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 Avant-Propos 

 

Le système immunitaire constitue un ensemble de mécanismes par lesquels le 

corps humain maintient sa propre intégrité, son homéostasie et sa fonctionnalité. Il 

discrimine le soi du non soi et permet la lutte contre les pathogènes aussi bien 

exogènes (infectieux) qu’endogènes (générés par l’organisme). On individualise deux 

types de réponses, l’immunité innée, naturelle et l’immunité adaptative ou spécifique. 

La réponse engagée par l’immunité innée est non spécifique du facteur 

déclenchant. Elle repose sur l’activation de protéines du complément, cytokines, 

protéines de l'inflammation. Elle inclue aussi des mécanismes cellulaires dont les 

acteurs sont les granulocytes (polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, basophiles), 

les mastocytes, les monocytes, macrophages, cellules dendritiques et certaines 

cellules lymphoïdes telles que les lymphocytes NK (Natural Killer), NKT (Natural killer 

T), Tγδ et les cellules lymphoïdes innées (ILC). L’immunité innée comprend aussi la 

production de molécules responsables de l’inflammation permettant le recrutement de 

nouvelles cellules immunitaires qui amplifient à leur tour la réponse. L’immunité innée 

permet de combattre les infections rapidement durant le délai de la mise en place de 

l’immunité adaptative. 

L’immunité innée n’est pas toujours suffisante et un second type de réponse 

immunitaire s’est développée au cours de l’évolution, l’immunité adaptative apparue il 

y a 500 millions d’années chez les vertébrés. Elle permet de produire une réponse 

spécifique dirigée contre un antigène grâce à des cellules spécialisées, les 

lymphocytes B et T. Cette réponse permet aussi de garder une mémoire vis-à-vis de 

l’antigène et sera réactivée en cas de nouveau contact avec celui-ci. La spécificité d’un 

lymphocyte pour un antigène est déterminée par la présence d’un immunorécepteur 

qui reconnait un antigène donné. Il y a peu de cellules spécifiques d’un même épitope 

et l’ensemble des lymphocytes d’un individu qui reconnaissent une multitude 

d’antigènes forme le répertoire immunologique. Un lymphocyte est naïf jusqu’à ce qu’il 

soit activé lors de sa rencontre avec l’antigène. Celle-ci s’effectue lors du contact direct 

de l’antigène avec le récepteur des lymphocytes B (BCR) ou lors sa présentation sous 

forme de peptide par une cellule présentatrice d’antigène (CPA) reconnu par le 

récepteur des lymphocytes T (TCR) αβ. La CPA peut être une cellule dendritique, un 

monocyte, un macrophage, un lymphocyte B. L’activation d’un lymphocyte entraîne sa 
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prolifération et sa différenciation fonctionnelle. Pour le lymphocyte B, son activation 

entraîne sa transformation en plasmocyte qui est la cellule spécialisée dans la 

production d’anticorps. Les lymphocytes T activés auront une action cytotoxique 

cellulaire en détruisant directement les cellules infectées ou bien auxiliaire en 

favorisant l’activation d’autres cellules immunitaires ou en potentialisant leur action 

(production de cytokines…). 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) constituent une population lymphocytaire 

ayant la propriété de réguler la réponse immunitaire. Cela leur confère un rôle majeur 

dans le maintien de l’homéostasie. Ils sont impliqués dans les mécanismes de 

tolérance périphérique. 

Le système immunitaire peut présenter des déficits (constitutifs ou acquis) ou se 

dérégler. Parmi les dysfonctions, il peut être observé une réponse anormale dirigée 

contre le soi appelée auto-immunité. Bien qu’il existe des mécanismes qui mettent en 

jeu certaines populations cellulaires permettant de prévenir ce type de réactions (ex : 

Treg), leur action n’est pas toujours suffisante et diverses pathologies peuvent en 

résulter (connectivites, maladies auto-immunes spécifiques d’organes…). 

Les phénomènes d’hypersensibilité constituent une deuxième forme de 

dérèglement du système immunitaire. Dans l’hypersensibilité, on observe une réponse 

exagérée vis-à-vis d’antigènes. La classification de Gell et Coombs [1] individualise 

quatre types d’hypersensibilité. Le type I est l’allergie immédiate, liée aux IgE. Les 

types II et III sont liés aux IgG avec des mécanismes cytotoxiques ou liés aux 

complexes immuns. Enfin, le type IV constitue les réactions d’hypersensibilité retardée 

(HSR) impliquant des mécanismes cellulaires et cytotoxiques. 

Dans cette thèse, nous nous sommes intéressés à la réponse engagée par les 

lymphocytes T pouvant être évaluée in vitro. Cette exploration répond à plusieurs 

enjeux en routine hospitalière de biologie médicale. Mon travail s’est focalisé sur la 

validation de méthode d’un test évaluant la capacité de prolifération des lymphocytes 

T en réponse à divers stimuli : le test de prolifération lymphocytaire (TPL). Parmi ses 

multiples applications, nous avons choisi de l’utiliser pour valider les contrôles 

d’illumination dans le suivi des produits d’aphérèses de photochimiothérapie 

extracorporelle (PCE). Cette technique a également été utilisée comme technique 

d’exploration in vitro pour le diagnostic de l’HSR en complément des tests cutanés.   
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 Introduction 

La première étape menant à l’activation et à la prolifération cellulaire du lymphocyte T 

est la liaison via son récepteur, le TCR, à l’antigène apporté par la cellule présentatrice 

d’antigène. Cette liaison va entraîner une multitude de modifications structurales et 

fonctionnelles du lymphocyte T qui vont aboutir à sa différenciation. 

I Le récepteur des lymphocyte T (TCR) 

I.1 La molécule de TCR 

Le TCR est une molécule hétérodimérique de la superfamille des immunoglobulines 

constituée de deux sous unités qui sont dans 95% des cas α/β (Figure 1) et dans 5% 

des cas γ/δ. 

 

Figure 1 : Représentation des sous-unités du complexe TCR α/β 

 

Chaque molécule de TCR a un poids moléculaire compris entre 40 et 50kD et 

comporte trois portions :  

- Une portion extra-cellulaire 

- Une portion transmembranaire 

- Une portion intracytoplasmique 
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Dans la portion extracellulaire, on retrouve une région constante et une région 

variable, comportant elle-même trois régions hypervariables ou régions de 

détermination de la complémentarité (CDR1, CDR2 et CDR3). 

La région transmembranaire va permettre la stabilisation du TCR via ses 

interactions avec les chaînes γ, δ, ε et ζ du complexe CD3 [2]. 

 

Les TCR γ/δ reconnaissent des antigènes non peptidiques et cette reconnaissance 

se fait indépendamment du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) [3]. 

 Les TCR γ/δ ne seront pas abordés dans la suite de cette thèse. 

 

I.2 Réarrangement des gènes du TCR et variabilité 

Afin de générer un large répertoire d’antigène, il existe des mécanismes partagés 

avec les lymphocytes B qui reposent sur des réarrangements génétiques. 

La diversité combinatoire est relative au réarrangement (ou recombinaison) des 

gènes VJ et VDJ codant pour les parties variables. Elle est sous contrôle des protéines 

RAG-1 et RAG-2 et permet de créer une grande diversité de TCR. A la diversité 

combinatoire des TCR s’ajoute une diversité jonctionnelle consistant à l’ajout ou au 

retrait de nucléotides au niveau des zones de recombinaison. 

Indépendamment des mécanismes de réarrangements génétiques, il existe 

également une diversité d’association consistant en l’appariement aléatoire des 

chaînes α/β. L’ensemble de ces mécanismes permet d’obtenir plusieurs milliards de 

TCR différents. Le répertoire des lymphocytes T comprendrait théoriquement entre 2,5 

x 107 et 1020 TCR pour les estimations les plus larges [4]. 

Pour les régions de détermination de la complémentarité, la variabilité de CDR1 et 

CDR2 est héritée génétiquement tandis que la variabilité de CDR3, générée par les 

recombinaisons, est principalement acquise lors de la maturation des lymphocytes T 

[5].  
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II Le développement des lymphocytes T αβ  

 

Les lymphocytes T se développent à partir d’une population de cellules souches 

hématopoïétiques qui migrent de la moelle osseuse vers le thymus et expriment les 

marqueurs CD34+ et CD38low [6]. Ces cellules sont les précurseurs des lymphocytes T 

et NK mais aussi de certaines cellules dendritiques (Figure 2). Lors de son entrée dans 

le thymus, cette population cellulaire n’exprime ni le TCR, ni le CD4, ni le CD8 d’où 

son appellation de thymocytes double négatifs [7]. Il existe 4 stades de différenciation 

de ces thymocytes doubles négatifs (DN1 à DN4) caractérisés par leur niveau 

d’expression des marqueurs CD44 et CD25. Ces thymocytes vont ensuite devenir 

doubles positifs en exprimant d’abord le CD8 puis le CD4. Pendant ces étapes ont lieu 

les réarrangements des chaînes β puis α, ils expriment ainsi leur récepteur, le TCR 

[8]. Ils subissent ensuite une étape de sélection dite positive dans le cortex thymique 

au cours de laquelle ils vont recevoir des signaux de survie s’ils sont capables de 

reconnaître les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) avec 

suffisamment d’affinité [9]. La majorité des lymphocytes T vont ensuite devenir simples 

positifs CD4+ ou CD8+. Les lymphocytes T CD8 reconnaissent le CMH de classe I et 

les lymphocytes T CD4 le CMH de classe II. Ultérieurement, une deuxième étape de 

sélection dite négative a lieu dans la medulla pendant laquelle les lymphocytes T vont 

recevoir un signal de mort cellulaire s’ils reconnaissent le CMH avec une trop forte 

affinité [9]. Les lymphocytes matures vont alors quitter le thymus et pourront être 

activés en périphérie.  

  
Figure 2 : Schéma simplifié du développement des lymphocytes TCR αβ dans le thymus (adapté 
d’après [8,10]) 
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III Répartition des lymphocytes T 

L’écotaxie ou « homing » correspond à la migration des lymphocytes du sang vers 

les organes lymphoïdes secondaires après la sortie du thymus. C’est dans ces 

organes lymphoïdes secondaires qu’aura lieu la rencontre entre le lymphocyte T et 

son antigène. En l’absence d’antigène, les lymphocytes vont sortir des organes 

lymphoïdes secondaires et continuer à circuler. Les étapes de cette recirculation sont 

contrôlées par des chimiokines et un ensemble de molécules d’adhérence qui 

reconnaissent des ligands présents à la surface des cellules endothéliales cuboïdes 

des veinules post capillaires permettant ainsi le passage des lymphocytes T sanguins 

vers les organes lymphoïdes secondaires. Les principales molécules d’adhérence font 

partie de la famille des sélectines, des intégrines ou de la superfamille des 

immunoglobulines [11].  

Au-delà de la distribution périphérique, les molécules d’adhérence servent aussi 

lors des interactions entre le lymphocyte T et la CPA. On retrouve en particulier 

l’intégrine LFA-1 (Lymphocyte function associated antigen 1) présente à la surface des 

lymphocytes naïfs qui se lie à ICAM-1 et ICAM-2 (Intracellular adhesion molecule) 

présents à la surface des CPA. L’interaction avec l’antigène entraîne un changement 

de conformation de LFA-1 qui permet d’augmenter l’affinité et la stabilité de la liaison 

lymphocyte T/CPA [12]. 

IV Activation des lymphocytes T : 

L’activation du lymphocyte T est dépendante de plusieurs signaux et voies de 

signalisation intracellulaires qui permettent la prolifération cellulaire et l’acquisition de 

ses fonctions effectrices avec la production de cytokines. L’IL-2 est la principale 

cytokine responsable de la prolifération [13]. L’activation du lymphocyte T permet 

également la transcription de la chaîne α du récepteur à l’IL-2 (R-IL-2) et induit la 

progression des lymphocytes T de la phase G1 à la phase S du cycle cellulaire et la 

réplication de leur ADN. 

Contrairement aux lymphocytes B et hormis les cas particuliers des super antigènes 

qui court-circuitent la voie de présentation classique et des TCR γ/δ, un lymphocyte T 

est incapable de reconnaitre un antigène de façon native, il doit passer par 

l’intermédiaire d’une CPA [14]. 

Les antigènes exogènes lors de leur contact avec une CPA doivent être endocytés 

et dégradés par des protéases, les cathepsines, avant d’être présentés sous forme 

peptidique. Ils le sont, soit via des molécules du CMH de classe II aux lymphocytes T 
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CD4+ [5] soit grâce à des mécanismes de cross-présentation via un CMH de classe I 

aux T CD8+ qui ne reconnaissent habituellement que les antigènes endogènes [15]. 

IV.1 La synapse immunologique 

Par analogie avec les synapses neuronales, on nomme l’interface entre une cellule 

présentatrice d’antigène et un lymphocyte une synapse immunologique ou SMAC 

(Supra molecular activation cluster). Il s’agit d’une plateforme de signalisation 

dynamique comprenant des molécules d’adhérence appartenant à la famille des 

intégrines, le TCR, des molécules de co-stimulation et des protéines de signalisation. 

Lors du contact avec une CPA, un lymphocyte T balaie la surface de la CPA en 

formant des interfaces transitoires appelées kinapses ou synapses en mouvement. La 

stabilisation des kinapses aboutit à la formation de la synapse immunologique. Il faut 

atteindre un seuil d’antigène (environ 10 liaisons à des complexes CMH/peptide) pour 

effectuer la transition de kinapse à synapse [16].  

Le principal rôle de la synapse immunologique est le contrôle et la concentration 

des signaux d’activation des lymphocytes T (signal antigénique et de co-stimulation). 

Des complexes de signalisation se forment et vont se regrouper progressivement en 

différentes zones concentriques. Géographiquement, on identifie plusieurs régions qui 

s’organisent autour du TCR. La zone centrale (c-SMAC) est la zone de contact entre 

la CPA et le lymphocyte T qui comprend notamment le TCR, le CD3 et les molécules 

de costimulation. La zone périphérique (p-SMAC) contient des molécules qui jouent 

un rôle dans l’adhérence telle que l’intégrine LFA-1. Enfin, la zone distale (d-SMAC) 

est composée de molécules de grosse taille repoussées en périphérie telles que 

CD43, CD44 et CD45 [16] (Figure 3). Les interactions TCR/CMH sont ainsi 

concentrées dans des microclusters qui migrent de façon centripète vers le c-SMAC 

[17]. 

La migration des différentes molécules au sein de la synapse est permise par un 

réarrangement du cytosquelette d’actine et des microtubules avec l’organisation d’un 

trafic vésiculaire intracellulaire [18]. 

Ce mécanisme physiologique est mis à mal notamment par le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) qui entraîne la formation de synapses défectueuses 

avec une perturbation du réarrangement du cytosquelette et de la signalisation 

intracellulaire [18]. 
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Figure 3 : Organisation de la synapse immunologique, phénomène dynamique (fin d’interaction) 
(adapté d’après [16]) 

 

IV.1.1 Interaction TCR / complexe CMH/peptide : 1er signal 

Le signal antigénique qui contrôle la spécificité de la réponse immunitaire est appelé 

premier signal. 

Le TCR reconnait le complexe CMH/peptide présenté par une CPA (Figure 4). En 

l’absence de domaine intracytoplasmique, c’est le complexe CD3 (chaînes γ, δ, ε et ζ)  

qui permet les interactions avec les molécules de signalisation intracellulaire. La liaison 

est également renforcée par les corécepteurs CD4 et CD8 qui interagissent avec des 

zones conservées portées par les molécules de CMH classe I pour le CD8 ou classe 

II pour le CD4 [19]. Ces corécepteurs sont également impliqués dans le recrutement 

de seconds messagers participant à la cascade de transduction du signal. La capacité 

du complexe CMH/peptide à activer un lymphocyte T est généralement corrélée à 

l’affinité, la durée et les répétitions de la liaison au TCR [20]. L’interaction entre le TCR 

et le complexe CMH/peptide est de faible affinité (KD = 0,1 – 500µM) [21,22].  

Ce sont les régions de détermination de la complémentarité qui vont assurer la 

jonction entre le TCR et le complexe CMH/peptide. Les régions les moins variables 

CDR1 et CDR2 interagissent avec les régions conservées de l’hélice α du CMH et 
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établissent l’orientation et la configuration globale de l’interaction tandis que la 

variabilité des régions de contacts du peptide avec les boucles CDR3 déterminent sa 

spécificité [5]. Le TCR reconnaît ainsi à la fois le peptide et la molécule de CMH qui le 

présente. 

 

 
Figure 4 : Structure du TCR et liaison au complexe CMH/peptide (d’après [5]) 

 

a) Signalisation intracellulaire TCR / antigène-dépendante 

Le signal antigénique est également relayé par plusieurs voies de signalisation 

intracellulaires menant à la production de l’IL-2 et de la chaîne α de son récepteur 

(Figure 5). Elles permettent la progression des lymphocytes T de la phase G1 à la 

phase S du cycle cellulaire et la réplication de leur ADN. 

Les chaînes accessoires du complexe CD3 comportent des domaines 

intracellulaires contenant des tyrosines appelés ITAM (Immuoreceptor-based Tyrosine 

Based Activator Motif). A l’état basal, les tyrosines des domaines ITAM sont 

déphosphorylées par l’activité phosphatase du CD45 [23]. 
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L’instauration de la synapse immunologique va permettre la relocalisation de 

tyrosines kinases via des radeaux lipidiques [24] et notamment des protéines de la 

famille des Src kinases dont fait partie Lck (Lymphocyte-specific protein). Cette kinase 

est associée constitutivement au CD4 ou au CD8 et phosphoryle tous les domaines 

ITAM présents sur les chaînes γ,δ et ζ du CD3 [25]. La phosphorylation des domaines 

ITAM va permettre de recruter des molécules de la famille des Syk kinases dont ZAP 

70 (Zeta-chain-Associated Protein Kinase 70 kD) qui se fixe sur la chaîne ζ et devient 

elle-même la cible de Lck. ZAP70 se transforme alors en site d’ancrage qui va pouvoir 

connecter d’autres molécules. Ces dernières vont encore démultiplier leurs 

interactions en activant deux principales voies de signalisation (Figure 5), la voie des 

phospholipases C (PLC), qui permet notamment le relargage de calcium (Ca2+) à 

l’intérieur du lymphocyte et la voie des protéines Ras qui active la voie des MAPK 

(Mitogen activated protein kinase). Ces voies de signalisation entraînent l’activation de 

facteurs de transcription tels que NFAT, NF-κB et AP-1 qui permettent la production 

de cytokines et notamment d’IL-2. D’autres voies déclenchent un remaniement du 

cytosquelette impliquant notamment les protéines WASP (Wiskott-Aldrich syndrome 

protein) et participent aussi à l’activation du lymphocyte T [26]. 
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Figure 5 : Voies de signalisations induites par l’activation du TCR menant à la production de 
cytokines et à la prolifération cellulaire (adapté d’après [27]) 

 

IV.1.2 Les molécules de co-stimulation : 2nd signal 

Les molécules de co-stimulation permettent lors de l’interaction entre le lymphocyte 

T et le complexe CMH/peptide de la CPA d’abaisser le seuil antigénique nécessaire à 

la transduction du signal. Le signal de co-stimulation est donc le second signal qui 

contrôle l’activation du lymphocyte T. Sans co-stimulation, on observe in vitro une 

absence de réponse antigène spécifique qui mène à l’inactivation du lymphocyte T, on 
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parle d’anergie. La plupart des molécules de costimulation font partie de la 

superfamille des immunoglobulines ou de la superfamille des récepteurs au TNF. A la 

surface des CPA se trouvent des molécules qui font partie des protéines de la famille 

B7 et sont les ligands des principales molécules de costimulation. 

La principale molécule de co-stimulation est CD28. C’est une glycoprotéine 

homodimérique de la superfamille des immunoglobulines présente sur tous les 

lymphocytes T CD4 et sur une plus faible proportion des lymphocytes T CD8 [28]. Elle 

peut s’associer à plusieurs molécules de la famille des protéines B7 dont B7-1 (CD80) 

et B7-2 (CD86) présentes sur la membrane des CPA (Figure 6) [29].  

Le rôle de CD28 est crucial lors de l’activation du lymphocyte T et son absence 

mène à l’anergie in vitro. La molécule B7.2 est faiblement exprimée de manière 

constitutive et est surrégulée très rapidement alors que B7.1 est surrégulée de manière 

inductible à la suite de l’activation du lymphocyte. La molécule B7.2 est donc la 

molécule la plus importante pour l’initiation de la réponse immune [30]. La liaison de 

CD28 à B7-1 et B7-2 entraine l’entrée en phase G1-S ainsi qu’une production d’IL-2 

et de la chaîne α de son récepteur [31]. 

 

 
Figure 6 : Interactions entre plusieurs couples de molécules co-stimulatrices ou co-inhibitrices 
[32] 

 

La co-stimulation positive est contrebalancée par la costimulation négative ou co-

inhibition. L’équilibre entre la stimulation positive et négative est indispensable pour 

assurer à la fois une réponse immunitaire tout en maintenant une tolérance immune 

et en prévenant les risques d’auto-immunité. Ainsi, CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte 

antigen 4) est la molécule qui régule CD28 et inhibe son signal. Cette molécule est 

principalement présente sur les lymphocytes T après activation. CTLA-4 agit  via les 

mêmes ligands que CD28 mais a une affinité supérieure à ce dernier [30]. 
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PD-1 (Programmed cell death-1) joue également un rôle important d’inhibition. PD-

1 est le récepteur des protéines PDL1 et PDL2. Comme CTLA-4, son expression est 

augmentée lors de l’activation des lymphocytes [30]. 

Les molécules CTLA-4 et PD-1 inhibent la prolifération en freinant la sécrétion d’IL-

2 et d’autres cytokines effectrices [30]. Les fonctions de ces molécules en font des 

cibles thérapeutiques intéressantes et ont mené au développement de thérapies 

immunomodulatrices (immunosuppresseurs, inhibiteurs de points de contrôles) 

[33,34]. 

 

V Différenciation des lymphocytes T 

Les cellules T matures qui n’ont pas encore rencontré l’antigène sont dites naïves. 

Elles sont chez l’homme de phénotype CD45RA+ et expriment des récepteurs aux 

molécules d’adressage des ganglions lymphatiques telles que le récepteur de 

chimiokine CCR7 et la L-Sélectine CD62L. Lors de la stimulation par l’antigène, le 

lymphocyte va s’activer, proliférer et se différencier en lymphocyte T effecteur. Ces 

cellules sécrètent des cytokines et/ou molécules cytotoxiques. Contrairement au 

lymphocyte T naïf, le lymphocyte T effecteur n’a plus besoin d’un deuxième signal pour 

être activé lors de sa rencontre ultérieure avec l’antigène.  

V.1.1 Différentiation mémoire 

La réponse qui résulte de la première rencontre des lymphocytes T naïfs avec 

l’antigène est appelée réponse primaire. Elle se décompose en trois phases (Figure 

7). 

    Premièrement, il se produit une phase activation et d’expansion clonale. Dans cette 

phase, on observe une augmentation importante du nombre de lymphocytes T CD4 

ou de CD8 selon le contexte (infectieux, toxique…). L’expansion s’accompagne d’une 

différenciation des lymphocytes naïfs en T effecteurs. 

Après élimination de l’antigène, une grande majorité des lymphocytes T devenus 

inutiles meurent par apoptose. Cette étape s’appelle la phase de contraction où seule 

une partie minoritaire d’environ 5% des lymphocytes T va survivre. Elle résulte de 

mécanismes de la mort cellulaire induite par l’activation [35]. 

Durant ces différentes phases, une partie des cellules effectrices deviennent des 

lymphocytes T mémoires qui vont persister. Ces lymphocytes ont une longue durée 

de vie et pourront, lors d’un nouveau contact avec le même antigène, engager une 
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réponse immunitaire secondaire plus précoce et plus importante [36]. Ils sont en effet 

capables de se diviser plus rapidement que des lymphocytes T naïfs [37]. 

 

 

Figure 7 : Cinétique de la réponse des lymphocytes T (d'après [38]) 

 

V.1.2 Sous populations de lymphocytes T mémoires 

Historiquement, les lymphocytes T mémoires ont été classés en fonction de leur 

localisation et de leur phénotype. Les principaux phénotypes sont décrits en Tableau 

1. 

Les lymphocytes T mémoires ont une longue durée de vie. Certaines cytokines dont 

l’IL-7 et l’IL-15 sont impliquées dans la survie et la différentiations des lymphocytes T 

mémoires [39].  
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 T naïfs TSCM TCM TEM 

CD45RO - - + + 

CD45RA + + - - 

CCR7 + + + - 

CD62L + + + - 

CD27 + + + +/- 

CD28 + + + +/- 

CD31 +/- + - - 

CD95 - + + + 

CD49d - ? +/- + 

CXCR3 - + + + 

CD11a - + + + 

CD122 - + + +/- 

CD127- + + + - 

 

Tableau 1 : Phénotype des principales sous-populations de lymphocytes T mémoires chez 
l’humain (d’après [40]). TSCM : T cellule souche T mémoire, TCM : T central mémoire, TEM : T effecteur 
mémoire 

 

Les T centraux mémoires (Tcm) expriment le récepteur de chimiokine CCR7 et le 

CD62L qui permettent leur circulation dans les tissus lymphoïdes périphériques de la 

même façon qu’une cellule T naïve. Ils ont la capacité de se différencier rapidement 

en cellules effectrices [41].  

Les lymphocytes T effecteurs mémoires (Tem)  n’expriment par CCR7 et CD62L, 

ils perdent donc la capacité de migrer dans les organes lymphoïdes et sont 

principalement présents dans le sang et les tissus périphériques non lymphoïdes où 

ils agissent in situ. Ils ont la capacité d’exercer une réponse effectrice rapide en 

sécrétant des cytokines telles que l’IFN-γ, l’IL-4 et l’IL-5 [41]. 

Les lymphocytes mémoires résidents (Trm) grâce à l’expression du CD69 

(marqueur d’activation) et du CD103 (molécule d’adhérence) ne migrent pas et 

persistent dans les tissus épithéliaux périphériques où ils auront un rôle de protection 

vis-à-vis des réinfections [42]. 

Les cellules « souches » T mémoires TSCM forment une sous population de 

lymphocytes T mémoires très peu différenciés exprimant un marqueur « naîf », le 

CD45RA. Elles forment un réservoir de cellules souches et elles ont la capacité de 
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s’auto-renouveler grâce à des mécanismes qui ne sont toujours pas entièrement 

élucidés [40,43]. 

V.2 Différenciation fonctionnelle des lymphocytes T CD4 

V.2.1 Polarisation des lymphocytes T helper 

Après l’activation, les lymphocytes T CD4 se différentient en différents types de 

lymphocytes auxiliaires, c’est la polarisation. Elle dépend de la nature de l’antigène et 

de l’environnement lors du contact antigénique. Ces lymphocytes T helpers (TH) sont 

classés en fonction de leur capacité à produire telle ou telle cytokine. On parle de 

profils cytokiniques (Figure 8). Ils sont dérivés du T naïf stimulé dit TH0 qui produit à la 

fois de l’IL-2, de l’IFN-γ, de l’IL-4 et de l’IL-5. 

 

 
Figure 8 : Principales populations de LT CD4 effecteurs [44] 

 

a) Les lymphocytes TH1 

Les lymphocytes TH1 sont capables de sécréter de grandes quantités d’IL-2, d’IFN-

γ et de TNF-α [45]. Ils sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription T-

bet (T-box transcription factor) et identifiés phénotypiquement grâce à leurs récepteurs 

de chimiokines CCR5 et CXCR3. La réponse TH1 favorise une immunité de type 

cellulaire et est principalement orientée vis-à-vis des pathogènes intracellulaires (virus, 
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bactéries ou antigènes tumoraux). Ils participent à l’activation des lymphocytes T CD8 

cytotoxiques et à la cytotoxicité des lymphocytes NK. Ils agissent sur les macrophages 

en augmentant leur recrutement et leur capacité de phagocytose. Ils entraînent 

également la sécrétion d’anticorps de type IgG par les lymphocytes B. Cette production 

d’anticorps facilite l’activation de la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps et 

l’opsonisation [45]. 

La polarisation TH1 est permise par la sécrétion d’IFN-γ et par l’IL-12 [46]. La 

sécrétion d’IFN-γ va également diminuer la réponse TH2. A l’inverse, la réponse TH1 

est inhibée par la sécrétion d’IL-10 et d’IL-4.  

b) Les lymphocytes TH2 

Les lymphocytes TH2 sécrètent les IL-4, 5, 6, 9, 10, 13. Ils sont caractérisés par 

l’expression du facteur de transcription GATA3 et on les identifie phénotypiquement 

grâce à leurs récepteurs de chimiokines CCR3, CCR4, CCR8, CXCR4 et CRTH2 [45]. 

Ces lymphocytes permettent une réponse contre les pathogènes extracellulaires et 

notamment vis-à-vis des parasites. Ils permettent la production d’anticorps en 

particulier la commutation des anticorps de classe IgE par les lymphocytes B. Ces IgE 

permettent la cytotoxicité dépendante des anticorps via leur interaction avec les 

polynucléaires éosinophiles. Leur interaction avec les basophiles et mastocytes 

entraîne la libération de granules contenant notamment de l’histamine impliquée dans 

les phénomènes d’allergie par hypersensibilité immédiate.  

 La réponse TH2 est favorisée par la sécrétion d’IL-4 et diminue la réponse TH1 via 

la sécrétion d’IL-10, d’IL-4 et en réprimant le facteur de transcription STAT4 

responsable de la sécrétion d’IFN-γ [47]. 

c) Les lymphocytes TH9 

Les lymphocytes TH9 sécrètent surtout de l’IL-9, mais aussi les interleukines IL-10 

et IL-21. Ils expriment particulièrement les facteurs de transcription PU-1 et IRF-4, 

mais aussi GATA-3. Leur différentiation est stimulée par le TGF-β et l’IL4 [48]. Ils ont 

été initialement décrits dans leur participation à la réponse anti-parasitaire [49]. La 

sécrétion d’IL-9 induit la sécrétion de mucus et il a été montré que les lymphocytes 

TH9 sont impliqués dans certaines maladies respiratoires, notamment l’asthme, mais 

aussi dans certaines maladies auto-immunes chez la souris telles que 

l’encéphalopathie auto-immune expérimentale [50]. 
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d) Les lymphocytes TH17 

Les lymphocytes TH17 sécrètent les interleukines 17A, 17F, 6, 22 et 21 [51]. Ils sont 

caractérisés par l’expression du facteur de transcription RorγT et on les identifie 

phénotypiquement grâce à leurs récepteurs de chimiokines CCR6 et CCR4 [52]. La 

sécrétion d’IL-17A entraine notamment un recrutement des polynucléaires 

neutrophiles [53]. Ces lymphocytes jouent un rôle dans la réponse contre les 

pathogènes extracellulaires et les champignons [54]. De plus, ces cellules ont été 

décrites en tant qu’acteur dans la physiopathologie de certaines maladies 

inflammatoires et auto-immunes telles que le psoriasis, la sclérose en plaques, la 

polyarthrite rhumatoïde ou encore les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin. 

La réponse TH17 est favorisée par la sécrétion d’IL-1β,  d’IL-6, d’IL-23 et de TGF-β 

(Transforming growth factor β) [55].  

Il a plus récemment été identifié une sous-population intermédiaire TH1/17 capable 

de produire à la fois de l’IL-17A et de l’IFN-γ [56]. 

e) Les lymphocytes TH folliculaires  

Les lymphocytes TH folliculaires (ou TH21) permettent de réguler le développement 

de l’immunité B ainsi que l’acquisition d’une mémoire B. Ils produisent de l’IL-21 et de 

l’IL-4 [57] et expriment le facteur de transcription BCL-6 [58]. Ils sont identifiés 

phénotypiquement par les marqueurs PD-1, ICOS et CXCR5. Ils agissent sur la 

formation des centres germinatifs et sont nécessaires aux processus de commutation 

isotypique des lymphocytes B et à la production de plasmocytes de longue durée de 

vie ayant une forte affinité pour l’antigène ou de lymphocytes B mémoires [59]. Il 

semblerait que d’autres lignées des lymphocytes T helpers (TH1, TH2, TH17) puissent 

acquérir des fonctions et le phénotype des TH folliculaires en fonction de 

l’environnement inflammatoire [58]. Ces cellules sont induites en réponse à l’IL-6 et 

l’IL-21 [60]. 

f) Les lymphocytes TH22 

Plus récemment identifiés, les lymphocytes TH22 ont d’abord été considérés comme 

une sous-population de lymphocytes TH17 [61]. Les lymphocytes TH22 se caractérisent 

par leur importante production d’IL-22 et leur absence de production d’IL-17, ils 

sécrètent également de l’IL13, 26 et du TNFα. Ces cellules expriment le facteur de 

transcription AHR (récepteur d’aryl hydrocarbone) [62]. Elles expriment les récepteurs 

de chimiokines CCR4 et CCR10 leur permettant une migration préférentielle vers la 
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peau, l’intestin, les poumons et les glandes salivaires [63]. Ces cellules jouent un rôle 

dans l’inflammation mais aussi dans le développement du psoriasis et probablement 

dans d’autres pathologies immunitaires [61]. Ces cellules sont induites par la sécrétion 

d’IL-6 et de TNF-α [64]. 

V.2.2 Les lymphocytes T régulateurs (Treg) 

Les lymphocytes T régulateurs sont identifiés par leur forte expression constitutive 

de la chaîne α du récepteur à l’IL-2 (CD25) et leur faible expression du récepteur à l’IL-

7 (CD127). Ils expriment le facteur de transcription FoxP3. Ces lymphocytes ont 

comme principale caractéristique d’inhiber la prolifération des autres lymphocytes via 

leurs fonctions immunosuppressives. Ils jouent un rôle prépondérant dans la tolérance 

immunitaire périphérique. L’absence de FoxP3 provoque une perte de la fonction 

suppressive et s’exprime cliniquement par une endocrinopathie auto-immune appelée 

le syndrome IPEX. Les Treg expriment constitutivement CTLA4. L’expression de 

CTLA4 est augmentée lors de l’activation des Treg [65]. 

a) Les Treg naturels (nTreg) 

La population la plus représentée est la population Treg directement issue du 

thymus. Les nTreg produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10 et le 

TGF-β. Leur rôle est d’inhiber la prolifération des lymphocytes T en réponse à un 

antigène, eux-mêmes ne prolifèrent pas à ce même antigène. La sécrétion d’IL-10 va 

aussi diminuer la réponse TH1 [66]. 

b) Les Treg périphériques 

Les Treg induits (iTreg) sont des lymphocytes T régulateurs induits dans les tissus 

périphériques. Elles expriment les mêmes marqueurs que les nTreg (CD25+high, 

FoxP3…) et remplissent les mêmes fonctions mais différent dans leur besoin en 

signaux de costimulation [67]. Les iTreg peuvent être induits in vitro grâce à de l’IL-2, 

du TGF-β ou de la rapamycine [67]. 

Ils existe également deux autres populations périphériques n’exprimant pas le 

facteur de transcription FoxP3, les Tr1 produisant de l’IL-10 et les TH3 qui sécrètent du 

TGF-β (Figure 9) [68]. 
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Figure 9 : Sous populations lymphocytaires T régulatrices (D'après [69]) 

 

V.3 Différenciation des lymphocytes T CD8 

Après activation par l’antigène, le lymphocyte T CD8 (pré-CTL) devient un 

lymphocyte T cytotoxique (CTL). Ces cellules interviennent dans l’immunité vis-à-vis 

des pathogènes intracellulaires (virus, bactéries intracellulaires) en entrainant la lyse 

des cellules cibles. 

V.3.1 Cytotoxicité granulaire 

La principale action cytotoxique des CTL repose sur l’exocytose de granules 

contenant des molécules solubles, les granzymes et les perforines (Figure 10). 

Les perforines sont des protéines qui polymérisent en présence de calcium et 

constituent des tubules transmembranaires de 12 à 18 molécules formant des pores 

dans la membrane. Ces pores permettent l’entrée des granzymes dans la cellule [70]. 

Les granzymes sont des enzymes à sérine protéase. Il existe plusieurs types de 

granzymes (A, B, C…) mais c’est la granzyme B qui possède l’activité cytotoxique la 

plus importante [71]. La mort cellulaire est induite dans les minutes qui suivent l’entrée 

des granzymes dans la cellule grâce au clivage de certaines caspases dont la caspase 

3 activant le processus d’apoptose [72].  

Les granules cytotoxiques contiennent également une autre molécule : la 

granulysine qui altère la perméabilité des membranes pauvres en cholestérol et 

notamment celle des bactéries, champignons, parasites [73]. 

Ce processus de cytotoxicité entraîne la mort de la cible cellulaire et le CTL va 

pouvoir ensuite aller tuer d’autres cellules [72].  
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V.3.2 Cytotoxicité membranaire 

 

Figure 10 : Principaux mécanismes de cytotoxicité des lymphocytes T CD8, adapté d’après [74]) 

 

La cytotoxicité membranaire est dirigée par le Fas ligand (Fas-L), une molécule de 

la superfamille des récepteurs aux TNF-α dont l’expression est augmentée lors de 

l’activation du lymphocyte T et qui reconnait la molécule Fas (ou CD95 ou Apo-1) à la 

surface de la cellule cible. Leur liaison déclenche la cascade d’activation des caspases 

et donc l’apoptose [74]. 

 

V.3.3 Production de cytokines 

Les CTL produisent également des cytokines telles que l’IFN-γ et le TNF-α. L’IFN- 

γ a par exemple une action antivirale en inhibant la réplication virale [75]. Il augmente 

aussi l’expression des gènes codant pour le CMH de classe I et augmente donc la 

présentation des peptides antigéniques par les cellules cibles [76]. De plus, l’IFN-γ et 

le TNF-α augmentent le recrutement des macrophages [45].  
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VI Exploration de la réponse T, tests in vitro 

VI.1 Evaluation de la réponse proliférative : le test de 

prolifération lymphocytaire (TPL) 

Le test de prolifération lymphocytaire (TPL) ou test de transformation 

lymphoblastique (TTL) étudie la capacité de prolifération des lymphocytes vis à vis de 

mitogènes ou d’antigènes spécifiques. Un mitogène est capable d’activer une ou 

plusieurs voies de signalisation et d’entraîner la prolifération cellulaire polyclonale. 

Dans le cas d’une stimulation par un antigène, les lymphocytes T mémoires 

présensibilisés du patient vont être activés in vitro lors d’une re-stimulation par 

l’antigène d’intérêt. 

A partir de sang hépariné, les cellules mononucléées sont isolées par centrifugation 

sur un gradient de densité de Ficoll. Elles sont ensuite mises en culture 3 à 7 jours en 

présence de mitogènes et/ou d’antigènes/allergènes. La prolifération sera comparée 

à celle mesurée sans stimulation et validée par un contrôle positif avec un mitogène 

(cf Matériels et méthodes). Après avoir récupéré les cellules, on mesure la réplication 

de l’ADN ou bien directement la division cellulaire grâce à l’incorporation de traceurs 

intracellulaires. 

VI.1.1 Agents stimulants 

Il est possible de réaliser une activation polyclonale des lymphocytes T par 

l’intermédiaires de lectines. Ce sont des glycoprotéines d’origine végétale ou animale 

capables d’activer la prolifération lymphocytaire en se liant de façon spécifique à des 

oligosaccharides présents à la surface des lymphocytes et notamment au TCR. Les 

principales lectines utilisées pour la prolifération lymphocytaire sont la 

phytohémagglutinine A (PHA), la concanavaline A (conA) et le Pokeweed mitogène 

(PWM). Ils sont utilisés pour évaluer la capacité de réponse lymphocytaire à une 

stimulation. 

Des anticorps monoclonaux anti-CD3 (ou plus rarement anti-CD2) sont aussi 

utilisés tels que l’OKT-3 avec ou sans anti-CD28. 

Sont également utilisés des agents court-circuitant des voies de transduction du 

signal antigénique tels que le Phorbol 12-myristate 13-acetate et l’ionomycine (PMA-

Iono). La PMA active la protéine kinase C et l’ionomycine, un ionophore calcique, 

déclenche la libération de calcium par le réticulum endoplasmique. Ces deux agents 

entrainent donc l’activation de voies de signalisation intracellulaires décrites 
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précédemment (Figure 5). L’avantage des molécules court-circuitantes est qu’elles ne 

nécessitent pas d’interaction avec des récepteurs de surface.  

De plus, pour évaluer cette réponse proliférative antigène spécifique, il est 

également possible d’utiliser des superantigènes comme les entérotoxines 

staphylococciques. 

Pour évaluer l’efficacité des réponses vaccinales, des antigènes vaccinaux sont 

utilisés tels que l’anatoxine tétanique, la toxine diphtérique ou le Bacille de Calmette-

Guérin (BCG) pour induire une réponse lymphocytaire in vitro.  

VI.1.2 Traceurs intracellulaires 

a) Marqueurs radioactifs 

La technique de référence utilise comme marqueur une molécule radioactive, la 

thymidine tritiée.  C’est une base nucléotidique qui permet de marquer l’ADN en 

synthèse lors de la phase S et donc sa réplication induite lors de la prolifération. On 

mesure le nombre de coups par minute à l’aide d’un compteur β à scintillation liquide 

reflétant l’incorporation de thymidine radioactive. 

Le marquage s’effectue 16h avant la fin de la culture et la mesure est très rapide, 

cela présente l’avantage d’un temps de technique court en comparaison des méthodes 

utilisant la cytométrie en flux (CMF). Inconvénients, les techniques « chaudes », plus 

contraignantes, sont de moins en moins utilisées car elles nécessitent des laboratoires 

spécialisés soumis à des contrôles par l’institut de radioprotection et de sûreté 

nucléaire (IRSN), des pièces à accès contrôlé et une surveillance du personnel habilité 

réalisant la technique. Le développement de techniques non radioactives les supplante 

donc peu à peu.  

b) Techniques de cytométrie en flux (CMF) 

Les marqueurs de réplication : 

Des traceurs alternatifs non radioactifs peuvent aussi être utilisés et quantifiés par 

CMF. On retrouve tout d’abord des molécules permettant de mesurer la réplication de 

l’ADN à l’instar de la thymidine tritiée. On peut citer par exemple le BrdU 

(bromodéoxyuridine) [77] et l’EdU (5-ethynyl-2′deoxyuridine) [78]. Le BrDU est un 

nucléotide de synthèse qui s’incorpore à l’ADN. Les cellules sont ensuite incubées en 

présence de BrDU puis fixées et l’ADN est dénaturé. Il faut réaliser une étape de 

marquage par un anticorps anti-BrdU qui est révélé par un anticorps secondaire 
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fluorescent. Inconvénient de la technique, l’étape de marquage allonge le temps de 

technique et l’étape de dénaturation peut affecter la fixation d’autres anticorps.  

L’EdU, commercialisé par la société Thermofisher scientific® dans le kit Click-itTM 

est également un nucléotide de synthèse qui se fixe à l’ADN et dont la révélation ne 

nécessite pas d’étape de dénaturation. L’incorporation d’EdU est révélée par une 

réaction de « click » catalysée par le cuivre qui créé une liaison covalente entre un 

azide et un alcyne. La molécule fluorescente utilisée, le Click-iTTMAlexa Fluor® contient 

le groupement azide et l’EdU contient le groupement alcyne.  

La petite taille de l’azide élimine le besoin de dénaturer l’ADN pour que la molécule 

de détection de l’EdU ait accès au nucléotide (Figure 11) [79]. 

 
Figure 11 : Détection de l’EdU par l’AlexaFluor azide et détection du BrdU avec un anti-BrDU.  
Traduit d’après la notice d’utilisation du kit Click-iT® par Thermofisher scientific [80]. 

 

Les marqueurs de division cellulaire : 

On peut également évaluer la division cellulaire grâce à des molécules 

fluorescentes telles que le CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) [81]. Le 

CFSE se fixe de façon covalente via son groupement succinimidyl aux lysines des 

molécules intracellulaires [82]. Il reste dans le cytoplasme des cellules pendant 

plusieurs semaines sans induire de perte de viabilité. A chaque division cellulaire, le 

CFSE est distribué de façon équivalente entre les cellules filles ce qui permet d’évaluer 
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la prolifération des lymphocytes par cytométrie en flux (Figure 12). 

 

Figure 12 : Expression du CFSE après 4 jours de culture sans stimulation (A) et avec stimulation 
par la phytohémagglutinine A (B) 

 

Les marqueurs d’activation : 

Il est également possible de mesurer l’expression de marqueurs d’activation 

lymphocytaires membranaires (CD69) [83] ou nucléaires (Ki67) [84]. CD69 est impliqué 

dans la prolifération lymphocytaire en transmettant le signal d’activation. KI67 est un 

antigène présent sur une protéine nucléaire exprimée par les cellules en prolifération 

donc pas sur les cellules en G0.  

Enfin, on peut mesurer la phosphorylation des protéines STAT-5 qui se transloquent 

dans le noyau et régulent la transcription de la chaîne α du récepteur de l’IL-2 (CD25) 

essentielle à la prolifération lymphocytaire. Une très récente étude de Bitar et al. 

suggère que le niveau de phosphorylation de la protéine STAT-5A déterminé par 

cytométrie en flux à 24h serait un bon indicateur de l’initiation d’une prolifération 

lymphocytaire. Cette méthode permettrait un gain de temps de technique considérable 

[85].  
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VI.2 Evaluation de l’activité fonctionnelle 

Le test de prolifération lymphocytaire évalue la capacité de prolifération des 

lymphocytes mais n’apprécie pas l’activité fonctionnelle. Celle-ci est évaluée par les 

tests qui mesurent la production de cytokines, des marqueurs de cytotoxicité 

(perforine/granzyme B etc.) ou l’activité cytotoxique (ex : test de relargage du chrome 

51). Puisque dans ce travail, nous nous intéresserons principalement aux lymphocytes 

T CD4 et que nous n’étudions pas de réactions vis-à-vis de cellules cibles, nous ne 

détaillerons pas l’aspect cytotoxicité. 

VI.2.1 ELISA 

L’ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) classique permet de quantifier 

directement les cytokines présentes dans le surnageant de culture. Des puits 

préalablement recouverts d’anticorps anti-cytokine sont remplis de surnageant de 

culture et incubés. Après lavage, est ajouté un anticorps primaire anti-cytokine puis 

après un second lavage un anticorps secondaire couplé à une enzyme. La révélation 

se fait après un ultime lavage par ajout du substrat de l’enzyme et la lecture est 

effectuée par spectrophotométrie.  

Cas particulier de la détection de l’IFN-γ : l’Interferon gamma release assay (IGRA) 

est une autre méthode qui mesure la libération d’IFN-γ en réponse à une stimulation 

par des antigènes. Les cellules du patient en sang total sont incubées pendant 12h 

avec des antigènes spécifiques, puis la mesure de la libération d’IFN-γ dans le plasma 

est effectuée par ELISA. Cette méthode a déjà fait ses preuves dans le diagnostic de 

la tuberculose et de la tuberculose latente (Quantiferon®) mais demeure assez limitée 

dans ses applications. 

VI.2.2 ELISpot 

L’ELISpot (enzyme-linked immunospot) [86] est une technique qui permet de 

déterminer le nombre de lymphocytes T effecteurs produisant une cytokine en réponse 

à la stimulation par un antigène. Les cellules mononucléées du patient sont cultivées 

dans des puits recouverts d’anticorps anti-cytokines. Après une incubation de 18 à 24h 

en présence ou non d’un antigène, les cellules sont éliminées et un second anticorps 

spécifique de la cytokine, couplé à une enzyme est ajouté. La révélation se fait à l’aide 

d’un substrat chromogène et on compte le nombre de tâches (spots) révélées par le 

substrat, chaque spot reflétant la sécrétion de la cytokine d’intérêt par un lymphocyte 

T. Le résultat est exprimé en nombre de cellules formant des spots par million de 
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lymphocytes. Ce test est très sensible et permet de détecter 25 cellules sécrétrices/106 

cellules mononucléées [86]. 

VI.2.3 Techniques de cytométrie en flux 

a) Mesure dans le surnageant de culture 

La production de cytokines est mesurable dans le surnageant de culture par 

cytométrie en flux à l’aide de billes fluorescentes. Sont utilisées des billes couplées 

avec des anticorps de capture anti-cytokine qui sont incubées avec le surnageant puis, 

après lavage, des anticorps couplés à une molécule fluorescente qui reconnaissent un 

épitope différent de celui de l’anticorps de capture sont ajoutés. L’utilisation de billes 

de fluorescence variable permet la mesure simultanée de plusieurs cytokines 

(multiplex). 

b) Mesure intracytoplasmique 

Pour les marquages intracytoplasmiques, de la bréfeldine ou de la monensine est 

ajoutée lors de la culture avec l’antigène pour bloquer l’export de cytokines puis les 

cellules sont fixées et perméabilisées avant d’effectuer le marquage avec un anticorps 

couplé à un fluorochrome [87]. Avec cette technique, ce n’est pas la production de 

cytokines qui est mesurée, car elles n’ont pas été encore secrétées, mais leur 

accumulation intracellulaire et la fréquence des cellules productrices. 

VI.2.4 Techniques multiplex et ultrasensibles 

Ce sont des approches plus récentes. Les techniques multiplex permettent le 

dosage simultané de plusieurs cytokines ; les techniques ultrasensibles quant à elles 

ne permettent le dosage que d’une seule cytokine à la fois mais avec une meilleure 

sensibilité, de l’ordre du pg/ml. 

Les techniques multipex peuvent, comme décrit précédemment, utiliser la 

cytométrie mais des techniques d’électrochimioluminescence existent également. On 

peut citer par exemple le Multiplex beads array assay [88] en cytométrie ou encore la 

technologie MSD® sur micro puits en électrochimioluminescence [89]. 

Pour les dosages ultrasensibles, on peut citer par exemple les technologies 

SimoaTM et Erenna® qui reposent sur l’isolement de billes paramagnétiques qui se lient 

aux cytokines. Ces techniques semblent avoir les meilleures sensibilités [90]. 
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VII Applications diagnostiques du test de 
prolifération lymphocytaire 

VII.1 Diagnostic des déficits immunitaires primaires 

Un déficit immunitaire est une situation pathologique liée à l’insuffisance d’une ou 

de plusieurs fonctions immunologiques. 

Les déficits immunitaires primaires sont des déficits congénitaux dont le diagnostic 

est souvent réalisé durant l’enfance. Il existe plusieurs centaines de syndromes de 

déficits immunitaires et plusieurs centaines de gènes identifiés à ce jour. La prévalence 

de ce type de déficit est faible, entre 1,5 et 18,8 pour 100 000 habitants [91]. 

Les déficits immunitaires secondaires sont des déficits acquis dont le diagnostic se 

fait surtout à l’âge adulte. Pour ces pathologies, les tests d’exploration in vitro de la 

réponse des lymphocytes T sont de peu d’utilité. 

Les déficits congénitaux peuvent affecter autant l’immunité adaptative (cellulaire ou 

humorale) que l’immunité innée. 

VII.1.1 Stratégie de diagnostic des déficits immunitaires primaires 

La première étape du diagnostic consiste à identifier les signes cliniques d’appel en 

fonction de l’âge. Par exemple, chez l’enfant on recherche : 

1) Infections récurrentes des voies respiratoires hautes et basses 

a. Plus de 8 otites par an (pendant l’automne et l’hiver) chez les moins de 4 

ans 

b. Plus de 4 otites par an (pendant l’automne et l’hiver) chez les plus de 4 

ans 

2) Plus de 2 pneumonies par an ou plus de 2 sinusites par an 

3) Infections sévères à germes de type pneumocoque, Haemophilus, 

Neisseria (ou un seul épisode de méningite ou de sespis) ; des infections à 

bactéries pyogènes récurrentes 

4) Infections récurrentes avec le même type de pathogène 

5) Infections inhabituelles ou d’évolution inhabituelle : infections 

opportunistes, diarrhées persistantes, muguet ou candidose récidivente 

6) Une cassure de la courbe staturo pondérale et/ou une diarrhée persistante 

7) Antécèdents familiaux de déficits immunitaires ou de signes cliniques 

similaires 
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A partir de ces signes d’appel, des examens biologiques de première intention sont 

effectués [92] :  

- Hémogramme ou Numération de Formule Sanguine avec recherche d’une 

lymphopénie 

- Dosage pondéral des immunoglobulines : recherche d’un déficit de la synthèse 

d’anticorps 

- Sérologies post-vaccinales et/ou post infectieuses : évaluation d’une réponse 

immunitaire anti-infectieuse et de la production d’anticorps 

 

Si une anomalie est détectée ou si les arguments cliniques sont importants, il est 

possible d’effectuer des examens biologiques de 2ème intention [92] : 

 

• Exploration de l’immunité spécifiques :  

- Immunophénotypage lymphocytaire 

- Dosage des sous classes d’Immunoglobulines 

- Phénotypage des lymphocytes naïfs/mémoires 

- Test de prolifération lymphocytaire 

• Exploration de l’immunité non spécifique 

- Tests fonctionnels des polynucléaires et du complément 

 

Le bilan pourra être confirmé par recherche de mutations génétiques (puce, 

séquençage). 
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Figure 13 : Arbre décisionnel des examens complémentaires devant une suspicion de déficits 
immunitaire primaire [92]. Les cadres bleus correspondent aux examens pouvant être prescrits dans 
le cadre d’une suspicion de déficit immunitaire. . Les examens complémentaires pouvant être réalisés 
en première intention selon le contexte clinique sont notés en vert. Notées en rouge dans les cadres 
rouges sont décrites les pathologies pouvant être diagnostiquées. TTL : test de prolifération 
lymphocytaire, CID : déficit immunitaire combiné, SCID : déficit immunitaire combiné sévère, DHR : 
dihydrorhodamine, PNN : polynucléaire neutrophile 

 

VII.1.2 Evaluation de la réponse antigène spécifique des 

lymphocytes T 

Le test de prolifération lymphocytaire est un examen de seconde intention. Il doit 

être prescrit en cas de lymphopénie T en complément d’un immunophénotypage T 

(Figure 13) ou lorsqu’un faisceau d’arguments cliniques évoque un déficit immunitaire 

T (infections opportunistes, signes d’auto-immunité, d’inflammation digestive) [93]. 

Cependant, il faut un minimum de 500 à 1000 lymphocytes T /µL pour pouvoir réaliser 

le test. 

Un test de prolifération lymphocytaire avec une réponse T diminuée oriente vers 

des déficits immunitaires qui peuvent altérer la réponse cellulaire et/ou humorale. En 

fonction de la réponse aux mitogènes et/ou antigènes utilisés, le diagnostic peut être 

orienté vers certaines mutations présentées en Tableau 2. Dans le cas d’un antigène 

vaccinal, le test ne sera valable que s’il est effectué dans les 2 ans qui suivent une 

vaccination sauf pour la vaccination par le BCG dont la réponse mesurée est stable 

plus longtemps [92].  
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Type de déficit 

immunitaire héréditaire 

TTL 

Ref 

PHA OKT3 
PMA-

Iono 
Ag 

DICs avec nombre de 

lymphocytes >500/µL 
-  ou ↓↓↓   - [94] 

Syndrome d’Omenn -  ou ↓↓   - [94] 

Déficit en ZAP70 -  ou ↓↓↓ -  ou ↓↓↓ N -  ou ↓↓ [95] 

Déficit en CD8A N N N N [96] 

Déficit en RMRP ↓↓ N ou ↓  N ou ↓ [97] 

Déficit en IKBKB N ou ↓ 

OKT3 : - ou ↓↓↓ 

OKT3+CD28 : - 

ou ↓ 

OKT3+CD28+IL-

2 : N 

  [98,99] 

Déficit dans le complexe 

CARD11-BCL10-MALT1 

(CBM) 

N ou ↓ 
OKT3+CD28 : - 

ou ↓↓ 
  [100] 

Déficit en ITK N 
OKT3+CD28 : - 

ou ↓ 
  [101] 

Défauts du flux calcique 

(ORAI1, STIM1) 
↓ ou ↓↓↓ 

OKT3 : ↓ ou ↓↓↓ 

OKT3+CD28+IL-

2 : ↓ 

↓ ou ↓↓↓ - [102] 

Déficit en PNP ↓↓↓ ↓↓↓  ↓↓↓ [103] 

Défaut d’expression du 

CMH de classe II (CIITA, 

RFX5, RFXA, RFXANK) 

N   - [104] 

Déficit en FOXN1 -  ou ↓↓↓    [105] 

Déficit en CORO1A ↓↓    [106] 

Déficit en CD40 et CD40L N   N [107] 

Syndrome de DiGeorge 

avec lymphopénie et 

diminution du % de 

cellules T naïves 

N ou ↓   N ou ↓  

Tableau 2 : Résultats attendus du test de prolifération lymphocytaire en fonction du type de 
déficit immunitaire  [108] N : normal ; - : négatif 
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VII.2 Suivi des produits d’aphérèse de photochimiothérapie 

extracorporelle (PCE) 

La photochimiothérapie extracorporelle (PCE) ou photophérèse est une approche 

thérapeutique décrite en 1987 par Edelson et al [109]. Cette technique est basée sur 

l’administration de cellules mononuclées autologues exposées à un agent 

photosensibilisant et à une irradiation ultraviolette A (UVA). 

Elle a montré son intérêt dans le traitement de certaines pathologies 

lymphoprolifératives T et auto-immunes [110].  

Cette technique permet de diminuer les symptômes de ces pathologies tout en 

présentant peu d’effets indésirables. 

Cependant, l’utilisation d’un procédé d’irradiation extracorporelle de cellules 

mononucléées humaines pose la question des contrôles qualité des produits sanguins. 

Ainsi, depuis la commission de thérapie génique et cellulaire du 7 avril 2011, l’agence 

nationale de sécurité du médicament (ANSM) demande aux centres disposant 

d’appareil de photochimiothérapie extracorporelle d’effectuer des contrôles post-

irradiation. « Le procédé doit être validé et des données relatives à un certain nombre 

de préparations doivent être fournies (fonction du niveau d’activité) afin de s’assurer 

de la maîtrise du procédé » [111]. 

VII.2.1 Indications et recommandations 

Initialement développée pour le traitement des lymphomes T cutanés, la 

photochimiothérapie extracorporelle a aujourd’hui un spectre plus large d’indications 

[110] :  

➢ Lymphomes T cutanés épidermotropes :  

• Lymphome de Sézary : reconnu par la Food and Drug Administration 

(FDA) depuis 1988 

• Mycosis Fongoïde 

➢ Maladie du greffon contre l’hôte (GVH) (en seconde intention) 

➢ Rejet de greffe d’organes solides 

➢ Pathologies auto-immunes et inflammatoires (ne relève pas de la thérapeutique 

courante) 
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Dans l’ensemble, la PCE est une technique très bien tolérée qui entraîne très peu 

d’effets secondaires. Cela facilite son utilisation et son évaluation dans de 

nombreuses pathologies. 

VII.2.2 Mécanisme d’action 

La PCE est utilisée dans deux situations complétement opposées, d’un côté pour 

induire une réponse cytotoxique vis-à-vis de clones pathologiques (lymphomes T 

cutanés) et de l’autre pour induire une réponse immunomodulatrice tolérogène (GVH 

et rejet de greffe). Ses mécanismes d’actions apparemment contradictoires ne sont 

toujours pas élucidés mais des pistes ont été proposées. 

a) Induction d’une réponse cytotoxique 

La PCE a un effet antimitotique et pro-apoptotique sur les lymphocytes traités. La 

molécule photo-activable 8-MOP diffuse passivement dans les cellules lymphoïdes. 

Après avoir été activé par des UVA, le 8-MOP crée des liaisons covalentes entre les 

bases pyrimidiques, ce qui entraîne un arrêt de la réplication de l’ADN ainsi que des 

mutations et des erreurs de transcription [112]. La PCE a donc un effet antiprolifératif 

vis-à-vis des lymphocytes (plus particulièrement des lymphocytes T) [113]. Les 

lymphocytes traités qui sont réinjectés au patient vont alors entrer en apoptose dans 

les 48 à 72h [114]. Les monocytes et cellules dendritiques dérivées des monocytes ne 

subissent pas ou peu d’apoptose [115] mais vont augmenter leur capacité de 

phagocytose des lymphocytes en apoptose [112].  

Des études récentes semblent montrer que la PCE induit une conversion rapide des 

monocytes en cellules dendritiques. Le fibrinogène, présent dans le plasma, se fixe 

sur la membrane de la PCE, puis les plaquettes se lient au fibrinogène et s’activent en 

exprimant la P selectine. Dans ces conditions, la liaison de la PSGL-1 monocytaire à 

la P selectine plaquettaire entraîne la différentiation des monocytes en cellules 

dendritiques qui vont pouvoir phagocyter des fragments de cellules tumorales 

lymphoïdes pour ensuite les présenter in vivo à des lymphocytes T [116]. Ce 

phénomène est bénéfique dans les lymphomes cutanés T notamment grâce à 

l’augmentation de la production de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques spécifiques des 

lymphocytes pathologiques [112]. Cela permet d’expliquer l’obtention d’une réponse 

spécifique vis-à-vis des clones pathologiques ainsi que les rémissions obtenues alors 

que seulement 10 % du volume des lymphocytes pathologiques sont traités ex vivo 

[112]. 
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b) Induction d’une réponse immunomodulatrice 

Pour ce qui est du mode d’action immunomodulateur de la PCE utilisé dans le 

traitement de la GVH, il serait dû en partie à l’induction d’une tolérance aux antigènes 

provoquée par une bascule dans la balance des populations de cellules dendritiques 

DC1/DC2 en faveur des DC2. Cela atténuerait ainsi l’alloréactivité facilitée, en partie, 

par la sécrétion de cytokines TH1. En effet, les DC1 myéloïdes produisent de l’IL-12 

qui induit les T helpers vers la voie TH1 alors que les DC2 plasmacytoïdes produisent 

moins d’IL-12 et induisent les T helpers vers la voie TH2 [117]. De plus, il a récemment 

été décrit que les cellules dendritiques traitées par PCE induisaient la différentiation 

d’une population immunomodulatrice de lymphocytes T CD8+ empêchant l’activation 

de lymphocytes T CD8 effecteurs dans un modèle d’hypersensibilité de contact chez 

la souris [118]. 

VII.2.3 Principe de la photochimiothérapie extracorporelle 

La PCE se déroule en 4 étapes :  

1.Prélèvement du sang du patient 

2.Séparation des cellules mononucléées par cytaphérèse 

3.Traitement des cellules mononucléées : 

• Addition ex-vivo d’une molécule photo-activable, le 8-méthoxysporalen 

(8-MOP) 

• Irradiation aux UVA 

4.Réinjection au patient des cellules traitées 

VII.2.4 Méthodes disponibles 

Il existe deux types de procédures : 

- Une procédure en système fermé : les 4 étapes de la PCE sont réalisées avec 

un appareillage unique, en une seule opération 

- Une procédure en système ouvert qui nécessite de réaliser séparément chaque 

étape en utilisant à chaque fois un appareillage différent. 

a) Système fermé: 

L’appareil UVAR XTSTM (Figure 14) de la société américaine Therakos permet à 

la fois la séparation des cellules et l’irradiation par les UVA. Cet appareil reste connecté 

au patient tout au long de la procédure. 
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Les globules rouges du patient sont séparés des globules blancs et du plasma par 

centrifugation (les globules rouges et le reste du plasma sont réinjectés au patient). Le 

8-MOP est ajouté aux leucocytes puis les cellules sont irradiées en passant sous un 

film mince entre deux rampes de lampes à UVA. Les cellules photoactivées sont 

ensuite réinjectées au patient. 

Ce système fermé est utilisé par environ 40% des centres disposant d’appareils de 

photochimiothérapie. Il ne nécessite pas de mettre en œuvre des contrôles de qualité 

bactériologiques (pas de contamination car système fermé) ni de contrôles 

immunologiques (lots de 8-MOP et processus validés par le fournisseur). 

Figure 14 : Appareil UVAR XTSTM, Therakos® 

 

b) Système ouvert 

Une poche de cellules mononucléées est prélevée par aphérèse et les cellules sont 

ensuite séparées à l’aide d’un séparateur de cellules Cobe Spectra. Ceci permet une 

extraction plus importante des cellules mononucléées qu’en système fermé avec une 

contamination minimale en globules rouges (<2%) (Tableau 3), les globules rouges 

pouvant limiter l’efficacité de l’irradiation. Cette étape dure environ 3h. La suspension 

cellulaire est transférée sous atmosphère contrôlée dans une poche adaptée à 

l’irradiation UVA dans laquelle est ajoutée le 8-MOP à une concentration de 200ng/ml. 

Puis, la poche est placée dans l’appareillage à irradiation Theraflex® ECP (Figure 15) 

https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjP7oLN3tngAhWMx4UKHaGFArUQjRx6BAgBEAU&url=https://www.mallinckrodt.ca/fr/products/therakos/&psig=AOvVaw0EuDzch_iRP0aPWQABMu7I&ust=1551282177746726
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de MacoPharmaTM ou dans l’UVA Biogenics® de Vilbert-LourmatTM. Le temps 

d’irradiation est calculé par l’appareil pour délivrer la dose nécesaire en fonction de 

l’hématocrite de la suspension cellulaire. Les cellules mononucléées sont ensuite 

réinjectées le plus rapidement possible au patient. 

Ce système ouvert nécessite de mettre en œuvre des contrôles qualité. Il est utilisé 

dans près de 60% des centres disposant d’appareils de photochimiothérapie en 

France. 

Figure 15 : Appareillage Theraflex®, ECP 
 

VII.2.5 Comparaison des deux systèmes 

 Système fermé Système ouvert 

Avantages 

• Simplicité de mise en œuvre 
et de réalisation 

• Système « tout en un » 

• Utilisation d’un 8-MOP de 
qualité pharmaceutique 

• Contamination minimale en globules rouges 
(Ht<2%) 

• Extraction d’une quantité supérieure de 
cellules mononucléées 

• Contrôle qualité avant et après irradiation 
possible 

• Technique adaptée aux petits volumes et à la 
pédiatrie 

• Utilisation d’appareils non dédiés 

• Coûts réduits par rapport au système fermé 

• Permet d’autres application hors PCE 

Inconvénients 

• Volume extracorporel 
important 

• Contamination en globules 
rouge (Ht>4%) 

• Coût plus important 

• Volume traité plus faible que 
pour le système ouvert 

• Absence de contrôles après 
irradiation 

• Risque de contamination bactérienne des 
poches 

• Possibilité d’erreur d’attribution 

• Autorisation de réalisation de thérapie 
cellulaire nécessaire (8-MOP à statut produit 
thérapeutique annexe) 

• Coût de personnel 

 
Tableau 3 : Avantages et inconvénients des différents systèmes de PCE disponibles 

 

http://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiwv9Tt3tngAhVJxhoKHTq-D2sQjRx6BAgBEAU&url=http://www.diatek.it/sito/1/theraflex-ecp/&psig=AOvVaw17JNeYZon6s5sk6bC1axl3&ust=1551282243535615
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VII.2.6 Procédures de contrôle post-irradiation 

Comme évoqué précédemment, seul le système ouvert peut être sujet à des 

contrôles. En plus des contrôles bactériologiques, on peut contrôler l’effet 

antiprolifératif lié à l’irradiation des lymphocytes. 

Pour la bactériologie, deux hémocultures (aérobies et anaérobies) sont 

ensemencées avec des cellules mononuclées du patient. Elles doivent être répondues 

négatives au bout de 10 jours d’incubation. 

Pour les contrôles immunologiques, le test de prolifération lymphocytaire permet de 

s’assurer de l’effet inhibiteur de l’irradiation UVA sur les lymphocytes. La mesure du 

TPL avant et après irradiation permet d’évaluer l’effet antiprolifératif de la PCE et de 

contrôler ainsi l’efficacité de la procédure. Il est applicable quelle que soit la pathologie 

(tumorale ou non) même en cas de traitements immunosuppresseurs. 

 

VII.3 Suivi d’une greffe de « cellules souches 

hématopoïétiques » 

Lorsqu’un patient subit une greffe de cellule souches hématopoïétiques, il est 

possible d’évaluer le retour à une réponse lymphocytaire T normale grâce au test de 

prolifération lymphocytaire. 

A partir de 1000 lymphocytes/µL, on effectue un test en stimulant la prolifération 

avec de la PHA, Si le test est positif, on vaccine le patient et on teste la réponse 

vaccinale in vitro un mois après la troisième injection (Figure 16). 

 

 
Figure 16 : Stratégie de réalisation des tests de prolifération lymphocytaire dans le cas d'une 
greffe de cellules souches hématopoïétiques [108] 
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VII.4 Diagnostic des hypersensibilités retardées (HSR) 

Les réactions d’hypersensibilité retardée (HSR) sont définies comme celles qui 

surviennent plus de 6 heures après une exposition aux allergènes et dépendent de 

mécanismes cellulaires impliquant principalement les lymphocytes T. 

Le TPL est un outil biologique qui a montré son efficacité dans le diagnostic de 

l’HSR. Il est déjà validé dans le diagnostic de la bérylliose pulmonaire dont il permet la 

déclaration en tant que pathologie d’exposition professionnelle [119]. Il a un réel intérêt 

du fait de son innocuité pour le patient. Il a également une bonne spécificité et une 

sensibilité équivalente aux tests cutanés. Pour augmenter la sensibilité globale, il peut 

d’ailleurs être associé aux tests cutanés. Il a également un intérêt lorsque les tests 

cutanés ne peuvent pas être effectués (syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse, 

toxidermies nécrosantes ou impossibilité de tester l’allergène suspect). L’association 

de techniques complémentaires telles que le dosage des cytokines dans le surnageant 

de culture (ELISpot, ELISA…) permet également d’augmenter la sensibilité du TPL.  

Il nécessite des formulations permettant l’utilisation en culture des allergènes et il 

ne permet pas d’évaluer une réactivité vis-à-vis des métabolites des produits suspects. 

Par ailleurs, le TPL est un test cher, chronophage, nécessitant un laboratoire 

spécialisé.  

La physiopathologie de l’HSR ainsi que les caractéristiques et modalités 

d’application du TPL dans ce contexte sont abordées en détail dans l’article publié en 

Avril 2020 dans la Revue Francophone des Laboratoires intitulé « Diagnostic de 

l’hypersensibilité retardée des mécanismes immunologiques aux tests de diagnostic 

in vivo et in vitro ». 
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VIII Article : « Diagnostic de l’hypersensibilité 
retardée : des mécanismes immunologiques aux 
tests de diagnostic in vivo et in vitro ». 
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IX Diagnostic biologique d’une dermatite de contact 
aux protéines du liquide amniotique de vache, à 
propos d’un cas 

 

Le patient est un vétérinaire de 30 ans qui a consulté dans le service de 

dermatologie du CHU de Caen à la suite de l’apparition de lésions cutanées des 

poignets et des avant-bras, urticariennes puis eczématiformes après contact avec des 

liquides d’origine animale tels que le liquide amniotique de vache et le sang de vache 

lors des vêlages. Les signes cliniques étaient compatibles avec une dermite de contact 

aux protéines. 

Dans le but de confirmer et d’identifier un allergène responsable de la dermite de 

contact ont été réalisés plusieurs tests cutanés et biologiques au cours de deux 

consultations (Résultats disponibles en Tableau 4) . 

Après les tests allergologiques de la première consultation, afin d’éliminer 

l’imputabilité du latex, le patient a porté les gants qu’il utilise lors des vêlages en dehors 

de tout contexte obstétrical pendant 1h30 sans aucune éruption cutanée. De plus, il a 

effectué deux laparotomies chez des vaches sans gants pendant lesquelles il a reçu 

des projections de sang de l’animal sur les avant-bras. Il aurait alors présenté des 

réactions urticariennes sur ces zones durant moins d’une heure à deux reprises sans 

aucun autre symptôme.  

 

IX.1 La dermatite de contact aux protéines de liquide amniotique 

de vache 

Les dermatites de contact aux protéines de liquide amniotique sont des réactions 

peu fréquentes. Elles font partie pour la plupart des maladies d’expositions 

professionnelles des vétérinaires et professionnels des soins aux animaux [120].  Leur 

mécanisme physiopathologique est à cheval entre l’hypersensibilité immédiate et 

retardée [121]. On décrit une réaction d’hypersensibilité immédiate liée aux IgE (type 

1 de la classification de Gell et Coombs [1]) à l’origine d’une urticaire de contact. Dans 

un second temps peut apparaître une réaction d’HSR à type d’eczéma [121]. 

 On compte à ce jour 24 cas décrits dans la littérature [122–130]. Concernant leur 

diagnostic, les patch tests et open tests sont habituellement peu contributifs car ils sont 

effectués sur peau saine et ne sont donc pas prédictifs d’une réaction lors d’un test sur 
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peau lésée [121]. D’autre part, les pricks tests et intradermoréactions ne sont 

généralement pas réalisés pour le liquide amniotique et plus largement pour les 

liquides biologiques d’origine animale. Cependant, plusieurs exemples sont rapportés 

dans la littérature de vétérinaires atteints de dermatite de contact au liquide amniotique 

de vache ayant bénéficié de tests cutanés [122,125,126,128]. Il faut souligner que 

d’après Nuñez et al, certains cas de dermatite de contact au liquide amniotique 

seraient dus à la présence de galactose-alpha-1,3-galactose (α-Gal) dans le liquide 

amiotique [131]. L’α-Gal est un épitope glucidique présent dans la composition de la 

plupart des membranes cellulaires des mammifères à l’exception des primates de 

l’ancien monde chez qui l’α-Gal est reconnu par le système immunitaire comme 

antigène étranger. Il ne semble pas que l’α-Gal soit l’allergène responsable des 

réactions du patient car le dosage des IgE spécifiques de l’α-Gal était négatif. Toutefois, 

en l’absence de tests cutanés réalisés, son imputabilité ne peut être formellement 

écartée. 

 

IX.2 Explorations cliniques 

Pour écarter une réaction due aux protéines du latex présentes dans les gants 

utilisés lors des vêlages, un prick test au latex (décoction maison) a été réalisé aux 

concentrations usuelles sans dilution (pur). Un diamètre <3 mm à 15 min en 

comparaison d’un contrôle négatif a été considéré comme négatif. 

Des patch tests IQ® Chamber (Chemotechnique Diagnostics, Malmö, Suède) ont 

également été réalisés selon les recommandations européennes [132] avec lecture à 

48h et 96h (Résultats et détails des patchs en Tableau 4). Ils sont rendus négatifs en 

absence de réaction, douteux en cas d’érythème simple et positifs si érythème 

accompagné d’œdème, vésicules, bulles, papules, hypopion, pétéchies ou nécrose 

[133].  

Lors de la seconde consultation ont été pratiqués un open test avec du liquide 

amniotique fraîchement décongelé provenant d’une génisse primipare de race 

Prim’Holstein, d’aspect visqueux comportant deux phases, une liquide et une 

gélatineuse sur une zone de 5 x 5 cm² sur l’avant-bras droit en avant du pli du coude 

et sur une zone de 5 x 5 cm² sur l’omoplate droite. (Résultats en Tableau 4) 

Compte tenu de l’origine animale du liquide, aucun prick test et intradermoréaction 

n’ont pu être pratiqués.  
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IX.3 Explorations biologiques 

Lors de la première consultation, un tube sec a été prélevé pour doser des IgE 

spécifiques avec la technique ImmunoCap® (ThermoFisher, Phadia SAS, Uppsala, 

Suède) dont la positivité est définie par le fabriquant >0.1 kUA.L-1 (Résultats et détail 

des IgE en Tableau 4). 

Lors de la seconde consultation, deux tubes héparinés et un tube EDTA ont été 

prélevés pour effectuer un test de prolifération lymphocytaire et un test d’activation des 

basophiles (TAB). 15ml de liquide amniotique de vache congelé ont été transmis au 

laboratoire. Bien que plusieurs études aient montré son utilité dans le diagnostic de la 

dermite de contact aux métaux [134,135], il n’existe pas de mention dans la littérature 

de l’intérêt du TPL pour le diagnostic des dermatites de contact aux protéines.   
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                                                   Première Consultation 

Signes cliniques : 
Lésions cutanées des poignets et des avant-bras, urticariennes puis eczématiformes après contact 

cutané avec du sang et du liquide amniotique de vache 

Tests cutanés : Interprétation 

   Prick tests a  

      Latex Négatif  

   Patch tests b 

   IQ Chamber Chemotechnique® 
 

      Batterie européenne standard Négatif  

      Batterie excipient, cosmétique 

                 Dodécyle Gallate 

 

Douteux  

      Batterie fragrance Négatif  

      Batterie GERDA* Négatif  

      Chlorhexidine Négatif  

      Povidone iodée Négatif  

      Batterie caoutchouc Négatif  

      Batterie plastiques et colles Négatif  

      Atopie patch Négatif  

      Alcool éthylique 96% Négatif  

      Casaque vétérinaire Génia® pour le vêlage Négatif  

      Gants en polyuréthane pour le vêlage Négatif  

  

Biologie :  Interprétation 

   IgE spécifiques ImmunoCAPs® (kUA.L-1) c <0.1 Négatif  

      Latex 0,2 Positif faible  

      Recombinants latex** <0.1 Négatifs  

      Chat (squames/poils) : <0,1 Négatif  

      Vache (squame/poils) <0,1 Négatif  

      Albumine sérique de vache <0,1 Négatif  

      α-Gal (galactose-alpha-1,3-galactose) <0,1 Négatif  

      Chlorhexidine <0,1 Négatif  

Deuxième consultation 

Signes cliniques :   

Réaction urticarienne après deux laparotomies sans gants chez des vaches avec projection de sang 

Tests cutanés :  Interprétation 

   Open Tests   

      Liquide amniotique de vache (génisse 

      Prim’holstein primipare) 

5x5 cm² : pli du 

coude 
Négatif à 20min, 1h, 72h 

 
5x5cm² : omoplate 

droite 
Négatif à 20min, 1h, 72h 

Tableau 4 : Clinique et explorations effectuées lors de la première consultation pour le patient 
avec suspicion de dermite de contact au liquide amniotique de vache 
a) Prick test : Un diamètre <3 mm à 15 min en comparaison d’un contrôle négatif est considéré comme 
négatif 
b) Patch tests négatif : absence de réaction ; douteux : erythème simple ; positif : erythème + œdème 
ou vésicule/bulles/papules/hypopion/pétéchies/nécrose 
c) Seuil positivité ImmunoCap® >0.1 kUA.L-1 
*GERDA : Groupe d’étude et de recherche en Dermato-Allergologie 
** Recombinants latex : rHeb b1, rHeb b3, rHeb b5, rHeb b6.02, rHeb b8, rHev b11  
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 Objectifs du travail 

 

L’établissement français du sang (EFS) Haut de France/Normandie site de Caen 

réalise des protocoles de photochimiothérapie extracorporelle avec le système ouvert 

Theraflex® ECP de MacoPharmaTM, mais il n’effectue pas lui-même ses contrôles post-

irradiation car l’organisme n’a pas mis en place de structure de contrôle en interne. 

Les contrôles bactériologiques sont envoyés au laboratoire de bactériologie du Centre 

Hospitalo Universitaire (CHU) de Caen et les contrôles immunologiques au laboratoire 

d’immunologie du CHU de Caen. 

La première technique de contrôle utilisée par le laboratoire d’immunologie du CHU 

de Caen a été le test de prolifération lymphocytaire utilisant la thymidine tritiée avec 

stimulation par la PHA. Cependant, depuis quelques années, les méthodes utilisant la 

radioactivité sont devenues difficilement applicables au sein du laboratoire. C’est 

pourquoi il a été décidé de remplacer la technique radio-immunologique utilisant la 

thymidine tritiée par la technique de CMF utilisant le CFSE. 

L’objectif de ce travail a donc été de mettre en place au laboratoire d’immunologie 

du CHU de Caen une méthode de test de prolifération lymphocytaire permettant la 

réalisation de contrôle immunologique du procédé de photochimiothérapie 

extracorporelle utilisé par l’EFS site de Caen par une méthode alternative à celle 

utilisée classiquement avec un traceur non radioactif. 

Après avoir été sollicité par le service de Dermatologie du CHU de Caen, un second 

objectif a été ajouté et consiste à évaluer ce test pour ses applications dans le 

diagnostic des HSR. Dans ce cadre, un cas clinique présentant le diagnostic clinico-

biologique d’une dermite de contact aux protéines de liquide amniotique de vache est 

présenté. 
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 Matériel et méthode 

 

I Test de prolifération lymphocytaire pour le suivi des 
produits d’aphérèse de PCE 

Nous avons testé des cellules mononucléées obtenues par aphérèse de patients 

traités par PCE toujours en parallèle de cellules circulantes d’un donneur sain. Les 

cellules mononuclées témoins ont été obtenues dans un premier temps à partir de 

sang total hépariné prélevé chez des donneurs sains de l’EFS. Dans un second temps, 

ont été utilisées des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) provenant 

d’une poche de cytaphérèse d’un donneur sain de l’EFS congelées dans de l’azote 

liquide à -196°C. 

Au total, le test de prolifération lymphocytaire a été effectué pour : 

➢ 13 témoins donneurs de sang anonymes de l’EFS : pour évaluer la méthode 

et définir des bornes d’acceptabilité. 

➢ 10 patients âgés entre 35 et 84 ans (médiane = 54 ans) présentant 

différentes pathologies (Tableau 5).  

 

Patient Sexe Age Maladie 

HEI M 71 Sézary 

DUR M 84 Sézary 

BOI M 74 Sézary 

BIN F 66 GVH 

BES M 38 GVH 

VAN F 56 GVH 

REN M 34 GVH 

LEC F 35 GVH 

DEW M 52 GVH 

FER M 52 GVH 

 
Tableau 5 : Informations concernant les patients, sexe, âge et maladie. GVH : maladie du greffon 
contre l’hôte ; Sézary : Lymphome T épidermotrope de Sézary 
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I.1 Préparation du milieu de culture 

Nous avons préparé un milieu de culture « complet » RPMI 1640, Sérum de Veau 

Fœtal (SVF) 10%, glutamine 1%, pyruvate 1%, pénicilline/streptomycine 1%. 

I.2 Isolement des cellules mononucléées 

I.2.1 Isolement des PBMC par centrifugation sur gradient de Ficoll 

Les PBMC ont été diluées au ½ dans du PBS Dulbecco®. Le sang dilué a été déposé 

à la surface du Ficoll-Paque PLUS® sans mélanger les 2 phases puis elles ont été 

centrifugées à 900G, 30 min à 18°C avec accélération lente et sans frein. L’anneau 

cellulaire des PBMC à l’interface supérieure entre le plasma et le Ficoll (Figure 17) a 

été récupéré et les cellules lavées à deux reprises par centrifugation (10 min, 400G à 

18°C puis 15 min, 200G, 18°C). Le culot a été remis en suspension dans 1ml de RPMI 

1% SVF. Le comptage des cellules a été effectué à l’aide d’une cellule de Kova® ou 

sur l’automate de numération cellulaire Sysmex-XN®. 

 

 
Figure 17 : Isolement des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) par gradient de 
Ficoll (adapté d’après [136]). 

 

I.2.2 Isolement des PBMC par traitement au chlorure d’ammonium 

Les produits d’aphérèse ont été centrifugés 5min, 300G à 18°. Le culot cellulaire a été 

concentré dans 1ml puis mélangé à 9mL de chlorure d’ammonium StemcellTM. La 

suspension cellulaire a été incubée pendant 10min sur de la glace pilée puis lavée 

deux fois avec du RPMI par centrifugations (10 min, 400G, 18°C et 15 min, 200G, 
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18°C). Le comptage des cellules a été effectué à l’aide d’une cellule de Kova® ou sur 

l’automate de numération cellulaire Sysmex-XN®. 

I.2.3 Décongélation des PBMC 

Les cellules ont été décongelées rapidement au bain marie à 37°C puis après 

formation d’un glaçon mobile dans le cryotube, elles ont été transférées dans 10mL de 

milieu complet. Le tube a été centrifugé à 200G, 18°C pendant 5 min et le culot a été 

repris dans 20mL de milieu complet. Les cellules ont été incubées à 37°C, 5% de CO2 

pendant au minimum 2h. Le tube a été récupéré, centrifugé (200G, 18°C, 15min) puis 

le culot a été récupéré après décantation dans du milieu complet. 

I.2.4 Etude de la stabilité des produits d’aphérèse à 24h 

Pour l’étude de la stabilité des échantillons à 24h, les échantillons pré et post-PCE 

ont été séparés en deux à réception, la fraction qui devait être mise en culture le jour 

même a suivi le protocole habituel avec traitement au chlorure d’ammonium et la 

seconde fraction à mettre en culture à 24h a été centrifugée à 700G pendant 10min. 

Le culot a été repris dans 15ml de milieu complet. Enfin, cet échantillon a été mis 

pendant 24h à température ambiante sur la paillasse avant d’être mis en culture dans 

les conditions usuelles.  

I.3 Culture 

Les cellules ont été ajustées à une concentration de 1M/ml dans du milieu de culture 

complet. Pour le marquage au CFSE, les cellules ont été incubées avec du CFSE 

(Invitrogen, Thermofisher®) à une concentration de 0,5µM dans du milieu RPMI 1% 

SVF pendant 20min à 37°C, 5% CO2 puis lavées deux fois et ajustées avec du milieu 

complet pour obtenir des suspensions cellulaires à 0,5M/ml. Pour la mise en culture, 

200µl de suspension cellulaire (100 000 cellules) ont été déposés dans des plaques 

de culture 96 puits en U sous différentes conditions. La PHA a été utilisée à une 

concentration finale de 20µg/ml ou 40µg/ml selon les lots. Les cellules ont été incubées 

à 37°C, 5% CO2 puis récoltées après 3, 4 ou 5 jours de culture.  
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I.4 Marquages et acquisition et analyse en cytométrie 

Les lymphocytes ont été marqués avec 5µL d’un anticorps anti-CD3 PE-Cy7 (clone 

SK7, BD Pharmingen®) pour identifier les lymphocytes T et 5µL de 7AAD (BD 

Pharmingen®) pour déterminer la viabilité. 

Après culture, les cellules ont été lavées avec du CellWASH® (BD), reprises dans 

40µL de RPMI, 1% SVF puis marquées et incubées 20min à température ambiante et 

à l’abri de la lumière. Après lavage, le culot est repris dans 400µL de BD CellWash® 

et les cellules immédiatement analysées. 

Les données ont été acquises sur un cytomètre FACS Canto II (BD) avec un laser 

bleu de 488nm avec le logiciel DIVA (BD). L’acquisition a été faite sur au moins 500 

événements CFSE positifs, CD3 positifs, 7AAD négatifs correspondant aux 

lymphocytes T viables. Quand elles étaient présentes, ont été exclues les populations 

de cellules CFSEhigh/SSChigh correspondant aux cellules de Sézary (Figure 18) [137]. 

L’analyse a été effectuée avec le logiciel DIVA (BD) parmi les singulets sur les 

cellules viables, 7AAD négatives. Les lymphocytes ont été sélectionnés sur leur 

morphologie puis les lymphocytes T grâce à l’expression du CD3. Les cellules divisées 

ont été identifiées par une diminution du marquage CFSE (Figure 18). La viabilité 

cellulaire des lymphocytes T a été déterminée par le pourcentage de cellules 7AAD- 

dans la population CD3+ (Figure 19). 
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Figure 18 : Stratégie d’analyse de la prolifération cellulaire : témoin après 4 jours de culture
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Figure 19 : Stratégie d'analyse de la viabilité cellulaire : témoin après 4 jours de culture 

 

I.5 Critères d’analyse  

Nous avons calculé le pourcentage de cellules divisées correspondant au rapport 

du nombre de cellules divisées CFSElow sur la somme des cellules non divisées et 

divisées CFSEhigh : % de Division = Nombre de cellules divisées CFSElow / (Divisées + 

Non divisées CFSEhigh)) x 100. 

La prolifération après stimulation par la PHA a été quantifiée en soustrayant les 

pourcentages de prolifération des conditions avec et sans PHA : Δ = % de 

DivisionPHA+ - % de DivisionPHA-. 

Le pourcentage d’inhibition de la PCE a été obtenu par la formule : %Inhibition = 

((ΔPréPCE – ΔpostPCE) / ΔPréPCE) x 100 

 

Les critères d’acceptabilité de l’expérience sont une prolifération du témoin Δ >20% 

et du patient Δ Pré-PCE > 3% [138]. La PCE est considérée efficace lorsque le 

pourcentage d’inhibition est supérieur à  90% selon Evrard et al [138] ou à 70% selon 

l’ANSM [139]. 
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II Test de prolifération lymphocytaire adapté pour le 
diagnostic d’une dermite de contact aux protéines de 
liquide amniotique de vache 

Le liquide amniotique a d’abord été dilué dans du RPMI puis filtré sur des filtres de 

40µm et de 20µm.  

Nous avons effectué des dilutions de dix en dix en commençant avec une 

concentration protéique de liquide amniotique de 0,3 g.l-1 selon le protocole de Levy, 

Bircher et Büchner qui avaient déjà évalué la prolifération lymphocytaire en réponse à 

des protéines de lait de vache [140]. 

Le protocole du test de prolifération lymphocytaire est identique à celui décrit 

précédemment hormis pour l’utilisation du SVF qui a été remplacé par du sérum AB 

humain (SAB) aux mêmes concentrations afin d’éviter la réactivité vis-à-vis des 

protéines bovines. Nous avons aussi testé une condition de culture avec un milieu 

contenant 10% de SVF comme source de protéines du sang de vache. 

Les cellules ont été incubées à 37°C, 5% de CO2 pendant 7 jours 

 

Nous avons défini un Index de stimulation (SI) = %Prolifération avec l’allergène 

/ %Prolifération sans allergène. Le résultat est positif si SI > 3 [119].  

 

III Test d’activation des basophiles 

Le test d’activation des basophiles est une technique d’exploration de 

l’hypersensibilité immédiate  (réaction de type 1 de la classification de Gell et Coombs 

[1]). Son principe consiste en une activation des polynucléaires basophiles in vitro par 

un allergène qui induit l’expression du CD63 (gp53), une protéine membranaire dont 

l’expression marque l’activation des basophiles. L’expression du CD63 est ensuite 

quantifiée en cytométrie [141].  

Ce test mime ce qui se passe in vivo avec l’externalisation à la membrane du CD63 

présent dans les granules après pontage par l’allergène des IgE spécifiques. Le TAB 

permet de mettre en évidence des réactions liées aux IgE [142]. 

Pour la réalisation du test, nous avons utilisé le kit Flow CAST® (Bühlmann 

Laboratories, Schonenbuch, Suisse). 
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Les deux contrôles positifs disponibles dans le kit sont un anticorps monoclonal 

spécifique reconnaissant le récepteur aux IgE (FcεRI) et un activateur cellulaire non 

spécifique, le fMLP. Un contrôle négatif sans stimulation a également été réalisé. 

Pour les marquages, le kit comprend un anticorps CCR3-PE permettant d’identifier 

les basophiles et un anti-CD63-FITC pour quantifier l’activation. CCR3 est un 

récepteurs de chimiokines (dont l’éotaxine), c’est un marqueur fortement exprimé par 

les basophiles, éosinophiles et les lymphocytes TH2 [143].  

III.1.1 Marquage 

Nous avons effectué des dilutions pour nous rapprocher de la concentration 

recommandée par le fournisseur pour des protéines d’origine animales telles que les 

protéines de blanc d’œuf ou de lait de vache ; soit une concentration de 20ng.ml-1 [144]. 

Le liquide amniotique à la concentration protéique de 0,3g.l-1 a été dilué de dix en dix. 

A 50µL de sang total ont été ajoutés, 50µL de stimulus, 20µL de réactif de coloration, 

100µL de tampon. Les tubes ont été incubés 15 min à 37°C dans un bain marie. 

Une lyse des globules rouges a ensuite été effectuée avec 2ml de réactif de lyse 

préchauffé (18-28°C) 10min à température ambiante à l’abri de la lumière. Après 

centrifugation 5min, 500G à 18°C, le culot cellulaire a été repris dans 300µL de tampon 

de lavage et l’acquisition au cytomètre de flux a été directement réalisée. 

III.1.2 Acquisition, analyse et interprétation des résultats 

Les données ont été acquises sur un cytomètre FACS Canto II (BD) avec un laser 

bleu de 488nm avec le logiciel DIVA (BD). L’acquisition a été faite sur au moins 600 

événements CCR3 positifs, SSClow correspondant aux polynucléaires basophiles. 

L’analyse est réalisée avec le logiciel DIVA (BD) parmi les cellules CCR3 positives, 

SSClow correspondant aux polynucléaires basophiles, les cellules activées ont été 

identifiées grâce à l’expression du CD63 (Figure 20). 
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Figure 20 : Stratégie d'analyse du test d'activation des basophiles 

 

Pour pouvoir interpréter les résultats, le fournisseur recommande qu’au moins un 

des contrôles (anti- FcεRI ou fMLP) soit supérieur à 10%. Il définit également une 

valeur seuil de pourcentage de cellules CD63 positives à 15% pour les protéines [144].  

Ces recommandations peuvent être modifiées en fonction des allergènes testés.  
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 Résultats 

 

I Prolifération des cellules post-PCE 

Les profils de fluorescence du CFSE représentatifs que nous avons obtenus sont 

présentés en Figure 21. Les cellules des témoins et celles des patients pré-PCE se 

divisent et prolifèrent en réponse à une stimulation polyclonale par la PHA, on observe 

une diminution de la fluorescence du CFSE. Les cellules des patients post-PCE 

stimulées par la PHA ne prolifèrent plus et restent CFSE positives. 

 

 
Figure 21 : Intensité de marquage au CFSE pour un témoin et un patient Pré et Post-PCE avec 
ou sans stimulation par la PHA (Patient BOI). Les cellules qui expriment fortement le CFSE 
correspondent aux cellules non divisées et celles qui l’expriment faiblement aux cellules divisées 
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I.1 Validation de méthode 

Après évaluation à J3, J4, J5 nous avons décidé de réaliser notre validation de 

méthode en réalisant la culture cellulaire sur 4 jours. 

I.1.1 Influence du CFSE sur la viabilité 

Nous avons évalué l’effet du CFSE sur la viabilité cellulaire en comparant la viabilité 

de cellules marquées ou non au CFSE pour un patient. 

 
Figure 22 : Viabilité des lymphocytes totaux sans (A) ou avec (B) marquage au CFSE (n=1). 

 

La présence de CFSE ne semble pas influencer la viabilité cellulaire sur 4 jours de 

culture à la concentration à laquelle nous l’avons utilisé (Figure 22). Les cellules post 

illumination ont une viabilité qui diminue au cours du temps comme attendu post-PCE. 

I.1.2 Détermination de la concentration optimale en PHA 

Nous avons utilisé de la PHA provenant de deux lots différents du même fabriquant, 

nous avons donc dû déterminer la concentration à laquelle nous allions l’utiliser. Pour 

cela, nous avons effectué un test de dose réponse. Le premier lot avait été testé en 

triplicat avec l’incorporation de thymidine tritiée et la concentration optimale avait été 

déterminée à 20 µg.ml-1 (données non montrées). 
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Figure 23 : Détermination de la concentration optimale du nouveau lot de PHA déterminée par la 
prolifération à 4 jours. 

 

Nous avons donc choisi d’utiliser le nouveau lot de PHA à la concentration de 

40µg.ml-1 car il permettait une réponse proliférative équivalente à l’ancien lot utilisé à 

la concentration de 20 µg.ml-1 (Figure 23). 

I.1.3 Effet de la méthode d’isolement des PBMC 

Afin de diminuer le temps de préparation, nous avons testé la lyse des globules 

rouges par chlorure d’ammonium pour les produits d’aphérèse et nous l’avons 

comparée à la séparation des PBMC par centrifugation sur gradient de Ficoll (Tableau 

6). Les résultats pour un patient montrent que le chlorure d’ammonium n’altère pas la 

prolifération des lymphocytes T pré-PCE (Figure 24). Post-PCE, il n’y a pas de 

différence de prolifération entre les deux techniques. De plus, le pourcentage 

d’inhibition obtenu est quasiment identique (Tableau 6). A la suite de cet essai, nous 

avons donc choisi le chlorure d’ammonium pour éliminer les globules rouges des 

produits d’aphérèse 
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Figure 24 : Intensité de marquage au CFSE obtenue à partir de PBMC isolées par centrifugation 
sur gradient de Ficoll ou par chlorure d'ammonium après stimulation par la PHA (patient DUR). 
Résultats pré et post-PCE en présence de PHA. 

 

 
 Sans stimulation PHA  

Patient 

  

Cellules 
CD3+ 
non 

divisées 

Cellules 
CD3+ 
prolif 

% de  
Division 

Cellules 
CD3+ 
non 

divisées 

Cellules 
CD3+ 
prolif 

% de  
Division 

Δ 
% 

Inhibition 

Témoin  15289 15 0,1 3130 14619 82,4 82,3  

DUR Ficoll 
Pré-PCE 15042 5 0,0 14663 2252 13,3 13,3  

Post-PCE 1095 0 0,0 615 3 0,5 0,5 96,3 

DUR 
Chlorure 

d’ammonium 

Pré-PCE 15266 100 0,5 14878 3297 18,0 17 ,5  

Post-PCE 1081 5 0,5 1384 12 0,9 0,4 97,2 

 
Tableau 6 : Comparaison des résultats obtenus à partir de PBMC isolées par centrifugation sur 
gradient de Ficoll ou par chlorure d'ammonium (patient DUR). 
 
 

I.1.4 Détermination des valeurs de références 

Sur les 13 témoins qui ont été testés sur 4 expériences, 4 issus d’une même 

expérience ont été éliminés car ils ne satisfaisaient pas les critères d’acceptabilité. 

 Le pourcentage de division sans stimulation à 4 jours pour les témoins varie entre 

[0,2 ; 3,2%] avec une médiane à 1,5% (Tableau 7). Ce résultat est en accord avec le 

seuil de 3% définit [138].  
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La prolifération (Δ) des témoins est comprise dans la fourchette [45,0 ; 93,9%] avec 

une médiane de 72,5%. 

 

 Sans stimulation PHA 

 n=9 

Cellules 
CD3+ non 
divisées 

Cellules 
CD3+ 

divisées 

% de  
Division 

Cellules 
CD3+ non 
divisées 

Cellules 
CD3+ 

divisées 

% de  
Division 

Δ 

Témoin A 19662 173 0,9 2956 17369 85,5 84,6 
Témoin B 19816 302 1,5 2205 17763 89,0 87,5 
Témoin C 20644 275 1,3 6217 14396 69,8 68,5 
Témoin D 20551 183 0,9 5438 15026 73,4 72,5 
Témoin E 19163 346 1,8 4782 15885 76,9 75,1 
Témoin F 19545 602 3,0 7392 13110 63,9 60,9 
Témoin G 19791 323 1,6 10956 9558 46,6 45,0 
Témoin H 19605 648 3,2 4986 15367 75,5 72,3 
Témoin I 20774 47 0,2 3237 52606 94,1 93,9 

 
Tableau 7 : Résultats des témoins : nombre d’événements, pourcentage de division, Δ : calcul de 
prolifération 

 

I.1.5 Répétabilité 

Pour déterminer la répétabilité, le TPL a été effectué 5 fois le même jour avec 5 

marquages indépendants pour un donneur. La prolifération sur les 5 marquages était 

comprise entre [68,9 ; 73,8%] (Tableau 8). Nous avons calculé un coefficient de 

variation (CV=moyenne/écart type) de 2,9%. 

 

 Sans stimulation PHA 

  

Cellules 
CD3+ non 
divisées 

Cellules 
CD3+ 

divisées 

% de  
Division 

Cellules 
CD3+ non 
divisées 

Cellules 
CD3+ 

divisées 

% de  
Division 

Δ 

1 19758 187 0,9 5296 15663 74,7 73,8 

2 19799 251 1,3 5507 15237 73,5 72,2 

3 19774 273 1,4 5666 15140 72,8 71,4 

4 199793 229 0,1 6352 14362 69,3 69,2 

5 19775 269 1,3 6134 14557 70,4 68,9 

 
Tableau 8 : Répétabilité du TPL effectué 5 fois avec 5 marquages indépendants pour un donneur 

 

I.1.6 Reproductibilité (fidélité intermédiaire) 

La reproductibilité a été déterminée en utilisant un donneur sain servant sur 10 

expériences réalisées par le même opérateur dans les conditions environnementales 
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usuelles du laboratoire. La prolifération a été comprise entre [33,3 ; 87,7%] avec une 

moyenne de 63.8% (Tableau 9) et avec un CV de 31,1%.  

Dans un second temps, la reproductibilité a aussi été déterminée avec des PBMC 

congelées provenant d’une même poche de sang d’un témoin. Sur 7 expériences 

réalisées, le CV de reproductibilité est plus faible (17,7%). 

 

Itération 
Δ prolifération (%) 

Témoin frais 
Δ prolifération (%) 
PBMC congelées 

1 82,3 65,7 

2 33,3 93,6 

3 68,5 67,1 

4 75,5 71,1 

5 72,3 90,9 

6 32,2 91,9 

7 44,5 63,4 

8 87,7  

9 67,6  

10 68,3  

Moyenne 63,2 77,7 

Ecart type 19,7 13,7 

CV (%) 31,1 17,7 

 
Tableau 9 : Reproductibilité du TPL effectuée sur des PBMC fraîchement isolées d’un même 
témoin (n=10) ou sur des PBMC congelées issues d’une même poche de sang d’un témoin (n=7).  

 

A partir de cette valeur de fidélité intermédiaire, nous avons approximé la valeur de 

l’incertitude de mesure par la méthode GUM : Incertitude de mesure = 2 x CV de la 

reproductibilité  

Nous avons donc obtenu comme incertitude de mesure 62,2% ou 35,4% en utilisant 

respectivement du sang total ou des PBMC congelées. 

I.1.7 Stabilité des produits d’aphérèse sur 24h 

Sur deux expériences, pour deux patients, nous avons effectué le test de 

prolifération sur un même échantillon de produits d’aphérèse directement après le 

prélèvement et après 24h de conservation. 

Une ampoule de PBMC congelées témoin a été décongelée pour chacune des 

expériences.  

Avant la mise en culture, nous avons compté les cellules. A 24h, le comptage 

montre une perte sur les échantillons pré-PCE de 55% et post-PCE de 45% pour le 

patient LEC et de respectivement 24,5% et 17% pour le patient FER. 
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Tableau 10 : Mesure de la stabilité après conservation 24h avant culture (n=2). Les résultats non 
interprétables sont surlignés en bleu. N.I : non interprétable ; N.C : non calculé 

 

Pour le patient LEC, le nombre de cellules post-PCE était insuffisant pour interpréter 

l’analyse à H0 et à 24h (Tableau 10). 

Pour le patient FER, l’analyse était interprétable pour l’échantillon conservé à 24h 

mais le nombre de cellules disponibles post-PCE était beaucoup plus important sur 

l’échantillon H0 (pour le même nombre de cellules mises en culture). On observe une 

diminution très forte du pourcentage de prolifération pré-PCE pour l’échantillon 

conservé 24h en comparaison de celui à H0. Une diminution a également été observée 

chez le témoin en moindre proportion (Tableau 10). 

 

 

 

 

 

 

 
 Sans stimulation PHA  

Patient 

  

Cellules 
CD3+ 
non 

divisées 

Cellules 
CD3+ 
prolif 

% de  
Division 

Cellules 
CD3+ 
non 

divisées 

Cellules 
CD3+ 
prolif 

% de  
Division 

Δ 

Ratio Δ 
patient 
/témoin 

(%) 

LEC H0 

Témoin 19773 342 1,7 999 19088 95,0 93,3  

Pré-PCE 9669 275 2,7 3520 10144 74,2 71,5 76,4 

Post-PCE 98 1 1,0 280 14 4,8 3,8 N.C 

LEC 
24H 

Témoin 19597 323 1,6 6367 13975 68,7 67,1  

Pré-PCE 9669 275 2,77 6312 7070 53,1 50.3 75,0 

Post-PCE 9 0 0 N.I N.I N.I N.I N.C 

 Témoin 19520 244 1,2 1431 19442 93,1 91,9  

FER H0 Pré-PCE 19769 33 0,2 6434 14677 69,5 69,3 75,4 

 Post-PCE 6635 137 2,0 1807 50 2,7 0,7 N.C 

 Témoin 19921 244 1,2 7172 13122 64,7 63,5  

FER 
24H Pré-PCE 

19909 61 0,3 17958 2805 13,5 13,2 20,8 

 Post-PCE 3141 28 0,9 1645 21 1,3 0,4 N.C 
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I.2 Résultats des patients 

I.2.1 Evaluation de la prolifération des cellules pré et post-PCE 

 

 
 Sans stimulation PHA  

Patient 

  

Cellules 
CD3+ 
non 

divisées 

Cellules 
CD3+ 
prolif 

% de  
Division 

Cellules 
CD3+ 
non 

divisées 

Cellules 
CD3+ 
prolif 

% de  
Division 

Δ 
% 

Inhibition 

HEI* 

Témoin 20774 47 0,2 3237 52606 94.1 93.9 
 

Pré-PCE 22833 36 0,2 22234 1427 6.0. 5,8 

Post-PCE 3995 4 0,1 4498 9 0.2 0,1 98.3 

DUR* 

Témoin 15289 15 0,1 3130 14619 82,4 82,3  
 Pré-PCE 15042 5 0,0 14663 2252 13,3 13,3 

Post-PCE 1095 0 0,0 615 3 0,5 0,5 96,3 

BOI* 

Témoin 19605 648 3,2 4986 15367 75.5 72,3 
 

Pré-PCE 20042 96 0,5 11303 9094 44.6 44,1 

Post-PCE 4263 15 0,4 1952 36 1.8 1,4 96.7 

BIN** 

Témoin 20644 275 1.3 6217 14396 69.8 68,5 
 

Pré-PCE 1946 10 0,5 1124 90 7.4 6,9 

Post-PCE 136 1 0,7 120 1 0.8 0,1 98.6 

 Témoin 19952 207 1 11631 9673 45.2 44,2 
 

BES** Pré-PCE 19792 488 2,4 19451 1500 7.2 4,8 

 Post-PCE 5552 51 0,9 18172 162 0.9 0 100 

 Témoin 19899 141 0,7 10821 8940 45,2 44,5  
 VAN** Pré-PCE 4621 19 0,4 2743 272 9,0 8,6 

 Post-PCE 1000 7 0,7 969 12 1,2 0,5 93,9 

 Témoin 19308 435 2,2 12959 6792 34,4 32,2  
 REN** Pré-PCE 8038 103 1,3 7252 1558 17,7 16,4 

 Post-PCE 4707 78 1,6 5684 183 3,1 1,5 90,9 

 Témoin 19773 342 1,7 999 19088 95,0 93,3 
 

LEC** Pré-PCE 9669 275 2,7 3520 10144 74,2 71.5 

 Post-PCE 98 1 1,0 280 14 4,8 3,8 94,8 

 Témoin 19416 244 1.2 1801 18018 90,9 89,7  

DEW** Pré-PCE 19255 623 3,1 10417 3358 24,4 21,3  

 Post-PCE 301 5 1,6 379 23 5,7 4,1 80,8 

 Témoin 19520 244 1,2 1431 19442 93,1 91,9  

FER** Pré-PCE 19769 33 0,2 6434 14677 69,5 69,3  

 Post-PCE 6635 137 2 1807 50 2,7 0,7 99,0 

 
Tableau 11 : Pourcentages de prolifération pré/post PCE et pourcentages d’inhibition après 4 
jours de culture. Les résultats non interprétables sont surlignés en bleu. *Lymphome de Sézary ; 
**GVH 
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Nous avons effectué le test pour 10 patients âgés entre 35 et 84 ans (médiane = 54 

ans) (Tableau 11).  

Nous n’avons pas pu interpréter les données post-PCE pour les patients BIN, LEC 

et DEW à cause du trop faible nombre de cellules disponibles analysables à 4 jours. 

La prolifération cellulaire est interprétable pour 7 des 10 patients. 

Pour les 7 expériences interprétables (Figure 25), la prolifération des cellules des 

témoins après stimulation par la PHA est assez importante [34,4 ; 94,1%] avec une 

médiane de 75,5%. La prolifération des cellules des patients avant illumination, après 

stimulation par la PHA, est plus faible que celle des témoins avec une médiane de 

13,3% mais avec des écarts importants [6,0 ; 69,5%] (Tableau 11). La variabilité dans 

la réponse proliférative des patients est observée quelle que soit l’indication pour 

laquelle la PCE est utilisée. 

Chez tous les patients, est observée une diminution importante du nombre de 

cellules après illumination, cela s’explique par l’entrée en apoptose des lymphocytes. 

Cela rend l’interprétation des résultats parfois impossible car le nombre de cellules 

pour pouvoir valider la technique n’est pas toujours atteint. De ce fait, les résultats des 

patient BIN, LEC et DEW sont ininterprétables. Pour pallier ce problème, nous avons 

modifié notre protocole de culture après le patient BIN et avons doublé le nombre de 

cellules pré-PCE mises en culture (soit 400 000 cellules) et quadruplé le nombre de 

cellules post-PCE (800 000 cellules). 

Pour tous ces patients que nous avons testés, nous avons constaté des 

pourcentages d’inhibition > 90%,  au-dessus du seuil défini par Evrard et par l’ANSM 

qui permettent de valider l’efficacité de la PCE (Figure 26). 
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Figure 25 : Inhibition de la prolifération des lymphocytes T par la PCE après 4 jours de culture 
(n=7). Le trait central dans la boîte à moustache représente la médiane, les lignes supérieures et 
inférieures représentent les valeurs maximum et minimum. La représentation a été obtenue grâce au 
logiciel Ellistat. Les comparaisons ont été réalisées grâce à des tests de Wilcoxon pour séries 
appariées ; * p < 0.05 

 

 
Figure 26 : Pourcentages d'inhibition de la prolifération des cellules post-PCE. Comparaison aux 
seuils pour valider la PCE (n=7). Seuil de 70% d’après Evrard [138] ; seuil de 70% d’après l’ANSM  



 

79 

 

I.2.2 Détermination de la viabilité cellulaire  

Comme nous pouvons le constater en Figure 27, la proportion de cellules CD3+, 

7AAD- qui correspond aux lymphocytes T viables est moins importante post-PCE que 

pré-PCE et chez le témoin. La présence de PHA semble entraîner une prolifération qui 

compense partiellement l’apoptose des cellules post-PCE. 

 

Figure 27 : Proportion de cellules CD3+, 7AAD- correspondant aux lymphocytes T viables pour 
un témoin et un patient Pré et Post-PCE avec ou sans stimulation par la PHA après 4 jours de 
culture (Patient VAN).  
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Tableau 12 : Comparaison de la viabilité des cellules pré/post PCE après culture avec ou sans 
stimulation par la PHA. Les résultats non interprétables sont surlignés en bleu. 

 

Pour le patient BIN, les données ne sont toujours pas analysables post-PCE avec 

cette méthode du fait du trop faible nombre de cellules analysables après 4 jours de 

culture. La viabilité cellulaire est cependant interprétable pour 9 des 10 patients. 

Pour les neuf patients avec des données analysables après 4 jours de culture 

(Figure 28), la viabilité des cellules est satisfaisante avant illumination avec ou sans 

stimulation par la PHA, [72,5 ; 98,8] avec une médiane de 92,1%. La viabilité des 

 
 Sans stimulation PHA 

Patient   
Cellules 
7AAD-
/CD3+ 

Cellules 
7AAD+/CD3+ 

% 7AAD-
/CD3+ 

Cellules 
7AAD-
/CD3+ 

Cellules 
7AAD+/CD3+ 

% 7AAD-
/CD3+ 

HEI 

Témoin 20016 242 98,8 112865 5167 95,6 

Pré-PCE 21087 255 98,8 21086 690 96,8 

Post-PCE 8695 9436 48 10236 4942 67,4 

DUR 

Témoin 15720 450 97,2 1910 1339 93,1 

Pré-PCE 15216 614 96,1 17498 842 95,4 

Post-PCE 1212 16951 6,7 872 7557 10,3 

BIN 

Témoin 20107 166 99,2 21520 572 97,4 

Pré-PCE 1474 223 86,9 1626 589 73,4 

Post-PCE 7 45 13,5 144 853 14,4 

BOI 

Témoin 20540 524 97,5 20611 2253 90,1 

Pré-PCE 20158 1375 93,6 22083 2992 88,1 

Post-PCE 5718 22846 20 4066 12919 23,9 

  Témoin 20260 462 97,8 22294 682 97 

BES Pré-PCE 20356 423 98 19259 1610 92,3 

  Post-PCE 2132 66208 3,1 5603 52402 9,7 

  Témoin 20365 536 97,4 20346 644 96,9 

VAN Pré-PCE 4751 1055 81,8 3313 705 82,5 

  Post-PCE 1230 19290 6 1263 4658 21,3 

  Témoin 19898 405 98 20318 852 96 

REN Pré-PCE 8417 100 98,8 9717 861 91,9 

  Post-PCE 5394 5517 49,4 6569 2660 71,2 

  Témoin 20291 340 98,4 20585 5855 77,9 

LEC Pré-PCE 9941 711 93,3 14556 3069 82,6 

  Post-PCE 334 24633 1,3 1498 27523 5,2 

 Témoin 20301 554 97.3 20720 5563 78.8 

DEW Pré-PCE 21511 5413 79.9 17018 6186 73.3 

 Post-PCE 6802 6802 6.8 3613 71384 4.8 

 Témoin 19777 529 97,4 29702 6726 77,4 

FER Pré-PCE 20805 2091 90,9 36585 10064 72,5 

 Post-PCE 51580 246359 17,3 211651 187712 11,3 
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cellules après illumination chute de façon significative, [1,3 ; 49,4%] avec une médiane 

de 6,8% sans stimulation et [4,8 ; 71,2%] avec une médiane de 11,3% avec stimulation 

par la PHA (Tableau 12). La différence de viabilité des cellules post illumination est 

significativement supérieure après stimulation par la PHA.. 

 

Figure 28 : Diminution de la viabilité des lymphocytes T par la PCE à J4 (n=9). Le trait central dans 
la boîte à moustache représente la médiane, les lignes supérieures et inférieures représentent les 
valeurs maximum et minimum. La représentation a été obtenue grâce au logiciel Ellistat®. Les 
comparaisons ont été réalisées grâce à des tests de Wilcoxon pour séries appariées ; * p < 0.05 ; ** p 
≤ 0.01 
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II Réponse in vitro au liquide amniotique de vache 

II.1 Test de prolifération lymphocytaire 

 

Conditions de culture  

Cellules 
CD3+ 
non 

divisées 

Cellules 
CD3+ 
prolif 

% de  
Division 

Index de 
stimulation 

(SI) 

Témoin + SAB 10% 12939 151 1.2  

Témoin + SAB 10% + PHA (J4)  12832 7796 37,8 NC 

Témoin + SVF 10% 19591 576 2,9 2,4 

Témoins + SVF10% + PHA (J4) 6465 13942 68,3 N.C 

Témoin + SAB + LAV 0,3 g.l-1 18626 1094 5,6 4,6* 

Témoin + SAB + LAV 0,03 g.l-1 1981 248 1,2 1 

Témoin + SAB + LAV 0,003 g.l-1 19811 228 1,1 0,9 

Témoin + SAB + LAV 0,0003 g.l-1 19819 273 1,4 1,3 

Patient + SAB 10% 10447 111 1,1  

Patient + SAB 10% + PHA (J4) 12642 7707 37,9 N.C 

Patient + SVF 10% 15386 5274 25,6 23,2* 

Patient + SVF 10% + PHA (J4) 3969 16413 80,3 N.C 

Patient + SAB + LAV 0,3 g.l-1 13454 6804 33,6 30,5* 

Patient + SAB + LAV 0,03 g.l-1 12156 171 1,4 1,2 

Patient + SAB + LAV 0,003 g.l-1 15003 340 2,2 2,0 

Patient + SAB + LAV 0,0003 g.l-1 9821 98 1,0 0,9 

 
Tableau 13 : Résultats du test de prolifération lymphocytaire pour le patient, culture réalisée sur 
7 jours ou 4 jours pour les conditions avec stimulation par la PHA. LAV : liquide amniotique de 
vache ; SVF : sérum de veau fœtal ; *Résultats positifs avec un SI >3 ; N.C : non calculé 

 

 
Figure 29 : Index de stimulation en fonction de la concentration protéique de liquide amniotique 
de vache (LAV). SI : Index de stimulation 
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Le patient présente une prolifération significative pour le liquide amniotique à la 

concentration protéique de 0,3 g.l-1 et pour le SVF à 10%. Le patient a proliféré environ 

7 fois plus que le témoin en présence de liquide amniotique à 0,3 g.l-1 et environ 10 

fois plus en présence de SVF à 10% (Figure 29, Tableau 13). 

 

II.2 Résultats du test d’activation des basophiles 

   % de basophiles CD63+  

Contrôles     

      Contrôle négatif (tampon de stimulation)   0,8  

      Contrôle positif anti-FcεRI   92  

      Contrôle positif fMLP   34,7  

Liquide amniotique de vache      

      Liquide amniotique de vache 0,3 g.l-1   1,5  

      Liquide amniotique de vache 0,03 g.l-1   0,5  

      Liquide amniotique de vache 0,003 g.l-1   0,5  

      Liquide amniotique de vache 0,0003 g.l-1   0,7  

 
Tableau 14 : Résultats du test d’activation des basophiles. Polynucléaires basophiles (PNB) mis 
en contact avec 4 concentrations protéiques de liquide amniotique de vache  
 

Les contrôles positifs sont supérieurs au seuil de 10% à partir duquel les résultats 

sont considérés comme interprétables par le fournisseur.  

Le seuil de positivité fourni par le fournisseur était de 15% pour les protéines [144], 

il n’y a donc pas eu de réactivité détectable (Tableau 14, Figure 29). Il n’y a pas de 

sujets positifs connus donc la gamme de dilution n’est pas validée. 
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 Discussion 

 

Dans le contexte d’évolution des méthodes d’exploration de la réponse proliférative 

des lymphocytes T avec le développement de techniques « froides » pour remplacer 

les techniques radioactives, nous avons choisi d’utiliser l’analyse de la prolifération 

cellulaire des lymphocytes T par cytométrie en flux grâce à la mesure de la dilution du 

CFSE. 

Une partie de la validation de méthode a déjà été effectuée (Tableau 15) et la 

rédaction d’un dossier d’accréditation en portée B selon la norme ISO15189 est 

envisagée. 

 

Validation de méthode et accréditation selon la norme ISO15189 : 

 

Eléments à vérifier Avancée 

Répétabilité Réalisé 

Fidélité intermédiaire Réalisé 

Variabilité inter-opérateur En projet 

Justesse Absence de CIQ externalisés 

Exactitude 
Absence d’EEQ disponibles mais échanges 
inter-laboratoire en projet 

Sensibilité et spécificité analytique [137] 

Incertitudes Réalisé 

Etendue de mesure Non applicable 

Comparaison de méthode [137] 

      Robustesse et fiabilité des réactifs       [137] 

      Intervalle de référence      Non applicable 

 

Tableau 15 : Description et avancée du processus de validation de méthode selon le document 
SH FORM 43 

 

Ce travail a permis de montrer l’efficacité de la méthode sur des PBMC de sujets 

sains. Selon les critères définis dans le SH Form 43 du COFRAC, nous avons effectué 
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les tests de répétabilité (n=5). Nous avons calculé la fidélité intermédiaire, celle-ci est 

meilleure en utilisant des PBMC congelées provenant d’une même poche de sang 

(n=6). L’incertitude de mesure a été déterminée en utilisant la méthode GUM. 

Nous n’avons pas pu réaliser de comparaison de méthode avec la méthode de 

référence utilisant la thymidine car le CHU de Caen ne dispose plus de compteur β. 

Cependant, celle-ci a déjà été évaluée par Faivre et al qui donne à la technique une 

sensibilité de 100% et une spécificité de 89% en comparaison de la technique de 

référence utilisant la thymidine [137].  

La robustesse des réactifs n’a pas été évaluée mais toujours d’après Faivre et al. 

les faibles variations de concentrations des cellules mises en culture, de PHA et de 

CFSE ne font pas varier le pourcentage de prolifération final [137]. Nous nous sommes 

basés également sur cette étude pour définir la stabilité des réactifs qui est de 6 mois 

à -20°C pour la PHA et un an à -20°C pour le CFSE [137]. Nous avons suivi les 

recommandations fournisseurs pour les autres réactifs.  

Il n’existe pas de programme d’EEQ disponible mais un programme d’échange 

inter-laboratoires a déjà été initié par l’assistance publique des hôpitaux de Marseille. 

Il n’a pas été relancé depuis que nous avons développé la technique au CHU de Caen. 

En attente de la reprise de ce programme et en l’absence d’EEQ et de CIQ externalisés, 

nous ne pouvons donc pas calculer l’exactitude et la justesse de la technique.  Enfin, 

une estimation de la variabilité inter-opérateur sera effectuée dès que nous aurons 

habilité d’autres membres du personnel du laboratoire à cette technique. 

Nous avons testé la stabilité des produits d’aphérèse dans le but de pouvoir 

récupérer des échantillons venant d’autres centres ou de pouvoir externaliser l’analyse 

si besoin. Nous en avons conclu que pour le moment, cette analyse est difficilement 

externalisable. En effet, même si nous n’avons testé que deux patients dans notre 

étude de stabilité des échantillons de produit d’aphérèse, il semblerait que celle-ci soit 

limitée et dépendante de facteurs que nous ne maîtrisons pas (température, conditions 

d’acheminement…). D’autant plus que les échantillons ont été conservé dans des 

conditions plus favorables (milieu de culture) que dans des conditions de transport 

classiques. Il faudrait, pour compléter cette évaluation, refaire le test sur plus 

d’échantillons, en mettant plus de cellules en culture. Il faudrait potentiellement évaluer 

les conditions de transport, les milieux de conservation des cellules pourraient être 
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améliorés. Pour le moment, il est préférable de prendre en charge les échantillons 

directement après le prélèvement. 

 

Suivi des produits d’aphérèse dans la PCE : 

La PCE est approuvée dans le traitement des lymphomes cutanés et utilisée en 

seconde intention dans la maladie du greffon contre l’hôte [110]. Le choix d’un procédé 

d’illumination externe par l’EFS de Caen et le cadre réglementaire entourant cette 

pratique a nécessité l’élaboration de contrôles immunologiques par un laboratoire 

indépendant. Ces derniers servent à s’assurer de la qualité des lots de 8-MOP et de 

la bonne irradiation des cellules. 

Ce travail a permis de montrer l’efficacité de la méthode sur des produits d’aphérèse 

et a permis de valider l’inhibition de la prolifération des cellules post irradiation.  

Nous avons testé des patients pour les deux principales pathologies pour lesquelles 

la PCE a une indication (Lymphome de Sézary et GVH).  

Concernant les patients Sézary, bien que la prolifération soit faible pré-PCE pour 2 

des 3 patients, la présence de cellules de Sézary n’a pas rendu l’exploration par cette 

technique difficile comme cela a pu être décrit dans la littérature [137]. En effet, les 

cellules de Sézary CD3+ ne semblent pas proliférer en réponse à la PHA [137]. Ce 

phénomène est possiblement lié à une perte de la capacité de division des cellules 

anormales [138].  

Pour les patients GVH, la prolifération pré-PCE est également plutôt faible (<20%) 

chez 4 des 7 des patients. Cependant, la différence de prolifération pré et post-PCE 

reste significative pour tous les patients ayant des résultats exploitables. 

Nous avons observé qu’il restait peu de cellules post-PCE disponibles pour 

l’analyse après culture. Pour un tiers des patients, cela a rendu l’interprétation de 

l’analyse impossible. Bien que nous ayons augmenté le nombre de cellules mises en 

culture, cela n’a pas entièrement résolu le problème et il faudrait probablement en 

mettre encore davantage en culture ce qui est réalisable au regard du matériel 

disponible. 

Pour ces cas ininterprétables, une absence de synthèse de l’ADN peut être 

objectivée grâce à la technique de référence utilisant la thymidine tritiée. Cependant, 

cette absence de synthèse de l’ADN est potentiellement due uniquement à la mortalité 

cellulaire et non à une diminution de la prolifération. En effet, contrairement à la 
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technique que nous avons utilisée, la thymidine tritiée ne donne pas d’informations 

quant à la viabilité des cellules.  

Dans son étude, Evrard soulignait déjà les limites des contrôles immunologiques 

basés uniquement sur l’inhibition de la prolifération cellulaire post-PCE et soulignait 

l’intérêt de développer un test qui prenne en compte l’apoptose des cellules irradiées. 

Nous avons quantifié la diminution de la viabilité des lymphocytes T post-PCE grâce 

à un marquage 7AAD [145]. Nos résultats montrent qu’il y a une diminution significative 

de la viabilité cellulaire pour les échantillons post-PCE. Pour les 7 patients analysables 

en viabilité et en prolifération, les résultats aboutissent à la même interprétation. Pour 

deux patients (LEC et DEW), seule l’analyse par la viabilité permet de rendre un 

résultat. Cette méthode peut donc être utilisée indépendamment ou en complément 

de la méthode classique évaluant la prolifération. 

 

Exploration d’une dermite de contact au liquide amniotique de vache : 

Pour ce patient, les tests cutanés étaient négatifs sauf pour le patch dodécyle 

gallate, un excipient faisant partie de la batterie excipient, cosmétique, qui était 

douteux, mais son imputabilité est peu probable. Les explorations biologiques de 

l’hypersensibilité immédiate (dosage des IgE spécifiques, TAB) étaient négatives. 

Cependant, pour la vache nous n’avons testé que les IgE spécifiques vache (poils et 

squames), l’albumine sérique et l’α-Gal. Il serait intéressant de tester les IgE dirigées 

contre les protéines du lait de vache. D’autres allergènes de l’épithélium et des 

phanères de bovins ont été identifiés dans la littérature tels que Bos d 1, Bos d 2 

(lipocaline), Bos d 3 (Ca-binding homologue), Bos d 4 (α-lactalbumine), Bos d 5 (β-

lactoglobuline), Bos d 7 (immunoglobuline) et Bos d 8 (caséine) [120]. Il serait 

intéressant de les tester en « recherche ». D’autre part, nous avons utilisé pour le TAB 

les concentrations recommandées par le fournisseur pour des protéines animales 

telles que le blanc d’œuf ou le lait mais au vu des résultats, elles pourraient être 

optimisées pour objectiver ce type de réaction avec un autre produit biologique. Il est 

donc prévu de refaire un TAB avec des concentrations plus élevées en liquide 

amniotique de l’ordre de celles utilisées pour le TPL ou bien encore en réponse à du 

SVF. Pour ce type d’allergène, la valeur seuil du fournisseur fixée à 15% de cellules 

exprimant le CD63+ pourrait également être discutée. En effet, cette valeur est 
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optimale pour les protéines telles que les phospholipases des venins d’hyménoptères 

ou la caséine du lait mais pas forcément pour d’autres liquides biologiques. 

La réalisation du TPL à titre expérimental nous a permis de constater que pour ce 

patient ce test semble être un bon test diagnostique. En effet, les pourcentages de 

prolifération après culture avec du liquide amniotique de vache à 0,3 g.l-1 de protéines 

ou dans un milieu avec 10% de SVF étaient bien supérieurs aux pourcentages de 

prolifération observés avec les cellules d’un témoin. Les cellules du témoin avaient 

toutefois faiblement proliféré en réponse à la même concentration de liquide 

amniotique, bien que 5 fois moins que pour le patient, et n’avaient pas proliféré en 

réponse au SVF. Ces différences obtenues entre le patient exposé au liquide 

amniotique de vache et le témoin démontrent une réactivité plus importante des 

cellules du patient. La prolifération des cellules du témoin peut s’expliquer par une 

certaine forme de xénoréactivité. 

Il faudrait optimiser la gamme de dilution du liquide amniotique en réalisant à 

nouveau le test avec des concentrations proches de celle pour laquelle nous avons 

observé une réaction (0,3 g.l-1 de protéines) pour pouvoir observer une relation entre 

la dose et la réponse proliférative. 

 Afin de confirmer la spécificité de la réaction vis-à-vis de la vache, il serait 

intéressant de refaire le test avec des liquides amniotiques provenant d’autres espèces 

(ex : jument) pour lesquelles le patient ne présente pas de réaction.  

Concernant les applications du TPL pour d’autres cas cliniques similaires, le résultat 

positif que nous avons obtenu avec le SVF à 10% suggère qu’il pourrait remplacer un 

liquide protéique d’origine bovine (sang, liquide amniotique, salive) pour des 

explorations visant à objectiver une HSR aux protéines bovines. Son accessibilité en 

laboratoire en fait un substitut intéressant s’il n’est pas possible d’avoir le liquide 

biologique suspect. 
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 Conclusion et perspectives 

 

 La mise au point de tests qui explorent la réponse proliférative T in vitro permet des 

investigations approfondies autant pour le diagnostic des déficits immunitaires que de 

l’excès d’immunité. L’approche que nous avons choisie avec la mise au point du TPL 

au sein du laboratoire d’immunologie et immunopathologie du CHU de Caen a le 

mérite de fournir un outil avec des applications diversifiées : diagnostiques et de 

contrôle qualité. Ainsi, dans un premier temps, cette mise en place de technique a 

permis d’évaluer la qualité de la préparation des produits d’aphérèse destinés aux 

patients traités par PCE. Dans un second temps, elle a servi de test diagnostique 

permettant d’objectiver une hypersensibilité chez un patient atteint de dermatite de 

contact aux protéines du liquide amniotique de vache.  

Concernant le suivi des produits d’aphérèse de PCE, ce travail s’est orienté sur la 

mise en place d’une méthode non radioactive de contrôle qualité mais l’existence d’un 

test en cytométrie ouvre d’autres perspectives. En plus d’être moins contraignante en 

termes de sûreté, la cytométrie et l’utilisation du CFSE apportent plus d’informations 

que la méthode de référence utilisant la thymidine tritiée. Il serait ainsi possible 

d’identifier et d’étudier les lymphocytes survivants parmi la grande majorité de 

lymphocytes apoptotiques incapables de se diviser. Cela pourrait permettre d’étudier 

les modifications des cellules qui sont réinjectées au patient et qui jouent, sans doute, 

un rôle dans le mode d’action in vivo de la PCE.  

Sur le versant allergie, il est possible d’élargir ce travail et de démontrer l’efficacité 

du test dans le diagnostic des HSR, il nous faudra pour cela constituer une cohorte de 

patients positifs en tests cutanés pour des réactions d’HSR puis former des groupes 

appariés pour leurs manifestations cliniques respectives (exanthème maculo-papuleux, 

syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse, toxidermie nécrosante…) et élargir les 

allergènes identifiés, protéines, médicaments (pénicillines, IPP, anticonvulsivants, 

allopurinol, antituberculeux, AINS). Il serait également intéressant de développer 

d’autres techniques telles que l’ELISpot pour le dosage des cytokines produites lors 

de la culture dans le but d’augmenter la sensibilité globale.  
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Le TPL a également sa place dans le diagnostic des déficits immunitaires en 

complément des tests déjà réalisés au laboratoire (dosage des immunoglobulines 

sériques et leurs sous-classes, phénotypage lymphocytaire étendu, sérologies 

vaccinales, dosage du complément) bien qu’il soit de moins en moins utilisé avec 

l’avènement de techniques telles que le phénotypage lymphocytaire étendu et le 

séquençage génétique. Le développement de la technique pour cette application et 

son utilisation en routine au laboratoire est en projet. 

 

Pour conclure, les techniques d’exploration de la réponse T in vitro et plus 

particulièrement le TPL sont des techniques qui, bien qu’utilisées fréquemment en 

recherche, demeurent peu développées dans le diagnostic en routine hospitalière. 

Il est nécessaire d’améliorer les échanges et collaborations entre laboratoires 

réalisant ces techniques pour une standardisation des pratiques.  
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Résumé 

Les lymphocytes T sont des cellules majeures du système immunitaire adaptatif dont les actions 

de coordination ou de cytotoxicité en font les acteurs clés de la réponse spécifique vis-à-vis d’un 

antigène. L’activation par l’antigène induit la prolifération lymphocytaire ou la production de 

cytokines. Ces réponses prolifératives et fonctionnelles peuvent être objectivées in vitro par le test 

de prolifération lymphocytaire (TPL). Nous avons mis en place la technique utilisant une méthode de 

cytométrie en flux par mesure de la dilution du CFSE au CHU de Caen. Le développement de cette 

technique a permis de répondre à deux objectifs. Premièrement, celui d’effectuer le contrôle qualité 

des poches d’aphérèse utilisées chez les patients traités par photochimiothérapie extracorporelle 

(PCE) à l’Etablissement Français du Sang de Caen. Nos résultats valident le processus d’irradiation en 

montrant la diminution de la prolifération des lymphocytes T ainsi que la diminution de leur viabilité 

post-PCE. Deuxièmement, la technique permet de contribuer au diagnostic des hypersensibilités 

retardées. Nous avons exploré un cas de dermatite de contact aux protéines de liquide amniotique 

de vache et nous avons ainsi pu confirmer le mécanisme allergique chez ce patient.
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Summary 

T cells are major cells of the adaptive immune system whose coordination or cytotoxicity actions 

render them key players in the antigen specific response. Activation by the antigen induces 

lymphocyte proliferation or cytokine production. These proliferative and functional responses can be 

analyzed in vitro by the lymphocyte proliferation test (LPT). We implemented this technique at Caen 

University Hospital using a flow cytometry method by measuring the dilution of the CFSE. The 

development of this technique met two objectives. Firstly, to carry out quality controls of the 

apheresis bags used for patients treated with extracorporeal photochemotherapy (ECP) at Caen 

Etablissement Français du Sang. Our results validate the irradiation process by showing the decrease 

in the proliferation of T lymphocytes as well as the decrease in their post-ECP viability. Secondly, this 

technique can contribute to the diagnosis of delayed hypersensitivity. We explored a cow's amniotic 

fluid proteins contact dermatitis case and we were able to confirm the allergic mechanism for this 

patient. 
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