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Abréviations
Ac : Anticorps

ADN : Acide désoxyribonucléique
Ag : Antigéne

CMH : Complexe Majeur
d’Histocompatibilité

CPA : Cellule Présentatrice de I’ Antigene
DC : Cellule dendritique
CMF : Cytométrie en flux

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4

DN : Double négatif

DP : Double positif

FOX-P3 : Forkhead box P3

gld : lymphoprolifération généralisée

GVHD : Graft versus host disease chronic
ou la maladie du greffon contre I’hote

[FNy : Interféron gamma
IL : Interleukine NA

ITAM: immune-receptor tyrosine based
activation motif

LTDN : Lymphocytes T doubles négatifs
LyT: Lymphocytes T
LED: Lupus érythémateux disséminé LED

MRL/lpr : Murphy roths
large/lymphoproliferation)

RAG : Recombination Activation Genes

RUNX 3 : Runt-related transcription factor
3

STAT : Transducteur de signal et
I’activateur de transcription

TCR : T cell receptor
TGF-p: Transforming growth factor
TNF : Tumor Necrosis Factor

ZAP70 : Zeta associated kinase



Introduction

Les lymphocytes T doubles négatifs alpha béta (CD3+CD4- CD8- aff +) ou « LTDN o » sont
une sous-population hétérogeéne de lymphocytes T (LyT) trés faiblement représentés dans la
circulation sanguine des sujets sains (<1% des lymphocytes totaux). L'appellation "doubles
négatifs" provient du fait qu'ils n’expriment ni le CD4 ni le CDS, et "alpha béta" indique le type
de chaines constitutives du récepteur T a 1’antigéne (TCR) exprimées a la surface du
lymphocyte. Tres peu de données existent dans la littérature sur l'origine et les roles de cette
population de lymphocyte en physiologie ou en pathologie. La premiére description de ces
LTDN af concernait des lymphocytes T régulateurs dans un modele murin de lupus spontané.
Ils ont par la suite été! isolés et caractérisés chez ’homme en 2005% dans le syndrome
lymphoproliferatif auto-immun « ALPS » dans lequel on observe une augmentation de ces
LTDN op dans le sang et les organes lymphoides secondaires. Cette population lymphocytaire
a été également décrite dans d'autres contextes cliniques cependant leurs étiologies restent mal

connues et une difficulté de diagnostic différentiel est possible.

L’objectif de ce travail est de faire un point bibliographique sur les connaissances actuelles
des LTDN af. De plus, au sein du laboratoire d’hématologie et de biologie vasculaire du CHU
de La Conception APHM, un typage du TCR est réalisé. Il consiste a identifier le type de TCR
afy ou yd chez les patients pour lesquels un immunophénotypage T/B et NK est demandé et
présentant une population de LTDN supérieur ou égal a 12%. Ceci permet d’identifier les
augmentations de LTDN a3. Notre hypothése était que la grande majorité des cas montrant
cette augmentation atypique n’était pas associée a un ALPS. L’objectif de mon travail
personnel a donc été de déterminer I’origine étiologique des augmentations des LTDN a3
dans une étude rétrospective incluant les patients ayant bénéfici¢ d’un immunophénotypage de

2016 a 2020.

Nous décrirons dans une premicre partie de la these, les connaissances actuelles sur les LTDN
af}, leurs origines, leurs caractéristiques immunophénotypiques ainsi que les étiologies

associées a leurs augmentations.

Dans la seconde partie, nous détaillerons une étiologique spécifique, le syndrome

lymphoprolifératif auto-immun (ALPS) qui est la premiere pathologie dysimmunitaire ou une



augmentation des LTDN of} a été retrouvée et dans laquelle elle joue un réle important dans la

physiopathologie et la démarche diagnostique.

Enfin dans la troisiéme partie, nous présenterons notre travail personnel concernant les
différentes étiologies associées aux augmentations des LTDNof retrouvées au sein du

laboratoire d’hématologie et de biologie vasculaire de 1’hopital de la Conception.

I- Les Lymphocytes T doubles négatifs aff

Pour commencer, nous ferons un rappel sur les lymphocytes T et leur récepteur a ’antigene le

« TCR » (T cell receptor).

A. Rappel sur les lymphocytes T et le récepteur T a
I’antigene

1. Les Lymphocytes T

Le lymphocyte T (LyT) est une cellule essentielle du systéme immunitaire chargée d’amplifier
ou de freiner la réponse immune. Dans le sang périphérique, les lymphocytes T se caractérisent
par D’expression du récepteur a 1’antigéne « TCR» qui est directement impliqué dans la
reconnaissance antigénique et du CD3 qui permet la transduction du signal du TCR. Les LyT
ont comme origine la cellule souche hématopoiétique qui au niveau de la moelle osseuse va se
différencier en progéniteur lymphoide commun. Celui-ci va pénétrer dans le thymus et y
poursuivre sa différenciation. Les cellules en différenciation dans le thymus, aussi appelée
thymocytes, subiront une sélection positive et une sélection négative qui permettra de s’assurer
que le lymphocyte T qui sortira du thymus sera capable de reconnaitre les cellules présentatrices
de ’antigéne et ne réagira pas contre le soi. A la sortie du thymus, le lymphocyte T qui est alors
naif (il n’a jamais rencontré ’antigéne pour lequel il est spécifique), va gagner, les organes
lymphoides secondaires (ganglions, rate) en empruntant la circulation sanguine. Ces sites
spécialisés favorisent la rencontre entre les lymphocytes T et les antigénes du non-soi présentés
a la surface des cellules présentatrices de I’antigéne. La spécificité antigénique de 1’interaction
entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de 1’antigéne, aboutira a I’activation du

lymphocyte T. Celui-ci sera alors capable de proliférer de maniére clonale et d’exercer des



fonctions effectrices. On parlera alors de lymphocyte T effecteur qui va s’opposer a I’expansion
de I’antigeéne et de lymphocyte « mémoire » qui sera capable d’induire une réponse immunitaire
rapide et efficace en cas de nouvelle rencontre avec cet antigene. Les lymphocytes effecteurs
assurent des fonctions spécialisées, telles que la sécrétion de cytokines ou encore 1’aide aux
lymphocytes B dans la fonction humorale (lymphocytes T CD4+ encore appelés lymphocytes
T auxiliaires), ainsi qu'une activité cytotoxique (lymphocytes T CD8+). Les lymphocytes T
effecteurs ou « helper» en anglais (TH) de phénotype CD4 se divisent en plusieurs sous-
populations (les plus connus sont TH1, TH2, THreg et TH17) caractérisées par des profils de
sécrétion cytokinique différents (Figure 1). La sous-population TH1 qui sécréte les cytokines
IL-2 et I'IFN vy, intervient dans des fonctions a médiation cellulaire telles que I’hypersensibilité
retardée ou I’activation des lymphocytes cytotoxiques. La sous-population TH2 qui sécréte les
interleukines IL-4, IL-5 et IL-10, intervient surtout dans la réponse humorale en activant les
lymphocytes B. Une autre sous-population TH17 a été décrite, caractérisée par la production
d’IL-17 qui est une cytokine hyper-inflammatoire. Elle est notamment impliquée dans la

destruction ostéo-articulaire rhumatoide.

Ensuite, les LyT effecteurs « cytotoxiques » de phénotype, CD8 ou LyTCD8+ sont capables
d’induire la mort d’une cellule par I’excrétion de perforine et de sérines protéases comme les

granzymes qui sont contenus dans des granules intracellulaires.

IFNgamma

Figure 1 : Les lymphocytes T CD4+ lorsqu’ils sont activés par un antigéne se différencient soit en
lymphocytes TH1 qui sécrétent les cytokines IL-2 et IFN gamma soit en lymphocytes TH2 qui sécrétent les
cytokines IL-10 et IL-4. Les lymphocytes TH1 ont un effet contréle négatif sur le développement des lymphocytes
TH2 et réciproquement. Les LT CD4+ peuvent aussi étre activés, sous 1’effet de I’'IL-23, en LTH17 sécréteur
d’interleukine 17°.




Les lymphocytes T mémoires sont issus d’une premicre réponse immunitaire. Ils vont se
comporter comme des sentinelles capables d’induire une nouvelle réponse immune spécifique
d’un antigéne, mais dans un délai plus court. Cette mémoire immunologique est le principe
méme de la vaccination. Ces lymphocytes T mémoires ont une durée de vie trés allongée et se

distinguent par I’expression de la molécule CD45RO.

Ensuite, les lymphocytes T régulateurs « naturels » représentent un tres faible contingent de
lymphocytes T CD4 reconnaissant mieux le soi que les autres et échappent aux filtres thymiques
et médullaires. Ils concernent 1 a 2% des lymphocytes T CD4 du sang. Ces lymphocytes T ont
la particularité de freiner la réponse immune apres avoir reconnu par leurs TCR divers auto-
antigénes lors de leur migration dans les ganglions et les tissus périphériques. Ces lymphocytes
T régulateurs expriment en grandes quantités la molécule CD25 (TCD4+CD25+high) et le
facteur de transcription FOX-P3. La fonction régulatrice des lymphocytes T régulateurs
s’exerce surtout par 1I’envoi aux cellules présentatrices d’antigénes de signaux d’apaisement,
par I’expression de CTLA-4, ou la libération de cytokines comme le TGFB- et I’IL-10. Ces
TCD4+CD25+high « constitutionnels » n’auraient pas un répertoire différent des lymphocytes
T effecteurs, mais une sensibilité différente de leur TCR. De ce fait, ces cellules en étant plus
facilement activées que les lymphocytes T effecteurs exerceraient sur I’ensemble de la réponse
immune un frein permanent pour éviter des dérapages tels que ceux que pourrait occasionner
la stimulation dans un ganglion par un épitope étranger d’un lymphocyte T ayant la capacité a
ensuite de reconnaitre un épitope du soi par mimétisme moléculaire. Les différentes molécules
exprimées sur les différents lymphocytes T classiques qui sont résumées sur le Tableau 1 et
classées en 3 différents types : molécules précoces de la lymphopoiese T, molécules présentes

sur une partie des lymphocytes T et molécules apparaissant aprés activation des cellules T.

Chez I'Homme et la souris, a il existe également a coté des lymphocytes T aff « classiques » a
d'autres populations de lymphocytes T, les lymphocytes T y8*, les lymphocytes iNKT, MAIT
connus sous le nom de lymphocytes T non conventionnels, qui peuvent étre activés dans un
mécanisme distinct des lymphocytes T conventionnels. Ces lymphocytes ont une ontogénie

différente et surtout une diversité beaucoup plus restreinte.

Les lymphocytes T yd bien qu'ayant des caractéristiques phénotypiques assez similaires (avec
notamment expression de la molécule CD3), les lymphocytes T yd se distinguent des
lymphocytes T aff par un grand nombre de points. D’un c6té, ils ont comme rdle de renforcer

I’interaction avec les molécules du CMH classiques. Ils peuvent étre considérés comme faisant



partie de ’immunité adaptative en cela qu’ils ont opéré une recombinaison V(D)J ; de I’autre,
la diversité de recombinaison est relativement restreinte et s’apparente ainsi a un récepteur de
reconnaissance de motifs moléculaires. Ainsi, les LTDN yd répondent rapidement a des
antigénes non peptidiques exprimés par les agents infectieux ainsi leurs actions est intégrée
dans la réponse immunitaire globale de I’organisme. Contrairement aux lymphocytes T af, la
plupart des lymphocytes T yd matures ont un phénotype double-négatif DN CD4- CDS-, ou
simple positif SP CD8 +, ou exceptionnellement SP CD4 +. Pendant l'ontogénie, les
lymphocytes T y0 ne passent pas par les mémes étapes de différenciation intrathymique, et la
dichotomie y6/ aff se produit précocement au cours de I'ontogénie T. La répartition tissulaire
des lymphocytes T yo apres leur sortie du thymus est différente de celle des lymphocytes aff
qui sont majoritairement dans les ganglions et le sang. On retrouve les lymphocytes yo
essentiellement dans les tissus, les muqueuses et la peau. La diversité des TCR yo est beaucoup
moins grande que celle des TCR af. Ainsi, une méme chaine Vy est exprimée par la majorité
des lymphocytes yd, celle-ci variant suivant I'age. Les TCR yd ne sont pas restreints par le CMH.
Ils ne reconnaissent pas des épitopes classiques, mais plutdt des épitopes conservés au sein des
pathogenes. Pour ces raisons les lymphocytes T yd sont considérés comme des cellules
appartenant a l'immunité innée>. Les lymphocytes Tyd semblent particuliérement dédiés a
I’immunité de la peau et des muqueuses notamment intestinales et broncho-pulmonaires. Ils ne
représentent qu’une petite fraction des T périphériques, mais, du fait de leurs tropismes
tissulaires, leurs nombres totaux dans 1’organisme pourraient étre aussi important que celui des
LTDN op voire potentiellement trés grand, ils semblent avoir des fonctions et des distributions
dans I’organisme trés restreint selon leurs isotypes. Les lymphocytes Tyd reconnaissent des
déterminants antigéniques présentés par des molécules du CMH « non classiques » présentent
des antigenes non peptidiques de type phospholipides ou glycolipidiques. Ces groupes ne sont
pas polymorphiques et les lymphocytes Tyd n’ont qu’une tres faible restriction du groupe CMH
Sce qui les place a la frontiére entre I’immunité spécifique et I’immunité non spécifique (innée).
Les Tydl reconnaissent des antigénes de stress présentés par les molécules de type HLA
DRW53 comme I’Heat Shock Protein (HSP) des mycobactéries’ ou encore des toxines (toxine
tétanique, ou toxine du staphylocoque SEA) et le palmidronate. Les lymphocytes T yo jouent
un role essentiel dans I’immunité notamment contre des micro-organismes a croissance
intracellulaire tels que les mycobactéries, les borrellia, Francisella tularensis ou encore les
salmonella, avec une importante capacité d’activité cytotoxique. Ils sont impliqués dans la
réponse immune des muqueuses et notamment des bronches. Les Tyd ont le méme

développement phénotypique que les LTDNaf. Apres la rencontre de 1’antigeéne, ils peuvent



acquérir un phénotype mémoire, soit effecteur (CD45RA-, CD27-, CD62L- ; CCR7-) avec
faible capacité de prolifération, soit mémoire central (CD103+, CD45 RA+ et CD7+ a forte
capacité de prolifération®. Les T y8 ont également des roles importants dans des fonctions non
immunologiques comme 1’embryogenése et I’homéostasie tissulaire’. Plus récemment, les
lymphocytes T yd ont également été impliqués dans la régulation des mécanismes de

cicatrisation épithéliale et dans I’homéostasie de la peau'®.

Les lymphocytes iNKT (invariant Natural Killer) Les lymphocytes iNKT représentent un
groupe hétérogéne de lymphocytes T. Comme leur nom l'indique, ils possédent des
caractéristiques phénotypiques propres aux lymphocytes T (notamment un TCR et la présence
de CD3), mais également aux lymphocytes NK (expression des molécules CD56 et CD16). Le
TCR des lymphocytes NKT est quasi invariant. La chaine a est toujours formée a partir de la
méme association de segments génétiques Va24 et Jal8. Il existe par ailleurs une certaine
diversité des chaines B exprimées par ces cellules, mais beaucoup plus restreinte que dans le
cas des lymphocytes afy classiques. Le TCR ainsi formé reconnait non pas des peptides
présentés par le CMH, mais des lipides et des glycolipides présentés par la molécule CD1d. La
fréquence dans le sang des lymphocytes NKT est assez variable (0,001 a 3 % des lymphocytes
circulants). Ces cellules jouent un role important dans la régulation des réponses immunitaires,
et leur absence ou dysfonction est a l'origine de pathologies auto-immunes, inflammatoires ou

tumorales.

Les MAIT (lymphocytes T invariants associés aux muqueuses) Les cellules T invariantes
associées aux muqueuses, une nouvelle sous-population de cellules T de type inné, présentent
de nombreuses similitudes avec les cellules iNKT, a la fois en termes de propriétés
immunologiques et de fonctions. Chez 'Homme, la majorité des cellules MAIT expriment un
TCR constitué d'un réarrangement canonique de Va7.2-Ja33 TCRa couplé a des chaines TCRf
limitées (majoritairement VB2ou VB13). Les cellules T invariantes associées a la muqueuse
sont connues en tant que cellules T non conventionnelles en partie parce qu'elles reconnaissent
les antigénes non peptidiques présentés par la molécule MR1. Bien que principalement
présentes comme les autres lymphocytes T non conventionnels dans les muqueuses ces cellules
représentent jusqu'a 10 % des cellules T dans le sang périphérique chez 'Homme. La encore
ces cellules sont impliquées dans la réponse contre les pathogénes notamment digestifs
cependant les cellules MAIT jouent également un rdle potentiel dans les maladies

inflammatoires et les cancers'!.



Molécules précoces de Molécules présentes sur une Molécules apparaissant apres

la lymphopoiese T partie des lymphocytes T activation des cellules T
CD2 : molécule CD4 : permet la liaison avec les CD45 RO. Cette molécule est
d’adhésion molécules CMH classe II (présent = présente sur les lymphocytes T
sur 2/3 des lymphocytes, c’est activés et mémoire, mais pas sur
CD5 : molécule aussi la cible du VIH) les lymphocytes T naifs (=
d’activation des portent la molécule CD45 RA).
cellules T induisant la ~ CD8 : permet la liaison avec les
sécrétion d’1L-2 molécules CMH classe 1 (présent =~ CD25 ou IL-2R a : récepteur
sur 1/3 des lymphocytes) pour I’'IL-2, il apparait apres
CD7 : molécule non stimulation par les mitogénes ou
spécifique CD28 : intervient dans la les virus.
d’immaturité) coopération cellulaire T — B (se
couple au CD80 des lymphocytes —CD38
B, mais aussi d’autres CPA, et
induit la synthése d’IL-2 et d’IFN- —HLA-DR

g par les lymphocytes CD4+)

Tableau 1 : Les différentes molécules exprimées sur les lymphocytes T

Nous allons maintenant détailler les principales étapes de la maturation thymique des

lymphocytes T qui est nommée thymopoiese.

2. La maturation thymique des lymphocytes « Thymopoiése »

Une fois dans le thymus, les progéniteurs lymphoides communs se différencient en
lymphocytes T thymiques appelés thymocytes sous 1’effet du micro-environnement épithélial
thymique. Au cours de ce processus de différenciation, les thymocytes migrent de la périphérie

(cortex) vers le centre (medulla) du thymus ces étapes sont divisées en trois :
Etape 1 : Dans la zone corticale du thymus, une prolifération intense de prothymocytes

ou thymocytes corticaux est induite par le stem cell factor « SCF » et IL-7. Ensuite, les chaines

du TCR commencent a se réarranger en commengant par le locus de la chaine B, puis le locus
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de la chaine alpha a I’étape suivante. Lors d’échec du réarrangement de la chaine 3 (5 % des
cas), un réarrangement du locus de la chaine y aboutira a la production de lymphocytes T y8. A
ce stade, le CD3 est intracytoplasmique ; les cellules sont appelées DN (double négatif CD4-
CD8-). IIs expriment transitoirement le CD44 puis le CD25.

Etape 2 : Elle se situe également dans la zone corticale. Les thymocytes évoluent en pré-
thymocytes ou thymocytes communs avec un réarrangement du locus alpha. A ce stade, on
observe une co-expression en surface des molécules CD4 et CD8 (= doubles positifs CD4+
CDS8+). La sélection positive a lieu au stade double positif DP lorsque les thymocytes expriment
un TCR af} potentiellement fonctionnel. Des antigénes du soi sont présentés par les cellules
épithéliales corticales thymiques (cTEC) aux thymocytes DP. Les thymocytes dont le TCR ne
reconnait pas le complexe CMH-peptide du soi ne regoivent pas de signal de survie et meurent.
L'avidit¢ du TCR pour le complexe CMH-peptide du soi est ici intermédiaire. Cette étape
permet I'élimination des lymphocytes T impropres a collaborer avec les molécules HLA (CMH
humain) de 1'héte. En effet, la reconnaissance de l'antigéne par les lymphocytes T a toujours
lieu dans le contexte du CMH. On parle de « restriction de la reconnaissance de 1'antigéne par

le CMH ».

Etape 3 : Les cellules de 1’¢tape 2 se localisent dans la médullaire du thymus
nommé thymocytes matures ou médullaire. A ce stade, une seconde étape de sélection d’affinité
a lieu nommé la sélection négative, cette derniére s'accompagne d'une mort des cellules
recevant un signal trop intense via le TCR. Elle entraine ainsi la délétion des thymocytes
exprimant un TCR ayant une trop forte affinité pour les antigenes du soi. Les cellules présentant
ces antigenes sont ici les cellules dendritiques situées a la jonction cortico-médullaire. Ces
cellules captent les antigénes exprimés par les cellules épithéliales médullaires thymiques
(mTEC) et les présentent via leur CMH aux thymocytes double-positifs DP. La protéine
cruciale de cette étape est la protéine AIRE (Autolmmune REgulator) présente dans les cellules
épithéliales thymiques médullaires et indispensable a l'expression ectopique d'antigénes
tissulaires (par exemple l'insuline). Un déficit en AIRE induit un syndrome appelé APECED
(Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidiasis Ectodermal Dystrophy) ou APS1 (Auto-
immune Polyendocrine Syndrome type 1) associant des manifestations d'auto-immunité et un
déficit immunitaire. La protéine THEMIS (Thymus Expressed Molecule Involved in positive
Selection) exprimée par les thymocytes DP au moment de la sélection positive et pas aprés joue

un rdle important en inhibant le signal transmis par le TCR par les complexes CMH/ protéines
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du soi expliquant que le méme signal induise une survie ou une apoptose. Suite a ces différentes
étapes, les thymocytes donnent naissance a des lymphocytes T naifs simple-positifs (SP) CD4
+ ou CDS8 + naifs, reconnaissant respectivement les molécules du CMH de classe I ou de classe
I1, quittent le thymus par les vaisseaux de la jonction cortico-médullaire et passent dans les

vaisseaux sanguins!! (Figure 2).

Lymphopoiése T
étapes intrathymiques

cDba’ CDE cp4 CDe’ CD4” CD8 cha CDE cD4® CD8"
CD25 CDb44™ CD25" CD44' CD25" CD44 CD25S CD4d fle

Engagement réversible
dans la lymphopoiése T

F ig ure 2 : principales étapes de la thymopoiése T. Les progéniteurs hématopoiétiques (P) migrent dans le
thymus ou ils trouvent le microenvironnement favorable a leur engagement dans la lymphopoiése T et a leur
différenciation en lymphocytes T matures naifs exprimant TCR'2,

3. Le complexe récepteur a I’antigéne (TCR) -CD3

Le complexe TCR — CD3 (Figure 3) est commun a tous les lymphocytes T et joue un rdle clé
dans la reconnaissance de I’antigéne. Cette diversité des cellules T apportée par leur TCR est

essentielle pour assurer une protection contre un large panel d’antigenes.
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Figure 3 :

Le complexe TCR/CD3". Le récepteur T de 1’antigene est constitué d’un hétérodimere (o/f ou y/d) associé a
4 protéines transmembranaires : CD3 v, 9, €, et {. Les chaines CD3y, CD36, CD3e et CD3{ forment des modules
dimériques ¢, ye et . Chaque chaine v, 9, €, et { présente dans sa partie intracytoplasmique des motifs ITAM (en
violet) qui sont phosphorylés sur les résidus tyrosine par la tyrosine kinase Lck. La phosphorylation des ITAM de
€ permet 1’association de ZAP70 a cette chaine par I’intermédiaire des 2 domaines SH2 (en marron) portés par
cette kinase et secondairement sa phosphorylation par Lck. ZAP70 ainsi activée phosphoryle a son tour
I’adaptateur LAT.

Le TCR procure aux LyT la propriété de reconnaitre des fragments peptidiques antigéniques
associés aux molécules du CMH, et ceci de maniére spécifique. Le TCR est un hétérodimére
extrémement polymorphique au sein de I’individu. Il est de deux types suivant les chaines
composant I’hétérodimeére et caractérisées par différentes régions présentes au niveau des deux
chaines associées 1’une a I’autre par un pont disulfure. Le réarrangement aléatoire des différents
segments de geéne (V (Variable), D (Divers), J (Jonction) et C (Constant)) et I’insertion ou de
la délétion de nucléotides entre ces différents segments de geénes aboutissent a la génération
d’une chaine alpha (VJ) et d’'une chaine béta (VDJ) au cours du développement thymique. Chez
I’homme, il existe 54 genes V alpha, 61 J alpha et 1 C alpha ainsi que 64-67 V béta, 2 D béta,
14 J béta et 2 C béta!* La recombinaison s’effectue par les enzymes de recombinaison RAG-1
et RAG-2 (Recombination Activation Genes} grace aux séquences du signal de recombinaison
[RSS]. Lors de ce processus, des nucléotides peuvent étre ajoutés. La région hypervariable
CDR3 est ainsi créée. Elle est cruciale dans la reconnaissance de I’Ag. Cette variabilité de
génération des chaines, associée a la variabilité d’appariement entre les chaines aff produit

théoriquement plus de 10! lymphocytes T différents!>. Ces LyT peuvent reconnaitre la grande
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majorité d’Ag étrangers présentés. La région V va permettre la reconnaissance de 1’antigéne et
va étre a I’origine du polymorphisme des TCR. Elle-méme posseéde des régions hypervariables
CDR (pour « Complementary Determining Region ») qui sont les zones de contact avec
I’antigene, une région C, une région transmembranaire et une région intracytoplasmique qui est
trés courte. Il existe 2 types de TCR : 95 % des lymphocytes T ont un TCR formé de 2 chaines
af et 5 % des lymphocytes T ont un TCR formé de 2 chaines y0.

Fig ure 4 : Teell receptor TCR ou le récepteur a I’antigéne du lymphocyte T 16

Le complexe CD3 est toujours associé¢ au TCR. Il n’est pas polymorphique au sein de I’espece
humaine. Les chaines du complexe ne possedent pas de sites de liaisons a un ligand, mais jouent
un role de transmission du signal d’activation du TCR lorsque celui-ci rentre en contact avec
les peptides antigéniques présentés sur le CMH. Comme schématisé dans la figure 3, le CD3
est composé de la chaine vy, la chaine o et les deux chalnes € possédent chacune un domaine
extra-cytoplasmique et une région transmembranaire longue présentant des motifs dix ITAM
(Motif d’activation des récepteurs immuns basés sur la tyrosine en anglais immunoreceptor
tyrosinebased activation moti). Le CD3 est sous forme de modules dimériques, 3¢, ye et ({7, la
partie transmembranaire contient deux résidus tyrosine séparés par 9 a 12 acides aminés. Trois
sont portés par CD3(, et un par chacune des autres chaines : CD3y, CD3d et CD3e. La

phosphorylation de ces motifs par des protéines kinase de la famille Src conduit au recrutement
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et I’association de la tyrosine kinase appartenant a la famille Syk, ZAP70 (zeta associated
kinase). Cette association s’effectue grace a la reconnaissance, par deux domaines présents dans
ZAP-70 (les domaines SH2), ainsi ZAP-70 est phosphorylée, activée et peut alors phosphoryler
a son tours I’adaptateur LAT (lien pour I’activation des lymphocytes T, en anglais Linker
for Activation of T-Cells)!® ainsi a phosphorylation des tyrosines de LAT entraine le
recrutement de protéines de signalisation, ainsi un complexe multi protéique organisé autour de
LAT et la membrane cytoplasmique qu’initie I’activation des voies de signalisation aboutissant

a ’activation des lymphocytes T.

Ensuite, Les molécules CD4 et CDS8 sont des déterminants majeurs des lymphocytes T et
permettent de distinguer en périphérie des lymphocytes auxiliaires exprimant la molécule CD4
et des lymphocytes cytotoxiques exprimant la molécule CDS. Ces molécules co-récepteurs pour
le TCR, également importantes pour distinguer les différents stades de maturation des
thymocytes au cours de 1'ontogénie, appartiennent a la superfamille des immunoglobulines. Les
molécules CD4 et CDS stabilisent 1'interaction CMH/ TCR en interagissant avec une partie
faiblement polymorphe du CMH et participent a la signalisation intra-cellulaire en recrutant des

kinases de type Src, les protéines p56lck'!.

Parfois les molécules CD4 et CD8 sont absentes comme dans les lymphocytes gamma delta

mais également dans une population de lymphocytes minoritaires nommées LTDN af.

Ces LTDN af ainsi que les étiologies associées a leurs augmentations représentent la
problématique de ma these, de ce fait nous y consacrerons une partie spécifique qui fera un

point bibliographique sur les connaissances actuelles des LTDN af3.

B. Les LTDN af

Apres avoir rappelé I’historique de la découverte des lymphocytes TDN af3, nous décrirons dans
cette partie les hypotheses sur I’origine de ces lymphocytes et les étiologies associées a leurs
augmentations dans la circulation sanguine. Les éléments de la littérature associés a leur role

potentiel seront rapportés en lien avec les différentes étiologies connues.
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1.  Historique de découverte des LTDN aff

Cela a commencé en 1976, lorsque des souris porteuses de la mutation Ipr ont été développées
par hasard par Murphy et Roth. Ces souris MRL/Ipr (Murphy roths large lymphoproliferation)
ont permis I’étude des genes régulant le développement de la maladie lupique dans des souches
de souris prédisposées. Les chercheurs ont alors observé une lymphoprolifération massive de
lymphocytes T. En 1984, une autre mutation récessive qui mene a un phénotype semblable a /pr
a été découverte et désignée « mutation gld ». (lymphoprolifération généralisée en anglais
generalized lymphoproliferative disease). Cette lymphoprolifération observée chez
les souris Ipr et gld s’est révélée par la suite étre due a une accumulation massive de LTDN o8
dans les organes lymphoides secondaires comme 1’on montré Morse et al. en 1982, puis
Davidson et al. en 1986. Une maladie humaine phénotypiquement similaire a été décrite par
Sneller et al en 1992 et appelée syndromes lymphoprolifératifs auto-immuns (ALPS). L’origine
des lymphocytes TDN aff associées a ce phénotype reste cependant controversée, méme si le
défaut d’apoptose médiée par Fas a déja ét¢ identifiée il y a plus de deux décennies comme la

cause principale de leurs accumulations

2.  L’origine et le processus de génération des LTDN of

En ce qui concerne l’origine des LTDN off. L’expression des marqueurs de surface est
hétérogene, de méme que le profil des cytokines sécrétées. Ceci donne a penser que la
population est hétérogéne et que des origines ou des voies de différenciations différentes
peuvent exister. En fait, I’affiliation précise de la lignée des LTDN reste incertaine et peut étre
différente entre les espéces (humains vs souris) !°. La plupart des données disponibles
proviennent de systémes murins?’. Au final, deux hypothéses ont été avancées dans la littérature
concernant le processus de générations des LTDN af}, la premiére est intrathymique ou se
produit une génération non réversible de LTDN of} naif et la seconde est extrathymique dont la
génération non réversible ou réversible (en fonction du mécanisme de génération) de LTDN o3

matures effecteur ou régulateurs.

i- La génération intrathymique des LTDN off

Le processus de générations des LTDN af} intrathymique est le résultat d’un réarrangement du
géne TCR of?', qui donnera naissance a des LTDN of3 naifs?2. Au cours du développement

«normal » des lymphocytes T, les thymocytes subissent plusieurs étapes de différenciation, qui
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comprennent quatre stades « double négatif» (thymocytes DN) chez la souris et trois chez
I’homme?®. Aprés avoir passé ces étapes DN, les thymocytes murins se différencient par la suite
via le stade simple positif immature CD8+ en cellules CD4 + CD8 + « double positif» (DP),
avant de finalement s’engager dans I’expression exclusive de CD4 ou CD8 (Figure 5). Les
thymocytes DN humains mirissent via le stade simple positif immature CD4+ dans les cellules

DP%,

L’engagement de la lignée TCR af ou TCR y8 chez la souris et ’homme?’ est le résultat d’un
réarrangement complexe du géne TCR?®, Chez la souris, les stades plus tardifs des thymocytes
DN (DN3) au cours de la différenciation des lymphocytes T ont été suggérés pour donner lieu
a des LTDN af ou LTDN v3, en fonction de la force du signal TCR ?7. (Figure. 5A). Entre
autres, les thymocytes DP murins peuvent donner naissance a des LTDN off qui migrent ensuite

vers 1’épithélium intestinal pour devenir des résidents intraépithéliaux?® (Figure. 5B).

De plus, la présentation in vitro de ligands de haute affinité aux thymocytes DP par les cellules
épithéliales corticales du thymus a abouti a une différenciation immunorégulatrice 2° 3° des
thymocytes DP en LTDN af?! *2. Ainsi, le mécanisme moléculaire a ’origine de la génération
de ces derniers débute par le recrutement d’élément modulateur comme le CREMoa®3 3* (détaillé
par la suite)’’, ce qui permet un réarrangement de la chromatine régulant ainsi 1’accessibilité
des génes spécifiques du CD4 et du CD8 aux facteurs de transcription (Eléments
amplificateurs 8)*¢ par un mécanisme de méthylation de I’ADN et la modification des histones.
Ainsi, quatre éléments génomiques dans le modéle murin et six éléments dans le géne CD8
humain avec une sensibilité a la DNase spécifique a la lignée ont été identifiés’’. Dans les
modéles murins transgéniques, au sein du géne CD8 (E8I — E8IV)3® et le CREMa jouent un
role clé pour permettre I’expression de CDS spécifique, les ¢léments amplificateurs ESI — ESIV
subissent un remodelage pendant le développement des lymphocytes®, autorisant ou mettant
fin a I’expression de CDS8 alpha et/ou CDS8 béta, ainsi la présence d’E8 et le faible degré de
méthylation de I’ADN le long du cluster de génes CDS8 dans les lymphocytes T CD8 + permet
I’expression des génes CD8, alors que I’absence de E8 et des niveaux accrus de méthylation de
I’ADN interdisent I’expression des génes CDS8 ce qui génére des LTDN of*® 4!, IIs migrent
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alors vers I’épithélium intestinal*? et deviennent résidents intraépithéliaux®.
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Figure 5 :

Les LTDN*thymique. Les «cellules positives simples» (SP) matures a la périphérie (cellules T CD4 + ou CDS8 +)
dérivent des cellules CD4 + CD8 + «double positifyy (DP) cellules qui dérivent de thymocytes simples positifs
immature (ISP). (A) Les thymocytes doubles négatifs (DN3) de stade avancé peuvent donner lieu a des LTDNof3
et des LTDN vd . (B) Alternativement, LTDN peuvent dériver du Thymocytes DP qui migrent ensuite vers
1'épithélium intestinal. Les cellules DN T peuvent dériver de lymphocytes T CD4 + périphériques activées (C) et
/ou (D) CD8

ii- Génération indépendante du thymus « extrathymique » des LTDN af

A la suite d’études chez I’homme et dans des modéles murins Ipr et gld, une deuxiéme
affiliation dite « extrathymique » des LTDN of} a été suggérée®. Plusieurs éléments de preuve
soutiennent que les LTDN af régulateurs ou effecteurs peuvent dériver a partir de LyT CD4 +
et/ou CD8 + périphériques activés. Zhang et al. ont montré que les LyT CD4 périphériques
murins matures (CD25 +/ Foxp3 + et les cellules T CD25—/ Foxp3—) peuvent dérivés en LTDN
of} restreintes au CMH 11 in vitro et in vivo et exercent une fonction de régulation. La force du
signal de stimulation, les antigénes présentés par les cellules dendritiques, la durée de la
stimulation et le milieu des cytokines (IL-2 et IL-15 vs IL-4) jouent un réle important dans cette
voie de différenciation des LyT CD4+ en LTDN o régulateurs. Ces derniers peuvent supprimer
des réponses allo-immunes spécifiques in vivo*®*’, ainsi que des réponses impliquant les LyT
CD8+, les LyT CD4+* les lymphocytes B*, les cellules NK *° et les cellules dendritiques

(DC). Trois profils phénotypiques de LTDN af} régulateurs ont été observés et sont représentés
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sur le tableau 2°!. En 2013, Grishkan et al. ont démontré in vitro que par stimulation de LyT

CD4+ auxiliaires spléniques murins, ces derniers pouvaient se transformer en LTDN af}, mais

le mécanisme détaillé de cette conversion n’est a ce jour pas connu™2.

LTDNop Phénotype References

régulateurs

CD25+CD30+CD28low Zhang ZX et al.>3

CD25+CD28+CD44+CD69+ Zhang D et al.>*

CD25-CD27+CD28low Fischer K et al. 5%

Tableau 2 : Profils phénotypiques des LTDN aff régulateurs

Les LTDN of3 peuvent aussi dériver de LyTCDS8 + périphériques activées par la régulation
négative de 1’expression du co-récepteur de surface CDS8. C’est d’ailleurs probablement un
mécanisme majoritaire comme le montre plusieurs études’® 37 Plusieurs mécanismes

moléculaires 8 5

sont impliqués dans la transformation de ces derniers. Parmi les molécules
impliquées, on notera le réle du CREMa (modulateur d’élément réactif alpha) qui est de réguler
le cluster CD8 dans les LyT CD8 + périphériques en réponse a I’activation du TCR. Il participe
¢galement a la régulation de la chromatine (remodelage) en recrutant I’ADN méthyltransférase
(DNMT) 3a et I’histone méthyltransférase G9a lors de I’amorgage et de la différenciation des
LyT CD8+. Le Runt-related transcription factor 3 (RUNX 3) peut également influencer le
paysage épigénétique du LyT CDS8 + activées chez la souris. Ainsi, le maintien de I’expression
du CD8 dépend de RUNX3 et du RUNX/Core au niveau du géne CD8. RUNX3 et RUNX/Core
recrutent I’élément activateur ESI®°. L’absence d’E8I®! entraine un remodelage de la chromatine
ce qui va aboutir a la non-expression du CD8% 63 ¢4 Ainsi, E811 peut subir un remodelage

épigénétique ordonné par CREMa et/ou de RUNX3 en réponse a 1’activation du TCR. Ce qui
provoque la non-expression du CDS et générent des lymphocytes de type LTDN af3 (Figure 6).
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De plus, une étude récente de Harland et al a lié la perte d’expression de CD8 dans les LyT
CD8 des souris OT-I (qui est un modele murin transgénique contenant des inserts
transgeniques au sein du TCR utilisé pour étudier le role des peptides dans la sélection positive
et la réponse des cellules T CD8 + a [’antigene) a 1’activation de STAT6 induite par I’'[L-4 in
vitro et in vivo%. Cette activation orchestre la répression transcriptionnelle de géne CDS et la
méthylation de I’ADN soit directement, soit par induction de 1’expression de GATA3%. Cette

répression est réversible en présence d’ TFN-y®’.

Cluster de la Dnase

i N B B A Y U B

Amplificateur E S e n —
= g
CNS 1 2 3 45 6 7 8
cDs8B cDs8A

Répression

CNS 7/8

Remodelage épigénétique

Figure 6 : Régulation transcriptionnelle et plasticité épigénétique du cluster de génes CD8%, (A) Carte
schématique du groupe de génes CD8 murin. Les sites hypersensibles de la DNAse I (HSS) I-IV et les éléments
activateurs de régulation de 1’expression de CD8 E8I-ESIV 8 régions non codantes, les séquences (CNS1 — CNSS),
définies comme des régions de 200 pb avec 70% d’homologie entre le génome humain et murin, sont représentées
ci-dessous et cartographiées en DNAse sites d’hypersensibilité et éléments amplificateurs. Le Modéle de
régulation a médiation CREMa de 1’expression de CD8 « CREMa » contrdle 1’activité transcriptionnelle par
transrépression du CDS. De plus, CREMa recrute aux ¢éléments régulateurs et co-recrute DNMT3a et I’histone
méthyltransférase G9a dans le cluster CD8 (CNS 2,7,8). G9a intervient dans méthylation de I’histone H3 a H3K9
et H3K27. La méthylation de I’ADN et des histones qui en résulte aboutit a la non-expression du CD8

Ainsi, les LTDN of} intrathymique naifs dérivent soit des thymocytes doubles négatifs tardifs,
soit des thymocytes DP (plus précisément des thymocytes immature simple positif), mais les
LTDN of} extrathymique dérivent principalement des lymphocytes TCDS8 par un phénomene
de non-expression réversible chez ’homme du CDS8 orchestré par le CREMa, RUNX3 ou
STAT6®
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C. Les étiologies associées a ’augmentation des LDNT o

Nous décrirons ici les étiologies associées a I’augmentation des LTDN af par entités clinico-
biologiques. Premiérement, nous allons commencer par la transplantation d’organes solides et
la greffe de cellules souches hématopoiétiques. Nous poursuivrons ensuite par les néoplasies,
les infections et les maladies auto-immunes. Le réle fonctionnel des LTDN o sera abordé en

rapport avec leur contexte étiologique.

1. La transplantation et la greffe :

Les LTDN o sont augmentés chez les patients ayant subis une transplantation d’organes
solides ou une allogreffe de cellules souches hématopoiétique chez en moyenne 5 a 7% des
patients selon les études. Ces LTDN off ont été associés a une fonction suppressive
allospécifique dans les allogreffes’. Ils suppriment également les Lymphocytes T anti-
donneurs CD8 + et CD4 + d’une manicre spécifique et prolongent la durée de vie 1’allogreffe
(organe transplanté)’' 72, 11 a été montré que ces LTDN af reg régulent négativement la
réponse immunitaire allogénique médiée par les lymphocytes T CD4 + et CD8 + in vitro et in
vivo”3. De plus, ils ont une capacité unique d’acquérir I’ensemble du complexe CMH-allo-
antigéne a partir de la membrane cellulaire des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) par le
biais d’une interaction cellule-contact-dépendante du TCR via un processus appelé
« trogocytose » dans les modeles murins et d’exprimer le complexe capturé CMH-allo-antigéne
a leur surface’. Le LyT CD8+ effecteur se lie alors au complexe capturé CMH-allo-antigéne
qui est présenté par les LTDN of} reg, ce qui aboutit a la transmission d’un signal d’apoptose
au LyT CDS8+7°. Par conséquent, la suppression des LyT CD8+ par les LTDN af reg est
spécifique a ’antigene (Figure 7). Ma et al. ont en plus constaté que les LTDN af reg induisent
une apoptose des lymphocytes B et des cellules dendritiques par la cytolyse médiée par la

76 77

pérforine’® 77 ou par fas/fasl’® 7° 30,

Chez ’homme, les LTDN of regs humains ne provoquent pas d’apoptose!, mais une
inactivation réversible. Ainsi la fonction des lymphocytes T effecteurs peut étre restaurée une
fois que les LTDN of reg sont supprimés. Dans 1’é¢tude de Mclver et coll. comprenant
40 patients qui ont recu une transplantation d’organes, le pourcentage de LTDN off regs dans
le sang périphérique était inversement corrélé avec le risque de rejet de greffe®. Ainsi, il semble

que les LTDN of reg améliorent la survie post-transplantation et réduisent le risque de rejet.
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Trogocytose

Apoptose

Fig ure 7 : « Trogocytose » mécanisme de suppression médiée par les lymphocytes T doubles négatifs le complexe allo-

antigéne CMH sur les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) engage le récepteur des cellules T (TCR) sur les Tregs a double
négatif (DN). Ceci est suivi par la libération du complexe CMH/antigéne par le CPA et la capture du complexe CMH/antigéne
par le Treg DN qui intégre le complexe dans sa membrane cellulaire. Les Tregs DN expriment ce complexe CMH/antigéne
capturé sur leur surface cellulaire. Les cellules T CDS8 + portant le TCR apparenté engagent le complexe CMH/antigéne sur les
Tregs DN qui transmettent ensuite un signal apoptotique via FasL sur les Tregs DN via le récepteur Fas sur les cellules T CD8

+. Les lymphocytes T effecteurs CD8 + subissent une apoptose et sont supprimés.**

Plusieurs données concernent plus spécifiquement le contexte des greffes de cellules souches
hématopoiétiques® 8. Dans ce contexte, le phénoméne de tolérance est trés utile pour prévenir
les complications séveres de la maladie du greffon contre 1’hote (GVHD). Maciejewski et al.
ont étudié le role potentiel des LTDN af} regs apres une allogreffe chez I’homme sur la GVHD
et la restauration du répertoire des récepteurs des LyT dans une cohorte de 40 patients avec
donneurs HLA appariés. Ils ont constaté qu’une baisse ou absence de LTDN aff reg était
associée a une fréquence accrue de GVHD, suggérant que les LTDN af} reg participent a la
tolérance périphérique pour prévenir la GVHD post- allogreffe®®. Haige Ye et al®” ont démontré
que la reconstitution des LTDN aff reg avait un effet significatif sur la GVHD avec une
corrélation inversement proportionnelle a 60 jours apres 1’allogreffe permettant ainsi d’éviter
les manifestations graves de GVHD et de rechute. Pour finir, dans un mod¢le murin de greffe
allogénique de moelle osseuse, les LTDN off reg ont permis la survie du greffon par la

suppression des cellules NK par la perforine et par la voie fas-fasl dépendante®® .

Au-dela des situations allogéniques des greffes, des augmentations des LTDN aff ont été

observées dans des contextes néoplasiques (cancers solides et onco-hématologiques).
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2. Néoplasie

Les LTDN af} sont élevés chez les patients présentant un contexte néoplasique chez environ 4
a 9% des patients®®. Les LTDN af ont démontré une activité antitumorale suggérant une
participation de LTDN af} effecteurs et régulateurs. Young et al. ont démontré que 1’injection
de LTDN ap était suffisante pour empécher la croissance d’un cancer solide ou d’un lymphome.
Merims et al. ont également démontré que 1’activité antitumorale des LTDN af} peut s’étendre

a de nombreuses néoplasies comme le mélanome.*°

Il faut cependant distinguer nettement dans le contexte des hémopathies malignes les
augmentations de populations de LTDN af réactionnelles (régulateurs ou effecteurs comme
pour les tumeurs solides) de LTDN aff monoclonaux pathologiques qui sont constitutifs de la

pathologie lymphomateuse.

i. Lymphome non hodgkinien LNH

Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) ou hémopathies lymphoides sont des proliférations
malignes développées a partir de précurseurs cellulaires présents dans les organes lymphoides
primaires (lymphoblastes B ou T d’origine médullaire ou thymique), ou de précurseurs plus
matures essentiellement extramédullaires, présents dans les organes lymphoides secondaires
(lymphocytes B aboutissant aux plasmocytes, et T). On y distingue la maladie de Hodgkin (M
de H), les lymphomes malins non Hodgkiniens (LMNH) B ou T.

1) Lymphomes présentant des LDNT o monoclonaux :

Les LTDN af monoclonaux ont ét¢ décrit dans le Mycosis fongoide qui est le lymphome T
cutanée le plus fréquent, le lymphome hépatosplénique a cellules T (HSTL) et la leucémie-

lymphome a cellules T de I’adulte due au rétrovirus HTLV-1 (ATLL)

(a) Mycosis fongoide (MF)

La mycose fongoide est le sous-type le plus courant de lymphome cutané a cellules T. Il
représente moins de 1 % de tous les lymphomes non hodgkiniens, présente un large éventail de
variantes cliniques, histologiques et phénotypiques avec différents impacts pronostiques.
L’immunophénotype classique est le lymphocyte T @ mémoire CD3 +/CD4 +/CD45RO +, mais
il existe des formes rares constituées avec des LTDN af§ monoclonaux, il ne semble pas conférer

une signification pronostique différente®'. Au total, 34 cas de MF constitués de LTDN af} ont
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été rapportés dans la littérature® 3

. L’histopathologie est la méme que celle du type
conventionnel, mais les patients étaient plus jeunes au moment du diagnostic. Hodak et al.”* ont

rapporté que la plupart des cas de MF a LTDN a8 étaient cliniquement de type hypopigmenté®>.

(b) Lymphome hépatosplénique a cellules T (HSTL)

Le lymphome a cellules T hépatosplénique est un lymphome rare avec une présentation clinique
de type hépatosplénomégalie sans adénopathies significatives®®. Ce lymphome n’a pas de
traitement standardisé et le pronostic est mauvais avec une durée de survie varie largement de
0 a 5 ans. La maladie survient principalement chez les jeunes adultes, en association avec un
contexte d’immunosuppression a long terme. Principalement chez les transplantés d’organes
solides ou chez des patients traités par 1’azathioprine et I’infliximab pour la maladie de Crohn”’.
Les cellules du lymphome sont généralement CD2 *, CD3 ¥, CD4 -, CD5-,CD7 *,CD8 - CD42 *,
CD52 %, CD76 *, CD82 * avec une expression du TCR gamma-delta dans la plupart des cas.
Cependant, une dizaine de cas présentaient un phénotype de LTDN off *®sans avoir une

présentation clinique ou de pronostique différentes®.

(c) Leucémie-lymphome a cellules T de I’adulte due au rétrovirus HTLV-1 (ATLL)

La leucémie-lymphome T de 1’adulte (ATLL) liée au rétrovirus HTLV-1 (Human T Leukemia
Virus 1) est une prolifération maligne de lymphocytes T et affecte généralement les adultes.
L’infection par HTLV 1 est limitée aux cellules T. La transformation leucémique des
lymphocytes induite par HTLV 1 n’est pas entierement caractérisée. L’ATLL est de mauvais
pronostic, avec une médiane de survie de moins de 1 an méme apres utilisation de
polychimiothérapie!®. L’ATLL est endémique dans le sud-ouest du Japon, le bassin des
Caraibes et certaines parties de 1’Afrique centrale. Sa distribution est liée a la prévalence de
I’infection par le HTLV. L’immunophénotype des cellules de I’ATLL est celui des lymphocytes
T matures activés exprimant CD2 et CDS5 et est généralement CD4 +/CD8-. Le récepteur CD3
et le TCR af3 peuvent étre régulés a la baisse et le CD7 est négatif. La forte expression de la
chaine alpha du récepteur de I’interleukine-2 reconnue par 1’anticorps monoclonal CD25 est
une caractéristique distinctive!?!. Selon Sukumaran et al quelques cas d’ATLL a LTDN af sont
décrits, ainsi 1’évaluation en CMF du sang périphérique montre un phénotype : CD2 +, CD3 +,
CD4-, CD5-, CD7-, CD8-, CD25 +,CD56-, CD34-, Tdt-, CD64-, TCR of3!?2, I’expression de

CD3 et le manque de Tdt exclut un phénotype de cellule T immature dans ces cas doubles
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négatifs. Ces ATLL composés de LTDN aff n’ont ni une présentation clinique ni un pronostic

différent des ATLL!03,

Dans cette partie nous avons décrit les lymphomes a LTDN af8 monoclonaux pathologiques,
mais on observe également dans le lymphome B, T (non compos¢ de LTDN aff monoclonaux)
et les pathologies myéloides chroniques ou aigués, des LTDN aff non pathologiques, mais qui
sont réactionnels avec une activité régulatrice et/ou effectrice pour lutter contre la cellule

pathologique comme dans les cancers solides.

il Les cancers solides associés a I’augmentation des LTDN of

Les LTDN of} sont élevés chez environ 6% des patients avec un cancer solides!®*. Ces LTDN
of} sont généralement réactionnels a la pathologie. Ainsi, dans les cancers solides, les LTDN af§
ont principalement une activité anti-tumorale (LTDN off effecteurs). Parmi les différents
cancers, nous avons pris comme exemple le cancer du pancréas. La majorité des patients
atteints de cancer du pancréas sont diagnostiqués au stade métastatique avec un taux de survie
a cinq ans est inférieur a cinq pour cent'®>. De maniére intéressant, ’étude de I’activité
anticancéreuse des LTDN aBlOG contre les cellules cancéreuses pancréatiques démontrent que
107 les LDNT a effecteurs inhibent de maniére significative la prolifération et I’invasion des

cellules cancéreuses pancréatiques par effet apoptotique (Fas/FasL). Un niveau augmenté de

FAS et FASL est observé!?® dans ce contexte.

3. Les infections

Généralement durant les épisodes infectieux a germes intracellulaire, on observe une
augmentation des LTDN 79, mais dans de rares cas, il a pu étre également mis en évidence une
augmentation de LTDN af}. Dans ce contexte, les LTDN aff effecteurs (comme dans les cancers
solides) induisent une apoptose des cellules infectées avec un niveau d’expression sensiblement
augmenté de FAS et FASL. Prenons comme exemple la leishmaniose'”. Les LTDN af ont
¢té¢ ¢étudiés dans la leishmaniose a Leishmania braziliensis qui infecte le derme, les
macrophages et cellules dendritiques, provoquant une inflammation intense des tissus et un
ulcere cutané. Ces lésions peuvent guérir spontanément ou aprés un traitement antimoine
(traitement classique de la leishmaniose). La résolution des 1ésions dépend d’une réponse
immunitaire adaptative. Les analyses de cytométrie en flux ont révélé une augmentation

fréquente des LTDN aff qui accompagne 1’augmentation des LyT NKT. Ainsi, ’activité de
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cytotoxique qui se produit au niveau des 1ésions des patients n’est pas exclusivement dfi au LyT
NKT, mais également aux LTDN af qui jouent un role effecteur par effet apoptotique sur les

cellules infectées!!.

4. Les maladies auto-immunes

Les maladies auto-immunes (MAI) découlent d’un processus de rupture de la tolérance au soi
résultant en un dysfonctionnement du systéme immunitaire conduisant ce dernier a s’attaquer
aux constituants normaux de I’organisme. C’est par exemple le cas dans le lupus ou le psoriasis

11 Dans

qui aboutissent généralement a la destruction tissulaire et/ou une atteinte systémique.
ce contexte, des augmentations de LTDN aff ont été décrites chez 2 a 8% des patients. De
maniére générale, leur réle contrairement aux étiologies précédentes a été associé a la
pathogenese des MAI par la production d’IL-17 et/ou la stimulation des lymphocytes B. Pour
illustrer ces mécanismes, nous allons détailler 1’implication des LTDN af3 dans le LED, le

syndrome de Gougerot-Sjogren (SGC) et le psoriasis.

i- Le lupus érythémateux disséminé

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est une maladie auto-immune systémique induite par
des réponses immunitaires inappropriées aux auto-antigénes'!?, entrainant une inflammation
systémique et des lésions organiques'!3. Divers sous-ensembles de LyT, dont les LyT
auxiliaires CD4 +, contribuent a la physiopathologie, aux 1€sions tissulaires et a I’expression de
la maladie. Les LTDN af3 ont été observés chez les patients atteints de LED. Les premicres
publications ont montré une contribution des LTDN off a I’inflammation des tissus, et un
envahissement des tissus rénaux des patients atteints de néphrite associée au LED!'4. Dans ce
contexte, ils produisent des cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-17A.
L’¢lément modulateur (CREM)a comme détaillé précédemment, contribue a la régulation
négative de ’expression de CD8 et a la génération subséquente de LTDN of3. Chez les patients
atteints de LED I’expression du CREMa ainsi que 1I’IL-17 sont augmentés. De plus, les LTDN
af contribuent a la production des anticorps anti-ADN doubles brins par les lymphocytes B!
par I’augmentation de I’expression de la cible de la rapamycine (mMTORCI1) ce qui entraine
la production d’IL-4 par les LTDN af!'!%. On peut noter que le traitement avec I’inhibiteur
de mTOR rapamycine réduit la production d’IL-4 par les LTDN af chez les patients atteints de
LED!",
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ii- Le syndrome de Gougerot Sjogren

Le syndrome de Gougerot Sjogren (SGC) est une maladie auto-immune systémique caractérisée
par une infiltration lymphocytaire des glandes exocrines (salivaires) et des glandes lacrymales
qui entraine une inflammation chronique, des I€sions tissulaires et une altération de la fonction
sécrétoire. Il peut survenir soit comme une maladie primaire, soit en association a d’autres
maladies auto-immunes telles que le LED, la polyarthrite rhumatoide ou la sclérose systémique.
Allunno et al. ont observé une augmentation des LTDN off dans le sang périphérique des
patients souffrant de SGC. Les LTDN af infiltrent les glandes salivaires ou elles produisent de
IPIL17'8 19 En plus de Dinfiltration des lymphocytes T dans les glandes exocrines,
I’hyperactivité¢ des lymphocytes B et la production d’auto-anticorps sont des caractéristiques
typiques des SGS. La maturation et I’activation aberrante des lymphocytes B sont au moins
partiellement médiées par une expression accrue du facteur d’activation des cellules B (BAFF).
La cytokine BAFF est produite!?® entre autres par les LTDN af. Une hypométhylation du
geéne TNFSF13B (NF Superfamily Member 13b) codant pour le BAFF est observée dans les
LTDN ap.

En résumé¢, comme dans le LED, les LTDN aff contribuent a la pathogenése des SGS par la
production d’IL-17 et/ou a la stimulation des Lymphocytes B pathologiques par la production
du BAFF!2! 122,

iili - Le psoriasis

Le psoriasis est une affection inflammatoire systémique caractérisée par une infiltration des
cellules immunitaires de la peau et une prolifération excessive des kératinocytes. Les LTDN af§
producteurs d’IL-17 ont été liées a une inflammation de la peau dans un modele murin de
psoriasis. Ils infiltrent aussi I’épiderme chez les patients atteints de psoriasis. De plus, les LTDN
af} des patients atteints de psoriasis présentaient une méthylation réduite de I’ADN d’un élément
amplificateur du géne de ’interféron gamma IFN v, suggérant une accessibilité accrue aux

facteurs de transcription!?®

. Les LTDN af} contribuent ainsi a I’inflammation de la peau par
I’expression des cytokines effectrices inflammatoires IFN-y'?* et IL-17'?°. Récemment
certaines hypotheses selon lesquelles les LyT exprimant PD-1 peuvent étre des acteurs cruciaux
dans les maladies auto-immunes. Des LTDN PD-1 +!26 ont été décrits et représentent un sous-

ensemble des LyT autoréactif.
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Pour conclure, les LTDN o contribuent a la progression des maladies auto-immunes, mais ont
une fonction antitumorale, anti-infectieuse, antirejet et anti-GVHD ce qui suggére ’existence
de différents sous-types de LTDN aff qui restent & déterminer. Une augmentation des LTDN
af} est également retrouvée dans une pathologie dysimmunitaire particuliére, le syndrome
lymphoprolifératif auto-immun (ALPS). C’est dans cette pathologie que les LTDN of3 ont été
décrits pour la premicre fois. De par I'importance de cette population de lymphocytes dans la
physiopathologie et la démarche diagnostique de cette pathologie, nous y consacrerons une

partie spécifique.
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II- Le syndrome lymphoproliferatif auto-immun
ALPS « Autoimmune Lymphoproliferative
Syndrome »

Le syndrome lymphoproliferatif auto-immun (ALPS) a été décrit il y a plus de 30 ans. C’est un
trouble lymphoprolifératif non malin héréditaire caractérisé par des mutations hétérozygotes au
sein de la premiére voie de signalisation du récepteur du signal d’apoptose (FAS). Les défauts
dans Dl’apoptose a médiation par Fas provoquent une expansion et 1’accumulation de
lymphocytes autoréactifs polyclonaux « LTDN af3 » dans le sang et les organes lymphoides
secondaires. Ceci entraine des manifestations auto-immunes qui sont retrouvées chez plus des
2/3 des patients ALPS, le plus souvent sous forme de cytopénie auto-immune. Des atteintes
d’organes sont plus rarement observées.'”” En 2010, Oliveira JB et al. proposé des critéres
diagnostiques révisés du syndrome lymphoprolifératif auto-immun (ALPS) qui sont
actuellement appliqués pour le diagnostic de cette pathologie. Nous allons aborder
successivement I’épidémiologie, la clinique, la physiopathologie, la démarche diagnostique et

la prise en charge de I’ALPS en montrant le role important joué par les LTDN af3.
A. Epidémiologie

La prévalence est assez rare. Le syndrome a été caractérisé chez plus de 500 patients a ce jour,
et il a été rapporté au sein de plusieurs groupes ethniques par le monde avec une prédominance
masculine. Les patients atteints développent des manifestations cliniques a un 4ge médian de

11 ans.

B. Caractéristiques cliniques

L’ALPS est cliniquement hétérogene et présente les signes cliniques primaires suivants : une
lymphoprolifération de type lymphadénopathie, une hépatosplénomégalie avec ou sans
hypersplénisme s’améliorant souvent avec 1’age, une maladie auto-immune impliquant les

hématies et une augmentation du risque de lymphome tout au long de la vie.

Les patients atteints développent une hyperplasie lymphoide non maligne progressive de LTDN

128

afy autoréactifs. La présentation classique est celle d’un adolescent atteint de
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lymphadénopathie non infectieuse et non maligne et d’une splénomégalie, présente
respectivement dans 95 % et 90 % des cas. L’hépatomégalie est présente dans 50 % des cas.
L’accumulation de LTDN aff déclenche de nombreux symptdmes auto-immuns qui varie selon
les patients. La plus fréquente est une cytopénie de type anémie hémolytique auto-immune, qui
peut étre sévere. Le purpura thrombocytopénique idiopathique est également courant,
entrainant des ecchymoses et des saignements excessifs. Une neutropénie auto-immune, qui
peut persister méme apreés une splénectomie peut-étre également observée. Les cytopénies
s’accompagnent souvent d’une augmentation ou d’une diminution concomitante des taux
sériques d’immunoglobulines G (70 % des patients). Les implications d’organes solides sont
beaucoup moins fréquentes, mais peuvent inclure des atteintes des reins (glomérulonéphrite),
du foie (hépatite auto-immune), des yeux (uvéite), de la thyroide (thyroidite), de la peau
(éruption urticarienne) et du systéme nerveux (syndrome de Guillain-Barre).!?® Les patients
atteints d’ALPS ont également un risque considérablement accru de développer des tumeurs
malignes secondaires, qui ne diminuent pas avec 1’age et représentent une cause importante de
morbidité et de mortalité.!3® Cela comprend aussi un risque accru de 150 fois pour les
lymphomes hodgkiniens et un risque accru de 14 fois pour les lymphomes non hodgkiniens. A

I’inverse des lymphomes a LTDN off monoclonaux, ici les LTDN af resterons polyclonaux!3!.

C. Physiopathologie

Les mutations associées a ALPS varient a la fois par le géne affecté et le type de mutation, les
mutations FAS sont les plus courantes et montrant une progression a I’ALPS d’environ 60 %132
. Bien que I’ALPS résulte classiquement de mutations du géne FAS lui-méme, plusieurs sous-
types ont été proposés, basés sur les génes causaux et les types de mutations rencontrées. Ils
conduisent souvent a des présentations et des issues similaires. Ils incluent I’ALPS-FAS,
I’ALPS-FASLG (géne FASL), ’ALPS-CASP10 (geéne CASPI10) et I’ALPS-U (anomalie

génétique indéterminée)
Pour introduire cette partie, nous ferons un bref rappel sur le FAS, FAS ligand et leurs variants

pathogenes ainsi que le processus d’apoptose lymphocytaire médié par Fas.

Le géne FAS comprend neuf exons. Les exons 1 et 2 codent pour une séquence signal qui, lors
du trafic de la protéine Fas vers la surface cellulaire, est clivée. Les exons 3, 4 et 5 codent pour
trois domaines extracellulaires riches en cystéine (CRD). L’exon 6 code pour

le domaine transmembranaire. Les domaines intracellulaires de Fas sont codés par les exons 7-
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9, I’exon 9 représentant le domaine de mort qui interagit avec la voie de transduction du signal
intracellulaire induisant I’apoptose. L’ADN génomique du FAS s’étend sur environ 25 kb.
(Figure 8). A ce jour, plus de 130 variantes pathogénes ont été signalées, y compris
les variantes faux - sens et non - sens, les défauts d’épissage, les petites suppressions/insertions,
les suppressions brutes et les suppressions/duplications complexes . Beaucoup de ces variantes

pathogénes sont des all¢les de perte de fonction.

La découverte d’individus avec ALPS avec des variantes pathogénes somatiques dans
le FAS peut offrir de nouvelles perspectives, car la présence de variantes pathogeénes dans
certains, mais un sous-ensemble de lymphocytes pourrait permettre la dissection des
mécanismes moléculaires de I’ALPS d’une maniére qui ne peut pas étre réalisée chez les

individus avec variantes de la lignée germinale dans le FAS'3,

Produit génique normal Le FAS code pour une séquence signal de 16 acides aminés, suivie
d’une protéine mature de 319 acides aminés avec un seul domaine transmembranaire et une

masse moléculaire d’environ 36 kd.

La protéine codée par le F/AS est membre de la superfamille des récepteurs du TNF et contient
un domaine de mort (DD); il a ét¢ démontré qu’il joue un rdle central dans la régulation
physiologique de la mort cellulaire programmée. L’interaction de Fas avec son ligand permet
la formation d’un complexe de signalisation induisant la mort qui comprend la protéine du
domaine de la mort associée a Fas (FADD), la caspase-8 et la caspase-10. Le traitement
autoprotéolytique des caspases inductrices dans le complexe déclenche une cascade de caspases
effectrices en aval, conduisant a I’apoptose. Il a également ét¢ démontré que Fas active NF-
kappaB, MAPK3/ERK1 et MAPKS8/JINK, conduisant a la transduction de signaux proliférants

dans les fibroblastes diploides normaux et les lymphocytes T.

Dans le produit génique anormal. Une interférence dominante négative par des chaines Fas
anormales a ét¢ démontrée pour des variantes pathogenes hétérozygotes dans le domaine de la
mort, ce qui conduit & une apoptose défectueuse médiée par le Fas dans de nombreux cas
d’ALPS-FAS'*4, Fas et FasL forment des homotriméres ; par conséquent, les triméres Fas
normaux (composés de 3 protéines normales) ne se produisent que dans un trimere sur huit, en
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supposant des quantités égales de protéines Fas mutées et sauvages Les variantes

pathogeénes hétérozygotes extracellulaires affectant le domaine de liaison FasL (CRD2 et
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CRD?3) sont également associées a une interférence dominante négative, les protéines Fas s’auto

associent aux trimeéres avant 1’interaction FasL.!3¢

Pour d’autres variantes pathogénes hétérozygotes extracellulaires, y compris les variantes qui
affectent le domaine de la protéine qui régule I’auto-association en trimeres, 1’apoptose
défectueuse peut s’expliquer par I’interférence de fragments tronqués et/ou solubles de Fas
muté, ou par I’haploinsuffisance, dans laquelle le total de la quantité de Fas générée est inférieur

au seuil requis pour ’induction physiologique de I’apoptose 37

chez les individus présentant des variantes pathogénes homozygotes ou hétérozygotes
composites, une apoptose défectueuse médi¢e par Fas peut étre expliquée par une perte de
fonction'?8. Contrairement a ceux qui ont des variantes pathogénes hétérozygotes, ces individus

présentent une expression de surface absente ou réduite de Fas sur les lymphocytes.

Ensuite, le géne FASL s’étend sur environ 8 ko et comprend quatre exons. A ce jour, moins de
dix alléles pathogénes ont été signalés dans FASLG en association avec un phénotype ALPS'®°,
Dans le cas du produit génique normal, I’ADNc de FASLG code pour une protéine de 281 acides
aminés. Le ligand Fas (FasL) est une protéine transmembranaire de type II qui appartient a la
famille des facteurs de nécrose tumorale. Il est exprimé dans les splénocytes et les thymocytes
activés, conformément a son implication dans la cytotoxicité médiée par les lymphocytes T et
dans plusieurs tissus non lymphoides (par exemple, les testicules, le foie, les poumons, les
ovaires, le cceur), ou sa fonction n’est pas claire. Dans le produit génique anormal. L’individu
avec la variante homozygote pathogene faux-sens a montré une diminution de la mort cellulaire
médiée par Fas et une cytotoxicité dépendante de Fas décrit par Del-Rey et al 2006 . La variante
pathogeéne hétérozygote affecte la région de liaison Fas extracellulaire de FASL. La variante
produit une protéine FasL interférente dominante qui se lie a FasL de type sauvage, empéchant

I’apoptose médiée par Fas'4,
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Figure 8 : Structure du géne FAS '#!

Dans des conditions normales, I’activation des LyT induit I’expression de FAS Ligand'#?
(FASL), qui peut se lier aux récepteurs FAS sur les mémes cellules ou des cellules voisines.
Apres I’interaction Fas-FasL, le domaine de mort (DD) de Fas peut interagir avec celui de
FADD (Fas associated death domain). Le domaine effecteur de mort (DED) de FADD permet
le recrutement des procaspases 8 et 10 qui contiennent chacune deux DED dans leur pro-
domaine. La formation du DISC (death inducing signaling complex) entraine le clivage des
procaspases en caspases actives (hétérotétrameres des petits et grands domaines). Cette
activation peut €tre bloquée par des concentrations élevées d’analogue inactif de caspase 8. En
revanche, en présence d’une faible concentration d’analogue inactive de caspase 8, les caspases
8 et 10 activent la caspase terminal et déclenchent une cascade biochimique aboutissant a la
destruction organisée de la cellule par apoptose. Ce processus est connu sous le nom de mort

cellulaire induite par activation AICD (Figure 9)'4,
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Figure 9 : Diagramme simplifié illustrant la premiére voie du récepteur du signal d'apoptose (FAS) impliqués
dans la mort cellulaire induite par I'activation. FAS ligand (FASL) se lie au FAS Cela recrute une protéine associée
au FAS avec le domaine de la mort (FADD) et pro-caspases 8 et 10, qui constituent avec le FAS le complexe de
signalisation induisant la mort (DISC). Le DISC propage alors un signal pro-apoptotique via l'activation des
caspases terminal'*+

Chez les individus en bonne santé, les lymphocytes T périphériques qui réagissent avec les
auto-antigénes subissent une stimulation répétée, ce qui conduit & une augmentation de la
production de Fas ligand (FASL) ainsi que la formation de DISC et AICD!#. La voie Fas-FasL
est importante pour la régulation de I’homéostasie lymphocytaire, notamment pour éliminer les
lymphocytes effecteurs apres stimulation antigénique. L’observation de réponses vaccinales et
anti-infectieuses normales et parallelement de manifestations auto-immunes chez les patients
présentant un ALPS suppose que 1’action de la voie Fas-FasL est particuliérement importante
pour réguler les proliférations induites par des antigénes du soi*#¢. La production des LTDN af
et ’apparition de I’hypergammaglobulinémie ont initialement été observées dans les modeles
murins de déficiences en Fas ou FasL. Les LTDN aff proviendraient en grande majorité de
lymphocytes T CD8 autoréactifs, ou ils sont « mal sélectionnés », qui se convertissent en LTDN
af en éteignent 1’expression du CD8 et ne peuvent plus étre €liminés par la voie Fas!#’. Ces
LTDN of sont polyclonaux. Par ailleurs, 1’activation des lymphocytes T in vivo conduit a
I’expression de molécules d’activation impliquées dans la collaboration entre lymphocytes T et
B, comme le ligand de la molécule CD40. Les lymphocytes B, stimulés par la voie CD40 et le
récepteur de 1’antigéne, ils subissent alors la commutation de classe isotypique ainsi qu’une
maturation en plasmocytes. En conséquence, de grandes quantités d’immunoglobulines

d’isotype G et A sont sécrétées.
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D. Démarche diagnostique

Oliveira JB et al (2010) ont mis en place les criteres diagnostiques du syndrome
lymphoprolifératif auto-immun (ALPS) qui sont actuellement appliqués pour le diagnostic de
I’ALPS sont résumés dans le tableau 3. Ceux-ci comprennent des critéres obligatoires et
accessoires. Les critéres obligatoires incluent deux critéres. Le premier est clinique avec une ou
des adénopathies ou splénomégalie chronique (> 6 mois), non maligne, non infectieuse et le
second est un critére immunophénotypique avec la présence de LTDN aff > a 1,5 % des

148 Ces critéres

lymphocytes totaux ou 2,5 % des lymphocytes T en I’absence de lymphopénie
sont requis pour un diagnostic clinique de I’ALPS et doivent étre complétés par criteres
accessoires dit « primaire » qui incluent la mise en évidence d’un défaut d’apoptose des
lymphocytes et une mutation pathogéne somatique ou germinale dans le géne FAS, FASLG ou
CASP10. Il existe également des critéres accessoires secondaires qui comprennent
I’exploration des niveaux du ligand FAS soluble (sFASL> 200 pg/mL), d’interleukine-10 (>
20 pg/mL), de vitamine B12 plasmatique (> 1500 ng/L) ou d’interleukine-18 (> 500 pg/ml), la
présence de cytopénies auto-immunes (anémie hémolytique, thrombocytopénie ou neutropénie)
ainsi que les taux ¢€levés d’immunoglobulines G (hypergammaglobulinémie polyclonale) et
pour finir les antécédents familiaux d’ALPS'# 150 151 Ainsi, un diagnostic définitif est basé sur
la présence des deux criteres obligatoires plus au moins un critére accessoire primaire et un
diagnostic probable est basé sur la présence des deux critéres obligatoires plus au moins un

critére accessoire secondaire.
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Criteres obligatoires

Critéres accessoires

1.  Adénopathie ou
splénomégalie chronique
(> 6 mois), non maligne,
non infectieuse ou les

deux

2. Cellules CD3 +
TCRop + CD4 — CD8-
DNT ¢élevées (= 1,5% du
total des lymphocytes ou
2,5% des lymphocytes
CD3 +) dans le cadre
d'une numération
lymphocytaire normale

ou élevée

Primaire

Secondaire

1. Apoptose lymphocytaire défectueuse (dans 2 tests séparés)

2. Mutation pathogene somatique ou germinale dans le FAS, le

FASLG ou le CASP10

1. Niveaux plasmatiques élevés de sFASL (> 200 pg / mL) OU
niveaux plasmatiques ¢élevés d'interleukine-10 (> 20 pg / mL) OU
niveaux élevés de sérum ou de vitamine B12 plasmatique (> 1500
ng / L) OU niveaux plasmatiques ¢levés d'interleukine-18> 500 pg
/ml

2. Résultats immunohistologiques typiques
3. Cytopénies auto-immunes (anémie

thrombocytopénie  ou  neutropénie) ET
d'immunoglobulines G (hypergammaglobulinémie polyclonale)

hémolytique,

taux élevés

4. Antécédents familiaux d'une lymphoprolifération non maligne /
non infectieuse avec ou sans auto-immunité

Un diagnostic définitif est basé sur la présence des deux critéres requis plus un critére accessoire

primaire. Un diagnostic probable est basé sur la présence des deux criteéres requis plus un critére

accessoire secondaire.

Tableau 3 : Critéres diagnostiques révisés du syndrome lymphoprolifératif auto-immun (ALPS)
(syndrome de Canale-Smith)'>?

L’analyse de la population LTDN est réalisée a I’immunuphénotypage par cytométrie de flux.

Briévement, ’analyse de la population de cellules T CD45+, CD3+ montre un sous-

ensemble CD4- et CDS8- distinct représentant les LTDN. Le sous-typage TCR de cette

population double négative montrant une expression TCR aff en faveur d’un diagnostic d’ALPS

(Figure 10). On peut aussi retrouver de manicre associée une expansion d’autres sous-

ensembles de lymphocytes comme les LTDN 75, et des LyT CDS8 cytotoxique. En ce qui

concerne le reste du bilan immunologique, la recherche d’autoanticorps, le plus souvent un

anticorps anti-globuline, anticorps anti-phospholipide, anticorps antinucléaire, et le facteur

rhumatoide sont souvent positifs.
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Figure 10 : Cytométrie en flux caractéristiques du syndrome lymphoprolifératif auto-immun (ALPS). A et B,
le sang périphérique des patients atteints d'ALPS : une population étendue de cellules T CD3+ qui sont négatives
pour les CD4 et CD8 (double négatif, surligné en rouge). C, La population de cellules T a double négatif doit étre

positive pour le récepteur des cellules T o (TCR).

En ce qui concerne la biochimie clinique, on observe des anomalies de la fonction hépatique
(en cas d’hépatite auto-immune), une protéinurie (en cas de glomérulonéphrite) ainsi qu’une
concentration sérique ¢levée de vitamine B 12 Mais des résultats normaux dans les ALPS
typiques sont fréquemment observés tels que les concentrations et fonctions des facteurs de
complément, les réponses prolifératives in vitro des cellules T (par exemple, en réponse a des
mitogénes et des antigénes communs), les Fonctions des cellules NK et des lymphocytes T

cytotoxiques (CTL).

Nous allons ensuite nous focaliser sur un critére accessoire primaire qui est la recherche de
mutation pathogéne somatique ou germinale du FAS, le FASLG et le CASP10 (caspase 10) qui
sont recherchés par séquencage NGS (Next Generation Sequencing). En France le NGS est
réalisé a 1’hopital Necker a Paris. Cette technique a une place primordiale dans la démarche
diagnostique ainsi un algorithme est suggéré pour le bilan diagnostique de I’ALPS (Figure 10).
L’analyse de séquence du géne d’intérét est effectuée en premier et suivie d’une analyse de
suppression/duplication ciblée sur le géne si aucun variant pathogéne n’est trouvé. Il est
recommandé de tester le FAS en premier. En 1’absence d’une variante pathogéne
du Fas germinal, le séquengage du FAS dans les LTDB af triées doit étre effectué pour détecter
les variantes pathogeénes somatiques. S’il est présent, le diagnostic d’ALPS-sFAS est établi. Si
ni une lignée germinale ni un variant pathogéne du FAS somatique n’est identifi¢, Caspasel0

et FASLG doivent étre testés. Un test d’apoptose médié par Fas doit étre effectué si les variantes
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pathogénes de la lignée germinale dans CASP10 ou FASLG ne sont pas identifiées (répéter si
nécessaire, en notant 1’influence de la thérapie immunosuppressive concomitante). En cas
d’anomalie, le diagnostic d’ALPS-U est établi. Les tests de confirmation ne doivent jamais
retarder le traitement en cas de suspicion d’ALPS. Cependant. Le dépistage des mutations li¢es
a I’ALPS permet également de sous-classifier la maladie (tableau 4), qui peut guider le test des
proches, fournir des informations pronostiques et éclairer la planification du traitement. Environ
30 % des patients atteints d’ALPS n’ont pas de mutation génétique identifiable. Dans ces cas,
les tests fonctionnels restent la référence et peuvent détecter une apoptose défectueuse médice
par le FAS, quelle que soit la mutation causale. Si les tests fonctionnels sont poursuivis,

I’apoptose des lymphocytes défectueux doit étre démontrée dans deux tests séparés. !> 154

Criteres obligatoires de ALPS

v

Mutation FAS dans les cellules non J

Diagnostic alternatif

Figure 11: algorithme diagnostique par NGS pour le diagnostic de I'ALPS'S
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Proportion de variantes pathogénes

Proportion d'ALPS détectables par cette méthode
attribuée a des
variantes
pathogenes

Diagnostic Définition

Analyse de sup / dup ciblée sur

Analyse de un géne

séquence

Répond aux critéres
cliniques pour ALPS plus
mutation germinative du
FAS

S-FAS 3% -6% 5/5 Inconnu

Répond aux critéres
cliniques pour ALPS plus
mutation somatique du
FAS

ALPS-sFAS 65% -70%

>90% 3-4 %

Répond aux critéres
ALPS- cliniques pour ALPS plus
FASL mutation germinative du
FASL

~15% -20%

Répond aux criteres
ALPS- cliniques pour ALPS plus

CASP10 mutation germinative

CASP10

<1% 7/7 Inconnu

Répond aux critéres
cliniques pour ALPS, mais
pas de mutation génétique

détectée

~20% Inconnu Inconnu

ALPS-U

Tableau 4 : Sous-types de diagnostic du syndrome lymphoprolifératif auto-immun (ALPS) par NGS /7

Abréviations : CASP10 : caspase 10; sFAS : somatique FAS; U, inconnu.

Lorsque un examen histologique sur ganglion est réalisé¢, on retrouve typiquement dans
I’ALPS'37 une hyperplasie folliculaire et une expansion paracorticale de petits lymphocytes
prolifératifs (qui sont des LTDN af et qui représentent en moyenne 10 a 20 % des cellules
paracorticales), d’immunoblastes et de plasmocytes (Figure 12). L’immunohistochimie
démontre un nombre accru de lymphocytes T double négatifs paracorticaux, qui sont CD3 ¥,
CD4 - et CD8 - . Ces LTDN sont positifs pour ’HLADR, un indicateur d’activation préalable,

bien qu’il soit intéressant de noter qu’ils sont également fréquemment positifs pour CD45RA,

39



qui est un marqueur des lymphocytes T naifs. Il n’y a pas de perte d’antigénes des cellules pan
— T (CD2, CD5, CD7)"8. Bien que généralement non réalisée dans le cadre clinique, la
coloration TUNEL (Nick-End Marquage de la désoxynucléotidyltransférase terminale) montre
un niveau normal d’apoptose dans les centres germinaux avec une apoptose considérablement

diminuée ou absente dans le paracortex!®.

Les images de cellules dysplasiques et
d’hémophagocytoses ne sont pas présentes'é’, Les biopsies d’autres organes montrent
généralement un infiltrat lymphocytaire non destructeur composé principalement de
lymphocytes T doubles négatifs. Une hépatomégalie peut étre présente et des cas d’ALPS avec

une fibrose périportale concomitante, une hématopoiese extramédullaire et une hépatite

chronique active ont été décrits'6!.

Figure 12 : Les ganglions lymphatiques chez les patients atteints du syndrome lymphoprolifératif auto-
immun (ALPS) présentent souvent des changements caractéristiques162. A et B, un ganglion lymphatique ¢élargi
avec une hyperplasie folliculaire de type floride composée de petits lymphocytes matures. C, Les lymphocytes
paracorticaux sont hautement prolifératifs (tétes de fleches) et peuvent étre associés a la fois aux immunoblastes
(fleches) et aux plasmocytes (encerclés). D, une histiocytose sinusale avec emperipolése (pointes de fleches) peut
étre observée dans une minorité de cas (hématoxyline-€osine, grossissements originaux x 2 [A], X 10 [B] et x 100
[C et D]).
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E. Diagnostic différentiel

L’ALPS est une entité rare dont la véritable incidence est inconnue, une attention particuliere
doit étre accordée aux hypothéses alternatives des anomalies observées avant de poser un
diagnostic d'ALPS. Le diagnostic différentiel comprend : comme détaillé précédemment dans
les étiologies associées a 1’augmentation des LTDN aff : la greffe de moelle osseuse et
transplantation d’organes, les lymphomes et hémopathies myéloides, les maladies auto-
immunes et les infections. Plus proche de I’ALPS, des variants pathogénes dans des genes a
I’intérieur (autres que FAS, FASLG et CASP10) et a ’extérieur de la voie Fas/FasL ont été
rapportées avec des manifestations cliniques proches de I’ALPS. Cependant, ils ne remplissent

pas les critéres diagnostiques actuels de I’ALPS. Ceux-ci incluent :

1.  Maladie lymphoproliférative auto-immune de Dianzani

Une centaine de patients décrits a ce jour, les personnes atteintes de DALD (Dianzani
autoimmune lymphoproliferative  disease) présentent une auto-immunité, une
lymphoprolifération, une splénomégalie et une fonction Fas défectueuse sans expansion des

LTDN af. Aucun géne associé n’a été identifié a ce jour '3

2.  Trouble leucoprolifératif auto-immun associé a Ras

Le RALD (RAS-associated autoimmune leukoproliferative disorder) résulte de variantes
de gain de fonction somatique dans NRAS et KRAS, qui ne sont présentes que dans les cellules
sanguines. Il s’agit d’'une maladie extrémement rare, avec moins de 20 patients rapportés a ce
jour. Semblable a I’ALPS, le RALD est un trouble d’immunodéficience primaire avec une
apoptose défectueuse. L’apoptose anormale dans RALD résulte d’un défaut dans une voie
d’apoptose secondaire, plutdt que dans la voie d’apoptose médiée par le FAS dans ALPS. Le
RALD est caractérisé par une lymphadénopathie périphérique légere sans expansion des LTDN
of}, une splénomégalie (hépato) et une auto-immunité. Des infections récurrentes des voies

respiratoires sont signalées chez certaines personnes affectées 164 165 166,
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3. Syndrome de carence en caspase-8

Le CEDS (Caspase-8 deficiency) est un syndrome d’immunodéficience autosomique récessive
extrémement rare, avec moins de 40 patients rapportés a ce jour. Entrainant une
lymphadénopathie, une splénomégalie, une ¢lévation marginale des lymphocytes LTDN of} et
une apoptose défectueuse médiée par le FAS, en plus de fréquentes infections bactériennes et
virales secondaires a une activation défectueuse des lymphocytes T, B et NK. Aucune auto-
immunité n’a été signalée a ce jour chez les personnes atteintes du CEDS. Le spectre complet
de la maladie n’a pas été ¢élucidé étant donné la rareté des individus présentant des variantes

pathogénes connues'®’.

4. Déficit en FADD

La déficit en FADD est un syndrome d’immunodéficience primaire autosomique récessive rare,
avec une centaine de patients rapportés a ce jour et caractérisée par de graves infections
bactériennes et virales, des malformations cardiaques congénitales et des €pisodes récurrents
de fievre, de dysfonctionnement hépatique et de convulsions. Les marqueurs biochimiques sont
compatibles avec I’ALPS, mais les individus affectés décrits a ce jour n’ont pas les
caractéristiques cliniques et biologiques caractéristiques de I’ALPS, y compris la
lymphadénopathie, la splénomégalie et I’augmentation des LTDN af. La carence en FADD est
causée par un variant bi_allélique pathogéne dans FADD'68,

Le diagnostic différentiel de I’ALPS comprend d’autres troubles d’immunodéficience
caractérisés ou compliqués par la lymphoprolifération, les maladies auto-immunes, il s’agit

notamment des éléments suivants.

5. Le déficit immunitaire variable commun

Les DICV ont incidence estimée a 1/50 000. Ils sont retrouvés également chez les hommes et
les femmes. Ils se caractérisent par un déficit immunitaire humoral qui apparait généralement
aprés 1’age de 24 mois et plus fréquemment au début de 1’age adulte avec une sensibilité accrue
aux infections et une diminution des réponses aux vaccins protéiques et polysaccharidiques.
D’un point de vue clinique, les individus atteints de DICV courent un risque accru de maladie
auto-immune qui cible souvent les cellules sanguines et de lymphoprolifération chronique, y
compris la lymphadénopathie, la splénomégalie et le lymphome'®®. D’un point de vue

immunologique, les individus atteints de DICV ont des cellules B mémoires absentes ou
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diminuées Les DICVs avec une quantité lymphocytes B normale doivent étre pris en compte
dans le diagnostic différentiel de I’ALPS (lymphocytes B normaux ou augmenté et hyper
gammaglobulinémie avec les [gM normaux ou abaissé), contrairement aux situations ou les
lymphocytes B sont diminués avec des concentrations sériques généralement faibles

d’immunoglobulines.

6. Syndrome d’Hyper IgM

Le Syndrome d’Hyper IgM HIGM (Hyper IgM syndrome) dont la forme la plus fréquente est
liée a I’X et implique un déficit en CD40L. Actuellement, plusieurs formes de HIGM non liées
a I’X ont maintenant été identifiées. A des degrés divers, ils partagent des caractéristiques avec
la forme li¢e a I’X (voir Syndrome hypergM 1i¢ a I’X), provoqués par des variantes pathogénes
du CD40LG. Les caractéristiques communes incluent les infections bactériennes récurrentes
telles que I’otite moyenne, la sinusite et les pneumonies. Des troubles hématologiques auto-
immuns, dont la neutropénie, la thrombocytopénie et I’anémie hémolytique, sont également
observés. D’autres complications peuvent inclure des lymphomes et d’autres tumeurs malignes
ainsi que des complications gastro-intestinales. La concentration sérique d’IgM est élevée
tandis que les autres niveaux d’immunoglobulines sont normaux ; les réponses spécifiques des
anticorps sont défectueuses. Contrairement & HIGM, la fonction des lymphocytes T dans
I’ALPS est généralement dans les limites normales, reflétée par une absence d’infections
opportunistes. Les infections bactériennes, respiratoires et gastro-intestinales récurrentes sont
typiques ; les infections opportunistes sont rares. Une hyperplasie lymphoide (ganglions
cervicaux, mésentériques, amygdale), observée dans ALPS, a été rapportée dans HIGM sans

augmentation des LTDN of3 70,

7. La maladie lymphoproliférative liée a I’X

La maladie lymphoproliférative liée a I’X XLP (X-linked lymphoproliferative syndrome) est
associée a une réponse immunitaire inappropriée a une infection par le virus d’Epstein-Barr
(EBV) entrainant une mononucléose infectieuse inhabituellement sévére et souvent mortelle
sans augmentation des LTDN aff. Elle est causée par des mutations hémizygotes
pathogenes dans le géne SH2DI1A (SH2 Domain Containing 1A4) qui sont localiser sur le
chromosome X. La présentation la plus courante est une infection a EBV associée a une réponse
immunitaire non réglementée et exagérée avec une prolifération généralisée de cellules T

cytotoxiques, de cellules B infectées par ’EBV et de macrophages. La mortalité est supérieure
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a 90 %. Chez environ un tiers des hommes atteints de XLP, I’hypogammaglobulinémie d’une
ou plusieurs sous-classes d’immunoglobulines est diagnostiquée avant I’infection par I’EBV ou
chez de rares survivants de l’infection par ’EBV. Le pronostic pour les hommes avec
ce phénotype est plus favorable s’ils sont pris en charge par I’administration réguliére
d’immunoglobulines intraveineuses (IglV). Des lymphomes ou d’autres maladies
lymphoprolifératives surviennent chez environ un tiers des hommes atteints de XLP, dont
certains souffrent d’hypogammaglobulinémie ou ont survécu a une infection initiale par ’EBV.
Les lymphomes observés chez les personnes atteintes de XLP sont généralement des
lymphomes a cellules B de haut grade (type non hodgkinien), sont souvent extranodaux et
impliquent en particulier l’intestin. La démonstration de 1’apoptose défectueuse de la
restimulation des récepteurs des cellules T chez les personnes atteintes de XLP suggére que
I’homéostasie lymphocytaire altérée affecte également la pathogenése de la maladie!”!.
L’allogreffe de moelle osseuse est la seule thérapie curative pour XLP. L’espérance de vie

moyenne sans allogreffe a été estimée a moins de dix ans.

8. Lesyndrome de Wiskott-Aldrich

L’incidence est estimée a moins de 1/100 000 naissance vivante. La maladie touche quasi
exclusivement les garcons. Est un spectre de troubles des cellules hématopoiétiques, avec des
défauts prédominants des plaquettes et des lymphocytes causés par la mutation de WAS (Wiskott
Aldrich syndro). Des troubles liés sont présents dans la petite enfance sans augmentations des
LTDN op. Les hommes atteints souffrent de thrombocytopénie avec saignement muqueux
intermittent, diarrhée sanglante et pétéchies et purpura intermittents ou chroniques ; eczéma ; et
les infections bactériennes et virales récurrentes, en particulier les otites récurrentes. Au moins
40 % de ceux qui survivent aux complications précoces développent une ou plusieurs affections
auto-immunes, y compris 1’anémie hémolytique, le purpura thrombocytopénique immunitaire,
la neutropénie a médiation immunitaire, 1’arthrite, la vascularite des petits et gros vaisseaux et
des dommages a médiation immunitaire aux reins et au foie. Individus avec un WAS les troubles
liés a la maladie, en particulier ceuqui ont été exposés a I’EBV, courent un risque accru de
développer des lymphomes, qui surviennent souvent dans des endroits extranodaux inhabituels
tels que le cerveau, les poumons ou le tractus gastro-intestinal. Les hommes avec XLT ont une
thrombocytopénie avec de petites plaquettes ; d’autres complications du syndrome de Wiskott-

Aldrich, y compris I’eczéma et le dysfonctionnement immunitaire, sont 1égeres ou absentes.
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9. La mutation gain de fonction de STAT3

Mutation gain de fonction de STAT3 ou STAT3 GOF (signal transducer and activator of
transcription 3 gain of function) est associée a I'immunodéficience et au syndrome d’infection
récurrente hyper-IgE (différent du syndrome de JOB qui est un déficit de STAT3 avec une
symptomatologie plus grave). Ces variantes provoquent une maladie auto-immune avec des
caractéristiques proches de I’ALPS : une lymphadénopathie, des LTDN af} ¢élevées et des
cytopénies auto-immunes. A la différence de I’ALPS, on retrouve des infections récurrentes,

une petite taille et une auto-immunité multiorganique. '7?

F. Prise en charge

Un bilan extension apres le diagnostic initial est nécessaire pour déterminer 1’étendue de la

maladie. Celui-ci comprend :

- Un examen physique avec des examens d’imagerie pour évaluer les organomégalies
éventuelles. En cas d’organomégalie importante, une recherche de lymphome est
obligatoire particuliere si des signes évocateurs sont présents (fievre, sueurs nocturnes,

perte de poids)
- Une numération sanguine compléte et immunophénotypage lymphocytaire

- Un bilan d’auto-immunité

1. Traitement des manifestations clinque

En I’absence de traitement curatif, la gestion actuelle se concentre sur les points suivants'’?

i- Surveillance et traitement de la lymphoprolifération et de ’hypersplénisme

Les manifestations de lymphoprolifération nécessitent une observation clinique étroite, ainsi
des tomodensitogrammes et TEP sont recommandés tous les deux a trois ans. La biopsie est
indiquée en cas de suspicion clinique de lymphome. Les corticostéroides et les médicaments

immunosuppresseurs (sauf le sirolimus) ne diminuent pas la lymphadénopathie a long terme
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chez les personnes atteintes d’ ALPS et sont généralement réservés aux complications graves de
la lymphoprolifération (par exemple, obstruction des voies respiratoires, hypersplénisme

significatif associé a la splénomégalie) et/ou manifestations auto-immunes.

Le sirolimus est actuellement indiqué dans le traitement de la lymphoprolifération de maniére
plus soutenue, y compris pour le maintien de la rémission aprées le traitement initial suivi d’une
période d’arrét de I’utilisation. Cependant, le sirolimus n’est pas sans effets secondaires!'’*.
Dans les cas graves, des agents plus puissants (lympho-épuisants) peuvent étre nécessaires pour
controler suffisamment les manifestations lymphoprolifératives telles que le cyclophosphamide
et certains anticorps monoclonaux tels que 1’alemtuzumab (Ac anti-CD52) ou un baisse des

LTDN af est obtenu.

ii- Traitement des cytopénies et autres maladies auto-immunes

Les cytopénies auto-immunes sont généralement traitées par immunosuppression avec des
corticostéroides ainsi que des agents d’épargne des corticostéroides, si un traitement prolongé
des cytopénies auto-immunes est nécessaire et/ou en cas de cytopénies réfractaire. Le sirolimus
devrait étre considéré comme un agent de premicre intention épargnant les corticostéroides. Le
sirolimus nécessite une surveillance des niveaux de médicament et des effets secondaires
toxiques. Le mycophénolate mofétil (MMF) pourrait étre utilisé en alternative. Les personnes
souffrant d’anémie hémolytique auto-immune sévere peuvent bénéficier de 1'IgIV en
association avec des corticostéroides. Le rituximab (Ac anti-CD20) a également été utilisé avec
succes dans le traitement des cytopénies réfractaires dans I’ALPS, son utilisation est
généralement réservée en cas d’échec des autres thérapeutiques (Sirolimus et MMF). La
splénectomie est réservée comme option de dernier recours dans le traitement des cytopénies
réfractaires menagant le pronostic vital et/ou de I’hypersplénie sévére en raison du risque élevé
de récidive de cytopénies et du risque infectieux. Les individus atteints de neutropénie
chronique isolée peuvent étre améliorés avec du G-CSF a faible dose. De plus, ’utilisation d’un
agoniste des récepteurs de la thrombopoiétine (TPO) peut étre envisagée pour la

thrombocytopénie immunitaire isolée (PTI).

Une greffe de moelle osseuse curative en dernier recours doit étre envisagée pour les patients

trés symptomatique et réfractaire a toute thérapeutique.
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2.  Prévention des manifestations cliniques

i- Prévention des manifestations cliniques primaires

La greffe de moelle osseuse (allogreffe) est actuellement le seul traitement curatif de I’ALPS
ainsi un niveau normal de LTDN a3 est retrouvé. En raison des risques associés, elle a jusqu’a
présent été pratiquée principalement chez des individus atteints d’ALPS avec des phénotypes
cliniques séveres, tels ceux avec des cytopénies auto-immunes séveres et/ou réfractaires, ceux
avec un lymphome et ceux qui ont développé des complications de la thérapie
immunosuppressive (souvent a long terme). Les succes de 1’allogreffe dans cette indication ont
montré que 1’apoptose défectueuse médiée par le Fas ne constitue pas un obstacle a cette option

de traitement 7>

ii- Prévention des complications secondaires.

Les vaccinations présplénectomie (en tenant compte des vaccinations de rappel post-
splénectomie) et la prophylaxie a la pénicilline sont fortement recommandées pour les
personnes qui subissent une splénectomie. L’évaluation clinique, I’imagerie et les études de
laboratoire décrites dans les évaluations aprés le diagnostic initial peuvent étre utilisées dans la

surveillance des manifestations de la lymphoprolifération et de 1’auto-immunité.

Des ¢études d’imagerie spécialisées telles que la TEP et la tomodensitométrie combinées en
combinaison avec une surveillance clinique et de laboratoire peuvent étre utiles pour la
détection de la transformation maligne, en gardant a I’esprit que la TEP/TDM est souvent
anormale dans I’ALPS, de sorte que la distinction entre les résultats « typiques » de I’ALPS et

une nouvelle tumeur maligne (lymphome) peut étre difficile!”s.
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3.  Evaluation des parents a risque

11 est appropri¢ d’effectuer des tests de génétique moléculaire sur des parents a risque pour
I’ALPS si la variante pathogéne a ¢été identifiée. Les parents qui ont la variante
pathogene spécifique, doivent étre informés de leur risque accru, et bénéficier d’une

surveillance spécifique particuliérement chez les jeunes. Un conseil génétique est recommandé.

En conclusion, comme nous venons de 1’exposer, I’augmentation des LTDN a3 joue un rdle
important dans la démarche diagnostique de I’ALPS. Cette pathologie demande une prise en
charge spécifique avec des conséquences qui peuvent étre lourdes. Il est donc important que le
diagnostic soit correctement posé et donc que les diagnostics différentiels aient été correctement
¢liminés. L augmentation des LTDN o3 n’est pas spécifique de I’ALPS. Dans la troisiéme
partie de notre travail et nous rapporterons les résultats d’un travail personnel cherchant a
¢valuer les différentes étiologies associées aux augmentations des LTDN af3 en pratique

courante au laboratoire d’immunophénotypage.
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II1- Travail personnel

La population de lymphocytes LTDN a3 est une population de lymphocytes T trés minoritaire
dans la circulation sanguine chez I’homme. Une ¢élévation de cette population au-dela de 1,5 %
des lymphocytes totaux a été décrite pour la premiére fois dans le syndrome lymphoprolifératif
auto-immun (ALPS) pour laquelle elle constitue un critére majeur pour 1’établissement du
diagnostic. Cependant, depuis la description de I’ALPS et de 1’établissement de ses critéres
diagnostic en 2010, 1’¢lévation des LTDN af3 dans la circulation sanguine a également été
rapportée dans d’autres contextes auto-immuns, tumoraux ou dans le cadre des suivis de greffe.
La fréquence de ces augmentations n’est a ce jour pas clairement établie. La multiplicité des
contextes pouvant associer plusieurs critéres de I’ALPS peut entrainer en pratique courante des
difficultés de diagnostic différentiel. Ainsi, une meilleure connaissance des étiologies pouvant
étre associées aux augmentations des LTDN af est nécessaire afin d’améliorer la conduite
exploratoire du biologiste au laboratoire d’immunophénotypage et son rdéle de consultant en

biologie aupres des médecins prescripteurs.

Notre hypothése était que la grande majorité des cas montrant une augmentation atypique
des LTDN of3n’est pas associée a un ALPS. L’objectif de mon travail personnel a donc été
de déterminer D’origine étiologique des augmentations des LTDN o3 dans une étude

rétrospective incluant les patients ayant bénéfici¢ d’un immunophénotypage de 2016 a 2020.

Au sein du laboratoire d’hématologie et de biologie vasculaire du CHU de La Conception
APHM, un typage systématique du TCR est réalisé¢ lorsqu’un immunophénotypage T/B et NK
est demand¢ et présente une population de LTDN supérieur ou égal a 12 %. Ceci est réalisé,
quel que soit I’indication de la prescription et le contexte clinique associé. Cette démarche

constitue une opportunité unique de répondre a 1’objectif fixé.
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A. Matériels et méthodes

Nous avons effectué une étude rétrospective sur les élévations de LTDN of3 au sein du
laboratoire d’immunophénotypage a 1’hopital de la Conception (Assistance publique des
hopitaux de Marseille) sur tous les immunophénotypages T/B/NK réalisés entre janvier 2016
et mai 2020 soir environ 52 000 immunophénotypages pour identifier les étiologies associées

aux augmentations de cette population.

Ces immunophénotypages comprenant la détermination de cette sous-population de
lymphocytes T sont réalisés par cytométrie en flux dont nous rappelons briecvement le

principe.

La CMF permet I’étude de cellules isolées entrainées par un flux liquide par un principe
d’immunofluorescence. C’est une technique de caractérisation individuelle, quantitative et
qualitative de particules en suspension dans un liquide. Elle consiste a analyser les signaux
optiques ou physiques émis par une particule traversant le faisceau lumineux d’un laser. Les
signaux mesurés sont essentiellement relatifs aux propriétés optiques liées a la diffraction de la
lumiére du laser (taille, structure interne des particules) ainsi qu’aux propriétés optiques
induites de fluorescence obtenues par des marquages spécifiques de structures ou de fonctions
cellulaires. Ce procédé d’analyse individuelle (cellule par cellule) est multiparamétrique et peut

s’effectuer a la vitesse de plusieurs milliers d’événements par seconde. (Figure 12)
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Criteres de sélection des patients :

Tous les patients présentant des lymphocytes T CD3 + CD4 — CD8—> 12 % ont bénéficié
du typage de leur TCR permettant d’identifier les patients avec une élévation de la
population LTDN afdans le sang. Cette élévation a été définie en suivant les critéres
diagnostiques de I’ALPS soit des LTDN af3>1,5 % des lymphocytes totaux ou >2,5 % des

lymphocytes T, les patients lymphopéniques sont exclus de notre études.

Les patients provenaient exclusivement des différents hopitaux et services de I’APHM
(assistance publique des hodpitaux de Marseille) pour lesquelles une demande
d’immunophénotypage T/B/NK avait ét¢ demandée. Les indications les plus fréquentes
correspondaient des contextes de recherche ou d’exploration de syndromes
lymphoprolifératifs chroniques ou des désordres immunohématologiques (transplantation
moelle et organe, déficits immunitaires acquis, maladies auto-immunes et inflammatoires,
suivi thérapeutique des immunomodulateurs). La présence de lymphocytose, de
lymphocytes anormaux ou atypiques dans le frottis sanguin, la neutropénie, I’anémie
hémolytique auto-immune (AIHA), la thrombocytopénie et la recherche d’une
immunodéficience  possible étaient fréquemment associées aux demandes

d’immunophénotypage T/B/NK.

Immunophénotypage

Les immunophénotypages ont été réalisés sur cytométre Navios (Beckman Coulter, Miami,
FL, US) équipé de 3 lasers (405, 488 et 647 nm). Tous les anticorps proviennent également
de Beckman Coulter. Le panel de dépistage comprend les spécificités CD45, CD4, CDS,
CD3, HLA-DR, CD19, CDS5 et CD16/56. Le panel d’étude du TCR comprend les
spécificités CD45, CD3, CD4, CDS, TCR alpha/béta, TCR gamma/delta.

Nous avons procédé par étape pour 1’identification des populations lymphocytaires sur

sang :

Tout d’abord par un screening sur les leucocytes CD45+ (marqueurs panleucocytaires)
avec la structure en SS (side scatter) versus le CD3 (marqueurs des lymphocytes T) la
population de lymphocytes T est identifiée ensuite sur cette population on fait une

séparation CD4+ et CD8+. On obtient alors 4 populations de lymphocytes T :
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T CD3 + CD4+CDS8 - (Lymphocytes TCD4+)
T CD3 + CD4-CD8+ (Lymphocytes TCD8+)
T CD3 + CD4+CD8+ (Lymphocytes doubles positifs CD4+CD8+)
T CD3 + CD4-CD8 - (Lymphocytes doubles négatifs CD4 - CDS-)

Les lymphocytes doubles négatifs CD4 - CDS8- représentent la population d’intérét. Puis
nous avons effectué un typage du TCR sur la population T double négatif avec les
marqueurs alpha béta vs gamma delta. Ci-dessous sont représentés des exemples typiques

de résultats.

Cas 1:Les LTDN af} représentent 27 % des LTDN (Figurel3)

Cas 2 : les LTDN o} représentent 82 % des LTDN (Figurel4)
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Fig ure 13 : Représentation des résultats immunophénotypique du cas 1 (les LTDN o représentent 27 %

des LTDN)
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Figure 14 : Représentation des résultats immunophénotypique du cas 2 (les LTDN o représentent 82 %

des LTDN )

Par la suite nous avons réalisé une recherche de données clinico-biologique pour les patients
avec des LTDN a8 pour comprendre et catégoriser cette augmentation apres exclusion des

patients présentant une lymphopénie.

Nous avons utilisé les critéres diagnostics pour ’ALPS afin d’identifier les vrais ALPS et
ensuite nous avons classé¢ les patients en fonction de grandes entités pathologiques : MAI,
Greffe d’organes, pathologies oncohématologiques. Nous avons pris un groupe de témoin au
nombre de 34 de 6 a 86 ans avec une moyenne d’age de 44 ans [la moyenne d’age, I’écart-type,
age minimal, maximal et le sexe-ratio sont résumés sur le tableau résumé des caractéristiques
du groupe témoins (tableau résultats témoin 1)] ainsi que leurs répartitions en termes de valeurs
absolues de lymphocytes totaux, le pourcentage et valeurs absolues des LTDN af} (tableau

résultats témoin 2).
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Nombre de | moyenne | écart age age Sexe-ratio
patient d’age types min max H/F
34 44 22 6 86 2.27

Tableau résultats témoin 1: résumé des caractéristiques du groupe

témoins
Lymphocytes | Lymphocytes LTDNab (%) des
en G/1 LTDNab en G/1 lymphocytes totaux
Moyenne 2.36 0.013 0.57
Ecart-type 1.19 0.007 0.1

Tableau résultats témoin 2 : la répartition du groupe témoin : valeurs absolues

de lymphocytes totaux, le pourcentage et valeurs absolues des LTDN alpha

béta
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B. Résultats

Les résultats obtenus sur notre étude rétrospective sont les suivants : sur
52093 immunophénotypages T/B/NK du 4 janvier 2016 au 2 mai 2020 au sein du laboratoire
on retrouve 40 patients indépendants (les patients avec 2 ou 3 immunophénotypages seul le
premier est pris en compte) non lymphopénique pour lesquels un typage du TCR a été réalise,
ce qui représente 0.21% de tous les immunophénotypages de notre laboratoire sur la méme
période, ce résultat est similaire a celui retrouvé dans notre laboratoire entre 2008 et 2012
(0.29%) [Des patients avec des lymphocytes T doubles négatifs > a 12 % des lymphocytes
totaux avec des lymphocytes T doubles négatifs alpha béta > a 1,5 % des lymphocytes totaux
(> 12 % TDN + LTDN of3 >1,5 % des lymphocytes totaux). Ce groupe répond aux criteres
phénotypiques de I’ALPS].

Le tableau (tableau résultats 1) qui suit résume le nombre de patients, moyenne d’age, écart

type, age minimal et maximal et le sexe-ratio hommes/femmes.

nombre | moyenne | écart age age Sexe-ratio H/F
patient | d’age types min max
> 12 %TDN + >1,5 LTDN 40 37 22 8 71 1,85

ab>1,5% des lymphocytes

totaux

Tableau résultats 1 : résumé des caractéristiques des patients présentant des étiologies avec

I"élévation des LTDN a3

Les 40 patients montrent des LTDN alpha béta >1,5 % des lymphocytes totaux, ce qui
représente 0.077 % de tous les immunophénotypages de notre laboratoire sur la méme période,

ce résultat est comparable a celui retrouvé dans notre laboratoire entre 2008 et 2012 (0.1%).
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Nous résumons la moyenne des lymphocytes totaux et les LTDN af sur le tableau résultat 1, la
moyenne d’age est de 37 ans avec un écart-type de 22 [min:8 ;max71] et un sex-ratio hommes
femmes a 1,8. Ces résultats différent sur la moyenne d’age de 44 ans et le sex-ratio hommes

femmes de 2.2 dans le groupe témoin.

Sur les 40 cas (dont 30 adultes et 10 enfants) présentant les critéres immunophénotypiques de
I’ALPS seulement 3 patients, soit 7,5 % sont véritablement des ALPS. Les 37 autres cas
(28 adultes et 9 enfants )présentent une absence du deuxiéme critére majeur (clinique) sur les
adénopathies ou splénomégalie chronique (> 6 mois), non maligne, non infectieuse ou les deux).
Ces patients sont classés en 7 grandes entités : ALPS, onco-hématologie, MAI, greffé d’organes
solides, infections, lymphomes a LTDN a3 monoclonaux et divers ainsi la répartition des
étiologies est résumée sur la figure résultat 1. Ensuite, nous détaillerons les résultats des patients
du groupe 1 classé par grandes entités. En terme d’étiologies, le nombre patient transplanté
d’organes solides, présentant une pathologie auto-immune (MAI) ou une pathologie onco-
hématologique hors lymphomes a LTDN off représente a parts égales 22,5 % (9 patients
chacuns) des patients. Les infections représentent seulement 7,5 % des patients (3 patients), Les
lymphomes a LTDN o3 monoclonaux ont été¢ diagnostiqués représentant 12,5 % (5 patients)

des patients avec une moyenne de LTDN o8 a 0,5 + 0,1 G/1.

Figure résultat 1: Répartition des étiologies avec
I'élévation des LTDN o
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%LTDN ab

Lymphocytes| LTDN | par rapport % TCD4-CDS8- alpha-beta par rapport au
Totaux en ab en |aux TCR
G/l G/ lymphocytes
totaux
Moyenne 1,93 0.13 16,67 26,9
Ecart-type 1.3 0.4 16.9 60.1

Tableau résultats 2 : Analyse quantitative des élévations de LyTDN aff (> 12 %TDN + LTDN ab>1,5% des
1ymphocytes totaux) Valeurs absolues de lymphocytes totaux, valeurs absolues et le pourcentage des LTDN alpha béta

Parmi les patients transplantés présentant des augmentations de LYTDN of3 (9 patients), la

répartition de type de greffe est la suivante : 55 % greffé du rein (5 patients), 22 % greffé du

cceur (2 patients), 11 % greffé du poumon et du foie (1 patient chacun) (Figure résultats 2).

Figure résultats 2: Répartition des transplantés par
type d'organes avec |'élévation des LTDN o3
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Parmi les patients présentant une pathologie dysimmunitaire (9 patients), les patients avec une
sclérose en plaques représentent 33 % (3 patients) dont deux tiers étaient sous traitement par
anticorps monoclonal anti-CD20 (Rituximab), 22 % (2 patients) une maladie de Still et 11 %
(1 patient chacun) une sarcoidose, une vascularite (Wegener), un purpura thrombotique auto-

immun (PTAI) et une polyarthrite rhumatoide (Figure résultats 3).

Figure résultats 3: Répartition des patients présentants
une MAI avec I'élévation des LTDN a3

H Sep

B maladie de still
M sarcoidose

I wegner

wegener

m PAR

Parmi les patients présentant une pathologie hématologique hors lymphome a LTDN of (9
patients), 45 % (4 patients) des patients présentent un lymphome B, 33 % (3 patients) des
patients présentent un lymphome T non a LTDN aff monoclonale, 11 % (1 patient chacun) a
parts égales présentaient une leucémie aigu€ myéloide ou un myélome multiple. Ces derniers

résultats sont représentés sur la figure résultat 4.
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Figure résultas 4: : Répartition des patients présentants une
étiologie onco-hématologique avec I'élévation des LTDN a3

B lymphome B
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Concernant les 3 patients avec un ALPS. Ces trois patients présentent les deux critéres majeurs

de ’ALPS, qui sont des adénopathies ou splénomégalie chronique (> 6 mois), non maligne,

non infectieuse ainsi que des LTDN aff > 1,5 % du total des lymphocytes non lymphopénique.

Les trois patients présentaient une des mutations pathogénes : un avec une mutation germinale

du géne FAS et les deux autres présentait une mutation du FAS ligand. La moyenne d’age des

3 patients était de 12,3 ans (min 9 et max 17) et la valeur absolue des LTDN af3 des patients

étaient respectivement de 0,30, 0,25 et 0,26 G/1 le tableau résultats 3 résume les moyennes et

¢carts types des patients ALPS.

%LTDN ab
Lymphocytes| LTDN/par rapport % TCD4-CD8- alpha-beta par rapport au
Totaux en aben |aux TCR
G/l G/ lymphocytes
totaux
Moyenne 1.93 027 |14 26,9
Ecart type 1’3 0.02 10.9 29.1

Tableau résultats 3 : la répartition des patient ALPS (> 12 %TDN + >1,5 LTDN ab>1,5% des lymphocytes totaux)
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La comparaison des quantités absolues de lymphocytes totaux et des LTDN aff des patients par

grande étiologies est représentée dans le tableau résultats 4. Dans la littérature et 1’étude de

2008 a 2012, les valeurs de référence des LTDN af serait 0,02 + 0,015 G/1, on peut considérer

que les LTDN of augmentent au-dela de 0,05 G/1. ces résultats sont similaire a ceux que vous

avons observé dans notre étude.

Nous observons que les valeurs de LTDN aff dans les lymphomes a LTDN af8 monoclonaux

sont les plus élevés suivis des vrais ALPS, MAI, onco-hématologie et les transplantations

d’organes.
MAI Onco- Greffe Lymphome a ALPS
hématologie (hors LTDNab
Lymphome a LTDNab monoclonaux
monoclonale)

Lyt Tot | Moyenne 1.9 2,4 2 1,74 1,93
G/ .

(min-max) (1.1-2.4) (1.6-4) (1-3) (1.5-3) (1.3-2.9)

Ecart-type 0,75 1,3 0,7 0,87 1,3
LTDN Moyenne 0,19 0,17 0,12 0,41 0,27
ab G/ .

(min-max) (0.07-0.22) (0.08-0.21) (0.09-0.2) (0.23-0.54 (0.25-0.3)

Ecart-type 0,12 0,1 0,09 0,3 0,02

Tableau résultats 2 : la répartition des patients du groupe 1 par grandes entité étiologique valeurs

absolues de lymphocytes totaux, valeurs absolues des LTDN af3
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C. Conclusion

Les lymphocytes T doubles négatifs alpha béta (CD3+CD4-CD8- aff +) ou « LTDN aff » sont
une sous-population hétérogéne de lymphocytes treés faiblement représentés dans la circulation
sanguine des sujets sains (<1 % des lymphocytes totaux). Peu de données existent dans la
littérature sur leurs roles physiologiques et pathologiques. Isoler et caractériser chez I’homme
en 2005 dans les syndromes lymphoproliferatifs auto-immuns « ALPS» ainsi que dans
beaucoup d’autres étiologies. Notre travail avait comme objectif de faire un point sur les
connaissances actuelles des LTDN af} et d’identifier les étiologies associées aux augmentations

des LTDN af3.

En nous basant sur les criteres diagnostics de I’ALPS, nous avons réalis¢é une étude
rétrospective sur plus de 52 000 immunophénotypages T/B/NK du 4 janvier 2016 au 2 mai 2020
au sein de notre laboratoire nous avons identifié¢ un groupe de 40 patients dont la moyenne d’age
était de 37 ans répondants au critére immunophénotypique de I’APLS avec des lymphocytes T
doubles négatifs > a 12 % des lymphocytes totaux avec des lymphocytes T doubles négatifs
alpha béta > a 1,5 % des lymphocytes totaux. Ceci est donc une situation tres rare (<0,1% des

demandes d’immunophénotypage)

Parmi ces patients seulement 3 présentaient un ALPS vrai. La trés grande majorité des cas
¢taient associ¢é a d’autres étiologies impliquant une activation réactionnelle du systéme
immunitaire (transplantation d’organes, auto-immunité, ou une hémopathie). A noter, que 5
patients présentaient un véritable lymphome de phénotype LTDN af. L’exploration de la

clonalité T a permis de confirmer cette monoclonalité.

Dans la littérature et I’étude précédentes dans notre laboratoire de 2008 a 2012, les valeurs de
référence des LTDN af} serait 0,02 + 0,015 G/, on peut considérer que les LTDN of3 augmentent

au-dela de 0,05 G/I. ces résultats sont similaire a ceux que vous avons observé dans notre étude.

Nous observons que les valeurs de LTDN af} dans les lymphomes a8 LTDN o8 monoclonaux
sont les plus élevés suivis des vrais ALPS, MAI, onco-hématologie et les transplantations

d’organes.
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Discussion

Nous avons dans ce travail essayé de rassembler les données disponibles sur une population de
lymphocytes T de phénotypage atypique CD4-CD8- TCR af. Cette population est trés
minoritaire dans la circulation sanguine comme I’a confirmé nos données (<0,02G/1). Cette
population présente un intérét diagnostique dans une pathologie dysimmunitaire rare I’ALPS
qui reste a I’heure actuelle la principale indication poussant & s’intéresser aux LTDN af en

pratique clinique.

Pour commencer, les origines des LTDN af} circulants sont soit thymiques naives ou extra
thymique mature effecteur ou régulateur. Dans la littérature les LTDN aff naifs et effecteurs
sont décrits comme dérivant principalement des lymphocytes T CD8+ par un mécanisme
récemment identifié¢ de régulation négative de I’expression de la molécule CDS. Cependant, les
LTDN af} peuvent également dériver de lymphocytes TCD4+ a fonction régulatrice dont le

mécanisme de génération est actuellement méconnu.

L’ALPS est la premicre entité décrite avec une accumulation de LTDN off. Une augmentation
de cette population méme en pourcentage faible (>1,5% des lymphocytes totaux) constitue
depuis 10 ans un critére diagnostic majeur de I’ALPS. Cependant, il existe de nombreuses autres
étiologies beaucoup plus fréquentes qui peuvent s’associer dans de rares cas a une augmentation
de LTDN ap. La description de ces cas est plutdt récente, mal connue en pratique courante et
sans doute incompléte. En 2010, au moment de la publication des critéres diagnostiques de
I’ALPS seul quelques cas de greffes d’organes et les modéles murins de lupus avait été décrits.
Au final, ’ALPS ne représente que 5 a 10 % des étiologies méme dans les centres
d’explorations des déficits immunitaires. Nos résultats confirment que I’ALPS reste un
diagnostic rare. Il suit des criteres diagnostiques clinico-bilogique bien définis, d’ou la part trés
importante de la concordance des informations cliniques et des résultats biologiques.
Cependant, de véritables problemes de diagnostic différentiel peuvent se poser en pratique
courante avant I’accessibilité aux résultats spécialisés de confirmation du centre de référence a
I’hopital Necker. Ceci est particuliérement vrai pour des cas d’augmentation de LTDN af
associés a des organomégalies dans le cas de lymphome ou de cytopénies dans le cadre de
maladies auto-immunes. Une bonne connaissance de 1’existence de ces étiologies associées a
une augmentation des LTDN aff peut permettre d’avancer avec plus de prudence vers un
diagnostic juste et d’éviter pour le biologiste d’alerter faussement le clinicien en attente

d’orientation diagnostique pour son patient.
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En dehors de I’ALPS, les étiologies associées a une augmentation de LTDN off dans la
littérature regroupent 3 grandes entités principales : la transplantation d’organes, les maladies
auto-immunes et les tumeurs. Dans notre étude, nous retrouvons globalement le méme panel
d’étiologie. Celle-ci peut comporter bien évidemment un certain nombre de biais du au
recrutement de laboratoire. Ceci explique par exemple, I’absence de cas associé a des tumeurs
solides puisqu’il n’existe pas en général de suivi immunophénotypique de ces patients. A
I’inverse, plusieurs cas de sclérose en plaque ont été décrit ce qui ne semble pas étre précisé
dans la littérature. Ceci peut s’expliquer par les réalisations fréquentes d’immunophénotypages
lymphocytaires chez ces patients pour le suivi de leur immunothérapie. A noter que cette
pratique de suivi régulier pour la sclérose en plaque est clairement postérieure a 2010. Mis a
part ces quelques exceptions, il faut toutefois souligner que le recrutement trés diversifié du
laboratoire, pour des indications a la fois hématologiques et immunologiques, constituait un
cadre idéal pour aborder la question des étiologies associés a I’une augmentation de LTDN afs.
De plus, la pratique systématique du phénotypage du TCR lors des augmentations significatives
de lymphocytes TDN permettait une opportunité assez unique et originale de rechercher ces

¢tiologies dans un contexte large de pratique courante, plus proche des questions de terrain.

Comme le montre ce travail, les augmentations de LTDN af} sont rarement rencontrés (<0,08%
des immunophénotypages), mais par leur rareté peuvent poser des problémes d’interprétation
et de conduite a tenir aux biologistes immunophénotypeurs a la fois dans leur rdle de validation
biologique des examens et de consultant en biologie. Nos données associées a celles de la
littérature suggerent la conduite suivante en cas d’augmentation de LTDN aff. Tout cas de ce
type nécessite une confrontation des données clinico-biologiques. Dans les cas ou les patients
sont connus pour une greffe, une maladie auto-immune ou tumorale, un simple suivi de cette
population semble nécessaire. Cependant en cas d’association avec des organomégalies et/ou
des cytopénies, la recherche des critéres secondaires de I’ALPS est nécessaire. De plus, une
recherche étiologique de lymphome doit étre réalisé. En cas d’éléments cliniques évocateurs,
ou d’anomalie cytologique ou d’une ¢élévation de LTDN aff > 0,3 G/I, une approche de la
clonalit¢ de la population LTDN aff doit étre réalisée par analyse du répertoire Vbéta par
cytométrie en flux. On notera que dans notre cohorte, 5 véritables lymphomes T DN af3 ont pu
ainsi étre diagnostiqué bien que ce phénotype soit sensé etre extrémement rare et trés mal connu.

Les cas décrits dans la littérature sont plutét de mauvais pronostic.

Au-dela de leur intérét comme outil dans le domaine du diagnostic in vitro, des pistes

thérapeutiques avec des LTDN af effecteurs dans les néoplasies et les infections sont a 1’étude
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pouvant aboutir a de nouvelles thérapeutiques. De méme, il y a un intérét grandissant pour les
LTDN of régulateurs dans la greffe comme un critere prédictif de rejets dans les
transplantations d’organes solides ou de rechute en post allogreffe dans les hémopathies
malignes. Toutes ces observations encouragent a une meilleure connaissance de cette

population minoritaire de lymphocytes T afin d’améliorer la prise en charge des patients.
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Résume
Les lymphocytes T doubles négatifs alpha béta (CD3+CD4-CDS- aff +) ou « LTDN af3 » sont

une sous-population hétérogene de lymphocytes trés faiblement représentés dans la circulation

sanguine des sujets sains (<1 % des lymphocytes totaux). Peu de données existent dans la
littérature sur leurs roles physiologiques et pathologiques. Isoler et caractériser chez I’homme
en 2005 dans les syndromes lymphoproliferatifs auto-immuns « ALPS» ainsi que dans
beaucoup d’autres étiologies. Notre travail avait comme objectif de faire un point sur les
connaissances actuelles des LTDN ofet d’identifier les étiologies associées a leurs
augmentations. Pour commencer, les origines des LTDN af3 circulants sont soit thymiques
naives ou extra thymique mature effecteur ou régulateur. Dans la littérature les LTDN o naifs
et effecteurs sont décrits comme dérivant principalement des lymphocytes T CD8+ par un
mécanisme récemment identifié de régulation négative de I’expression de la molécule CDS.
Cependant, les LTDN aff peuvent ¢galement dériver de lymphocytes TCD4+ a fonction
régulatrice dont le mécanisme de génération est actuellement méconnu.

En nous basant sur les critéres diagnostics de I’ALPS, nous avons réalis¢ une étude
rétrospective sur plus de 52 000 immunophénotypages T/B/NK du 4 janvier 2016 au 2 mai 2020
au sein de notre laboratoire nous avons identifié¢ un groupe de 40 patients dont la moyenne d’age
était de 37 ans répondants au critére immunophénotypique de I’APLS avec des lymphocytes T
doubles négatifs > a 12 % des lymphocytes totaux avec des lymphocytes T doubles négatifs
alpha béta > a 1,5 % des lymphocytes totaux. Ceci est donc une situation tres rare (<0,1% des
demandes d’immunophénotypage). Parmis ces patients seulement 3 présentaient un ALPS vrai.
La trés grande majorité des cas étaient associé a d’autres étiologies impliquant une activation
réactionnelle du systéeme immunitaires (transplantation d’organes, auto-immunité, ou une
hémopathie). A noter, que 5 patients présentaient un véritable lymphome de phénotype LTDN
af}. L’exploration de la clonalité¢ T a permis de confirmer cette monoclonalité.

Ces augmentations de LTDN of} (au-dela de 0,05 G/1) sont rarement rencontrés en routine
(<0,08% des immunophénotypages), mais par leur rareté peuvent poser des problémes
d’interprétation et de conduite a tenir aux biologistes. Nos données associées a celles de la
littérature suggerent la nécessité d’une confrontation des données clinico-biologiques, Ainsi
une meilleure connaissance de ces étiologies peut aider le biologiste immunophénotypeur a la
fois dans leur r6le de validation biologique des examens et de consultant en biologie pour guider
le clinicien dans ’interprétation de ces situations rares de mise en évidence d’une augmentation
LTDN ap.

Mots clés :

TCRaB, Syndrome lymphoprolifératif auto-immun, Fas, lymphocytes T doubles négatifs a3,

lupus érythémateux disséminé, maladie auto-immune, transplantation d’organe.
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Summary
Double negative a3 T cells (CD3 + CD4- CD8- aff +) or ‘DNTC af’ are a heterogeneous

subpopulation of lymphocytes and very poorly represented in the bloodstream of healthy people
(<1% of total lymphocytes). Very little data exists in the literature on their physiological and
pathological roles.

Two origins described in the literature on the generation process of DNTC af, the first is intra-
thymic by their escape to negative selection in the thymus which allows their expansion in
peripheral blood, so thymic DNTC af are immature and naive and the second origin is extra-
thymic, extra-thymic DNTC aff where: effector (derived from CD8 + LyTs thanks to the
downregulation of CD8 expression) or regulatory (derived from CD4 + LyTs thanks to the
downregulation of expression of CD4).

DNTC ap are isolated and characterised in 2005 in autoimmune lymphoproliferative syndromes
‘ALPS’ as well as in many other etiologies. Our work aimed to take stock of current knowledge
of afp LTDNs and identify the etiologies associated with their increases. To begin with, the
origins of circulating DNTCs aff are either naive thymic or mature effector or regulator
extrathymic. In the literature, naive and effector DNTCs aff are described as deriving mainly
from CD8 + T cells by a recently identified mechanism of downregulation of the expression of
the CD8. However, DNTCs af3 can also be derived from CD4 + T cells with regulatory function,
the generation mechanism is currently unknown.

Based on the diagnostic criteria of the ALPS, we performed a retrospective study of more than
52,000 T/B/NK lymphocyte typing from January 4, 2016, to Mai 2, 2020, in our laboratory. 40
independents patients responding to revised diagnostic criteria of ALPS with DNTC > 12%
of total lymphocytes with DNTC aff > 1.5% of total lymphocytes, average age was only 37
years old, Only 3 cases of ALPS . The majority of cases were associated with other etiologies
involving a reactive activation of the immune system (organ transplantation, autoimmunity, or
blood disease). It should be noted that 5 patients presented a true lymphoma of the LTDN of3
phenotype (Exploration of the T clonality confirmed this monoclonality).

The increases DNTCs a3 (beyond 0.05 G / 1) are rarely encountered (<0.08% of all
immunophenotyping), but their rarity may have problems of interpretation and behavior for
biologists. Our data associated with the literature suggest the need for a comparison of clinical-
biological data, a better knowledge of these etiologies can help the immunophenotyping
biologist both in their role of biological validation and of consultant in biology for guides the

clinician in the interpretation of these rare situations showing an increase in LTDN af.
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Résumé

Les lymphocytes T doubles négatifs alpha béta (CD3+CD4-CD8- af +) ou « LTDN af} » sont
une sous-population hétérogéne de lymphocytes tres faiblement représentés dans la
circulation sanguine des sujets sains (<1 % des lymphocytes totaux). Peu de données existent
dans la littérature sur leurs roles physiologiques et pathologiques. Isoler et caractériser chez
I’homme en 2005 dans les syndromes lymphoproliferatifs auto-immuns « ALPS » ainsi que
dans beaucoup d’autres étiologies. Notre travail avait comme objectif de faire un point sur les
connaissances actuelles des LTDN of et d’identifier les étiologies associées a leurs
augmentations. Pour commencer, les origines des LTDN af3 circulants sont soit thymiques
naives ou extra thymique mature effecteur ou régulateur. Dans la littérature les LTDN af
naifs et effecteurs sont décrits comme dérivant principalement des lymphocytes T CD8+ par
un mécanisme récemment identifi¢ de régulation négative de 1’expression de la molécule
CD8. Cependant, les LTDN aff peuvent également dériver de lymphocytes TCD4+ a fonction
régulatrice dont le mécanisme de génération est actuellement méconnu.

En nous basant sur les critéres diagnostics de I’ALPS, nous avons réalis¢ une étude
rétrospective sur plus de 52 000 immunophénotypages T/B/NK du 4 janvier 2016 au 2 mai
2020 au sein de notre laboratoire nous avons identifié un groupe de 40 patients dont la
moyenne d’age était de 37 ans répondants au critére immunophénotypique de I’APLS avec
des lymphocytes T doubles négatifs > a 12 % des lymphocytes totaux avec des lymphocytes T
doubles négatifs alpha béta > a 1,5 % des lymphocytes totaux. Ceci est donc une situation tres
rare (<0,1% des demandes d’immunophénotypage). Parmis ces patients seulement 3
présentaient un ALPS vrai. La trés grande majorité des cas étaient associé a d’autres
étiologies impliquant une activation réactionnelle du systeme immunitaires (transplantation
d’organes, auto-immunité, ou une hémopathie). A noter, que 5 patients présentaient un
véritable lymphome de phénotype LTDN af. L’exploration de la clonalité T a permis de
confirmer cette monoclonalité.

Ces augmentations de LTDN af (au-dela de 0,05 G/I) sont rarement rencontrés en routine
(<0,08% des immunophénotypages), mais par leur rareté peuvent poser des problémes
d’interprétation et de conduite a tenir aux biologistes. Nos données associées a celles de la
littérature suggérent la nécessité d’une confrontation des données clinico-biologiques, Ainsi
une meilleure connaissance de ces étiologies peut aider le biologiste immunophénotypeur a la
fois dans leur rble de validation biologique des examens et de consultant en biologie pour
guider le clinicien dans l’interprétation de ces situations rares de mise en évidence d’une
augmentation LTDN a.

Mots clés :

TCRal, syndrome lymphoprolifératif auto-immun, Fas , lymphocytes T doubles négatifs a3, lupus
érythémateux disséminé, maladie auto-immune, transplantation d’organe, lymphome T.
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