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RESUME

Le ratio CD4/CD8 est une donnée d'immunophénotypage lymphocytaire du sang
veineux, simple et accessible. De nombreux travaux se sont intéressés aux situations au
cours desquelles ce ratio lymphocytaire T CD4/CD8 était abaissé, et se sont demandés
quel(s) phénomene(s) en expliquai(en)t la présence. Cependant, nous ne connaissons
pas actuellement les situations au cours desquelles ce ratio CD4/CD8 prend des

valeurs élevées, et quels sont les mécanismes immunitaires menant a cette élévation.

Dans le cadre du dialogue clinico-biologique, I'objectif de ce travail était de décrire les
caractéristiques cliniques et biologiques des patients avec ratio CD4/CD8 élevé, au sein
d’'une cohorte de patients pour lesquels a été prescrit un immunophénotypage

lymphocytaire du sang au CHU de Bordeaux.

Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique sur l'ensemble des
immunophénotypages lymphocytaires effectués au laboratoire d'Immunologie entre
1999 et 2015. La valeur de ratio retenue était de 8,98, permettant de sélectionner 36
patients constituant la population d’étude, a partir de 81 975 prélevements réalisés sur

la période d’étude. La médiane d’age de la population d’étude était élevée, 71 ans.

Concernant les services d'origine, 20 patients (56%) étaient issus des services de
Médecine Interne, 6 (17%) des services de Néphrologie, 4 (11%) du service de
Dermatologie, 3 (8%) du service d’'Hématologie, 2 (7%) du service de Rhumatologie et
1 (3%) du service de Gastro-entérologie. 9 patients (25%) étaient atteints d’une
connectivite, 9 patients (25%) d’'une vascularite, 3 patients (8%) avaient bénéficié
d’une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH), et 5 patients (14%) d’'une
greffe rénale. La majorité des patients a recu des traitements immunosuppresseurs
avec un nombre médian de lignes de traitement a 3, et 6 patients (16,7%) ont recu un

traitement fortement lymphopéniant par Cyclophosphamide.

L’étude longitudinale a permis d’isoler trois modes d’évolution longitudinale des ratios
CD4/CD8: évolution ascendante (17 patients), évolution oscillante (7 patients) et

évolution stable (12 patients).



L’analyse des histoires individuelles a permis de mettre en évidence un processus de
reconstitution immune suivant une lymphopénie induite, iatrogene le plus souvent,
portant préférentiellement sur les lymphocytes T CD4, expliquant un ratio CD4/CD8

élevé et le plus souvent chez des patients agés.

Le ratio CD4/CD8 semble donc représenter une analyse intéressante en pratique
clinique, permettant en cas d’élévation importante d’alerter sur une
immunosuppression passée ou actuelle conséquence de la thérapeutique, tout en

soulignant le caractere gravissime de ces situations.
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1. INTRODUCTION

1.1. Etat des connaissances concernant le ratio CD4./CD8

Le ratio CD4/CD8 représente le nombre de LT CD4 divisé par le nombre de LT CD8
dans le méme volume de sang total. Il est obtenu au cours de la réalisation d’un
immunophénotypage lymphocytaire, permettant d’analyser de maniere fine les
caractéristiques des lymphocytes circulants chez un patient. Méme si aucune valeur
n'est consensuelle lors de l'analyse de la littérature, sa valeur médiane est aux
alentours de 1,5-2. Les variations de ce ratio refletent donc directement les variations

des taux circulants de LT CD4 et LT CDS8.

De nombreux travaux se sont intéressés aux situations au cours desquelles ce ratio
CD4/CD8 était abaissé, et se sont demandés quel(s) phénomene(s) en expliquaient la
présence. Cependant, a notre connaissance, une seule étude s’est intéressée a la

présence d’un ratio élevé au sein d’'une population de personnes agées?.

Par conséquent, nous ne connaissons pas actuellement les situations au cours
desquelles ce ratio CD4/CD8 a des valeurs élevées, et quels sont les mécanismes
immunitaires menant a cette élévation. Une meilleure connaissance des mécanismes
et des causes menant a une élévation de valeur de ce ratio CD4/CD8 semble
importante tant pour le clinicien que pour le biologiste, afin de mieux prendre en

charge les patients.

L’étude de ce ratio a surtout concerné des situations dans lesquelles il était inversé
(valeur inférieure a 1), en raison d’'une diminution du taux de LT CD4 et/ou d’une
augmentation de LT CD8. Il semblerait que l'inversion de ce ratio soit le marqueur
d’une activation chronique du systéme immunitaire, conduisant a une dégradation de
la qualité de ses réponses, phénomene dénommeé immunosenescence. Deux situations
ont particulierement été étudiées: 1'étude du ratio CD4/CD8 au cours du
vieillissement et au cours de l'infection par le virus de I'immunodéficience humaine

(VIH).




1.1.1. Etablissement du ratio CD4/CD8

La prédominance de lymphocytes T CD4 par rapport aux lymphocytes T CD8 au
niveau périphérique est connue depuis de nombreuses années? mais les raisons de
cette prédominance sont peu claires. Au niveau thymique, les mécanismes de
sélection des thymocytes simple positifs a partir de thymocytes double positifs sont
connus : sélection de LT CD4+ en présence de molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) du soi de type II, sélection de LT CD8+ en présence de
molécules de CMH du soi de type I. Ces mécanismes sont décrits plus en détail dans la
suite du texte. Durant la sélection positive, la reconnaissance des molécules de classe
II induit une voie de signalisation menant a l'activation de facteurs de transcription
comme GATA-3 ou Kruppel-like factor3, et a la différenciation en LT CD4+. A 'inverse,
la reconnaissance par les thymocytes des molécules de CMH de type I mene a
I'induction cytokine-dépendante d’'un programme de transcription médié par Runx3,
aboutissant a la différenciation en LT CD8+%. Méme si les mécanismes moléculaires de
différenciation sont connus, nous en savons peu sur les causes d'une prédominance
des LT CD4 sur les LT CD8. A notre connaissance, une seule étude a exploré les
mécanismes menant a une telle différence>. Au cours de ce travail, les auteurs ont
analysé I'évolution dynamique intra-thymique des différentes populations
lymphocytaires, au cours de leurs différents stades de maturation. Pour cette équipe,
la prédominance de LT CD4+ en périphérie provient d'une mortalité plus élevée des
thymocytes reconnaissant les molécules du CMH de type |, au stade de double positif
2 (DP2). Les analyses transcriptomiques révelent des différences significatives en
membres de la famille BcL2 (Bcl2, Bclxl, Bim), aboutissant a une susceptibilité accrue
a la mort cellulaire. De maniere intéressante, ces résultats completent les données
disponibles sur les demi-vies lymphocytaires : la demi-vie d’'un lymphocyte T CD8 est
plus élevée que celle d'un lymphocyte T CD4, expliquant pourquoi le ratio CD4/CD8

est plus élevé au niveau thymique qu’en périphérie®’.

1.1.2. Etude du ratio CD4/CD8 au cours du vieillissement T

Au cours du 20eme siecle, une amélioration considérable de la qualité de la vie mais
également de la longévité s’est mise en place chez 'homme. Le taux de mortalité par

cancer augmente a partir du milieu de la vie jusqu’a environ 80 ans, pour diminuer




par la suite, alors que la mortalité imputable aux maladies infectieuses est élevée
jusqu’a des ages avancés. Cette sensibilité aux infections est probablement due aux
changements de I'immunité innée et adaptative au cours du vieillissement8. Parmi les
phénomenes observés, on note une stabilité du nombre lymphocytes T malgré une
involution thymique, une augmentation des phénomenes d’auto-immunité, une
diminution du nombre de lymphocytes B, une augmentation de la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires (IL6, TNFalpha, RANTES, MCP1), de récepteurs
solubles (TNFR)?. Ces modifications immunitaires sont également responsables d’'une
moins bonne réponse aux vaccinations, et d’'un état inflammatoire chronique, désigné

sous le terme d’ «inflamm-aging » par Franceschi®.

Plusieurs études ont cherché a identifier des marqueurs de risque immunitaire au
cours du vieillissement et il a été notamment défini un profil de risque immunitaire
(Immune Risk Profile, IRP) au cours de I'étude longitudinale d’'un groupe de patients
octogénaires!0. Des travaux ultérieurs ont montré que ce profil de risque pouvait
uniquement étre résumé au ratio CD4/CD8 inversé avec un taux abaissé de LT CD4 et
un taux augmenté de LT CD811. Plus récemment, au sein d’'une cohorte de patients
suédois agés d’au moins 90 ans, il a été montré au cours d’un suivi longitudinal que
les patients vivants jusqu’a 100 ans ne présentaient pas de modification de leur ratio
CD4/CD8, avec absence d’inversion du ratio CD4/CD8. A l'inverse, au sein de cette
cohorte de patients nonagénaires, tous les patients agés de 90 ans au début du suivi
avec ratio CD4/CD8 inversé étaient décédés a la fin du suivi de 6 ans, confirmant le
caractere prédictif de survie de ce ratio chez les personnes agées. Il a été également
montré que I'IRP était prédicteur de mortalité, indépendamment du statut de santé
de la personne agée. L’absence d'IRP indique donc une bonne préservation du
systéme immunitaire adaptatif, permettant la survie malgré la présence de
comorbidités12, [ semble que l'inversion de ce rapport soit en partie due a
I'expansion de lymphocytes T CD8+CD28- spécifiques du cytomégalovirus (CMV)13.
Cette activation lymphocytaire T CD8 spécifique du CMV est également responsable
d’une attrition du répertoire lymphocytaire T, et in fine d’'une moins bonne surviel.
Plus récemment, au sein d'une cohorte suédoise de patients plus jeunes,
sexagénaires, il a été retrouvé une inversion du rapport CD4/CD8 dans 15% des cas,
de facon associée a une séropositivité CMV, et une augmentation du nombre de LT

effecteurs mémoires avec différenciation terminale (TEMRA). Egalement, il est
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retrouvé chez ces patients une diminution de la proportion de LT
CD8+CCR7+CD45RA+ naifs. Ces résultats suggerent l'apparition de modifications
phénotypiques lymphocytaires T induites par le CMV, avec augmentation des TEMRA

au cours du vieillissement?!>.

L’inversion du ratio CD4/CD8 semble donc un marqueur pertinent au cours du
vieillissement pour évaluer 'immunosenescence et la présence de cette inversion est

prédictive d’'une moins bonne survie chez les personnes agées.

A l'inverse, I'augmentation de la valeur du ratio CD4/CD8 a peu été étudiée au cours
des phénomeénes d'immunosenescence. Une cohorte de patients belges agés de plus
de 80 ans a été étudiée récemment!l. Au sein de cette cohorte, 32,8% des patients
présentaient un ratio CD4/CD8 supérieur a 5, parmi lesquels 62,3% étaient
séropositifs pour le CMV. Ces patients ne présentaient pas de différence en nombre
absolu de LT CD4 mais une diminution drastique du nombre de LT CD8. Le groupe de
patients avec ratio élevé était caractérisé par une proportion significativement plus

élevée de LT CD4+ et LT CD8+ naifs.

De maniére intéressante, un ratio supérieur a 5 était associé a une diminution des
capacités fonctionnelles des patients. En outre, les patients avec ratio supérieur a 5
possédaient une moins bonne réactivité IgG dirigée contre le CMV. L’hypothese
avancée est celle qu’en raison d’'une grande proportion de LT naifs, les réactivations

CMV seraient moins bien contrélées, entrainant un état inflammatoire chronique.
Ces résultats semblent également indiquer que la préservation de cellules T naives au
cours du vieillissement n’est pas associée avec un avantage de survie au cours du

vieillissement.!

1.1.3. Etude du ratio CD4/CD8 au cours de l'infection par le VIH

Au cours de I'évolution de l'infection par le VIH, il survient une lymphopénie CD4
responsable d’'une diminution du ratio CD4/CD8. Avant I'avénement des trithérapies
antirétrovirales, un ratio CD4/CD8 abaissé était associé a la progression de la

maladie.




Il a été montré une association entre le ratio CD4/CD8 et I'activation du systéme
immunitaire (immunoactivation) chez des patients avec suppression virale prolongée
et une charge virale indétectablel®. Les mémes auteurs ont montré en 2014 qu’'une
inversion du ratio CD4/CD8 chez des patients avec une charge virale indétectable,
était associée a des marqueurs de maladies associées a 1'age (comorbidités) :
athérosclérose infra-clinique (augmentation de I'épaisseur intima-media), diminution
du débit de filtration glomérulaire, sarcopéniel’. Enfin, la méme équipe a montré que
la persistance d'un ratio CD4/CD8 abaissé était associée a une mortalité non liée au

VIH augmentéels.

Il semble donc qu’au cours de l'infection par le VIH, la persistance d’'un ratio
CD4/CD8 abaissé soit prédictif d’évenements morbides indépendants du virus, et
que l'inversion de ce ratio soit le témoin d’une activation chronique lymphocytaire T.
Cela suggere la nécessité de surveillance de ce parametre en plus des parameétres
habituellement contr6lés (nadir des LT CD4, valeur absolue des LT CD4) dans la
mesure ou ce ratio CD4/CD8 représente l'unique marqueur pronostique de la

maladie.

1.2. Lvmphocyvtes T CD4 et T CD8

Méme si cette notion est actuellement largement discutée, le systeme immunitaire
était défini autrefois par la notion de résistance des individus vis-a-vis des infections
microbiennes (du latin immunis, libre de). Classiquement, on dit que le systéeme
immunitaire permet la défense de l'individu contre le « non-soi », en opposition aux
éléments du « soi ». Récemment, d’autres facons de concevoir le déclenchement de la
réponse immunitaire ont été proposées, et notamment le « modele du danger » de
Matzinger!® qui propose une vision opposée a la dichotomie soi/non-soi et qui a
suscité un fort enthousiasme chez certains immunologistes. De maniére résumée,
cette théorie propose que certains constituants du « soi » peuvent déclencher une
réponse immunitaire, s’ils sont dangereux (stress cellulaires, certaines
autogreffes,..) ; alors que des constituants du « non-soi » peuvent étre tolérés, s’ils ne

sont pas considérés comme dangereux (foetus, flore commensale,..)20.




Le systeme immunitaire comporte deux grands modes de réponse aux agressions

extérieures : 'immunité innée et I'immunité adaptative.

-  Immunité innée

L’'immunité innée constitue la premiere ligne de défense contre les agents
pathogenes. Cette immunité innée se met en place de maniére rapide et spontanée,
sans nécessité de contact préalable avec I'agent étranger. Elle repose sur des
effecteurs cellulaires et humoraux capables de reconnaitre des motifs communs des
agents pathogenes. Il s’agit d'une réponse transitoire qui n’engendre pas de mémoire
immunitaire, mais qui permet une défense de « premiere ligne » contre les agents
extérieurs. Certains acteurs de I'immunité innée, une fois activés, vont jouer un role
déterminant dans le déclenchement de I'immunité adaptative, et il y a donc des
interactions fortes et permanentes entre ces deux types de réponse immunitaire.
Parmi ceux-ci, les cellules présentatrices d’antigéne (CPA), cellules pivot qui
integrent les signaux de danger, et modulent les signaux de co-stimulation
lymphocytaire T. Ces CPA disposent d’'immunorécepteurs dotés d'une grande

diversité de reconnaissance.

- Immunité adaptative

L’immunité adaptative repose sur I'action coordonnée de différents types cellulaires,
dont les fonctions sont distinctes. Parmi ces cellules, on distingue les lymphocytes B
principaux médiateurs de 'immunité humorale, et les lymphocytes T principaux
meédiateurs de I'immunité cellulaire. Les cellules présentatrices d’antigene (CPA),
cellules de 'immunité innée, jouent un role dans le déclenchement de la réponse
immunitaire adaptative.

Parmi les lymphocytes T, on distingue deux grandes sous-populations: les
lymphocytes T CD4 (LT CD4), auxiliaires, et les lymphocytes T CD8 (LT CD8)
cytotoxiques. Il est également possible de distinguer les lymphocytes T en fonction
de leur récepteur a I'antigene (T-cell receptor, TCR). Dans la majorité des cas, le TCR
est composé d’une chaine a et d’'une chaine 3, on le nomme alors TCRaf3. Les LT CD4
et CD8 possedent ce type de TCR. L’autre possibilité est un TCR composé d’une
chaine y et d’'une chaine §, formant un TCR gamma-delta (y5). Généralement, les LT
n'exprimant pas les molécules CD4 et CD8, les lymphocytes double-négatifs,

expriment ce type de TCR y8.




La caractéristique principale de 'immunité adaptative est la spécificité des acteurs
cellulaires en jeu pour les substances étrangéres qui induisent leur réaction
(antigenes). Cette spécificité n’est pas absolue et repose sur des « degrés », d’autant
plus que I'activation lymphocytaire est également sous la dépendance de I'activation
des cellules dendritiques.

L’autre caractéristique essentielle propre aux réponses immunitaires adaptatives est
qu’elles engendrent une mémoire immunitaire, avec persistance, durant plusieurs
années, de clones lymphocytaires B et T spécifiques de I'antigéne qui a engendré la
réponse durant plusieurs années, permettant en cas de nouvelle rencontre antigéne-

systéme immunitaire une réponse plus rapide et plus intense.

1.2.1. Marqueurs des lymphocytes T

Le marqueur principal des lymphocytes T est le récepteur pour 'antigene (TCR).
Comme dit précédemment, il s’agit d'un hétérodimere constitué de deux chaines
polypeptidiques distinctes : af3 ou y8. Ces deux types de récepteurs sont associés au
niveau de la membrane au complexe moléculaire CD3, qui joue un role
prépondérant dans la transduction du signal d’activation lymphocytaire provoqué
par la rencontre du récepteur a I'antigéne et le peptide présenté par une molécule

du CMH.

Parmi les lymphocytes T matures, on distingue donc les lymphocytes exprimant le
marqueur CD4, lymphocytes auxiliaires, et les lymphocytes exprimant le marqueur
CD8, lymphocytes cytotoxiques. Les lymphocytes T expriment également des
molécules de co-stimulation (CD28) ou inhibitrice (CTLA4), et bien d’autres

molécules non décrites ici.

1.2.2. Ontogénése des lymphocytes T

Le thymus est le seul organe de la lymphopoiése T et constitue I'organe principal de
maturation des lymphocytes T. Il produit des cellules matures T qui circulent en
périphérie et qui peuplent les organes lymphoides secondaires (rate, ganglions
lymphatiques,..). Les lymphocytes T sont issus, comme toutes les autres cellules

sanguines circulantes, des cellules souches hématopoiétiques (CSH), présentes chez
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I'adulte dans la moelle osseuse. Les cellules souches hématopoiétiques sont
caractérisées par leur capacité d’auto-renouvellement, de prolifération et de multi-
potentialité, c’est-a-dire la potentialité de générer I'ensemble des cellules sanguines.
La progénie des CSH entraine I'apparition de cellules douées d'une plus grande
capacité a se différencier, avec des capacités d’auto-renouvellement treés abaissées.
A ce stade, les cellules souches s’engagent vers la lignée lymphoide pour générer des
cellules lymphoides matures, ou vers la lignée myéloide pour générer des
macrophages, granulocytes, érythrocytes, plaquettes. Ce schéma d’engagement est
soutenu par la mise en évidence dans la moelle osseuse d’un précurseur lymphoide

commun (common lymphoid progenitor, CLP) CD34+CD45RA+ CD7+/CD10+.

A partir de la moelle osseuse feetale, une colonisation du thymus se met en place par
des progéniteurs lymphocytaires T, appelés pro-thymocytes. Ces pro-thymocytes
sont caractérisés par 'expression faible de CD34+, I'expression forte de CD45RA, et
I'expression de CCR9. Cette colonisation se met en place durant les semaines 8-9 de
gestation, et pendant les deux premiers trimestres de développement, pour

persister a un faible niveau apres la naissance?1.

Le thymus est le premier organe lymphoide a apparaitre au cours de
I'embryogénese, et termine son organogenese au cours de la vie feetale, vers 20
semaines de gestation. Comme dit précédemment, le thymus est donc colonisé par
des précurseurs lymphoides avec engagement vers la lignée T durant
I'embryogénese, avant la mise en place de la maturation des lymphocytes T. Cette
maturation est caractérisée par I'acquisition ou la perte de certains marqueurs de
membrane ainsi que par le réarrangement de genes codant certaines chaines des
récepteurs T. La maturation lymphocytaire comporte de maniére schématique trois

étapes:

- stade I: les thymocytes « double-négatif » : issus des cellules souches de la
moelle osseuse, ces thymocytes n’expriment pas les marqueurs membranaires
CD4 ou CD8, d’ou1 leur dénomination « double-négatif ». Le contact avec le stroma
thymique va engager leur différenciation avec l'apparition de marqueurs
spécifiques des cellules T, CD2 et CD7. Les lymphocytes double-négatif ont

plusieurs stades de maturation : de DN1 a DN4. Au cours de cette maturation, on
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observe un réarrangement des génes codant les chaines du TCR : vy, 6, puis B. Les
cellules qui expriment de maniere productive, sur un chromosome au moins, les
genes codant la chaine § du TCR, vont 'exprimer a leur surface. A ce stade, le
réarrangement des genes codant la chaine a ne s’est pas produit, et les
lymphocytes expriment une variante de la chaine a, la chaine pré-Ta. Cette
chaine pré-Ta, exprimée de maniére conjointe a la chaine 3, constitue un pré-
TCR. Seuls les lymphocytes exprimant un pré-TCR vont étre engagés dans la

transition vers le stade de thymocytes double-positifs.

- stade II : les thymocytes doubles positifs : a ce stade, ces thymocytes expriment
CD1 et de maniére concomitante CD4 et CD8. A ce moment, le réarrangement des
genes codant la chaine a du récepteur a I'antigene prend place, permettant
I'expression d’'un TCR. Plus de 95% de ces thymocytes double-positifs vont
mourir par apoptose dans le thymus au cours de la sélection négative. Les

survivants maturent vers le stade final de thymocyte simple positif.
- stade Il : les thymocytes simple-positifs : ces thymocytes subissent de grandes
modifications phénotypiques et n’expriment que le CD4 ou CD8. Ils sont

quasiment indistinguables des lymphocytes T présents en périphérie.

Cette maturation lymphocytaire permet in fine I'expression d’'un TCR unique par

lymphocyte T.

Ces étapes de maturation lymphocytaire T sont intimement liées a deux

phénomenes de sélection thymique : la sélection négative et la sélection positive.

- Sélection positive : elle intervient au stade de thymocyte double positif. Elle

implique linteraction entre le récepteur T exprimé par le thymocyte, et les
molécules d’histocompatibilité exprimées par les cellules de I'épithélium thymique.
Ne sont donc sélectionnés que les thymocytes reconnaissant les molécules du
« soi». Cette expansion est spécifique des molécules du CMH de l'individu, et
permet que les cellules T ainsi sélectionnées ne soient capables de reconnaitre les
peptides antigéniques, uniquement lorsque ceux-ci sont présentés par les

molécules de CMH du soi. La sélection positive entraine également une restriction
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d’expression des molécules CD4 et CD8. Les thymocytes passent d'un stade double
positif CD4+CD8+ a un stade simple positif CD4 ou CD8. En effet, les thymocytes
reconnaissant les molécules du CMH de classe I vont s’engager vers I'expression du
CD8, via la reconnaissance par le CD8 de la portion invariante a3 des molécules de
CMH de type I. Al'inverse, les thymocytes reconnaissant les molécules du CMH de
classe Il n’exprimeront que I'antigene de membrane CD4, via la reconnaissance de
la portion B2 invariante des molécules du CMH de type IIl. Ce phénomeéne de
sélection positive permet une augmentation de l'avidité cellulaire vis-a-vis de la

cellule présentatrice d’antigene.

Au total, cette sélection positive entraine la sélection d’'un spectre d’affinité tres

large de lymphocytes portant des TCR auto-réactifs.

Sélection négative : elle intervient au stade de thymocyte double positif et permet

d’éliminer les clones les plus auto-réactifs. Au cours de cette sélection, les clones T
reconnaissant avec une forte affinité les peptides du « soi» sont éliminés par
apoptose. Sont également éliminés, les thymocytes avec des réarrangements non

productifs du récepteur T (non fonctionnel).

Au total, ce systeme permet, via deux filtres séquentiels, la sélection de
lymphocytes T présentant une affinité intermédiaire et faible pour les molécules
du CMH du soi, ainsi que pour les peptides du soi. La spécificité du TCR n’étant pas
totale, cette sélection permet également la reconnaissance de peptides étrangers,

et jamais vus précédemment.

1.2.3. Leslyvmphocytes T auxiliaires CD4 +

Le rdle principal des LT CD4 est la production de cytokines impliquées dans la
génération et la régulation de la réponse immunitaire adaptative. Il existe plusieurs
populations de LT CD4 fonction de leur profil de sécrétion cytokinique :
lymphocytes TH1, TH2, TH9, TH17, TH folliculaire. Nous ne décrirons que

sommairement les plus importants.
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Les lymphocytes TH1, produisant de maniére préférentielle de l'interleukine 2 (IL2),
de I'interféron gamma (INFy), du TNF alpha (TNFa), sont impliqués dans I'activation
macrophagique, les réactions d’hypersensibilité retardée, I'élimination des

pathogeénes intracellulaires.

Les lymphocytes TH2, synthétisant préférentiellement de I'lL4, de I'IL6, de I'IL10, de
I'IL13 et de I'IL25, sont impliqués dans la prolifération et la différenciation des
lymphocytes B et la production de certaines classes d’anticorps (IgE). lls produisent
également de I'IL5, indispensable pour la croissance et la différenciation des

polynucléaires éosinophiles.

Les lymphocytes TH1 et TH2 dérivent de cellules T helper, cellules naives de toute
stimulation par I'antigene, et ne produisant que de I'lL2, qui vont s’engager vers une
voie TH1 ou TH2 fonction de I'antigene en jeu et de signaux cytokiniques délivrés
par les CPA au moment de la reconnaissance antigénique et de l'activation
lymphocytaire. Il est important de préciser qu'il existe un phénomene de contre-
régulation réciproque entre les LT TH1 et les LT TH2, avec inhibition de chaque type

cellulaire I'un par l'autre.

Autre sous-groupe parmi les LT CD4, celui des lymphocytes TH17, lymphocytes
produisant de maniére préférentielle I'IL17 (cytokine inflammatoire), mais
également I'IL21 et I'IL22. Ces lymphocytes ont un rdle pro-inflammatoire, via
I'induction de sécrétion cytokinique par d’autres types cellulaires, et le recrutement

de polynucléaires neutrophiles (PNN).

Plus récemment, ont été décrits les lymphocytes TH9, produisant de maniére
préférentielle la cytokine IL9. Ces lymphocytes TH9 jouent chez 'homme un role au
cours des manifestations atopiques, des maladies inflammatoires de I'intestin, du

mélanome ou bien des infections a helminthes?2.

Enfin, les lymphocytes T helper folliculaires (THF) jouent un réle majeur dans la
maturation lymphocytaire B au sein des centres germinatifs (CG) des organes
lymphoides secondaires, au sein desquels sont sélectionnés les lymphocytes B avec

une forte affinité pour 'antigéne, notamment via le mécanisme d’ hypermutation
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somatique des genes codant pour les immunoglobulines?3. Il a été montré que les
LTHF jouaient un role dans la taille des CG et régulaient I’entrée des LB au sein de ces
GC en fonction de leur affinité. Les LTHF jouent donc un rdle majeur dans la
génération par les LB d’anticorps matures et affins, et donc sont impliqués au cours
de I'immunité adaptative. Les LTHF ont une implication dans la protection contre les
pathogenes (notamment au cours de I'infection a VIH24), mais également au cours de
maladies systémiques avec production d’anticorps (syndrome de Sjogren, lupus
érythémateux systémique, vascularite a ANCA)2°>, et également au cours de

I'immunité anti-tumoraleZ2®é.

1.2.4. Leslvmphocytes T cytotoxiques, CD8+

En préambule, il est a noter que les lymphocytes cytotoxiques ne sont pas
uniquement des lymphocytes CD8+, mais que certains lymphocytes CD4+ ont

également des fonctions de cytotoxicité (un tiers d’entre eux).

L’action ultime des lymphocytes cytotoxiques CD8+ est la mort cellulaire de la
cellule-cible. Ce phénomeéne de cytotoxicité comporte plusieurs phases :

- phase de reconnaissance de la cible: interaction entre le TCR et le peptide
présenté par les molécules du CMH de classe I par une cellule présentatrice
d’antigene, mise en jeu de molécules de co-stimulation.

- activation lymphocytaire avec modification de la répartition des éléments du
cytoplasme, des organelles.

- exocytose de granules cytolytiques contenant des enzymes permettant la lyse

de la cellule cible : perforine-granzyme.
A Tinverse, les lymphocytes T CD4+ cytotoxiques sont dépourvus de granules et

exercent leur activité cytotoxique par l'intermédiaire du TNF membranaire (liaison

a TNF-R1) et du Fas-L (liaison a Fas), entrainant I'apoptose de la cellule cible.

1.2.5. Les lymphocytes T régulateurs

En contre-régulation des phénomenes de prolifération homéostatique et d’auto-

immunité, on retrouve l'action d'un type lymphocytaire T particulier: les
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lymphocytes T régulateurs. Ces lymphocytes T régulateurs jouent un role
indispensable dans I'homéostasie du systéme immunitaire, en exergant des
fonctions suppressives vis-a-vis de nombreuses cellules de l'immunité innée et
adaptative : cellules dendritiques, lymphocytes T CD4 et CD8, lymphocytes B,
lymphocytes NK, lymphocytes NKT. Une diminution de la production ou une
altération fonctionnelle des lymphocytes T régulateurs mene a des phénomenes
d’auto-immunité. Une des caractéristiques principales des LT régulateurs est la
présence et le role joué par le facteur de transcription FoxP3. Il est le principal
acteur de la différenciation des lymphocytes T régulateurs mais également de leurs
fonctions suppressives?’. Les LT régulateurs sont des lymphocytes CD4+ exprimant
la chaine a du récepteur a I'IL2 : CD25. Ils exercent leurs fonctions suppressives via
plusieurs mécanismes: sécrétion de cytokines inhibitrices (IL10, TGFf, IL35),
compétition pour I'IL2, cytolyse par contact cellulaire direct dépendant de la
sécrétion de granzymes, inhibition du cycle cellulaire par expression de molécules
de surface (galectine-1)28. Chez '’homme, les LT régulateurs jouent un réle dans le
contrdle des maladies auto-immunes, une diminution de leur nombre en périphérie
ayant été observé au cours de certaines maladies auto-immunes2930. De plus, des
fonctions altérées de ces LT régulateurs ont été observées au cours de la
polyarthrite rhumatoide et de la sclérose en plaques3l. Egalement, les LT
régulateurs jouent un réle au cours des manifestations atopiques, un déséquilibre
entre les LTREG et les LTHZ menant a un phénotype atopique32. Les LT régulateurs
jouent également un role en post-allogreffe, en diminuant l'auto-réactivité du

greffon, et donc le risque de réaction du greffon contre I'hote33.

Au total, alors que I'élimination au stade thymique de clones auto-réactifs constitue
un mécanisme de tolérance centrale, la présence de lymphocytes T régulateurs au
niveau périphérique joue un roéle de tolérance périphérique et permet de
contrebalancer une activation du systeme immunitaire trop intense menant a des

phénomenes d’auto-immunité34.

1.2.6. Activation lymphocytaire T

L’activation lymphocytaire T est médiée par différents signaux. Le premier signal

(signal 1) est secondaire a la liaison entre le TCR et le complexe peptide-CMH porté
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par une cellule présentatrice d’antigene. L’intensité de ce signal est notamment
régulée par l'affinité du TCR pour le complexe CMH-peptide et la durée d’exposition

de I'antigene au lymphocyte T.

L’activation lymphocytaire T nécessite cependant deux autres signaux : le second
signal (signal 2) via des molécules de co-stimulation et le troisieme signal (signal 3)
via des cytokines de stimulation. Les principales molécules de co-stimulation font
partie de la famille B7/CD28 et de la famille TNF/TNFR. L’expression de ces
molécules de co-stimulation par les cellules dendritiques, cellules
« professionnelles » de la présentation antigénique, est finement régulée, et permet
de moduler I'activation lymphocytaire T. Une contre-régulation de ce second signal
est apportée par des molécules inhibitrices de CD28 : CTLA4 et PD-1. L'importance
de ces molécules de co-stimulation peut étre apportée par I'exemple des cellules
tumorales, qui échappent a la surveillance du systeme immunitaire, via la
diminution d’expression de molécules de co-stimulation et l'augmentation

d’expression de molécules inhibitrices, menant a une anergie lymphocytaire.

Le signal 3 est apporté par un certain nombre de cytokines. Concernant les
lymphocytes CD8, on peut retenir le role de I'lL12, de I'IFN de type I dans la
formation de lymphocytes CD8 mémoire. Ces cytokines sont responsables de la
prolifération mais également de la différenciation lymphocytaire T CD8. A propos
des lymphocytes T CD4, comme dit plus haut, un certain nombre de cytokines vont
mener a leur activation et a leur différenciation (TH1, TH2,..). Pour exemple, I'[L12
va mener a la différenciation TH1, jouant un roéle moins important dans la
prolifération. Autre cytokine majeure de I'activation lymphocytaire T, I'IL2 a été
identifiée initialement comme facteur de croissance des lymphocytes, mais on sait
maintenant que cette cytokine potentialise les premier et second signaux et joue

donc un role majeur dans I'activation lymphocytaire T.

Au total, le mécanisme d’activation lymphocytaire T met en jeu plusieurs signaux et
de nombreuses molécules activatrices ou inhibitrices, permettant une réponse

lymphocytaire T finement régulée.
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1.3. Rodle des lymphocytes T résidents mémoires et implication de leur

présence au cours de I'étude de prélevements sanguins

Pour des raisons de simplicité et des raisons éthiques, la plupart des études chez
I'adulte s’intéressent aux lymphocytes circulants au niveau sanguin. Cependant, le
compartiment de lymphocytes T sanguins ne représente qu’environ 2-3% de

I'ensemble des lymphocytes T totaux3>.

Les lymphocytes T mémoires sont classiquement définis par l'’expression de
CD45RO0 et I'absence d’expression de CD45RA (CD45R0+ CD45RA-)36, Il existe une
hétérogénéité parmi cette population CD45R0+CD45RA-, avec notamment
I'expression différentielle de CCR7 permettant de différencier plusieurs populations
de LT mémoires. Les LT naifs expriment CCR7, reflétant leur lieu de résidence
principal au niveau des tissus lymphoides. Concernant les LT mémoires, on
distingue ceux exprimant CCR7 (CD45RA-CCR7+) dénommés LT mémoires centraux
(T central memory, TCM), qui persistent au niveau des organes lymphoides et ceux
n'exprimant pas CCR7 (lymphocytes CD45RA-CCR7-) nommeés lymphocytes T
effecteurs mémoires (T effector memory, TEM) pouvant migrer au sein de nombreux
tissus périphériques?’. Plus récemment, une nouvelle population de LT mémoires a
été isolée : les LT mémoires souches (T stem cell memory, TStM). Ces lymphocytes T
expriment le récepteur de mort CD95, et le marqueur mémoire CD122. Ces TSCMsont
cependant CD45RA+CD45R0-, expriment fortement CD27 et CD28, la chaine alpha
du récepteur a I'IL7 et CCR738. Ces lymphocytes TStM ont des capacités de
prolifération accrues, des capacités d’auto-renouvellement, et de multipotentialité ;

ils sont capables de se différencier en d’autres populations lymphocytaires T : T¢M et

TEM 39

Cependant, I'ensemble de ces populations lymphocytaires T mémoires au niveau
circulant ne représente qu’'une faible proportion des LT mémoires. Récemment, a
été isolée une population de lymphocytes résidents au niveau des tissus (T resident
memory, TRM), cellules T non circulantes et capables d’exercer une action protectrice
in situ, au niveau tissulaire0. Les lymphocytes TRM sont des lymphocytes T présents
au niveau des barrieres épithéliales: peau, systeme gastro-intestinal, poumons,

mugqueuse vaginale. Les TRM peuvent étre scindés en TRM CD4+ et TRM CD8+. Chez la
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souris, les TRM CD4+ peuvent étre générés a la suite d'une infection par le virus
influenza au niveau pulmonaire, et sont caractérisés par la surexpression d'un
marqueur d’activation précoce, CD69. Ces LTRM CD4 + possedent des capacités de
protection accrues contre le virus influenza comparativement aux LT CD4 mémoires
circulants#l. Les TRM CD8+ ont été identifiés dans de nombreux tissus: peau,
muqueuse vaginale, intestins, poumons. Les TRM CD8+ sont également caractérisés
par un haut niveau d’expression de CD69, et par l'expression de lintégrine

alpha4beta74243,

Les mécanismes menant a la génération des TRM au niveau tissulaire restent encore
a élucider. De maniere schématique, un des phénomenes en jeu est la migration des
TCM et TEM au niveau tissulaire#44>. L’autre mécanisme est la génération de TRM jn
situ, sous la dépendance de facteurs tissulaires propres. Pour exemple, les TRM au
niveau cutané expriment I'antigene cutané lymphocytaire (cutaneous lymphocytaire
antigen, CLA) et les récepteurs de chimiokines cutanés CCR4 et CCR1046,47, Les TRM
présents au niveau du systeme gastro-intestinal expriment le récepteur de homing
intestinal CCR9 et l'intégrine a4p7484%. Comme indiqué précédemment, les TRM
expriment CD69, qui est un marqueur d’activation lymphocytaire T. Cependant,
CD69 joue également un role d’inhibition du signal chémo-attractant d'un lipide
nommé sphingosine-1-phosphate (S1P), trouvé en forte concentration dans le sang
et les vaisseaux lymphatiques et attirant les lymphocytes T selon un gradient S1P-
Receptorl (S1P-R1)30. Ce gradient S1P-R1 est le principal acteur du maintien au
niveau tissulaire ou de la recirculation des lymphocytes T. Une diminution du
gradient S1P-R1 ménera au maintien au niveau tissulaire des LT, alors qu’a l'inverse,
une augmentation de S1P-R1 augmentera I'établissement des LT au niveau sanguin.
Un des autres acteurs en jeu est le facteur de transcription Kruppel Like F2 (KLF2).
Une expression de KLF2 diminuée menera a la diminution du gradient S1P-R1

nécessaire a la rétention tissulaire de ces cellules.

Du fait de leur position anatomique, les TRM jouent un role de réponse immédiate au
cours des infections. Par exemple, une étude s’est intéressée a la clairance virale en
présence ou non de TRM, On observait chez les hotes possédant des TRM et des
cellules mémoires circulantes, une réduction supérieure a 99,99% de la charge

virale apreés une infection virale vaccinale, comparativement aux hotes possédant
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uniquement des cellules T mémoires circulantes®!. Les lymphocytes TRM, en dehors
de leur roéle anti-infectieux, sont également capables d’activer des cellules de
I'immunité innée et adaptative. Par exemple, la sécrétion d’interféron gamma par les
TRM, mene a l'augmentation endothéliale de la protéine Vascular Cell Adhésion
Molecule 1 (VCAM1), permettant le recrutement de LT CD8+ mémoires et de
lymphocytes B32. La sécrétion d’'IFN gamma (IFNy) par les TRM méne également a

I'up-régulation de nombreux genes de défense antibactérienne et antivirale>3.

La présence de ces lymphocytes TRM a des implications importantes chez ’homme.
Ces TRM jouent un réle majeur dans la protection épithéliale contre les infections,
notamment virales, et sont impliqués dans les autres phénomenes inflammatoires
au niveau tissulaire. Un autre exemple de 'impact de la présence de TRM au cours de
la pratique clinique est celui de I’Alemtuzumab (anticorps monoclonal anti-CD52),
traitement tres efficace pour la déplétion lymphocytaire au niveau circulant, mais
qui n'a pas d’influence sur les TRM au niveau cutané. Il s’agit donc d’une
thérapeutique intéressante dans les leucémies a cellules T cutanées, avec présence
de cellules circulantes, mais qui n’est pas efficace en cas de mycosis fungoide,

maladie au cours de laquelle aucune recirculation n’a lieus+.

Au total, le compartiment des lymphocytes T résidents mémoires (TRM) représente
une population lymphocytaire majeure, avec un réle crucial dans les défenses des
barrieres épithéliales. Cependant, ce compartiment lymphocytaire n’est pas
accessible aux investigations lors d’études de prélevements sanguins uniquement.
Cette donnée introduit un biais, certes inévitable, mais a prendre en compte dans
I'interprétation des résultats d’études au niveau sanguin des populations
lymphocytaires, et donc notamment les résultats présentés dans ce travail. La
présence de lymphocytes T au niveau circulant dépend en effet de la production
thymique, des phénomeénes de prolifération, d’amplification clonale, mais également
du « trafic » lymphocytaire entre le compartiment sanguin, les organes lymphoides

et les tissus de I'organisme.

20



1.4. Immunophénotypage lymphocytaire

L’immunophénotypage lymphocytaire est une analyse biologique permettant I'étude
des lymphocytes circulants. Utilisant une technique de cytométrie en flux, cet
examen permet d’analyser les marqueurs présents a la surface lymphocytaire. 11
permet donc de séparer de maniere virtuelle les différentes populations
lymphocytaires présentes au niveau sanguin d'un patient (lymphocytes B, T CD4,
CD8, NK, etc,..), et également au sein de liquides biologiques contenant un nombre
suffisant de cellules. Cet examen est donc utile pour analyser la taille et la
composition des différents compartiments lymphocytaires, et permet de compléter
la simple valeur de lymphocytes présents au niveau de la numération-formule
sanguine. Fréquemment utilisé en pratique clinique, et notamment en Médecine
interne, ces données apportent des renseignements précieux sur la répartition des
lymphocytes circulants, mais également sur l'activation lymphocytaire. Il posséde
donc un intérét d’évaluation des compartiments lymphocytaires, mais peut
également constituer une aide diagnostique en présence de certains marqueurs
(lymphocytes T y8 et infection a CMV par exemple), et de surveillance dans

certaines situations (lymphocytes B CD19+ et traitement par Rituximab).

1.5. Hypothése de travail

Chez un certain nombre de patients, nous avons remarqué la présence d’'un ratio
CD4/CD8 élevé au cours de la réalisation d'immunophénotypages lymphocytaires.
Cependant, dans I'état actuel des connaissances, les situations menant a une telle

élévation de ce ratio CD4/CD8 restent mystérieuses.

Une de nos hypotheses est que, dans un certain nombre de cas, les patients ayant
des ratios CD4/CD8 augmentés ont subi une lymphopénie profonde, et que le ratio
au moment ou il est mesuré apres le nadir de lymphopénie correspond a 'analyse a
un temps t (un «instantané») d'un phénomeéne de reconstitution immune
comportant une asymétrie temporelle entre le compartiment CD4 et le

compartiment CD8, ce dernier pouvant rester inexistant.
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2. OBJECTIFS DU TRAVAIL

2.1. Objectif principal

L’objectif principal de ce travail est de décrire les caractéristiques cliniques et
biologiques des patients avec ratio CD4/CD8 élevé, au sein d'une cohorte de patients
pour lesquels a été prescrit un immunophénotypage lymphocytaire au CHU de

Bordeaux.

2.2. Objectif secondaire

L’objectif secondaire de ce travail est de décrire I'évolution longitudinale de

I’élévation du ratio CD4/CDS8.
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3. MATERIEL ET METHODES

3.1. Schéma d’étude
Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique observationnelle et

exploratoire, sur '’ensemble des immunophénotypages lymphocytaires du service

d’Immunologie entre 1999 et 2015.

3.2. Eligibilité

La période d’étude était 1999-2015 (01 Janvier 1999 - 28 février 2015).

3.2.1.Criteres d’inclusion

Nous avons inclus :

- tous les patients ayant eu une valeur de ratio CD4/CD8 supérieur au 99éme
percentile durant la période d’étude, au CHU de Bordeaux
et

- ayant eu au moins cinq prélévements durant cette période d’étude.

Pour la définition du 99eme percentile, nous avons étudié la distribution des ratios
CD4/CD8 de patients ayant eu au moins un prélevement durant la période 2010-

2015, puis défini ce 99eme percentile.

La stratégie de définition et de sélection d'une valeur de ratio CD4/CDS8
significativement élevée a fait 'objet de réunions hebdomadaires et de discussions
entre Jean-Francois Moreau, Jean-Luc Taupin, Thomas Pradeu, Quitterie Picat,

Edouard Lhomme et Alexandre Guy.

3.2.2.Criteres d’exclusion

Nous n’avons pas mis en place de critéres d’exclusion.
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3.3. Parametres d’intérét

3.3.1.Données cliniques

Nous avons recueilli :

- les caractéristiques d’age, de sexe, de service d’origine des patients inclus

- les antécédents et notamment l'antécédent principal ayant conduit a
I’hospitalisation et au suivi du patient

- le statut virologique vis-a-vis du CMV et de 'EBV

- les traitements immunosuppresseurs recus durant la période d’étude et leur
posologie lorsque disponibles

- ladate de début et de fin de chaque traitement immunosuppresseur recu

- la date de dernier suivi

- le statut décédé ou vivant au dernier suivi et la cause de déces lorsque

disponible

Les données cliniques ont été analysées :
- de maniere globale sur I'’ensemble de la population
- en fonction du service d’hospitalisation du patient

- selon la pathologie principale du patient et le traitement administré

3.3.2.Données biologiques

Les données disponibles (en valeur absolue et en pourcentage par rapport aux

lymphocytes totaux) a partir des immunophénotypages étaient le nombre de :

- lymphocytes totaux

- lymphocytes CD3-

- lymphocytes T CD3+ totaux

- lymphocytes T CD3+ CD4+

- lymphocytes T CD3+ CD8+

- lymphocytes T « double-négatif » CD3+ CD4- CD8-
- lymphocytes « double-positif » CD3+ CD4+ CD8+
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Dans un certain nombre de cas, étaient disponibles le nombre de :

lymphocytes T CD3+ HLADR+

lymphocytes T CD4+ HLADR+

lymphocytes T CD8+ HLADR+

lymphocytes T exprimant un TCR de type gamma-delta (yd)
lymphocytes gamma-delta Vy2

Pour les patients sélectionnés, nous avons recueilli les données suivantes :

Valeur absolue de lymphocytes totaux
Valeur absolue de lymphocytes T CD4 positif
Valeur absolue de lymphocytes T CD8 positif
Valeur du ratio lymphocytaire T CD4/CD8.

3.4. Stratégie d’analyse

3.4.1.Analyse descriptive

Nous avons recueilli des variables qualitatives et quantitatives pour chaque patient

de la population d’étude.

Concernant les variables quantitatives, nous avons analysé les minimum, maximum,

médiane, quartiles (premier, troisieme).

Concernant les variables biologiques, nous avons étudié :

I’évolution longitudinale du ratio CD4/CD8, des lymphocytes CD8 et
lymphocytes CD4 pour chaque patient.

la durée de suivi par immunophénotypage.

les minimum, maximum, médiane, nombre moyen d'immunophénotypages

par patient, de fagon globale et en fonction du service d’hospitalisation
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3.4.2.Détermination de sous-groupes de patients en fonction de I'évolution du ratio
CD4/CD8

Nous avons déterminé trois sous-groupes de patients en fonction du profil

d’évolution longitudinale du ratio CD4/CD8.

Au sein de chaque sous-groupe, nous avons analysé les caractéristiques cliniques :

- sexe

- age

- antécédents et notamment I'antécédent principal ayant conduit a
I’hospitalisation et au suivi du patient

- traitements immunosuppresseurs recus durant la période d’étude et leur
posologie lorsque disponibles

- traitements regus

- survie

3.4.3.Description d’histoire clinique

Pour chaque patient, nous avons analysé de facon longitudinale I'’évolution du ratio
CD4/CD8, des lymphocytes T CD4, lymphocytes CD8, de maniére parallele aux

traitements recus.

3.4.4.Recueil et analyse des données

L’analyse des données a été effectuée grace aux logiciels Excel, SAS, Prism.

Le recueil et 'analyse des données ont été réalisés en collaboration avec
Edouard Lhomme, interne a I'Unité de Soutien Méthodologique a la Recherche
au CHU de Bordeaux sous la direction du Docteur Marie-Quiterie Picat, que
nous remercions chaleureusement. Le traitement des données de population
initiales ainsi que le descriptif de celles-ci pour la sélection de I'’échantillon
final a été réalisé par Edouard Lhomme (via logiciel SAS permettant I’analyse

d’'un nombre élevé de données).
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Le recueil des données a été fait pour chaque patient grace aux informations
disponibles a partir du logiciel informatique du CHU de Bordeaux (DxCare) et les

dossiers cliniques des patients ont également été consultés de maniere individuelle.
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4. RESULTATS

4.1. Sélection de la population d’étude

Durant la période 2010-2015, le nombre d'immunophénotypages lymphocytaires
analysés au CHU de Bordeaux est de 81 975. Parmi ces prélevements, 1089 n’ont
pas été retenus en I'absence d’identifiants patient disponibles, et nous avons retenu
80886 prélevements, correspondant a 22847 patients. Pour chaque patient, nous
avons retenu le dernier immunophénotypage lymphocytaire, et isolé la valeur du
ratio CD4/CD8. L’étude de la distribution des ratios a permis de définir le 99¢me

percentile de cette distribution.

228 patients avaient une valeur de ratio CD4/CD8 supérieure au 99¢me percentile
durant la période 2010-2015. Parmi ces 228 patients, 36 patients avaient eu au

moins 5 prélevements durant la période 1999-2015.

192 patients avec une valeur de ratio CD4/CD8 supérieure au 99¢me percentile ont

été exclus de I'analyse car ils avaient au plus 4 préléevements (Figure 1).
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Prélevements
01/01/2010 - 28/02/2015

N =81975

Préléevements avec identifiant
patient
N =80886

SRl

Prélevements n’ayant pas
d’identifiant patient
N=1089
Libourne(n=762)

Laboi (n=136)
H. Dax (n=69)
H. BxCp (n=29)
Autres (n=93)

Sélection du dernier
prélevement de chaque patient
N= 22847 prélevements
N = 22847 Patients

Patients avec ratio CD4/CD8
> 99¢ percentile
N=228

Patients avec ratio CD4/CD8
< 99¢ percentile
N=22619

}

Patients avec 5 ou plus
prélevement au total sur la
période 1999-2015
N=36

Patients avec 4 ou moins de
prélevements entre 1999 et
2015
N=192

Figure 1 : Sélection des patients éligibles pour 'étude (diagramme de flux-Edouard Lhomme)
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4.2. Valeur du 99eme percentile de la distribution de ratios CD4/CD8

La valeur du 99¢me percentile de la distribution des ratios CD4/CD8 est de 8,98
(Tableau 1).

Quantile Estimation
100% Max 1050
99% 8,98587
95% 5,23924
90% 4,0777
75% Q3 2,7568
50% Médiane 1,830371
25% Q1 1,08823
10% 0,614379
5% 0,42533
1% 0,183707
0% Min 0,00587166

Tableau 1 : Distribution de la valeur des ratios CD4/CD8 au cours de la période 2010-2015
(Edouard Lhomme)

4.3. Caractéristiques cliniques de la population d’étude

4.3.1.Caractéristiques démographiques

Le minimum d’age est de 43 ans, le maximum de 91 ans. La médiane d’age de la
population est de 71 ans. Le premier quartile a une valeur de 58,5 et le troisieme
une valeur de 81,25. Parmi les patients, quatorze sont des hommes et vingt-deux des
femmes, avec un sex-ratio homme/femme a 0,7. Durant la période d ‘étude, neuf

patients sont décédés (25%), et six ont été perdus de vue (17%) (Tableau 2).
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Minimum 43

Médiane 71

Quartile 75 81,25

Homme (n, %) 14 (39)

Sex-ratio H/F 0,7

Déces (n, %) 9 (25)

Tableau 2 : Caractéristiques démographiques de la population d’étude

4.3.2. Services d’origine

Vingt patients sont issus des services de Médecine interne (CHU Saint-André et
Haut-Levéque), six du service de Néphrologie, quatre du service de Dermatologie,
trois du service d’Hématologie, deux du service de Rhumatologie, et un du service

d’'Hépato-Gastro-Entérologie.

Médecine

Service interne Néphrologie Dermatologie Hématologie Rhumatologie HGE
% 56 17 11 8 7 3

Tableau 3 : Répartition des services d’origine des patients de la population d’étude




4.3.3. Pathologies principales

Parmi ces patients, neuf (25%) étaient atteints d’'une connectivite, neuf (25%) d’une
vascularite. Cinq patients (14%) avaient des antécédents de greffe rénale, quatre
(11%) patients des antécédents d’hémopathies, quatre (11%) patients des
antécédents de mycosis fungoide, trois (8%) patients des antécédents d’allogreffe
de cellules souches hématopoiétiques, un patient (3%) un antécédent de maladie de
Crohn, et un patient (3%) avec un antécédent de Syndrome de Goodpasture

(Tableau 4).

Connectivite 9(25)

Vascularite 9(25)

Greffe rénale 5(14)

Hémopathies (sans allogreffe) 4(11)

Mycosis fungoide/Syndrome de Sezary 4(11)
Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques 3(8)
Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales 1(3)
Syndrome de Goodpasture 1(3)

Tableau 4 : Répartition des pathologies principales des patients de la population d’étude

Nous avons détaillé les pathologies principales en fonction du service d’origine des

patients.

Au sein des services de Médecine Interne, trois patients avaient un lupus
systémique, trois une granulomatose avec polyangéite et éosinophilie (EGPA,
anciennement Maladie de Churg et Strauss), trois une granulomatose avec
polyangéite (GPA, anciennement Maladie de Wegener). Parmi ces patients, ont été
diagnostiqués deux périartérites noueuses, une hémophilie acquise, un syndrome
myéloprolifératif, un syndrome des anti-synthétases, un syndrome des anti-
phospholipides, une pneumopathie interstitielle, une vascularite urticarienne, une
vascularite a ANCA, un purpura thrombopénique immunologique et un syndrome de

chevauchement (Tableau 5).
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Lupus systémique 3(15)

Périartérite noueuse 2 (10)

GPA 1(5)

Syndrome myélo-prolifératif 1(5)

Syndrome des anti-phospholipides 1(5)

Pneumopathie interstitielle 1(5)

Vascularite a ANCA 1(5)

Syndrome de chevauchement 1(5)

Tableau 5 : Pathologies principales des patients des services de Médecine Interne (n=20)

Au sein des services de Dermatologie, tous les patients étaient atteints d’'un mycosis

fungoide/syndrome de Sézary (Tableau 6).

Mycosis fungoide 4(100)

Tableau 6 : Pathologies des patients issus du service de Dermatologie (n=4)

Au sein du service d’'Hématologie, tous les patients ont eu une allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques. Deux patients étaient atteints d’une leucémie aigiie
myéloblastique (LAM) et un patient était atteint d’'un lymphome malin non

hodgkinien (LMNH) T (Tableau 7).

W
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Allogreffe CSH 3(100)

Maladie hématologique initiale

LMNH T 1(33)
LAM 4 1(33)
LAM 5 1(33)

Tableau 7 : Pathologies principales des patients issus du service d’Hématologie (n=3)

Au sein des services de Néphrologie, cinq patients (83%) ont bénéficié d'une greffe
rénale, et un patient (17%) était atteint d'un syndrome de Goodpasture. Parmi les
cinqg patients avec greffe rénale, trois patients étaient atteints d’'une polykystose
hépato-rénale, un patient d'une toxicité des anti-calcineurines. Pour un patient, nous

ne disposons pas du diagnostic de la maladie rénale initiale (Tableau 8).

Greffe rénale 5(83)

Syndrome de GoodPasture 1(17)

Maladie rénale initiale

Polykystose hépato-rénale 3(50)
Toxicité anti-calcineurine 1(16,7)
Non connue 1(16,7)

Tableau 8 : Pathologies principales des patients issus des services de Néphrologie (n=6)

4.3.4. Traitements immunosuppresseurs recus

Au sein de la population d’étude, la majorité des patients ont recu au moins un

traitement immunosuppresseur.

Le minimum de traitements administrés est de 0, le maximum de 8. La médiane du
nombre de traitements immunosuppresseurs est de 3 avec une valeur de premier

quartile a 2, de troisiéme quartile a 5 (Tableau 9).
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Traitements principaux

Maximum 8

Quartile 25 2

Tableau 9 : Caractéristiques des traitements immunosuppresseurs

Parmi la population, 7 patients (19,4%) ont regu une ligne de traitement, 9 patients
(25%) deux lignes de traitement, 5 patients (13,9%) trois lignes de traitement, 5
patients (13,9%) quatre lignes de traitement. 2 patients (5,6%) ont regu 5
traitements immunosuppresseurs successifs. 5 patients (13,9%) ont regu 6
traitements immunosuppresseurs successifs. 1 patient (2,8%) a regu 7 traitements
immunosuppresseurs successifs, et 1 patient (2,8%) 8 traitements. 19 patients
(52,8) ont recu au moins 3 traitements immunosuppresseurs au cours de la période

d’étude (Tableau 10).

Traitements principaux (n, %)

1 7 (19,4)

3 5(139)

5 2 (5,6)

7 1(2,8)

Tableau 10 : Répartition des traitements immunosuppresseurs administrés




Parmi les 36 patients de la population étudiée, 6 patients (16,7%) ont recu des bolus
de cyclophosphamide, 2 patients (5,6%) des bolus de corticoides, 19 patients
(52,8%) une corticothérapie générale, 9 patients (25%) du méthotrexate, 9 patients
(25%) de 'azathioprine, 11 patients (30,6%) du mycophénolate Mofétil.

Quatorze patients (38,9%) ont regu une chimiothérapie lourde (c’est a dire
aracytine, daunorubicine, CHOP!, RCD', DHAC!i, Etoposide). 3 patients (8,3%) ont
recu des immunoglobulines intraveineuses, 5 patients (13,9%) des anti-TNFalpha, 2
patients (5,6%) un traitement par anti-IL6, 4 patients (11,1%) un traitement par
Rituximab. Deux patients (5,6%) ont recu un traitement par anti-CD52
(alemtuzumab). Un traitement par epratuzumab, sifalimumab, abatacept, échanges

plasmatiques a été prescrit chez un patient (2,8%).

Quatre patients (11,1%) ont recu de I'hydroxychloroquine, quatre patients une
photophérese, et 5 patients (13,9%) un traitement par anti-calcineurine (Tableau

11).

Traitements principaux

Cyclophosphamide (bolus) 6 (16,7)
Corticothérapie (bolus) 2 (5,6)

Corticothérapie 19 (52,8)
Méthotrexate 9 (25)
Azathioprine 9 (25)

Mycophénolate 11(30,6)

Chimiothérapie 14 (38,9)
Immunoglobulines IV 3(8,3)
Anti-TNF 5(13,9)
Anti-IL6 2(5,6)

I CHOP : Cyclophosphamide, Adriamycine, Vincristine, Prednisone
i RCD : Rituximab, Cyclophosphamide, Dexamethasone

i DHAC : Rituximab, Carboplatine, Aracytine, Dexaméthasone
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Traitements principaux

Rituximab 4(11,1)
Epratuzumab 1(2,8)
Alemtuzumab 2 (5,6)

Sifalimumab 1(2,8)

Abatacept 1(2,8)

Echanges plasmatiques 1(2,8)
Hydroxychloroquine 4(11,1)
Photophérese 4(11,1)
Anti-calcineurine 5(13,9)

Tableau 11 : Répartition des traitements administrés au sein de la population d’étude (n=36)

Nous avons détaillé les traitements immunosuppresseurs recus en fonction du
service d’origine: Médecine interne (Tableau 10), Hématologie (Tableau 11),

Dermatologie (Tableau 12), Néphrologie (Tableau 13).

Dans les services de Médecine Interne 5 patients (25%) ont recu des bolus de
cyclophosphamide, 2 patients (10%) des bolus de corticoides, 13 patients (65%)
une corticothérapie générale. 3 patients (15%) ont recu du méthotrexate, 9 patients
(45%) du mycophénolate, 4 patients (20%) de l'azathioprine. 2 patients (10%) ont
recu des immunoglobulines intraveineuses, et une chimiothérapie lourde. 4 patients

(20%) ont recu du rituximab et 4 patients de '’hydroxychloroquine.

Un traitement par anti-TNFalpha, par anti-IL6 (Tocilizumab), par anti-CD22

(Epratuzumab), par anti-INFalpha (Sifalimumab) a été administré chez 1 patient.
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Traitements principaux

Cyclophosphamide (bolus) 5(25)
Corticothérapie (bolus) 2 (10)
Corticothérapie 13 (65)
Méthotrexate 3 (15)
Mycophénolate 9 (45)
Azathioprine 4 (20)
Chimiothérapie 2(10)
Iglv 2(10)
Anti-TNF 1(5)
Anti-IL6 1(5)
Rituximab 4 (20)
Epratuzumab 1(5)
Sifalimumab 1(5)
Hydroxychloroquine 4 (20)

Tableau 12 : Répartition des traitements administrés au sein des services
de Médecine interne (n=20)

Concernant les patients issus du service d’Hématologie, tous ont recu en post-
allogreffe un traitement par anti-calneurine. 2 patients (67%) ont recu un
traitement d’induction par aracytine/daunorubicine puis de consolidation par
aracytine. Concernant le troisieme patient, il a recu des premieres lignes de
traitement par RDHAC (Rituximab, Carboplatine, Aracytine, Dexaméthasone),
ACVP/Velcade (Adriamycine, Cyclophosphamide, Bléomycine, Prednisone,
Bortézomib). Une corticothérapie générale a été administrée chez 1 patient (33,3%),

tout comme un traitement par mycophénolate et immunoglobulines intraveineuses.
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Traitements principaux

Anti-calcineurine 3(100)
Aracytine /Daunorubicine (induction) 2(67)
Aracytine (consolidation) 2 (67)

RDHAC 1(33,3)

ACVP/Velcade 1(33,3)

Corticothérapie générale 1(33,3)

Mycophénolate mofétil 1(33,3)

Iglv 1(33,3)

Tableau 13 : Répartition des traitements administrés au sein des services
d’Hématologie (n=3)

Au sein des services de Dermatologie, tous les patients ont regu un traitement par
méthotrexate et photophéreses. 3 patients (75%) ont regu du chloraminopheéne, 3
patients un anticorps anti-CD52 (alemtuzumab). 2 patients (50%) ont recu de la
gemcitabine. 1 patient (25%) a regu une chimiothérapie par CHOP
(Ciclophosphamide, Adriamycine, Vincristine, Prednisone), et 1 patient un

traitement inhibiteur d’histone-désacetylase (Vorinostat).

Traitements principaux

Méthotrexate 4 (100)
Photophérese 4 (100)
Choraminopheéne 3 (75)
Alemtuzumab 3(75)
Gemcitabine 2 (50)
CHOP 1(25)
Vorinostat 1(25)

Tableau 14 : Répartition des traitements administrés au sein des services
de Dermatologie (n=4)
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En Néphrologie, 5 patients (83%) ont regu un traitement par anti-calcineurine :
ciclosporine ou tacrolimus. 5 patients (83%) ont recu un traitement par
mycophénolate. 2 patients (33,3%) ont recu de I'azathioprine. 1 patient (17%) a
recu une chimiothérapie lourde, 1 patient des immunoglobulines intraveineuses, 1

patient des échanges plasmatiques, et 1 patient des bolus de cyclophosphamide.

Traitements principaux

Anti-calcineurine 5(83)
Mycophénolate mofétil 5 (83)
Cyclophosphamide (bolus) 1(17)
Corticothérapie 1(17)
Azathioprine 2(33,3)
Chimiothérapie 1(17)

Iglv 1(17)

Echanges plasmatiques 1(17)

Tableau 15 : Répartition des traitements administrés au sein des services
de Néphrologie (n=6)

4.4, Caractéristiques biologiques de la population d’étude

4.4.1. Données virologiques des patients

Parmi les patients de la population d’étude, concernant I'infection a EBV, 16 patients
(44%) présentaient une immunité ancienne vis-a-vis de ce virus, 1 patient (3%) ne
disposait pas d'immunité contre EBV et nous ne disposions pas du statut

sérologique pour 19 patients (53%).

Concernant l'infection a CMV, 11 patients (31%) avaient des IgG anti-CMV, alors que
7 patients (19%) ne disposaient pas d'immunité anti-CMV. Nous ne disposions pas

des données sérologiques chez 18 patients (50%).
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Statut sérologique (n,%) EBV CMV

Immunité ancienne 16 (44) 11 (31)
Absence d'immunité 1(3) 7 (19)
Statut non connu 19 (53) 18 (50)

4.4.2.

Tableau 16 : Caractéristiques virologiques des patients de la population d’étude

Données d'immunophénotypage lymphocytaire des patients de la population

d’étude

- Caractéristiques des immunophénotypages lymphocytaires

Nous avons analysé les principales caractéristiques des
immunophénotypages (IP) des patients sélectionnés de maniere globale et en

fonction du service d’origine (Tableau 14).

Au sein de la population d’étude, on note un minimum d’IP a 5, un maximum
a 37, un nombre médian a 10, une valeur de 1¢r quartile a 8, et de troisieme

quartile a 15,25.

Le nombre moyen d'immunophénotypages par patient est de 15 dans la
population d’étude, de 21,85 en Médecine interne, de 11 en Néphrologie, de 7

en Dermatologie, de 11 en Hématologie.
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Population d’étude (n=36)

Maximum 37

Quartile 25 8

Service de Médecine Interne (n=20)

Maximum 37

Quartile 25 8

Nombre moyen IP patients 21,85

Service de Néphrologie (n=6)

Maximum 16

Quartile 25 8

Nombre moyen IP/patient 11

Service de Dermatologie (n=4)

Maximum 9

Quartile 25 8,75

Nombre moyen IP/patient 7

N

2



Service d’Hématologie (n=4)

Minimum 6

Maximum 17

Médiane 10

Quartile 25 8
Quartile 75 13,5

Nombre moyen IP/patient 11

Valeur du ratio CD4/CD8

Tableau 17 : Caractéristiques d'immunophénotypage lvymphocytaire des patients de la

population d’étude

Description des évolutions longitudinales des ratios CD4/CD8

Nous avons dans un premier temps observé I'évolution longitudinale des ratios

CD4/CD8 de chaque patient (Figure 1).
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Figure 1 : Evolution longitudinale des ratios CD4/CD8 de la population d’étude (n=36)
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Dans un second temps, nous avons isolé trois modes d’évolution des ratios (Figure

2,3 et4):

- premier mode d’évolution : évolution ascendante des ratios CD4/CD8
- second mode d’évolution: oscillations importantes des valeurs de ratio CD4/CD8

- troisieme mode d’évolution : stabilité des valeurs de ratio CD4/CD8
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Figure 2 : Premier mode d’évolution des ratios CD4/CD8 (n=17) : évolution ascendante du ratio
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Figure 3 : Second mode d’évolution des ratios CD4/CD8 (n=7) : évolution oscillante du ratio
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Figure 4 : Troisieme mode d’évolution des ratios CD4/CD8 (n=12) : évolution stable du ratio

4.5. Description clinique en fonction du mode d’évolution

4.5.1. Caractéristiques démographiques

Nous ne retrouvons pas de différence significative entre les trois modes d’évolution
concernant 1'age, avec une médiane d’age dans le premier, second, troisieme mode
respectivement a 75, 76, et 61 ans. On note une mortalité de 57% au sein du mode 2,
contre 17,6% dans le mode 1 et 17% dans le mode 3. Concernant le sexe, on observe
une prédominance d’hommes au sein du premier mode d’évolution (sex-ratio=0,89),
du second mode (sex-ratio=0,75) et de femmes dans le troisieme mode (sex-ratio =

0,33) (Tableau 15).

Mode 1 Mode 2 Mode 3

(n=17) (n=7) (n=12)
Age au dernier suivi (années)
Minimum 43 52 45
Maximum 91 86 88
Médiane 75 76 61
Q25 65 71,5 55,75
Q75 82 81,5 73,25
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Sexe

Homme (n,%) 8(47) 3(43) 3
Femme (n,%) 9 (53) 4 (57) 9
S/R 0,89 0,75 0,33
Survie

Déces (n,%) 3(17,6) 4 (57) 2(17)
Perte de vue (n,%) 3(17,6) 2 (28,5) 2(17)

Tableau 18 : Caractéristiques démographiques en fonction du mode d’évolution du ratio

CD4/CD8

4.5.2. Caractéristiques des pathologies au sein des différents modes d’évolution

Au sein du premier mode d’évolution, 3 patients (17,6%) ont eu une greffe rénale,
quatre patients (23,5%) une vascularite, trois patients (17,6%) une connectivite,
deux patients (11,6%) une hémopathie sans allogreffe, un patient (5,8%) une
allogreffe de CSH, un patient une maladie de Crohn, un patient un mycosis fungoide,
un patient un syndrome de GoodPasture et un patient était atteint d'une

pneumopathie interstitielle.

Au sein du second mode d’évolution, 3 patients (42,9%) étaient atteints d’'un
mycosis fungoide. Deux patients (28,6%) étaient atteints d'une vascularite. Un
patient (14,3%) était atteint d’'une connectivite et un patient (14,3%) a bénéficié

d’une allogreffe de CSH.

Au sein du troisieme mode d’évolution, 4 patients (33,2%) étaient atteints d’'une
connectivite, trois patients (25%) d’'une hémopathie sans allogreffe. Deux patients
(16,6%) ont eu une greffe rénale, deux patients avaient une vascularite. Un patient

(8,3%) a bénéficié d’'une allogreffe.
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Allogreffe G’reffe Vascularité |Connectivite MICI Mycoﬂsis Hémopathies GP PNPI
rénale fungoide
Mode 1
(1=17) 1(5,8) | 3(17,6) | 4(23,5) | 3(17,6) | 1(58) | 1(58) | 2(11,6) | 1(58) | 1(58)
Mode 2
1(14 2 (28, 1 (14, 42,9
meny | 1043) (28,6) | 1(143) 3(42.9)
Mode 3
(n=12) 1(83) |2(16,6) | 2(16,6) | 4(33,2) 3(25)

Tableau 19 : Répartition des pathologies principales des patients de la population d’étude en

fonction du mode d’évolution des ratios CD4/CD8

4.5.3. Caractéristiques des traitements recus en fonction du mode d’évolution

Nous avons détaillé les traitements principaux regus par les patients en fonction du

mode d’évolution (Tableau 17).

Au sein du 1¢r mode d’évolution, 3 patients (17,6%) ont recu des bolus de
cyclophosphamide, contre 2 patients (28,6%) au sein du second mode et 1 patient
(8,3%) au sein du troisieme. Des bolus de corticoides ont été administrés chez 1
patient (5,9%) au sein du 1¢r mode d’évolution, 1 patient (14,3%) au sein du second
mode et aucun patient dans le dernier mode. Une corticothérapie générale a été
initiée chez 12 patients (70,6%) du premier mode, 2 patients (28,6%) du second
mode et 5 patients (41,7%) du dernier mode.

Un traitement par méthotrexate a été administré chez respectivement 4 patients
(23,5%), 4 patients (28,6%) et 5 patients (25%) du premier, second et troisieme
mode. Un traitement par azathioprine a été initié chez 7 patients (41,2%) du
premier mode, 1 patient (14,3%) du second mode et 2 patients (16,6%) du
troisieme mode. Chez 8 patients (47%) du premier mode, 2 patients (28,6%) du
second mode et 3 patients (25%) du troisieme mode, on retrouve un traitement par
mycophénolate. Une chimiothérapie lourde a été initiée chez 7 patients (41,2%) du
1er mode, 6 patients (85,7%) du second mode et 4 patients (33,3%) du dernier

mode. Un patient du 1¢ mode (5,9%) a recu des immunoglobulines intraveineuses,
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contre aucun patient dans les deux autres modes. 2 patients (11,7%) ont recu un
traitement par anti-TNFalpha au sein du 1¢" mode, contre aucun patient dans les
deux autres modes. Un traitement par tocilizumab a été administré chez 1 patient
(14,3%) du second mode. Concernant le rituximab, ce traitement a été administré
chez 1 patient du 1¢r mode (5,9%), 1 patient (14,3%) du second mode et 2 patients
du dernier mode (16,7%). L’epratuzumab (anti-CD22) a été initié chez un patient du
1er mode, et 'alemtuzumab (anti-CD52) chez 3 patients (42,9%) du second mode.
Les traitements par sifalimumab (anti-interféron de type I) et abatacept (CD152-Ig
soluble) ont été initiés chez 1 patient différent du 3¢me mode (8,3%). Des échanges
plasmatiques ont été initiés chez un patient (5,9%) du premier mode. Un traitement
par hydroxychloroquine a été administré respectivement chez 1 patient (5,9%) du
premier mode, 1 patient (14,3%) du second mode et deux patients (16,6%) du
dernier mode. 3 patients du second mode (42,9%) ont recu des séances de
photophéreses, contre 1 patient (5,9%) au sein du 1¢r mode. Enfin, un traitement
par anti-calcineurine a été administré chez 3 patients (17,6%) du 1¢r mode et 2

patients (16,6%) du 3¢me mode.

Traitements (n, %) Mode 1 (n=17) Mode 2 (n=7) Mode 3 (n=12)
Cyclophosphamide (bolus) 3(17,6) 2 (28,6) 1(8,3)
Corticothérapie (bolus) 1(5,9) 1(14,3)

Corticothérapie 12 (70,6) 2 (28,6) 5(41,7)
Méthotrexate 4 (23,5) 4 (57,1) 3 (25)
Azathioprine 7 (41,2) 1(14,3) 2 (16,6)
Mycophénolate 8(47) 2 (28,6) 3 (25)
Chimiothérapie 7 (41,2) 6 (85,7) 4 (33,3)
IgIV 1(59)

Anti-TNF 2 (11,7)

Anti-IL6 1(14,3)

Rituximab 1(5,9) 1(14,3) 2 (16,7)
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Traitements (n, %) Mode 1 (n=17) Mode 2 (n=7) Mode 3 (n=12)

Alemtuzumab 3(42,9)

Abatacept 1(8,3)

Hydroxychloroquine 1(5,9) 1(14,3) 2 (16,6)

Anti-calcineurine 3(17,6) 2 (16,6)

Tableau 20 : Caractéristiques des traitements en fonction du mode d’évolution du ratio
CD4/CD8




4.6. Description clinique et biologique des patients inclus dans la population

d’étude

4.6.1.

Tableau récapitulatif

Patient Age Sexe Service Antécédent Date greffe  |Date diagnostic Traitements Suivi IP
1 78 Masculin | Néphrologie Greffe rénale 1987 IgIV/Ciclosporine /Imurel 10
2 68 Féminin Médecine EGPA 2001 Cyclophosphamide/Imurel/ 1

Interne MTX/Corticoides
3 52 Féminin =~ Médectne LES 2002 Corticoides/Azathioprine 1
Interne
4 65 Masculin | Néphrologie 2010 Etoposide 4
5 57 Masculin Médecine Sclérodermie 2000 Mycophénolate/Corticoides 1
Interne
6 70 Masculin | Néphrologie 2005 Anti-calcineurine 5
7 75 Masculin Médecine GPA 2005 Cyclophosphamide/Corticoides 7
Interne
3 83 Feminm | asane | VESElEmER 2011 Corticoides/Azathioprine 2
Interne ANCA
9 77 Féminin | Néphrologie Goodpasture 2013 Cycluphulsphalmlde/ 1
Azathioprine
10 43 Masculin HGE Crohn 2010 Infliximab /Azathioprine 5
11 82 Féminin | Médecine EGPA 2005 Corticoides/Mycophénolate 7
Interne
12 88 Féminin N:efecme PNP interstitielle 2008 Corticoides/Mycophénolate 5
nterne
13 66 Masculin Médecine Hemnplhlhe 2010 Bolus de corticoides/Rituximab 1
Interne acquise
14 79 Féminin | Dermatologie | Mycosis fungoide 2006 Methntrexa‘te/(:llmretmmnphene 7
/ Gemcitabine
15 54 Masculin | Hématologie | Allogreffe CSH 2007 Chimiothérapie/Allogreffe 4
X Médecine .
16 91 Masculin PTI 2005 Agoniste de la TPO 5
Interne
17 83 Féminin Médecine Syndrmfm anti- 2001 Corticoides/Mycophénolate 1
Interne synthétases
18 76 Masculin Médecine PAN 2001 Cyclophosphamide/Rituximab/
Interne Corticoides
19 86 Masculin | Dermatologie |Mycosis fungoide 2008 MTX/Chloraminophéne/ 2
Alentuzumab
20 81 Eern I e s LES 2007 Mycophénolate/Corticoides 3
Interne
21 76 Féminin | Dermatologie |Mycosis fungoide 2004 Chlurammu.ph"ene/MTX/ 4
Corticoides
22 67 Féminin | Dermatologie |Mycosis fungoide 2000 MTX/Photophéréses/CHOP 1
23 a2 Masculin Médecine EGPA 2011 Cyclophosphamide/Corticoides 3
Interne /Azathioprine
24 52 Féminin | Hématologie Allogreffe 2011 Aracytine/Allogreffe 1
25 88 Féminin | Medecine PAN 2004 Endoxan/Azathioprine 9
Interne
26 72 Masculin | Néphrologie Greffe rénale 1988 Anti-calcineurine 1
P Médecine .
27 67 Féminin SAPL 2010 Hydroxychloroquine 1
Interne
28 g7 Féminin =~ lcaecine TE 2011 3
Interne
29 59 Féminin |Rhumatologie LES 2006 MTX/Corticoides 2
30 556 Féminin |Rhumatologie PR 2010 MTX/Cortancyl/Azathioprine 2
31 56 Masculin | Néphrologie Greffe rénale 2010 Anti-calcineurine 2
32 45 Fémipin |~ edecine | Syndrome de 2006 Corticoides 2
Interne chevauchement
33 60 Féminin | Hématologie Allogreffe 2012 Aracytine /Allogreffe 1
A Médecine . .
34 62 Féminin Vascularite 2009 Disulone 5
Interne
35 77 Féminin | Néphrologie PR 1994 Anti-TNF/Abatacept 1
36 50 My | e | Memepiieenty 2010 Rituximab 1
Interne MAG

Tableau 21 : Résumé des principales caractéristiques des patients de la population d’étude
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4.6.2. Histoires clinigues et biologigues détaillées

Pour chaque patient, nous avons détaillé d’'une part 1'évolution longitudinale du
ratio CD4/CD8, d’autre part I’évolution des lymphocytes T CD4 et CD8, sur deux
graphiques successifs. Sur le premier graphique, est figuré en x le temps et en y la
valeur du ratio CD4/CD8 (courbe en noir). Sur le second graphique, est figuré en x le
temps et en y les valeurs de lymphocytes T CD4 et T CD8. La courbe de couleur
rouge correspond a la valeur des lymphocytes T CD4, celle en bleu la valeur de

lymphocytes T CD8.

Nous avons également analysé I'histoire clinique de chaque patient.

Nous avons sélectionné au sein de chaque mode d’évolution les histoires cliniques et
biologiques de patients qui nous semblaient représentatifs de situations
« typiques » possiblement rencontrées en pratique clinique :

- 8 patients au sein du 1¢r mode (sur un total de 17 patients)

- 4 patients au sein du 2¢me mode (sur un total de 7 patients)

- 4 patients au sein du 3¢me mode (sur un total de 12 patients)

L’ensemble des descriptions des autres patients est disponible en annexe 1.

4.6.2.1. Patients au sein du ler mode d’évolution

Patient 2
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Description clinique

Patiente de 68 ans avec diagnostic de granulomatose avec polyangéite et
éosinophilie diagnostiquée en 2000. La patiente a regu un traitement d’induction
par 6 cures de Cyclophosphamide, avec un relais par Azathioprine. En 2006, est
introduit un traitement par Méthotrexate, de maniere parallele a une

corticothérapie générale, avec un arrét de I’Azathioprine.

Description biologique

La période de suivi est de 14 ans. Le ratio augmente durant cette période de 4,5 a
12. Concernant les lymphocytes, on observe un baisse des LT CD4 et CD8 de Mai
2000 a Juin 2001 suivie d'une augmentation des LT CD4 a partir de Juin 2001.

Interprétation

On observe un phénomene de reconstitution immunitaire avec augmentation des LT

CD4 et persistance d'une lymphopénie CD8.
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Patient 3
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Description clinigue

Patiente de 52 ans avec diagnostic de lupus systémique avec atteinte cutanéo-
articulaire en 2001. De 2001 a 2003, la patiente recoit une corticothérapie générale
associée a de I'hydroxychloroquine. En 2005, est introduit de I'azathioprine jusqu’en
2012. En Mars 2013, la patiente est incluse dans le protocole Epratuzumab

(anticorps anti-CD22, récepteur associé au récepteur du lymphocyte B, B Cell
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Receptor ou BCR), et recevra quatre injections, avant qu’un relais soit pris par du

méthotrexate.

Description biologique

D’Avril 2001 a Janvier 2010, la valeur du ratio augmente peu (1,1-4,4). De Janvier
2010 a Mai 2014, le ratio augmente de maniere franche (4,4-120).
Cette augmentation de ratio est secondaire a la persistance d’'une lymphopénie CD8

majeure, avec stabilité au cours du temps du nombre de LT CD4.

Interprétation

On note l'installation d’'une lymphopénie CD8 franche, et il est difficile d’en préciser

les causes (imputabilité de I'azathioprine ? de I'epratuzumab ?)

Patient 4
Mycophénolate mofétil
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Description clinigue

Patient de 65 ans atteint d'une insuffisance rénale chronique terminale secondaire a
une toxicité des anti-calcineurine, dans le cadre d'un traitement post-
transplantation hépatique. Il bénéficie d’'une transplantation rénale en Décembre
2010. Le patient recoit par la suite un traitement immunosuppresseur post-greffe
par tacrolimus et mycophénolate. En Mars 2012, le patient est atteint d'un
syndrome d’activation macrophagique (SAM), traité par étoposide. Il va présenter

des récidives de SAM en Mars 2013, et Juin 2013, menant au déces.

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente de maniere franche d’Aolit a Décembre 2012 (2,4-18,5),
avant de diminuer de Décembre 2012 a Février 2013 (18,5-12).
En post-greffe, on observe une augmentation du nombre de LT CD4, plus marquée a

partir d’Aofit 2012.

Interprétation

L’hypothese est celle d’'une reconstitution immune en post-greffe, mais nous ne
pouvons exclure une activation T CD4 dans le cadre du syndrome d’activation

macrophagique.
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Patient 6
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Description clinigue

Patient de 70 ans ayant bénéficié d’'une greffe rénale en 2005. Le conditionnement
n’est pas connu. Le patient recoit en post-greffe un traitement immunosuppresseur

par tacrolimus et mycopénolate mofetil.

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente de Mai 2005 a Février 2010 (3,1-12,2). Concernant les

lymphocytes, on observe une baisse brutale de Janvier a Mars 2005, puis une
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augmentation rapide des LT CD4. Il persiste une lymphopénie CD8 de manieére

prolongée.

Interprétation

On observe un phénomene de reconstitution immunitaire ne concernant que les

lymphocytes T CD4 et persistance d'une lymphopénie CD8.
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Description clinique

Patient de 53 ans avec diagnostic de granulomatose avec polyangéite en 2005. Le
patient recoit un traitement initial par cures de Cyclophosphamide, de maniere

paralléle a une corticothérapie. La corticothérapie est arrétée en Décembre 2011.

Description biologique

On observe une baisse du ratio CD4/CD8 d’Octobre 2005 a Avril 2006 (5,4-2,2) suivi
d’'une augmentation d’Avril 2006 a Décembre 2012 (2,2-10,5).

Interprétation

On observe une lymphopénie globale en post-cyclophosphamide (Octobre 2005-
Avril 2006) suivie d’'une augmentation des LT CD4 exclusive, au cours d'un

phénomene de reconstitution immunitaire.
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Durée de suivi: 20 mois
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Description clinigue

Patiente de 77 ans avec diagnostic de syndrome de Goodpasture en Juin 2013,
nécessitant la mise en place d'un traitement immunosuppresseur par bolus de
cyclophosphamide, corticothérapie générale, et échanges plasmatiques.
Malheureusement, on observe I’évolution vers une insuffisance rénale terminale
avec nécessité de début d’'une hémodialyse. Il est mis en place un traitement

d’entretien par corticothérapie et azathioprine.

Description biologique

Apres une baisse d'Avril a Juillet 2013 (5,7-4,5), on observe une augmentation de
Juillet 2013 a Décembre 2014 (4,5-9,6). Apres une augmentation des LT CD4 et LT
CD8, une baisse des LT CD4 de Juillet 2013 a Avril 2014, on observe une
augmentation des LT CD4 de Avril 2014 a Décembre 2014, de maniere concomitante

a une diminution des LT CD8.

Interprétation

On observe une lymphopénie induite par les bolus de cyclophosphamide suivie par

une reconstitution immunitaire, portant sur les LT CD4 uniquement.
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Patient 11
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Description clinigue

Patiente de 88 ans avec diagnostic de granulomatose avec polyangéite et
éosinophilie (ex-Churg et Strauss) en 2005, nécessitant la mise en place d’'une

corticothérapie générale et de mycophénolate en Avril 2010, jusqu’en Avril 2013.
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Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente durant la période de suivi de 3,6 a 9,6. Les lymphocytes
CD4 et CD8 diminuent initialement avec augmentation du nombre de LT CD4 dans

un second temps.

Interprétation

On observe un phénomeéne de reconstitution immune avec augmentation du nombre

LT CD4 exclusive, et la persistance d’'une lymphopénie CD8.
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Description clinique

Patient de 54 ans avec diagnostic de lymphome T stade IV en 2006. Le patient regoit
une 1¢re ligne thérapeutique par ACVP et Velcade en 2006, avec une réponse
hématologique partielle. En 2007, il regoit trois cures de DHAC. En Novembre 2007,
le patient bénéficie d’'une allogreffe de sang de cordon, avec conditionnement par
Busulfan/Fludarabine/Cyclophosphamide. En prévention de la réaction du greffon
contre 1'hote, il regoit un traitement par ciclosporine et mycophénolate. En Janvier
2009, il est diagnostiqué une polyradiculonévrite nécessitant la mise en place d’'une
corticothérapie et dimmunoglobulines intraveineuses. La corticothérapie est

arrétée en Avril 2010, le Mycophénolate en Aot 2010.

Description biologique

Le ratio augmente de Septembre 2007 a Juin 2011 (1,1-26,6), avant de diminuer de
facon modérée de Juin 2011 a Février 2015 (26,6-13). A partir de Septembre 2007,
on observe une diminution des LT CD4 et CD8, avant une augmentation du nombre

de LT CD4 et la persistance d’'une lymphopénie CD8 profonde.

Interprétation

En post-greffe, on observe un phénomene de reconstitution immunitaire avec

augmentation du nombre de LT CD4 sans reconstitution du compartiment CD8+.
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4.6.2.2. Patients au sein du 2¢me mode d’évolution

Patient 18
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Description clinigue

Patient de 76 ans chez qui, en 2001, un diagnostic de périartérite noueuse a été fait.
En 2008, devant une poussée de la maladie le patient recoit trois bolus de

cyclophosphamide, associé a un traitement par rituximab et immunoglobulines

63



intraveineuses. Un relais est effectué par azathioprine puis mycophénolate, avec
poursuite des immunoglobulines intraveineuses de maniere mensuelle et
corticothérapie générale. En Février 2010, le patient recoit trois bolus de
méthylprednisolone et un traitement par anti-IL6 est mis en place de Mars 2010 a

Mars 2011.

Description biologique

Concernant le ratio, celui-ci varie de fagcon importante au gré des traitements

administrés :

- Augmentation de Février a Juillet 2002 (4,24-11,2)

- Diminution puis stabilité de Juillet 2002 a Octobre 2006 (11,2-3,7)
- Augmentation d’Octobre 2006 a Décembre 2007 (7,7-15,9)

- Augmentation de Décembre 2007 a Octobre 2009 (15,9-18,6)

- Diminution d’Octobre 2009 a Décembre 2010 (18,9- 6,87)

De maniére parallele, on observe des variations importantes des valeurs de

lymphocytes :

Diminution des LT CD8 de Février a Juillet 2002 avec stabilité des LT CD4

- Puis augmentation des LT CD8 et diminution des LT CD4 jusqu’en Octobre 2006

- Augmentation des LT CD4 et lymphopénie CD8 persistante d’Octobre 2006 a
Décembre 2007

- Diminution des LT CD4 de Décembre 2007 a Décembre 2010

Interprétation

On observe une lymphopénie CD4 et CD8 induite par les bolus de
cyclophosphamide. En fin de suivi, on note une lymphopénie CD4 persistante,

possiblement induite par les bolus de corticoides et le cyclophosphamide.

64



Patient 21
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Description clinigue

En 2004, un diagnostic de syndrome de Sézary est effectué chez cette patiente de 76
ans. De 2004 a 2008, le patient regoit un traitement par chloraminopheéne,
meéthotrexate, corticothérapie générale. En Juin 2008, le patient recoit 3 injections
d’alemtuzumab, et en Mars 2009, trois nouvelles injections. Le traitement par

alemtuzumab sera réitéré en Février et Octobre 2010.
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Description biologique

On observe des valeurs extrémes du ratio au cours du suivi, avec des variations

importantes.

Interprétation

L’interprétation des valeurs du ratio CD4/CD8 est biaisée par la présence de cellules

de Sézary durant le long du suivi. Le pourcentage de cellules de Sézary circulantes

s’énonce comme suit :

Février 2009 : 36%
Mai 2009 : négatif
Septembre 2010 : 37%
Octobre 2010 : 33%

Mars 2011 : 46%
Aolt 2011 : 38%
Février 2012 : 7%

Avril 2012 : 59%

Valeur du ratio CD4/CD8
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Description clinigue

Patient de 76 ans chez qui, en Mars 2011, un diagnostic de granulomatose avec
polyangéite et éosinophilie est effectué et le patient recoit 7 bolus de
cyclophosphamide. Un relais par azathioprine et corticothérapie générale est

effectué.

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente de Janvier a Juillet 2011 (14-28) avant de diminuer de
Juillet 2011 a Mars 2012 (28-5), et d’augmenter de nouveau de Mars 2012 a
Décembre 2013 (5-14). Concernant les lymphocytes, on note une diminution des LT
CD4 et CD8 de Janvier a Juillet 2011 prédominante sur les LT CD8. De Mars 2012 a

Décembre 2013, on note une augmentation du nombre de LT CD4.

Interprétation

Augmentation du ratio de Janvier a Juillet 2011 du fait d'une lymphopénie CD4 et
CD8 induite par les bolus de cyclophosphamide, prédominante sur les LT CD8
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Reconstitution immune a partir de Mars 2012 avec augmentation de la valeur des

LT CD4 et persistance d’'une lymphopénie CD8
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Description clinique

Patiente de 52 ans. Un diagnostic de leucémie aigiie myéloblastique de type 5 est fait
en 2009, et un traitement d’'induction puis de consolidation est entrepris par
aracytine et daunorubicine. En Avril 2010, la patiente recoit une allogreffe de sang
de cordon avec un conditionnement par cyclophosphamide, fludarabine et

irradiation corporelle totale. On observe une rechute de la maladie en Janvier 2011
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Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente d’Avril a Aot 2010 (5,7-36,4), puis diminue d’Aoft
2010 a Mars 2011 (36,4-11,6). Concernant les lymphocytes, on retrouve une
lymphopénie CD4 et CD8 des Avril 2010 avec une augmentation secondaire des LT

CD4 d’Avril a Aottt 2010.

Interprétation

Lymphopénie CD4 et CD8 en post-greffe immédiat, du fait du conditionnement

myéloablatif (cyclophosphamide/fludarabine/ICT).
Reconstitution immune rapide des LT CD4 expliquant I'augmentation du ratio, puis
reconstitution lente et décalée dans le temps des LT CD8 expliquant la diminution

secondaire du ratio, mais restant toujours élevé.

4.6.2.3. Patients au sein du 3¢me mode d’évolution
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Description clinigue

Chez cette patiente de 88 ans, un diagnostic de périartérite noueuse est effectué en
2004. La patiente rec¢oit un traitement immunosuppresseur par douze bolus de
Cyclophosphamide, avec un relais effectué par azathioprine et corticothérapie
générale. En Mars 2010, le traitement par azathioprine est arrété, et un relais par

mycophénolate est débuté en Octobre 2010, jusqu’en Avril 2013.

Description biologique

On observe une augmentation du ratio (8-22) de Mars a Mai 2006, suivie d’une
diminution (22-6) jusqu’en Aoiit 2006, et une stabilité de Aolit 2006 a Décembre
2013.

Interprétation

On note une lymphopénie CD4 et CD8 induite par le cyclophosphamide. On observe
une reconstitution immunitaire portant sur les LT CD4, et la persistance d’une

lymphopénie CD8.
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Patient 26
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Description clinigue

Ce patient de 72 ans a bénéficié d'une greffe rénale en 1998, dans le cadre d'une
insuffisance rénale terminale secondaire a une polykystose hépato-rénale. Le
patient recoit un traitement au long cours par anti-calcineurine, corticothérapie

générale et mycophénolate.

71



Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente de Décembre 2003 a Juillet 2006 (12-21), puis diminue
jusqu’en Aolt 2009, avant d’étre sable de Aolit 2009 a Aolit 2013. On remarque une
lymphopénie CD8 sur I’ensemble du suivi, avec une augmentation des LT CD4 de
Décembre 2003 a Juillet 2006. Les LT CD4 diminuent modérément de Juillet 2006 a

Aot 2009, avant d’étre stables.

Interprétation

On observe une lymphopénie CD8 et CD4, persistance sur les LT CD8, a distance de

la greffe rénale
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Description clinique

Ce patient de 56 ans a bénéficié d'une greffe rénale en Avril 2010, dans le cadre
d’'une insuffisance rénale chronique terminale secondaire a une polykystose
hépatorénale. En post-greffe, il bénéficie d'un traitement anti-rejet par ciclosporine
et mycophénolate. Suite a une hémorragie intra-abdominale, le patient est décédé

en Avril 2011.

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 reste relativement stable (10,5-13) de Mai 2009 a Mars 2011.
Concernant les lymphocytes, on note une lymphopénie CD8 des le début du suivi et

une lymphopénie CD4 en post-greffe.

Interprétation

Nous ne disposons probablement pas du recul suffisant pour observer une
reconstitution CD4 avec augmentation du ratio a partir d’Octobre 2010 uniquement

expliquée par une lymphopénie profonde CD8.
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Patient 33
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Description clinigue

Chez cette patiente de 60 ans, un diagnostic de leucémie aigué myéloblastique de
type 4 (LAM4) a été porté en Février 2012. La patiente a recu un traitement
d’induction par aracytine/daunorubicine, avant un traitement de consolidation par
aracytine. En Juin 2012, la patiente a bénéficié d'une allogreffe de sang de cordon
avec un conditionnement par cyclophosphamide, fludarabine et irradiation

corporelle totale.
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Description biologique

Le ratio CD4/CD8 est élevé des le début du suivi (13,7). Sa valeur diminue d’Aoft
2012 a Février 2013 (13,7-7,8) avant d’augmenter de Février 2013 a Mai 2013 (7,7-
9,9). Concernant les lymphocytes, on note une augmentation des LT CD4 et CD8,
proportionnellement plus importante pour les LT CD8. Dans un second temps, on

note une baisse modérée des LT CD4 e LT CD8, plus importante pour les LT CD8.

Interprétation

On observe une reconstitution immune avec augmentation des LT CD4 a 2 mois

post-allogreffe, jusqu’en Février 2013.
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5. DISCUSSION

5.1. Intérét d’'une meilleure connaissance des mécanismes menant a

I’élévation du ratio CD4/CD8

Le ratio CD4/CD8 est une donnée disponible lorsqu’est prescrit un
immunophénotypage lymphocytaire, simple et accessible. Cependant, pour les
cliniciens, cette donnée est pour le moment peu prise en compte au cours de la prise
en charge des patients. Quelques étiologies sont envisagées lorsque la valeur de ce
ratio est basse (infection a VIH, réaction antivirale,..) mais nous ne connaissons pas
la signification de valeurs élevées de ce ratio. De leur coté, les biologistes effectuant
les immunophénotypages lymphocytaires mesurent la valeur du ratio CD4/CD8
mais ont des difficultés également a donner une signification a une valeur élevée de
ratio CD4/CD8. C’est dans l'optique d'une meilleure compréhension des variations
hautes des valeurs du ratio CD4/CD8 qu’a été conduit ce travail, et in fine afin
d’obtenir une meilleure compréhension des variations au niveau sanguin des taux
de lymphocytes T CD4 et CD8, possiblement en lien avec des phénomenes de
reconstitution immune. Une meilleure connaissance des mécanismes et des causes
menant a une élévation de valeur de ce ratio CD4/CD8 semble importante tant pour

le clinicien que pour le biologiste, afin de mieux prendre en charge les patients.

5.2. Discussion des résultats principaux au sein de la population d’étude

Nous avons choisi de maniere arbitraire de définir la valeur de ratio CD4/CD8 en
choisissant le 99¢me percentile d’'une distribution de ratios. Cette méthode permet la
sélection d’'une valeur de ratio CD4/CD8 élevée a 8,98. Les valeurs normales
estimées dans la littérature pour ce ratio sont comprises entre 1,5 et 2. De maniere
comparative, nous avons étudié la distribution des ratios CD4/CD8 au sein d’une
population de patients témoins (donneurs de sang de I'EFS), au sein de laquelle nous
retrouvons en effet une valeur médiane a 2 (Annexe 2). Il semble donc que la valeur
de 8,98 retenue pour la sélection des patients éligibles soit une valeur
significativement haute, nous permettant de nous affranchir de variations

interindividuelles trop importantes. Cependant, le choix d’'une valeur haute limite le
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nombre de patients admis dans I'étude. Nous remarquons que 228 patients (0,99%)
ont présenté durant la période 2010-2015 une valeur de ratio supérieure a 8,98.
Cependant, nous n’avons retenu que les patients ayant eu au moins 5 prélévements,
nous permettant d'établir une cinétique d’évolution correcte des ratios CD4/CD8.
Le choix de cinq prélevements a été fait de maniere arbitraire cependant il nous
semblait que ce nombre permettait une étude de cinétique appropriée, bien que les
durées totales d’observation soient trés variables, avec des mesures sur des

intervalles également trés variables.

Concernant les caractéristiques démographiques de la population d’étude, nous
observons une valeur médiane d’age élevée (71 ans), en accord avec I'hypothese
selon laquelle les phénomeénes de reconstitution immune semblent altérés au
cours des processus de vieillissement, bien que les pathologies rencontrées dans
I'étude ne soient pas exclusivement réservées aux ages avancés. La population
d’étude est constituée majoritairement de femmes avec un sex-ratio H/F a 0,7. On
remarque un taux de déces élevés au cours de la période de suivi disponible, avec
neuf patients décédés soit 25% de la population d’étude. Il n’est pas possible au
cours de ce travail de relier ce taux de déces élevé avec une élévation de valeur de
ratio CD4/CD8, la population étant agée et avec une prédominance de pathologies
graves, avec intrinséquement une mortalité importante. La majorité des patients
inclus (20 patients) provient des services de Médecine interne. Un des biais de
recrutement est représenté par le fait que la majorité des immunophénotypages
sont effectués dans les services de Médecine interne au CHU de Bordeaux.
Concernant les pathologies principales présentées par les patients, on observe que
la moitié des patients inclus présentent une maladie auto-immune avec 25% de
patients atteints de connectivites et 25% de patients atteint de vascularites
(granulomatose avec polyangéite, granulomatose avec polyangéite et éosinophilie,
vascularite a ANCA,). 14% des patients ont subi une greffe rénale et 8% une
allogreffe de CSH. De maniére logique, la majorité des patients hospitalisés en
Médecine interne étaient atteints de connectivites ou de vascularites. Au sein du
service de Dermatologie, la totalité des patients (4 patients) était atteinte de
mycosis fungoide. Cinq des 6 patients issus du service de Néphrologie ont bénéficié

d’'une greffe rénale, tandis que tous les patients de la population d’étude issus du
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service d’'Hématologie (3 patients) ont bénéficié d’'une allogreffe de cellules souches

hématopoiétiques.

On remarque que la majorité des patients de la population d’étude ont recu
plusieurs lignes de traitements immunosuppresseurs responsables ou non d’une
déplétion lymphocytaire, avec 53% des patients ayant recu au moins trois
traitements, et 25% des patients ayant recu au moins 5 traitements
immunosuppresseurs. De maniére non surprenante, on observe que la plupart des
traitements administrés aux patients de la population d’étude sont associés au
caractere déplétant. Six patients (17%) ont recu des bolus de cyclophosphamide, 14
patients (39%) des chimiothérapies lourdes, 8 patients (22%) un conditionnement
dans le cadre de leur greffe rénale ou de leur allogreffe de CSH. A propos des
corticoides, 2 patients (5,6%) ont recu des bolus de corticoides et 19 patients
(52,8%) une corticothérapie générale. Au long cours, 9 patients (25%) ont regu du
méthotrexate, 9 patients (25%) de l'azathioprine, 11 patients (30,6%) du

mycophénolate mofétil.

Ces résultats sont en faveur du fait que les patients avec ratio CD4/CD8 élevé ont eu
dans un certain nombre de cas, au cours de leur histoire médicale, une
immunosuppression avec déplétion lymphocytaire. Nous observons également

qu’il s’agit d’'une population de patients agés.

Nous avons analysé au sein de la population d’étude le statut sérologique vis-a-vis
du cytomégalovirus (CMV) et de I'Ebstein-Barr Virus (EBV). En effet, chez les
patients lymphopéniques, on peut observer un phénomene de réactivation virale et
d’amplification clonale des lymphocytes T CD8 susceptible de diminuer la valeur du
ratio CD4/CD8, ce qui représenterait un facteur confondant chez des patients
immunosupprimés. Il nous semblait important de connaitre le statut virologique des
patients, en particulier pour l'analyse ultérieure des courbes d’évolution des
lymphocytes CD8+. Concernant l'infection a EBV, 16 patients (44%) présentaient
une immunité ancienne vis-a-vis de ce virus, 1 patient (3%) ne disposait pas
d'immunité contre EBV et nous ne disposions pas du statut sérologique pour 19
patients (53%). Concernant l'infection a CMV, 11 patients (31%) avaient des IgG

anti-CMV, alors que 7 patients (19%) ne disposaient pas d'immunité anti-CMV. Nous
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ne disposions pas des données sérologiques chez 18 patients (50%). On remarque
donc que 44% patients de la population ont une immunité ancienne vis-a-vis de
I’EBV, alors que 31% des patients ont une immunité ancienne vis-a-vis du CMV. Chez
ces patients, une augmentation de la valeur absolue des LT CD8, et une réduction
d’'une valeur élevée de ratio CD4/CD8, pourrait étre médiée par une réactivation
virale consécutive a une immunodépression, ici de type iatrogéne.
Malheureusement, nous remarquons que nous ne disposons pas du statut
sérologique vis-a-vis de 'EBV et du CMV chez environ la moitié de la population

d’étude, limitant les conclusions.

5.3. Discussion des résultats en fonction du mode d’évolution du ratio

Nous avons établi une évolution longitudinale des ratios. Pour aller plus loin dans la
réflexion, il nous semblait important de classer les patients en fonction du mode
d’évolution des ratios dans le temps, d’ou l'intérét du recueil longitudinal. Méme si
cette classification est discutable, cela n’entache en aucune fagon notre réflexion en
raison d’'une analyse individuelle qui suit. Le but de cette classification en différents
modes d’évolution est d’analyser les principales caractéristiques d’age, de
pathologies principales, de traitements administrés en fonction des modes
d’évolution. Nous avons déterminé trois modes d’évolution. Le premier isole des
évolutions ascendantes au cours du temps de la valeur du ratio CD4/CD8 et
comprend dix-sept patients (47,2%). Le deuxieme mode d’évolution englobe des
évolutions de valeurs de ratio avec des variations descendantes ou ascendantes
importantes, et comprend sept patients (19,4%). Enfin, le troisieme et dernier
« mode » d’évolution comprend des évolutions longitudinales stables ou d’évolution

descendante dans le temps. Il comprend douze patients (33,3%).

Nous ne retrouvons pas de différence majeure d’age entre les différents modes
concernant les caractéristiques démographiques. Comme noté précédemment, tous
ont un age élevé avec des médianes d’age de 76, 75 et 61 ans au sein respectivement
des premier, second et troisieme modes. Concernant les taux de déces, on retrouve
un taux de déces augmenté dans le mode d’évolution numéro 2, cependant il existe

un biais de sélection du fait de la présence de mycosis fungoide prédominante dans
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celui-ci (43% des patients). Cette maladie est en effet grevée en elle-méme d’'une

mortalité élevée.

Concernant les traitements administrés, on remarque une administration de
traitements immunosuppresseurs et notamment de cyclophosphamide, plus
fréquente au sein des deux premiers modes d’évolution. Par exemple, un traitement
par bolus de cyclophosphamide a été administré chez 17,6% des patients du 1er
mode, 28,6% des patients du second mode et 8,3% des patients du dernier mode.
Egalement, une corticothérapie générale a été administrée chez 70,6% des patients
du 1¢r mode, 28,6% du second mode et 42% du dernier mode.

Enfin, nous ne retrouvons pas de différence majeure de pathologies principales en
fonction du mode d’évolution du ratio, en dehors d’'une prédominance de mycosis

fungoide au sein du second mode, comme dit précédemment.

5.4. Discussion des résultats de suivi clinique et biologique individuel

Concernant les descriptions individuelles des patients, nous remarquons des
phénomenes de reconstitution immune chez onze patients (31%). La limite de
cette analyse de maniere individuelle est la durée de suivi qui varie entre chaque
patient, limitant une analyse de maniére homogéne. Egalement, les intervalles entre
deux prélevements sont variables et il est possible que nous n’ayons pu détecter

certaines variations de valeurs de ratio en cas d’intervalle de temps élevé.

Nous observons que les variations des lymphocytes T CD4 et CD8 sont
principalement imputables aux traitements administrés. Parmi les traitements
particulierement lymphopéniants, nous pouvons retenir le cyclophosphamide, les
conditionnements de greffe rénale et d’allogreffes de CSH, notamment les
conditionnements comprenant du sérum anti-lymphocytaire (SAL). Les situations
d’allogreffes de CSH représentent une situation particuliere en raison de

I'implantation chez le greffé d’'un « nouveau » systeme immunitaire.

Nous remarquons que la corticothérapie générale, 'azathioprine, le mycophénolate

ont des effets peu importants sur le taux de lymphocytes et le ratio CD4/CD8.
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A noter le cas particulier représenté par le groupe de patients atteints par un
syndrome de Sézary, situation au cours de laquelle le ratio CD4/CD8 semble étre
altéré par la présence de cellules de Sézary circulantes, avec une augmentation
importante du nombre de lymphocytes T CD4+ détectée en cytométrie en flux qui
sont en fait des cellules de Sézary, signant une rechute de la maladie. Les cellules de
Sézary sont des lymphocytes T CD4+ le plus souvent (il est possible de détecter des

cellules CD4+ CD8+, ou CD4- CD8+) ayant parfois perdu un antigene pan-T (CD7)>.

Enfin, dans un certain de nombre de cas, nous ne retrouvons pas de cause évidente a
la présence d'un ratio CD4/CD8 élevé, la plupart du temps induite par une
lymphopénie inexpliquée. Quelques études se sont intéressées a la survenue d’'une
lymphopénie CD4 idiopathique, le plus souvent accompagnée d’'une lymphopénie T
CD8, B et NK. Cependant, nous n’avons pas retrouvé dans la littérature de travaux
portant sur un abaissement idiopathique seul des lymphocytes T CD8%6, et nous ne
disposons pas des valeurs de lymphocytes B et NK. Ce point est important, car dans
le cas d’'un ratio CD4/CD8 élevé noté a un instant t et sans immunophénotypage
préalable, 'on aurait pu postuler l'existence de mécanismes conduisant a une
lymphopénie CD8+ exclusive avec conservation des lymphocytes CD4+, ce qui ne
semble pas étre le cas. Il semble toujours exister une lymphopénie globale quelle
qu’en soit l'origine, puis s’établit une phase de reconstitution des lymphocytes

CD8+, qui est soit décalée dans le temps, soit inexistante, chez des sujets agés.

5.5. Forces et faiblesses de ce travail

Au sein de la littérature, de nombreux articles ont analysé les situations au cours
desquelles il est retrouvé un ratio CD4/CD8 bas, mais a notre connaissance, un seul
travaill a été mené sur la présence d'un ratio CD4/CD8 élevé au sein d'une
population de personnes agées et aucun travail ne s’est intéressé a la présence d'un
ratio CD4/CD8 élevé au sein d’'une population générale. La force de ce travail est la
présence de critéres d’inclusion simples (ratio CD4/CD8 élevé, nombre de
préléevements supérieur ou égal a 5) sans criteres d’exclusion. Les résultats sont
donc applicables de maniere concrete pour les cliniciens. Les faiblesses de ce travail
sont son caractére rétrospectif, l'inclusion d’'un faible nombre de patients, ne

permettant pas d’analyse statistique robuste. Egalement, nous ne disposons pas de
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durées de suivi homogenes pour tous les patients inclus. En outre, nous avons choisi
un seuil de ratio discriminant élevé nous privant d’'une partie des patients, puisque
notre objectif était d’isoler un maximum de patients avec une augmentation

indubitable de ce ratio.

L’utilisation du ratio CD4/CD8 semble donc un marqueur intéressant a utiliser en
pratique clinique, en raison de sa demande aisée et sa simplicité d’interprétation.
Celui-ci peut éventuellement constituer un signe d’alerte pour le clinicien, et faire
poser la question d'une immunosuppression ancienne aux conséquences graves
et durables pour le patient. Il est bien sur important dans un second temps
d’analyser les valeurs absolues de lymphocytes T CD4 et T CD8 et la cinétique
d’évolution du ratio CD4/CD8, des lymphocytes T CD4 et T CD8. En effet, une méme
valeur de ratio peut refléter plusieurs situations: élévation du ratio secondaire a
une élévation des LT CD4, a une diminution ou un maintien d’'une valeur basse de LT
CD8 apres survenue d'une lymphopénie, ou une diminution des deux populations
lymphocytaires, prédominante sur les LT CD8. Ces différentes cinétiques d’évolution
témoignent de situations cliniques différentes comme nous l'avons vu dans les

descriptions individuelles de patients.

Une des limites de 'utilisation du ratio CD4/CD8 est que celui-ci peut étre soumis a
un degré d’incertitude important en présence d'un taux trés bas de lymphocytes T
CD8; l'augmentation de durée de suivi et la répétition des mesures permettant
cependant une meilleure appréciation de I'évolution des LT CD8 et donc de la valeur
du ratio. La seconde limite est la difficulté d’étude de la cinétique de ce ratio chez
des patients soumis a des traitements immunosuppresseurs a répétition, avec des
variations importantes de valeurs de ce ratio, et une abolition cyclique des

phénomenes de prolifération homéostatiques compensatoires.

Dans un certain nombre de cas, nous observons des courbes d’évolution des ratios
CD4/CD8 relativement linéaires et il est possible d’en déduire des hypotheses sur
I’évolution de la reconstitution immune. Cependant, dans un nombre non
négligeable de situations, 'étude clinique est rendue difficile par de nombreux
facteurs confondants (notamment l'administration de traitements a répétition).

Nous nous retrouvons a la limite de I'application d’hypothéses fondamentales a

82



notre pratique clinique. Comme on le sait, ce qui semble vrai au sein d'un
laboratoire de recherche, dans des modeles murins, semble difficilement applicable

en pratique clinique, du fait de facteurs non maitrisables.

5.6. Des conséquences de l'immunosuppression et discussion sur la

reconstitution immune

Ce travail permet également d’ouvrir la réflexion clinico-biologique sur les
conséquences de traitements immunosuppresseurs prolongés. Nous voyons que
certains traitements ont des conséquences lourdes sur les valeurs absolues de
lymphocytes T, créant un état d'immunodépression sévere et durable. Nous sommes
confrontés a une balance bénéfice/risque avec d'un co6té des maladies graves
nécessitant des traitements lourds, et de l'autre co6té les conséquences d’'une
immunosuppression a long terme conduisant a une morbidité et une mortalité

accrue.

Enfin, ce travail permet une discussion sur les phénomenes de reconstitution
immunitaire et les conséquences d'une déplétion lymphocytaire T. Dans une
perspective d’homéostasie, une diminution initiale du nombre de lymphocytes T
sera suivie de phénomenes de prolifération homéostatique menant a une
augmentation secondaire du nombre de lymphocytes T en périphérie sans
géneération de nouveaux TCR. Il est a noter qu’a un nombre donné de lymphocytes T,
ne correspond pas un nombre donné de TCR distincts. Plusieurs lymphocytes
peuvent en effet exprimer un méme TCR, et donc le nombre de lymphocytes T ne
reflete pas la diversité du répertoire T, alors que c’est ce parametre qui est
important pour la survie des individus. Enfin, comme dit précédemment, le nombre
de lymphocytes T circulants ne correspond qu’a une tres faible proportion de
I'ensemble des lymphocytes T (moins de 5%), et la présence au niveau circulant de
lymphocytes T est le reflet d'un trafic avec I'ensemble des tissus du corps humain.
En d’autres termes, on n'observe dans le sang que ce qui s’y trouve et donc les
mécanismes a l'origine de ce « homing » particulier. Ce point est fondamental a
considérer afin d’analyser les résultats d'un immunophénotypage lymphocytaire sur

du sang périphérique.
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Lors d’'une déplétion lymphocytaire, le premier mécanisme de compensation est
I'efflux thymique, qui est plus efficient chez les personnes jeunes que chez les
personnes agées>’. Le thymus est le seul organe lymphoide primaire capable de
générer de novo des lymphocytes T, et par conséquent de nouveaux TCR,
permettant de maintenir la diversité du répertoire T. En cas d’extinction de I'efflux
thymique, comme chez les personnes agées, la diversité du répertoire est par

conséquent séverement déprimée, indépendamment du nombre de lymphocytes.

Le second mécanisme est l'amplification clonale des LT CD8. Comme dit
précédemment, les LT CD8 vont reconnaitre des peptides, notamment viraux,
entrainant une activation clonale, avec pour finalité I'élimination du virus en cause.
C’est ce phénomene d’amplification clonale que nous retrouvons lors du contact
de patients avec un virus comme le CMV ou I'EBV, responsable d’'un « syndrome
mononucléosique » et une inversion du rapport CD4/CD8. Le nombre de LT CD8
augmente de fagon rapide, (la valeur de LT CD8 au cours d'une primo-infection EBV
pouvant atteindre 8000/uL) de maniere parallele a une diminution de diversité du
répertoire dans le sang des patients. Ce phénomene est trés spécifique d’'une

infection virale, et affecte uniquement le compartiment CD8+.

Le troisitme mécanisme est la prolifération homéostatique. Le terme
homéostatique postule I'existence de mécanismes permettant le maintien dans le
sang et dans les autres compartiments, d'un nombre constant de lymphocytes, sa
diminution entrainant la mise en route de mécanismes compensatoires pour
revenir a 1'équilibre. Ce mécanisme est en jeu chez I'adulte dans ’homéostasie
lymphocytaire. En effet, 'absence d’efflux thymique chez I'adulte est responsable de
la prolifération « en périphérie » de lymphocytes T naifs et mémoires. Comme nous
I'avons vu plus haut, au cours de la maturation lymphocytaire, il survient un
phénomene de sélection positive avec in fine la mise en place de LT « auto-réactifs ».
Le répertoire T est donc profondément fondé sur une reconnaissance du soi,
appelée auto-réaction, a distinguer de l'auto-immunité, qui constitue Ila
manifestation pathologique de I'auto-réaction. La prolifération survient en réponse
a une lymphopénie induite apres une infection par le VIH, une chimiothérapie
lourde anti-cancéreuse, une transplantation d’organe, et bien d’autres situations.

Dans ces situations, on peut observer une augmentation de lymphocytes T, a partir
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de LT préexistants qui vont proliférer sur la base de leur propension a l'auto-
réactivité et la disponibilité d'une cytokine, I'IL7. Dans des modeles murins de
lymphopénie, les LT avec la plus grande affinité pour les molécules du CMH portant
les peptides du soi, proliferent plus rapidement que celles avec une moins grande
affinité. Au cours de la prolifération, les LT naifs acquierent un phénotype mémoire
et n’expriment pas les marqueurs d’activation comme CD25 ou CD69. A noter que ce
phénomene de prolifération homéostatique a été étudié chez la souris, via la mise au
point d’'un modele mathématique permettant de prédire la cinétique et la durée d’'un

phénomene de prolifération homéostatique suivant une lymphopénie induite>8.

Ces trois mécanismes vont concourir a une augmentation du nombre de
lymphocytes T apres une déplétion lymphocytaire, phénomeéne globalement appelé

reconstitution immune.

On observe au cours de ce travail, dans un certain nombre de cas, que la survenue
d’un rapport CD4/CD8 élevé a lieu apres une déplétion lymphocytaire T importante,
le plus souvent induite par des traitements lymphopéniants immunosuppresseurs. I
est probable que nous observions donc une reconstitution immune avec
augmentation lymphocytaire T CD4 précédant I'augmentation des lymphocytes T
CD8. Malheureusement, ce travail étant rétrospectif, nous n’avons pu analyser en

détail les populations lymphocytaires en jeu (lymphocytes T effecteurs mémoire ?).

Concernant les travaux sur la reconstitution immune, il a été montré en 2008 que
'ablation de la production thymique chez la souris (via ablation du gene RAG) était
responsable d’'une lymphopénie portant sur les LT CD4 et CD8 naifs alors qu'il
persistait un taux de lymphocytes relativement constant en périphérie due a une
prolifération lymphocytaire T CD4 et CD8 mémoire>?. Les lymphocytes T mémoires
peuvent étre scindés en deux populations: les lymphocytes T mémoire centraux
(Tcm) et les lymphocytes T mémoires effecteurs (Tem), distincts de par des
différences de récepteurs de homing dans les organes lymphoides secondaires
(OLS) et par leurs propriétés effectrices3’. Les Tcm sont présents au niveau des
organes lymphoides secondaires, c’est-a-dire les ganglions lymphatiques et la pulpe
blanche splénique. Aprés reconnaissance antigénique, les Tcm proliferent de

manieére rapide et intense, se différencient en cellules effectrices et migrent des OLS
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en direction des autres tissus de 'organisme. A I'inverse, les Tem ne possedent pas
de récepteurs de homing au niveau des organes lymphoides (CD62L, CCR7) et il a
été proposé que les Tem circulent entre la circulation sanguine et les tissus non-

lymphoides.

Dans ce débat, les lymphocytes T résidant au niveau des tissus, les lymphocytes T
résidents-mémoire (TRM), sont importants a considérer. Il a été montré que les
lymphocytes TRM possédaient des caractéristiques phénotypiques particuliéres
(perte d’a4f7, downregulation de Ly6C et de CD122), acquises lors de leur
migration dans les tissus résidents. Cela étaie I'hypothése intéressante que le
phénotype lymphocytaire est lié en partie a la localisation de ces lymphocytes et que

les tissus non lymphoides jouent un réle dans la différenciation des TRM 52,

Un autre modeéle de reconstitution immune étudié est celui de 'allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques (CSH). En 2010, un travail a porté sur la reconstitution
immune en post-allogreffe de CSH provenant de sangs de cordon®. A l'inverse de
nos résultats, les auteurs retrouvaient en post-greffe une reconstitution immune
portant en premier sur les LT CD8 (valeurs normales a 1 an de la greffe), puis en
second sur les LT CD4, avec comme conséquence un ratio CD4/CD8 inversé. Cette
augmentation initiale du nombre de LT CD8 était due a un phénomeéne
d’amplification clonale liée aux réponses anti-virales. Au cours de ce travail, nous
remarquons en post-allogreffe de CSH une reconstitution immune plus rapide pour
les LT CD4, avec pour conséquence la présence d'un ratio CD4/CD8 élevé, possible

conséquence de patients plus jeunes.

Un certain nombre de patients au sein de la population d’étude ont recu des
chimiothérapies lourdes (CHOP, DHAC,.). Une étude s’est intéressée a la
reconstitution immune chez des patientes prises en charge dans le cadre de cancers
du sein par des chimiothérapies lourdes®l. Cette étude s’intéressait spécifiquement
a la reconstitution CD8. Au cours de ce travail, les auteurs ont montré que la
premiere population a se reconstituer était la population de cellules T CD8+ CD28-
(LT CD8 effecteurs mémoires), et que la diminution de LT CD8 naifs persistait a
distance (3 ans) de la chimiothérapie lourde, confirmant le réle prépondérant des

LT mémoires dans la reconstitution immune.
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Enfin, nous remarquons qu’au sein de notre population d’étude, plusieurs patients
ont bénéficié d’'un traitement par alemtuzumab, dans le cadre d'un mycosis
fungoide. Les phénomenes de reconstitution immune ont été étudiés au cours de la
sclérose en plaques en post-traitement par anti-CD52 (alemtuzumab). L’anticorps
monoclonal anti-CD52 (alemtuzumab) est responsable d'une déplétion
lymphocytaire T et B sévere et de longue durée, avec des taux de CD4 et CD8
revenant a la normale au bout de 35 et 20 mois respectivement®2, Il semblerait
qu’au cours de la reconstitution immune post-Alemtuzumab, se développe une auto-
immunité : 30% d’auto-immunité anti-thyroide, 1% de PTI. Cette auto-immunité
semble liée, comme dit précédemment, au phénomene de prolifération
homéostatique®3, ce phénomene entrainant par nature une production accrue
d’effecteurs auto-réactifs en «décalage» avec le nombre de lymphocytes T
régulateurs (l'autre exemple étant le syndrome de reconstitution immunitaire au

cours de l'infection a VIH-IRIS).

Une derniére étude a étudié la reconstitution immune chez 'homme en post-
alemtuzumab au cours de la sclérose en plaques 2. Dans cette étude, il est retrouvé
une reconstitution immune CD4 moins importante avec I'dge et diminuée apres
plusieurs cycles de traitement successifs. Il est également retrouvé une prolifération
homéostatique prédominante, avec un taux élevé de LT effecteurs mémoires,
particulierement au sein du compartiment CD8 (CD45RA+CCR7-CD8+). En dehors
des CD8 TEMRA, lymphocytes présents en cas de réactivation CMV, I'ensemble des
populations lymphocytaires montrait des signes d’activation (HLADR) et une
susceptibilité accrue a 'apoptose médiée par Fas (CD95). Il était montré par I'étude
des cercles d’excision produits lors des réarrangements des locis des TCR (TRECs)
une diminution de 'efflux thymique en post-alemtuzumab, ainsi qu’une attrition du
répertoire, particulierement au sein de la population CD8, illustrant la nature
homéostatique de ce type de reconstitution. Nous n’avons pas remarqué de
phénomene d’auto-immunité chez nos patients traités par alemtuzumab.
Cependant, les indications de traitement au sein de notre population étaient
différentes (mycosis fungoide) et la durée de suivi précédant leur déces

possiblement trop courte.

87



5.7. Discussion sur les raisons de l'absence d’amplification clonale
lyvmphocytaire CD8+

Le dernier point est que nous n’avons pas observé au sein de notre population
d’étude de phénomeéne d’amplification clonale CD8+, alors que le contexte
d'immunosuppression est favorable aux réactivations virales et donc a la survenue
d’un tel phénomene. Les hypotheses que nous pouvons formuler sont la présence de
traitements immunosuppresseurs puissants inhibant cette réactivation, la
possibilité de présence de LT régulateurs inhibant cette amplification clonale, ou

bien des modifications de répertoire lymphocytaire T CD8.

De maniere parallele a I'absence d’observation d’amplification clonale CD8, nous
remarquons également dans un certain nombre de cas la persistance d'une
lymphopénie CD8, de maniere concomitante a une reconstitution CD4. Méme si nous
ne disposons pas de réponse a cette observation, on peut supposer des mécanismes

de reconstitution différents entre ces deux populations lymphocytaires.

Cette observation tendrait a démontrer une altération tres profonde de
I’homéostasie du compartiment CD8, et différente dans sa nature. En tout cas, elle
semble beaucoup plus profonde et stable que celle touchant le compartiment CD4,

ceci dans le sang.

5.8. Perspectives

Au final, le ratio CD4/CD8 élevé semble pouvoir représenter un marqueur de
lymphopénie ancienne qu’elle qu’en soit I'origine, dans un bon nombre de cas. Il
serait intéressant de mener un travail prospectif pour étudier les conséquences de
la présence d'un ratio CD4/CD8 élevé, et a fortiori d’'une lymphopénie CD8
prolongée. Les patients avec ratio élevé font-ils plus souvent des infections ? des
cancers ? Le plus intéressant serait de déterminer de facon prospective un « cut-
off » de ratio a partir duquel nous pourrions mettre en place une surveillance
accrue. Il nous semble, a partir de ce travail, qu'une valeur comprise entre 5 et 8

serait pertinente.
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Ce travail représente donc un travail préliminaire nous permettant une description
des situations dans lesquelles il est retrouvé un ratio CD4/CD8 élevé. Il serait
intéressant d’effectuer des prélevements sanguins chez les patients avec ratio
CD4/CD8 élevé et de caractériser quels sont les types de lymphocytes présents au
niveau périphérique. Notre hypothese est qu'’il s’agit de lymphocytes T mémoires
CD4 et CD8 dans le cadre d'un phénomene de prolifération homéostatique
prédominant. Egalement, il serait souhaitable d’analyser la part d’amplification

clonale CDS8.
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6. CONCLUSION

Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique observationnelle
descriptive portant sur I'élévation du ratio CD4/CD8 au sein d'une population de
patients hospitalisés au CHU de Bordeaux entre 1999 et 2015. Hormis un travail
réalisé au sein d'une population de personnes agées, aucun travail ne s’était
intéressé a cette problématique jusque-la. Nous avons sélectionné une population
de faible effectif (36 patients), dont la majorité était issue des services de Médecine
interne du CHU de Bordeaux (20 patients). Nous remarquons que cette population
est constituée de patients agés, avec un age médian de 71 ans. Une autre
constatation est qu'un certain nombre de patients était atteint d'une maladie auto-
immune, connectivite ou vascularite. Enfin, ce travail révele que dans la majorité des
cas, les patients ont regu des traitements immunosuppresseurs lourds et/ou
répétés.

Nous avons analysé I'évolution longitudinale des valeurs de ratio CD4/CDS8
permettant de dégager trois modes d’évolution des ratios : évolution ascendante,
évolution soumise a des variations importantes, évolution stable. Dans un second
temps, I'analyse individuelle a permis de mettre en évidence plusieurs situations :
élévation des LT CD4 avec persistance d’'une lymphopénie CD8, stabilité du taux de
LT CD4 et diminution du taux de LT CDS8, diminution des deux populations
lymphocytaires prédominante sur les LT CD8. Dans un certain nombre de cas, nous
remarquons que la présence d'un ratio CD4/CD8 témoigne d'une lymphopénie
iatrogene passée, cause d'une immunodépression, avec apparition d'un phénomene

de reconstitution immune secondaire.

Le ratio CD4/CD8 semble donc représenter une analyse intéressante en pratique
clinique, permettant en cas d’élévation importante d’alerter sur une
immunosuppression passée ou actuelle, tout en soulignant le caractere gravissime

de ces situations.

Il serait intéressant de compléter ce travail par une étude prospective pour analyser
les conséquences de la présence d'un ratio CD4/CD8 élevé, et les caractéristiques

phénotypiques des LT CD4 et LT CD8 chez ces patients.
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7. ANNEXES

7.1. Description clinique et biologique des patients non sélectionnés

- Patients du 1¢*mode d’évolution
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Description clinique

Patient de 78 ans atteint d’'une polykystose hépatorénale, responsable d'une
insuffisance rénale chronique terminale ayant nécessité une greffe en rénale en
1987. Le patient a recu un traitement immunosuppresseur en post-greffe par anti-

calcineurine et azathioprine.

Description biologique

Nous disposons d'immunophénotypages lymphocytaires a distance de la greffe. Le
ratio CD4/CD8 augmente de maniere progressive (6,11 a 9,64), sur une période de
suivi de 10 années. Cette augmentation est secondaire a une diminution globale des

LT CD4 et CD8, plus marquée concernant les lymphocytes T CD8

Interprétation

On observe une lymphopénie CD4 et CD8 a distance de la greffe, prédominante sur

les LT CD8, responsable d'une élévation du ratio CD4/CD8

Patient 5
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Description clinigue

Patiente de 57 ans avec diagnostic de sclérodermie systémique en 2000. Un
traitement par mycophénolate mofetil est débuté en Février 2000, de maniére
parallele a wune corticothérapie générale. La corticothérapie générale est

progressivement sevrée et le mycophénolate maintenu jusqu’en Novembre 2014.

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente de maniere progressive de Février 2000 a Aolt 2014
(3,6-7,1) puis de maniére plus franche d’Aolit 2014 a Novembre 2014 (7,1-9,1).

Interprétation

Cette élévation est secondaire a une lymphopénie d’installation progressive,

prédominante sur les LT CD8 de Novembre 2002 a Mai 2014.
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Patient 8
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Description clinigue

Patiente de 83 ans avec diagnostic de vascularite a ANCA en Juin 2011, nécessitant
I'introduction d’une corticothérapie, puis d’un traitement par azathioprine en Juillet
2011. En Septembre 2014, le traitement par azathioprine est arrété, avec poursuite

seule de la corticothérapie.

Description biologique

Aprés une baisse de Juillet a Novembre 2011 (6,1-4,6), on observe une

augmentation de celui-ci de Novembre 2011 a Septembre 2014 (4,6-14,9). Pour les
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lymphocytes, on observe une diminution du nombre de LT CD4 et CDS,

prédominante sur les LT CD8.

Interprétation

On observe une lymphopénie globale dont il est difficile de préciser les causes
(imputabilité de la corticothérapie générale ? de I'azathioprine ?), mais qui n’est pas

observée chez les autres patients ayant également bénéficié de ces traitements.

Patient 10
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Description clinique

Patient de 43 ans avec diagnostic de Maladie de Crohn effectué en Juin 2008,
nécessitant la mise en place d'un traitement associant corticothérapie générale,
anti-TNFalpha (infliximab), et azathioprine. Le traitement par anti-TNFalpha est
poursuivi jusqu’en Janvier 2011, date a laquelle survient un syndrome d’activation

macrophagique.

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente de Janvier 2006 a Janvier 2011 (1,5-13,3). Concernant
les lymphocytes, on constate une augmentation des LT CD4 et CD8 de Janvier a Juin
2006, puis une diminution du nombre des deux sous-populations de Juin 2006 a

Janvier 2011, prédominante sur les LT CD8.

Interprétation

On observe la survenue d’'une lymphopénie CD4 et CD8 au cours du suivi.

Patient 12
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Description clinique

En 2008, un diagnostic de pneumopathie interstitielle associée a une dysimmunité
est effectué chez cette patiente de 88 ans, et un traitement associant corticothérapie
générale et mycophénolate est débuté. La corticothérapie est arrétée en 2009 avec

poursuite du traitement par mycophénolate.

Description biologique

Apres une augmentation du nombre de LT CD4 et CD8 d’Avril a Aolt 2008, on
observe une diminution des deux populations lymphocytaires, prédominante sur les

LT CDS8.

Interprétation

La lymphopénie globale est-elle induite par le Mycophénolate et/ou la

corticothérapie générale ?
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Patient 13
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Description clinigue

En Aolt 2010, un diagnostic d’hémophilie acquise avec anticorps anti-facteur VIII
est effectué chez ce patient de 66 ans. Un traitement par bolus de
méthylprednisolone est débuté puis un relais par corticothérapie générale est mis

en place. Egalement, le patient rec¢oit 4 cures de rituximab a une semaine

d’intervalle en Septembre 2010.
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La corticothérapie est diminuée progressivement pour étre arrétée en Février 2013.

Description biologique

La valeur du ratio CD4/CD8 augmente de Juillet a Novembre 2010 (5,9-18) puis
diminue de Novembre 2010 a Février 2012 (18-9,5). Les lymphocytes T CD4
augmentent de Juillet a Novembre 2010, avant de diminuer. On observe une

lymphopénie CD8 sur I'ensemble du suivi.

Interprétation

On observe une diminution au cours du suivi du nombre de lymphocytes T CD4,

alors que les lymphocytes CD8 sont bas de maniére stable.
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Description clinique

Un diagnostic de mycosis fungoide en Novembre 2006 est fait chez cette patiente de
78 ans. Apres un traitement initial par méthotrexate, un traitement par
photophoreéses est mis en place de Juin 2008 a Novembre 2011. En Mars 2011, il est
également débuté un traitement par chloraminophéne. En Novembre 2011, il est
introduit un traitement par gemcitabine devant une progression de la maladie. Enfin

en Septembre 2013, une nouvelle ligne thérapeutique par thalidomide est débutée

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente de Novembre 2007 a Novembre 2014 avec une
diminution franche de Mars a Novembre 2011. On observe une diminution du taux
de lymphocytes T CD4 et CD8 durant I'ensemble du suivi hormis une augmentation
modérée du taux de LT CD8 en Mars 2011, et une augmentation du nombre de LT

CD4 en fin de suivi.

Interprétation

Ces données sont difficilement interprétables en raison de cellules de Sézary CD4+

circulantes chez ce patient.
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Patient 16
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Description clinigue

Diagnostic de purpura thrombopénique immunologique en 2005 chez ce patient de

91 ans, avec introduction d’agoniste de la thrombopoiétine en Octobre 2011.

Description biologique

On observe une valeur de ratio élevée des le début du suivi (8,07), avec une
augmentation de Mars 2010 a Janvier 2015 (8,07-14,1). On note une augmentation

des LT CD4 de Janvier 2012 a Février 2015, et une diminution modérée des LT CD8.
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Interprétation

Nous ne retrouvons pas de cause dans I'histoire médicale du patient expliquant un

ratio CD4/CD8 élevé, avec lymphopénie CD8 stable dans le temps.

Patient 17
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Description clinique

Patiente de 83 ans chez qui un diagnostic de syndrome des anti-synthétases en 2001

est effectué, compliqué d’'une pneumopathie interstitielle. En 2001, est introduit une
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corticothérapie générale. En 2006, le traitement est intensifié avec ajout de

mycophénolate.

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 augmente de Juin 2001 a Juillet 2007 (11-22), avant de diminuer
de fagcon modérée jusqu’en Septembre 2014 (22-19). On observe une augmentation
des LT CD4 de Juin 2001 a Juillet 2007, avec une diminution des LT CD8 au cours du

suivi.

Interprétation

On observe des variations importantes du taux de lymphocytes T CD4, avec une

lymphopénie CD8 majeure et persistante.

- Patients du 2éme mode d’évolution
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Description clinique

En Mars 2008, a été diagnostiqué un mycosis fungoide chez ce patient de 86 ans et
un traitement par méthotrexate et photothérapie UVB est initié. En Juillet 2009, un
traitement par chloraminopheéene est introduit, avant d’initier un traitement par
Alentuzumab en Octobre 2009 et Juillet 2010. En Janvier 2011, devant une rechute,

un traitement par photophéreses est repris.

Description biologique

On note un ratio élevé des le début du suivi (13,6) avec une augmentation jusqu’en
Juillet 2010 (92). Le ratio diminue ensuite de Juillet 2010 a Juillet 2011 (92-20). On
note une baisse majeure des LT CD4 et CD8 de Juillet 2009 a Mars 2010
prédominante sur les LT CD8. Les valeurs de LT CD4 augmentent de Mars 2010 a
Juillet 2010, avant de diminuer de Juillet 2010 a Juillet 2011

Interprétation

L’interprétation des valeurs du ratio CD4/CD8 est biaisée par la présence de cellules
de Sézary durant le long du suivi :

- Ao(it 2009 : 68%

- Septembre 2009 : 65%
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Valeur du ratio CD4/CD8

Janvier 2010 : 66%
Mai 2010 : 70%
Juin 2010 : 75%
Octobre 2010 : 57%
Novembre 2010: 70%
Mars 2011 : 36%
Avril 2011 : 40%

Patient 20
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Description clinique

En Mai 2007, il est diagnostiqué un lupus systémique chez cette patiente de 81 ans,
et une corticothérapie générale est débutée. En Octobre 2007, un traitement par

mycophénolate est initié. La corticothérapie générale est arrétée en Juillet 2008.

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 est élevé des le début du suivi (valeur= 20). On note des
variations importantes du ratio avec des valeurs comprises entre 20 et 8.
Concernant les lymphocytes, on observe une lymphopénie CD8 importante dés le

début du suivi, et une lymphopénie CD4 modérée.

Interprétation

Nous n’avons pas retrouvé de cause a la lymphopénie CD8. Les variations du ratio
CD4/CD8 sont expliquées par les variations du taux de LT CD4. Nous retrouvons un

effet modéré de la corticothérapie générale ou du mycophénolate.
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Description clinique

Un diagnostic de mycosis fungoide a été effectué en 2008 chez cette patiente de 67
ans. Initialement, la patiente re¢oit un traitement par méthotrexate et
photophéreses mensuelles. En Décembre 2010, un traitement par gemcitabine est
initié jusqu’en Juillet 2011. En Aot 2011, il est fait un diagnostic de lymphome

anaplasique T et la patiente regoit une nouvelle chimiothérapie par CHOP.

Description biologique

On observe des variations importantes du ratio au cours du suivi, médiée par des

variations importantes du taux de LT CD4, et une lymphopénie CD8 prolongée.

Interprétation

Le ratio CD4/CD8 est probablement ininterprétable du fait de cellules de Sezary

circulantes :

- Juin2009: 10%
- Juin2010: 18%

- Pas de cellules de Sezary détectable dans la suite du suivi
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Patients du 3éme mode d’évolution :

Patient 27
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Description clinigue

Patiente de 67 ans chez qui est diagnostiqué un syndrome de Raynaud en 2002, et
un syndrome des anti-phospholipides en 2010. La patiente a recu un traitement par

hydroxychloroquine de Janvier 2012 a Mars 2015.

Description biologique

On observe une valeur élevée de ratio qui reste stable d’'Octobre 2002 a Septembre

2014.
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Interprétation

Il existe une lymphopénie CD8 sans cause évidente retrouvée au cours du suivi.
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Description clinique

Patiente de 87 ans chez qui un diagnostic de thrombocytémie essentielle avec
mutation JAK2 est fait en Octobre 2011, et pour lequel un traitement par

hydroxyurée a été initié, rapidement arrété du fait d'une mauvaise tolérance.

Description biologique

On observe une stabilité du ratio (11,6-11,1) d’Aofit 2011 a Mai 2014. Concernant

les lymphocytes, on observe une diminution des LT CD4 et CD8 d’Aofit 2011 a Juin
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2012. La valeur des LT CD4 augmente de Juin 2012 a Janvier 2014 avant de

diminuer jusqu’en Mai 2014

Interprétation

Le ratio est élevé du fait d'une lymphopénie CD8, non expliquée. Nous n’avons pas

retrouvé de facteurs expliquant les variations du taux de LT CD4.
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Description clinique

Un diagnostic de lupus systémique a été effectué en 2006 chez cette patiente de 59
ans. En Janvier 2009, la patiente regoit un traitement par méthotrexate et
corticothérapie générale. En Octobre 2010, la patiente recoit un traitement par
rituximab (J1-J15), et en Juin 2012, la patiente est incluse dans le protocole

Sifalimumab (jusqu’en Juin 2013).

Description biologique

Le ratio CD4/CD8 est stable d’Octobre 2008 a Octobre 2010 (8,9-10,3), avant
d’augmenter de facon modérée d’Octobre 2010 a Décembre 2010 (10,5-13,5).
Concernant les lymphocytes, on note une lymphopénie CD8 durant la période de
suivi, une stabilité des LT CD4 d’Octobre 2008 a Octobre 2010, suivi d’une

augmentation de Novembre a Décembre 2010.

Interprétation

Nous n’avons pas retrouvé de cause a la lymphopénie CD8, ni a 'augmentation de

valeur des LT CD4 en fin de suivi.
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Description clinigue

Un diagnostic de polyarthrite rhumatoide a été effectué chez cette patiente de 55
ans en Septembre 2010, menant a un traitement par méthotrexate et
corticothérapie générale en Octobre 2010. En Juillet 2011, un traitement par anti-
TNFalpha est introduit jusqu’en Janvier 2012, puis un relais par anti-IL6 est débuté.
De Septembre 2012 a Mai 2013, la patiente rec¢oit un traitement par rituximab (J1-
J15), jusqu’en Mai 2013. De Novembre 2013 a Mars 2015, une nouvelle ligne de

traitement par anti-TNF est initiée.

Description biologique

On observe une stabilité du ratio de Mai 2011 a Septembre 2012 (10,3-8,6), avant
une augmentation de Septembre 2012 a Avril 2013 (8,6-14,3). Diminution des LT
CD4 de Mai 2011 a Décembre 2011 puis une augmentation de Décembre a

Septembre 2012

Interprétation

On observe un effet modéré de la corticothérapie générale, de l'etanercept, du

tocilizumab et du rituximab sur les valeurs absolues de LT CD4 et LT CD8
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Patient 32
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Description clinigue

Un diagnostic de syndrome de chevauchement a été diagnostiqué en 2006 chez cette

patiente de 45 ans, avec introduction d'une corticothérapie générale.

Description biologique

On observe une stabilité du ratio CD4/CD8, des lymphocytes T CD4 et T CD8 sur la

période de suivi.

Interprétation

On observe un effet modéré de la corticothérapie générale sur les valeurs de LT CD4,

LT CD8 et donc du ratio CD4/CD8.
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Patient 34
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Description clinigue

Patiente de 62 ans chez qui un diagnostic de vascularite urticarienne a été fait en

2009, avec introduction d’un traitement par disulone de 2009 a 2015.

Description biologique

On observe une valeur de ratio élevée des le début du suivi (13,6), avec une

diminution modérée au cours du suivi (13,6-9,5).

Interprétation

La disulone a un effet nul sur les valeurs de lymphocytes T CD4 et CD8.
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Patient 35
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Description clinigue

Chez cette patiente de 77 ans, un diagnostic de polyarthrite rhumatoide a été fait en
1994. Apres plusieurs traitements par anti-TNFalpha, un traitement par abatacept a

été débuté en 2009 jusqu’en Mai 2013.

Description biologique

On observe une valeur de ratio élevée au début du suivi (9,4), avec une

augmentation modérée entre Juin 2002 et Novembre 2014 (9,4-15,6). Concernant
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les lymphocytes, les LT CD4 et CD8 diminuent de Juin 2002 a Février 2010, avec une
réascencion des LT CD4 de Février 2010 a Novembre 2014.

Interprétation

On retrouve un effet modéré de I'abatacept et de la corticothérapie générale sur les

valeurs de LT CD4 et CDS8.

Patient 36

257
20+

Rituximab (1/mois)

15+ |

10+

Valeur du ratio CD4/CD8

octl-1 0 fevl-1 1 octl-1 1
Durée de suivi: 1 an

2.0

1.5

1.0

0.5+

Taux de lymphocytes

0.0

1 1 1 1
oct-10 fev-11 juin-11 oct-11

Description clinigue

En 2010, un diagnostic de polyneuropathie a anticorps anti-MAG (myelin associated

glycoprotein), secondaire a une gammapathie monoclonale IgM a été fait chez ce
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patient de 50 ans. En Octobre 2010, un traitement par immunoglobulines intra-
veineuses a été initié, relayé par un traitement par rituximab en Février 2011. En
Octobre 2011, le patient recoit devant une progression de la maladie 6 cures de
Rituximab/Cyclophosphamide/Dexamethasone, permettant [I'obtention d'une

rémission.

Description biologique

On observe une augmentation modérée de la valeur du ratio durant la durée du

suivi (6,5-9,5), avec une diminution des deux populations CD4 et CD8.

Interprétation

On observe une augmentation de valeur du ratio CD4/CD8, avant I'administration

de traitements lymphopéniant comme le cyclophosphamide.
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7.2. Distribution de ratio CD4/CD8 au sein d’'une population de patients
donneurs de sang a I'EFS du CHU de Bordeaux

Quantile Estimation
| |
100% Max 7,53
N
99% 57
N
95% 4,43

90% 3,93

75% Q3 2,87
I

50% Médiane 2,07

25% Q1 1,63
I

10% 1,3
I

5% 1,13

1% 0,9
I

0% Min 0,5
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LISTE DES ABREVIATIONS

ANCA : anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires
BCR : B-cell receptor

CCR7 : C-C chemokine receptor type 7

CD : cluster de différenciation

CD : cellule dendritique

CG : centre germinatif

CTLA4 : cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CMV : cytomégalovirus

CPA : cellule présentatrice d’antigene

CSH : cellules souches hématopoiétiques

DN : double-négatif

DP : double-positif

EBV : Ebstein-Barr Virus

HLA-DR : human leukocyte antigen DR

IL : interleukine

ICT : irradiation corporelle totale

JAK2 : Janus kinase 2

LAM : leucémie aigué myéloblastique

LB : lymphocyte B

LMNH : lymphome malin non hodgkinien

LT : lymphocyte T

MAG : myelin-associated glycoprotein

NK : lymphocyte « natural killer »

PNN : polynucléaires neutrophiles

PTI : purpura thrombopénique immunologique
TCM : lymphocyte T mémoire central

TCR: T cell receptor

TEM : lymphocyte T effecteur mémoire

TRM : lymphocyte T resident mémoire

VCAM1 : Vascular Cell Adhesion Molecule

VIH : virus de 'immunodéficience humaine
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