Allemagne) et GA Generic assay GmbH® (Dahlewitz, Allemagne).

Le développement de DOTs spécifiques a la détection des anticorps anti-neuronaux
integre la détection de GADG65-A, et pour certains kits également la détection de
GADG67-A. Bien qu’il s’agisse d’une technique qualitative, une quantification de
I'intensité de cette bande sombre est souvent proposée entre une et trois croix [89].
Certains auteurs semblent montrer que la détection de GADG65-A avec un test
commercial (Euroimmun®) n’est possible qu’a partir d’'un titre d'anticorps = 1 400
Ul/mL, (2 kits de RIA CIS Bio International ® et Medipan ®). Dans une étude analysant
331 échantillons, 4 sont revenus positifs en DOT mais négatifs en RIA. Il s’agissait de
patients SNAGAD ayant possiblement des concentrations élevées de GADA

responsables de faux négatifs en RIA par effet crochet [8].

Ainsi le DOT semble étre une technique intéressante a réaliser en complément d’'une
technique gqualitative. Au sein des études, les DOT sont le plus souvent utilisés en
association avec d’autres méthodes comme I'lFI, 'ELISA ou la CLIA[8,17,17,23]. Il est
particulierement utile pour un dépistage rapide et initial, ce d’autant que d’autres
anticorps anti-neuronaux sont également recherchés dans le méme temps. Le risque

de faux positifs n’est pas négligeable, diminuant sa spécificité.
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4 Objectifs de lathese

A ce jour, les tableaux cliniques devant faire suspecter un SNAGAD sont bien décrits,

cependant la preuve de la présence de GADA chez ces patients reste complexe.

En endocrinologie, pour le DT1, cette problématique a été étudiée lors de
« International GADAb Workshop » de 1995 et a permis de définir le RIA comme
méthode de référence [71]. Devant une incidence faible des SNAGAD, nous ne
disposons pas de données de la littérature suffisamment robustes permettant de
définir des recommandations ni sur une analyse biologique de référence, ni sur la ou
les matrices nécessaires entre le sérum et/ou le LCS. Nous n’avons pas non plus
connaissance de l'intérét d’'un dosage quantitatif que ce soit pour le diagnostic ou le

pronostic.

L’objectif principal de cette these est de décrire les résultats des différentes
techniques biologiques ayant permis la détection des GADA dans une

population nationale de patients avec un diagnostic de SNAGAD retenu.
Les objectifs secondaires consistent a :

- Décrire la population nationale et Lilloise de SNAGAD,

- Décrire I'évolution des techniques biologiques de dosage des GADA au cours
du temps,

- Estimer la concordance et la reproductibilité des techniques biologiques de
dosage des GADA entre elles,

- Estimer les valeurs de performance du RIA, ELISA, IFI et DOT dans le sérum

et le LCS pour la détection des GADA au diagnostic d’'un SNAGAD,

41



- Décrire I'évolution clinico-biologique de patients SNAGAD suivis au CHU de
Lille.

In fine, nous souhaiterions, par ce travail multicentrique, aider a la réflexion autour de

recommandations sur la ou les techniques de dosage permettant le diagnostic d’'un

SNAGAD la plus fiable, reproductible, accessible dans le plus de centres et un bon

rapport bénéfice/colt.

Le critere de jugement principal est la technique et le résultat du dosage des GADA
dans le LCS et/ou le sérum au diagnostic d’'une population nationale de patients
SNAGAD.

Le diagnostic de SNAGAD est défini par I'association d’'une clinique typique et la

détection de GADA dans le LCS et/ou le sérum quelle que soit la technique.
Les critéres de jugement secondaire sont :

- Pour la population nationale de SNAGAD :

e La description de la population nationale de SNAGAD, avec notamment
la description des différents tableaux cliniques, leur association a une
néoplasie,

e La description de I'évolution des techniques biologiques de dosage des
GADA au cours du temps,

e La description de la concordance et la reproductibilité des techniques
biologiques de dosage des GADA entre elles,

e L’estimation des valeurs de performance de le RIA, 'ELISA, I'lFl et du
DOT dans le sérum et le LCS pour la détection des GADA dans le
SNAGAD, avec comme population témoin des patients ayant une autre

maladie neurologique inflammatoire ou non inflammatoire.
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Pour la population Lilloise de patients SNAGAD suivis :

e La description de la population lilloise de SNAGAD, avec notamment la
description des différents tableaux cliniques, leur association a une
néoplasie ou a une pathologie auto-immune,

e La description de I'’évolution clinique des patients,

e La description de I'évolution biologique des GADA au cours du suivi,

e La description de la prise en charge thérapeutique des patients.
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Matériel et méthodes

1. Design de I’étude

Il s’agit d’'une étude rétrospective observationnelle des données cliniques et

biologiques issus de 2 cohortes, I'une nationale et 'autre locale lilloise.

2. Etude nationale

2.1  Population de I’étude nationale

Les patients inclus devaient étre majeurs a la date du 1°" janvier 2024 et pris en charge

au diagnostic dans un centre hospitalier francais. lls devaient par ailleurs :

1. Présenter une clinique compatible avec un SNAGAD soit un SPR, une
cérébellite, une épilepsie auto-immune, une EL, un PERM syndrome,
2. Avoir un dosage de GADA au moment du diagnostic, positif dans le LCS et/ou

dans le sérum, quelle que soit la technique utilisée.

Le moment du diagnostic a été défini comme étant la période au cours de laguelle des
symptémes cliniques compatibles avec un SNAGAD étaient associés a un premier

dosage biologique de GADA.

En cas de prélevements biologiques multiples, nous les retenions dans la phase de

diagnostic s’ils respectaient un délai de maximum 3 mois avec le premier dosage.
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Les participants ont été identifiés a partir de 3 bases de données :

1. La base de données nationale du Centre de Référence des Maladies Rares
(CRMR) de Lyon, gelée en novembre 2023.

2. Labase de données du centre de compétence maladies rares (CCMR) du CHU
de Lille, gelée en juin 2024.

3. La base de données du centre constitutif maladies rares du CHU de Toulouse,

gelée en février 2024.

La base de données du CRMR du Lyon a identifié 65 centres depuis lesquels les

patients étaient issus :

e Auvergne-Rhone-Alpes:
- CH de Annecy
- CH d'Aurillac
- CH de Bourg En Bresse
- CHU de Clermont Ferrand
- CHU de Grenoble
- Hospices civils de Lyon
- CHde Thonon Les Bains
- CH de Vienne
- CH de Saint Luc Saint Joseph
e Bourgogne-Franche-Comté :
- CH de Besancon
- CH de Chalon sur Sadne
- CHU de Dijon
- CHde Lons Le Saunier

45



e Bretagne:
- CH de Lorient
- CH de Quimper
- CHU de Rennes
- CH de Saint Brieuc
- CH de Saint-Malo
e Centre-Val de Loire :
- CHdOrléans
- CHU de Tours
e Corse:
- CH d’Ajaccio
e DOM-TOM :
- CHU de la Guadeloupe
- CHU de la Guyane
- CHU de la Martinique
- CHU de la Réunion
e GrandEst:
- CH d’Epinal
- CH de Metz-Thionville
- CH de Mulhouse
- CHU de Nancy
- CHU de Reims
- CHU de Strasbourg
- CHde Verdun
e Hauts-de-France :

- CHU d’Amiens
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- CHdArras

- CH de Compiegne

- CHU de Lille

e Tlle-de-France :

- Assistance Publiqgue des Hoépitaux de Paris (APHP) avec un centre
constitutif maladies rares a La Pitié Salpétriére, regroupant 23 hdpitaux
(Avicenne, Bicétre, Bichat, Boulogne Billancourt, Cergy Pontoise,
Chartres, Cochin, Corbeil Essonne, Foch, Henri Mondor, Lariboisiere,
Mantes La Jolie, Melun, Orsay, Paul Brousse Villejuif, La Pitié Salpétriere,
Robert Debré, Rothschild, Saint Antoine, Saint Denis, Saint Joseph,
Sainte Anne, Trousseau)

e Normandie :

-  CHde Caen

CH de Cherbourg

- CHde Le Havre

CHU de Rouen
- CHde Saint Lo
¢ Nouvelle-Aquitaine :
- CH de Bayonne
- CHU de Bordeaux
- CH de Brive
- CHde Libourne
- CHU de Limoges
- CH de Niort
- CHde Pau

- CH de Périgueux
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- CHU de Poitiers
e Paysde laLoire:
- CHU d’Angers
- CH de La Roche sur Yon
- CHde Le Mans
- CHU de Nantes
e Occitanie :
- CHU de Montpellier
- CHU de Nimes
- CH de Perpignan
- CHU de Toulouse
e Provence-Alpes-Cote d'Azur :
- CH de Avignon
- CHU de Marseille - Assistance Publique des Hopitaux de Marseille
- CH de Saint Joseph — Marseille
- CHU de Nice
- CH de Sainte Anne (Toulon)

- CHde Valence

L’ensemble de ces centres ont été contactés par téléphone puis par mail pour les
informer de I'étude et des données recueillies. Huit centres n’effectuaient aucun
dosage de GADA au sein de leur laboratoire et 57 ont accepté de nous communiquer

leurs résultats.
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Les patients étaient exclus en cas de tableau clinique non compatible avec un
SNAGAD (neuropathie périphérique, syndrome extrapyramidal ...) ou de données

manquantes cliniques ou biologiques, notamment la date du prélévement.

2.2 Recueil des données pour la population nationale

Le recueil a été effectué en deux temps :
(i) Les données clinico-biologiques recueillies auprés du CRMR de Lyon incluaient :

- Les données épidémiologiques : sexe, date de naissance,

- La présentation clinique du SNAGAD : SPR, cérébellite, épilepsie auto-
immune, EL, PERM syndrome,

- La présence de néoplasie associée,

- Le centre depuis lequel était issu le patient,

- Les techniques et les résultats du dosage des GADA au diagnostic, effectués
au CRMR de Lyon et au sein de l'unité fonctionnelle d’auto-immunité du centre
d’analyses biomédicales du CHU de Lyon Sud :

o Matrice : sérum, LCS,

o Technigue : CBA, ELISA, DOT, IFI, RIA,

o Date du dosage,

o Résultats : positif, négatif ainsi que le titre lors de dosages quantitatifs.
En présence d'un résultat dit « positif douteux », nous avons décidé de
considérer ce résultat comme positif, malgré la faiblesse du signal, en
tenant compte du contexte clinique et des résultats positifs parfois

obtenus par d'autres techniques de dosage des GADA.

(i) Les données biologiques recueillies auprés des centres dont étaient issus les

patients, incluaient les résultats du dosage des GADA au diagnostic :
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- La matrice : sérum, LCS,
- Latechnique : CLIA, ELISA, DOT, IFI, RIA,
- Ladate du dosage,

- Le résultat : positif, négatif ainsi que le titre lors de dosages quantitatifs.

3. Etude Lilloise

3.1 Population SNAGAD

Les patients inclus devaient étre majeurs a la date du 30 juin 2024, pris en charge au
CHU de Lille pour un SNAGAD avec un tableau clinique compatible associé a la

positivité des GADA dans le LCS et/ou le sérum.

Entre octobre 2006 et juin 2024, 23 patients répondant a ces critéres ont pu étre

retrouvés au sein de la base de données du CHU de Lille.

Les données recueillies pour ces patients incluaient :

Les données biographiques : sexe, date de naissance,
- La présentation clinique de SNAGAD : SPR, cérébellite, épilepsie auto-
immune, EL,
- Ladate du diagnostic de SNAGAD,
- L’association a d’autres pathologies auto-immunes ou une néoplasie,
- Les résultats du dosage des GADA au diagnostic et au cours du suivi :
o Matrice : LCS, sérum,
o Technique : CBA, ELISA, DOT, IFI, RIA,
o Date du dosage,
o Le résultat : positif, négatif ainsi que le titre lors de dosages quantitatifs.
- La prise en charge thérapeutique,

- L’évolution clinique, décrite selon un score arbitraire allantde 1 a5 :
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o « 1»:guérison complete,

o « 2 »:amélioration partielle,

o « 3 »: stabilisation de I'état clinique,
o « 4 »:dégradation clinique,

o «5»:déces lors du suivi.

Les données ont été recueillies par l'intermédiaire du logiciel SILLAGE (dossier
médical informatisé des patients du CHU de Lille) et du logiciel MOLIS (données

biologiques).

3.2 Population témoins

Afin d’estimer les valeurs de performance des différentes techniques de dosage des
GADA, nous disposions de 49 couples sérum/LCS de patients témoins Lillois
présentant soit une autre maladie neurologique inflammatoire, soit une maladie

neurologique non inflammatoire (NI).
Les données recueillies pour ces patients incluaient :

- Les données épidémiologiques : sexe, date de naissance,

- Le diagnostic de leur pathologie,

- Les résultats du dosage des GADA réalisés a titre exploratoire pour I'étude :
o Matrice : LCS, sérum,
o Technique : ELISA, RIA, IFI, DOT,

o Le résultat : positif, négatif ainsi que le titre lors de dosages quantitatifs.

Dans cette population témoin, le dosage en ELISA a été effectué avec le kit de RSR
Limited® (Cardiff, Royaume-Uni), en RIA avec le kit de DIA Source® (Louvain la

neuve, Belgique), en IFI avec le kit de Inova diagnostics® (San Diego, Etats-Unis) a
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partir de coupes de cervelet de singe et le DOT a été réalisé a partir d'un kit

Euroimmun® (Berlin, Allemagne).

4. Analyses statistiques

Le flow chart a été réalisé par l'intermédiaire du site internet www.drawnio.fr. Les

graphigues en histogramme ont été réalisés par le logiciel EXCEL®. Les diagrammes

de Venn ont été réalisés avec le logiciel R®.

Concernant les techniques de dosages quantitatives, nous disposions d’un titre dans
le cadre de dosage en ELISA ou en RIA. Les kits utilisés a I'échelle nationale sont
multiples et présentent des performances variables entre les marques, mais
également au sein d'une méme marque selon les séries de kits utilisées. Dans les
SNAGAD les titres sont souvent élevés, soit avec titre précis si dans la borne de
détection du kit utilisé, soit supérieur au seuil maximal de détection du kit. Dans le cas
ou le seuil maximal est atteint, il est possible de réaliser des dilutions successives pour
établir le taux précis de GADA dans I'échantillon. Néanmoins, cela reste a
I'appréciation du biologiste et peu réalisé en routine clinique. Pour les titres dans les
bornes de détection du kit, les résultats ont été donnés en moyenne pour les valeurs
quantitatives suivant la loi normale ou en médiane pour les valeurs quantitatives ne
suivant pas la loi normale. La moyenne ou médiane des résultats quantitatifs n’a été

calculée qu’a partir de 3 valeurs obtenus pour un méme Kkit.

Nous avons analysé I'évolution des techniques biologiques au cours du temps, soit
d’octobre 1998 a novembre 2023, date de fin de recueil de la base de données
nationale. Nous avons segmenté arbitrairement notre base de données en 5 périodes

allant de 1998 a 2003, 2004 a 2008, 2009 a 2013, 2014 a 2018 puis 2019 a 2023.
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Nous avons effectué des analyses de sous-groupes pour les patients ayant eu
plusieurs prélévements biologiques au moment du diagnostic. En effet, un méme
patient peut avoir bénéficié de plusieurs techniques de dosage dans une méme
matrice, mais aussi de plusieurs fois la méme technique dans une méme matrice ou
de plusieurs fois la méme technique dans une matrice différente. Ces résultats ne sont
détaillés que pour des sous-groupes d’au moins 10 patients. Concernant les analyses

en sous-groupe, trois cas ont été distingueés :

(1) Sous-groupe 1 : Patients ayant bénéficié de plusieurs techniques différentes
sur une méme matrice. Dans ce sous-groupe, nous analysons la concordance
inter-test au sein d'une méme matrice (ex : ELISA sérum vs CBA sérum),
définie comme la capacité de différentes techniques a obtenir le méme résultat
(positif ou négatif) lorsqu'elles sont appliguées a une méme matrice (sérum ou
LCS).

(i) Sous-groupe 2: Patients ayant eu un dosage de GADA avec la méme
technique sur 2 matrices différentes (LCS vs sérum). Dans ce deuxiéme sous-
groupe, nous analysons la concordance inter-matrice pour une méme

technique, par exemple ELISA sérum vs ELISA LCS.

Pour ces analyses de sous-groupes 1 et 2, nous avons exclu les patients « doublons
discordants ». Si un patient a bénéficié de plusieurs fois la méme technique au sein
de la méme matrice, c’est-a-dire un « doublon », nous n’avons pris en compte que les
patients pour lesquels les résultats des doublons étaient concordants. Par exemple,
dans le cas ou nous analysions les résultats ELISA sérum vs CBA sérum, si un patient
avait bénéficié de deux ELISA sérum discordants (I'un positif et I'autre négatif), ce

dernier était exclu de I'analyse. Ainsi, notre approche s’est basée sur un récapitulatif
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par patient et par technique, indépendamment de la marque du kit utilisé et du nombre

total de dosages effectués avec une méme technique.

(i)  Sous-groupe 3 : Patients ayant bénéficié de plusieurs dosages au diagnostic
avec la méme technique sur une méme matrice, c’est-a-dire les « doublons »
(ex : ELISA sérum 1 vs ELISA sérum 2). Dans ce troisieme sous-groupe, nous
analysons la reproductibilité d’'une méme technique au sein d'une méme

matrice.

Pour ces trois analyses de sous-groupes, les résultats sont présentés comme suit :

- Discordants : un résultat est positif et I'autre négatif.
- Concordants positifs : les deux résultats sont positifs.

- Concordants négatifs : les deux résultats sont négatifs.

Afin d’estimer les valeurs de performance de chaque technique, comme pour les
analyses de sous-groupe, nous avons exclu les patients « doublons discordants », car
il était impossible de savoir si ce patient avait, finalement, un résultat positif ou négatif

pour le test.

5. Cadre réglementaire

5.1 Etude nationale

Cette étude a été déclarée a la CNIL sous la référence DEC24-035. La DRCI de Lille
a ensuite contacté [lintégralité des centres préalablement identifiés pour

I'établissement d’'un contrat de partage de données de santé.

5.2 Etude lilloise

Cette étude a été déclarée a la CNIL, sous la référence DEC24-034.
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Résultats

1 Flowchart

A partir des trois bases de données du CRMR, du CHU de Toulouse et du CHU de

Lille, 362 patients étaient incluables et répartis ainsi :

- Liste CRMR : 313 patients
- Liste CHU de Toulouse : 26 patients

- Liste CHU de Lille : 23 patients

Apres discussion avec le Dr Tifanie Alberto et le Pr Hélene Zéphir, 25 patients ont été
exclus car ils ne répondaient pas aux criteres cliniques de SNAGAD. Douze autres
patients ont été exclus pour des données cliniques (n=9) et des résultats d’analyses
biologiques (n=3) manquants. Enfin, 21 patients supplémentaires ont été exclus car

les conditions de dosage au diagnostic ne pouvaient étre vérifiées.

Apres exclusion des doublons (n = 11), 293 patients ont été inclus dans la cohorte

nationale [Figure 12]. Nous n’avons recueilli aucune opposition documentée.
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Liste CRMR

313 patients Liste Toulouse Liste Lille
26 patients 23 patients

Clinique non typique
SNAGAD : 18 patients

Données mangquantes :

- Clinigue : 9 patients Clinique non typique

- Biologiques: 3 SNAGAD : 7 patients
patients
- Conditions du dosage
non vérifiées : 21
patients il + v
p . ~ .
262 19 23 !
1
patients patients |\ patients
\\‘\. e /l
293*
patients

Figure 12 : Flow chart représentant les 3 bases de données permettant de définir

notre population d’étude nationale.

* Le nombre 293 n'est pas I'addition des différents résultats ci-dessus mais le regroupement des 3 bases de
données comprenant parfois le méme individu sur 2 bases de données. Ce nombre prend donc en compte
I’exclusion des doublons (n = 11).

CRMR = Centre de Référence des Maladies Rares

2 Description des populations SNAGAD nationale et

Lilloise

Notre cohorte nationale est composée de 293 patients. Le sex-ratio (F/H) est de 3,4
femmes pour un homme. La moyenne d’age est de 51,2 ans (+/- 16,6 ans) dans la

cohorte nationale [Table 1].
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L’EL est le syndrome clinique le plus fréquent avec 117 patients (39,9%), suivent la
cérébellite avec 109 patients (37,2%), le SPR pour 91 patients (31,1%) et I'épilepsie
auto-immune pour 35 patients (11,9%). Les syndromes de chevauchement concernent
55 patients (18,7%). Parmi ces derniers, la majorité des patients avec un syndrome de
chevauchement (63,6%) présentent un SPR dit « plus ». L’association « SPR +
cérébellite » est la plus courante suivie de « cérébellite + épilepsie » avec 23 patients
(41,8% des patients avec un syndrome de chevauchement), suivie de I'association

« cérébellite + épilepsie » pour 11 patients (20% des syndromes de chevauchement)

[Figure 13].
Syndrome de la personne raide l Encéphalite limbigue
N =91 (31,1%) N =117 (39,9%)
56
l Cérébellite (19,2%) l Epilepsie
N = 109 (37,2%) N =35 (11,9%)

Figure 13 : Description des tableaux cliniques avec représentation des
syndromes de chevauchement, au sein de la cohorte nationale de 293 patients

N : effectif
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La présence d'un cancer est rapportée chez 34 patients avec 36 cancers (11.6%). Les
types de cancers varient, avec une fréquence plus élevée de cancer du sein et de
cancer pulmonaire [Table1]. L'age médian des patients atteints de SNAGAD
paranéoplasique est de 51 ans [39 ; 63], avec un sex-ratio de 3,1 femmes pour un
homme. Chez ces 34 patients, les phénotypes cliniques les plus fréquents sont la
cérébellite et le syndrome de chevauchement, chacun représentant 9 cas (26,5%),
suivi par le SPR avec 8 cas (23,5%), 'EL avec 5 cas (14,7%), I'épilepsie auto-immune
avec 2 cas (5,9%) et le PERM syndrome avec 1 cas (2,9%). Les informations
concernant la présence de pathologies auto-immunes ne sont connues que pour la

population lilloise.
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Table 1: Tableau descriptif de la cohorte nationale et Lilloise

Variable Descriptif
— UG Vil Cohorte nationale Cohorte Lilloise
N= 293 N =23
Femme 226 (77,1) 18 (78,2)
Sexe N(%)
Homme 67 (22.9) 5(21,7)
Age "’t'%g’;”ne:ngggg Age 51.2+16.6 48,5 +17,7
Syndrome clinique N(%) Encéphalite limbique 117 (39.9) 2(8,7)
Cérébellite 109 (37.2) 15 (65,2)
Syndrome de la personne raide 91 (31.1) 8(34,8)
Epilepsie auto-immune 35 (11.9) 10 (43,5)
PERM syndrome 2(0,6) 0 (0)
Syndrome de chevauchement 55 (18.7) 10 (43.5)
Cancer N(%) Nombre de patients 34 (11,6) * 7 (30,4)
Cancer du sein 12 (35,3) 2 (28,6)
Cancer pulmonaire 4 (11.8) 2 (28,6)
Carcinome papillaire thyroidien 2 (5;9) -
Thymome 2 (5;9) 1(14,3)
Néoplasie ORL 2 (5;9) 1(14,3)
Cancer du col utérin 1(2,9) 0 (0)
Cancer de l'ovaire 1(2,9) 0 (0)
Tératome de I'ovaire 0 (0) 1(14,3)
Adénocarcinome gastrique 1(2,9) 0 (0)
Adénocarcinome pancréatique 1(2,9) 0(0)
Cancer du caecum 1(2,9) 0 (0)
Lymphome du manteau recto- 1(2,9) 0(0)
sigmoidien
Leucémie 1(2,9) 0 (0)
Lymphome non hodgkinien 129 0(0)
Lymphome de Hodgkin 1(2,9) 0 (0)
Lymphome de Merkel 1(2,9) 0(0)
Myélome multiple indolent 1(2,9) 0 (0)
Mélanome 1(2,9) 0 (0)
Cancer du rein 1(2,9) 0(0)
Pathologie auto- N(%) Nombre de patients - 12 (52.2)**
immune
Thyroidite - 8 (66,7)
Diabete de type 1 - 4 (33,3)
Vitiligo - 1(8,3)
Polyarthrite rhumatoide - 1(8,3)
Purpura rhumatoide - 1(8,3)
PEAI - 1(8,3)
N : effectif en nombre de patient ; LCS: liquide cérébro-spinal; PEAI: Polyendocrinopathie

autoimmune ;
*34 patients qui présentent 36 cancers (2 patients avec 2 néoplasies).
**]2 patients atteints de 16 pathologies auto-immunes car 3 patients présentent I'association d’au moins
2 pathologies auto-immunes.
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Dans la population Lilloise, composée de 23 patients, le sex-ratio est de 3,6 femmes
pour un homme et 'dge moyen est de 48,5 ans (+/- 17,7 ans). Comparativement a la
population nationale, on observe une prédominance de cérébellite pour 15 patients
(65,2%), suivi de I'épilepsie auto-immune pour 10 patients (43,5%), du SPR pour 8
patients (34,8%). Le tableau d’EL est largement minoritaire au sein de notre cohorte
avec seulement 2 patients (8,7%). Les syndromes de chevauchement concernent

43,5%) parmi lesquels 50% présentent un SPR « plus » [Figure 14].

Encéphalite limbigque
N =2 (8,7%)

Syndrome de la personne raide
N =8 (34,8%)

Epilepsie
N = 10 (43,5%)

Cérébellite
N = 15 (65,2%)

Figure 14 : Description des tableaux cliniqgues avec représentation des

syndromes de chevauchement, au sein de la cohorte lilloise de 23 patients.

N : effectif
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Comparativement a la population nationale, nous retrouvons 3 fois plus de cancer
dans notre population Lilloise (30,4%). Néanmoins, les types de cancers retrouves
restent identiques avec en priorité des cancers du sein et des cancers pulmonaires

[Tablel].

Douze patients (52,2 %) présentent au moins une autre pathologie auto-immune extra-
neurologique. Pres de deux tiers de ces patients ont une thyroidite associée (66,7%)
et 33,3% un DTL1. Les autres pathologies auto-immunes sont plus rares et souvent en
association. Trois patients présentent au moins 2 pathologies auto-immunes
associées au SNAGAD : I'un avec une thyroidite et une polyarthrite rhumatoide, un
2¢me patient présente un DT1 et une thyroidite, et un 3¢™¢ patient un DT1, un vitiligo et

une polyendocrinopathie auto-immune.

3 Description des résultats des dosages d’anticorps anti-
GAD au diagnostic dans la population nationale de

SNAGAD

3.1 Résultats des techniques de dosage des anticorps

anti-GAD (objectif primaire)

La majorité des patients ont eu un dosage de GADA réalisé dans le sérum (242
patients soit 82,6% dans la cohorte nationale et 100% dans la cohorte lilloise). La
recherche de GADA s’effectue sur un couple LCS/sérum pour 61,4% des patients de
la cohorte nationale et 69,6% des patients Lillois. Cinquante et un patients de la
cohorte nationale (17,4%) ont eu une recherche de GADA uniquement sur le LCS ; et

62 patients (21,2%) uniguement dans le sérum. Dans la population Lilloise, 7 patients
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(30,4%) ont bénéficié d’une recherche de GADA sur le sérum seul et aucun

uniquement sur le LCS [Table 2].

Dans le sérum, la majorité des patients ont bénéficié de dosages par DOT (57,0%) et
IFI1 (53,2%). Dans le LCS, I'lFI a été la méthode la plus utilisée (68,9%), suivie du CBA
(34,1%) et du DOT (32,8%). L'utilisation du RIA est particulierement notable dans la
cohorte Lilloise, notamment dans le sérum, ou il est prédominant avec 73,9% des
patients qui ont bénéficié d’un dosage en RIA, tandis gu'il est peu courant au niveau
national, ne concernant que 7,2% des patients. D’ailleurs, ces patients correspondent
principalement a nos patients Lillois au sein de notre cohorte nationale (17/21 = 80,9
%). Les techniques de CBA et d'ELISA sont davantage utilisées dans la cohorte
nationale. Le DOT et I'lFI sont utilisés de maniere similaire dans les cohortes nationale
et Lilloise. Néanmoins, le DOT est plus fregquemment employé dans le LCS a Lille

gu’au sein de notre cohorte nationale [Table 2].

Cette répartition des techniques souligne des différences entre les pratiques locales et
nationales, avec un recours au RIA particulierement marqué a Lille, mais une

proportion relativement similaire de DOT et d’IFI entre les 2 cohortes.
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Table 2 :

diagnostic dans la cohorte nationale et Lilloise

Description des techniques de dosage réalisées par patient au

Variable Descriptif
Nom Unité Modalités Cohorte nationale Cohorte Lilloise
N =293 N =23
Matrice N(%) LCS 231 (78,8) 16 (69,5)
Sérum 242 (82,6) 23 (100,0)
Couple LCS + sérum 180 (61,4) 16 (69,6)
LCS seul 51 (17,4) 0 (0,0)
Sérum seul 62 (21,2) 7 (30,4)
Techniq’ue dans le N(%) CBA 70 (23,9) 2(8,7)
sérum
CLIA 5(1,7) 0(0)
DOT 167 (57,0) 12 (52,2)
ELISA 121 (41,3) 2(8,7)
IFI 156 (53,2) 13 (56,5)
RIA 21 (7,2) 17 (73,9)
Technique dans le N(%) CBA 100 (34,1) 3(13,0)
LCS
CLIA 0(0,0)
DOT 96 (32,8) 11 (47,8)
ELISA 120 (41,0) 1(4,3)
IFI 201 (68,9) 11 (47,8)
RIA 8(2,7) 8(34,8)

N : effectif en nombre de patients ; LCS : liquide cérébro-spinal

Un patient a pu bénéficier de plusieurs techniques de dosage ou de plusieurs fois la

méme technique dans la méme matrice. Cela explique le total de 589 tests réalisés

sur le sérum et 558 sur le LCS.

Ainsi, si on se référe au nombre total de tests réalisés, les 2 techniques majoritairement

utilisées dans le sérum sont I'lFl avec 184 tests (31,2%), le DOT avec 183 tests

(31,1%), ensuite 'ELISA avec 126 tests (21,4%), le CBA avec 70 tests (11,9%) et le

RIA avec 21 dosages (3,6%) [Figure 15A]. Dans le LCS, I'lFI est la technique la plus

utilisée avec 225 tests (40,3%), suivi de 'ELISA avec 123 tests (22,1%), le DOT avec

102 tests (18,3%) et enfin le CBA avec 100 tests (17,9%). L'utilisation du RIA est plus

rare dans le LCS puisqu’il n’est réalisé que dans 1,4% des cas [Figure 15B]. Le CLIA




représente 0,8% des dosages sériques et, il N’y aucun dosage dans le LCS dans notre

cohorte.

RESULTATS DES DOSAGES REALISES DANS LE SERUM
200

négatif M positif
180
160
140
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100

[e)
o

NOMBRE DE TESTS REALISES
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40

20
14 13 -
0 s 5

CBA CLIA DOT ELISA IFI RIA

Figure 15A: Histogramme des dosages réalisés dans le sérum au sein de la

cohorte nationale de 293 patients. Total de tests réalisés N = 589
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240 RESULTATS DES DOSAGES REALISES DANS LE LCS
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Figure 15B: Histogramme des dosages réalisés dans le LCS au sein de la

cohorte nationale. Total de tests réalisés N = 558

Tous les CLIA réalisés dans le sérum sont positifs. Au sein des CBA, 68 dosages
(97,1%) sont positifs dans le sérum et 99 dosages (99%) sont positifs dans le LCS.
L’ELISA est positif pour 121 tests (96%) dans le sérum et pour 122 tests (99,2%) dans
le LCS. L’IFI est positive pour 171 tests (93.0 %) dans le sérum et 216 tests (96.0%)
dans le LCS. Les DOT sont positifs dans 169 cas (92,3%) dans le sérum et dans 93
cas (91,2%) dans le LCS. Enfin, le RIA est positif pour 18 dosages (85,7%) dans le

sérum et 7 dosages (87,5%) dans le LCS [Figures 15A et 15B].

Concernant les dosages quantitatifs, les marques retrouvées pour les tests ELISA
dans notre cohorte sont les suivants: Medipan®, Aeskulisa®, RSR Limited®,
Euroimmun®, Medizym®, Biomerica®.
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Dans le sérum, nous disposons de 121 tests ELISA positifs dont 10 pour lesquels le

titre est inconnu. Parmi ces 111 tests, 91% (101 dosages) atteignent le seuil maximal

de détection et 9% (10 dosages) sont dans les bornes de détection. Le détail des

résultats par kit est le suivant :

Kit Medipan® : Sur 74 résultats, seul un résultat quantifiable est a 27.8 Ul/mL,
tandis que les autres sont au seuil maximal de titration 250 Ul/mL,

Kit Aeskulisa ® : 4 résultats tous au seuil max de de 500Ul/mL.

Kit RSR Limited® : sur 17 résultats, un titre quantifiable a 1291 UI/mL, tous les
autres au seuil max de a 2000 Ui/mL,

Kit Euroimmun® : Sur 8 résultats, un retrouve un titre a 1310 Ul/mL, tous les
autres au seuil max de 2000 UI/mL,

Kit Biomerica® : Sur 2 résultats, les concentrations sont respectivement de
1215 et 1239 Ul/mL, avec un seuil maximal de détection de 2000 Ul/mL.

Kit Medizym® : Sur 6 résultats, 5 présentent une concentration médiane de 164
000 Ul/mL [157 900 ; 683 000]. Les valeurs s'étendent de 110 000 Ul/mL a un
maximum de 1 400 000 Ul/mL. Le seuil maximal de détection de ce kit est de
200 000 UI/mL, ce qui a donc nécessité des dilutions itératives pour obtenir des
titres précis au-dela de ce seuil. Cependant, les détails des dilutions effectuées

ne sont pas disponibles.

Dans le LCS, nous disposons de 122 tests ELISA positifs dont 8 pour lesquels le titre

est inconnu. Sur 114 résultats quantitatif en ELISA, 102 (89,5%) atteignent le seuil

maximal de détection et 12 (10,5%) sont dans les bornes de détection. Les seuils de

détection sont identiques a ceux définis dans le sérum. Les détails des résultats sont

les suivants :
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- Kit Medipan® : Sur 98 résultats, 2 présentent un titre de 11,8 et 135,1 Ul/mL, et
les autres sont au seuil maximum (seuil maximal de 250 Ul/mL),

- Kit RSR Limited® : Sur 8 résultats, 5 présentent un titre dans la borne de
détection, avec une médiane de 1433,3 Ul/mL [23.2 ; 2466]. Les autres sont au
seuil maximal de a 2000 Ul/mL.

- Kit Euroimmun® : Sur 3 résultats, un retrouve un titre a 1384 UI/MI et les 2
autres sont au seuil maximal de 2000 Ul/mL.

- Kit Medizym® : Sur 5 résultats, 4 sont dans les bornes de détection, avec une
médiane de 11 750 Ul/mL [4 975 ; 21 370], le dernier est au seuil maximal de

500Ul/ml.

Les marques retrouvées pour les tests RIA sont Medipan® et CisBiolnternational®.
Parmi les 18 dosages sériques de RIA revenus positifs, nous n’avons des valeurs
guantitatives que pour 14 d’entre eux, dont 10 (71,4%) qui sont dans les bornes de
détection et 4 (28,6%) qui atteignent le seuil de maximal de détection. Les détails par

kit sont les suivants :

- Kit Medipan® : Sur 4 résultats, 3 sont dans les bornes de détection avec une
médiane a 107 Ul/mL [106 ; 134], pour un seuil maximal de 250 Ul/mL,
- Kit CisBiolnternational® : 7 résultats avec une médiane de 95,3 Ul/mL [31,5;

134,2], pour un seuil maximal de 300Ul/mL.

Les résultats dans le LCS sont relativement similaires avec un seul résultat supérieur
au seuil maximal de détection et 6 (85.7%) dans la borne de détection du kit

CisBiolnternational®, avec une médiane de 100,4 Ul/mL [22,8 ; 145,3].
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3.2 Reépartition des techniques de dosage des anticorps

anti-GAD au cours du temps

Ces résultats sont représentés dans les figures 15 et 16. Cette analyse porte sur 291
patients, entre octobre 1998 et novembre 2023, 2 patients ont été exclus car
diagnostiqués en 2024 dans les centres de Lille et Toulouse. Le nombre de tests

réalisés sur cette période est de 584 tests dans le sérum et 554 dans le LCS.

On observe une augmentation du nombre de dosages mais aussi de la diversité des
tests réalisés que ce soit dans le sérum ou dans le LCS [Figure 16A et 17A]. La
majorité des dosages a été réalisée entre 2019 et 2023 avec 377 tests (64.6%) dans
le sérum et 359 tests (64.8%) dans le LCS. Seul 10% des dosages dans le sérum ont
éteé réalisés entre 1998 et 2013 avec 9 dosages (1.5%) entre 1998 et 2003, 10 dosages
(1,7%) entre 2004 et 2008, et 40 dosages (6.8%) entre 2008 et 2013. Respectivement
dans le sérum et le LCS, les dosages réalisés entre 1998 et 2013 représentent 10%
(n=59) et 6.0% des dosages (n=33). Puis entre 2014 et 2018, on voit une augmentation
avec 148 dosages (25,3%) réalisés dans le sérum et 162 dosages (29,2%) dans le

LCS.
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Figure 16A: Histogramme du nombre des tests dans le sérum entre 1998 et 2023.
Total de tests réalisés N = 584

Nombre de tests réalisées par période :

: 1998-2003 : 0 dosage (0%), 2004- 2008 : 0 dosage (0%), 2009-2013 : 0 dosage (0,0%),
2014-2018 : 0 dosage (0%), 2019-2023 : 69 dosages (11,8%)

CLIA : 1998-2003 : 0 dosage (0%), 2004- 2008 : 0 dosage (0%), 2009-2013 : 0 dosage (0,0%),
2014-2018 : 0 dosage (0%), 2019-2023 : 5 dosages (0,9%)

: 1998-2003 : 1 dosage (0,2%), 2004- 2008 : 2 dosages (0,3%), 2009-2013 : 9 dosages
(1,5%), 2014-2018 : 50 dosages (8,6%), 2019-2023 : 120 dosages (20,5%)

: 1998-2003 : 0 dosage (0%), 2004- 2008 : 2 dosages (0,3%), 2009-2013 : 6 dosages
(1,0%), 2014-2018 : 36 dosages (6,2%), 2019-2023 : 81 dosages (13,9%)

: 1998-2003 : 7 dosages (1,2%), 2004- 2008 : 4 dosages (0,7%), 2009-2013 : 21 dosages
(3,6 %), 2014-2018 : 53 dosages (9,1%), 2019-2023 : 98 dosages (16,8%)

: 1998-2003 : 1 dosage (0,2%), 2004- 2008 : 2 dosages (0,3%), 2009-2013 : 4 dosages
(0,7 %), 2014-2018 : 9 dosages (1,5%), 2019-2023 : 4 dosages (0,7%)
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Figure 16B : Histogramme de répartition des techniques de dosage réalisées

dans le sérum entre 1998 et 2023, sous forme de pourcentage sur le total de tests

sur la période.

Total de tests réalisés N = 584
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Evolution des tests réalisés dans le LCS
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Figure 17A : Histogramme de répartition des tests dans le LCS entre 1998 et
2023.

Total de tests réalisés N = 554

Nombre de tests réalisées par période :

: 1998-2003 : 1 dosage (0,2%), 2004- 2008 : 0 dosage (0%), 2009-2013 : 0 dosage
(0,0%), 2014-2018 : 2 dosages (0,4%), 2019-2023 : 96 dosages (17,3%)

CLIA : aucun dosage dans le LCS.

: 1998-2003 : 1 dosage (0,2%), 2004- 2008 : 1 dosage (0,2%), 2009-2013 : 5 dosages
(0,9%), 2014-2018 : 33 dosages (6,0%), 2019-2023 : 61 dosages (11,0%)

: 1998-2003 : 1 dosage (0,2%), 2004- 2008 : 0 dosage (0%), 2009-2013 : 5 dosages
(0,9%), 2014-2018 : 45 dosages (8,1%), 2019-2023 : 71 dosages (12,8%)

: 1998-2003 : 3 dosages (0,5%), 2004- 2008 : 2 dosages (0,4%), 2009-2013 : 13 dosages
(2,3 %), 2014-2018 : 76 dosages (13,7%), 2019-2023 : 130 dosages (23,5%)

: 1998-2003 : 0 dosage (0%), 2004- 2008 : 1 dosage (0,2%), 2009-2013 : 0 dosage (0 %),
2014-2018 : 6 dosages (1,0%), 2019-2023 : 1 dosage (0,2%)
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Répartition des tests réalisés dans le LCS
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Figure 17B : Histogramme de répartition des techniques de dosage réalisées
dans le LCS entre 1998 et 2023, sous forme de pourcentage sur le total de tests
sur la période.

Total de tests réalisés N = 554
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En examinant la répartition des techniques par période, on observe I'apparition du CBA
sur la période de 2019 a 2023 qui représentent 11,8% des dosages sériques (n=69)
et 17,3% des dosages dans le LCS (n=96). L’ELISA est utilisé aprés 2003 dans une
proportion relativement stable dans le temps, autour de 20% tant dans le sérum que

dans le LCS [Figure 16B et 17B].

Dans le sérum, I'lFI était la principale technique utilisée entre 1998 et 2003 puis
diminue en proportion progressivement au cours du temps. Toujours a partir de 2004,
la répartition entre le DOT et 'ELISA s’établit de maniéere globalement stable, avec des
proportions variant entre 20% et 33,8% pour le DOT et 15% et 24,3% pour 'ELISA

[Figure 16B].

Dans le LCS, l'lFI reste la plus fréiquemment réalisée, représentant la moitié des
dosages entre 1998 et 2014 avec une décroissance relative apres 2014, paralléle a
'augmentation des CBA a partir de cette période. La proportion de DOT, quant a elle,

reste relativement stable autour de 20 % [Figure 17B].

3.3 Analyses de concordance et reproductibilité des
techniques de dosage des anticorps anti-GAD

réalisées au diagnostic : analyses de sous-groupe

Sous-groupe 1 : Concordance inter-test, de techniques différentes au sein d’'une

méme matrice.

Dans le sérum, les résultats sont représentés dans la figure 18A. Les différentes

techniques de dosage, a savoir le CBA, le DOT, I'ELISA, et I'IFI montrent une forte
concordance dans les résultats pour les échantillons testés. L'ensemble des

techniques utilisées dans le sérum ont une concordance inter-test de plus de 90%.



Le CBA montre un fort taux de concordance positive avec les autres tests, notamment
avec le DOT a 96,5%, I'ELISA & 97,7%, et I'lFI a 96,2%. Il n’y aucun cas de
concordance négative observée. Les discordances concernent de tres faible
proportion de patients avec 3,5% des cas avec le DOT, 2,3% des cas avec 'ELISA et

3,8% avec I'lFI.

Les méthodes DOT et ELISA affichent également une concordance positive
importante avec I'IFI, respectivement de 91,5% et 90%, bien que quelques cas de

discordances existent, particulierement entre 'ELISA et I'lFI (8,6% de discordance).

Le RIA n'a été utilisé que sur un faible nombre de patients, ce qui limite l'interprétation
des résultats comparatifs avec les autres techniques. Les concordances positives
observés dans les échantillons disponibles restent relativement élevées bien qu’elles
soient limitées par le nombre d’échantillons (seulement 2 cas de RIA associés a une

ELISA dans le sérum).

Concernant les cas de concordances négatives, ils restent minoritaires et représentent
1,7% des cas de dosage en IFl et en DOT ; 1,4% des cas de dosage en ELISA et en

IFI ; et 16,6% des cas de dosage RIA et IFI.

Dans le LCS, les résultats sont décrits dans la figure 18B. L’ensemble des techniques

utilisées ont une concordance inter-test supérieure a 90%, sauf le CBA et le DOT. Les
résultats obtenus dans le LCS sont globalement similaires a ceux du sérum, toujours

avec un nombre limité de dosages réalisés en RIA.
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RIA

CBA DOT ELISA IFI
SERLIM Positif | Négatif Positif Négatif | Positif | Négatif | Positif | Négatif | Positif | Négatif
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
Total N=1
Positif 0
3| Neo ©)
Négatif 1 0
N(%) (100) (0)
Total N =57 N =16
.| Positif 55 2 12
Sl N (96,5) (3,5) (75,0)
Négatif 0 0 4 0
N(%) (0) (0) (25,0) (0)
Total N = 44 N =90 N=5
«| Positif 43 1 83 3 5
21 N (97,7) 2,3) (92.2) (3.3) (100)
[ Negatif 0 0 4 0 0 0
N(%) (0) (0) (4.5) (0) (0) (0)
Total N =52 N =117 N =70 N =28
Positif 50 1 107 4 63 2 26
I N (96.2) (1.9) (91.5) 3.4) (90.0) 2.9) (92,9)
Négatif 1 0 4 2 4 1 2 0
N(%) (1.9) (0) (3.4) (1.7) (5.7) (1.4) (7.2) (0)
Total N=1 N =7 N= 2 N=6 N=0
| Positi 0 1 6 0 2 0 5 0 0
x| N (0) (100) (85,7) (0) (100) (0) (83,4) (0) (0)
Négatif 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
N(%) (0) (0) 0) (14,3) (0) (0) (0) (16,6) (0) (0)

Figure 18A : Description des résultats du dosage des GADA entre différentes

techniques dans le sérum N = effectif

L’IFI dans le LCS montre des concordances positives les plus élevées avec les autres

techniques, notamment avec le CBA et 'ELISA (100%), le DOT (93 ,6%) et enfin le

RIA (66,7%). L’'ELISA et le DOT présentent également des concordances positives

supérieures a 90%. Pour le CBA, seul l'association avec le DOT retrouve une

concordance positive inférieure a 90% (87,2%).

Les cas de discordances sont rares sauf entre le CBA et le DOT ou les résultats sont

discordants dans 12,8% des cas.
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Enfin, sur 'ensemble des dosages présentés dans le LCS, un seul cas de concordance

négative a été observé entre I'lFl et le DOT.

CBA DOT ELISA IFI RIA
See Positif Négatif Positif | Négatif | Positif | Négatif | Positif | Négatif | Positif | Négatif
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
Total N=0
Positif 0
3| N ©)
Négatif 0 0
N(%) (0) (0)
Total N=39 N=6
= Positif 34 1 5
Sl N®) (87,2) (2,6) (83,3)
Négatif 4 0 1 0
N(%) (10.2) (0) (16,7) (0)
Total N =55 N =52 N=3
«| Positif 54 1 49 3 2
21 N©) (98,2) (1,8) (94.2) (5.8) (66,7)
- Négatif 0 0 0 0 1 0
N(%) (0) (0) (0) (0) (33,3) (0)
Total N =89 N=78 N =102 N =24
Positif 89 0 73 4 102 0 17
L N(©%) (100.0) (0) (93.6) (5.1) (100.0) (0) (70,8)
Négatif 0 0 0 1 0 0 7 0
N(%) (0) (0) (0) (1.3) (0) (0) (29,2) (0)
___ N=0 N=3 N=0 N=3 N=0
«| Positif 0 0 2 0 0 0 2 0 0
@ N®%) (0) (0) (66,7) (0) (0) (0) (66,7) (0) (0)
Négatif 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
N(%) (0) (0) (33,3) (0) (0) (0) (33,3) (0) (0) (0)

Figure 18B : Description des résultats du dosage des GADA entre différentes
techniques dans le LCS.

N = effectif
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Sous-groupe 2 : Concordance inter-matrice d’'une méme technique.

Les résultats sont présentés dans la figure 19.

CBA DOT ELISA IFI RIA
SERUM Positif Négatif Positif Négatif Positif Négatif Positif Négatif Positif Négatif
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
LCS
NEmoEes N =54 N=76 N =66 N =87 N=7
patients
Positif 50 1 66 3 64 2 82 3 5 2
N(%) (92,5) (1,9 (86,8) (4.0) (97,0) (3.0) (94,3) (3.5) (71,4) (28.6)
Négatif 2 1 3 4 0 0 1 1 0 0
N(%) 3.7 (1,9 (4,0 (5.2) (0,0 (0,0 (1.1) (1,2 (0,0) (0,0

Figure 19 : Description des résultats du dosage des GADA par une méme
technique entre différentes matrices (sérum vs LCS)

*Les patients ayant eu deux tests par la méme technique (« doublons ») avec des résultats
discordants sont exclus de cette analyse

En gras : les patients positifs LCS mais négatifs sérum, n=11

Cinquante-quatre patients ont bénéficié d’'un CBA dans le sérum et le LCS, avec des
résultats concordants positifs pour 50 patients (92.5%). Une proportion minime de
discordance existe entre le sérum et le LCS (5.6%), dont 2 avec des résultats positifs

dans le sérum mais négatifs dans le LCS.

Pour les DOT (n = 76), 86.8% des résultats étaient concordants positifs et 5.2% d’entre
eux avaient des résultats concordants négatifs. Les résultats étaient discordants pour
8%. Pour les patients ayant un DOT positifs dans le sérum (n = 69), 95,7% avaient

aussi un résultat positif dans le LCS.

Pour les ELISA (n = 66), tous les patients avec un ELISA positifs dans le sérum I'étaient
dans le LCS (n = 64), mais 2 patients avaient un résultat positif dans le LCS alors qu’il
était négatif dans le sérum. On observe donc des résultats positifs concordants dans

97% des cas et seulement 3% de discordance.
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Pour les IFI (n = 87), les résultats montrent une concordance inter-matrice de 95,4%.
Lorsqu’un patient a une IFI positive dans le sérum (n = 83), 98,8% d’entre eux 'ont
aussi positive dans le LCS. Seulement 4,6% des patients ont des résultats discordants

en IFI entre les deux matrices.

Etant donné le faible effectif (n = 7), 'analyse de la concordance inter-matrice en RIA

présente une valeur limitée.

Au total, ELISA semble présenter la meilleure concordance inter-matrice. Lorsqu’un
patient a bénéficié d’'un ELISA dans le sérum et dans le LCS, les résultats sont
concordants dans 97% des cas. L’IFI, le CBA et le DOT ont des taux de concordance
respectivement de 95,4%, 94,4% et 92%. Le phénotype clinique des patients ayant
une discordance avec un test positif uniquement dans le LCS (n=11)

est principalement une EL pour 5 d’entre eux.

Sous-groupe 3 : Reproductibilité d’une méme technique sur une méme matrice.

Les résultats des « doublons » sont représentés en couleur dans les figures 18A et

18B.

Dans le sérum, 16 patients ont été testés en DOT (en jaune) a 2 reprises au diagnostic.
Parmi eux, 12 patients ont eu des résultats positifs concordants, tandis que 4 ont des
résultats discordants. Vingt-six patients soit 92,9% des patients ayant bénéficié de
deux IFI dans le sérum (en bleu) obtiennent un méme résultat. Seulement 2 patients
ont des résultats discordants. Seul, respectivement, 1 et 5 patients ont bénéficié de
deux CBA et ELISA dans le sérum durant la phase de diagnostic. Du fait d’'un tres

faible effectif, nous avons décidé de ne pas analyser leur résultat.
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Dans le LCS, aucun patient n’a bénéficié de plusieurs CBA ou RIA. Seul 6 patients ont
bénéficié d’au moins deux dosages DOT et 3 patients pour 'ELISA. On retrouve 24
patients ayant bénéficié de 2 IFI, en grande majorité, une dans le centre préleveur et
une au CRMR de Lyon, dont 17 gardent un résultat positif, soit une reproductibilité de
70,8%. Les 7 patients restant présentent pour 6 d’entre eux un résultat positif au
CRMR et négatif dans le centre initial et un seul patient un résultat négatif au CRMR

versus positif dans le centre initial.

Au total, nous ne disposons pas de suffisamment de données répétées sur une méme
matrice pour conclure sur la reproductibilité d'une méme technique sur une méme

matrice.

3.4 Estimation des valeurs de performance des

techniques de dosage des anticorps anti-GAD

Afin d’estimer les valeurs de performance, nous avons analysé une population de
patients témoins composés de 49 patients de la région Lilloise, d’age moyen 40,5 ans
(+/-13,1) et un sex ratio de 2,5 femmes pour 1 homme. Quarante-quatre sujets ont
bénéficié d’'un prélevement de sérum et de LCS au diagnostic d’'une autre maladie
inflammatoire : la sclérose en plague (SEP). Les 5 autres présentaient une autre
maladie non inflammatoire : myasthénie auto-immune, myélopathie cervico-
arthrosique associée a une carence en B12, état de mal migraineux, et 2 cas de
situation non inflammatoire (un patient avec un symptomatologie urinaire d’étiologie

périphérique et un patient avec trouble visuel d’étiologie indéterminé).

Aucun de ces 49 patients témoins ne retrouvent de marquage de GADA en IFI dans

le sérum comme dans le LCS. Tous les DOT LCS réalisés dans cette population sont
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négatifs. Cing patients témoins ont des résultats positifs dans au moins une des 4

techniques utilisées, dans le sérum et/ou le LCS :

Témoin - SEP1 : positif en ELISA dans le sérum a un titre de 33,2 Ul/mL et en

RIA & 15,9 Ul/mL, et dans le LCS faiblement positif a 0,8 Ul/mL. Les résultats

en DOT et en IFI sont négatifs dans le sérum et le LCS,

Témoin - SEP2 : positif en RIA dans le sérum a 1 Ul/mL, mais négatif dans le

LCS. En raison d’une quantité de prélévement insuffisante, 'ELISA dans le

sérum n’a pas pu étre réalisé. Les tests DOT, IFl dans le sérum et LCS, et

ELISA dans le LCS sont négatifs,

Témoin — SEP3 : positif en ELISA dans le LCS a 23,3 Ul/mL sans autre résultat

positif associé,

Témoin — SEP4 : faiblement positif dans le sérum en DOT et en RIA a 1,7

Ul/mL,

Témoin - NI1 : faiblement positif en RIA dans le sérum a 0,8Ul/mL.

Aucun de ces 5 témoins ne présentaient de DT1 associé.

L’ensemble des résultats de sensibilité et de spécificité sont représentés dans la

Figure 20.
DOT ELISA IFI RIA
. Sensibilité | Spécificité | Sensibilité | Speécificité | Sensibilit¢ | Spécificité | Sensibilité | Spécificité
Matrice o o 0 0
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Sérum 94 98 96 98 93 100 86 92
LCS 93 100 100 98 99 100 88 98

Figure 20 : Description des valeurs de performance des techniques utilisées

pour la détection des GADA, établies a partir d’'une cohorte de 293 patients

SNAGAD nationale et d’une population de 49 témoins.
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En dehors du RIA, le DOT, I'ELISA et I'lFI ont des valeurs performance supérieures a
90% tant dans le LCS que le sérum. L'IFI est la technique la plus performante dans le
LCS, avec des sensibilités et spécificités proches de 100%. La spécificité est meilleure

dans le LCS que dans le sérum pour toutes les méthodes.

4 Description du suivi clinico-biologique de la population

SNAGAD Lilloise

La base de données Lilloise s’étend d’octobre 2006 a juin 2024, et compte 23 patients.

La majorité des patients, soit 87% (n=20), ont été traités par IgG IV sur une durée
médiane de 4,5 mois [2,8 ; 63,5]. Parmi eux, 55% (n =11) ont également bénéficié de
corticoides. Le traitement par corticoides a été initié par bolus de 1g pour 54.5%
d’entre eux (n = 6), 18.2% (n = 2) par corticoides per o0s, et 27.3% (n = 3) ont recu des
bolus suivis de corticoides per os. En plus des corticoides, d'autres traitements
immunosuppresseurs ont été administrés seuls ou en association. Parmi les patients
traités par IgG IV, plus de la moitié (55%, n=11) ont recu un ou plusieurs traitements

immunosuppresseurs :

¢ Rituximab : 6 patients avec une moyenne de 3 cures (+/- 2.1). On retrouve
respectivement 2 patients atteints d’'une cérébellite ou d’'une épilepsie auto-
immune seule, 1 patient avec un syndrome de chevauchement « cérébellite-
épilepsie » et 1 patient atteint d’'un SPR,

e Cyclophosphamide : 4 patients avec une médiane de traitement de 8,5 mois [4 ;

12]. Il a principalement été proposé pour les patients atteints d’'une cérébellite,
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e Immunosuppresseurs per o0s: 5 patients, dont 3 patients traités par
Mycophénolate Mofétil (MMF), 1 patient par Azathioprine et 1 par Méthotrexate.

Aucune spécificité cliniqgue notable ne ressort pour ces patients.

On dénombre 20 patients suivis cliniquement sur une médiane de 60,5 mois [22 ; 80],

soit 5 ans avec les résultats suivants :

e Guérison : 2 patients (10%), I'un avait une EL et 'autre un SPR,

o Amélioration partielle : 10 patients (50%). Ce groupe inclut 20% (n = 2) de SPR,
20% (n = 2) de cérébellite, 20 % (n = 2) d’épilepsie auto-immune et 40 % (n =
4) de syndrome de chevauchement,

o Stabilisation : 6 patients (30%). lls présentaient tous un syndrome de
chevauchement associant une cérébellite et une épilepsie auto-immune pour
66.7% (n = 4) d’entre eux, ou une cérébellite et un SPR pour les 2 autres,

o Dégradation : 2 patients (10%) et tous avaient une cérébellite,

e Déces : Aucun.

Au cours du suivi, 13 patients ont bénéficié d’au moins un deuxiéme dosage de GADA
dont 13 dans le sérum et 7 dans le LCS. Le délai médian entre le premier et le dernier

dosage était de 39 mois [5 ; 74] dans le sérum et de 57 mois [41 ; 74] dans le LCS.

La majorité des patients (12/13 dans le sérum et 7/7 dans le LCS) avaient encore au
moins un dosage des GADA positif lors du suivi, quel que soit le test, la durée de suivi
ou le traitement. Un seul patient est passé d'un résultat dans le sérum faiblement positif

en RIA a 1,3 Ul/mL a négatif.

82



Si I'on considére chacune des techniques et des matrices lorsqu’elles sont réalisées

au diagnostic et au suivi, on observait que :

- En CBA, un seul patient a bénéficié d’'un dosage initial négatif, qui est resté
négatif lors du suivi & 6 mois,

- En DOT, 42.9% des patients (3/7 patients) contrbélés dans le sérum et 50% (1/2
patients) dans le LCS avaient un résultat qui devient négatif,

- En ELISA, 60 % des patients (3/5 patients) dans le sérum et 100% dans le LCS
(1/1 patient) restaient positifs avec un titre supérieur au seuil maximal de
détection (20 000 UI/mL aprés dilution au 1/10°™¢), Les concentrations sériques
et du LCS de GADA ont diminué pour deux patients :

= Patient 1 : Initialement supérieur a 20 000 UlI/mL dans le sérum au
diagnostic, puis a 2 245 Ul/mL lors du suivi effectué a 37 mois. Le titre
dans le LCS était a 45.7 U/ml, sans possibilit¢ de comparaison par
rapport au diagnostic car non réalisé. Ce patient, présentant une
épilepsie auto-immune, a recu 7 cures d’IglV, des corticoides en bolus
suivi d’'un relais per os ; 2 cures de Rituximab et 12 cures d’Endoxan.
Lors de la derniere évaluation clinique, il est constaté une amélioration
partielle de ses crises.

= Patient 2 : supérieur a 20 000 Ul/mL au diagnostic puis 14 777 Ul/mL
lors du suivi effectué a 6 mois. Ce patient, atteint d’EL, a été traité par
corticoides en bolus avec relai per os, échanges plasmatiques, et 2 cures
d’lgG IV. A la derniere évaluation clinique, le patient présentait une
amélioration clinique partielle.

- En IFl, 75% des patients gardaient un marquage anti-GAD typique dans le

sérum (6/8 patients) et 50% dans le LCS (1/2 patients),
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-  EnRIA, 89% des patients (8/9 patients) restaient positifs dans le sérum au suivi
avec des titres plus faibles qu’au diagnostic. La médiane au diagnostic était de
87,6Ul/mL [80,3 ; 133,5] avec 2 valeurs atteignant le seuil maximal de 300UI/mL
et celle au suivi est de 79,6Ul/mL [77 ; 94]. Tous les patients ayant bénéficié
d’'un RIA dans le LCS au cours du suivi (3/3 patients) sont restés positifs, avec
un titre également plus faible qu’au diagnostic. Au diagnostic, la médiane était
de 121,27 Ul/mL [104 ; 138,5] avec une valeur atteignant le seuil de détection
de 250 Ul/mL ; et la médiane au suivi était de 77,2 Ul/mL [38,6 ; 74,9], ne

comprenant aucune valeur au-dela du seuil.

Ainsi, 'ensemble de nos patients GAD suivis au moins 3 mois a été traité par IgG IV
seul ou associées a un ou plusieurs traitements immunosuppresseurs. La majorité des
tests réalisés lors du suivi restent positifs peu importe la matrice utilisée, avec des

concentrations de GADA qui semblent diminuer pour certains.
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Discussion

Cette étude rétrospective multicentrique a permis d’identifier 293 patients présentant
un tableau clinique de SNAGAD et ayant bénéficié d’'un dosage de GADA entre 1998
et 2023. Il s’agit de la plus grande cohorte rapportée dans la littérature [2,39]. La
majorité des patients (61.4%) avaient bénéficié d’'un dosage couplé dans le sérum et
le LCS et 21.2% uniquement un dosage sérique. Ce travail collaboratif nous a permis
d’observer (i) une augmentation du nombre de dosages mais aussi de la diversité des
tests réalisés quelle que soit la matrice ; (ii) que dans le sérum, les méthodes les plus
frequemment utilisées sont le DOT et I'lFI, réalisés chez plus de la moitié des patients
(57% et 53,2% des patients) ; (iii) que dans le LCS, c’est I'IFI qui est la plus
frequemment réalisée (68,9% des patients), suivie du CBA et du DOT ; (iv) que quelle
gue soit la matrice, les concordances inter-test et inter-matrice de I'lFl, le DOT, 'ELISA
et le CBA pour la détection des GADA, sont excellentes, a plus de 90%, sauf entre le
CBA et le DOT dans le LCS qui retrouvent des résultats discordants dans 12,8% des

cas ; (v) d’excellentes valeurs de performance pour chacune de ces techniques.

La principale force de cette étude repose sur son approche multicentrique, qui a permis
de recueillir des données représentatives du diagnostic des SNAGAD au niveau
national. La période analysée est par ailleurs particulierement longue (environ 26 ans).
Cela nous a permis d’observer I'évolution de nos pratiques biologiques, mais
également d’analyser un sous-groupe de patients ayant bénéficié d’'un contréle de
GADA au cours du suivi. Enfin, le fait d’avoir récupéré les dosages de GADA réalisés

dans les centres dont étaient issus les patients, a permis d’analyser plusieurs résultats
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par patient et donc d’estimer les concordances et reproductibilités de chaque
technique, et d'obtenir un nombre de données suffisant pour en évaluer les

performances.

La principale limite de cette étude est son caractere rétrospectif qui I'expose a un biais
de mémoire et de données mangquantes, notamment pour certaines données
biologiques, telles que les marques des kits ou les concentrations exactes de GADA.
Un autre biais important est lié a 'absence de distinction entre les kits utilisés pour les
tests. Bien que les techniques soient similaires dans leur principe, les variations
industrielles entre kits n’ont jamais été rigoureusement évaluées. Cela complique

l'interprétation uniforme des données collectées.

La cohorte nationale de 293 patients SNAGAD est conforme a la littérature pour la
prédominance féminine (77.1 %) et 'age moyen de début a 51,2 ans (+/- 16,6) [39].
Les tableaux cliniques different néanmoins, puisqu’ils présentent majoritairement dans
notre observation, une encéphalite limbique (39.9 %), alors que les études rapportent
d’abord des phénotypes de SPR ou de cérébellite. Cette divergence pourrait
s’expliquer par un biais de sélection. Etant donné que nos données proviennent du
CRMR de Lyon, il est possible que les centres n’aient sollicité un avis que pour certains
patients avec tableau clinique sévere, ce qui est souvent le cas des EL, contrairement
au SPR dont le diagnostic et la prise en charge, sans étre consensuelles répondent a
des habitudes plus anciennes [7,8,40]. Cette idée est confortée par I'analyse de la
répartition des tableaux cliniques des patients suivis au CHU de Lille qui semble plus
proche de la littérature. La cohorte nationale n’est donc possiblement pas exhaustive

malgré le nombre de patients tracés.
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L'association entre un cancer et un SNAGAD est rare, avec une prévalence d’environ
15 % dans la littérature, ce que confirme notre étude avec 12,3 % de cas de SNAGAD
paranéoplasiques. Ces cas sont souvent associés a un tableau clinique de SPR ou de

cérébellite et & un cancer du sein [6,43,47,90].

Plus de la moitié des patients atteints de SNAGAD et suivis a Lille présentent une
pathologie auto-immune associée, ce qui est également comparable aux données de
la littérature, et notamment aux données de la série de la Mayo Clinic (59% sur 212
patients SNAGAD) [39]. Le DT1 touche 17.4% des patients lillois, un chiffre inférieur
aux 30% fréquemment rapportés. Cependant, la comparaison de ces résultats est
difficile en raison du faible effectif sur Lille (n=23) inclus dans cette analyse
[3,6,35,37,39,47]. Pour ce qui est des thyroidites auto-immunes, leur prévalence (34,8
%) est cohérente avec les données publiées [35,36,39], bien que certaines séries

rapportent des prévalences allant jusqu'a 60 % [17].

Une analyse conjointe dans le sérum et le LCS concerne 61.4 % des patients, tandis
que 21.2 % n‘ont eu un dosage que dans le sérum. Bien que la détection de GADA
dans le LCS ne soit pas systématiguement nécessaire pour poser le diagnostic de
SNAGAD, elle peut apporter des informations complémentaires pertinentes,
notamment en cas de DT1 associée. En effet, seuls les patients présentant un
SNAGAD auront des GADA détectés dans leur LCS [26,36,91,92], ce qui permet de
s’assurer d’'une auto-immunité neurologique. Il est donc recommandé de réaliser leur
recherche dans les deux matrices afin d’optimiser le diagnostic. Ce point fait

également consensus chez la majorité des auteurs [8,26,36,40].
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Moins de 10% des dosages ont été réalisés entre 1998 et 2013 et plus de 60% des
dosages analysés pour ce travail ont été réalisés entre 2019 et 2023. Cette faible
proportion de tests entre 1998 et 2013 s'expligue en partie par des données
manquantes dues a des changements des logiciels de stockage de données des
hépitaux et laboratoires, qui ne couvrent pas les périodes les plus anciennes. Apres
2013, 'amélioration des connaissances scientifiques et la plus grande accessibilité en
routine des techniques biologiques au fur et & mesure des années, a contribué a
augmenter le nombre de dosages des GADA. Par ailleurs des 2004, la création des
filieres maladies rares a permis progressivement de structurer les soins et de
sensibiliser les professionnels a ces pathologies. Le second plan national maladies
rares de 2014 a renforcé cette tendance en favorisant la centralisation des données et
les consultations auprés des CRMR. En paralléle, les criteres diagnostiques
d’encéphalite auto-immune de Graus 2016 et de syndromes neurologiques
paranéoplasiques en 2021 [49,90], ont également contribué a une meilleure
reconnaissance de ces pathologies. Enfin, le lancement du kit Euroimmun® DOT en
2015 a facilité I'accés aux tests de dépistage dans les centres régionaux, contribuant
a la hausse du nombre de dosages réalisés [89]. Aussi, les progrées médico-
scientifiques portés par la description clinico-biologique des encéphalites
autoimmunes et paranéoplasiques [49,90] ont accompagné I'évolution des dosages

de GADA dans le temps aussi bien en nhombre qu’en techniques.

L’IFI est la technique la plus couramment observée dans notre cohorte, a la fois dans
le sérum et dans le LCS. L'IFI montre une concordance positive de plus de 90% avec
d'autres techniques comme le DOT et 'ELISA et présente les valeurs de concordances

les plus élevées avec les autres techniques dans le LCS. C’est la technique la plus
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reproduite (respectivement 28 et 24 fois dans le sérum et le LCS). Cela s’explique tres
probablement par le fait qu’'une premiéere IFI est souvent réalisée au centre préleveur
puis une seconde au CRMR de Lyon. Ses résultats sont reproductibles dans plus de
90% des cas dans le sérum et dans 70,8% des cas dans le LCS, malgré le fait que
I'IFI soit une technique opérateur-dépendante. Cela suggere que les résultats obtenus
restent souvent cohérents entre le centre préleveur et le CRMR. Cependant, selon le
kit, I''FI dépend de la disponibilité de cervelets de singe, limitant son accessibilité et
soulevant un enjeu éthique. Toutefois, cette méthode, ancienne, a 'avantage d’étre la

plus économique (par exemple : 308,38 € pour 50 tests avec le kit IFI Werfen®).

Le DOT est la deuxiéme technique la plus employée dans notre cohorte et présente
une forte concordance (> 90% quelle que soit la matrice), sauf entre le DOT et le CBA
qui sont discordants dans 12,8% des cas dans le LCS. Cette différence pourrait
s'expliquer par les spécificités techniques de chaque méthode : le DOT détecte
principalement des épitopes linéaires, tandis que le CBA cible les épitopes
conformationnels, tous deux possiblement présents chez un méme patient. Le DOT
est le plus souvent réalisé en dépistage initiale puis confirmé par une autre méthode,
souvent par I'lFI, comme cela est déja décrit pour les autres anticorps anti-neuronaux
[89]. Ces deux techniques sont avantageuses car elles permettent de détecter un large
éventail d’anticorps anti-antigénes intracellulaires, un critére important dans le
diagnostic de des syndromes neurologiques associés aux anticorps anti-neuronaux ou
plusieurs anticorps peuvent étre envisagés simultanément. Il présente I'avantage
d’étre rapide, automatisé mais peu économique (475,20€ pour 16 tests avec le kit
Euroimmun®). Un dernier aspect qui mérite attention est l'inclusion des dosages des

GADG67-A, qui ne sont mesurés que par certains tests DOT. Bien que leur intérét
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clinique n’ait pas encore été étudié, ils constituent une piste de recherche intéressante
en tant que marqueur diagnostique, pronostique ou de suivi chez les patients

SNAGAD.

L'ELISA, validé pour la détection des GAD65-A dans le DT1 [73], est la troisiéme
technique la plus utilisée dans notre population, quelle que soit la matrice. C’est une
méthode largement accessible pour de nombreux laboratoires par sa rapidité et facilité
d’utilisation. Il existe des variations de codts en fonction des kits spécifiques utilisés.
L’ELISA, comme le RIA, permet un dosage quantitatif des GADA. Dans notre étude,
'ELISA retrouve dans la trés grande majorité des cas (91% dans le sérum et 89,5%
dans le LCS) des titres bien supérieurs au seuil maximal de détection, limitant l'intérét
de cette approche quantitative et 'exposant a un risque d’effet crochet voire de faux
négatifs. Ces résultats sont cohérents avec la littérature ou il est bien établi que les
titres de GADA sont plus élevés chez les patients atteints de SNAGAD que chez ceux
ayantun DT1 [14,32,39,63,93]. Avec des concentration plus modérées et plus souvent
dans les bornes de détection, le LCS semble étre la matrice la plus adaptée pour

'analyse quantitative des GADA dans les SNAGAD [80].

La proportion d’ELISA et de DOT est restée globalement stable dans le temps, tandis

que celle de I'lFI a diminué au profit de I'apparition du CBA.

Le CBA, utilisé uniquement dans des centres spécialisés comme le CRMR de Lyon,
connait une utilisation croissante, bien que son usage reste limité a ces laboratoires
experts. Il ne convient donc pas facilement a une utilisation de routine, et pourrait plutot
étre réservée aux situations complexes ou de discordances entre différentes

techniques.
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La recherche des GADA en RIA est minoritaire dans la cohorte nationale (7.2% dans
le sérum et 2.8% dans le LCS), et surtout réalisée au CHU de Lille (80.9% des RIA
nationaux). Le titre obtenu avec cette méthode est le plus souvent dans les bornes de
détection (71,4% dans le sérum et 85,7% dans le LCS). Les performances du RIA
restent intéressantes, mais moindres que celles observées pour les autres techniques
notamment avec des valeurs de sensibilité plus faible (86 % dans le sérum et 88 %
dans le LCS). Cette différence, par rapport aux autres techniques, pourrait étre liée a
un effectif restreint de patients ayant bénéficié d’'un dosage par RIA, introduisant un
biais de sous-échantillonnage. Bien que peu utilisé dans notre cohorte, il est toutefois
largement décrit pour le diagnostic des SNAGAD dans la littérature [32,36,39,47].
Malgré son assez faible colt (par exemple, le kit RIA de Medipan® coute 330,72€
pour 40 dosages), sa faible utilisation en routine peut s’expliquer par les contraintes
liées a 'usage de radio-isotopes, qui le réserve aux laboratoires spécialisés. Bien
gu’elle permette de détecter un plus grand nombre de patients avec des titres dans les
bornes de détection des kits, et donc d’avoir un résultat quantitatif chiffré
potentiellement utile pour le suivi, les contraintes techniques limitent son utilisation en

routine.

L’ensemble de ces techniques de dosage confirment la détection de GADA, avec des
résultats positifs entre 85,7% et 99% quelle que soit la technique ou la matrice. Dans
notre cohorte, I'lFI et le DOT sont les techniques majoritairement employées peu

importe la matrice, alors que dans la littérature c’est 'ELISA qui est le plus utilisée.

La majorité de nos patients a bénéficié de plusieurs techniques de dosages, et leurs
résultats, notamment en CBA, DOT, IFI et ELISA, concordent dans la grande majorité

des cas (> 90% quelle que soit la matrice). Une excellente concordance des résultats
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en CBA, DOT, IFI et 'ELISA existe aussi entre le sérum et le LCS. Cela confirme les
données existantes dans la littérature qui suggérent que le dosage dans le LCS ne
serait pas toujours nécessaire au diagnostic de SNAGAD [9,10,39]. Toutefois, 11
patients présentent tout de méme des résultats positifs seulement dans le LCS et
négatifs dans le sérum. Cela peut s’expliquer, pour les dosages quantitatifs, par le

risque de faux négatif secondaire a I'effet crochet en I'absence de toutes dilutions

Pour le DOT, 'ELISA et I'lF1, les valeurs de sensibilité et spécificité sont excellentes et
comprises entre 93 et 100 %, tant dans le LCS que dans le sérum. Pour le CLIA, nous
ne disposons pas de données suffisantes dans notre cohorte pour établir des valeurs
de sensibilité et de spécificité. Néanmoins, cette technique a été validée, dans la
littérature, a la fois dans le sérum et le LCS dans la détection de GADA chez les
patients SNAGAD [78,80]. Son faible colt (384.38 € pour 50 dosages) et son
automatisation complete le rendent intéressant. |l faut garder a I'esprit qu’il existe une

grande diversité de kits utilisés et une grande variabilité des modalités de réalisation

Sur les 23 patients suivis au CHU de Lille avec des dosages séquentiels, la majorité
ont été traités par 1gG IV (87%) avec une médiane de 44,5 mois [2,8 ; 63,5]. Cette
durée témoigne d'une grande variabilité dans les traitements, reflétant I'hétérogénéité
des prises en charge. Nos données sont en grande partie conformes avec les
pratiques décrites dans la littérature [46,47,51,60,94,95] a I'exception de ['utilisation
plus fréquente des immunosuppresseurs dans notre cohorte (55%). En comparaison,
Mufoz-Lopetegi et al.,, rapportent moins de la moiti€ de leurs patients sous
immunosuppresseurs [10]. Cette différence pourrait s'expliquer par une plus grande

proportion de patients atteints de cérébellite dans la cohorte lilloise (17 patients contre
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3 dans I'étude citée), traduisant une sévérité clinique plus importante justifiant 'usage

accru d'immunosuppresseurs.

La trés grande majorité des patients (92,3% dans le sérum et 100% dans le LCS)
garde des GADA détectables au cours du suivi, et ce méme apres une longue médiane
de suivi. Toutefois, pour les patients ayant bénéficié d’'un dosage quantitatif au
diagnostic et au suivi, une diminution des concentrations a été observée chez 40%
d’entre eux. Il reste, cependant, a démontrer si cette réduction est corrélée a une
amélioration clinique et si cela peut étre extrapolé compte tenu d’un trés faible effectif
analysé. Dans une étude antérieure comparant 2 groupes de patients, 'un avec des
concentrations élevés de GADA (> 10 000 Ul/mL en ELISA) et l'autre avec des
concentrations faibles, aucune différence significative dans la réponse aux traitements
n’a été retrouvée entre les 2 groupes [10]. De plus, une étude portant sur six patients
SNAGAD suivis pendant un an, a révélé des titres de GADA stables, malgré une prise
en charge thérapeutique [32]. Ainsi, bien que ces études ne montrent pas de lien direct
entre la variation des taux de GADA et la réponse thérapeutique, elles ne réfutent pas
non plus cette hypothese. Nos données ainsi que celles de la littérature sont
insuffisantes pour statuer sur l'intérét de suivre I'évolution du titre d’anticorps. Des
études complémentaires seraient nécessaires pour clarifier le réle des titres de GADA

dans le suivi thérapeutique des patients SNAGAD.

En I'absence de consensus établi, 'approche diagnostique, I'approche diagnostique
actuelle décrite dans la littérature consiste a combiner plusieurs techniques comme :
RIA et le DOT [8], 'ELISA, 'immunohistochimie et le CBA [10] ; ou 'ELISA, le DOT et
le CBA par exemple [2]. Grace a ces nouveaux résultats, les perspectives de notre
travail sont celles de I'élaboration de recommandations dans I'approche diagnostique

des SNAGAD.
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Conclusion

Les SNAGAD constituent une entité clinique complexe par la diversité des phénotypes
clinique, mais également par les modalités techniques disponibles pour la mise en
évidence de GADA. Bien gque globalement concordantes, ces techniques présentent

des spécificités et contraintes distinctes.

Cette thése a permis d’effectuer un état des lieux des méthodes utilisées pour détecter
les GADA dans le cadre du SNAGAD. Actuellement, les techniques principalement
utilisées sont I'lFI et le DOT, suivi de 'ELISA puis du CBA. Les concentrations de
GADA sont élevées, particulierement dans le sérum avec des titres dépassant les
bornes de détection des kits motivant des dilutions itératives pour déterminer les
concentrations précises. La recherche de GADA dans le LCS reste pertinente surtout
pour s’affranchir d’un faux positif sérique chez un patient DT1 et du risque d’effet moins

important.

Pour améliorer la prise en charge des patients nous proposons de standardiser les
techniques de dosage utilisées pour le diagnostic et le suivi des patients SNAGAD en
France. Etant donné la bonne concordance entre les différentes techniques, toutes
pourraient étre incluses dans ces recommandations diagnostiques. En pratique, le
DOT, simple, économique, disponible et plutbét a risque de faux positif, pourrait étre
utilisé en premiére intention a la fois dans le sérum et le LCS en dépistage, suivi d’'une
confirmation par IFl, associée a un dosage quantitatif en ELISA dans le LCS. Le CBA,
réservé aux centres experts, serait complémentaire dans les cas complexes ou

discordants.
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Résume :

Contexte : Les syndromes neurologiques associés aux anticorps anti-GAD (SNAGAD) sont
rares, caractérisés par la présence de ces anticorps (GADA) dans le sérum et/ou le liquide
cérébrospinal (LCS). Plusieurs techniques biologiques sont utilisées pour leur détection (le RIA,
le CBA, le DOT, 'ELISA et I'IFI), ciblant majoritairement I'isoforme GADG65. Cette étude vise a
analyser les technigues de dosage et leurs résultats dans une cohorte nationale de patients
atteints de SNAGAD.

Matériel et Méthodes : Etude rétrospective multicentrique, incluant des patients atteints de
SNAGAD suivis entre 1998 et 2023, avec des données issues des centres spécialisés (CRMR
de Lyon, CHU de Lille et Toulouse). Les techniques de dosage incluaient le RIA, ELISA, DOT,
IFI et CBA dans le sérum et/ou le LCS. Les analyses portaient sur les résultats obtenus, la
concordance inter-test et inter-matrice, la reproductibilité d’'un méme test ainsi que le suivi et la
prise en charge des patients lillois.

Résultats : 293 patients ont été inclus, dont 61,4% ont eu un dosage couplé sérum/LCS. Sur
une période d’environ 26 ans, le nombre de dosage et de la diversité des tests utilisées
progressaient. Le DOT (57%) et I'lFI (53,2%) étaient les plus utilisés dans le sérum, tandis que
dans le LCS, I'lIFI (68,9%) était la plus fréquente, suivie du CBA et du DOT. Une concordance
supérieure a 90% a été observée entre I'lFI, le DOT, I'ELISA et le CBA. Seule une discordance
de 12,8% était retrouvée entre le CBA et le DOT dans le LCS. Chaque techniqgue a montré
d'excellentes performances pour la détection des GADA, allant de 93 a 100%, sauf le RIA qui
présentait une sensibilité Iégérement inférieure. Les titres de GADA étaient souvent supérieurs
aux seuils maximaux de détection, nécessitant des dilutions itératives pour obtenir un titre exact
et s’affranchir de I'effet crochet.

Conclusion : Les techniqgues de dosage des GADA montrent de bonnes performances, avec
des résultats majoritairement concordants. Nous proposons une standardisation des
techniques, avec un DOT initial suivi d’'un ELISA pour le diagnostic, dans le sérum et le LCS.
Le CBA reste complémentaire en cas de doute diagnostique.
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