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Avant-Propos

Le systéme 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 pathogénes aussi bien
exogenes (infectieux) qu’endogénes (générés par I'organisme). On individualise deux
types de réponses, 'immunité innée, naturelle et 'immunité adaptative ou spécifique.

La réponse engageée par limmunité innée est non spécifique du facteur
déclenchant. Elle repose sur I'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 lymphoides telles que les lymphocytes NK (Natural Killer), NKT (Natural killer
T), Tyd et les cellules lymphoides innées (ILC). L'immunité innée comprend aussi la
production de molécules responsables de I'inflammation permettant le recrutement de
nouvelles cellules immunitaires qui amplifient a leur tour la réponse. L'immunité innée
permet de combattre les infections rapidement durant le délai de la mise en place de
immunité adaptative.

L’'immunité innée n’est pas toujours suffisante et un second type de réponse
immunitaire s’est développée au cours de I'évolution, 'immunité adaptative apparue il
y a 500 millions d’années chez les vertébrés. Elle permet de produire une réponse
spécifigue dirigée contre un antigene grace a des cellules spécialisées, les
lymphocytes B et T. Cette réponse permet aussi de garder une mémoire vis-a-vis de
'antigéne et sera réactivée en cas de nouveau contact avec celui-ci. La spécificité d’'un
lymphocyte pour un antigéne est déterminée par la présence d’un immunorécepteur
gui reconnait un antigene donné. Il y a peu de cellules spécifiques d’'un méme épitope
et 'ensemble des lymphocytes d’un individu qui reconnaissent une multitude
d’antigénes forme le répertoire immunologique. Un lymphocyte est naif jusqu’a ce qu’il
soit activé lors de sa rencontre avec I'antigéne. Celle-ci s’effectue lors du contact direct
de l'antigéne avec le récepteur des lymphocytes B (BCR) ou lors sa présentation sous
forme de peptide par une cellule présentatrice d’antigéne (CPA) reconnu par le
récepteur des lymphocytes T (TCR) ap. La CPA peut étre une cellule dendritique, un

monocyte, un macrophage, un lymphocyte B. L’activation d’'un lymphocyte entraine sa
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prolifération et sa différenciation fonctionnelle. Pour le lymphocyte B, son activation
entraine 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 I'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 confére un réle majeur
dans le maintien de I'homéostasie. lls sont impliqués dans les mécanismes de
tolérance peériphérique.

Le systéme immunitaire peut présenter des déficits (constitutifs ou acquis) ou se
dérégler. Parmi les dysfonctions, il peut étre 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 phénoménes d’hypersensibilité constituent une deuxiéeme forme de
déreglement du systeme immunitaire. Dans I’hypersensibilité, on observe une réponse
exagérée vis-a-vis d’antigenes. La classification de Gell et Coombs [1] individualise
guatre types d’hypersensibilité. Le type | est l'allergie immédiate, liée aux IgE. Les
types Il et Il sont liées aux IgG avec des mécanismes cytotoxiques ou liés aux
complexes immuns. Enfin, le type IV constitue les réactions d’hypersensibilité retardée
(HSR) impliqguant des mécanismes cellulaires et cytotoxiques.

Dans cette these, nous nous sommes intéressés a la réponse engagée par les
lymphocytes T pouvant étre évaluée in vitro. Cette exploration répond a plusieurs
enjeux en routine hospitaliere 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 a divers stimuli : le test de prolifération lymphocytaire (TPL). Parmi ses
multiples applications, nous avons choisi de ['utiliser pour valider les controles
d’illumination dans le suivi des produits d’aphéréses de photochimiothérapie
extracorporelle (PCE). Cette technique a également été utilisée comme technique

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



Introduction

La premiere étape menant a I'activation et a la prolifération cellulaire du lymphocyte T
est la liaison via son récepteur, le TCR, a I'antigéne apporté par la cellule présentatrice
d’antigéne. Cette liaison va entrainer une multitude de modifications structurales et

fonctionnelles du lymphocyte T qui vont aboutir & sa différenciation.

| Le récepteur des lymphocyte T (TCR)
|.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 o/ (Figure 1) et dans 5%

des cas y/d.
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Figure 1: Représentation des sous-unités du complexe TCR a/8

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



Dans la portion extracellulaire, on retrouve une région constante et une région
variable, comportant elle-méme 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 chaines y, 0, € et ¢ du complexe CD3 [2].

Les TCR y/d reconnaissent des antigenes non peptidiques et cette reconnaissance
se fait indépendamment du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) [3].

Les TCR y/d ne seront pas abordés dans la suite de cette thése.

|.2 Réarrangement des génes du TCR et variabilité

Afin de générer un large répertoire d’antigéne, 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
genes VJ et VDJ codant pour les parties variables. Elle est sous contrble 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 a I'ajout ou au
retrait de nucléotides au niveau des zones de recombinaison.

Indépendamment des meécanismes de réarrangements géneétiques, il existe
egalement une diversité d’association consistant en I'appariement aléatoire des
chaines a/p. 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 102° TCR pour les estimations les plus larges [4].

Pour les régions de détermination de la complémentarité, la variabilité de CDR1 et
CDR?2 est héritée génétiquement tandis que la variabilité de CDR3, générée par les

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

[5].



Il Le développement des lymphocytes T af

Les lymphocytes T se développent a partir d'une population de cellules souches
hématopoiétiques qui migrent de la moelle osseuse vers le thymus et expriment les
marqueurs CD34* et CD38"°"[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’ou
son appellation de thymocytes double négatifs [7]. Il existe 4 stades de différenciation
de ces thymocytes doubles négatifs (DN1 a 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 chaines B puis q, ils expriment ainsi leur récepteur, le TCR
[8]. lls 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
reconnaitre 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 | et
les lymphocytes T CD4 le CMH de classe II. Ultérieurement, une deuxieme 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 étre

activés en périphérie.

Stade
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Figure 2: Schéma simplifié du développement des lymphocytes TCR af dans le thymus (adapté
d’apres [8,10])
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lll Répartition des lymphocytes T

L’écotaxie ou « homing » correspond a la migration des lymphocytes du sang vers
les organes lymphoides secondaires apres la sortie du thymus. C’est dans ces
organes lymphoides secondaires qu’aura lieu la rencontre entre le lymphocyte T et
son antigéne. En I'absence d’antigene, les lymphocytes vont sortir des organes
lymphoides secondaires et continuer a circuler. Les étapes de cette recirculation sont
contrélées par des chimiokines et un ensemble de molécules d’adhérence qui
reconnaissent des ligands présents a la surface des cellules endothéliales cuboides
des veinules post capillaires permettant ainsi le passage des lymphocytes T sanguins
vers les organes lymphoides secondaires. Les principales molécules d’adhérence font
partie de la famille des sélectines, des intégrines ou de la superfamille des
immunoglobulines [11].

Au-dela 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 a la surface des
lymphocytes naifs qui se lie a ICAM-1 et ICAM-2 (Intracellular adhesion molecule)
présents a la surface des CPA. L’interaction avec I'antigéne entraine un changement
de conformation de LFA-1 qui permet d’augmenter I'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 I'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 chaine a du récepteur a I'lL-2 (R-IL-2) et induit la
progression des lymphocytes T de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire et la
réplication de leur ADN.

Contrairement aux lymphocytes B et hormis les cas particuliers des super antigenes
gui court-circuitent la voie de présentation classique et des TCR y/d, un lymphocyte T
est incapable de reconnaitre un antigene de facon native, il doit passer par
l'intermédiaire d’'une CPA [14].

Les antigenes exogenes lors de leur contact avec une CPA doivent étre endocytés
et dégradés par des protéases, les cathepsines, avant d’étre présentés sous forme

peptidique. lls le sont, soit via des molécules du CMH de classe Il aux lymphocytes T
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CD4* [5] soit grace a des mécanismes de cross-présentation via un CMH de classe |
aux T CD8* qui ne reconnaissent habituellement que les antigénes endogénes [15].

V.1 La synapse immunologique

Par analogie avec les synapses neuronales, on nomme l'interface entre une cellule
présentatrice d’antigéne 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 a 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 a la formation de la synapse immunologique. Il faut
atteindre un seuil d’antigéne (environ 10 liaisons a des complexes CMH/peptide) pour
effectuer la transition de kinapse a synapse [16].

Le principal role de la synapse immunologique est le controle 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. Géographiguement, 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 réle dans I'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 facon centripete 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 I'organisation d’'un
trafic vésiculaire intracellulaire [18].

Ce mécanisme physiologique est mis a mal notamment par le virus de
limmunodéficience humaine (VIH) qui entraine 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, phénoméne dynamique (fin d’interaction)
(adapté d’aprés [16])

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

Le signal antigénique qui contrdle la spécificité de la réponse immunitaire est appelé
premier signal.

Le TCR reconnait le complexe CMH/peptide présenté par une CPA (Figure 4). En
'absence de domaine intracytoplasmique, c’est le complexe CD3 (chainesy, 0, € et ()
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 | pour le CD8 ou classe
Il pour le CD4 [19]. Ces corécepteurs sont également impliqués dans le recrutement
de seconds messagers participant a la cascade de transduction du signal. La capacité
du complexe CMH/peptide a activer un lymphocyte T est généralement corrélée a
I'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 — 500uM) [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 I'hélice a du CMH et
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établissent l'orientation et la configuration globale de linteraction tandis que la
variabilité des régions de contacts du peptide avec les boucles CDR3 déterminent sa
spécificité [5]. Le TCR reconnait ainsi a la fois le peptide et la molécule de CMH qui le
présente.

Lymphocyte T
Membrane plasmique 7
BAARANAADANNANADN AAANAAANAAAD
VYUY LYUUUUYUYY BUUVUPUUYUNYYY
-~ TCR
.
Peptide — 7
Poche __ =SS
peptidique
— CMH
AAANAADNANAANADARARANNNARADNARRN A
TRTRVETRTR R VR VEVR TR VETARY “ TRVETRTRVE VR VRTR VR TR TR VR TR
Membrane plasmique J
CPA

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

a) Signalisation intracellulaire TCR / antigéne-dépendante

Le signal antigénique est également relayé par plusieurs voies de signalisation
intracellulaires menant a la production de I'lL-2 et de la chaine a de son récepteur
(Figure 5). Elles permettent la progression des lymphocytes T de la phase G1 a la
phase S du cycle cellulaire et la réplication de leur ADN.

Les chaines accessoires du complexe CD3 comportent des domaines
intracellulaires contenant des tyrosines appelés ITAM (Immuoreceptor-based Tyrosine
Based Activator Motif). A I'état basal, les tyrosines des domaines ITAM sont

déphosphorylées par I'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 chaines y,d et { 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 chaine et devient
elle-méme la cible de Lck. ZAP70 se transforme alors en site d’ancrage qui va pouvoir
connecter d’autres molécules. Ces derniéres 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 (Ca?*) a
l'intérieur du lymphocyte et la voie des protéines Ras qui active la voie des MAPK
(Mitogen activated protein kinase). Ces voies de signalisation entrainent 'activation de
facteurs de transcription tels que NFAT, NF-kB 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 a I'activation du lymphocyte T [26].
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Figure 5 : Voies de signalisations induites par I’activation du TCR menant a la production de
cytokines et a la prolifération cellulaire (adapté d’apres [27])

IV.1.2 Les molécules de co-stimulation : 2"d 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 a
la transduction du signal. Le signal de co-stimulation est donc le second signal qui
contrdle l'activation du lymphocyte T. Sans co-stimulation, on observe in vitro une

absence de réponse antigéne spécifique qui mene a 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 a 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 role de CD28 est crucial lors de I'activation du lymphocyte T et son absence
méne a l'anergie in vitro. La molécule B7.2 est faiblement exprimée de maniére
constitutive et est surrégulée tres rapidement alors que B7.1 est surrégulée de maniére
inductible a 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 a B7-1 et B7-2 entraine I'entrée en phase G1-S ainsi qu'une production d’IL-2
et de la chaine a de son récepteur [31].

CMH/peptide TCR

CPA

Lymphocyte T
CD80
CD86 CD28 +
CDs6 CTLA4 -
PD-L1 PD-1 -
PD-L2

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 a 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 apres activation. CTLA-4 agit via les

mémes ligands que CD28 mais a une affinité supérieure a ce dernier [30].
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PD-1 (Programmed cell death-1) joue également un réle important d’inhibition. PD-
1 est le récepteur des protéines PDL1 et PDL2. Comme CTLA-4, son expression est
augmentée lors de '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 contréles)
[33,34].

V Différenciation des lymphocytes T

Les cellules T matures qui n’ont pas encore rencontré I'antigéne sont dites naives.
Elles sont chez ’lhomme 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 I'antigene, le
lymphocyte va s’activer, proliférer et se différencier en lymphocyte T effecteur. Ces
cellules sécretent des cytokines et/ou molécules cytotoxiques. Contrairement au
lymphocyte T naif, le lymphocyte T effecteur n’a plus besoin d’'un deuxiéme signal pour

étre activé lors de sa rencontre ultérieure avec I'antigene.
V.1.1 Différentiation mémoire

La réponse qui résulte de la premiére rencontre des lymphocytes T naifs avec
'antigéne est appelée réponse primaire. Elle se décompose en trois phases (Figure
7).

Premierement, 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 naifs en T effecteurs.

Aprés élimination de I'antigéne, une grande majorité des lymphocytes T devenus
inutiles meurent par apoptose. Cette étape s’appelle la phase de contraction ou seule
une partie minoritaire d’environ 5% des lymphocytes T va survivre. Elle résulte de
mécanismes de la mort cellulaire induite par '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 méme antigéne, engager une
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réponse immunitaire secondaire plus précoce et plus importante [36]. lls sont en effet
capables de se diviser plus rapidement que des lymphocytes T naifs [37].

T effecteurs 0 b
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o T mémoires
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S 3 0090
J &
— T naifs
) - r'y
l_ i ...I ::z l‘.:
by
| Temps
1% contact avec l'antigéne 2&me contact avec l'antigéne

Figure 7 : Cinétique de laréponse des lymphocytes T (d'aprés [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 I'lL-15 sont impliquées dans la survie et la différentiations des lymphocytes T

mémoires [39].
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T naifs Tscm Tewm Tewm

CD45RO - - + +
CD45RA + + - -
CCRY7 + + + -
CD62L + + + -
CD27 + + + +/-
CD28 + + + +/-
CD31 +/- + - -
CD95 - + + +
CD49d - ? +/- +
CXCR3 - + + +
CD11la - + + +
CD122 - + + +/-
CD127- + + + -

Tableau 1 : Phénotype des principales sous-populations de lymphocytes T mémoires chez
I’h,umain (d’aprés [40]). Tscm : T cellule souche T mémoire, Tem : T central mémoire, Tem : T effecteur
memoire

Les T centraux mémoires (Tcm) expriment le récepteur de chimiokine CCRY7 et le
CD62L qui permettent leur circulation dans les tissus lymphoides périphériques de la
méme fagon qu’une cellule T naive. lls 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 lymphoides et sont
principalement présents dans le sang et les tissus périphériques non lymphoides ou
ils agissent in situ. lls ont la capacité d’exercer une réponse effectrice rapide en
sécrétant des cytokines telles que I'lFN-y, I'lL-4 et I'lL-5 [41].

Les lymphocytes mémoires résidents (Trm) grace a l'expression du CD69
(marqueur d’activation) et du CD103 (molécule d’adhérence) ne migrent pas et
persistent dans les tissus épithéliaux périphériques ou ils auront un rdle de protection
vis-a-vis des réinfections [42].

Les cellules « souches » T mémoires Tscu forment une sous population de
lymphocytes T mémoires trés peu différenciés exprimant un marqueur « naif », le

CDA45RA. Elles forment un réservoir de cellules souches et elles ont la capacité de
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s’auto-renouveler grace a des mécanismes qui ne sont toujours pas entierement
élucidés [40,43].

V.2 Différenciation fonctionnelle des lymphocytes T CD4

V.2.1 Polarisation des lymphocytes T helper

Apres l'activation, les lymphocytes T CD4 se différentient en différents types de
lymphocytes auxiliaires, c’est la polarisation. Elle dépend de la nature de I'antigéne et
de I'environnement lors du contact antigénique. Ces lymphocytes T helpers (TH) sont
classés en fonction de leur capacité a produire telle ou telle cytokine. On parle de
profils cytokiniques (Figure 8). lls sont dérivés du T naif stimulé dit THO qui produit a la
fois de 'lL-2, de I'lFN-y, de I'lL-4 et de I'lL-5.

%0
IL-10

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

a) Les lymphocytes Tnl

Les lymphocytes Tn1 sont capables de sécréter de grandes quantités d’IL-2, d’IFN-
y et de TNF-a [45]. lls sont caractérisés par I'expression du facteur de transcription T-
bet (T-box transcription factor) et identifiés phénotypiquement grace a leurs récepteurs
de chimiokines CCR5 et CXCR3. La réponse Tyl favorise une immunité de type

cellulaire et est principalement orientée vis-a-vis des pathogénes intracellulaires (virus,
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bactéries ou antigenes tumoraux). lls participent a I'activation des lymphocytes T CD8
cytotoxiques et a la cytotoxicité des lymphocytes NK. lls agissent sur les macrophages
en augmentant leur recrutement et leur capacité de phagocytose. lls entrainent
également la sécrétion d’anticorps de type IgG par les lymphocytes B. Cette production
d’anticorps facilite I'activation de la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps et
I'opsonisation [45].

La polarisation Tyl est permise par la sécrétion d’IFN-y et par I'lL-12 [46]. La
sécrétion d’'IFN-y va également diminuer la réponse TH2. A l'inverse, la réponse Tnl

est inhibée par la sécrétion d’'IL-10 et d’IL-4.
b) Les lymphocytes Ty2

Les lymphocytes Tn2 sécrétent les IL-4, 5, 6, 9, 10, 13. lls sont caractérisés par
I'expression du facteur de transcription GATAS et on les identifie phénotypiquement
grace a leurs récepteurs de chimiokines CCR3, CCR4, CCR8, CXCR4 et CRTH2 [45].
Ces lymphocytes permettent une réponse contre les pathogenes extracellulaires et
notamment vis-a-vis des parasites. lls 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
entraine la libération de granules contenant notamment de I'histamine impliquée dans
les phénomenes d’allergie par hypersensibilité immédiate.

La réponse T2 est favorisée par la sécrétion d’IL-4 et diminue la réponse Thl via
la sécrétion d’IL-10, d’IL-4 et en réprimant le facteur de transcription STAT4

responsable de la sécrétion d'IFN-y [47].
c) Les lymphocytes Tn9

Les lymphocytes TH9 sécrétent surtout de I'lL-9, mais aussi les interleukines IL-10
et IL-21. lls expriment particulierement les facteurs de transcription PU-1 et IRF-4,
mais aussi GATA-3. Leur différentiation est stimulée par le TGF-f et I'lL4 [48]. lIs ont
été initialement décrits dans leur participation a 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 I'asthme, mais
aussi dans certaines maladies auto-immunes chez la souris telles que

I'encéphalopathie auto-immune expérimentale [50].
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d) Les lymphocytes Tyl7

Les lymphocytes Tul7 sécretent les interleukines 17A, 17F, 6, 22 et 21 [51]. lls sont
caractérisés par I'expression du facteur de transcription RoryT et on les identifie
phénotypiquement grace a 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 rbéle dans la réponse contre les
pathogénes 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 rhrumatoide ou encore les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin.

La réponse Tnl7 est favorisée par la sécrétion d’IL-18, d’IL-6, d’IL-23 et de TGF-
(Transforming growth factor B) [55].

Il a plus recemment éteé identifié une sous-population intermédiaire Th1/17 capable
de produire a la fois de I'lL-17A et de I'lFN-y [56].

e) Les lymphocytes Ty folliculaires

Les lymphocytes T folliculaires (ou Th21) permettent de réguler le développement
de I'immunité B ainsi que I'acquisition d’'une mémoire B. lls produisent de I'lL-21 et de
l'IL-4 [57] et expriment le facteur de transcription BCL-6 [58]. lls sont identifiés
phénotypiquement par les marqueurs PD-1, ICOS et CXCRS5. lls agissent sur la
formation des centres germinatifs et sont nécessaires aux processus de commutation
isotypique des lymphocytes B et a la production de plasmocytes de longue durée de
vie ayant une forte affinité pour I'antigéne ou de lymphocytes B mémoires [59]. I
semblerait que d’autres lignées des lymphocytes T helpers (Tnl, Th2, Thl7) puissent
acquérir des fonctions et le phénotype des Ty folliculaires en fonction de
'environnement inflammatoire [58]. Ces cellules sont induites en réponse a I'lL-6 et
I'lL-21 [60].

f) Les lymphocytes Tn22

Plus récemment identifiés, les lymphocytes Tn22 ont d’abord été considérés comme
une sous-population de lymphocytes Th17 [61]. Les lymphocytes Th22 se caractérisent
par leur importante production d’lL-22 et leur absence de production d’IL-17, ils
sécretent également de I'lL13, 26 et du TNFa. 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, I'intestin, les poumons et les glandes salivaires [63]. Ces cellules jouent un réle
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-a [64].

V.2.2 Les lymphocytes T régulateurs (TreQ)

Les lymphocytes T régulateurs sont identifiés par leur forte expression constitutive
de la chaine a du récepteur a I'lL-2 (CD25) et leur faible expression du récepteur a I'lL-
7 (CD127). lls expriment le facteur de transcription FoxP3. Ces lymphocytes ont
comme principale caractéristique d’inhiber la prolifération des autres lymphocytes via
leurs fonctions immunosuppressives. lIs jouent un réle 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 I'activation des Treg [65].
a) Les Treg naturels (nTreg)

La population la plus représentée est la population Trg directement issue du
thymus. Les nTreg produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10 et le
TGF-B. Leur role est d’inhiber la prolifération des lymphocytes T en réponse a un
antigene, eux-mémes ne proliferent pas a ce méme antigene. 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 mémes marqueurs que les nTreg (CD25*i9h,
FoxP3...) et remplissent les mémes fonctions mais différent dans leur besoin en
signaux de costimulation [67]. Les iTreg peuvent étre induits in vitro grace a de I'lL-2,
du TGF-B ou de la rapamycine [67].

lls existe également deux autres populations périphérigues n’exprimant pas le
facteur de transcription FoxP3, les Tr1 produisant de I'lL-10 et les Tw3 qui sécrétent du
TGF-B (Figure 9) [68].
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Figure 9 : Sous populations lymphocytaires T régulatrices (D'aprés [69])

V.3 Différenciation des lymphocytes T CDS8

Aprés activation par l'antigéne, le lymphocyte T CD8 (pré-CTL) devient un
lymphocyte T cytotoxique (CTL). Ces cellules interviennent dans I'immunité vis-a-vis
des pathogénes intracellulaires (virus, bactéries intracellulaires) en entrainant la lyse

des cellules cibles.
V.3.1 Cytotoxicité granulaire

La principale action cytotoxique des CTL repose sur I'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 a 18 molécules formant des pores
dans la membrane. Ces pores permettent I'entrée des granzymes dans la cellule [70].

Les granzymes sont des enzymes a sérine protéase. Il existe plusieurs types de
granzymes (A, B, C...) mais c’est la granzyme B qui posséde l'activité cytotoxique la
plus importante [71]. La mort cellulaire est induite dans les minutes qui suivent I'entrée
des granzymes dans la cellule grace au clivage de certaines caspases dont la caspase
3 activant le processus d’apoptose [72].

Les granules cytotoxiqgues contiennent également une autre molécule : la
granulysine qui altére la perméabilité des membranes pauvres en cholestérol et
notamment celle des bactéries, champignons, parasites [73].

Ce processus de cytotoxicité entraine 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
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Figure 10 : Principaux mécanismes de cytotoxicité des lymphocytes T CD8, adapté d’apres [74])

La cytotoxicité membranaire est dirigée par le Fas ligand (Fas-L), une molécule de
la superfamille des récepteurs aux TNF-a dont I'expression est augmentée lors de
I'activation du lymphocyte T et qui reconnait la molécule Fas (ou CD95 ou Apo-1) a la
surface de la cellule cible. Leur liaison déclenche la cascade d’activation des caspases

et donc I'apoptose [74].

V.3.3 Production de cytokines

Les CTL produisent également des cytokines telles que I'lFN-y et le TNF-a. L’IFN-
y a par exemple une action antivirale en inhibant la réplication virale [75]. Il augmente
aussi I'expression des genes codant pour le CMH de classe | et augmente donc la
présentation des peptides antigéniques par les cellules cibles [76]. De plus, I'lFN-y et

le TNF-a augmentent le recrutement des macrophages [45].
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VI Exploration de laréponse T, tests in vitro

VI.1 Evaluation de la réponse proliferative: 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 & vis de
mitogénes ou d’antigénes spécifiques. Un mitogéne est capable d’activer une ou
plusieurs voies de signalisation et d’entrainer la prolifération cellulaire polyclonale.
Dans le cas d'une stimulation par un antigéne, les lymphocytes T mémoires
présensibilisés du patient vont étre activés in vitro lors d’'une re-stimulation par
'antigéne d’intérét.

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 a 7 jours en
présence de mitogenes et/ou d’antigénes/allergénes. La prolifération sera comparée
a celle mesurée sans stimulation et validée par un contréle positif avec un mitogéne
(cf Matériels et méthodes). Apres avoir réecupéré les cellules, on mesure la réplication
de 'ADN ou bien directement la division cellulaire grace a 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 fagon spécifique a des
oligosaccharides présents a 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 mitogene
(PWM). lIs sont utilisés pour évaluer la capacité de réponse lymphocytaire a une
stimulation.

Des anticorps monoclonaux anti-CD3 (ou plus rarement anti-CD2) sont aussi
utilisés tels que '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 'ionomycine (PMA-
lono). 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

27



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 antigéne spécifique, il est
également possible d’utiliser des superantigenes comme les entérotoxines
staphylococciques.

Pour évaluer l'efficacité des réponses vaccinales, des antigénes vaccinaux sont
utilisés tels que I'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 tritice. C’est une base nucléotidique qui permet de marquer 'ADN en
synthese lors de la phase S et donc sa réplication induite lors de la prolifération. On
mesure le nombre de coups par minute a l'aide d’'un compteur 8 a scintillation liquide
reflétant l'incorporation de thymidine radioactive.

Le marquage s’effectue 16h avant la fin de la culture et la mesure est trés rapide,
cela présente '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 a des controles par linstitut de radioprotection et de sdreté
nucléaire (IRSN), des pieces a acces contrélé et une surveillance du personnel habilité
réalisant la technique. Le développement de techniques non radioactives les supplante

donc peu a peu.
b) Techniques de cytométrie en flux (CMF)

Les marqueurs de réplication :

Des traceurs alternatifs non radioactifs peuvent aussi étre utilisés et quantifiés par
CMF. On retrouve tout d’abord des molécules permettant de mesurer la réplication de
'ADN a Tlinstar de la thymidine tritiée. On peut citer par exemple le BrdU
(bromodéoxyuridine) [77] et 'EAU (5-ethynyl-2'deoxyuridine) [78]. Le BrDU est un
nucléotide de synthese qui s’incorpore a I’ADN. Les cellules sont ensuite incubées en
présence de BrDU puis fixées et '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, I'étape de marquage allonge le temps de
technique et I'étape de dénaturation peut affecter la fixation d’autres anticorps.

L’EdU, commercialisé par la société Thermofisher scientific® dans le kit Click-it™
est également un nucléotide de synthese qui se fixe a ’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-iT™Alexa Fluor® contient
le groupement azide et 'EdU contient le groupement alcyne.

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

de détection de 'EdU ait acces au nucléotide (Figure 11) [79].

Anticorps )
anti-BrDU

Click-iT™ Alexa (

\ Fluor® azide
X Accessil:h
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P a

/ EdU incorporé /

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

Les marqueurs de division cellulaire :

On peut également évaluer la division cellulaire grace a des molécules
fluorescentes telles que le CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) [81]. Le
CFSE se fixe de fagon 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 fagcon équivalente entre les cellules filles ce qui permet d’évaluer
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la prolifération des lymphocytes par cytométrie en flux (Figure 12).
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Figure 12 : Expression du CFSE apres 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 I'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
antigene présent sur une protéine nucléaire exprimée par les cellules en prolifération
donc pas sur les cellules en GO.

Enfin, on peut mesurer la phosphorylation des protéines STAT-5 qui se transloquent
dans le noyau et régulent la transcription de la chaine a du récepteur de 'lL-2 (CD25)
essentielle a la prolifération lymphocytaire. Une tres récente étude de Bitar et al.
suggere que le niveau de phosphorylation de la protéine STAT-5A déterminé par
cytométrie en flux a 24h serait un bon indicateur de linitiation d’'une prolifération
lymphocytaire. Cette méthode permettrait un gain de temps de technique considérable
[85].
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V1.2 Evaluation de ’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-a-vis de cellules cibles, nous ne

détaillerons pas I'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. Apres lavage, est ajouté un anticorps primaire anti-cytokine puis
apres un second lavage un anticorps secondaire couplé a une enzyme. La révélation
se fait aprés un ultime lavage par ajout du substrat de I'enzyme et la lecture est
effectuée par spectrophotométrie.

Cas particulier de la détection de I'lFN-y : I'Interferon gamma release assay (IGRA)
est une autre méthode qui mesure la libération d’IFN-y en réponse a une stimulation
par des antigenes. Les cellules du patient en sang total sont incubées pendant 12h
avec des antigenes spécifiques, puis la mesure de la libération d’IFN-y dans le plasma
est effectuée par ELISA. Cette méthode a déja 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
a la stimulation par un antigene. Les cellules mononucléées du patient sont cultivées
dans des puits recouverts d’anticorps anti-cytokines. Aprés une incubation de 18 a 24h
en présence ou non d’'un antigene, les cellules sont éliminées et un second anticorps
spécifique de la cytokine, couplé a une enzyme est ajouté. La révélation se fait a 'aide
d’'un substrat chromogéne et on compte le nombre de taches (spots) révélées par le
substrat, chaque spot reflétant la sécrétion de la cytokine d’intérét 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 trés sensible et permet de détecter 25 cellules sécrétrices/10°

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 a I'aide de billes fluorescentes. Sont utilisées des billes couplées
avec des anticorps de capture anti-cytokine qui sont incubées avec le surnageant puis,
apres lavage, des anticorps couplés a une molécule fluorescente qui reconnaissent un
épitope différent de celui de I'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 I'antigéne pour bloquer I'export de cytokines puis les
cellules sont fixées et perméabilisées avant d’effectuer le marquage avec un anticorps
couplé a 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 fréequence 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 a elles
ne permettent le dosage que d’une seule cytokine a la fois mais avec une meilleure
sensibilité, de I'ordre du pg/ml.

Les technigues 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
Simoa™ et Erenna® qui reposent sur l'isolement de billes paramagnétiques qui se lient

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

VII.1 Diagnostic des déficits immunitaires primaires

Un déficit immunitaire est une situation pathologique liée a l'insuffisance d’une ou
de plusieurs fonctions immunologiques.

Les déficits immunitaires primaires sont des déficits congénitaux dont le diagnostic
est souvent réalisé durant I'enfance. Il existe plusieurs centaines de syndromes de
déficits immunitaires et plusieurs centaines de genes identifiés a 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 a I'dge 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 'immunité adaptative (cellulaire ou

humorale) que 'immunité innée.
VII.1.1 Stratégie de diagnostic des déficits immunitaires primaires

La premiere étape du diagnostic consiste a identifier les signes cliniques d’appel en
fonction de I'age. Par exemple, chez I'enfant on recherche :
1) Infections récurrentes des voies respiratoires hautes et basses
a. Plus de 8 otites par an (pendant 'automne et I'hiver) chez les moins de 4
ans
b. Plus de 4 otites par an (pendant 'automne et I'hiver) chez les plus de 4
ans
2) Plus de 2 pneumonies par an ou plus de 2 sinusites par an
3) Infections séveres a germes de type pneumocoque, Haemophilus,
Neisseria (ou un seul épisode de méningite ou de sespis) ; des infections a
bactéries pyogenes récurrentes
4) Infections récurrentes avec le méme type de pathogene
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) Antécedents familiaux de déficits immunitaires ou de signes cliniques

similaires
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A partir de ces signes d’appel, des examens biologiques de premiére 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 synthese
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 2™ intention [92] :

e Exploration de I'immunité spécifiques :
- Immunophénotypage lymphocytaire
- Dosage des sous classes d’'Immunoglobulines
- Phénotypage des lymphocytes naifs/mémoires
- Test de prolifération lymphocytaire

e Exploration de 'immunité non spécifique

- Tests fonctionnels des polynucléaires et du complément

Le bilan pourra étre confirmé par recherche de mutations génétiques (puce,
séquencage).
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signes cliniques d'alerte

J

hémogramme
frottis sanguin
[romaJe—|  dosaporgnm | ——> [anomal |
J’ sérologies post-vaccinales L
infections bactériennes et phénotypage lymphocytaire
fongiques récurrentes T, B et NK
infections l l
bactériennes Iymphopénie T absence de
récurrentes l lymphocytes T
test d'explosion phénotypage ¢
oxydative des PNN (DHR) lymphocytaire T étendu 5CID
IgE totales TTL
v
vl' sous-classes lgG v]u pre—
d [ t =
syndrome o i e lymphopénie T lymphocyles B
hyper IgE ‘l’ naiva, baisse
des TTL l
déficit en sous
classe d'lgG \L agammaglobulinémie
de Bruton
granulomatose — CID
septique chronique déficit du
(DHR diminuée) complément

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

VII.1.2 Evaluation de la réponse antigéne spécifiqgue des

lymphocytes T

Le test de prolifération lymphocytaire est un examen de seconde intention. Il doit
étre 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 a 1000 lymphocytes T /UL 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 mitogénes et/ou antigenes utilisés, le diagnostic peut étre
orienté vers certaines mutations présentées en Tableau 2. Dans le cas d’'un antigéne
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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TTL
Type de déficit

. o g e - Ref
immunitaire héréditaire PHA OKT3 PMA Ag
lono
DICs avec nombre de
lymphocytes >500/u. 4 HH ; [94]
Syndrome d’Omenn - oull - [94]
Déficit en ZAP70 -oulll -oulll N - oull [95]
Déficit en CD8A N N N N [96]
Déficit en RMRP ! Nou | Nou | [97]
OKT3:-o0u ||]
OKT3+CD28 : -
Déficit en IKBKB Nou | ou | [98,99]
OKT3+CD28+IL-
2:N
Déficit dans le complexe ]
CARD11-BCL10-MALT1 Nou | OKT?;CDZS . [100]
(CBM) W
Déficit en ITK N OKT3+CD28 : - [101]
ou |
OKT3: | oul|]
Défauts du flux calcique
(ORAIL, STIM1) Loulll  okT3+cp2g+lL- ‘OULH i [102]
2:]
Déficit en PNP 1 1 [ [103]

Défaut d’expression du
CMH de classe Il (CIITA, N - [104]
RFX5, RFXA, RFXANK)

Déficit en FOXN1 -oulll [105]
Déficit en CORO1A ! [106]
Déficit en CD40 et CD40L N N [107]

Syndrome de DiGeorge
avec lymphopénie et
diminution du % de
cellules T naives

Nou | Nou |

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’aphérése de photochimiothérapie

extracorporelle (PCE)

La photochimiothérapie extracorporelle (PCE) ou photophérése est une approche
thérapeutique décrite en 1987 par Edelson et al [109]. Cette technique est basée sur
'administration de cellules mononuclées autologues exposées a un agent
photosensibilisant et a une irradiation ultraviolette A (UVA).

Elle a montré son intérét dans le traitement de certaines pathologies
lymphoprolifératives T et auto-immunes [110].

Cette technique permet de diminuer les symptomes 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 contrbles qualité des produits sanguins.
Ainsi, depuis la commission de thérapie génique et cellulaire du 7 avril 2011, 'agence
nationale de sécurit¢ du meédicament (ANSM) demande aux centres disposant
d’appareil de photochimiothérapie extracorporelle d’effectuer des contrdles post-
irradiation. « Le procédé doit étre validé et des données relatives a un certain nombre
de préparations doivent étre fournies (fonction du niveau d’activité) afin de s’assurer

de la maitrise du procéde » [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 :

e Lymphome de Sézary : reconnu par la Food and Drug Administration
(FDA) depuis 1988
e Mycosis Fongoide

» Maladie du greffon contre I'héte (GVH) (en seconde intention)

Y

Rejet de greffe d’organes solides
» Pathologies auto-immunes et inflammatoires (ne reléve pas de la thérapeutique

courante)

37



Dans I'ensemble, la PCE est une technique trés bien tolérée qui entraine trés peu
d’effets secondaires. Cela facilite son utilisation et son évaluation dans de

nombreuses pathologies.
VIl.2.2 Mécanisme d’action

La PCE est utilisée dans deux situations complétement opposées, d’un cbté pour
induire une réponse cytotoxique vis-a-vis de clones pathologiques (lymphomes T
cutanés) et de l'autre pour induire une réponse immunomodulatrice tolérogene (GVH
et rejet de greffe). Ses mécanismes d’actions apparemment contradictoires ne sont

toujours pas élucidés mais des pistes ont été proposeées.
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 lymphoides.
Aprés avoir été activé par des UVA, le 8-MOP crée des liaisons covalentes entre les
bases pyrimidiques, ce qui entraine un arrét de la réplication de ’'ADN ainsi que des
mutations et des erreurs de transcription [112]. La PCE a donc un effet antiprolifératif
vis-a-vis des lymphocytes (plus particulierement des lymphocytes T) [113]. Les
lymphocytes traités qui sont réinjectés au patient vont alors entrer en apoptose dans
les 48 a 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 fibrinogene, présent dans le plasma, se fixe
sur la membrane de la PCE, puis les plaquettes se lient au fibrinogéne et s’activent en
exprimant la P selectine. Dans ces conditions, la liaison de la PSGL-1 monocytaire a
la P selectine plaquettaire entraine la différentiation des monocytes en cellules
dendritigues qui vont pouvoir phagocyter des fragments de cellules tumorales
lymphoides pour ensuite les présenter in vivo a des lymphocytes T [116]. Ce
phénomene est bénéfigue dans les lymphomes cutanés T notamment grace a
'augmentation de la production de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques spécifiques des
lymphocytes pathologiques [112]. Cela permet d’expliquer I'obtention d’une réponse
spécifique vis-a-vis des clones pathologiques ainsi que les rémissions obtenues alors
gue 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 d0 en partie a I'induction d’une tolérance aux antigénes
provoquée par une bascule dans la balance des populations de cellules dendritiques
DC1/DC2 en faveur des DC2. Cela atténuerait ainsi I'alloréactivité facilitée, en partie,
par la sécrétion de cytokines TH1. En effet, les DC1 myéloides produisent de I'lL-12
qui induit les T helpers vers la voie TH1 alors que les DC2 plasmacytoides 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+ empéchant I'activation
de lymphocytes T CD8 effecteurs dans un modéle d’hypersensibilité de contact chez
la souris [118].

VII.2.3 Principe de la photochimiothérapie extracorporelle

La PCE se déroule en 4 étapes :
1.Prélevement du sang du patient
2.Séparation des cellules mononucléées par cytaphérése
3.Traitement des cellules mononucléées :
e Addition ex-vivo d’'une molécule photo-activable, le 8-méthoxysporalen
(8-MOP)
e Irradiation aux UVA

4.Réinjection au patient des cellules traitées
VII.2.4 Méthodes disponibles

Il existe deux types de procédures :

- Une procédure en systeme fermé : les 4 étapes de la PCE sont réalisées avec
un appareillage unigue, en une seule opération

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

étape en utilisant a chaque fois un appareillage différent.
a) Systeme fermé:

L’appareil UVAR XTSTM (Figure 14) de la société américaine Therakos permet a
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 a UVA. Les cellules photoactivées sont
ensuite réinjectées au patient.

Ce systeme fermé est utilisé par environ 40% des centres disposant d’appareils de
photochimiothérapie. Il ne nécessite pas de mettre en ceuvre des contréles de qualité
bactériologiques (pas de contamination car systeme fermé) ni de contrbles
immunologiques (lots de 8-MOP et processus validés par le fournisseur).

Figure 14 : Appareil UVAR XTSTM, Therakos®

b) Systéme ouvert

Une poche de cellules mononucléées est prélevée par aphérése et les cellules sont
ensuite séparées a l'aide d’un séparateur de cellules Cobe Spectra. Ceci permet une
extraction plus importante des cellules mononucléées qu’en systéme fermé avec une
contamination minimale en globules rouges (<2%) (Tableau 3), les globules rouges
pouvant limiter I'efficacité de l'irradiation. Cette étape dure environ 3h. La suspension
cellulaire est transférée sous atmosphére controlée dans une poche adaptée a
lirradiation UVA dans laquelle est ajoutée le 8-MOP a une concentration de 200ng/ml.

Puis, la poche est placée dans I'appareillage a irradiation Theraflex® ECP (Figure 15)
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de MacoPharma™ ou dans I'UVA Biogenics® de Vilbert-Lourmat™. Le temps

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

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

réinjectées le plus rapidement possible au patient.

Ce systeme ouvert nécessite de mettre en ceuvre des contrdles qualité. Il est utilisé

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

France.

VII.2.5 Comparaison des deux systemes

Avantages

Inconvénients

Figure 15 : Appareillage Theraflex®, ECP

Systéme fermé

Simplicité de mise en ceuvre
et de réalisation

Systeme « tout en un »
Utilisation d’'un 8-MOP de
qualité pharmaceutique

Volume extracorporel
important

Contamination en globules
rouge (Ht>4%)

Co0t plus important

Volume traité plus faible que
pour le systeme ouvert
Absence de contrbles aprés
irradiation

Systéme ouvert

Contamination minimale en globules rouges
(Ht<2%)

Extraction d’'une quantité supérieure de
cellules mononucléées

Contrdle qualité avant et aprés irradiation
possible

Technique adaptée aux petits volumes et a la
pédiatrie

Utilisation d’appareils non dédiés

Codts réduits par rapport au systéme fermé
Permet d’autres application hors PCE

Risque de contamination bactérienne des
poches

Possibilité d’erreur d’attribution

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

Co(t de personnel

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

41


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

VI1.2.6 Procédures de contréle post-irradiation

Comme évoqué précédemment, seul le systeme ouvert peut étre sujet a des
contrbles. En plus des contréles bactériologiques, on peut contrler [I'effet
antiprolifératif lié a l'irradiation des lymphocytes.

Pour la bactériologie, deux hémocultures (aérobies et anaérobies) sont
ensemencées avec des cellules mononuclées du patient. Elles doivent étre répondues
négatives au bout de 10 jours d’incubation.

Pour les contrdles 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 apreés irradiation permet d’évaluer I'effet antiprolifératif de la PCE et de
contréler ainsi I'efficacité de la procédure. Il est applicable quelle que soit la pathologie

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

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

Lorsqu’un patient subit une greffe de cellule souches hématopoiétiques, il est
possible d’évaluer le retour a une réponse lymphocytaire T normale grace au test de
prolifération lymphocytaire.

A partir de 1000 lymphocytes/uL, 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 apres la troisieme injection (Figure 16).

. . +1mois (Ll de Pfﬂ!iféraﬁnn
Vaccination et
vaccinaux)

Suivi post Test de prolifération
greffe (PHA)

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

Les réactions d’hypersensibilité retardée (HSR) sont définies comme celles qui
surviennent plus de 6 heures apres une exposition aux allergénes 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
'HSR. Il est déja 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 intérét
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 étre associé aux tests cutanés. Il a également un intérét lorsque les tests
cutanés ne peuvent pas étre effectués (syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse,
toxidermies nécrosantes ou impossibilité de tester I'allergéne 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 allergénes et |l
ne permet pas d’évaluer une réactivité vis-a-vis des métabolites des produits suspects.

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

La physiopathologie de I'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
I'hypersensibilité retardée des mécanismes immunologiques aux tests de diagnostic

in vivo et in vitro ».
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RESUME

Les réactions d’hypersensibilité retardée (HSR) sont définies comme celles
qui surviennent plus de six heures aprés une exposition aux allergenes et
font intervenir 'immunité a médiation cellulaire. La peau est I'organe le plus
souvent atteint dans les HSR aux produits naturels ou de synthése ainsi
qu’aux médicaments. La plupart des éruptions cutanées sont bénignes et
spontanément résolutives, mais certaines sont graves, entrainant un risque
élevé de morbidité et de mortalité. Elles doivent étre reconnues tot et gérées
rapidement. La démarche diagnostique repose sur une anamneése exhaustive,
des tests in vivo tels que 'intradermoréaction retardée, le patch-test ou le
test de provocation orale et des tests biologiques in vitro explorant I'activité
de lymphocytes T spécifiques. Les performances de ces tests varient selon
les manifestations cliniques. Les avancées concernant 'immunopathogenése
ont permis d’identifier des alléles HLA associés aux manifestations cliniques
et ainsi de déterminer des facteurs de prédisposition. Cet article décrit les
caractéristiques et la place actuelle de ces tests selon les phénotypes d’HSR.

ABSTRACT

Delayed hypersensitivity reactions: phenotypes, predispo-
7\ sing factors, diagnosis and management

Mors cLEs

o Delayed hypersensitivity reactions (DHR) are defined as reactions that occur
’ Z.erglet. more than 6 hours after exposure to small reactive molecules or drugs.The
» diagnostic o . : )
i HL§\ skin is the most often affected organ. Potentially life-threatening severe cuta-

neous adverse reactions (SCAR) are associated with a high risk of morbidity
and mortality. They should be recognized and managed early by clinicians.The
diagnostic workup is based on a precise anamnesis, a history of past events,
Kevyworos in vivo tests such as delayed intradermal testing, patch-test or oral challenge
» allergy o and in vitro biological tests exploring the specific lymphocyte activity. Advances
» delayed hypersensitivity in understanding the delayed T cell-mediated reactions lead to identification

» hypersensibilité retardée
» médicament

: ji:ugnosis of predisposing of HLA alleles. We describe the performance of these tests
5 HLE regarding the HSR phenotypes.
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D Introduction

Les réactions d’hypersensibilité retardée (HSR) sont
définies comme celles qui surviennent plus de
six heures aprés une exposition aux allergénes. Ces
derniers comprennent des antigénes issus d’agents
pathogeénes intracellulaires persistants (Mycobacterium
tuberculosis, M. leprae, etc.) ou d’agents non infectieux,
comme les médicaments, les métaux ou de petites
molécules naturelles ou de synthése chimiquement
réactives (silice, béryllium, parfums, cosmétiques, etc.).
Les facteurs influengant le déclenchement des réactions
d’HSR sont multiples et déterminent une sensibilité
individuelle: on retrouve ainsi I'dge, le sexe, le statut
immunitaire, les infections, les facteurs environnemen-
taux, les conditions d’exposition (dose, fréquence), la
voie d’exposition (orale, cutanée, respiratoire) et la
nature de l'allergéne.

Les manifestations cliniques des HSR sont multiples et
incluent principalement des manifestations cutanées
telle que des éruptions morbilliformes et urticariennes
typiques ainsi que des réactions plus graves et poten-
tiellement fatales. L'eczéma de contact (EC) touche
52 20 % de la population des pays industrialisés. Elle
représente jusqu'a 20 % des maladies professionnelles
et 4000 molécules potentiellement allergisantes ont été
recensées. Les réactions séveres concernent les réac-
tions indésirables cutanées graves aux médicaments
(SCARs pour Severe Cutaneaous Adverse Drug Reac-
tion): on retrouve le syndrome de Stevens-Johnson (§JS)
ou de nécrose épidermique toxique (TEN pour Toxic

Dossier scientifique
La biologie de lallergie

Epidermal Necrolysis), le syndrome de réaction au médica-
ment avec éosinophilie et troubles systémiques (Dress)
et des maladies d’atteinte d’organe unique (foie et rein).
Ces manifestations sont rares avec une incidence de
0,35 a 9 par million de patients exposés [I].

Dans cette revue de la littérature, nous abordons les
mécanismes immunologiques impliqués dans les réac-
tions d’HSR. Nous décrivons les manifestations cli-
niques, les facteurs de prédisposition et les tests dia-
gnostiques in vivo et in vitro réalisables en décrivant leur
positionnement, leurs performances et leurs limites.

D Physiopathologie des
HSR: les mécanismes
immunologiques impliqués

On peut parler indifferemment d'immunité a médiation
cellulaire, d’hypersensibilité de type IV ou d’HSR, dans la
mesure ou les manifestations pathologiques sont liées
a des réponses immunitaires a médiation cellulaire. Les
réactions d’HSR se déroulent selon deux phases. La
premiére phase asymptomatique, dite de contact ou
de sensibilisation, correspond a I'activation de lympho-
cytes T helper (LTh) et la production de cytokines et de
lymphocytes mémoires (Tmem). L'activation des lym-
phocytes T repose sur trois principaux modeéles [2-5],
non exclusifs, décrits dans le tableau I [4]. Lors d’'un
second contact avec |'allergéne, celui-ci est reconnu
par les lymphocytes Tmem générés qui s’activent. lls
secrétent alors des cytokines qui vont permettre le

Tableau 1. Physiopathologie des hypersensibilités médiées par les lymphocytes T.

Mécanisme | Liaison covalente a un peptide du soi Liaison non covalente directement au Liaison non covalente au sein
= néo-antigéne HLA ou au TCR. Cette réaction peut du sillon de liaison au peptide
survenir lors de la premiére exposition
Schéma g r———— —
Lymphocyte T Lymphocyte T Lymphocyte T
TCR e ) "~ R
’ |
e d N 4
- ~ - ~ ; ~
W4
LA it
j foul _)
—
PA
Exemples | B-lactamines (liaison a I'albumine),AINS, | B-lactamines, quinolones, AINS, produits de contraste, carbamazépine,
sels de platine, anticorps monoclonaux, | allopurinol, abacavir
myorelaxants, métaux
D'aprés [2-5].
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Tableau 1. Classification révisée de Gell and Coombs

pour 'hypersensibilité de Type IV ou hypersensibilité retardée.

\n‘est pas connu.

Type IVa | I™ phase:Thl IFNy Eczéma de contact
2" phase : macrophages TNFa
IL-18
Type IVb | I™ phase:Th2 IL-4 Exanthéme maculopapuleux
2" phase: éosinophiles, lymphocytes B, | IL-5 Dress
IgE, 1gG4, mastocytes IL-13
Type IVc | Lymphocytes T cytotoxique — Granzyme B Erythéme multiforme
destruction immeédiate de la cellule Perforine SJS/TEN
Fas Ligand Erythéme pigmenté fixe
Granulysine (FDE, Fixed Drug Erythema)
Lésion hépatique d’origine médicamenteuse
(DILI, Ddrug-Induced Liver Injury)
Type IVd | I phase:ThI/Th17 GM-CSF AGEP
2" phase : neutrophiles IL-8
CXCL8
Le mécanisme de la toxidermie flexurale ou syndrome babouale (Sdrife, Symetrical Drug Prelated Intertriginous and Flexural Exantheme)

recrutement des cellules effectrices:les lymphocytes T
cytotoxiques (LTc), les macrophages, les polynucléaires
neutrophiles (PNN) et les polynucléaires éosinophiles
(tableau 2). Celles-ci infiltrent le site d’exposition a
I'antigéne et induisent une inflammation et des dom-
mages tissulaires.

L'EC au nickel est un exemple d’hypersensibilité de
type IVa basée sur le concept d’hapténe ou le nickel
lié a une protéine de la peau forme un néo-antigéne
(métalloprotéine). Les cellules de Langerhans captent ce
néo-antigene, le dégradent et présentent un complexe
peptide-nickel/CMH (pCMH) aux lymphocytes Thl naifs
au niveau des organes lymphoides secondaires. Ces
derniers sont activés, se différencient en lymphocytes
effecteurs et Tmem qui circulent et retournent dans la
peau par chimiotactisme. En effet, la présence du néo-
antigéne stimule les cellules de la peau et les macro-
phages qui liberent de nombreuses chemokines attirant
les lymphocytes dans la zone touchée. Au moment ou
le patient est exposé a nouveau au nickel, les lympho-
cytes sécrétent alors de nombreuses cytokines dont
PIFN-y. Celui-ci active localement les macrophages et les
kératinocytes qui proliférent entrainant une hyperplasie
et un épaississement de la peau. Ces cellules produisent
a leur tour des cytokines inflammatoires, augmentent
I'expression des CMH et des récepteurs au TNF ainsi
que la production de radicaux oxygénés responsables
des dommages tissulaires. De plus, les LTc détruisent
directement les cellules de la peau présentant des
pCMH et perpétuent I'inflammation locale.

Le Dress, qui illustre I'hypersensibilité de type IVb, est
associé a une activation de la voie Th2 induisant une forte
production d’IL-4,d’IL-5 et d’IL-13 et le recrutement des
éosinophiles. L'étude immunohistochimique de biopsies
cutanées a également révélé la présence de perforine,
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de granzyme B, de Fas ligand (FasL) et d’IFNvy [6]. La
réactivation des virus du groupe herpés serait également
impliquée dans la pathogenese du Dress. Il a été démon-
tré que les cellules T activées présentaient des spécificités
dirigées contre les herpés virus humain 6 et 7, du virus
Epstein-Barr, et du cytomégalovirus [7]. Ces observations
pourraient étre expliquées par la notion d'immunité
hétérologue: les cellules T spécifiques du médicament
seraient du fait de réactivité croisée des cellules Tmem
spécifiques de ces virus capables d'infection persistante
et de réactivations intermittentes.

Lhypersensibilité de type IVc correspond au concept
p-i et a pour phénotype le SJS notamment. Ce type
de réaction ne nécessite pas de phase de sensibilisa-
tion ni d’apprétement antigénique et induit une réac-
tion immédiate des LTc et des lymphocytes T natural
killer [8]. Ces cellules provoquent I'apoptose directe
des kératinocytes présentant I'antigéne en produisant
du granzyme et des peptides cytotoxiques en concen-
trations élevées [3].

La pustulose exanthémateuse aigué généralisée ou
I’Acute Generalized Exanthematous Pustulosis (Agep) est
la manifestation clinique qui illustre 'hypersensibilité de
type IVd. Au cours de la phase initiale, les vésicules sont
composées principalement de cellules Thl spécifiques
du médicament et de kératinocytes. Les kératinocytes
vont recruter activement les PNN par la production de
chemokines telles que le CXCLS8 et assurer leur survie
et leur multiplication par la production de GM-CSF et
d’IL-5. Les cellules Th17 peuvent également jouer un
role dans I’Agep par la libération d’IL-17 et d’IL-22, qui
ont un effet synergique sur la production de CXCL8
par les kératinocytes [9]. Des taux de granzyme élevés
suggerent également que cette derniére pourrait jouer
un role dans I’Agep [10].
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D Clinique et diagnostic
différentiel des HSR

Atteintes cutanées

Eczéma de contact

Syndrome le plus bénin, il apparait chez un individu
sensibilisé 24 a 48 heures aprés un nouveau contact
avec l'allergene. On observe des |ésions trés prurigi-
neuses, sous forme de placards érythémato-papuleux,
inflammées a contours irréguliers. Celles-ci évoluent
en lésions suintantes aprés rupture des vésicules et
s’accompagnent de |ésions de grattage, puis vers une
phase croiteuse ou une desquamation avant une gué-
rison sans cicatrice.

Ce syndrome peut étre confondu avec une dermatite
d’irritation qui est généralement localisée au niveau de
la peau qui a été en contact d’une substance irritante,
d’apparition plus rapide et présentant des lésions a
bord net. La dermatite atopique se distingue par une
atteinte cyclique touchant les plis, la téte et le cou chez
un patient atopique. Ces derniéres peuvent néanmoins

favoriser I'EC.

Toxidermies

On parle de toxidermie pour tout effet indésirable
cutané lié a une prise médicamenteuse. Elles sont
potentiellement graves pouvant mettre en jeu le pro-
nostic vital. La plupart de ces pathologies sont syndro-
miques (tableau 3) [11-13].

Atteintes immuno-allergiques
spécifiques d'organes

Les HSR peuvent atteindre d’autres organes de maniére
concomitante ou non (cas rares) aux toxidermies. Les
atteintes décrites dans la littérature sont les suivantes:
hématopoiétique, hépatique, rénale, pulmonaire, pan-
créatique, intestinale et myocardique. Le diagnostic est
difficile en raison d’une physiopathologie qui reposerait
sur la destruction de I'organe par des lymphocytes T
activés. La présence de granulome peut étre observée.
Les macrophages stimulés par les cellules T n’arrivent
pas a éliminer I'allergéne causal (silicose, béryllium, etc.)
et I'enferment alors dans une formation histologique
composée de cellules multinucléées géantes. Dans ce
processus, de nombreuses cytokines sont produites
dont le TNFa, I'lL-2 et le GM-CSF. Le diagnostic repose
sur la recherche de réaction lymphocytaire spécifique
(cf. démarche diagnostique in vitro) et sur un faisceau
d’arguments.

Détermination de l'imputabilité

Il est nécessaire devant toute suspicion d’HSR de réaliser
un interrogatoire précis pour recueillir I'ensemble des
données cliniques, chronologiques (délai d’apparition,

Pa— 9
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réapparition si nouvelle exposition et évolution a l'arrét
de I'exposition) et sémiologiques (clinique, facteurs
favorisants et diagnostics différentiels). Il faut noter que
I'atopie n’est pas un facteur de risque de toxidermie.
Il ne faut pas oublier qu’étiqueter a tort un patient
comme étant allergique a un médicament peut avoir
de lourdes conséquences sur les choix thérapeutiques
et est plus délétére pour le patient qu’un bilan allergo-
logique complet.

D Démarche diagnostique
in vivo

La positivité des tests cutanés, patchs tests (PT) et/
ou intradermoréactions (IDR), est un argument fort
pour définir I'imputabilité du produit ou du médica-
ment. A l'inverse, leur négativité n’exclut pas une HSR.
La valeur diagnostique des tests cutanés dépend de
la nature de la réaction cutanée et du type de molé-
cule impliquée. Leur spécificité est excellente mais
leur sensibilité est variable (tableau 4). Il est généra-
lement admis d’effectuer les tests au moins quatre a
sixsemaines apres la réaction aigué [14]. Quand c’est
possible, il faut avoir arrété les corticoides et les dermo-
corticoides depuis au moins sept jours ou les traite-
ments immunosuppresseurs un mois avant les tests.

Patch test

La méthode de réalisation des PT est indiquée dans
les réactions cutanées allergiques aux médicaments
et dans l'allergie de contact. Les recommandations
européennes les placent avant les IDT [|5]. Leur réa-
lisation est relativement standardisée en Europe par
I'utilisation d’allergénes en dispositifs commerciaux
(batterie standard européenne pour I'EC) ou prépa-
rés a la demande par les pharmacies hospitaliéres. Les
composés sont dissous dans de la vaseline ou de I'eau
et appliqués soit sur un disque en papier filtre ou
une bande dans la chambre du patch. La stabilité des
préparations pour PT n’est pas décrite dans la litté-
rature. Généralement, les patchs sont disposés sur la
partie supérieure plate du dos, bien que cette région
ait la plus faible densité en lymphocytes T résidents.
La sensibilité relative du dos par rapport aux autres
sites est inconnue [14,16]. Les tests sont laissés en
place 48 heures puis retirés et repérés. Une premiére
lecture est réalisée a 48 heures puis a 96 heures et a
sept jours. |l n’existe pas de contrdle positif appro-
prié. Les PT doivent étre préparés avec le médicament
dans sa forme commerciale, chaque médicament étant
dilué a 30 % [14] ou 20 % [17]. Létude de Brajon et al.
a montré que la concentration en principe actif variait
de 0,05 a 30 % dans les préparations a base de vase-
line issues de comprimés broyés [18]. Des études
complémentaires sont nécessaires pour maitriser ces
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3 des 4 criteres
obligatoires signalés
engras

polymorphe et variable

Enanthéme possible

Fiévre > 38 °C

Lymph-adénopathies

Exanthéme Eruption érythémateuse maculopapuleuse polymorphe Sub-fébrile (< 38,5 °C) Eruption du 9° jour
maculo-papuleux (scarlatiforme voire rubilliforme) (4-14 jours)
Atteinte du tronc avec extension symétrique vers les Prurit parfois intense
membres 2-3 jours apreés
réintroduction
Sdrife Erythéme maculopapuleux, délimité, souvent symétrique, | Fiévre inconstante 5a 10 jours aprés
localisé au niveau des plis de flexions, interfessiers, initiation du traitement
inguinaux et périgénitaux
Quelques heures
aquelques jours
apres réintroduction
Agep Erythéme, rouge vif, cedémateux, diffus en nappe Fievre | a5 jours
(scarlatiniforme) d’éruption brutale. Prurit (jusqu’a 3 semaines)
Associé a I'apparition rapide (heures) de nombreuses +/- altération de I'état général
petites pustules stériles non folliculaires, blanches
Localisation majoritaire dans les grands plis.
Dress Exanthéme maculeux inflammatoire, diffus avec prurit, Edéme facial 2 a 6 semaines

maculo-papuleux

TP direct serait indiqué dans en cas de
faible imputabilité du médicament
Sensibilité: 6 a 36 %

Positif dans 10 a 40 % des cas

Syndrome
d’hypersensibilité Atteinte d’un organe:
médicamenteuse hépatite (+++) pneumopathie
interstitielles, néphropathies
interstitielles, myocardite
FDE Lésion(s) maculeuse(s), rouge-brune(s), +/- bulleuse(s) +/- syndrome pseudo-grippal | Quelques jours
a quelques semaines
Récidive de la ou des Iésions au méme endroit
aprés réexposition Quelques heures
apres ré-introduction

SJS Macules érythémateuses étendues et diffuses Fiévre 4 228 jours
(< 10 % de la surface AEG
corporelle) Puis érosion et bulles multifocales avec décollement Bralures oculaires

cutané en lambeaux a la moindre pression Atteintes respiratoires
TEN (syndrome de Nikolski en doigt de gant) due a nécrose
(> 30 % de la surface de I'épiderme
corporelle) Mise a nu du derme sur une grande surface corporelle
Syndrome transitoire Erosion des muqueuses : oculaire, orale, génitale, anale,
(10-30 %) urinaire, trachéale, bronchique...

D'apres [10-12].
ableau 4 ation des pa S ade ade D-Yea O D

Exanthéme Potentiellement utile Utile Aprés tests cutanés retardés négatifs dans

situations peu probables
VPN :90 %

Eczéma de contact | Potentiellement utile Utile Apreés tests cutanés retardés négatifs
VPN non décrite

Sdrife Potentiellement utile Utile Aprés tests cutanés retardés négatifs
Positif dans 52 a 82 % des cas VPN non décrite

FDE Pas de données Utile si application au niveau des A dose totale quand le patch test est négatif
zones précédemment lésées VPN non décrite
Jusqu’a 41 % de positivité

D'aprés [18].

56 Revue FRANCOPHONE DEs LABORATOIRES * N° 521 « AvriL 2020

48



Dossier scientifique
La biologie de lallergie

Hyperéosinophilie

Antibiotiques
(B-lactamines, sulfamides)
Allopurinol
Antiépileptiques
Antituberculeux

Eruption bactériennes ou virales
(scarlatine, rubéole...)

Bénigne
Disparition en | semaine

Pénicillines A

Infections streptococciques,
ou virale (Parvovirus BI9)

Hyperleucocytose avec:

neutrophilie
importante
+/- éosinophilie

Antibiotiques

(pénicillines A, pristinamicine,
gluoroquinolones, macrolides)
Hydroxychloroquin Diltiazem

Psoriasis pustuleux généralisé

Infection cutanée

Régression spontanée en quelques jours
Desquamation

Mortalité <5 %

Anomalie
hématologique:
ruptionosinophilie
> IG/L
lymphocytes activés

Anticonvulsivants (Carbamazepine,
phénobarbital, lamotrigine)
Allopurinol, Antibiotiques
(B-lactamines, fluoroquinolones,
sulfamides, minocycline)

Eruptions virales (réactivation
HHV6/7/8, CMV ou EBV)
Erythrodermies

Dermites de contact
Lymphomes T épidermotropes

Lente sur plusieurs semaines

Mortalité jusqua 10 %

lymphocytoses Abacavir Syndrome hyperéosino-philiques

lymphopénie Nevirapine

thrombopénie
Paracétamol Maladies bulleuses Disparition des Iésions inflammatoires en
AINS auto-immunes quelques jours avec une hyperpigmentation

Tétracycliques
Sulfonamides
Barbituriques

résiduelle

Troubles hydro-
électroliques
Insuffisances rénales

Sulfamides
Carbamazépine phénobarbitale,
Phénitoine

épidermolyse staphylococcique
(absence d’érosion des
muqueuses)

Mortalité élevée (10 a 50 % en fonction
de la gravité d’atteinte cutanée)

Cytolyse hépatique Névirapine Atteintes respiratoires = mauvais pronostiques
Atteinte hématologique | AINS (oxicams) Maladies bulleuses
Allopurinol auto-immunes Complications infectieuses
Séquelles cutanées fréquentes
Risque de cécité
a est de provo O P) PO olle ae O etardee

Agep Potentiellement utile Utile Contre-indiqué: risque de réaction systémique
La sensibilité dépend du
médicament testé: 58 a 64 %
Dress Sensibilité: 64 a 100 % Utile Contre-indiqué: risque de réaction systémique
Sécurité actuellement inconnue Positif dans 32 a 80 % des cas
selon le médicament testé
SJS/TEN Considérée comme contre-indiquée Faible sensibilité: 9 a 24 % Contre-indiqué: risque de réaction systémique
bien que réactions graves rares
Dili Faible sensibilité s'il ny a pas d’atteinte | Faible sensibilités’il n’y a pas Contre-indiqué: risque de réaction systémique
cutanée associée d’atteinte cutanée associée
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concentrations finales. Des protocoles de réalisation
réguliere des PT sont proposés pour le S|S/TEN et le
Dress [19].

Intradermoréaction retardée

LIDR retardée présente un intérét lorsque des formes
solubles et stériles des médicaments sont disponibles.
Elle est plus sensible que le PT pour I'exantheme
maculopapuleux et le Dress (tableau 4) et présente
un risque minime, en particulier si six mois ou plus
se sont écoulés depuis la réaction initiale [20,21].
L'IDR est réalisée par injection de la préparation
a tester (0,02 a 0,05 mL) dans le derme au niveau
de la surface palmaire de I'avant-bras. Un contréle
négatif correspondant a du sérum physiologique est
recommandé. En I'absence de contréle positif appro-
prié, celui-ci n’est pas réalisé [22, 23]. Les critéres
de positivité des résultats et la concentra-
tion du médicament ont une influence
sur la sensibilité et la spécificité de
I'IDR. Il est recommandé de lire la
réaction a quinze minutes pour
éliminer une réaction immédiate

a des produits histamino-libé-
rateurs. Une IDR retardée est
considérée positive par |'appari-
tion entre 24 et 48 heures d’'un
érythéme et d’une infiltration
dépassant de 5 mm la ligne de
base tracée au moment de I'appli-
cation [24]. Aujourd’hui, les concen-
trations utilisées sont celles définies
pour les prick tests dans I'exploration des
réactions immédiates [24]. Des études supplé-
mentaires sont donc nécessaires; d'autant que I'activa-
tion des lymphocytes T est dose-dépendante et néces-
site donc I'application de différentes dilutions.

Test de provocation

Le test de provocation (TP) est toujours considéré
comme la référence pour I'exploration des hyper-
sensibilités aux médicaments. |l peut étre combiné
aux tests cutanés. Il n’existe pas de consensus pour
sélectionner les patients qui seraient les candidats
appropriés pour bénéficier d’'un TP d’emblée ou
aprés une IDR ou un PT négatif; il est toutefois admis
d’éviter les TP en cas de résultat positif a I'|DR ou au
PT. Le TP est donc réservé aux patients considérés
a faible risque. En cas d’antécédents clairs d’exan-
théme bénin, 'administration d’une dose unique est
considérée comme sans danger et présente un taux
d’événements indésirables de 6,9 % [25]. Dans les
manifestations graves, le risque de réaction systé-
mique est accru. Un test unique peut étre négatif.
Cependant, une épreuve prolongée avec évaluation
a cing-sept jours (contre trois jours) augmente la
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La valeur
diagnostique
des tests cutanés
dépend de la nature
de la réaction
et de la molécule
impliquée

sensibilité du test. La valeur prédictive négative
(VPN) du TP est rassurante (> 90 %), notamment
pour les antibiotiques [26-28]. En général, s’il existe
un autre médicament efficace, les médicaments de
structure apparentée ne doivent pas étre réintro-
duits. Cependant, pour certaines pathologies, comme
le VIH et la tuberculose, le rapport bénéfice-risque
oriente vers la remise en cause séquentielle des
médicaments potentiellement impliqués.

D Démarche diagnostique
in vitro ou ex vivo

Les tests biologiques peuvent é&tre un apport pour
I'identification de I'agent responsable en complé-
ment des tests réalisés in vivo et présentent I’avan-
tage de leur innocuité. Mais, au regard des
mécanismes impliqués, on peut suppo-
ser que leur efficacité puisse étre
variable selon les formes cliniques:
dans le contexte de réponse cel-
lulaire spécifique qui est le sup-
port de ces allergies, ils visent
tous a mettre en évidence une
réponse lymphocytaire Tmem.

Test de prolifération
lymphocytaire

Le test de prolifération lymphocy-
taire (TPL) ou test de transformation
lymphoblastique (TTL) est la méthode
la plus fréquemment utilisée pour étudier
la réponse spécifique des lymphocytes T vis-a-vis
d’allergénes (principalement médicaments et métaux).
Les lymphocytes Tmem présensibilisés du patient vont
&tre activés in vitro [29].
A partir de sang hépariné, on isole les cellules mono-
nucléées par centrifugation sur un gradient de densité
puis elles sont mises en culture trois a sept jours en
présence de l'allergéne. La réplication de ’ADN ou
la division cellulaire sont mesurées: la réponse sera
comparée a celle mesurée sans stimulation et vali-
dée par un controle positif avec un mitogéne. Le mar-
queur le plus souvent utilisé est la thymidine tritiée
(radioactive) qui s’incorpore a ’ADN en synthése et
on mesure le nombre de coups par minute (cpm).
Le résultat est exprimé en index de stimulation (SI:
cpm de la prolifération avec I'allergéne/cpm de pro-
lifération sans allergéne) et est considéré comme
positif si supérieur 2. Des traceurs alternatifs non
radio-actifs, comme le bromodéoxyuridine ou le
5-éthynyl-2'déoxyuridine [30], mesurés par cytométrie
en flux (CMF), peuvent aussi étre utilisés. La division
cellulaire peut étre évaluée par un marqueur intra-
cytoplasmique fluorescent avant stimulation, comme
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le carboxyfluorescein succinimidyl ester dont la distri-
bution dans chaque cellule-fille est quantifiée par CMF.
Il est également possible de mesurer I'expression de
marqueurs d’activation lymphocytaire membranaires
(CDé69) [31] ou de marqueurs nucléaires de division
cellulaire (Ki67) [32].

La sensibilité des TPL réalisés avec la thymidine tri-
tiée est trés variable et peut aller de 22375 % et la
spécificité de 63 a 100 %, pour les B-lactamines, les
anticonvulsivants et les anesthésiques locaux [33]. La
sensibilité est supérieure (58-89 %) pour les patients
ayant présenté des réactions allergiques d’intensité
faible ou modérée comparativement a celle observée
pour des réactions plus séveres (25-75 %) [33]. La sen-
sibilité est aussi dépendante de la nature de l'allergene
et du délai par rapport a la symptomatologie clinique:
il serait ainsi préférable de réaliser le test entre deux
semaines et trois mois aprés la réaction dans le cadre
s’un syndrome de SJS/TEN et plus tardivement pour
un Dress.

Une méthode dérivée du TPL, Melisa® memory lym-
phocyte immunostimulation assay [34], principalement
utilisée pour évaluer les réponses aux métaux, est réa-
lisée dans des conditions de déplétion partielle en
monocytes. Ses faibles sensibilité et spécificité com-
parativement au TPL qui ont été confirmées vis-a-vis
du nickel et du mercure [35] ne lui conférent donc
aucune supériorité.

Evaluation de l'activation
fonctionnelle

L’ELISpot (enzyme-linked immunospot) [36] est une
technique qui permet de déterminer le nombre de
lymphocytesT effecteurs produisant une cytokine en
réponse a la stimulation par un antigéne. Les cellules
mononucléées du patient sont cultivées dans des
puits recouverts d’anticorps anti-cytokines (le plus
souvent anti-IL4 et anti-IFNy). Aprés une incubation
de 18 a 24 heures en présence ou non d’un allergéne,
les cellules sont éliminées et un second anticorps
spécifique de la cytokine, couplé a une enzyme est
ajouté. Le nombre de taches (spots) révélées par le
substrat chromogéne est alors compté. Le résultat
est exprimé en nombre de cellules formant des spots
par million de cellules. Ce test est trés sensible et
permet de détecter 25 cellules sécrétrices/|0° cel-
lules mononucléées et la sensibilité de I’Elispot-IFN<y
semble supérieure a celle du TPL pour les syndromes
de SJS/TEN (35 % contre 71 %, respectivement) [33].
L’activation lymphocytaire peut aussi étre évaluée
en mesurant les cytokines produites (IL-2, IL5, IL-13,
IFNy) ou des marqueurs de cytotoxicité (granzyme B,
granulysine) par Elisa ou CMF. La combinaison de ces
différentes techniques pourrait augmenter considéra-
blement la sensibilité de la technique (> 80 %) [37].
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Limites et perspectives

A I'heure actuelle, les tests in vitro de diagnostic de
I'HSR sont chers, chronophages, donnent peu de résul-
tats positifs et sont réalisés dans des laboratoires
spécialisés. lls nécessitent des formulations qui per-
mettent leur usage en culture, et n’évaluent pas une
sensibilisation vis-a-vis des métabolites des produits
suspectés. En France, trés peu de laboratoires réa-
lisent ces tests, et les techniques « chaudes » laissent
place de plus en plus a la CMF moins contraignante.
Si un TP n’est pas toujours possible pour la confirma-
tion de la responsabilité du produit, les tests in vitro
sont aussi sensibles que les tests cutanés et ont une
bonne spécificité. |l serait souhaitable de les y asso-
cier pour améliorer la sensibilité globale. La standar-
disation des méthodes, un programme d’évaluation
externe de qualité, le développement de techniques
plus sensibles et leurs éventuelles combinaisons pour-
raient permettre d’améliorer la sensibilité. Celle-ci
devrait alors étre évaluée dans des études plus larges.
Il faut rappeler que dans le contexte du diagnostic
de pathologies d’exposition professionnelle, comme
la bérylliose pulmonaire chronique, le TPL est un outil
diagnostique incontesté.

D Prédire les réponses
des cellulesT: typage HLA

De nombreuses études ont démontré I'association
d’alleles HLA aux réactions graves a médiation cel-
lulaire T a certains médicaments (tableau 5).L’asso-
ciation entre SJS/TEN et HLA-B*57:01 a conduit a la
mise en ceuvre du test de dépistage en routine avant
le traitement par 'abacavir. Ce test a une valeur pré-
dictive positive de 55 % et une VPN de 100 %, exigée
pour l'innocuité des médicaments. Le principal obs-
tacle au dépistage HLA systématique pour de nom-
breux médicaments tient au fait que I'association
d’'un HLA est nécessaire mais n’est pas prédictive
du développement de I'HSR. Il faudrait donc tester
un nombre extrémement élevé de patients afin de
prévenir un cas d’HSR. Par exemple, dans le cas de
I’hépatite a la flucloxacilline et HLA-B*57:01, prés de
14000 dépistages seraient nécessaires pour prévenir
un cas d’hépatite. La mise en ceuvre du dépistage
de I’HSR a I'abacavir dans la pratique clinique a été
couronnée de succes, car:

» peu de patients sont testés pour prévenir un cas;

» les traitements anti-VIH sont prescrits par un nombre
de spécialistes restreints;

» laVPN est excellente;

» I'accés au dépistage dans les laboratoires est facile.
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Tableau 5. Association d'alleles HLA aux médicaments

dans les manifestations d'hypersensibilité retardée.

Abacavir Rash, fievre, B*57:01 Caucasienne, 690 100 % 55 % 13 En routine pour le
malaise, africaine, afro- (patch test) VIH dans le monde
troubles gastro- américaine
intestinaux
Allopurinol SJS/TEN B*58:01 Caucasienne, | > 800 100 % 3% | 250 | Dépistage sélectif
Dress chinoise (population
chinoise)
Efavirenz Rash DRBI*01 Francaise - - - - -
Nevirapine Dress B*[4/Cw8 Italienne, - - - - -
Cw8 japonaise,
Cw4 chinoise (Han),
DRBI*|5 asiatique,
B*3505 australienne
B*3501
B*|5/DRBI*|5
Rash B*35:05 Thailandaise, - 97 % 16 % - -
Cw4 africaine,
asiatique,
européenne
Hépatite DRBI*01 :01 Européenne, - 96 % 18 % - -

DRBI*01 :02 australienne,
sud-africaine

Flucoxacillin Hépatite B*57:01 Européenne >99% |<1%| 13819 Pas utilisé
DRBI*0107-
DQBI*0103
Amoxicilline et Hépatite HLA*02 :01 Européenne - - - -
aminopénicillines DQBI*0602
DRB*15:01-
BQBI*06 :02
Rash A*2 Italienne - - - -
DR*52
Sulfaméthoxazole SJS/ITEN B*38 Européenne - - - -
Sulfamides SJS/TEN A*29 Européenne - - - -
B*12
DR7
Isoniazide Dili NAT2, CYP2EI*5 | Européenne - - - -
et *IB
Carbamazépime SJS/TEN B*15:02 Caucasienne, |> 1000 100 % 3% 100 En routine en
chinoise (population Asie du Sud-Est
chinoise)
Dress A*31:01 Européenne, 9,5 >99% |<1%| 5000
chinoise,
japonaise
Dapsone Dress, Rash, B*13:01 Australienne, 8l >99% |<1%| 13819 Programme en
hépatite chinoise, cours dans les pays
japonaise d’endémie de lepre
(Chine,Asie du
Sud-Est)

NNT :nombre de patients a tester pour une manifestation clinique (number needed to treat); OR: Odd ratio; VPN:valeur prédictive négative;
\VPP :valeur prédictive positive. D'aprés [18].

60 Revue FRANCOPHONE DES LABORATOIRES * N° 521 * AvriL 2020

52



D Prise en charge immeédiate
et traitement

Pour tous les patients, I'identification de l'allergéne et
son retrait rapide sont les premiers impératifs. Pour
le syndrome de SJS/TEN, un arrét précoce du médica-
ment responsable est associé a un meilleur pronostic.
Les stratégies de prise en charge des manifestations
cutanées graves des HSR sont principalement symp-
tomatiques, visant a éviter la morbidité a court terme
et la mortalité et les séquelles graves a long terme. Le
risque de morbidité est augmenté pour les molécules
qui ont des demi-vies longues. Les patients présentant
un détachement de I'épiderme, une érythrodermie, une
atteinte des muqueuses sont exposés a augmentation
de la perte de liquide et de protéines, une hypovo-
Iémie, une insuffisance rénale, une dérégulation ther-
mique et un risque infectieux nécessitent une prise en
charge dans des unités spécialisées [|9]. Parallelement
aux soins locaux, les approches thérapeutiques pour
les patients atteints de SJS/TEN sont toujours en dis-
cussion. Les données actuelles sont issues de petites
séries et de cas rapportés dans la littérature. La rareté
des SCARs rend difficile la réalisation d’essais rando-
misés de grande échelle comparant les stratégies de
traitement. Les approches par l'utlisation de traitements
immunosuppresseurs ou immunomodulateurs (corti-
costéroides, cyclophosphamide, inhibiteurs de la cal-
cineurine, anti-TNF, immunoglobulines intraveineuses
ou plasmaphérése) ont eu des résultats controversés.

D Conclusion

Les HSR sont des pathologies complexes. Les avancées
concernant I'immunopathogénese vont conduire a
la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques
et diagnostiques. La détermination de I'imputabilité
est délicate et nécessite une approche exhaustive et
multidisciplinaire. Malgré leurs performances variables, les
tests in vivo et in vitro disponibles actuellement constituent
des aides importantes au diagnostic. Des approches
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IX Diagnostic biologique d’une dermatite de contact
aux protéines du liquide amniotique de vache, a
propos d’un cas

Le patient est un vétérinaire de 30 ans qui a consulté dans le service de
dermatologie du CHU de Caen a la suite de l'apparition de lésions cutanées des
poignets et des avant-bras, urticariennes puis eczématiformes apres contact avec des
liquides d’origine animale tels que le liquide amniotique de vache et le sang de vache
lors des vélages. Les signes cliniques étaient compatibles avec une dermite de contact
aux protéines.

Dans le but de confirmer et d’identifier un allergéne responsable de la dermite de
contact ont été réalisés plusieurs tests cutanés et biologiques au cours de deux
consultations (Résultats disponibles en Tableau 4) .

Apres les tests allergologiques de la premiére consultation, afin d’éliminer
limputabilité du latex, le patient a porté les gants qu'il utilise lors des vélages 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 recu
des projections de sang de I'animal sur les avant-bras. Il aurait alors présenté des
réactions urticariennes sur ces zones durant moins d’'une heure a deux reprises sans

aucun autre symptome.

IX.1 Ladermatite de contact aux protéines de liguide 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 a cheval entre I'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]) a l'origine d’une urticaire de contact. Dans
un second temps peut apparaitre une réaction d’'HSR a type d’eczéma [121].

On compte a 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’'aprés Nufez et al, certains cas de dermatite de contact au liquide amniotique
seraient dus a la présence de galactose-alpha-1,3-galactose (a-Gal) dans le liquide
amiotique [131]. L’a-Gal est un épitope glucidique présent dans la composition de la
plupart des membranes cellulaires des mammiféres a I'exception des primates de
'ancien monde chez qui I'a-Gal est reconnu par le systéme immunitaire comme
antigene étranger. Il ne semble pas que I'a-Gal soit I'allergéne responsable des
réactions du patient car le dosage des IgE spécifiques de I'a-Gal était négatif. Toutefois,
en I'absence de tests cutanés réalisés, son imputabilité ne peut étre formellement

écartée.

IX.2 Explorations cliniques

Pour écarter une réaction due aux protéines du latex présentes dans les gants
utilisés lors des vélages, un prick test au latex (décoction maison) a été réalisé aux
concentrations usuelles sans dilution (pur). Un diamétre <3 mm a 15 min en
comparaison d’un contréle négatif a été considéré comme négatif.

Des patch tests IQ® Chamber (Chemotechnique Diagnostics, Malmg, Suede) ont
également été réalisés selon les recommandations européennes [132] avec lecture a
48h et 96h (Résultats et détails des patchs en Tableau 4). lls sont rendus négatifs en
absence de réaction, douteux en cas d’érythéme simple et positifs si érytheme
accompagné d’cedéme, vésicules, bulles, papules, hypopion, pétéchies ou nécrose
[133].

Lors de la seconde consultation ont été pratigués un open test avec du liquide
amniotique fraichement 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 cm? sur I'avant-bras droit en avant du pli du coude
et sur une zone de 5 x 5 cm? sur 'omoplate droite. (Résultats en Tableau 4)

Compte tenu de I'origine animale du liquide, aucun prick test et intradermoréaction

n'ont pu étre pratiqués.
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IX.3 Explorations biologiques

Lors de la premiére consultation, un tube sec a été prélevé pour doser des IgE
spécifiques avec la technique ImmunoCap® (ThermoFisher, Phadia SAS, Uppsala,
Suede) dont la positivité est définie par le fabriquant >0.1 kUA.L* (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 I'intérét du TPL pour le diagnostic des dermatites de contact aux protéines.
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Premiére Consultation

Signes cliniques :
Lésions cutanées des poignets et des avant-bras, urticariennes puis eczématiformes aprés contact
cutané avec du sang et du liquide amniotique de vache

Tests cutanés : Interprétation
Prick tests 2
Latex Négatif

Patch tests °
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
Casague Vvétérinaire Génia® pour le vélage Négatif
Gants en polyuréthane pour le vélage Négatif
Biologie : Interprétation
IgE spécifigues ImmunoCAPs® (KUA.L?) ¢ <0.1 Négatif
Latex 0,2 Positif faible
Recombinants latex** <0.1 Négatifs
Chat (squames/poails) : <0,1 Négatif
Vache (squame/poils) <0,1 Négatif
Albumine sérique de vache <0,1 Négatif
a-Gal (galactose-alpha-1,3-galactose) <0,1 Négatif
Chlorhexidine <0,1 Négatif

Deuxiéme consultation

Signes cliniques :
Réaction urticarienne aprés deux laparotomies sans gants chez des vaches avec projection de sang

Tests cutanés : Interprétation
Open Tests
quwfie ammoﬂqug de vache (génisse 5x5 cmz2: plidu Négatif 2 20min, 1h, 72h
Prim’holstein primipare) coude
2 -
SXSCM? 2 omoplate . atif & 20min, 1h, 72h
droite

Tableau 4 : Clinique et explorations effectuées lors de la premiére consultation pour le patient
avec suspicion de dermite de contact au liquide amniotique de vache

a) Prick test : Un diametre <3 mm a 15 min en comparaison d’'un contréle négatif est considéré comme
négatif

b) Patch tests négatif : absence de réaction ; douteux : erytheme simple ; positif : erytheme + cedeme
ou vésicule/bulles/papules/hypopion/pétéchies/nécrose

¢) 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 b1l
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Objectifs du travall

L’établissement francais du sang (EFS) Haut de France/Normandie site de Caen
réalise des protocoles de photochimiothérapie extracorporelle avec le systeme ouvert
Theraflex® ECP de MacoPharma™, mais il n’effectue pas lui-méme ses contrdles post-
irradiation car I'organisme n’a pas mis en place de structure de contrdle en interne.
Les contrbles bactériologiques sont envoyés au laboratoire de bactériologie du Centre
Hospitalo Universitaire (CHU) de Caen et les contrdles immunologiques au laboratoire
d'immunologie du CHU de Caen.

La premiére technique de contréle 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 contréle immunologique du procédé de photochimiothérapie
extracorporelle utilisé par 'EFS site de Caen par une méthode alternative a celle
utilisée classiquement avec un traceur non radioactif.

Apres avoir été sollicité par le service de Dermatologie du CHU de Caen, un second
objectif a été ajouté et consiste a 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

| Test de prolifération lymphocytaire pour le suivi des
produits d’aphérése de PCE

Nous avons testé des cellules mononucléées obtenues par aphérese de patients
traités par PCE toujours en paralléle de cellules circulantes d’'un donneur sain. Les
cellules mononuclées témoins ont été obtenues dans un premier temps a partir de
sang total hépariné prélevé chez des donneurs sains de 'EFS. Dans un second temps,
ont été utilisées des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) provenant
d’'une poche de cytaphérése d’un donneur sain de 'EFS congelées dans de I'azote
liquide a -196°C.

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

» 13 témoins donneurs de sang anonymes de 'EFS : pour évaluer la méthode
et définir des bornes d’acceptabilité.
» 10 patients agés 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, &ge et maladie. GVH : maladie du greffon
contre I'héte ; Sézary : Lymphome T épidermotrope de Sézary
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|.1 Préparation du milieu de culture

Nous avons préparé un milieu de culture « complet » RPMI 1640, Sérum de Veau
Feoetal (SVF) 10%, glutamine 1%, pyruvate 1%, pénicilline/streptomycine 1%.

.2 Isolement des cellules mononucléées

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

Les PBMC ont été diluées au %2 dans du PBS Dulbecco®. Le sang dilué a été déposé
a la surface du Ficoll-Paque PLUS® sans mélanger les 2 phases puis elles ont été
centrifugées a 900G, 30 min a 18°C avec acceélération lente et sans frein. L’anneau
cellulaire des PBMC a l'interface supérieure entre le plasma et le Ficoll (Figure 17) a
été récupéré et les cellules lavées a deux reprises par centrifugation (10 min, 400G a
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 a I'aide d’'une cellule de Kova® ou

sur 'automate de numération cellulaire Sysmex-XN®.

e

Centrifugation
900G, 30min
sans frein

> Plasma

| Sang hépariné
+PBS

PBMC
Ficoll-Paque PLUS

Ficoll-Paque PLUS Granulocytes,

Erythrocytes

al

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

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

Les produits d’aphérése ont été centrifugés 5min, 300G a 18°. Le culot cellulaire a été
concentré dans 1ml puis mélangé a 9mL de chlorure d’ammonium Stemcell™. 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 a I'aide d’'une cellule de Kova® ou sur

'automate de numération cellulaire Sysmex-XN®.
[.2.3 Décongélation des PBMC

Les cellules ont été décongelées rapidement au bain marie a 37°C puis aprés
formation d’un glagon mobile dans le cryotube, elles ont été transférées dans 10mL de
milieu complet. Le tube a été centrifugé a 200G, 18°C pendant 5 min et le culot a été
repris dans 20mL de milieu complet. Les cellules ont été incubées a 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 aprés décantation dans du milieu complet.
[.2.4 Etude de la stabilité des produits d’aphérese a 24h

Pour I'étude de la stabilité des échantillons a 24h, les échantillons pré et post-PCE
ont été séparés en deux a réception, la fraction qui devait étre mise en culture le jour
méme a suivi le protocole habituel avec traitement au chlorure d’ammonium et la
seconde fraction a mettre en culture a 24h a été centrifugée a 700G pendant 10min.
Le culot a été repris dans 15ml de milieu complet. Enfin, cet échantillona été mis
pendant 24h a température ambiante sur la paillasse avant d’étre mis en culture dans

les conditions usuelles.
.3 Culture

Les cellules ont été ajustées a 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®) a une concentration de 0,5uM dans du milieu RPMI 1%
SVF pendant 20min a 37°C, 5% CO- puis lavées deux fois et ajustées avec du milieu
complet pour obtenir des suspensions cellulaires a 0,5M/ml. Pour la mise en culture,
200ul 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 a une
concentration finale de 20ug/ml ou 40ug/ml selon les lots. Les cellules ont été incubées

a 37°C, 5% CO: puis récoltées apres 3, 4 ou 5 jours de culture.
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|.4 Marquages et acquisition et analyse en cytométrie

Les lymphocytes ont été marqués avec 5uL d’un anticorps anti-CD3 PE-Cy7 (clone
SK7, BD Pharmingen®) pour identifier les lymphocytes T et 5uL de 7AAD (BD
Pharmingen®) pour déterminer la viabilité.

Apres culture, les cellules ont été lavées avec du CellWASH® (BD), reprises dans
40pL de RPMI, 1% SVF puis marquées et incubées 20min a température ambiante et
a l'abri de la lumiére. Aprés lavage, le culot est repris dans 400uL de BD CellWash®
et les cellules immédiatement analysées.

Les données ont été acquises sur un cytometre FACS Canto Il (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 CFSEMN"/SSCM9" 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 seélectionnés sur leur
morphologie puis les lymphocytes T grace a I'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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1.5 Critéres d’analyse

Nous avons calculé le pourcentage de cellules divisées correspondant au rapport
du nombre de cellules divisées CFSE"™" sur la somme des cellules non divisées et
divisées CFSE"9" : 9% de Division = Nombre de cellules divisées CFSE"" / (Divisées +
Non divisées CFSEMM) x 100.

La prolifération apres stimulation par la PHA a été quantifiée en soustrayant les
pourcentages de prolifération des conditions avec et sans PHA : A = % de
DivisionPHA" - % de DivisionPHA".

Le pourcentage d’inhibition de la PCE a été obtenu par la formule : %lInhibition =
((APrePCE — ApostPCE) / APréPCE) x 100

Les critéres d’acceptabilité de I'expérience sont une prolifération du témoin A >20%
et du patient A Pré-PCE > 3% [138]. La PCE est considérée efficace lorsque le
pourcentage d’inhibition est supérieur a 90% selon Evrard et al [138] ou a 70% selon

’ANSM [139].
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Il Test de prolifération lymphocytaire adapté pour le
diagnostic d’'une dermite de contact aux protéines de
liguide amniotique de vache

Le liquide amniotique a d’abord été dilué dans du RPMI puis filtré sur des filtres de
40pm et de 20um.

Nous avons effectué des dilutions de dix en dix en commencant avec une
concentration protéique de liquide amniotique de 0,3 g.I"* selon le protocole de Levy,
Bircher et Blchner qui avaient déja évalué la prolifération lymphocytaire en réponse a
des protéines de lait de vache [140].

Le protocole du test de prolifération lymphocytaire est identique a celui décrit
précédemment hormis pour l'utilisation du SVF qui a été remplacé par du sérum AB
humain (SAB) aux mémes concentrations afin d’éviter la réactivité vis-a-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 a 37°C, 5% de CO pendant 7 jours

Nous avons défini un Index de stimulation (SI) = %Prolifération avec l'allergéne

| %Prolifération sans allergene. Le résultat est positif si SI > 3 [119].

Il Test d’activation des basophiles

Le test d’activation des basophiles est une technique d’exploration de
I'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 allergene qui induit 'expression du CD63 (gp53), une protéine membranaire dont
'expression marque l'activation des basophiles. L'expression du CD63 est ensuite
guantifiée en cytométrie [141].

Ce test mime ce qui se passe in vivo avec I'externalisation a la membrane du CD63
présent dans les granules apres pontage par 'allergéne 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® (Buhlmann

Laboratories, Schonenbuch, Suisse).
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Les deux contrOles positifs disponibles dans le kit sont un anticorps monoclonal
spécifique reconnaissant le récepteur aux IgE (FceRlI) et un activateur cellulaire non
spécifique, le fMLP. Un contr6le 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 I'activation. CCR3 est un
récepteurs de chimiokines (dont I'éotaxine), c’est un marqueur fortement exprimé par

les basophiles, éosinophiles et les lymphocytes T2 [143].
[1.1.1 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’ceuf ou de lait de vache ; soit une concentration de 20ng.ml[144].
Le liquide amniotique a la concentration protéique de 0,3g.I"t a été dilué de dix en dix.

A 50pL de sang total ont été ajoutés, 50uL de stimulus, 20uL de réactif de coloration,
100pL de tampon. Les tubes ont été incubés 15 min a 37°C dans un bain marie.

Une lyse des globules rouges a ensuite été effectuee avec 2ml de réactif de lyse
préchauffé (18-28°C) 10min a température ambiante a I'abri de la lumiére. Aprés
centrifugation 5min, 500G a 18°C, le culot cellulaire a été repris dans 300uL de tampon

de lavage et I'acquisition au cytometre de flux a été directement réalisée.
[11.1.2 Acquisition, analyse et interprétation des résultats

Les données ont été acquises sur un cytometre FACS Canto Il (BD) avec un laser
bleu de 488nm avec le logiciel DIVA (BD). L’acquisition a été faite sur au moins 600
événements CCR3 positifs, SSC'°" correspondant aux polynucléaires basophiles.
L’analyse est réalisée avec le logiciel DIVA (BD) parmi les cellules CCR3 positives,
SSC'*" correspondant aux polynucléaires basophiles, les cellules activées ont été

identifiées grace a I'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 contrbles (anti- FceRl ou fMLP) soit supérieur a 10%. Il définit également une

valeur seuil de pourcentage de cellules CD63 positives a 15% pour les protéines [144].

Ces recommandations peuvent étre modifiées en fonction des allergenes testés.
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Résultats

| 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 proliférent en réponse a 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 proliférent plus et restent CFSE positives.
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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 I'expriment faiblement aux cellules divisées
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.1 Validation de méthode

Aprés évaluation a J3, J4, J5 nous avons décidé de réaliser notre validation de

méthode en réalisant la culture cellulaire sur 4 jours.
[.1.1 Influence du CFSE sur la viabilité

Nous avons évalué I'effet du CFSE sur la viabilité cellulaire en comparant la viabilité

de cellules marquées ou non au CFSE pour un patient.
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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 a la concentration a laquelle nous I'avons utilisé (Figure 22). Les cellules post

illumination ont une viabilité qui diminue au cours du temps comme attendu post-PCE.
[.1.2 Détermination de la concentration optimale en PHA

Nous avons utilisé de la PHA provenant de deux lots différents du méme fabriquant,
nous avons donc da déterminer la concentration a laquelle nous allions I'utiliser. Pour
cela, nous avons effectué un test de dose réponse. Le premier lot avait été testé en
triplicat avec l'incorporation de thymidine triti€e et la concentration optimale avait été

déterminée a 20 pg.mlt (données non montrées).
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Figure 23 : Détermination de la concentration optimale du nouveau lot de PHA déterminée par la
prolifération a 4 jours.

Nous avons donc choisi d'utiliser le nouveau lot de PHA a la concentration de
40ug.mlt car il permettait une réponse proliférative équivalente a I'ancien lot utilisé a

la concentration de 20 pg.ml* (Figure 23).
[.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 dammonium pour les produits d’aphérese et nous l'avons
comparée a la séparation des PBMC par centrifugation sur gradient de Ficoll (Tableau
6). Les résultats pour un patient montrent que le chlorure d’ammonium n’altére 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’aphérése
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Figure 24 : Intensité de marquage au CFSE obtenue a partir de PBMC isolées par centrifugation
sur gradient de Ficoll ou par chlorure d'ammonium aprés stimulation par la PHA (patient DUR).
Résultats pré et post-PCE en présence de PHA.

Sans stimulation PHA
Cellules Cellules Cellules Cellules
0, 0, 0,
Patient CD3+  “cpgy  bde | CD3+ "o %de 5
non . Division non . Division Inhibition
L prolif L prolif
divisées divisées
Témoin 15289 15 0,1 3130 14619 82,4 82,3
A 15042 5 0,0 14663 2252 13,3 13,3
DUR Ficoll Fre-PCE
Post-PCE 1095 0 0,0 615 3 0,5 0,5 96,3
DUR Pré-PCE 15266 100 0,5 14878 3297 18,0 17 5
Chlorure
d’ammonium Post-PCE 1081 5 0,5 1384 12 0,9 0,4 97,2

Tableau 6 : Comparaison des résultats obtenus a partir de PBMC isolées par centrifugation sur
gradient de Ficoll ou par chlorure d'ammonium (patient DUR).

[.1.4 Détermination des valeurs de références

Sur les 13 témoins qui ont été testés sur 4 expériences, 4 issus d’'une méme
expérience ont été éliminés car ils ne satisfaisaient pas les critéres d’acceptabilité.

Le pourcentage de division sans stimulation a 4 jours pour les témoins varie entre
[0,2 ; 3,2%] avec une médiane a 1,5% (Tableau 7). Ce résultat est en accord avec le

seuil de 3% définit [138].
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La prolifération (A) des témoins est comprise dans la fourchette [45,0 ; 93,9%] avec

une médiane de 72,5%.

Sans stimulation PHA
Cellules Cellules Cellules Cellules
CD3+non  CD3+ %de | oh3inon  CD3+ % de A
S, it Division S S Division

n=9 divisées divisées divisées divisées
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 | 20774 47 0,2 3237 52606 94,1 93,9

Tableau 7 : Résultats des témoins : nombre d’événements, pourcentage de division, A : calcul de
prolifération

.1.5 Répétabilité

Pour déterminer la répétabilité, le TPL a été effectué 5 fois le méme 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 Cellules o Cellules Cellules o
CD3+ non CD3+ % de CD3+ non CD3+ % de A
.., .., Division .., ., Division

divisées divisées divisées divisées
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

[.1.6 Reproductibilité (fidélité intermédiaire)

La reproductibilité a été déterminée en utilisant un donneur sain servant sur 10

expériences réalisées par le méme 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 méme poche de sang d’'un témoin. Sur 7 expériences

réalisées, le CV de reproductibilité est plus faible (17,7%).

A prolifération (%) A prolifération (%)

Itération Témoin frais PBMC congelées
1 823 65,7
X 33.3 93,6
2 68.5 67,1
. 75.5 71,1
c 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
Ecart type 19,7 13,7
CV (%) 31,1 17,7

Tableau 9 : Reproductibilité du TPL effectuée sur des PBMC fraichement isolées d’un méme
témoin (n=10) ou sur des PBMC congelées issues d’'une méme 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.
[.1.7 Stabilité des produits d’aphérése sur 24h

Sur deux expériences, pour deux patients, nous avons effectué le test de
prolifération sur un méme échantillon de produits d’aphérése directement apres le
prélevement et apres 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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Sans stimulation PHA
Cellules Cellules Ratio A
o3 Tops, ede | OO Cope) wde |, patent
divisées prolif divisées prolif (%)
Témoin 19773 342 1,7 999 19088 950 933
LECHO pré-pCE 9669 275 27 | 3520 10144 742 715 764
R — 98 1 1,0 280 14 48 38  NC
Témoin 10597 323 16 | 6367 13975 687  67.1
S Pré-PCE 9669 275 277 | 6312 7070 531 503 750
Post-PCE 9 0 0 NI NI NI NI N.C
Témoin 19520 244 12 | 1431 19442 931 919
FERHO pre.pcE 19769 33 02 | 6434 14677 695 693 754
PosLPCE 6635 137 20 | 1807 50 27 07  NC
Témoin 10021 244 12 | 7172 13122 647 635
S prepce | 19909 61 03 | 17958 2805 135 132 208
PostLPCE 3141 28 0.9 | 1645 21 13 04  NC

Tableau 10 : Mesure de la stabilité aprés 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
'analyse a HO et a 24h (Tableau 10).

Pour le patient FER, I'analyse était interprétable pour I'échantillon conservé a 24h

mais le nombre de cellules disponibles post-PCE était beaucoup plus important sur

I'échantillon HO (pour le méme nombre de cellules mises en culture). On observe une

diminution tres forte du pourcentage de prolifération pré-PCE pour I'échantillon

conservé 24h en comparaison de celui a HO. Une diminution a également été observée

chez le ttmoin en moindre proportion (Tableau 10).
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|.2 Résultats des patients

[.2.1 Evaluation de la prolifération des cellules pré et post-PCE

Sans stimulation PHA
C(e:llljlglfs Cellules % de Cgllljlgfs Cellules % de %
Patient non CD3.+ Division non CD3.+ Division Inhibition
divisées prolif divisées prolif

Témoin 20774 47 0,2 3237 52606 924.1 93.9

HEI*  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
Témoin 15289 15 0,1 3130 14619 82,4 82,3

DUR*  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
Témoin 19605 648 3,2 4986 15367 75.5 72,3

BOI*  pré-PCE 20042 96 0,5 11303 9094 44.6 44,1
Post-PCE 4263 15 0,4 1952 36 18 14 96.7
Témoin 20644 275 1.3 6217 14396 69.8 68,5

BIN**  pra-pPCE 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 15 90,9
Témoin 19773 342 1,7 999 19088 95,0 93,3

LEC*  pré-PCE 9669 275 2,7 3520 10144 74,2 715
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 aprés 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 agés 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 a cause du trop faible nombre de cellules disponibles analysables a 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 apres 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, apres
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
laguelle la PCE est utilisée.

Chez tous les patients, est observée une diminution importante du nombre de
cellules apreés illumination, cela s’explique par I'entrée en apoptose des lymphocytes.
Cela rend linterprétation 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 probleme, nous avons
modifié notre protocole de culture apres 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 TANSM

qui permettent de valider I'efficacité de la PCE (Figure 26).
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Figure 25 : Inhibition de la prolifération des lymphocytes T par la PCE apreés 4 jours de culture
(n=7). Le trait central dans la boite a moustache représente la médiane, les lignes supérieures et
inférieures représentent les valeurs maximum et minimum. La représentation a été obtenue grace au
logiciel Ellistat. Les comparaisons ont été réalisées grace a des tests de Wilcoxon pour séries
appariées ; * p < 0.05
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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’aprés Evrard [138] ; seuil de 70% d’aprés TANSM
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|.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 entrainer une prolifération qui

compense partiellement I'apoptose des cellules post-PCE.
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150 o Fe]
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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 aprés 4 jours de

culture (Patient VAN).

79



Sans stimulation PHA

oationt Coliles  Cellules 9% 7AAD- | €S Cellules 9 7AAD-
D 7mAD+CD3+  [CD3+ | [ASD 7AAD+/CD3+  /CD3+

Témoin 20016 242 98,8 112865 5167 95,6

HEl  pré.pCE 21087 255 98,8 21086 690 96,8
Post-PCE 8695 9436 48 10236 4942 67,4
Témoin 15720 450 97,2 1910 1339 93,1
DUR  Pré-PCE 15216 614 96,1 17498 842 95,4
Post-PCE 1212 16951 67 872 7557 10,3
Témoin 20107 166 99,2 21520 572 97,4

BIN  Pre-PCE 1474 223 86,9 1626 589 73,4
Post-PCE 7 45 13,5 144 853 14,4
Témoin 20540 524 97,5 20611 2253 90,1

BOl  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 %6
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  pre-PCE 9941 711 93,3 14556 3069 82,6
Post-PCE 334 24633 13 1498 27523 5,2
Témoin 20301 554 97.3 20720 5563 78.8
DEW  pre-PCE 21511 5413 79.9 17018 6186 73.3
Post-PCE 6802 6802 6.8 3613 71384 48
Témoin 19777 529 97,4 29702 6726 77,4
FER  Pre-PCE 20805 2091 90,9 36585 10064 72,5
PostPCE 51580 246359 17,3 211651 187712 11,3

Tableau 12 : Comparaison de la viabilité des cellules pré/post PCE aprés 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 apres 4 jours de
culture. La viabilité cellulaire est cependant interprétable pour 9 des 10 patients.

Pour les neuf patients avec des données analysables apres 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
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cellules aprés illumination chute de facon 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 aprés stimulation par la PHA..

* %

**

100 A

80 . J.

60

% 7AAD-/CD3+

20 -

Pré-PCE PHA- Pré-PCE PHA+ Post-PCE PHA- Post-PCE PHA+

Figure 28 : Diminution de la viabilité des lymphocytes T par la PCE a J4 (n=9). Le trait central dans
la boite a moustache représente la médiane, les lignes supérieures et inférieures représentent les
valeurs maximum et minimum. La représentation a été obtenue grace au logiciel Ellistat®. Les
comparaisons ont été réalisées grace a des tests de Wilcoxon pour séries appariées ; *p < 0.05; ** p
<0.01
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Il Réponse in vitro au liquide amniotique de vache

1I.1 Test de prolifération lymphocytaire

Cgllljlgfs Cellules % de s'!?n?ﬁl)(aggn
Conditions de culture non CD3_+ Di\;)ision )

divisées prolif
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.I* 18626 1094 5,6 4,6*
Témoin + SAB + LAV 0,03 g.I! 1981 248 1,2 1
Témoin + SAB + LAV 0,003 g.I* 19811 228 1,1 0,9
Témoin + SAB + LAV 0,0003 g.I"* 19819 273 1,4 13
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.I" 13454 6804 33,6 30,5*
Patient + SAB + LAV 0,03 g.I"* 12156 171 14 12
Patient + SAB + LAV 0,003 g.I 15003 340 2,2 2,0
Patient + SAB + LAV 0,0003 g.I” 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 feetal ; *Résultats positifs avec un SI >3 ; N.C : non calculé
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Figure 29 : Index de stimulation en fonction de la concentration protéique de liquide amniotique

de vache (LAV). Sl : Index de stimulation
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Le patient présente une prolifération significative pour le liquide amniotique a la
concentration protéique de 0,3 g.I'* et pour le SVF a 10%. Le patient a proliféré environ
7 fois plus que le témoin en présence de liquide amniotique a 0,3 g.I"* et environ 10
fois plus en présence de SVF a 10% (Figure 29, Tableau 13).

11.2 Résultats du test d’activation des basophiles

% de basophiles CD63"*

Controles
Contréle négatif (tampon de stimulation) 0,8
Contr6le positif anti-FceRl 92
Contrdle positif fMLP 34,7
Liquide amniotique de vache
Liguide amniotique de vache 0,3 g.I* 15
Liguide amniotique de vache 0,03 g.I* 0,5
Ligquide amniotique de vache 0,003 g.I* 0,5
Liguide amniotique de vache 0,0003 g.I* 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 contrdles positifs sont supérieurs au seuil de 10% a 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 'analyse de la prolifération

cellulaire des lymphocytes T par cytométrie en flux grace a la mesure de la dilution du

CFSE.

Une partie de la validation de méthode a déja été effectuée (Tableau 15) et la

rédaction d’un dossier d’accréditation en portée B selon la norme 1SO15189 est

envisagee.

Validation de méthode et accréditation selon la norme 1SO15189 :

Eléments a vérifier Avanceée
Répétabilité Réalisé
Fidélité intermédiaire Réalisé
Variabilité inter-opérateur En projet

Justesse
Exactitude

Sensibilité et spécificité analytique
Incertitudes

Etendue de mesure

Comparaison de méthode
Robustesse et fiabilité des réactifs

Intervalle de référence

Absence de CIQ externalisés

Absence d’EEQ disponibles mais échanges
inter-laboratoire en projet

[137]

Réalisé

Non applicable
[137]

[137]

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 I'efficacité de la méthode sur des PBMC de sujets

sains. Selon les critéres 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 méme 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 f3.
Cependant, celle-ci a déja été évaluée par Faivre et al qui donne a 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’apres 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
a -20°C pour la PHA et un an a -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 déja été initié par I'assistance publique des hépitaux 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 'absence d’'EEQ et de CIQ externalisés,
nous ne pouvons donc pas calculer I'exactitude et la justesse de la technique. Enfin,
une estimation de la variabilité inter-opérateur sera effectuée des que nous aurons
habilité d’autres membres du personnel du laboratoire a cette technique.

Nous avons testé la stabilité des produits d’aphérése dans le but de pouvoir
récupérer des échantillons venant d’autres centres ou de pouvoir externaliser I'analyse
si besoin. Nous en avons conclu que pour le moment, cette analyse est difficilement
externalisable. En effet, méme si nous n’avons testé que deux patients dans notre
étude de stabilité des échantillons de produit d’aphérése, il semblerait que celle-ci soit
limitée et dépendante de facteurs que nous ne maitrisons 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 étre
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améliorés. Pour le moment, il est préférable de prendre en charge les échantillons

directement apres le préléevement.

Suivi des produits d’aphérése dans la PCE :

La PCE est approuvée dans le traitement des lymphomes cutanés et utilisée en
seconde intention dans la maladie du greffon contre I'héte [110]. Le choix d’'un procédé
d’illumination externe par 'EFS de Caen et le cadre réglementaire entourant cette
pratique a nécessité I'élaboration de contréles immunologiques par un laboratoire
indépendant. Ces derniers servent a s’assurer de la qualité des lots de 8-MOP et de
la bonne irradiation des cellules.

Ce travail a permis de montrer I'efficacité de la méthode sur des produits d’aphérése
et a permis de valider I'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 I'exploration par cette
technique difficile comme cela a pu étre décrit dans la littérature [137]. En effet, les
cellules de Sézary CD3+ ne semblent pas proliférer en réponse a la PHA [137]. Ce
phénomene est possiblement lié a une perte de la capacité de division des cellules
anormales [138].

Pour les patients GVH, la prolifération pré-PCE est également plutét faible (<20%)
chez 4 des 7 des patients. Cependant, la difféerence 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
'analyse apres culture. Pour un tiers des patients, cela a rendu l'interprétation de
I'analyse impossible. Bien que nous ayons augmenté le nombre de cellules mises en
culture, cela n’a pas entiérement résolu le probléme 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 synthése de I'ADN peut étre
objectivée grace a la technique de référence utilisant la thymidine tritiee. Cependant,
cette absence de synthése de 'ADN est potentiellement due uniguement a la mortalité

cellulaire et non a une diminution de la prolifération. En effet, contrairement a la

86



technique que nous avons utilisée, la thymidine triti€¢e ne donne pas d’informations
quant a la viabilité des cellules.

Dans son étude, Evrard soulignait déja les limites des contrdles immunologiques
basés uniquement sur I'inhibition de la prolifération cellulaire post-PCE et soulignait
l'intérét de développer un test qui prenne en compte I'apoptose des cellules irradiées.

Nous avons quantifié la diminution de la viabilité des lymphocytes T post-PCE grace
a 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 & la méme interprétation. Pour
deux patients (LEC et DEW), seule I'analyse par la viabilité permet de rendre un
résultat. Cette méthode peut donc étre utilisée indépendamment ou en complément
de la méthode classique évaluant la prolifération.

Exploration d’'une dermite de contact au liguide 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, cosmeétique, qui était
douteux, mais son imputabilité est peu probable. Les explorations biologiques de
I'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), 'albumine sérique et 'a-Gal. Il serait intéressant de tester les IgE dirigées
contre les protéines du lait de vache. D’autres allergénes de I'épithélium et des
phaneres 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 (a-lactalbumine), Bos d 5 (B-
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’ceuf ou le lait mais au vu des résultats, elles pourraient étre
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 I'ordre de celles utilisées pour le TPL ou bien encore en réponse a du
SVF. Pour ce type d’allergéne, la valeur seuil du fournisseur fixée a 15% de cellules

exprimant le CD63* pourrait également étre discutée. En effet, cette valeur est
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optimale pour les protéines telles que les phospholipases des venins d’hyménoptéres
ou la caséine du lait mais pas forcément pour d’autres liquides biologiques.

La réalisation du TPL a titre expérimental nous a permis de constater que pour ce
patient ce test semble étre un bon test diagnostique. En effet, les pourcentages de
prolifération apres culture avec du liquide amniotique de vache a 0,3 g.I'* 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 a la méme 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 xénoréactivite.

Il faudrait optimiser la gamme de dilution du liquide amniotique en réalisant a
nouveau le test avec des concentrations proches de celle pour laquelle nous avons
observé une réaction (0,3 g.I't de protéines) pour pouvoir observer une relation entre
la dose et la réponse proliférative.

Afin de confirmer la spécificité de la réaction vis-a-vis de la vache, il serait
intéressant de refaire le test avec des liquides amniotiques provenant d’autres espéces
(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 a 10% suggére qu’il pourrait remplacer un
liquide protéique d’'origine bovine (sang, liquide amniotique, salive) pour des
explorations visant a 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
'excés 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
contrdle qualité. Ainsi, dans un premier temps, cette mise en place de technique a
permis d’évaluer la qualité de la préparation des produits d’aphérése 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 liqguide amniotique de vache.

Concernant le suivi des produits d’aphérése de PCE, ce travail s’est orienté sur la
mise en place d’'une méthode non radioactive de contrble qualité mais I'existence d’'un
test en cytométrie ouvre d’autres perspectives. En plus d’étre moins contraignante en
termes de sdreté, la cytométrie et I'utilisation du CFSE apportent plus d’informations
gue 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 réle dans le mode d’action in vivo de la PCE.

Sur le versant allergie, il est possible d’élargir ce travail et de démontrer I'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 (exanthéme maculo-papuleux,
syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse, toxidermie nécrosante...) et élargir les
allergenes identifiés, protéines, médicaments (pénicillines, IPP, anticonvulsivants,
allopurinol, antituberculeux, AINS). Il serait également intéressant de développer
d’autres techniques telles que I'ELISpot pour le dosage des cytokines produites lors

de la culture dans le but d’augmenter la sensibilité globale.

89



Le TPL a également sa place dans le diagnostic des déficits immunitaires en
complément des tests déja 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
'avenement de techniques telles que le phénotypage lymphocytaire étendu et le
séquencage 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
particuliérement le TPL sont des techniques qui, bien qu’utilisées fréequemment en
recherche, demeurent peu développées dans le diagnostic en routine hospitaliére.

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 systeme immunitaire adaptatif dont les actions
de coordination ou de cytotoxicité en font les acteurs clés de la réponse spécifique vis-a-vis d’un
antigene. L’activation par I'antigene induit la prolifération lymphocytaire ou la production de
cytokines. Ces réponses prolifératives et fonctionnelles peuvent étre 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 a deux objectifs. Premierement, celui d’effectuer le contréle qualité
des poches d’aphérese utilisées chez les patients traités par photochimiothérapie extracorporelle
(PCE) a I'Etablissement Francais 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. Deuxiémement, 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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IN VITRO EXPLORATION OF IN VITRO T LYMPHOCYTE PROLIFERATION: METHOD

IMPLEMENTATION AND ANALYSIS OF ANTIGEN SPECIFIC RESPONSE

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 Francais 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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