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- JNK c-jun kinase
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- PKC Protein kinase C

-PLC Phospholipase C
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- SMAC . Supra Molecular Activation marker
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-SS Side Scatter
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- T CD4dimCD8+ Lymphocytes T CD8+ CD4diminué
- T CD4+CD8dim Lymphocytes T CD4+ CD8diminué



- T CD&wo
-Tyd

- Tewm
-TEwm

- ZAP-70

Lymphocytes T CD8 homodimeéue
Lymphocytes T exprimant le TGR
Lymphocytes T mémoires centraux
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RESUME
L'immuno-marquage multiple des lymphocytes T paonmétrie en flux permet d’observer plus de

phénotypes que les deux isotypes conventionnel®d+&t T CD8+.

Ces observations sont basées sur la combinaispradpieurs habituellement utilisés mais rarement
tous associés ainsi que sur le niveau d'expressi@mbranaire. Ces données ne peuvent étre
reproductibles qu'au prix d'une standardisationouigguse de la préparation et des réglages du

cytometre et I'élimination de possibles artefacts.

Nous décrivons les lymphocytes T CD4+CD8dim, T CibvcD8+, T CD3fort (ya), T CD&a, T
CD8dim et T CD8+CD56+. Les trois derniers sont eaqueu détaillés. Seules quelques observations

ont déja été rapportées dans la littérature.

Certaines combinaisons (doubles positifs CD4+/CD&ant observées sur le thymocyte immature
mais, classiguement, pas dans le sang périphéritjuétait donc nécessaire de distinguer les isgyp
doubles positifs dans le sang périphérique de ferimenatures qui auraient pu s’échapper du thymus.
L’expression réduite d’'un marqueur (« dim ») pene éduite par I'activation du lymphocyte. Il étai

donc nécessaire d’éliminer une activation récente.

Bien que le travail en I'état se limite a des digsioms phénotypiques, nous avons cherché a
connaitre la pertinence physiologique possibleedeexpressions aberrantes en faisant une coutie rev
de la littérature sur les étapes de la lymphopoikse mécanismes d’orientation vers une lignée
particuliere et les processus d’activation lymphaitg spécifique. L'expression d'un marqueur
membranaire étant dépendant de son utilité, noustténs I'hypothése que ces isotypes non
conventionnels ont une activité immunitaire parignd, soit habituellement minoritaire ou restreiate
certains sites soit induite. Des études fonctidesetlevraient éclaircir ce point. Nos résultats ne
permettent pas de préciser si leur émergence egtagessus actif (éventuellement chronique) ou est
séquellaire d’'une sollicitation passée.

Certaines populations ont une diversité tres res&reNous les avons qualifiées d’oligoclonales a
défaut de pouvoir confirmer leur monoclonalité. Qxentenu de la grande diversité du systéme
immunitaire T, il est peu probable que cette rettm soit fortuite. Elle peut étre réactionnell@im
doit étre distinguée des authentiques syndromegHwpprolifératifs aux phénotypes parfois proches.
Nous situant alors dans la situation frontiere eeqtinysiologie et pathologie, nous avons proposé de
qualifier ces populations de « dysclonotypie oligoale de signification indéterminée » par analogie
avec le concept de «dysglobulinémie monoclonalesimification indéterminée ». Des études
complémentaires devraient permettre de clarifidtecaypothése et éventuellement de définir des

criteres pronostiques.



INTRODUCTION




La numération des lymphocytes T circulants, nonaraux, est I'analyse la plus courante dans le

diagnostic et le suivi des troubles de l'immun#éuaire.

La numération des lymphocytes T est maintenantceffé® par cytomeétrie en flux (CMF). Cette
technologie récente (les premiers cytometres datastannées 1980) s'est fortement développée et les
instruments actuels, trés sensibles, avec de naombdétecteurs et a haut débit, permettent de
caractériser trés finement les cellules (ie : lyogpftes...). Les instruments actuels permettent haeal
multiparamétrique (de 4 a 8 parameétres simultan€arayon 1991, Baumgarth 2003, Luider 2004-), a
grand débit (200 a 10000 cellules / sec), indivildu@gellule par cellule) d’'un grand nombre de @l
(10 a 100 000 cellules par analyse). La CMF ediquéierement adaptée pour les analyses de cellules
en suspension, par le jeu des combinaisons de magjee la distinction du niveau d'expression de
chaque marqueur (la moyenne de fluorescence érsiger@oortionnelle a la densité d’expression de
I'antigéne).

La standardisation des préparations des écharstil{@dask force 1997, NIAID 2000) a permis
d'obtenir une tres bonne reproductibilité, dantefaps au sein d'un laboratoire, mais égalemeng entr
différents laboratoires. L'utilisation de caliboats permet d’obtenir des numérations en valeurs
absolues trés précises. Les instruments sont ijmté des logiciels informatiques qui permettent de
sélectionner électroniqguement et séquentiellemest mpulations selon les parameétres analysés
(fenétres). La stratégie de fenétrage a un rolerohant dans l'identification et la quantification
cellulaire et peut étre délicate. Des élémentssrpgeivent ainsi étre détectés au sein d’une populat
hétérogéne jusqu’a une sensibilité trés basse fllesur 1§ ou mémelf) avec les nouveaux

instruments et une stratégie de fenétrage appeoprié

Ses applications médicales les plus courantes esorimmunologie et en hématologie mais des

applications en cancérologie et microbiologie sgilisées.

La numération des lymphocytes T circulants a &¢ tiéveloppée depuis l'apparition du SIDA qui
est caractérisé par une décroissance progressivaotibre de lymphocytes T CD4+ et une
augmentation compensatoire des lymphocytes T CDi¥s des stades précoces de la maladie. La
variation de la lymphocytopénie est corrélée aivaé de la maladie ou a la concentration de virus
(charge virale). Elle se corrige lorsque le tragem est efficace et réapparait en cas d'arrét des
traitements. L'importance du suivi a incité a um@ndardisation de la technique pour permettre une
bonne précision et reproductibilité dans le temipsntre laboratoires, notamment en valeurs absolue
Des programmes de controle de qualité internationem attestent (Barnett 1996, Baudoin 1999,
Bergeron 2002, Mandy 2002, VanBlerk 2003).



D'autres applications de suivis de la lymphocytésuat pratiquées pour les immunodépressions
primaires (trés rares, comme le syndrome de DiGooy induites par des immunosuppresseurs
(allogreffes tissulaires ou d'organe). Elle perggglement de suivre la reconstitution immunitapeesa

greffes de moelle ou de cellules souches.

Les évaluations fonctionnelles lymphocytaires smysibles par cytometrie (phénotype d’activation,
secrétions de cytokines, prolifération) mais plasement explorées en dehors de protocoles de
recherches.

Les applications hématologiques sont surtout d@yp&les pour le phénotypage des syndromes
prolifératifs (lymphocytaires ou myéloides). Il std également des applications pour I'analyse des

plaquettes et globules rouges.

La CMF et donc particulierement adaptée a l'iderdiion et la numération des lymphocytes T
circulants. L'usage veut que seules les sous-pigusgal D4+ et CD8+ soient considérées en clinique

notamment pour le suivi du SIDA.

Cependant, la population lymphocytaire T ne semé&spas a ces deux sous-populations. Elle est
extrémement diverse (estimée a plus d® §pécificités différentes dans I'organisme (M. 3al88).
Sa diversité dépend eétroitement d'interactions aeeanilieu extérieur et commensal et évolue
constamment dans le temps selon les stimuli oauasls, le contexte micro-environnemental
(inflammatoire). La taille globale de la populati@st finement régulée (homéostasie) pour étre
contenue dans un organisme au volume constantlis8doution est donc dynamique et trés complexe.
Une tres grande capacité d’adaptation a l'enviromer@ les expose a de nombreux risques de
dysfonctionnement. Il nous parait envisageableaehdre des anomalies de distribution dans certaines
circonstances pathologiques avec disparition ddqgae fractions de population et prolifération

d’autres fractions.

Analyser une population aussi complexe avec seuleneux parametres (lymphocytes T CD4+ ou
T CD8+) parait donc extrémement réducteur et peplicuer le manque d'intérét des cliniciens pour
cette analyse, méme dans les pathologies qui famement intervenir des lymphocytes T comme les
maladies auto-immunes (lupus érythémateux dissemswdérodermie, polyarthrite rhumatoide,
dermatopolymyosite, maladies intestinales inflanwinas..) et les infections virales chroniques (CMV,

VHC, VIH...) ou encore les hypersensibilités (eczénaathme...).



Apports séméiologiques de la cytometrie :

La pratique quotidienne de l'analyse numeériqueydghocytes dans ces conditions nous a permis
d'observer que la simple analyse de marqueursametdtait en évidence de nouvelles combinaisons de
marqueurs autres que les lymphocytes conventiof@&l8+CD4+ ou CD3+CD8+).

En considérant les variations d’intensité de flsoemce, I'analyse des résultats graphiques nous a
permis de visualiser occasionnellement des condmnai non conventionnelles qui ont suscité notre
curiosité (fig. 1.1). Nous avons choisi d'utilisker terme « dim», qui sera employé par la suite pour

signifier une expression a intensité de fluoreseer@uite comparée a la moyenne habituellement

observée et correspondant a une moindre densgértiee.

Ces populations lymphocytaires que nous avons figesdi de « non conventionnelles » pouvaient
apparaitre trés homogenes chez certains patielis. fiouvaient étre fortement représentées (de 1 a
15% des lymphocytes T) et étre stables sur deysesh plusieurs mois d’intervalle. La signifioati
de ces particularités ne nous était pas connuelet mettait dans I'embarras vis-a-vis du patierduet
prescripteur (Sala 96). Sont-elles sans significatou révelent-elles un processus immunitaire

évolutif ? (réactionnel ou autonomiseé).

L’analyse plus attentive a montré que ces popuiatimon conventionnelles étaient présentes chez la
plupart des sujets testés mais a des frequencefatbdes (moins de 0.5% des lymphocytes T) ce qui

peut expliquer qu’elles soient passées inapergisesija maintenant.

Le but de cette these était donc d'identifier cassgroupes lymphocytaires homogenes, de les

caractériser immunologiquement et de recherches Egnifications diagnostiques éventuelles.

L'étude a été réalisée sur des prélevements edfechu titre diagnostique pour des patients
hospitalisés au CHU de Saint Etienne, ou dansdeecde contrdles biologiques chez les volontaires,

donneurs de sang de I'Etablissement Francais dyda8aint Etienne.



Figure 1.1 : Populations lymphocytaires T non conventionse@®4+CD8dim (a); CD4dimCD8+
(b) ; CD8dim (c); CD3fort (d). Une fraction de clnae des 3 dernieres pouvant exprimer le CD56.
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RATIONNEL



La définition des populations non conventionnellespose sur le niveau d’expression (intensité de
fluorescence) et la présence inhabituelle de marmgueemembranaires des lymphocytes T. Ces notions
exigent donc de réduire au maximum le risque d'ddét et dinstabilité des techniques et

instruments et nous avons commencé par faire ungapsur les requis technigues déterminants.

- Nous avons observé que ces populations non ctiomeelles pouvaient avoir une distribution
fortement homogene pouvant suggérer une restridegodiversité. Pour en comprendre la signification
et les méthodes d’analyse, nous avons fait un tappéda constitution de diversité du récepteur misda

ses deux étapes : stochastique et déterministe.

- Comme chaque marqueur utilisé a une signiicaghysiologique, nous avons fait un rappel des
données de la littérature sur les caractéristigunenotypiques des lymphocytes T circulants. Certains
caractéres (doubles positifs) peuvent évoquer désgiypes de thymocytes immatures dont la présence
dans le sang périphérique est inhabituelle chelulfa. Nous avons donc revu les principales étdpes
I'ontogenése des lymphocytes et les étapes de idadlans les compartiments périphériques.

- Des proliférations oligoclonales avec éventueftexdifications phénotypiques pouvant apparaitre

au cours de l'activation lymphocytaire, nous av@al ses mécanismes.

- La distribution des différents clones au seidadpopulation complexe est finement régulée lors de
I'expansion induite par une stimulation antigéniguretenant compte du volume constant des organes
lymphoides. L’émergence d’'un clone particulier nerdi donc pas persister dans le temps s’il adaere

des regles homéostatiques que nous avons rappelées.

- Les populations lymphocytaires T ne se limitaad pux T conventionnels, nous avons fait un court
rappel sur les caractéres connus des principalessapbpulations qui commencent a étre décrites en

détail dans la littérature.

- Enfin, comme la prolifération éventuelle d’'un méy deéfiant les regles d’homéostasie, peut
correspondre a un processus hémopathique, nous &ibmune courte revue des principaux types de
syndromes prolifératifs a cellules T.



Rappels sur les principes de la Cytométrie en flux
Instruments :

La cytometrie en flux (CMF) permet I'analyse detipates en suspension, injectées dans un flux
liquide, isotonique. Dans la chambre d'analysecédiles passent une a une devant un faisceau lase
(fig. 2.1). L'analyse des diffractions dans le pmgement (Forward Scatter, FS) ou latérale (Side
Scatter, SS) permet de distinguer les cellulesnsielor taille et leur granularité. Les débris (dites
tailles) et les petits amas (doublets), qui peuv@nettre des signaux non spécifiques, peuvent étre

éliminés par 'analyse électronique.

Figure 2.1: Principes de cytométrie (fluidique).
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Les particules en suspension peuvent étre fifdipar immuno-marquage utilisant des anticorps
couplés a des fluorochromes de couleurs différemtaslisation d'anticorps directement conjugués a
un fluorochrome permet d'utiliser plusieurs fludmmmes simultanément, dans la mesure ou le
chevauchement inévitable des spectres d'émissimelment disponibles le permette. Les sources
d’excitation laser généralement utilisées sonaset bleu (Argon ; 488 nm) et le laser rouge (Hélkum
Néon ou diode électroluminescente 633 nm). Degddd¥ ou violets peuvent étre adjoints. Certains
instruments permettent d'utiliser 2 ou 3 laserddhts. Les cytometres analyseurs actuels commorte
de 3 a 6 détecteurs photomultiplicateurs (PMT) peiivent mesurer la fluorescence émise par les

différents fluorochromes par le jeu de filtres etains sélectifs (fig. 2.2).



Figure 2.2 : Principes de cytométrie des systémes utilisésmparaison des Bancs Optiques soit
linéaire (Epics XLM, Beckman-Coulter, Fullerton CAgoit en étoile : octogone et trigone
(FACSCanto , BD Biosiences, San Jose, CA).
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Fluorochromes :

Les fluorochromes les plus couramment utilisés EoRtuorescéine (FITC), la Phycoérythrine (PE),
la Protéine Péridine Chlorophylle (PerCP) et Ale&8 pour le laser Argon et Allophycocyanine
(APC), Alexa 647 pour le laser Helium-Néon (table

bY

Les fluorochromes sont activés a une longueur dooaractéristique et émettent un spectre de

longueurs d’onde plus élevées (fig. 2.3).



Figure 2.3 : Principes dimmunofluorescence en cytométrieugfochromes disponibles) :
Répartition des spectres d’excitation et d’émissierthaque fluorochrome utilisé.
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Certains fluorochromes (fig. 2.4) sont compositaadems), formés d'un premier fluorochrome dont
la lumiére émise (570 et 670) permet d’activerdeond fluorochrome qui émet a une longueur d'onde
plus élevée (635 ; 670 ; 770nm). Ces tandems pnbel'utiliser plus de couleurs pour les deuxsseu
lasers disponibles. Les plus courants utilisenptigcoérythrine (PE) et l'allophycocyanine (APC)
couplées aux Rouge Texas; la Cyanine 5 ou Cyanire Alexa 700. La Cyanine 7 est tres

photosensible et doit, encore plus que les awdtesconservée a I'abri de la lumiére.



Figure 2.4: Principes des transferts d’énergie (FRET) daadlliorochromes tandem (ex :
Phycoérythrine - Cyanine 5).
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Les fluorochromes ont des rendements quantiqueslifférents (APC > PE-Cy5 > PE > PerCP >
FITC > APC-C7 > PE-Cy7 > ECD —fig. 2.5) . Leur ckdioit en tenir compte selon le niveau
d’expression du marqueur a étudier (Holden 20083. éxpressions faibles pouvant étre sous-évaluées

avec des fluorochromes peu lumineux.

Figure 2.5: Brillance différentielle (rendement quantiquajre fluorochromes disponibles.
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Les principaux fluorochromes utilisés :

Les principaux fluorochromes couramment utilisésrddistés dans la table I.

Table I : Principaux fluorochromes utilisés en cytométrieralgtine, avec deux sources d'excitation

laser (Laser Argon 488 nm ; Hélium Néon 633 nmhréviations usuelles. Médiane du pic d'émission.

| Fluorochromes | Abréviation | Excitation  |Emission |
Fluoresceine IsoThiocyanate FITC 488 519
Alexa Fluor 488 Alexa488 488 519
Phycoerythrine PE 488 575
Protéine Peridine Chlorophyle PerCP 488 675
PerCP-Cyanine 5 PerCP-Cy5 488 694
PE - Texas-Red PE-TR 488 615
PE-Alexa-610 PE-Alexa610 488 628
PE-Alexa-647 PE-Alexa647 488 668
PE-Cyanine 5 PE-Cy5 488 670
PE-Cyanine 5,5 PE-Cy5,5 488 694
PE - Alex Fluor 700 PE-Alexa700 488 723
PE-Cyanine 7 PE-Cy7 488 767
Texas Red TR 595 615
Cyanine 5 Cy5 633 670
Allophycocyanine APC 633 660
APC-Cyanine 5,5 APC -Cy 5.5 633 694
APC-Alexa Fluor 647 Alexa647 633 668
APC-Cyanine-7 APC -Cy 7 633 767
APC-Alexa Fluor 700 APC-Alexa700 633 723

Artefacts de détection de fluorescence :

Il faut savoir que pour linstant, aucun fluoroanm disponible n'a de spectre d'émission étroit
(fig.2.3). Ainsi, la couleur émise par chaque fludirome peut étre en partie détectée par les datsct
dont les filtres sélectionnent des longueurs d'snibisines (Roederer 2001). Le phénomeéne est diauta
plus compliqué que le nombre de fluorochromessétiliest grand. Il peut étre artificiellement carrig
(compensations) par le logiciel d'analyse du sigmails reste la source d'importants artefacts 2fi@).

Les niveaux de compensations en pratique sontuvaéables selon les fluorochromes utilisés, le
fournisseur des anticorps conjugués et les instnisn®&ous fournissons a titre d’exemple une matrice
de valeurs moyennes observée dans notre expésancme période de 3 mois avec des billes calibrées
(fig. 2.6).



Figure 2.6: Principes des compensations de fluorescencet(apeverlap). Niveaux de
compensations requises en pratique sur systens€kato et billes de calibration SsetUp beads™

(suivi sur 3 mois).
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Compensations :
FITC PE PerCP  [PerCP Cy5 PE-Cy7 APC APC-Cy7

FITC 0.96 +0.16 0 0.13+0.02 0 0

18.8 +0.44 0.07 +0.05 1.6+0.14 0 0
PerCP 245 +0.30 ENENWY 45+037] 09+0.10 | 05+0.14
PerCP Cy5,4 2.45 +0.30 [FENEFWY! 45+037] 09+0.10 | 05+0.14
PE-Cy7 0.27+0.02 [ 1.38 + 0.11 |74 AW R REE) 0.16 +0.02 EEEANE
APC 0.01 |0.09+0.08 [REERRA 3.9+0.85 [0.05+0.03 21.1+3.56
APC-Cy7 0.0 0.01+0.02 294+027(24+024| 28+061

L'utilisation de tandems expose a d'autres artefact

- La lumiére du premier fluorochrome peut ne pas @ntierement absorbée par le second, et

s'échapper. Un signal inattendu est alors détestapremiére longueur d’onde (“fuite” —fig. 2.7a)

- Le complexe, parfois instable (surtout avec Cyar¥) peut se dissocier compléetement si la durée
de conservation du réactif dépasse les délais nisest émettre un signal a une longueur d'onde

différente ("défaut second fluorochrome" —fig. 2.7b

- Le second fluorochrome peut éventuellement éxatée non pas par le premier laser via le
fluorochrome (ex : PE-Cy 5 par laser 488), maigagment par le second laser (ex : Cy 5 par laser

633) ("excitation artefactuelle" —fig. 2.7c).



- Inversement, la proximité stérique de deux flabromes, portés par des marqueurs différents peut
induire un transfert d'énergie (FRET) et I'émissioattendue d'une troisieme couleur ("FRET" -
fig.2.7d-). Par exemple, I'emploi d'un marquage-@mt3 PE et anti-TCR APC peut induire I'excitation
de I'APC par le laser Argon via la PE proche (Riokd, Isaac J et D’Hautcourt JL ; 9° congrés de
I'AFC, Strasbourg 2003).

Figure 2.7: Limites et défauts des transferts d’énergie (FREEmission inadaptée par a) fuite, b)

dégradation du tandem, c) excitation du seconddhklwome; d) FRET par proximité de marqueurs.
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Enfin, des facteurs liés a I'échantillon peuventridrer avec la détection d'immuno-marquage
fluorescent, d'autant plus que les analyses cagasint effectuées sur sang total (en présence de

sérum) avec lyse des globules rouges et sans lavag@lus fréquents sont :

- Immuno-marquages non spécifiques, probablemesntadia présence de facteurs rhumatoides ou

autres protéines aggrégantes : tous les fluorooksanteragissent.

- Inhibition de marquages, pouvant étre due a amsunisations anti-idiotype comme par exemple
les immunisations contre des anticorps de souxis &ati-CD3) utilisés en thérapeutique : seul [23C

ne marque pas, quelgu’en soit le couplage.

- Emission de signal non spécifique par la préselecenolécules fluorescentes (médicaments, sels
biliaires...).

Les artefacts ne peuvent étre identifiés que pavsérvation attentive de I'expérimentation.
L'identification de sous-types lymphocytaires suwes dcriteres d'intensité de fluorescence ou de

combinaisons non conventionnelles doit tout paiécament tenir compte de ces risques artéfactuels.

Ces détails ne sont pas anodins. Le rendememttique des fluorochromes est trés variable - PE >
APC>FITC>Tandems). De plus, les deux fluorochroteesplus sensibles sont détectés en premier sur
le systeme EPICS XL et en dernier sur le system&€Fdanto (apres réflexion par 5 filtres
dichroiques). Comme les subtilités sémiologiques gaus proposons reposent en partie sur les
intensités de fluorescence des anticorps capturésut valider leur reproductibilité entre systésne
différents. Un plus fort signal du CD3 et un plasbfe du CD8 peuvent étre attendus sur le systéme
FACSCanto.

Les risques d’erreur sur les numérations absoloesaussi différents. Dans le premier systeme, la
technique dépends moins du technicien (qui manilesleleux facteurs : échantillon et billes calils)ée
de la méme facon et avec le méme outil. Dans lensksysteme, les billes étant déja distribuées, la
précision de la numération repose sur la précidempipetage de I'échantillon. Le risque d’erreur es
encore augmenté par le petit volume manipulé (foetet influencé par les quelquek de liquide qui
restent plus ou moins accrochés a la pointe dpéitp).



Réglages des instruments :

La détection de fluorescence par les FCM est exdnéemt sensible résultant d’'une amplification
exponentielle du signal par les photomultiplicaselreur réglage est donc essentiel pour la qualité
reproductibilité des résultats. Le niveau d'angdiion du signal a été reéglé de facon trés stalske
en utilisant des anticorps contrbles isotypiquesiptts au méme fluorochrome par le méme
fournisseur. Depuis le nouveau systéme, les reandations internationales ont changé et le réglage

des photomultiplicateurs est établi sur les échansi sans marquage (ISAC, Montpellier 2004).

Les compensations étaient également réglées de famgoiRrautomatique selon la procédure et les
réactifs Cyto-comP (Beckman-Coulter), de telle facon que les moyemgesnétriques de fluorescence
(MFI) des populations positives étaient égalesraoyennes de fluorescence aux populations négatives
correspondant. Le calcul des compensations étittaé suivant une procédure semi-automatisée,
recommandée par le constructeur sur le systeme BeekKioulter et contrélé chaque semaine malgré
une trés forte stabilité. Aucune procédure autmsgatiefficace n'est encore disponible sur le nouveau
systéme BD 6 couleurs et les réglages de compensatit été effectués manuellement suivant les
mémes regles et validés sur des procédures de ritouss” un marquage (Full Minus One —Roederer
2001-).

Stratégie de sélection (gating) :

La stratégie d'analyse des cellules marquéessitgiinire dans les deux systemes, et conformes aux
recommandations internationales. Nous avons abagdarsage systématique de controles isotypiques

depuis les récentes recommandations (O ‘Gorman, 188«, Montpellier 2004,).

Le CDA45 versus diffraction latérale SS permet gmsgr les 3 principales populations leucocytaires
(fig.2.8). La population lymphocytaire (petite tajl forte expression de CD45) est ainsi clairement
distinguable des débris cellulaires (qui ne fixpas le CD45), de monocytes (CD45 plus faible,
diffraction latérale plus forte) et polynucléairéSD45 encore plus faible, diffusion latérale tres

disperseée).

Les lymphocytes T étaient sélectionnés électromprg sur leur expression de CD3. llIs
représentent habituellement de 60 a 80 % des lyoypd® Les lymphocytes NK étaient identifiés sur
I'expression de CD56 éventuellement mélangé ave€Cldil6 et I'absence d'expression de CD3. Les
lymphocytes B ont été identifiés par I'expressierCiD19, qui n'est jamais co-exprimée avec le CD3 ou
le CD56.



Figure 2.8 : Stratégie de sélection électronique (gatings lymphocytes sont sélectionnés sur le
marquage CD45/SS. De cette population, sont sétewts les lymphocytes T (CD3+). Parmi les T
CD3+ sont analysés les CD4 et CDS8.
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Parmi les lymphocytes T (CD45 fort, CD3 +) il estspible de séparer clairement les sous
populations conventionnelles qui expriment de fagaruellement exclusive le CD4 (habituellement
50-60% des lymphocytes T) ou le CD8 (30-40%). Unaetion minoritaire d'authentiques lymphocytes

T (CD3+) n'exprime aucun de ces deux marqueurs (CD8 ; DN).

Les deux compagnies recommandent cependant désgsigade sélection un peu différentes : par
exemple, le systéme Tetrahélimine les lymphocytes sélectionnés sur CD4/SSstiiérent avoir
une petite taille et correspondent a des celluledesn. Cette fraction est négligeable sur les ddltars

frais mais augmente si I'analyse est difféerée.

Les différences apparemment mineures de stratég@alibration et de sélection peuvent avoir des
effets importants sur le résultat final. D’ailleudans les études internationales, les analysesteéfes
par les systemes Beckman-Coulter sont toujoursfibkes d’environ 10-15% que les valeurs rendues

par les systemes BD Biosciences (Whitby 2002).

. Pour éviter cet écueil et assure la continuitéhde résultats, nous avons imité au mieux sur le

nouveau systéme notre stratégie précédente.

Chacune des procédures a été validée selon les memmsations américaines (NIAID 2000,

Taskforce 1997) et le guide francais de bonnesiqued de laboratoire (GBEA). Des procédures



quotidiennes vérifient la maintenance des systefaewlification, compensation). Des contrdles de
qualités internes (ImmunotfglBeckman Coulter, puis Multiche&kBD Biosciences) ont été analysés
quotidiennement et leur stabilité a été contréléelgsm courbes de suivi de Levey Jennings. lls ont
permis de valider la continuité de nos résultats lsumouveau systeme. Les résultats ont été
périodiqguement validés par l'analyse de contréles qdalité externes nationaux (AFSAP) ou

internationaux.

Toutes les procédures de standardisation ont pefenisontrer la grande stabilité des deux systemes

et d'accepter des comparaisons d'analyses suepissinnées.

Les observations, que nous avons rapportées edkamgnt sur le premier systéme, ont toutes été
confirmées sur le systeme le plus récent. Ce deardggporté plus de précisions d'identificatiorsdes

populations grace aux combinaisons de marquagecplaplexes.



Lymphocytes T Conventionnels

Caractéristigues phénotypigues :

Les Lymphocytes expriment différentiellement de boeuses molécules qui leur conférent des

significations physiologiques particulieres.

Nous avons focalisé notre étude sur les lymphoclytgsi partagent les caractéristiques suivantes :
M expression homogene de CDA45 fort, avec faibleatiffon latérale
M expression de CD2, CD3, CD5 et d'un récepteur TR)TC
M passage thymique au cours de leur ontogenése

M diversité de spécificité et fonction.

La reconnaissance spécifiqgue d’'un déterminant a@nitigie par le lymphocyte T est possible grace a
son récepteur T (TCR) qui le caractérise (fig. .2l9) TCR est composé de deux chaines différentes
(hétérodimere). Il existe deux isoformes de TCRit g3, soityd Les lymphocytes qui expriment le
TCR af3 sont les plus nombreux dans le sang périphéridgi@alcourent toute leur ontogenese dans le
thymus. Nous aborderons les caractéres des lym@®oadyd dans un paragraphe dédié. L'expression

du TCR est nécessaire a la survie du lymphocytkc(R®01).

Spécificité lymphocytaire T Les molécules TCR sont semblables dans leur greadie. Seule une
petite partie porte la spécificité pour l'antigei@ette partie extrémement diverse (hyper-variable)
permet de reconnaitre tout type d’antigéne prédant la nature. Chaque lymphocyte possede en

principe une seule spécificité (plus ou moins @&eiWilson 2005-).

Expression du TCR Le réarrangement concerne les deux alleles dungénd.e premier allele qui
s'avere efficace est maintenu. Le second est indéfénitivement. Cependant, il existe quelques
exceptions : dans certaines circonstances, le deexalléle peut étre co-exprimé (Padovan 1995). Le
lymphocyte exprime alors deux spécificités (estém@.10% des lymphocytes circulants). Le sens de
cette double expression n'est pas clairement éluc&léecond allele peut également étre exprimé a la
place du premier si ce dernier s'avére nocif (« TfeRsion »), sauvant le lymphocyte (« Rescued T
cell ») de la destruction programmée (« apoptaSecper 2004).



Figure 2.9 : Reconnaissance du complexe peptide-MHC paédepteur TCR du lymphocyte T
(CD4+ ou CD8+).




Réle physiologique du CD3 Tous les lymphocytes Toff ou y3) expriment le CD3, complexe
protéique associé de fagcon non covalente au TCRCD8 suit la méme dynamique d'expression
membranaire que le TCR (Minami, 1987 Liu 2000). u¥as molécules sont exprimées de facon quasi
constante par les lymphocytes T comme le CD2 &€D& (Liu 1996, Green 2000 ; Sasada 2001,
Raman 2002, Brossard 2003, Gi,ferrer 2003). Cesécntds sont moins utilisées pour les

caractérisations de routine en dehors des procassusaux ou leur expression est variable.

La reconnaissance du déterminant antigénique peC R induit un signal cytoplasmique requis pour
la réaction cellulaire. Le TCR n'a pas de prolongement cytoplasmique quipkrmettrait la
transmission du signal (Judd 2000 ; Nel 2002 letLle TCR fait partie d’'un complexe protéique qui
comprend également le CD3 et le CD247, associgag®m non covalente et possedent les chaines
cytoplasmiques nécessaires a la transduction dhalsige CD3 est composé de 2 complexes hétéro-
dimériques «g; d¢g). La chainee est la cible des anticorps monoclonaux habituedtgnutilisés pour
I'identification des lymphocytes T. Le CD247 comgake deux chainé€s(ou éventuellemeri chez la
souris) est parfois appelé TCR. La chaine( est requise et limitante (la moins produite) pour

I'expression du complexe CD247- CD3.

Expression du CD4/CD8 Les lymphocytes dp périphériques, matures, expriment soit le CD8 (T
CD8+) ou le CD4 (T CD4+) normalement de fagcon migueent exclusive. Dans les analyses de
routine, les lymphocytes T sont donc généralemensidérés en deux groupes : T CD4+ et T CD8+.
Les T CD4+ et T CD8+ ont un comportement réactibmmanséquement différent (Foulds 2002). Les
T CD4+ ont une activité de modulation (auxilliaid® la réponse immune (Appay 2002) alors que les
lymphocytes T CD8+ ont plutét une activité effemtri notamment cytotoxique (Kessler 1997, Cho

2002). Les deux populations sont donc complémergtaians la réponse immune (Gao 2002).

La population T CD4+ est prépondérante dans le saégphérique chez l'adulte mais ce
déséquilibre n’est pas retrouvé dans les autrepadiments (Jimenez 2002). Le CD4 aurait une plus
forte activité co-activatrice et favoriserait urpeétoire plus large de lymphocytes T en permettant

I'activation d’'un plus grand intervalle d’affinit§gVang 2001).

Le CD8 est une molécule hétéro-dimérique composéwdchaina et une chain@. La molécule
CD4 est composée d'une seule chaine (fig. 2.9)est pventuellement se dimériser au cours de
I'activation (Davis KA 1998, Moldovan JI 2002). Ldensité de surface du CD4 ou du CD8 est

relativement stable sur la cellule au repos.

L’expression du CD8 ou du CD4 est nécessaire aividion (et a la survie) du lymphocyte
(Luescher 1995, Vignalis 1994, Renard 1996, F&&®7, Denkberg 2001, Moldavan 2002). Le CD8



ou le CD4 se lie directement a la molécule du CMHEs€e | ou Il respectivement (Sazmann, 1998 ;
Wang 2001; Wooldrige, 2005). L'affinité de liaisoest significativement augmentée (Vignali, 1994,

Luescher 1995, Garcia 1996, Renard 1996, Feito,198ikberg 2001, Moldovan 2002). La résultante

des deux liaisons est appelée avidité (Bachman 1386g 2005). lls ont également une activité

d'amplification du signal et permettent d'atteintireseuil de signal requis pour le déclenchement de
I'activation du lymphocyte.

Ontogenese des lymphocytegf: L'ontogenése du lymphocyte T est maintenant miemmpeise
(Boyd 1991, Anderson 1999). Les précurseurs comnuass lymphocytes naissent dans la moelle
osseuse. Les précurseurs T précoces (ETP) gudtenbelle et migrent dans la zone para-corticale du
thymus (Shortman 1992, Bhandoola 2003). Le lympteaymature n'exprime ni CD4, ni CD8, ni
TCR. Le réarrangement de la partie variable dehi@me du TCR se produit (Table 1l). Si le
réarrangement a été productif, les molécules CDL@8 sont exprimées simultanément (double
positif). Le CD8 pourrait étre exprimé dans sa ferimomodimérique avant d’acquérir la forme
hétérodimérique (Carrasco 1995). Le réarrangemeniadchainea du TCR est alors déclenché
permettant la production du TCHY) complet (Hamman 1999, Chang 2000, Holfman 20Q8).
réarrangement de la chalaeentraine la délétion des génes de la chaigei est insérée dans les

segments ¥ et 2.

Table Il : Thymopoiése

CDla| CD34 | CD44 | CD25| CD2 | TCR CD3 CD4 CD8 position RAG Tdt

CLP - +

DN1 |ELP + - + - - - - - - cortico-medullaire

DN2 ETP + - + + - - - - - cortex

DN3 + - + + B - - s\capsul +
Sélection de TCR@

DN4 |ProT + - | - | - | |a[3| + | - | - || s\capsul | + | +
Sélection positive

DP | -] -] -+ epl++]+]] medul | |
Engagement de lignée

SP + | - -|-|+|ag3|+|+/-|-/+|| medull | |
Sélection négative

CLP common lymphoid progenitor;

ELP early Lymphoid progenitor

ETP : Early T lineage precursors

DN double négatifs; DP doubles positifs; SP Simple négatifs

Yasmina Laouar (M/S 1999); A Bhandoola et col J Immunol 2003
R Boyd et al Immunol Today 1991 Colleen Witt et col 2004
Y Akashi et col. J Immunol 2000 Bettina Ernst et col J Exp Med 1995

Le lymphocyte recherche un ligand MHC- peptide ducenvenable sur les cellules présentatrices du

thymus. Si le lymphocyte ne reconnait pas de liggnedlected cells » -Fink 2000-) ou en reconnait



avec une affinité suffisante (Williams 1999), it @sué a une mort programmeée (« Programmed Cell
Death ») par apoptose (Shortman 1994, Hamann X98&ng 2000, Le Campion 2002). Dans le cas

contraire, la cellule rescapée (« rescued T Cagirelifere (Yatsumo 2000, Basson 2000.

Les lymphocytes T spécifiques d'un peptide préspatde CMH de type | utilisent le CD8 et les T
reconnaissant des molécules présentées par le Ckkpliment le CD4 (Teh 1988, Chang 2000). La
molécule co-activatrice inutile (CD4 ou CD8) dismaret le thymocyte qui n’exprime plus qu’un seul
co-récepteur : simple positif (SP) poursuit sa maion («lineage commitment »; Basson 2000 ;
Ernest, 1995 ; Anderson, 1996 ; von Boehmer 20@0m@in 2002, Glimcher 2002, Holfmann, 2003).
Le CD4 pourrait étre exprimé préférentiellement' etpression du CD8, uniquement aprés induction
(Moldovan, 2002). Le choix de lignée peut étreuaficé par la cinétique de liaison (Yasutomo 2000).

Les lymphocytes qui reconnaissent des déterminaam$igeniques de facon inappropriée (trop

forte avidité) sont éliminés (sélection négative).

Seuls les lymphocytes matures, simples positifsy nocifs, sont exportés dans le sang et sont
nommeés subséquemment soit T CD4+ soit T CD8+.

Figure 2.10: Ontogenese des lymphocytes T conventionnelsngleytes).
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Les différentes étapes de lI'ontogenése se déraldestdes sites différents du thymus (fig. 2.1@). L
cellule précurseur entre a l'interface cortico-nidghe (Boyd 1991, Witt 2004). Les doubles positifs
sont sélectionnés positivement dans le cortex. &iesples positifs survivants migrent dans la

médullaire. La distribution spatiale est dirigéer @ production de chimiokines et la régulation



d’expression de leurs récepteurs respectifs (CXERACR9 — CCR4 — CCR7/CxCR3 ; Annunziata
2001).

Dynamique de thymopoiésele thymus est particulierement actif pendant k& feetale, surtout le
troisieme trimestre et les premiers mois de la i&.production journaliere dans le thymus a été
estimée a 10thymocytes par jour chez la souris (Tough, 1998)rpune production finale de 4@ es
DN ne représentent que 3.5% chez 'homme. Les ésytsitifs sont la grande majorité (73%). Les SP
CD4+ représentent 14% et les CD8+ 7% des thymotgtasx (Ye, 2002).

Les mémes taux sowmbservés chez la souris (Mehr 1997). Leur taux dietgion est trés faible.
Seulement 1.5% des thymocytes produits sont eipathaque jour. Plus de 95% sont éliminés. La
majeure partie des éliminations dans le cortexliésta la sélection positive alors que la sélection
négative est 10 fois plus active dans la méduli@tertman 1994, Faro 2004). La production aing qu
le taux d’exportation sont adaptables et peuvenmamier en cas de besoin (Le Campion 2002,
Almeida 2005). L’ablation thymique entraine unepdistion des lymphocytes T naifs en 6 mois chez la
souris et la perte de capacité de maturation densgpcytotoxique (Di Rosa 1999).

Chez le grand enfant, la thymopoiése décroit rapéde et I'organe involue, n'étant plus qu'un amas
graisseux chez l'adulte (Douek 2000, Aspinall 200&erkamp 2005). Il est cependant possible
d’observer, avec des techniques tres sensible®rdiggants thymiques récents (RTE), caractérisés pa
leur contenu en cercle d’excision du réarrangerdanfCR (TREC) (Berzins 1998, Mc Farland 2000),
méme chez I'adulte (Poulin 1999). Dans de tréssraas, des conditions particulierement drastigeres (

. reprise d'aplasie, lymphopénie) peuvent s'accgmgrad’'une reprise de la thymopoiese (Chau 2005).

Une lymphopoiéese est possible dans les sites imiogiqaes périphériques (Antica 1999).

Un maturation de thymocytes est possible en dethothymus comme cela a été observé dans des

conditions expérimentales chez la souris athym(ileanedy 1992, Karrer 2003).

Circulation lymphocytaire :Dans la circulation périphérique, le lymphocyteieule et se disperse
rapidement entre les différents sites lymphoidesrsgaires (ganglions, rate, amygdales) et des sites
effecteurs ou il rencontre éventuellement les oedlutibles. Leur migration tissulaire n’est pas
completement aléatoire mais guidée (adressagd’eppression séquentielle de molécules d'adhérences
(Bromley 2000, Davenport 2002). Les lymphocyteffsnaxpriment le CD62L qui leur permet de
migrer dans les ganglions (fig. 2.11). Les lympties T effecteurs expriment le CD49d pour les sssu
périphériques ; le CD103 dEB7 ; E sélectine pour la peau ou encore lintégudg7 pour les
muqueuses (Baekkevold 2005). L'expression de réoeptde chimiokines les oriente selon le gradient :
récepteur CCR7 pour les organes lymphoides, CCRb lpopériphérie (Masopust 2001, Weninger
2001) ou encore CCR4 pour la peau (Beakkevol&R00



Evolution phénotypique du lymphocyte TComme dans le thymus, la survie des lymphocytes
périphériques est soumise a leur sollicitation ghes peptides pertinents. Sans stimulus, la suese d
lymphocytes T a été estimée a 26-28 jours (lympteodyCD4) et 17-19 jours pour les lymphocytes
TCD8+ (Di Rosa 1999, Ferreira 2000, Labrecque 2001)

Le phénotype du lymphocyte change selon les engagfsnet son niveau de maturation (fig. 2.11).
Le lymphocyte naif (CD62L, CD45RA, CD27+, CD28+, RC+) rencontre le peptide pertinent dans le
ganglion qui draine le site de l'infection ou d’egftion. Il est prépondérant dans le sang périghéret
les ganglions, notamment chez le jeune enfant ehai@s en moins chez la personne agée (Nociani
2000). Le lymphocyte naif répond faiblement a utiendation antigéniques. Si le contexte est
favorable (contexte de « danger » -P Matzinger 2002 lymphocyte naif est activé (CD69+, CD25+
puis plus tard, HLA DR+, CD38+), se divise (de b alivisions -Oehen 1998-). Avec l'aide des
lymphocytes T CD4+ (Hu 2000), le lymphocyte naifj@ére un "phénotype "engageé” : (CD45RO,
CD62L-, CD49d+, CCR5+ ; CD27+, CD28+ -Sallusto 998aech 2001, Le Frangois 2002, Aandahl
2003-).

Figure 2.11: Vie du lymphocytes en périphérie. Evolution pbi§pique au cours de la maturation

induite par la rencontre avec | 'antigéne pertinent
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Par la suite, I'expression de CD7, CD28 puis CD8padait progressivement (Hamann 1999, Appay
2002, Tomiyama 2002, Day 2003). Les lymphocytesesitent vers un phénotype mémoire (CD7-, 28-
27- -Hamann 1997-). La molécule CD45, commune Bumxphocytes est modifiée, perdant ses
domaines (A, B, C) distaux, spécifiques du stadmatare (RA) et acquiere I'isoforme "mature” (RO —
Ferrer 1992, Prince 1992, Bell 1998-). La maturatiers le phénotype mémoire nécessite la présence
de T CD4+, d’IL-2 et IL-7 (Bevan 2004). Les lymplytes mémoires s‘activent plus rapidement (délai
avant entrée dans le cycle : 12 heures - comp&® ldeures pour le cellule naive) et sont plusatks
notamment en terme de cytotoxicité, production gekines régulatrices (Ahmed 1996, Zimmeran
1999, Rogers 2000, Veiga-Fernandez 2000, Land68,ZBray-Ahmadzadeh 2001).



Il existe deux types de lymphocytes mémoires (TalblelLes lymphocytes mémoires ‘effecteurs’
(Tem) CD7- (Wallace 2000) ; CD27-CD28-) ont une réponapide et forte capacité proliférative
(Macallan 2004). Les gv sont prépondérants sur les sites effecteurs. yiepHocytes mémoires
‘centraux’ (Tcwm) ré-acquierent les capacités de migration vetisse lymphoide (CD62L+ ; CCR7+; -
Geginat, 2001, Faint 2001, Hengel 2003 -). La petidn de mémoires centraux requiére la production
d’IL-15 plus que d’IL-2 et la résolution de la caudactivation sous forme de disparition de 'aatig
(Tough 2003, Bevan 2004). L'IL-7 peut égalementejoun rble (Kaech 2003). lls sont prépondérants
dans le sang périphérique et les ganglions. Le hgoye mémoire central peut méme ré-acquérir le
phénotype CD45RA (« Revertant cells » —Nociani }99%es derniers constituent le contingent
mémoire a long terme (Salusto 1999, Masopust 200dninger 2001). Cependant, il persiste un
inflation des T mémoires avec le temps (Kaech 2008filiation entre les deux isoformesgf et Tem)
est encore source de discussion, certains auteopogant qu'il s'agisse de deux voies paralleles
(Noble 2002)

TABLE Il : Phénotypage des lymphocytes T aux différents stades de maturité

Naif Rencontre |Engagement mémoire mémoire
Ag effecteur centrale

CD62L + - - - +
CCRY + + - - +
CCR5 - + + + +
CD49 d - - + -
CD45 RA RO RO RO RA
CD7 + + dim - +
CD28 + + - - -
CD27 + + + - +
CDlla bas bas haut haut haut
CD95 bas bas bas haut haut

Reconnaissance antigenigue par le lymphocyte

Constitution de la diversité :La population lymphocytaire correspondant a la semm
d’individualités aux comportements individuels, sBowus sommes intéresses a leur diversité. Laeparti
hypervariable de chaque chaine est constituéeggambinaison de fragments de génes V (D) J (ré-
arrangement —Davis M 1988 ; Nemazee 2000, ArstizD2),



Figure 2.12: Bases génomiques de constitution de la diéedsitrécepteur T.
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La spécificité des lymphocytes T, hautement diversst formée de facon stochastique par

assemblages combinatoires de 3 segments VDJ (cHaineu VD (chainea) comme les
immunoglobulines (fig. 2.12). La spécificité de gba lymphocyte (plus ou moins précise —Wilson
2005-) reste identiqgue pendant toute sa vie coatrant aux lymphocytes B qui peuvent avoir des
remaniements de leur séquence de la partie hypal@rdu récepteur (Blish 1999). Le patrimoine
génétique du lymphocyte T est donc plus stable.

Les segments sont représentés en de nombreux esramans le génome (Table V).

Table IV: Diversité des récepteurs d'antigene T (TCR). Nombre de séquences

composants la diversité des TCR ab et gd (M Davis, Nemazee, Arsilla)

H L alpha  beta gamma _delta
\Y 250-1 000 250 100 25 -100 7 10
D 10 0 2 2
J 4 4 50-100 12-20 2 2
Nombre de combinaisons possibles
V(D)J 62 500 2500 - 10 000 70
avec jonctions 10 10 108

La combinaison est organisée par les « recombmataivating gene » protéines RAG (Ragl et
Rag?2) indispensables a la maturation des lymphsditeangel 2001). Un déficit d’expression d’'une de
ces protéines induit une déficit complet en lymphes T et B. La répartition d’expression des ises/p

V3 peut étre analysée par cytométrie en flux (fig3R.



Figure 2.13: Diversité (M3 ) du récepteur T CD4+ ou T CD8+ (protéomiquealgse par

cytométrie en flux. Répartition différente pous [E CD4+ et T CD8+ chez des témoins sains.
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La diversité peut étre augmentée par I'adjonctiéataire de 1 a 6 nucléotides a chaque jonction par
I'action de I'enzyme « Terminal déoxynucleotidyansferase » (Tdt). La longueur de la région varie
selon le nombre de nucléotides supplémentaires afals 2001) et peut étre analysée par
électrophorése capillaire (Arstila 1999, Lim 20@@ 2.14-). Le nombre de combinaisons possibles a
été estimé & 18 (M. Davis 1988).

Figure 2.14: Diversité du transcrit du récepteur T analyaéamplification du transcrit de la région

CDR3 de la chaine¥ (RT-PCR) : exemples de spectre polyclonallgoolonal.
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Sélection lymphocytaire La production non déterministe de la diversité paria production de
tout type de spécificité avec le risque élevé dsfahctionnements qui doivent étre éliminés. Au
réarrangement stochastique succéde une tres féldetion (Chao 2004). La grande majorité des

spécificités sont éliminées.

La premiére sélection se produit soit parce qugrighocyte est "inutile”, ne reconnaissant aucun
ligand, soit parce qu’il en reconnait avec unenééitrop faible pour permettre de générer le nivda
signal nécessaire a sa survie. Seuls les lympl®aytieé expriment un récepteur avec une affinité

intermédiaire pour un ligand survivent (sélectiasifive).

Les lymphocytes avec une tres forte affinité saaiément éliminés, (sélection négative) évitant le
risque d'induire des réactions excessives, inapi@eR et notamment de réagir contre des détertsinan
du soi ("To be usefull yet safe” ; Pamela Fink, @0QLa persistance de tels lymphocytes pourraiefai
partie de mécanismes d’hypersensibilité (allerge#o-immunité). La probabilité (chez la souris)
d’échappement & la sélection est estimée’a (Muller 2003). Les lymphocytes qui ont survéclegte
sélection drastique finissent leur maturation thgumi et se multiplient avant d’étre libérés dansaleg

périphérique.

Ligands naturels du TCR (objets de reconnaissancd)a trés grande majorité des TCHB
reconnait des déterminants polypeptidiques. Lesrahiants antigéniques doivent obligatoirement étre
couplés a une molécule du complexe majeur d'histptabilité (MHC) nhommé Antigéne Leucocytaire
d’histocompatibilité (HLA) chez 'Homme (fig 1.5.es molécules "classiques” du MHC sont de 2
types (table V) : Classes | et Il. Les moléculesldsse | sont présentes sur toutes les celluldédas
de l'organisme (Heinrichs 1990). Elles sont comessi#e 3 groupes : A, B, C. comportant chacun de
nombreux alléles. Chaque cellule d’un organisme im@rR alleles par groupe (un par chromosome

parental).

Table V : Alléles du complexes maijeur d'histocompatibilité chez 'Homme

MHC | MHC Il
groupes HLA A HLA-B | HLA-C JHLA-DP |HLA-DQ [HLA-DR
nombre 26 35 14 4 A 13A 57
21B 17B

Les molécules de classe Il ont une expressioneiasdra certaines cellules immunitaires : cellules
présentatrices d'antigenes (APC) soit professitemétellules dendritiques et les lymphocytes B) so
occasionnelles (lymphocytes T activés, celluleshébales périphériques). Les molécules de clakse |

comportent 3 groupes : DP, DQ, DR dont deux allsta® exprimés par chaque cellule présentatrice.



Les deux groupes de molécules CMH sont hautemdgmpophiques et la probabilité d’expression
d’'une méme combinaison par deux individus non homotes est infime. Ces molécules composent

I'identité immunitaire (antigenes du soi).

Les cellules dendritiques (DC) ont une forte cagamigratrice et de présentation d’antigénes aux
lymphocytes T CD4+. Les cellules sont d’origine mi&dre (myéloides en majorité). Elle circulent
dans le sang ou la lymphe (cellules voilées) sotaé tres indifférenciée (CD34+, CD1a/b/c, CD11b/c,
CD4+, HLA DR+, CD123 (IL-3 Rec) et CD209+ (DC-Sigrglles ont une forte capacité de migrer
dans les tissus (CCR1+; CCR5+, CCR6+, CXCR1+, CXQRet peuvent acquérir des phénotypes
spécifiques comme les cellules de Langerhans, eslluhterstitielles...(table VI). Une capture
d’antigéne dans un contexte inflammatoire indaitmaturation de la cellule dendritigue (CD83+ ;
molécules co-activatrices CD40+ et CD80/86+ ; malkés d’adhérence CD54+ et CD58+) et sa
capacité de migration (CCR7, CXCRA4) vers les tidgnyphoides secondaires (cellules interdigitées)
trés propices a l'activation lymphocytaire. |l d@risdes cellules dendritiques qui ont une origine
lymphoide (improprement nommées DC plasmocytoideslne origine non hématopoiétique (DC
folliculaire dédiées a I'activation des lymphocytB dans les follicules lymphoides. Enfin, les DC

thymiques (corticales et médullaires) semblentedgaht avoir une origine spécifique.

Table VI : Principales familles de cellules présentatrices d'antigéne

Cell Centres
DC myeloide |Langerhans |interdigitées | germinatifs [Plasmocytoide

immature| mature
CDla +++ +/- + +
CD11b +
CD11c + faible + -
CD32 ++ -
CD14 - - Langerhine - - -
CD54 + +++
CD80/86 - ++ + + +
CD83 - + + + +
CD40 + +++ + ++ faible faible
MHC | ++ ++++
MHC |l ++ ++++
IL-12 - ++
CD4 + +
CD8 +/-
Phagocytose ++++ -
Stimulation + ++++




Réle fonctionnel du MHC :le fonctionnement du systéme immunitaire d'un orgme dépend
étroitement de sa capacité d’'identification. lltiigue les molécules du soi, gu'il tolere et quidant
indispensables pour la réponse spécifique alorié tgad a détruire les éléments qu’'il ne reconpai
comme partie du soi. Les molécules HLA sont liéesprocessus de reconnaissance des motifs
antigéniques par le systeme immunitaire spécifiqeque molécule MHC a la capacité de se lier a un
échantillonnage de peptides (de 8-10 AA pour lasda et 14-18 AA pour la classe Il) qu'il présente
aux lymphocytes T (Busch 1998 ; Lim 2000 ; Wang2QQdppolis 2002, Hiltbold 2002). Le peptide se
fixe de fagcon non covalente dans le sillon de laénde MHC (formé par un plgh entre deux hélices
a) par deux points d’'ancrage a ces extrémités (W20@R). Ainsi, la composition de cet hétéro-
complexe peptide- MHC (p-MHC) assure la double fammc des molécules du MHC : le peptide

constitue le déterminant antigénique spécifig@aemablécule MHC constitue le déterminant du Soi.

Tous les déterminants peptidiques des protéinesreiles ne sont pas reconnus (envirort®10
possibilités pour 10° spécificités clonales dans I'organisme). Le nontbeepeptides exprimé par des
MHCI a été estimé chez la souris & § (Muller 2003). Les peptides immunisants sont s&laoés
notamment par le protéasome et la capacité deidixatu MHC (Mason 1995, Hiltbold 2001). Le
lymphocyte ne reconnait donc qu’une trés petitetifsa pour identifier une protéine complexe. Des
peptides peuvent étre communs a plusieurs protéigastion croisée). Des peptides proches peuvent

étre reconnus par le méme TCR (réponse déegéenergsonV2005-).

Ligands non classiques Cependant, une petite fraction de lymphocytes Ta aapacité de
reconnaitre des déterminants autres que les psiitiecolipides, phospholipides...). Ces molécules
sont alors présentées par des molécules non classiguMHC (classe 1) notamment le CD1 a, b, c et
surtout d, MICA, MICB, Qa... (Heinzel 2002), Ces o#dls ont des propriétés particulieres, encore

insuffisamment connues et qui seront évoqueestaltds

Mécanismes de reconnaissance par le TCRe TCR se lie au p-MHC pertinent en position
diagonale (Sette 1995). Le fragment CDR3 de lagasdriable du TCR comporte la principale liaison
avec le peptide, au centre. Le fragment CDR1 ligaldie N terminale de la chaineet C terminale de
la chaing du MHC. La région CDR2 se lie a I'hélicede la chaine du MHC (Liu 2000, Reiser 2002,
Wang 2002). L’affinité de liaison du TCR a soreligl est trés faible (Matsui 1991, Manning 1999). La
liaison spécifique doit durer suffisamment longtempour permettre une activation efficace du
lymphocyte (Kundig 1996, William 1999, Bousso 19P@cini 2000, Kalergis 2001). Les TCR engagés
sont éliminés et le nombre de TCR a la surfaceydiphocyte T baisse rapidement au cours de la
reconnaissance de l'antigéne (Valitutti 1997) malg présence d’'une réserve (Mcneil 2003). La
liaison avec son ligand entraine un changemenocarationnel du TCR (Lee 2004).

Des molécules accessoires consolident et prolorogtat liaison (fig. 2.15) :



Figure 2.15: Molécules impliguées dans la coopération erymmghocyte T et cellule présentatrice.
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Molécules accessoires L’engagement, non obligatoire, d’autres molécupesut influencer la
réaction cellulaire qualitativement « hypothése desibles signaux » (Chambers 2001) le CD28
(exprimé sur les T naifs et centraux) est requig pactivation de cellules naives alors que le @14
induirait plus volontiers une anergie (Ledbette9@9Azuman 1993, June 1994, Kuiper 1994,
Bachmann 1996, Van den Merwe 1997, Edmead 199&z&aFontane 1998, Gett 2000, Bromley
2001). Les deux molécules se lient « indifferemmenaux deux molécules B7.1 et B7.2 (CD80 et
CD86). Le CD28 aurait une plus forte affinité pdsir.2 et CTLA-4 pour B7.1 (Margulies 2003,
Linsley 1999). L’engagement du CD28 peut réduirddkai d’activation et la quantité de peptide requi
(Viola 1996, Gett 2000, Lezzi 1998, Gascoigne 20&4amplifier plus de 100 fois le signal (Lezzi
1998). La CTLA-4 n’est pas présent sur la membi@dméa cellule au repos et est induit au cours de
I'activation, particulierement au centre de la $p8®et pourrait avoir un effet régulateur de laonse
(Margulies 1997, Chikuma 2002).

La molécule CD40L (expression sur les T indp#e activation) pourrait induire une activation de
la cellule présentatrice en liant le CD40 (expris@nstitutivement sur les APC -Howland 2000,
Lefrancois 1999).

Le CD28 serait requis pour les stimulations de é&ibitensité et notamment les infections
prolongées et une activité de type Th2 (King 198k)ys que le CD40L favoriserait la production
d’'IFNy et I'activité Thl (Bachmann 1998).



Le CD5, en liant le CD72 aurait une activité régnde, notamment sur la différentiation des
lymphocytes activés (Zhou 2000, Azzam 2001, Sm®12. L'a4pl se lie au VCAM-1.. La molécule
CD95 fortement exprimée sur les cellules T matpsrait limiter le niveau d’activation en induigan
I'apoptose de la cellule présentatrice. Le CD9 (em@rsur les lymphocytes matures) pourrait favoriser
I'induction d’apoptose plutdt que la productionld2 (Tai 1997). Quand la cellule présentatricewast
lymphocyte B, la molécule CD23 lie le CD21. Le rale cette liaison n’est pas encore clairement

élucidé.
Chaque récepteur possede des constantes d’affifiééentes (table VII).

Table VIl : Affinités comparatives de molécules impliquéessiia reconnaissance de l'antigéne (p-
MHC) par le lymphocyte T (Krummel, 2000)

Chromos Phosphoryla  Transdu
Recepteur T PM Locus Ligand APC ome k on k off tion ction
/sec
TCR p-MHC 0,85-25 0.01-0.25 non non
antagoniste 3,4 4,95
agoniste faible 1,5 0,36
agoniste fort 0,9 0,57

CD3y 25 2723 AALLANMMIMMIIJZBITNIHHHHHIDbIIBGBUTGme.os.\eTAM - psélyn

CD3d 20 11023 N\ ITAM  p56lyn
CD3e 20 11923 ITAM p56lyn
CD3( 16 1g22 ITAM x3  p56lyn
CD3 7 (souris) 22 ITAM x4 _ p56lyn

CD4 55 12p12 MHC I B2 nd nd oui p56Ick

CD8a 33 2pl2 MHCla3 1,2-100 0.05-18 oui p56Ick

CD8pB 33 2p12 MHCI a3

CD28 40x 2 2033  CD80/CD86 60 3921 660 1.6 oui

CD152 (CTLA 4) 33 2034  CD80/CD87 940 0.43 oui

CD154 (40L) 33x3 Xg26,3 CD40 48 20q12 oui

CD2 (LFA-2) 50 1p13  CD58 (LFA-3) 400 4

CDl1a- 180 18p11

CD18 (LFA-1) 95 21g22,3 Talin

ICAM-1

CD5 67 1113 CD72 43-39x2 9p

CD7 40 17925

CDA45 CD22 Photase

CD62 L 200 10

* Grakaoui ** x103 /MxSec nd : non disponible

Molécules d’adhérence et synapsd.a liaison p-MHC — TCR-CD4/CD8 reste malgre torést
breve (de 2 a 30 secondes —Davis M 1995-) et niée@bétre prolongée plus longtemps (jusqu’a 15 a
60 min en moyenne) pour permettre I'accumulatiofiisante de signal cytoplasmique (Lezzi 1999,
Lanzavecchia 1999). Des TCR doivent étre stimulésnembre minimum pour atteindre le seuil



d’activation du lymphocyte (Labrecque 2001). Dedéuooles d’adhérence sont mises en oeuvre pour
maintenir un contact proche entre le lymphocytéaetellule présentant I'antigene sur une portion de
leur surface (10 a 20% de la surface totale) :motant les molécules d'adhérence CD2 qui se fixent
sur leur ligand I'APC (LFA-3 ou CD58 ; CD48; CD5&reen 2000, Sassada 2001, Yang 2001,
Lanzavecchia 2001, van den Merwe 2002-); ICAM du23 qui se lient a LFA-1 (Dustin 2001). Cette
zone de proche contact est nomrmsgrapsepar analogie a la structure neurologique (Grak®@$9,

Lee 2002, Dustin 2002, Wetzel 2002). La synapseosstitue en 3 a 5 minutes et peut durer 150 min
(fig. 2.16 - Lanzavecchia 2001, Dustin 2001).

Figure 2.16 : Construction de la synapse immunologique ergrdyinphocyte T et la cellule
présentatrice.

La synapse crée un micro environnement propicacMation lymphocytaire par rapprochement des
récepteurs entre les deux cellules (SMAC Supramtde®ctivation marker —Davis DM 2004-). De
plus, alors que les molécules d’adhérence s’orgahisn périphérie de la synapse, les TCR, CD4/8 et
molécules co-activatrices se rassemblent progmessnt au centre de la synapse (Dustin 1999, QI
2001, Brossard 2005). Les cytokines produites eentsels facteurs cytotoxiques sont

préférentiellement produit dans le volume restrdenta synapse (Davis SJ 2001).

La formation synaptique permet donc de rapprochtess structures membranaires (lipid raft) et
cytoplasmiques (séquences ITAM, tyrosines kinasegliquées dans le mécanisme de transduction du
signal (Lee 95, Hiltbold 2003, Lee 2002, Nel 2002t Il, Krogsgaard 2003-). Le CD45 qui a une

activité phosphatase régulatrice est repousséa/@eriphérie.

La formation de la synapse est requise pour l'atttimamais aussi I'engagement de lignée
(Maldonado 2004) ou la cytotoxicité (Davis SJ 2001)

Transmission du signal La liaison du TCR au peptide pertinent entraiaetivation du CD3 qui,
par un mécanisme trés complexe et redondant, vatiaoliactivation de la cellule (Cantrell 1998,
Germain 1999, Ehrlich 2002, Glimcher 2004) sela#tat fonctionnel de la cellule T (Gett 2003).



Résumé brievement (fig. 2.17), les kinases de ityeode la famille syk (Lck et Fyn) induisent la
phosphorylation des fragments cytoplasmiques IT&MCD3. Chaque chaine CD3 posseéde un motif
ITAM sauf la chaing, qui en exprime 3). La phosphorylation par les @ras Syk active alors la
protéine Zap-70 (Lee 2002, Minami 1987). Les mdiEslCD4/CD8, qui possedent aussi un motif
ITAM cytoplasmique (Arcaro 2001), amplifient la plpb®rylation du CD3 par l'intermédiaire de la
tyrosine kinase p5%® qui interagit directement avec ZAP-70.

Figure 2.17: Transmission du signal induit par la liaisona@fpgue du TCR au ligand p-MHC
pertinent. Induction de phosphorylation des mdii&M des molécules CD3 jusqu’a I'activation des

facteurs nucléaires qui déclenchent la lecturegéees d’activation (CD69, IL-2, IL-2 récepteurs..).
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La phosphorylation des récepteurs membranaireaipatl’attraction et I'activation de la molécule
Zap-70 qui, a son tour, active des kinases dendle&aTec. Ces processus en chaine ont un effetara
amplification et induisent l'activation des adaptas (LAT, SLP-76, vav, Rac, c-Cbl, p62dok..) et
enzymes (Phospholipase C, Calcineurine A —cibléadgyclosporine et du FK506-..). L’activation se
poursuit par les cascades de GTPases, mitogenetadtiprotein kinases (MAPK), Phosphatidyl
Inositol 3 kinases (PI-3Kk)... La combinaison coexgl de ces cascades concourt a l'activation de
régions de régulation des genes par les facteutsadscription (c-fos, c-jun, NFAT, NkB, AP-1...)
avec des effets variables (stimulation, apoptosseldn le contexte. Le CD28 amplifie le signal et
I'oriente vers I'activation (MEKK2 — JNK, p38 et NkB) plutbt que I'apoptose (c-myc). Les facteurs
STAT4, JNK2, p38 favorisent I'activité de type Thlbrs que les STAT6, GATA-3, NFATc, cEBP, c-
MAF..) favorisent I'activité Th2 (Glimcher 1999).

Interleukine 2 : La survie de la cellule et peut-étre son entrées da cycle nécessitent la présence
d'Interleukine-2 (Cantell, 1984 ; Perkins 1993, Khharti 1999) ou de son homologue IL-15 (Li
2001). Pendant I'activation, le lymphocyte expritrés rapidement de I'lL-2 et son récepteur (apt&s 7
a 96 heures). L'expression du récepteur la rendlders I'interleukine et est le facteur limitant ke
réponse cellulaire T (Lezzi 1999). L'intensité dyeassion du récepteur est proportionnelle a sorédegr
d'activation. La capture et internalisation de 42Lcouplé a son récepteur sont nécessaires pour
I'activation cellulaire (Duprez 1992). Il peut usiér directement I'lL-2 qu’il sécrete (autocrinepis

une production externe survient par activation stesilymphocytes proches (Perkins, 1993).

Cinétigue p-MHC :L’antigene est rapidement capturé par les cellmlasrophagiques. Ces cellules
migrent vers le ganglion le plus proche et marisgencellules présentatrices d’antigéne. Les délais
présentation sont assez courts (environ 24 hewasgenkamp 2000, Miller 2004). Probablement du
fait de la compétition entre peptides de différentatures, le nombre de molécules impliquées dans |
présentation du peptide spécifique est environ G&%molécules disponibles a la surface de la eellul
(en moyenne 200 000 molécules par cellule Hard8gp}l c'est-a-dire 1000 a 2000.

Un lymphocyte T scanne les cellules dendritiquel gencontre jusqu’a reconnaissance d’un
peptide pertinent. La durée de scanning a été éstam5 min chez la souris et environ 4000 DC sont

scannées (Miller 2004).

La majorité des p-MHC est engagée des les 5 premiaimutes de la rencontre avec le lymphocyte
spécifique (Grakaoui 1999). La présentation desHEMreste stable pendant une durée moyenne
d’activation. Cependant, les cellules présentadrma une courte durée de vie (environ 100 hewtes)

meurent dans les 48 heures apres leur reconnagssmrcle lymphocyte T (Lanzavecchia, 2000).



L’apoptose des APC peut étre induite par liaisorpeMHC avec le TCR (Drénou 1999, Viad 2005).
Ceci représente un mode de régulation de la rédomsenitaire.

Cinétiqgue d’activation lymphocytaire .Le processus d'activation lymphocytaire joue ure rél
fondamental dans les différentes étapes de pranycélection, et maturation du lymphocyte. Au sour
de I'ontogenése, la reconnaissance d'un ligandisuibgpeptide du soi) détermine la sélectionlldlas
codant le TCR, et de survie / prolifération de Elule. La quantité théorigue de peptides de
substitution (self-peptides) a été estimée a 3dtez la souris (Muller 2003). En périphérie, la
rencontre de l'antigene pertinent détermine laisumexpansion clonale (pour les clones les plus

adaptés) et la persistance mnésique.

Si le signal cytoplasmique induit par la reconreise du complexe p-MHC atteint un seuil suffisant
pendant un temps limité, le lymphocyte entre erdecye prolifération qui déclenchera des divisions
(prolifération) et sa maturation. L'effet de la o@naissance dépend donc directement de la cinadigjue
liaison, trés variable selon le peptide présentélifdti 1995 ; Souza 2000). L’affinité du TCR
(Valitutti 1995, Salzman 1998 ; Rosette 2001, Ke2881, Wang 2002, Krummel 2002, Jager 2002,
Dutoit 2002) pour le complexe p-MHC est trés faifden : 10/M/sec) et la constante de dissociation
tres rapide (0.02/sec Corr 1994). Ces variablegtigues ont pu étre déterminées pour quelques
molécules par méthode de résonance de plasmonigerrB®) et sont résumées dans la table VI. La
liaison avec le complexe p-MHC est tres breve vig2i’environ 35 sec (Lord 1999).

La nature des peptides a un réle important pouqualité de la réponse (rapiditeé, amplitude)
immunitaire qu’ils induisent (Margulies 1997, Madas 1999, Manning 1999, Kumar 2001). En fait,
I'avidité de reconnaissance semble au final plitaer sur la qualité de la réponse (ex choixigade
T4/T8, orientation fonctionnelle Th1/Th2) tout eardant un avantage de compétition (Kassiotis 2003).
Des peptides peu différents (par substitution dsenl acide aminé) peuvent modifier les constantes

cinétiques de telle fagcon que le peptide peut ne @lre stimulant (antagoniste —Grakoui 1999-).

Effets durée et doses de I'antigendée degré d’activation dépend de la concentratieahtigene
(Korb 1999, Savage 1999, Rosette 2001, DiPaolo 2®aur atteindre le seuil de signal suffisant pour
déclencher la prolifération du lymphocyte (Langenka2002), un nombre minimal de peptides (estimé
a 100-1000 par cellule) doit étre présent (Dem®&&9] Christinck 1991, Harding 1996, Valitutti 1996,
Grakoui 1999,). De 10 a 50 peptides par synapsersmessaires pour activer un lymphocyte T CD8+
et 50 a 100 pour le T CD4+ (Irvin 2002). Chaquetioepspécifique représente moins de 1% des divers
peptides exprimés a la surface de I'APC. Un nondergeptides trop petit ou des peptides a faible
affinité (peptide antagoniste) peuvent avoir uretiiiverse sur I'activation du lymphocyte T (anergi
Korb 1999, Grakoui 1999, Kersh 2001-). La concaidan des peptides module le niveau (nombre)
d’activation des lymphocytes mais non pas le norderdivisions (Lee 2002).



L’activation doit durer au moins 20 heures poue &ificace sur les lymphocytes T naifs alors
gu’une heure est suffisante pour les lymphocytesioies (Lezzi 1998). La présence du peptide n’est
nécessaire que dans les premieres étapes d'amtivddis lymphocytes T effecteurs et mémoires (Lee
2002). La persistance du peptide est requise paer axpansion clonale (Lefrangois 2003). Ceci
explique la plus forte réponse aux vaccins vivan#gtiveés comparés aux vaccins tués ou antigenes

purifiés.

L’implication d’'une molécule de co-activation (CD2&ermet de réduire considérablement
concentration minimale de peptides (1/5 a 1/8)aodurée nécessaire pour la stimulation (Lezzi 1998)
Mais, la plupart de ces études cinétiques de esllapécifiques in vivo ont été pratiguées dans des
conditions trés artificielles, chez la souris, efisant des lymphocytes transgéniques pour le TCR.

Disponibilité des TCR membranairesLe TCR est exprimé en densité tres stable a fasudu
lymphocyte au repos (25-35 000 TCR par cellule)sdinble en fait que les TCR suivent un cycle
permanent a la surface de la cellule avec desnadisations et réexpressions. Le total des TCR est
recyclé en environ 1 heure (Liu 2000, Favier 20Qke petite fraction est éliminée mais remplacée pa
une production constante (1.4 a 2.3%, Liu 2000).

En cas de liaison a un ligand pertinent, les TAGRC[23 qui lui sont associés) qui ont été utilisésts
éliminés du cycle de renouvellement (Ginaldi 199#&trich 2002), conduisant & une décroissance de la
densité membranaire du complexe TCR-CD3 (Valitl&®7, Lee KH 2003). La décroissance a une
demi-vie de 15 a 30 secondes et atteint un plateas les 3 heures (Valitutti 1995). Elle persiste®
jours (Viola 1996). Ce phénoméne a été utilisé poasurer la cinétique d'activation du lymphocyte
(Valitutti, 1995 ; Viola, 1997 ; Jager, 2002). Lactoissance est spécifique de I'engagement sur le p-
MHC. Par exemple, en cas de double TCR, seul le Ilgiiqué est éliminé (Padovan 1995). Elle est
corrélée a l'affinité du TCR pour le complexe p-MHKIm 1996). La cinétique de renouvellement ne
semble pas modifiée par lI'activation mais le tauxedf®uvellement (synthese) du TCR peut étre triplée
(Von Essen, 2004). Par contre, des TCR sont recdégédoute la surface du lymphocyte (Edinger 2003,
Dustin 2004). Le mode de reconnaissance sont &méésv(Friedl 2002).

Les autres molécules CD4 et CD8 sont étroitemedd & I'expression du TCR au cours des
mouvements de membrane (« co-capping » -Biselli219arruso 1997-). Elles sont également
consommeées au cours du processus de reconnaissavast la cinétiqgue du TCR-CD3 (Viola 1997,
Cawthon 2002).

De nombreux TCR sont engagés simultanément. Les d@dBommeés peuvent étre remplacés par
recrutement de TCR hors synapses (Shaw 1997, G2i302l). La disponibilité de complexe p-MHC

peut étre limitante. Le nombre de peptides pertmpput étre augmenté par recrutement au sein de la



synapse (Hiltbold 2003). De plus, plusieurs (de 200) TCR peuvent lier le méme complexe p-MHC
successivement (« serial engagement » - Valil@®5, Davis M 1995 ; Hudrisier 1998, Itoh 1999,

Borovski 2002-) bénéficiant de la synapse.

Un nombre suffisant de TCR doit étre activé (Tanc@@1, Bitmansour 2002). Un minimum de
8 000 TCR membranaires (1000 avec engagement dB)C&2 requis (Viola 1996 ; Lanzavecchia
1999). Si le nombre initial de TCR engagés est fisauft, le processus d’activation peut échouer favan
d’atteindre le point de non retour vers I'entréasike cycle. La consommation (inefficace) de TCRtpe
le mettre dans un état réfractaire en attendanédanstitution du nombre nécessaire. L'anergie peut
persister 7 a 21 jours (Foulds 2002).

Phénotypes d’activation lymphocytaireAu cours de l'activation, les lymphocytes acquiémdes
molécules de surface le CD69 (Mardiney, 1993 ; Rex601, Wallace 2004) et le CD25 (chaine alpha
du récepteur d'll2 (Smith 1989), HLA-DR et CD 38amment (Biselli 1992, Carruso 1997). Les CD69
(Marzio, 1999, D’Ambrozio, 1993) et CD25 jouent udle d’amplification dans le processus
d'activation et sont nécessaires a la survie agitéelement a l'entrée dans le cycle du lymphodyte.
CD69 est une lectine calcium-dépendante fixant ldgsds carbohydrates ubiquitaires (Bezouska
1995). Il apparait dés 16-1&l'activation et persiste 1 & 2 jours. L'IL-2 esbquite dans les 24-48
heures (Burke 1997). Des données récentes suggpreta production individuelle in vivo soit encore
plus précoce (6-8 heures Sojka 2004). Le CD25 ajipapres 72 a 96 heures d'activation et persiate 2
3 jours (Nakamura 1989). Le HLA DR et le CD38 appssent plus tard et persistent plus longtemps
(Liu 2001). Le réle du CD38 dans l'activation n’gsts élucide.

Dynamique de la population lymphocytaire

La population lymphocytaire @ est estimée & 1ba 13* dans un organisme de 70kg (Pakker
1998, Sprent 1994). Environ 0.01 a 1.4% des lympiesc sont renouvelés chaque jour ce qui
correspond & une production journaliére d2200 (10° dans la reconstitution de lymphopénie induite
par VIH —~Wei 1995, Ho 1995-). La population T gamhe trés grande diversité, estimée % 10"
spécificités différentes par personne (Davis M 1995

La représentation de chaque individualité au seitacpopulation lymphocytaire dépend donc de la
diversité initiale, fortement sélectionnée maisievatonstamment dans le temps en fonction des
sollicitations extérieures. Du fait des sollicitats permanentes de 'organisme, par le milieu iexter
ou saprophyte, de nombreuses spécificités soritigidls successivement. En I'absence de régulation
drastique, ces expansions cumulées pourraient aenduune importante inflation de la population

globale ou de certains de ces clones.



Dynamique d’un clone stimulé par un antigénela reconnaissance efficace d’'un antigéne conduit
les lymphocytes T concernés a une entrée en cyyéleiee prolifération importante (Callan 1996)Ie5i
signal est suffisant, les lymphocytes T CD8+ eriteencycle de division aprés environ 36'68vec un
maximum au 3-4"jour (Hasbold 1999, Gett 2000, Foulds 2002, Le@220ll s'ensuit 6 & 8 divisions
(nombre x64 & x256) pour les T CD8+ ; pouvant athe éventuellement 15 divisions {id®llules en
7-8 jours (Hasbold 1999, Bevan 2004). Le nombre deisions reste relativement
constant (Lanzavecchia 2000). Pour des raisonsimms les lymphocytes T CD4+ ont une cinétique
de prolifération plus faible : 3 a 5 divisions pdes T CD4+ (nombre x 8 a x 32), délai de premiere
division supérieur (48-72 h), prolifération maximal 8 jours (Foulds 2002) et sont moins résistants.
Inversement, les T CD4+ sont moins sensibles a ptgs@ induite par l'activation (Maini 1998).
Chaque nouvelle division dure environ 8 a 10 hefkesmzavecchia, 2000, Schrum ; Gett 2000). La
présence du peptide n'est pas requise aprés liimtudnitiale (1-2 heures pour les lymphocytes
mémoire (Lee SJ 2002). La population concernéd peridant 7 & 10 jours et commence a décroitre
("contraction") aprés 11 jours. L'activation étay@inéralement suivi de la mort cellulaire (« actvat
induced cell death » Callan 2000). La fréquence btesphocytes T spécifigues ne dépasse
généralement pas 1-2% des lymphocytes circulantB#bli 1993, Mollet 2000, Belz 2001, Davenport-
Calina 2002, Appay 2002). En cas de nouvelle swtion, la croissance est plus précoce (pic a 5-7
jours) et plus intense (Ahmed 1996, Zimmerman 1®¥jovinac 2000, Roger 2000). La cinétique
mais aussi la qualité de réponse dépendent derée dliexposition a I'antigene (Roger 1999). Des
expgnsion oligoclongles sont possibles (Maini 198B)si, des vaccinations a germes vivant atténues

induisent une plus grande réponse qu'avec des gemnaetivés (Lefrancois, 2003).

La fraction de cellules spécifiques représentesalnoins de 1% de la totalité des lymphocytes T
circulants (Lefrancois, 2003). La stimulation expwntale de lymphocytes par infection a un virus de
la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) entraineeumés forte expansion (d’'une centaine de cellules
initiales & 10 aprés 1 semaine et 14 divisions successives)obkerpémoire résiduel est réduit 8°10
cellules (Blattman 2002). La présence de lymphexyit Spécifiques d’'un antigene tumoral (MART-1
de mélanome) a été trouvée a D% pour 1000 lymphocytes alors que la fréquence gieptiocytes
spécifiques de la grippe (Influenza matrix) était¥f pour mille (Pittet 1999). Des valeurs équivalentes
on été retrouvées pour le virus CMV (Bitmansour DO&t étaient un peu plus élevées pour le virus
EBV (1 a 4% -Hislop 2001)

Une trés faible fraction de la population stimupeit persister des décennies formant la mémoire
immunitaire (Maini 1999). Ce phénomeéne est encoed expliqué. La durée de vie d’'une cellule
immunitaire habituellement trés courte (quelguemanes) peut étre prolongée pour les cellules
mémoires centrales dans un contexte environnemeatttulier. La persistance de peptides d'intérét

également été évoquée bien que le mécanisme n'empadiconnu. Les peptides du soi pourraient



participer a cette mémoire antigénique. Quoiquhl soit, cette mémoire lymphocytaire est trés
minoritaire et difficile a évaluer par les moyeastnologiques actuels.

Modifications qualitatives. Les propriétés de liaisons du TCR sont défiegicontrairement aux
immunoglobulines, la structure du TCR n’est pasuaricée par I'environnement (Blish 1999). Par
contre, les expositions aux antigénes influentotiment sur la dynamique de population, favorisesit
spécificités les plus concernées aux dépens dessa(gxpansion sélective, -Busch 1999-). Les
lymphocytes T CD8+ sont en compétition pour engrercontact avec le p-MHC et les spécificités qui
ont la meilleure affinité seront stimulées en pté&rfavorisant certains épitopes (dominance do§ya)

et certains récepteurs (maturation d’affinité) lymapytaires (Kedke 2000).

En absence de stimulation antigénique (expérimentahez la souris), le renouvellement
homeéostatique des lymphocytes est plus lent etsniatense : T CD4+ 1 seule division, T CD8+ 3-4

divisions (Feirrera 2000).

Homéostasie lymphocytairel.’espace disponible pour les lymphocytes étant tearisau cours de la
vie, des mécanismes sont en place pour réguler geatluction et prolifération en fonction de

I'encombrement spatial (« space sensing » Jan23@ih Freitas 1999).

Homéostasie régulatrice La trés forte prolifération des lymphocytes satis crée un déséquilibre
de 'homéostasie lymphocytaire. Des mécanismesaleti®n du volume total (homéostasie) entrainent
une décroissance compensatrice de certaines gjtésifimoins sollicitées. Apres la résolution de la
cause de cette extension (ex : infection..), ldifgration est rapidement réversible (Tanchot 199€és
clones impliqués subissent une "contraction” ndeupour revenir a une représentation faible biea qu
légerement supérieure au niveau initial. En absdecaouvelle sollicitation (rappel), le clone cowig
a décroitre doucement avec le temps (Badovinac)2002

Les mécanismes ne sont pas encore clairement éfudids mécanismes d’activation pourraient étre
auto-limitants du fait de la courte disponibilité geptide pertinent, la saturation de récepteurs, la
compétition entre les ligands pour des réceptenmmsauns, la production de récepteurs solubles.s Le
lymphocytes T régulateurs pourraient jouer un imdiportant (Almeida 2005). La décroissance rapide
doit alors étre compensée par un comblement paauges clones a moins qu’'une autre stimulation

apparaisse.

Un clone ne peut pas persister a taux élevé, penmf@ngrande période de temps si la sollicitation
antigénique a disparue en dehors de prolifératistoremmisée (syndrome lympho-prolifératif). La
survie totale d’'un lymphocyte T naif CD4+ a étémneée a 78 jours et 162 pour les T CD8+ (Polic

2001). La survie est réduite a 48 et 16 jours resmment si le TCR n'est pas exprimé

expérimentalement (mimant I'absence de stimulatiobd sénescence lymphocytaire semblant



inéluctable apres 35 cycles de division (Daven@aftan 2002). La fréquence de lymphocytes
spécifiques naifs a été estimée & Hors que les cellules spécifiques mémoires, uétlies aprés
expansion et contraction peuvent atteindré a0L0° (Dunbar 2000, McMichael 2001, Pittet 2002) ce

qui correspond & environ 16u 16 cellules dans I'organisme (Dunbar 2000).

Homéostasie compensatricenversement, en cas de lymphopénie ou d’absencimelus, une
expansion spontanée se produit pour maintenir ux de « remplissage » optimum. Nous avons déja
mentionné que la production thymique peut étre amdée mais il semblerait que la majeure
compensation se produise au niveau des tissus lyidgsheecondaires (Dummez 2001), notamment de
« niches » ou I'environnement est particulierenfambrable (Khaled 2002 ). Les mécanismes ne sont
pas clairement compris. La survie des lymphocystdf@tement compromise en absence d’antigéne,
particulierement les T CD5+ (Ferreira 2000). LeRT@eut étre impliqué mais les molécules co-
activatrices ne sont pas requises (CD28, CD40..ic-Rfl01-). Les lymphocytes pourraient acquérir
une plus grande sensibilité aux peptides du saiugtantigenes périphériques (Fry 2001, Plas 2002,
Kieper 2004, Almeida 2005) par baisse de leur sdiattivation (Marleau 2005) maintenant la
prolifération de certains clones, méme au stadeémoire (Schuler, 2004). La production de facteurs
de croissance semble importante, notamment d’lleif s lymphocytes naifs et T CD4+ alors que I'll-
15 serait plus active sur les lymphocytes cytotoeg)(T CD8+, NK et {d-Marrack ; Prlic 2002-). En
cas de lymphopénie aigué importante, une prolifémedctive rapide, indépendante d’IL-7 est observée
(Min 2005).

Au cours de la croissance, la production thymigse importante pour adapter le nombre de
lyumphocyte nécessaire (Tanchot 1997). La compemsaieut egalement étre observé dans les
reconstitutions immunies par exemple au cours ditetnent du SIDA (Appay 2002, Hatzakis 2000).
Inversement, les mécanuismes d’homéostasie peéuenttilisés pour augmenter le réponse dans les
traitements par transfert cellulaire, en favorislanmultiplication des cellules transplantées (Bdac
2005)

Une production homéostatique, non déterministerrpdlétre a I'origine de trouble dysimmunitaire
en permettant a certains clones indésirables ddégrasl- notamment un déséquilibre entre les stddes
maturité. Ce mécanisme pourrait expliquer 'immwwémescence (restriction de diversité croissante
avec I'age, augmentation de dysimmunité -Le Maeyltet 'augmentation du risque des désordres
auto-immuns chez les immunodéprimés (King 2004 reMo Il a été démontré que seule une partie
(30%) des lymphocytes était sensible a la prolif@rahoméostatique (Suh). L'abaissement du seuil
d’activation pourrait étre un mécanisme de préwentie la prédominance d’'un petit nombre de clones
(oligoclonal) en élargissant le nombre de spétifecstimulées (Marleau 2005) et la compétition dimna

(Troy 2003). De plus, il semblerait que la régwatsoit restreinte a chaque compartiment T naifs, T



matures, B et ¥o permettant de maintenir un équilibre (Freitas 19@#hchot 1997). Par exemple ; la
prolifération homéostatique ne permet pas la maturade cellules naives en cellules mémoires
(Tanchot 1997). Par contre, ces mécanismes pedépasser le clivage T CD4/ T CD8 permettant une
lymphocytose T CD8 compensatoire dans la lympha@p&r€D4 induite par VIH.

Sociologie lymphocytaire L’analyse quantitative globale de la populatiomphocytaire n’a donc
pas grande signification. Les variations quantittisignificatives n'apparaissant qu’'a des staalekf$
guand les mécanismes de compensations sont dépassedyse de la population dans son ensemble
ne peut pas refléter une désordre dont seul uh gretipe lymphocytaire minoritaire (oligoclonal ou

monoclonal) peut étre responsable.

La stimulation antigénique ne modifie pas la sutethypervariable des TCR mais les compétitions
favorisent progressivement I'expansion des cloas$lus performants et/ou utiles, surtout au cdass

rappels, réduisant I'aspect la diversité de facdard@éniste (Bousso 2000).

Compte tenu de son étendue, il est difficile dgsed la diversité des TCBB. Deux moyens sont
disponibles : une série d'anticorps solubles, §ipées de la partie V de la chaifiedu TCR (24
anticorps disponibles) permet d'approcher leurritigion par cytométrie en flux (fig. 2.13).
Pratiguement tous les isotypes peuvent étre repéEssur les Lymphocytes T CD4+ (de 0.2 a 5% de
lymphocytes T CD4+ en général). La distributionss restreinte pour les lymphocytes T CD8+ mais
aucun pic n’est exprimé par plus de 10% des lymytiesc La longueur de la séquence de la partie
variable peut également étre analysée par élearepé capillaire sur séquenceur aprés RT-PCR pour
chaque chaine [/(Cabaniols, 2001, Arstila, 1999). Elle est habiemként répartie en 6 a 9 pics,
répartis de fagcon gaussienne représentant lesratit nombres de nucléotides jonctionnels ajoutés
(fig.2.12). Une restriction de diversité peut ébteservée sur des sites inflammatoires (Polymyesite
Nishio 2001).

La détection de clones spécifiques est maintenassilple avec les techniques de polyméres de
molécules MHC (Pittet 1999, Dunbar 1998).
Inversement, la détection d'un groupe lymphocytait@s homogéne (possiblement monoclonal)

persistant (plus de 6 mois) au sein d’une popubatiaussi diverse doit avoir une signification.

Conclusion : Les lymphocytes ont des caractéres phénotypigasstables, en qualité et en densité,
en dehors de sollicitation physiologiques. Seuks fiécepteurs « utiles » sont exprimés et chaque
marqueur de surface a une signification physiolegid.a modification de densité ou une expression
ectopique d’'un marqueur doivent donc avoir uneiaation sur une sollicitation en cours ou récente
et sur un risque de dysfonctionnement. Inversemnik®lst possible que des sous-types fonctionnels

particuliers restent a identifier.



La population lymphocytaire est hautement diveradaptative, en perpétuel remaniement
(plasticité) selon ses sollicitations. L'étendue ldediversité reflete I'étendue du spectre antigéai
auquel le systéme peut réagir. Une réduction dersité peut étre due a un trouble immunitaire actue
ou passé et peut signifier une fragilité face aeamironnement agressif. La détection d’'un clone
prédominant a plus de 1% de la population étudeadant une durée de quelgues mois pourrait
signifier la persistance du phénomeéne causal dfieiex) dans des conditions physiologiques ou

I'autonomisation du clone avec des risques lympbidgratifs qui restent a évaluer.

Ces propriétés de reconnaissance, adaptationigii@stréaction appropriée et mémoire conferent

au systéme immunitaire spécifique les caractétssgl’ "intelligence” ou cognitif (Cohen ).



Caractéristiques des lymphocytes T Non Conventionie

Lymphocytes intra-épithéliaux :

Les lymphocytes T appartiennent a deux compartispedifférant par leur ontogénese et leur
distribution tissulaire. Les lymphocytes conventielsn systémiques, naviguent entre les territoires
immunitaires secondaires (rate et ganglions) estitoient la majorité des lymphocytes périphériques
Les lymphocytes intra-épithéliaux sont dédiés auxqueuses. lls sont minoritaires dans le sang
périphériqgue mais sont responsables de la protedédoute l'interface entre I'organisme et I'exééni,
qui comporte de tres grandes surfaces. lls ontarigghe thymique trés breve et complétent leur
ontogénése et sélection dans les territoires imi@ives associés aux muqueuses (MALST) surtout
intestinaux (GALT) dans les plaques de Peyer (Gtan@ 1991, Cruz 1998, Helgeland 1999,
Lefrancois 1995, Marquez 2000).

Lymphocytes Tvyo :

Si les lymphocytes T3, conventionnels, dichotomisés dans les deux saugpgs CD4 et CD8,
forment la grande majorité des lymphocytes T cantd, ils ne sont pas exclusifs. Il existe, enteffe

d'autres populations qui sont moins nombreuse®&tsxronnues.

Les lymphocytes T gamma, deltay§) sont d'authentiques lymphocytes T qui exprimentD2 et
le CD3 mais leur récepteur spécifique d'antigenea@sstitué d'une chaine gamma et d'une chaina delt
(TCRy9). Le récepteur T comprend une partie hyper vagiagbimposée de deux éléments VD (chgne
ou trois éléments VDJ (chain® (Table IV) dont les combinaisons permettent destituer une

diversité encore plus étendue que pour k& (M Davis 1988).

Les lymphocytes {o se distinguent desdpB par de nombreux aspects (Bluestone 1995). Les
lymphocytes ¥d ont un parcours ontogénique particulier. En eBgls ont un passage obligatoire par
le thymus dans les phases trés précoces (Helgg@9%] McVay 1998) avec constitution de la diversité
(Galagher 2001) et sélection négative (Dent 198®)quittent tres rapidement le thymus pour aller
continuer leur maturation dans les sites lymphoidssociées aux muqueuses (MALT). Les

lymphocytes V& semblent particulierement dédiés a limmunité depkau et des muqueuses



notamment intestinales et broncho-pulmonaires igke2000, Beagley 1998, Bagriacik 2000). lls ne
représentent qu'une petite fraction (<5 %) des Tippériques mais, du fait de leurs tropismes
tissulaires (Di Liberto 2000), leur nombre totahdd’ organisme pourrait étre aussi important quaice

des lymphocytes dp, encore que ceci ne soit pas clairement documenté.

Si leur diversité est potentiellement tres granidesemblent avoir des fonctions et des distrimgio
dans l'organismes trés restreintes selon leurgypsst En effet, plusieurs études chez l'adulte ont
montré que la répartition des isoforme® Etait restreinte selon les compartiments bienguedques
ambiguités persistent dans la littérature, dues gprobleme de nomenclature (Lefranc 1999). Les
isotypes 72& (Chen 2003) ouyBd2 (Parker 1990, Di Libero 1997, Dechanet 1999, &= r2001) ou
encoreyl (Hviid 2000) par exemple, sont trés nettementonitajres dans le sang périphérique alors
que les ¥5561prédominent dans la peau et le®dl au niveau des muqueuses intestinales ou utéines
les Ty4d1 dans les tissus lymphoides secondaires (ganglates-Carding, 2002-). L'intestin pourrait
constituer leur sanctuaire (Lin 1999). Leg9d2 peuvent étre I'objet de lymphome nasal (Oyoshi,
2003).

Les lymphocytes Yo reconnaissent des déterminants antigéniques pédspar des molécules du
MHC mais seulement les groupes "non classiquesjuithires comme le CD1, le MIC-a, le MIC-b...-
Chien 2000, Morita 2003-). Ces molécules MHC "ndassiques" présentent des antigenes non
peptidiques, mais des particules antigéniques ke iy ospholipidique ou glycolipidique (Julien 1997,
Kato 2001). Ces groupes ne sont pas polymorphiguéss lymphocytes yid n'ont qu’une tres faible
restriction du groupe MHC (Carding 2002, Chen 2083id 2000) ce qui les place a la frontiere entre

I'immunité spécifique (cognitive) et I'immunité nepécifique (innée).

Les Tydlreconnaissent plus volontiers les molécules MHGyge MICA ou MICB, ainsi que les
molécules HLA A2 et A24 et CD1c. Leg-b2 reconnaissent des antigénes de stress présamntks p
molécules de type HLA DRW53 comme I'Heat Shock éinofHSP) 65 des mycobactéries (Mak 1998)
ou encore des toxines (toxine tétanique, ou todinstaphylocoque —SEA-) et le palmidronate (Carding
2002).

Classiqguement, la plupart des lymphocyy@sn'expriment ni CD4 ni CD8 et ils constituent la
majorité des lymphocytes T circulants double négd&bDN). Une petite fraction des lymphocyteyd
peut cependant exprimer le CD8 (Straube. 2000 PBeli 1991). Ces derniers pourraient avoir un
développement ontogénique particulier avec uneigtaree plus longue dans le thymus (Bagriacik
2000). Le CDS8 serait alors impliqué dans l'intel@ttavec la molécule de MHC non classique
(Carding 2002, Hiviid 2000, Kawahshima 2003, Ga6®0



Les lymphocytes Tyd semblent jouer un réle essentiel dans lI'immuriiégler 2004) notamment
contre des micro-organismes a croissance intratagl tels que les mycobactéries, les borrellia,
Francisella Tularensis ou encore les salmonelldledten 1999, Moore 2000, Jason 2000, Mogues
2001, Kawashima 2003, Chen 2003, Szereday 2003)e¥anple, les antigenes du BCG peuvent
induire une forte prolifération des lymphocyte®b2, trés rapidement (Dieli 2003).

Les lymphocytes d ont une importante capacité d'activité cytotoxi@Deeli 2001). lls pourraient
jouer un réle dans l'immunité anti-virale (Lehner0RQ Gougeon 2000, Lafarge 2001, Celine 2001,
Mathiot 2001, Martini 2002, Poccia 2002) et notammeontre le virus du SIDA (Kabelitz 2001,
Pellegrin 1999, Sindhu 2003) et anti-parasitaire flaoli 1992, Troye-Blomberg 1999). Il a également
éete démontré qu'ils avaient une activité anti-tuateo(Girardi 2001, Kato 2001, Chen 2001, Kobayashi
2001, Ferrarini 2002, Lopez 2002), augmentée patibn de Tumor Necrosis Factor alpha (TNF
Suzuki 1999-). Dailleurs, une augmentation desplyatytes Tyd dans le sang périphérique a été
montrée chez des patients qui étaient porteurslgtaphome (Mc Clanahan 1999). lls peuvent avoir

une réactivité auto-immune contre la moléculetdess T70 (HSP70).

Les lymphocytes 6 possédent également une activité immuno-réguafiigan 2000, O’Brien
2000), essentiellement en faveur de la cytotoxif®che de l'activité Thl -Kabelitz 2001, Agrata
2001-). lls ont une grosse capacité de productienlldterféeron gamma (IFF, du TNFu et de
chimiokines (Chen 2003). lls sont également seesibux chimiokines, exprimant des récepteurs tels
gue CXCR3 ; CXCR4 et CCR5 (Glatzel 2002, Meisner).

lIs semblent particulierement impliqués dans laorége immune des muqueuses (Dieli 1997, Davies
2004) et notamment des bronches (Salerno 1998, 1&99). Les V¥d pourraient participer a la
protection de la peau contre les staphylocoquesn@H@003) et prévenir I'inflammation cutanéo-
muqueuse sous l'action de produits bactériens dlera intestinale (Falk 1993, Mac Donald 2001) et
les réactions allergiques (Schramm 2000). Inversént&ans certaines circonstances, ils peuvent avoir
une activité de type Th2. Au cours de l'infectiomgcobactéries tuberculosis, ils peuvent produée d
'IL-10 (Rojas 1999). lIs pourraient aussi jouer tdle dans des syndromes inflammatoires comme
'asthme (Mak 1998, Schramm 2000). Des souris dépsees en yid produisent moins de médiateurs
de l'allergie immédiate (IgE, IL-5 — Mak 1998 -)e4 Tyd intra-hépatiques seraient de gros producteurs
d’IL-4 (Gerber 1999).

La quantité de lymphocytesyd dans le sang périphérique est tres variable awepdtients (Chen
2003) sans que leur signification séméiologiquesoi¢ éclaircie. Cependant, il est maintenant bien
démontré gu'’ils ont un réle immuno-pathologique deegaines maladies notamment auto-immunes
(Ichikawa 1991, Olive 1994, Robak 1999, Yin 2000)articulierement le diabete (Kretowski 1999,



Steele 2000) ou dans des maladies liées aux bremgdtamment I'asthme (Zuany-Amorim 1998, Mc
Clanahan, 1999, Schramm 2000).

L’activation des lymphocytesyb peut étre observée en absence d’antigene (Fabo€r Rieisner )
et induite par des substances moléculaires agsoaiéx pathogenes (PAMS) par I'intermédiaire des
toll like recepteurs (TLR) de groupe 3 ou 9 ou eactn CD36 (Hegdes 2005). L’activation par un
antigéne est trés rapide (débutant dés 4 a 6 @unsluit une expansion clonale trés forte (plude
fois) et trés prolongée (pouvant persister plug deois) (Chen 2003). Ainsi, en période d'activatien,
lymphocyte o spécifique d'un antigene peut représenter pludadmoitié (de 48 a 90%) des

lymphocytes Vo circulants (Chen 2003).

Les Tyd ont, semble t-il, le méme développement phénotypique les @ avec des états naifs
(CD45 RA+, CD62L+ CD7+, CD27+ -Dieli 2003-). Apreancontre de I'antigene, ils peuvent acquérir
un phénotype mémoire, soit effecteur (CD45RA-, THZD62L- ; CCR7-) avec faible capacité de
prolifération et mémoire central (CD103+, CD45 R&+CD7+ a forte capacité de prolifération (Chen
2003, De Rosa 2004).

Les T yd ont également des rbles importants dans des @mscthon immunologiques comme
I'embryogenese et ’lhoméostasie tissulaire. En flaiemble que lesyb soient produits par vagues au
moment de I'embryogenése avec une premiére produdés 75 a la 14 semaine chez la souris qui
migrent dans la peau, suivis degTdont le maximum est a la l6éemaine et qui migrent vers le
poumon, les voies aériennes et le thymus. Plus vard la 19semaine, lesy? apparaissent et migrent
vers le poumon, les ganglions et le sang périphérignfin, sont produits deg T dont la production
maximale se trouve au moment de la naissance.rétesnment, les lymphocytesyd ont également
été impliqués dans la régulation des mécanismesodérisation épithéliale (Jameson 2002) et dans
I'hnoméostasie de la peau (Jahn 1999, Born 2002 akorhi995).



Lymphocytes T CD&wa :

Si la plupart des lymphocytes T conventionnels G@RD8+ expriment I'isoforme hétérodimérique
(ap) du CD8, une petite fraction de la populatiopréxe une forme homodimeérique comprenant deux
chaines CD8. Ces lymphocytes sont subséquemment nommés TadC® CD&a peut, comme le
CD8ap se lier a la molécule MHC classe 1 (Garcia 199%ndRd 1996, Cho 2001) mais avec une
affinité différent. Mais leurs ligands préférensiedemblent étre des molécules du complexe MHC non
classique (ex Qa2 chez la souris), pour lesquetbd@ne CDB ne semble pas requise (Janeway 1994,
Renard 1996, Das 2000). En effet, les lymphocyt€DBoa gardent la capacité de se développer chez
les souris qui n‘ont pas de complexe majeur d’bastgatibilité de classe 1 (MHC classe 1) comme par
exemple, les souris déficitaires €2 microglobuline (Cheroutre 1995, Gapin 1999, D&991
Kronenberg 2005).

Les lymphocytes T CO#f: partagent de nombreuses propriétés fonctionnalles les lymphocytes
Tyd. lls complétent leur maturation dans le MALT (SL®B7) aprés un court passage dans le thymus
(Dunon 1999, Bagriacik 2000) ou ils subissent uglection (Leishman 2002). Une origine est aussi
possible par conversion de T C&B conventionnels (Konno 2002). Ce phénomeéne estraxiotoire
avec la possiblité de filiation de CB& vers CD&[ au cours de la thymopoiese (Carrasco 1999). lls
ont un fort tropisme muqueux et sont considérésnaerfaisant partie des lymphocytes intra-épithéliaux
(IEL - Luhtala 1997, Dunon 1999, Imhof 2000-). #sraient une diversité tres restreinte au sein de
I'épithélium intestinal (Helgeleand 1999 chez I¢).rdls sont également richement représentés dans

I'épithélium cutané (Spetz 1996).

Les lymphocytes T CO#x auraient plutdt une activité immuno-régulatricetgee Thl (Yoshukai
1999). lIs ont été impliqués dans la pathogénie atdites inflammatoires (modéle porcin ; Waters
2001). Mais ils peuvent également exprimer des siglee cytotoxicité (CD56+ : Arcaro 2001, Kern
1999)

Le CD8&ua peut également étre exprimé a la surface ¢@sel également des lymphocytes NK. La

signification physiologique de ces isotypes n'estgairement établie (Straub 2001).



Lymphocytes T CD56+ :

Certains lymphocytes peuvent exprimer le CD56, om@écule d'adhérence (NCAM) qui est
caractéristique des lymphocytes NK (CD3-).

Le CD 56 peut étre exprimé par d’authentiques T eantisnnels (CD3+, TCR([3) qui sont toujours
CD8+ mais également par les lymphocytegdlArcaro 2001, Kern 1999). Son expression pourrait

refléter une activité cytotoxique (Pittet, 2000).

La fraction de lymphocytes T exprimant le CD56 ts$ variable entre patients et sa signification

sémeéiologique n’est pas connue.

Lymphocytes TNK :

Récemment, il a été montré qu’une catégorie tréeticphére d’authentiques lymphocytes T (CD2+ ;
CD3+) exprimant le récepteur TGk avait un phénotype (CD56+) et une activité cytaog proche
des cellules NK (CD3-CD16+CD56+). lls peuvent expai le CD4 mais généralement expriment le
CD8 (isoforme CD8&a) ou aucun des deux (DN) (Apostolou 2001). lls ant phénotype mature
(CD45RO0). Il peut également exister des TNK de typ& Chez la souris, ils expriment un marqueur
de NK spécifique : NK1.1 dont I'expression peukeédicquise sous activation (Eberl 2000, Assarsson
2000, Skold 2000). Les lymphocytes T NK (Jim 1998arrisson 1999) expriment généralement une
seule isoforme de chaine (invariante) du TC&4+ JaQ chez 'lhomme ;0142281 chez la souris
(Exley 1997 ; Lee 2002). Au méme titre que chago&orme TCR, les TNK représentent une trés faible

proportion de @ circulants (moins de 3%).

Les lymphocytes TNK ne reconnaissent qu'une catégdantigene glycolipidiquexGalactosyl-
Céramide gGal-Cer -Crowe 2003, Yang 2003) présenté par dddanies MHC non classiques CD1d
(Exley 1997, Lee 2002, Gapin 2001). lls ont unes tférte activité cytotoxique et expriment des
récepteurs membranaires caracteéristiques des lymi@soblKR impliqués dans la cytotoxicité anti-
tumorale (Cui 1997, Godfrey 2000). lls sont parien@ment nombreux dans le foie (Eberl, Assarson,
Skold). Les NK auraient également une activité imorrégulatrice étant de gros producteurs de
cytokines telles que IL-4 et IRNmais surtout 1L-10 et TG¥(Jiang 2004)



Lymphocytes T req :

Si les lymphocytes T CD4 sont associés a la fonaimplificatrice de la réponse immune, il existe
une minorité de cellules T qui ont une activitéulétrice, inhibant la réponse lymphocytaire T dgofa
spécifique. Plusieurs phénotypes ont été décrasmhjorité est de type T CD4+ exprimant le CD25
comme les lymphocytes activés mais de facon plusifgpée le facteur nucléaire FoxP3. lls sont
nommes Treg. Le CD25 n'est que le reflet de I'@aictivation des Treg comme pour les autres
cellules et il existe des Treg CD25- (qui exprimlentoxP3) (Jiang 2004).

Les Treg ont une origine thymique (Coutinho 2005).

Des lymphocytes T CD8 (CD25+, CD28-, Foxp3+) petnaroir une activité inhibitrice. Les cas
décrits (Brimmer 2005) exprimaient un TCR35%/1. lls n’expriment pas un phénotype « mature »
(CD28-) mais peuvent exprimer son ligand altern@ifLA-4) qui aurait une activité inhibitrice (Vlad
2005). lls peuvent étre associés aux mugqueuses @Elteconnaitre un antigene présenté par une
molécule MHC non classique (CD1d) (Brimmer 2005)sdforme CD8 n’était pas précisée. Dans le
contexte auto-immun, les Treg CD8+ reconnaitradt pleptides spécifiques du TCR, présentés par des
molécules HLA-1b non classiques (HLA-E) qui seraierprimées sous formes hétéro-dimérique
(MHC + P2-microglobuline que sur les lymphocytes T activd®, et cellules dendritiques
(Sarantopoulos 2004). Notons que la molécule HLA&d&homérique est exprimée de facon ubiquitaire
et est un ligand naturel du récepteur NKG2A pradégda cellules d’'une cytotoxicité non spécifique
par les NK ou T CD8+.

Les NK-T ont une activité Treg par leur productida IL-4, IL-10 et TGB, notamment sur les
réponses de type Thl. Leur réle protecteur de diedaauto-immunes a été montré dans des modeles
de diabéte (souris NOD) ou encéphalite allergigeeue par Jiang 2004)

Plusieurs mécanismes permettent I'activité régigkat(Table VIII) : Une trop forte affinité du TCR
pour le ligand spécifique induit le suicide (ap@&pde la cellule effectrice. Les Treg exprimearale
CTLA-4 (CD152; molécule inhibitrice, induisant age/tolérance) en remplacement du CD28
activateur au cours de la reconnaissance. Une meiexipression ou inhibition de molécules co-
activatrice (ex : le CD40L) réduirait également ddésmblement I'activité auxiliaire du lymphocyte T
CD4+ sur la réponse des lymphocytes B (productiGantitorps) ou l'activation de la cellule
dendritique (expression de ligand co-activateursmene CD80 et CD86). Enfin, les lymphocytes T
CD4+ peuvent acquérir la capacité de productiosydekines régulatrices IL-10 et IL-4 (type Trl) ou
TGH3 (nommées type Th3) fortement inhibitrices de dpaonse immunitaire contrairement a IL-2,
IFNy (Thl) ou IL-4, IL-5 (Th2) habituellement impliquésins les réponses efficaces (revue par Jiang
2004).



Table VIII : Lymphocytes a activité régulatrices (d'apréagdliet col 2004)

Cible MHC Spécificité Immunité mécanisme fonction

auto-immunité

T CD4+CD25+ | T, APC MHC Il non primaire contact allogreffe;
pathogenes
T CD4+CD25- |T, B, APC| MHCIII non @7 primaire cytokines Auto-immunité
self peptide
T CD8+ T activés | HLA-E "AMAPRTLLL" | secondaire | cytotoxicité | self-tolérance
TCR peptides @
T CD8+CD28- APC MHC la ? primaire Ilgand§ auto-immunité
accessoires
T actives cytokines anti-tumeurs
NKT APC CD1d aGalCer innée o .
cytotoxicité régule Thl
Tumeurs

(1) 1 cohen et col 2004 : Treg anti-idiotypes
(2) 1 cohen et col 2004 : Treg anti-ergotypes

Cohen et col J Clin Invest 2004; 114; 1227-1232.
Jiang H et Chees L. J Clin Invest 2004; 114; 1198-1208..

Les lymphocytes T régulateurs font I'objet d’'undtéliature trés abondante bien que leur
caractérisation ne soit pas univoque. Leur rélesdardimitation de la réponse immunitaire est &dil
concevoir. lls peuvent avoir une activité direate les lymphocytes effecteurs, par contact cellalau
par production d’'IL-10 / TGE. Mais ils peuvent également avoir une activité kg cellules
présentatrices d’antigene et induire la productieniT CD8 Treg (Vlad 2005) par production de CD40

ou IL-10 au cours de la coopération inter-cell@air

Comme pour les immunoglobulines, il est possibkevdguer une régulation anti-idiotypique. Les
lymphocytes Treg anti-idiotypiques (CD4+) reconra@ént des motifs spécifiques de TCR, et
induiraient des T CD8+ sensibilisés contre des igept présentés par des molécules MHC non
classiques telles que HLA-E (Qa-1 chez la sourils). pourraient étre de grande utilité pour
'immunothérapie des maladies auto-immunes comniee @e&té montré dans I'encéphalopathie auto-

immune expérimentale de la souris (Revue par | G6@064).

Cependant, tous les Treg ne sont pas anti-idioiygsieet des Treg restreints a un état fonctionael (i
état d’activation..) ont été décrits (Cohen 20@gs Treg anti-ergotypiques (Anti-erg) ont également
été démontrés dans le méme modéle auto-immun o $esillymphocytes activés se montrent

pathogeéenes.



Syndromes lymphoprolifératifs :

La prolifération d'un clone lymphocytaire induiterpan antigene ne devrait qu’étre transitoire. Des
lymphocytes T matures peuvent faire l'objet de ifin@tion inadaptée et persistante, indépendante
d’'une stimulation antigénique (Barlett 1999 ; Dréri02 ; Kim 2005). Ces syndromes prolifératifs
sont assez fréquents et leur incidence semble anigmdls sont généralement accompagnés d’'une
lymphocytose circulante, parfois d’'une neutropé@tide signes généraux (adénopathies, spléenomégalie,
altération de I'état général..) mais les formesigliement frustres et biologiquement stables sont
fréquentes. Le caractére monoclonal est souventid#&m@s comme synonyme de tumoral. Les
syndromes lympho-prolifératifs T ne représententirgi’petite minorité (moins de 10%) des leucémies

lymphoides chroniques dont la majorité concerndydephocytes B.

Les syndromes prolifératifs a lymphocyte T fonbj&t de différentes classifications comme celle de
I'OMS selon leurs caracteres morphologiques etunoyphénotypiques. lls peuvent étre divisés en

deux formes : leucémies et lymphomes (table IX).

Les leucémies peuvent étre regroupées en 4 entités
1 - la leucémie pro-lymphocytaire est rare et dlétion lente ;
2 - la leucémie a grands lymphocytes granuleux (L@lévolution lente également. La
lymphocytose est modérée, il peut y avoir une opédnie ; quelques formes peuvent co-
exprimer le CD4 et le CD8 (Sala).
3 - la leucémie de l'adulte a cellules T (ATCL) guaiut avoir une forme clinique de leucémie
aigué et qui est généralement associée aux infeciieirus HTLV .
4 - La leucémie agressive a NK (CD3-CD16+CD56+¢mecerne pas les lymphocytes T.

Il existe également une forme aigué : la leucénymphoblastique est rare et concerne des
lymphocytes a un stade trés immature. Elle estagesssive et ne concerne pas les lymphocytes qui

nous intéressent dans la présente étude.



Table 1X : Classification des syndromes lymphoprolifératilsyanphocytes T a partir de la

classification de 'OMS

LYMPHO-PROLIFERATION T ou NK

Icp2/cps | Tcr |cp4

cps |cps |cp7 | cpse| cp2s| cp3ol

Leucémie (dissiminée)

Leucémie pro lymphocytaire T

+

ap

+

25%4+/8+

Leucémie Grands Lymphocytes granuleux (LGL)

+

ap

+ |

+ |

Leucémie a Lymphocytes T de l'adulte (ATCL)

+

CD25+

Leucemie aggressive a NK

2+/3e+/-

+

+

CD95 ; EBV

Formes cutanées

Sézary / Mycosis Fungoide

ap

rare wi

Panniculite sous cutanée

+

2506 y3

+si wi

60%

40%

Angiocentrigue (granulome centro-facial)

L Papule lymphomatoide

+/-

Lymphomes associés aux mugueuses (MALT)

Intestinal (+/- entéropathie)

+

ap

+/-

arfois

CD103

Hépato-sphérigue

+

+

Nasal

2+/3e+/-

Granulomatose Lymphomatoide pulmonaire

Lymphomes ganglionnaires

Angio-immunoblastique

ap

+/-

Périphérique non spécifigue

+/-

af

+/-

EMA+

Lymphomes Anaplastique a grandes cellules

Ganglionnaire

+/-

CD71+, EMA+

Cutané

CD71+

Lymphomes lymphoblastiques

Lymphoblastigue NK

Les Lymphomes a lymphocytes T peuvent avoir diffeséropismes tissulaires.

1- Lymphomes cutanés

- Le mycosis fungoide et le syndrome de Sézary @hatué avec cellules circulantes) sont les deux

aspects d'une maladie cutanée pouvant s'accompagger tardivement d'adénopathie.

- Le lymphome T sous-cutané (type panniculite) eseol® chez I'adulte. Il est souvent agressif et a

un plus grand risque de récidive que les lymphoangmphocytes T.

- Le lymphome angiocentrique est rare en Europeelit atteindre la face (granulome centro-facial).

- Les papules lymphoides

2 — Lymphomes associés aux muqueuses (MALT):

- Lymphome intestinal a cellules T, peut étre agfessis'accompagner de signes fonctionnels
intestinaux voire de perforation. lls peuvent coioyer une intolérance au gluten avec syndrome

chronique de mal absorption. lls expriment fréqueminthe CD103 - molécules d’adressage vers les

muqueuses.




- Lymphome T hépatosplénique essentiellement ¢&;TCD56+;
- Lymphome nasal

- Granulomatose lymphomatoide pulmonaire.

3 — Lymphomes ganglionnaires :
- Le lymphome angio-immunoblastiques (AILT) est et agressif avec polyadénopathie,
altération de I'état général, fievre nocturne gtenigammaglobulinémie polyclonale.
- Le lymphome T périphérique non spécifique a ceful comporte des phénotypes souvent
inclassables.

4 - Le lymphome anaplasique a grandes cellulesg(gemmaire ou cutan€) est formé de cellules trés
indifférenciées tres différentes de celles qui noté&ressent dans cette étude. Elles exprimenD25C
et CD30.

Du point de vue immunophénotypque, toutes les lesllimpliquées dans le syndrome prolifératif a
forme mature ont en commun l'expression des margukutymphocytes matures (CD2, CD3). Le CD3
peut ne pas étre détecté a la membrane, mais résenp dans le cytoplasme. La plupart exprime le
CD7 sauf le lymphome T périphérique et 'ATCL e fermes cutanées. Les leucémies lymphoides
chroniques pro-lymphocytaires, les lymphomes cugates AILD et les lymphomes a cellules T de
I'adulte expriment le CD5. Le CD7 n'est plus exgFirdans les formes cutanées et les formes
ganglionnaires non spécifiques (Reinhold, 1997).

La grande majorité des syndromes lympho-prolifésafi sont de type CD4+, surtout la leucémie a
pro-lymphocytes et les lymphomes cutanés et gamggiives. lls peuvent co-exprimer le CD4 et le CD8
et avoir une activité de type Th2 pour certainsraass des lymphomes périphériques et des lymphomes
T cutanés (Echchakir, 2000 ; Airo 1995). Les forme€D8+ sont plus rares : LLC LGL, lymphome a
cellules T périphérique. Les lymphomes associésmaugueuses sont le plus souvent double négatifs
(CD4-CD8-).

Certains peuvent exprimer le CD56 (lymphome angitapie, et LGL —Wong 2003 ; Oshimi,
2003-) et une grande partie des LGL peut concateercellules CD3- (NK CD3-CD56+).

De méme, la plupart des syndromes lympho-prolifirdt expriment un récepteur TC&3 mature
(réarrangement complet). Mais, des syndromes lyngpblifératifs a lymphocytes o peuvent étre

observés dans les lymphomes T périphériques gtgghomes T des muqueuses.



Les lymphomes T associés aux muqueuses exprime@DIED3 qui est la molécule d'adhérence
spécifiqgue du tissu lymphoide associée aux muqgse{Bahadj 2003). Les leucémies anaplasiques a

grandes cellules expriment le CD30.

Chacun des marqueurs peut étre exprimé a des riééneurs aux taux observés sur les cellules T
matures normales. Dans les syndromes lympho-prafifé, les lymphocytes pathologiques peuvent
exprimer un phénotype mémoire (CD45 RO, CD27-, 8R2soit effecteur (CCR7-, CD62L-) soit
central (CCR7+, CD62 L+). lls peuvent eégalementriexer des marqueurs d'activation (CD25, HLA-
DR, CD122). Les syndromes lympho-prolifératifs mphocytes Tyd expriment le CD3 membranaires

a forte intensité.

Les lymphocytes T pathologiques ont donc un phéeotput & fait normal en immuno-marquage
par cytométrie (Bartlett, 1999). Les critéres geimettent d'affirmer un syndrome lympho-proliférati
comportent la lymphocytose (supérieur a 5 Gigadlipendant plus de 6 mois) et des aspects
cytologiqgues morphologiques avec un nucléole trgpaeent. La symptomatologie biologique

s'accompagne de signes cliniques tels que l'atiérde I'état général, adénopathie, splénomégalie.

Il n'existe pas de cause connue pouvant étre igitierdes syndromes lympho-prolifératifs T en
dehors des infections a virus HTLV1 qui sont fréges en Asie notamment au Japon, mais également
dans les Caraibes, I'Afrique noire et I'Amériquetide et qui expliquent la forte incidence des
lymphomes T dans ces régions. Un augmentationsdaeaia été rapportée dans les infections a VIH ou
EBV (pouvant étre de type T). Cependant, I'appariti'un syndrome lymphoprolifératif périphérique
peut étre associée a une stimulation lymphocyt&irehronique comme celle observée dans les
infections chroniques, dans les intolérances digsstau gluten avec syndrome chronique de mal
absorption (entéropathie - Palacio, 1998 ; Wrigh®7t) ou encore la polyarthrite rhumatoide. Ces
syndromes lympho-prolifératifs ne sont pas car&#ér par une spécificité ou une isoforme

3 particuliere.

De facon intéressante, un lymphome (a lymphocyta @airement été associé a I'infection chronique

gastrique par hélicobacter pylori. Le traitement’itdection pouvant s’accompagner d’une régression

du syndrome lymphoprolifératif (Isaacson 1999).uras lymphomes peuvent étre associés avec des
virus tels que Hépatite C, Herpes HHV6 ou 8 samslquelation de causalité ait été clairement é&abl



Résultats



L'analyse quotidienne des lymphocytes périphériduesains par cytométrie en flux selon la méthode
que nous avons décrite et en suivant les procédigestandardisation permet d'observer de fagon
hautement reproductible des sous-populations lymyhimes T autres que les deux conventionnelles
CD4+ et CD8+, en tenant compte de l'intensité Ideréscence de chaque marqueur et de leurs

différentes combinaisons.

Nous avons commenceé ce travail, en cherchant alatdiser les procédures en accord avec les
méthodes internationales et nous avons confrontérégultats dans le cadre de contrdles de qualités

internationaux.

- Nous avons ensuite étudié la signification dasatians d’intensité du CD45 pour la reconnaissance

des populations leucocytaires.

- Ensuite, nous avons étudié les variations d'siténrde CD3 sur les sous-populations lymphocytaires
T.

- La partie essentielle du travail a porté suréfitfication et la caractérisation de populations
lymphocytaires T (CD45+ CD3+) qui expriment, dediacnon conventionnelle pour des cellules
périphériques, le CD4 et le CD8. Nous en avonstifienleux sous-types bien distincts du point de vu
phénotypique et probablement fonctionnel. Ces difiis doivent prendre en compte lintensité
d’expression de CD4 et CD8.

- Il reste encore des sous-populations lymphom@gaif que nous n'avons pas completement
caractériseées et que nous citons simplement ymheghocytes T exprimant le CD8 de facon réduite ou

des lymphocytes T exprimant le CD56.



Confiqurations des instruments et protocoles utili@s dans I'étude :

Deux systémes ont été utilisés successivementléritent, nous avons effectué nos analyses sur un
cytométre 4 couleurs Epics XL'MBeckman Coulter ; Fullerton, CA). Il comprenaisdul laser Argon
(488 nm) et 4 photomultiplicateurs disposés en Bgrdans l'ordre croissant de longueurs d'ondes
(fig.1.2). Les échantillons étaient marqués avemtdcorps : CD45 FITC (clone B321 F4A), CD8 PE
(clone SFC12 thyD3), CD4 PE-Texas Red (cloneSFG4N) et CD3 PE-Cy5 (cloneUCHT1)
fournis mélangés, préts a I'emploi (TetraChfomar Beckman Coulter (table II). Les anticorps étaie
appligués simultanément sur sang total (1QQL5 min, température ambiante, a 'abri de laiéug),
I'échantillon était ensuite traité pour érythrolytefixation, en deux temps (ImmunopfepBeckman
Coulter) et analyse immédiate (dans I'heure) samade. Exactement le méme volume (llQ0méme
pipette, méme manipulateur) de billes calibréewEbunf ; Beckman Coulter) était ajouté a
I’échantillon juste et vortexé, avant analyse awmmetre. La dilution finale est évaluée a lD@e sang
dans 120pL final. Les valeurs absolues étaient calculéedeéugiciel (Tetraon® Beckman Coulter)
et directement éditées. L'analyse était effectuée7500 lymphocytes et un minimum de 1000 billes,
sauf si I'analyse excédait 5 minutes (en cas dedgrédymphopénie).

Plus récemment, nous avons utilisé un systéme FAGSC (BD Biosciences, San José CA) qui
comporte deux sources d’excitations laser : ArgéB8(nm) et Hélium-Néon (633 nm). Il possede 6
photomultiplicateurs (4 pour I'excitation bleue Zpour l'excitation rouge) disposés en étoile, dans
l'ordre décroissant de longueur d'onde (fig.3.2)s léchantillons étaient marqués avec 7 anticorps
simultanés : CD3 FITC (clone SK7), CD16 PE (clon&BR), CD56 PE clone (NCAM 16.2), CD45
PerCP (clone 2D1), CD4 PE-Cy7 (clone SK3), CD19 ABlGne SJ25C1), CD8 APC-Cy7 (clone SK7)
fournis par BD Biosciences (Table 1ll). De la méfagon, les anticorps étaient ajoutés simultanément
I'échantillon de sang total (D exact : pipette €lectronique, calibrée ; 15 niémpérature ambiante a
I'abri de la lumiére) qui était ensuite traité eantamps (érythrolyse et fixation — addition manaiele
500uL de solution FACSIyzin®, BD Biosciences) et analysé dans I'heure. Leswalabsolues étaient
analysées par l'utilisation de tubes contenant Hiles calibrées lyophilisées (Trucofint BD
Biosciences). Les valeurs absolues étaient casuldanuellement selon les recommandations du
fournisseur. La dilution finale est estimée ab@e sang dans 5jb final. L'analyse était fixée a 10
000 lymphocytes et effectuée par le logiciel FAC&Li (BD Biosciences).

Dans tous les cas, les échantillons de sang péigpieéétaient prélevés sur anticoagulant Ethylene
Diamine Tetra Acetique Acid - EDTA, traités dans & heures aprés collecte et analysés dans I'heure

apres le marquage.



Table X : Matériel utilisés pour phénotypages des lymphocytes T, B et NK

Fluo clone Isotype Fournisseur
EPICS XL Beckman-Coulter
Lymphocytes T CD4/CD8 en valeurs absolues
TetraChrome Beckman-Coulter
CD3¢ PE-Cy5 UCHT1 Beckman-Coulter
CD4 PE-TR SFECI12T4D11 Beckman-Coulter
CD8q PE SFCI21thyD3 Beckman-Coulter
CD45 FITC B3821F4A Beckman-Coulter
Flowcount calibration Beckman-Coulter
Immunoprep Lyse + fixation Beckman-Coulter
Lymphocytes B / NK
CD16 FITC DJ130c Gl DakoCytomation
CD56 PE N901 Gl Beckman-Coulter
CD19 PE-TR 89B Gl Beckman-Coulter
CD3¢ PE-Cy5 UCHT1 Gl DakoCytomation
FAC Canto 6 couleurs BD Biosciences
Lymphocytes T CD4/CD8 / B / NK en valeurs absolues
Multi-check BD Biosciences
CD3¢ FITC SK7 Gl BD Biosciences
+ CD4 PE-Cy7 SK3 Gl BD Biosciences
+ CD8¢ APC-Cy7 SK1 Gl BD Biosciences
CD45 PerCP 2D1 Gl BD Biosciences
CD19 APC SJ25C1 Gl BD Biosciences
CD16 PE B73.1 Gl BD Biosciences
CD56 PE NCAM 16.2 Gl BD Biosciences
Trucount calibration BD Biosciences

FACSLysing

Lyse + fixation

BD Biosciences




Les marquages complémentaires comportaient unde pagdmmune (CD3/CD4/CQ8+H/-CD83)

accompagnée des différents marqueurs listés daabléaXI.

Table XI : Matériel utilisés pour phénotypages des lymphocytes T

Fluo clone Isotype Fournisseur

Lymphocytes T qR/vd/CD8

TCRaR PE-Cy5 BMAOQ31 Gl Beckman-Coulter
CD8¢ PE-TR SFCI21thyD3 Gl Beckman-Coulter
CDS8pg PE 2ST8.5H7 Gl Beckman-Coulter
TCRy¢ FITC Immu510 G1 Beckman-Coulter

Lymphocytes T CD3/CD8 g en combinaisons 4 couleurs

CD8q PE-TR SFCI21thyD3 Gl Beckman-Coulter

CD3 PE-Cy5 UCHT1 G1 DakoCytomation
Lymphocytes T CD3/CD8 g en combinaisons 6 couleurs

CD8qg APC

CD3 PE-Cy5

CD8¢g PE-TR

CD3 PE-Cy7
Lymphocytes T CD3/CD8 g Activés

CD69* FITC TP1.55.3 G1 Beckman-Coulter

CD25* FITC ACT-1 Gl DakoCytomation
Lymphocytes T CD3/CD8 mémoires *

CD45 RA EITC

CD45 RO PE
Lymphocytes T CD3/CD8 mémoires *

CD28 EITC CD25.1 DakoCytomation

CD27 PE M-T271 DakoCytomation
Lymphocytes T CD3/CD8a mémoires*

CD195 PE 2D7 CCR5 BD Biosciences

CD197 PE 3D12 CCRY BD Biosciences
Lymphocytes T CD3/CD8a mémoires*

CD62L FITC LECAM-1 Beckman-Coulter

CD7 PE DK24 DakoCytomation

Quantification densité
QUIFiKit® DakoCytomation

Tri magnétiques
TCR y¢ hapténe 11F2 Gl Miltenyi biotech
anti-hapténe lloide ferrique Miltenyi biotech

* validés sur cellules mononuclées périphériques de donneurs sains stimulés par Phytohemagglutinit



1 — Standardisation des procédures d’identificatioret quantification :

Dans une étude préliminaire, nous avons évalu@de®rmances de la technique de numération des
lymphocytes T en 4 couleurs (EPICS XLM® Beckmann@®), lorsque toutes les précautions et les
recommandations de bonnes pratiques sont respeflé@as cette configuration, nous avons utilisé

simultanément les marquages avec CD45, CD3, CDD8t(Tetraone® Beckmann-Coulter).

Nous avons utilisé les procédures standardiséealiiation de réglage du cytometre (gains —Flowset®
- ; calcul automatique des compensations -Cytocofp®La stratégie de fenétrage était celle
recommandée par le fournisseur assisté par logsgeti-automatisé. Les réglages étaient validés
journellement sur un contrdle de qualité (sang Bsgblmmunotrol® Beckmann-Coulter). La validité
de quantification absolue était évaluée par adjonate standard interne (billes a concentratiorboee

Flowcount® Beckmann-Coulter).

Nous avons pu mettre en évidence la bonne préc{siec des coefficients de variation inférieurs a
4%), exactitude et stabilité (avec des CV infémears%) de cette analyse, sous réserve de respect de
ces procédures, ce qui permet d’étre trés confiantia représentativité de nos résultats, notamment

pour le suivi dans le temps et la comparaison éalreratoires (fig 3.1).



Figure 3.1 : Reproductibilité d’analyse quantitative absolde populations lymphocytaires par
cytométrie en flux : reproductibilité a) de con&®lde qualité internationaux; b) intra-manip entrge

opérateurs.
Cels/L UK Nequas samples CellsiL 6 échantillons 1 opératetels/ll 1 échantillon 6 opérateurs
1400 1400 800
o CDY
" C® 700
1200 1200 A CD19
Target 0 NK
600
1000 1000
500
800 800
400
600 600
300
400 400
200
Target
200 200 100
Target
0 0 0
CV (%) 154 J+1 155 J+1
TCD4+ 103 16,2 71 93 10 115 84 13 37 17.9 32 97 17 19 16 35
TCD8+ 128 17,4 95 79 112 133 81 17 30 27 4 81 57 07 45 54
B 10,5 18,6 6,4 17 81 10 51 35 28 44 49 63 12 14 1,2 05

NK 144 127 9 92 126 148 15 107 11 15 83 61 51 12 3 77




2 — Les phénotypes non conventionnels en cytométdeou 6 couleurs :

A l'occasion du renouvellement de l'instrumentatioous avons été amenés a valider un systeme qui
possédait la capacité d'analyser six marqueursltsinés (FACSCanto®, BD Biosciences), en utilisant

une combinaison de marqueurs encore inédite emeout

Dans cette configuration, nous avons choisi daglilisimultanément les marquages avec CD45, CD3,
CD4, CD8, CD16, CD56 et enfin CD19. Le mélange, d@ponible commercialement, était préparé au
laboratoire. Cette combinaison nous parait étrglda judicieuse pour la numeération des principales
populations des lymphocytes circulants, en accowdcales fournisseurs qui souhaitent la
commercialiser en mode standardisé. Les valeursludss étaient mesurées en utilisant un standard
interne (Billes TRUCOUNT).

Cette combinaison nous permet d’identifier et dentjfiar précisément les principales composantes
lymphocytaires que sont les lymphocytes T (CD4 BB}, les lymphocytes B et les lymphocytes NK
(fig. 3.2).

Nous avons montré que cette analyse était treodaptible dans une méme et entre différentes
manipulations (CV < 5 %). Nous avons observé urezlgente corrélation entre les quantifications en
valeurs absolues obtenues avec les deux systameslisant une stratégie de fenétrage proche. En
effet, les solutions actuelles, proposées par ifé&rehtes compagnies montrent des résultats difitér
significativement sur les études internationalesatgroles de qualité. Les différences de stratede
fenétrage en sont une des explications. Les stdsdaternes et leurs recommandations d'utilisation
sont également différents.

Dans l'étude actuelle, nous considérerons doncffexdmment les résultats qualitatifs d’analyses
effectuées avec I'un ou l'autre systeme. Cependantontinuité quantitative sera évitée car les
numérations des populations trées minoritaires ie¥taque pauvrement corrélées entre les deux
systemes. L'expérience d'analyse biologique noustrenajque les coefficients de variations sont
habituellement mauvais pour les valeurs trés failfl®-20%). Les illustrations présentées ici sont
choisies en priorité avec le systeme le plus réaprd nous (et de plus en plus d'utilisateurs)

continuerons a utiliser pour les années a venir.



Figure 3.2: Identification lymphocytaire en cytométrie enxfl6 marquages simultanés.
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Nous avons également pu confirmer, sur ce systBemestence des populations lymphocytaires T non
conventionnelles que nous décrirons en détail lpins(T CD4+ CD8dim et T CD4dim CD8+ ainsi que
des lymphocytes T CD8dim CD4-). Une fraction de pyrocytes T exprimant une forte intensité de

CDa3 était également retrouvée.

De plus, cette combinaison nous a permis de déeronexistence d'autres sous-populations
lymphocytaires non conventionnelles et rarementsiciénées qui sont : des lymphocytes T CD3+
(toujours CD8+) exprimant du CD56, que ces lymphesgoient CD3 normal ¢B) ou CD3fort (Tgd)

et d’authentiques NK (CD3-CD56+) qui expriment@®8. Les fréquences de ces particularités
phénotypiques étaient trés variables d'un patientadtre, suggérant qu’elles aient une valeur

sémeéiologique d’autant plus intéressante qu’elhes estreintes a certaines sous-populations.



Leurs significations physio-pathologiques ne sorg pacore élucidées. Une baisse d’expression de
CDS8 pourrait modifier I'avidité du lymphocyte poson peptide et sera discutée plus tard. La présence
de CD56 est généralement synonyme d’activité cytqte. Le réle du CD8 sur les NK n’est pas connu
mais il existe plusieurs formes intermédiaires fmales ou tumorales) entre cellules NK et cellules T
comme par exemple les T.NK. Ces populations n'astgu étre caractérisées dans la présente étude.



3 — Double population de polynucléaires selon la dsité de CD45

Dans les deux systemes, nous avons choisi d'utlisenarquage par CD45 (pan-leucocytaire) pour
I'identification des lymphocytes dans les procédute routine (fig. 3.3). Ce marqueur non discrimina
occupe un canal de détection et réduit d'un paranhet possibilités de combinaisons « utiles »ilEst

suffisamment informatif pour justifier cette liraiton?

L'utilisation du CD45 présente plusieurs avantaged permet de différencier les leucocytes
(lymphocytes, monocytes et polynucléaires) deseawdléments comme des érythroblastes, des débris

de globules rouges et les plaquettes.

Figure 3.3 : Identification leucocytaire selon le marquage @B45 : mise en évidence d’une
population de polynucléaires a forte expressionCi5 correspondant a une hyper-éosinophilie
(CCR3+, CRTH2+).
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L'ensemble des lymphocytes est regroupé dans ugerdepoints tres homogene, exprimant fortement
le CD45 et une faible diffraction latérale (Sideater). Les monocytes expriment le CD45 a moindre
intensité et ont une diffraction latérale plus imtpate. Le phénomeéne est encore plus important pour

les polynucléaires.

En utilisant le CD45, nous pouvons observer damtaios échantillons, une petite population qui
exprimait du CD45 faiblement mais était tres peangteuse (faible diffraction latérale - SC). Nous
avons pu montrer que cette population représetdsitpolynucléaires basophiles (IgE membranaire +,
CD3-, CD14-) au cours d'une étude du test de dataon de polynucléaires basophiles dans un

contexte d’allergie aux venins d’hyménopteres (Lainb@01).

Nous observons également, beaucoup plus fréquemomentpopulation leucocytaire qui présente une
grande diffraction latérale (SC) comparable a dégnpaléaires neutrophiles mais avec une intensté d
fluorescence de CD45 nettement augmentée qui pedwetes distinguer de la population de
polynucléaires neutrophiles. Nous avons pu obseous ces leucocytes granuleux CD45 fort
exprimaient le récepteur de chimiokine N°3 (CCR8}piaque le récepteur CRTH2. Le marqueur CCR3
est spécifique des polynucléaires éosinophilesmiaequeur CRTH2 est également exprimé par les
polynucléaires basophiles et les lymphocytes Tyde Th2. Nous avons observé que l'augmentation de
cette population de polynucléaires éosinophilei étaivent associée a une hyperactivité immunitaire
de type Th2 (taux sériques élevés d'IgE et augrientde protéine cationique éosinophile sérique -
ECP-).

En enrichissant les cellules exprimant le CRTH2i@é¢ de billes magnétiques, nous avons pu montrer
que la population granuleuse CD45 fort était nett@imaugmentée ainsi que la population granulaire
basophile, alors que les polynucléaires neutrophédé les monocytes étaient fortement réduits.
L'analyse microscopique nous a permis de confirheerfort enrichissement en polynucléaires

éosinophiles. La considération de cette populaigermis de dépister des échantillons qui possdtdaie

une hyper éosinophilie qui peut avoir des consécpeertliniques (llrich 1995) ? Certaines formes

atteignaient les critéres quantitatifs permettaigatoquer un syndrome dhyper éosinophilie (HES
(Brito-Babapulle 2003).



4 — Expression différentielle de CD45 sur les leucgtes :

L'utilisation du CD45 permet également d'identifad@s lymphocytes qui ont un caractére lympho-
prolifératif. En effet, chez les patients portews leucémie lymphoide, on distingue une double
population lymphocytaire. Les lymphocytes lymphdipgoatifs présentent une nette diminution

d'expression du CD45. La tres grande majorité gedremes prolifératifs concerne des lymphocytes B
(leucémie lymphoide chronique -LLC-). Cette obsBovaa fait I'objet de plusieurs publications ettt se

actuellement de référence pour l'analyse phénotgpides syndromes prolifératifs (Festin 1994,
Lacombe 1997). Une population lymphocytaire CD4ibléapeut étre de découverte fortuite dans la

pratiqgue du phénotypage leucocytaire de routimaester au diagnostic de LLC.

Nous avons cherché a savoir si I'expression desb@dvait étre difféerente entre des lymphocytes B
matures normaux et des lymphocytes T matures fi§). Ces données sont maintenant directement
disponibles avec l'utilisation du marquage a suleors. L'expression du CD45 apparait réduite sar d
lymphocytes B normaux (moyenne de fluorescence @ving de fluorescence : 65952 comparée a

celle des lymphocytes T matures T (p = 2.9%.0

De facon intéressante, les lymphocytes T CD4 omt expression significativement différente des
lymphocytes T CD8+ : MFI 8098** et 9721* 9% respectivement (test de Student pairé p = 2¥)10

Enfin, 'expression du CD45 était significativemesits faible sur les NK (MFI 783574 comparée
aux lymphocytes (test de Student pairé p = 2:8)10



Figure 3.4 : Expression différentielle du CD45 membranaire I®$ populations leucocytaires. Les
lymphocytes non tumoraux expriment de moindres itiensge CD45 (b). Les lymphocytes T CD4+ et
NK expriment moins de CD45 que les T CD8+ (p<0.0001

(x 1000)
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5 — Double population lymphocytaire selon la densitdu CD3

De la méme facon, le CD3 est couramment utilisér phfférencier les lymphocytes T (CD3+) des
autres lymphocytes (B : CD19+ ou NK : CD3 -CD16BG6+).

La grande majorité des lymphocytes exprime le Ciz&aine distribution d'intensité de fluorescence
tres homogene (courbe gaussienne). Cependant,cenains patients, il est possible de voir plus ou
moins clairement un dédoublement de la distributiamtensité de fluorescence avec, sur les graphes b
dimensionnels, apparition d'un nuage supplémenéairés forte intensité de fluorescence du CD3 (fig
3.5). Cette distribution peut revétir un aspectddal en histogramme. Sur une analyse bi-paramétriqu
CD3 versus CD8, les lymphocytes qui expriment CDJate intensité n'expriment jamais de CD4
mais peuvent occasionnellement exprimer du CD8émgdéement a plus faible intensité que les

lymphocytes T conventionnels.

Cette observation a été faite sur un cytometre Beckman Coulter) avec les anticorps du méme
fabricant (Tetraone), avec érythrolyse (Immunoprepkans lavage. Elle a pu étre confirmée sur le
systeme BD Biosciences comprenant le cytométre F2dD® et anticorps BD Biosciences, FACS
lysing solution et sans lavage. L'observation deeadouble distribution a pu aussi étre confirmeéeca

d'autres anticorps anti-CD3, d'origines commersiatifférentes, y compris couplés avec des

fluorochromes différents.

Le phénotype de ces lymphocytes CD3fort, CD4 négatigénéralement CD8 négatif nous a fait
suspecter qu'il pouvait s'agir de lymphocytes Tgédecord avec des études antérieures (Thibault 1995,
Nicolas 2001). Dans cette étude, nous avons démohaz 31 donneurs de sang en bonne santé que les
lymphocytes T CD3 fort représentaient de |'ordr8%edes lymphocytes totaux. lIs n‘exprimaient ni le
CD4 ni le CDS8.



Figure 3.5: Mise en évidence d 'une double population lympfiaice T sur la base d ’intensité de
fluorescence de CD3 (a, b) : les lymphocytes T iexgmt de plus fortes densités de CD3 membranaire.

Une partie d’entre eux peut exprimer le CD8 (c).rapport des moyennes de fluorescence est de 2.3
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Nous avons montré que :

10°

1 - Le nombre (en valeur absolue) des lymphocyte€O3 fort était directement (bien que

modestement) corrélé au nombre des lymphocytesRgd(0.544).

2 - En analysant simultanément I'expression de D& récepteurs T (ab ou Tgd en combinaison), les
lymphocytes Tgd exprimaient de plus fortes intEsside fluorescence de CD3 comparées aux
lymphocytes Tab (exemple : 15.2 versus 12.1). lasrdchromes utilisés étaient choisis de fagon a



éviter les transferts d'énergie entre deux fluomctes (FRET) combinés par des anticorps
reconnaissant des molécules tres proches comni@3eeCle récepteur T.

3 — En enrichissant des lymphocytes Tgd par teclenigutris magnétiques (anticorps gdticouplés a
des nanoparticules ferriques : MACS Milteniy, Allagme) ; les lymphocytesy® triés exprimaient une
tres forte intensité de fluorescence de CD3 (MFI@Mparée aux lymphocytesif conventionnel du

méme échantillon (MFI = 8.6).

Nous avons observé que les lymphocytes T CD3 fortrae les lymphocytesyd pouvaient exprimer

le CD8 (39.5 % des lymphocytesyd. Les isoformes du CD8 étaient en majorité de thiptéro-
dimérique (CD&CD8p). La fréquence d'expression de CD8 par des lymyibsclyd n'était pas liée a
I'age ni au sexe du donneur et n'était pas plugiémdte chez les donneurs qui avaient de forts daux
Tyd Une petite fraction de lymphocytegd{(14 %) exprimait I'isoforme homo-dimérique GidBD8a.
Dans tous les cas, le CD8 exprimé par les lymplescyigd était significativement beaucoup moins

intense que sur les lymphocytespT(exemple 5.4 ® comparé a 32.4).

Le nombre de Yo circulant est trés variable d'un échantillon autfe suggérant une signification
sémeéiologique encore inconnue. Nous avons compafi@duence de lymphocyteyddans le sang
périphérique d" un groupe de patients hospitajiees infection par virus d'immunodéficience (VIH) e
un groupe de patients sous immuno suppresseurstamsaplantation rénale. Nous avons étudié 78
patients dans chaque groupe. Le nombre des lymp®clyd chez les patients transplantés était
équivalent (52 *) aux donneurs de sang (5£% non significatif). Par contre, la concentratiors de
lymphocytes V3 était significativement augmentée chez les patiarfiH+ (88 * °3 p = 0.0056)
comparée aux patients transplantés. Comme celgaaéti® rapporté dans la littérature, nous avons
observé une distribution bimodale de la concemtnaties lymphocytesyBb. La valeur intermédiaire
entre cette distribution bimodale était située a téBules par microlitre. Une fraction de patients
(VIH+ 22,8%, transplantés rénaux 8.8%) exprimaie laugmentation des lymphocytegdT Cette

augmentation était retrouvée mais plus raremert lflsedonneurs de sang (un donneur sur 31).



6 — Expression différentielle de CD3 sur les lymploytes T :

En comparant la distribution de l'intensité de fasztence du CD3 des lymphocytes T CD4 et CDS,
nous pouvons observer un décalage des moyenndsodestences (fig 3.6). En analysant séparément
I'expression du CD3 sur des lymphocytes T CD4 €DB, nous avons observé que les lymphocytes T
CD8 expriment généralement des taux de CD3 infési@dFI : 1039* **3 comparés aux lymphocytes

T CD4+ (MFI : 1359"%*°: p < 0.0001).

De méme, le taux d’expression du CD3 était trésreumgé (MFI 2548**% sur la population CD3bright

comparée aux lymphocytes T CD3 conventionnel du enéchantillon (MFI = 1099%°, p <0.0001).

Figure 3.6 : Expression différentielle du CD3 membranaire $es différentes sous-populations

lymphocytaires T. Les lymphocytes T CD8+ exprimewima le CD3 comparé aux T CD4+.
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7 —Artefact de détection de CD4/CD8 par activité sérige anti-Cyanine

(Ch.Leclerc, C.Lambert, P.Saby, C.Genin : AFC ocdD05)

Nous avons observé, pour 3 patients différents,ammenalie du marquage par les anticorps anti-CD4

PE Cy7 et anti-CD8 APC Cy 7, caractérisée par unesston de fluorescence de APC Cy7 sur le

détecteur de PE Cy7, mimant un défaut de compensaldrs que les lasers sont séparés (fig 3.7).

Analyse de différents échantillons (sang totallubes lavées, cellules sanguines mononuclééesl(fFico

et billes (BD Compbeads anti igsouris) avec ou sans sérum, sérum fractionnéygdiadt

chromatographie) ou médicaments.

Figure 3.7: artéfact mimant un défaut de compensation pari@csérique anti-cyanine (a). L 'analyse

sur les méme cellules lavées du sérum corrigeééfat (b). Le phénomeéne peut étre reproduit avec de

billes couvertes d 'IgG-APC-Cy7 avec sérum témaojnet serum du patient (d).
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Nous avons montré que :

- Le phénomeéne disparait si les CD8-APC-Cy7 ou le®B4Cy7 sont retires.

Il disparait également si le sérum du patient esgait par lavage des cellules ou analyse apres

séparation des cellules mononucléées (PBMC) sdiegrade densité (Ficoll)

Il est reproduit par transfert du sérum sur des EBM donneur témoin.

Il persiste dans le temps pour un méme patient (tk=sig a deux mois d’intervalle).

Il a été observé chez plusieurs patients (estiemvaon 1/400)

Il est possible de reproduire ce phénomeéne surbills couvertes d’anticorps originaux ou
contréles isotypiques : APC-Cy7 et avec de I'lgG-®¥ dans le milieu.

La présence simultanée des deux fluorochromes sémum est nécessaire.
- L’effet est observé entre les fluorochromes APC @y7PE Cy7 mais aussi PE Cy5 mais il

n'apparait pas avec PE et APC

L’ajout des médicaments du patient ne permet paspteduire le phénomene

Le sérum fractionné (dialyse et chromatographiegesours d’expérimentation

Conclusion: Le sérum de certains patients mime un défaut depeasation, impliquant des
fluorochromes tandems contenant des cyaninegléedianticorps anti-cyanines est probable, nous

n’en connaissons pas les significations cliniquentuelles.



8 — Diversité des lymphocytes T périphérigues conggonnels :

Nous avons regardé la diversité des chairfesllyrécepteur TCR par cytométrie en flux en utilidas
anticorps anti-clonotypes disponibles (table XOh remarque que toutes les chain@sn€ peuvent pas

étre étudiées.

Table XlI : Matériel utilisé pour phénotypages des TCR V beta des lymphocytes

Fluo clone Isotype Fournisseur

Lymphocytes T CD4/CD8 g en combinaisons TCR

CD8qa PE-TR SFCI21thyD3 Beckman-Coulter
CD4 PE-Cv5 MT310 DakoCytomation
Lymphocytes TCR

VBl PE BL37.2 Beckman-Coulter
V32 FITC MPB2D5 Beckman-Coulter
V(33 FITC CH92 Beckman-Coulter
Va4 PE WJF24 Beckman-Coulter
V5.1 FITC IMMU157 Beckman-Coulter
VBS5.2 FITC 36213 Beckman-Coulter
V[R5.3 PE 3D11 Beckman-Coulter
VR7 FITC ZOE Beckman-Coulter
Vp8.1let 8.2 PE 56C5 Beckman-Coulter
V39 PE FIN9 Beckman-Coulter
Vp1l PE C21 Beckman-Coulter
Vp12 FITC VER2.32.1 Beckman-Coulter
VR13.1 PE IMMU222 Beckman-Coulter
VB13.6 FITC JU-74 Beckman-Coulter
V314 PE CAS1.1.3 Beckman-Coulter
VB16 FITC TAMAYA 1.2 Beckman-Coulter
VR17 FITC E17.5F3 Beckman-Coulter
V(318 PE BAG62 Beckman-Coulter
V20 FITC ELL1.4 Beckman-Coulter
V@E21.3 FITC 1G125 Beckman-Coulter
VR22 PE IMMU 546 Beckman-Coulter
Vp23 PE AF23 Beckman-Coulter

Parmi 29 patients testés, la plupart d@sétait exprimée par les lymphocytes T CD4+ conwemiels
(de 1 a 5%). Quelques chaines étaient plus fortemgmimeées (par exempleZ, VB5.1, V317, V33



pouvant aller dans quelques cas a des taux dedD@oy Par contre, sur les lymphocytes T CD8+, un

grand nombre de chainef Wi'était pas exprime.

Méme si la répartition des chaineB ¥tait tres variable d’'un donneur a l'autre, nousns vérifié que
la répartition de longueur des transcrits du fragin@DR3 des chaines Vbéta était bien polyclonate s

des lymphocytes T périphériques de donneurs de(§ar$)8).

Figure 3.8: Les populations lymphocytaires T périphériguesventionnelles (CD4+ ou CD8+) sont
hautement diverses et expriment tous les clonotyfeganalyse sur 29 patients). La population T

CD8+ est moins diverse que T CD4+.
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9 - Lymphocytes T non conventionnels T CD4+ CD8dim.

Chez certains patients, nous avons pu remarqueidauble pic de distribution d'intensité de
fluorescence du CD8 sur les lymphocytes T (fig .3L®) pic supplémentaire correspondait a une tres
nette diminution de l'intensité de fluorescencediaé 5.0° **) comparée aux cellules conventionnelles
(24.8 = 5.4). En valeur absolue, cela correspondaitne diminution de la densité de surface des
molécules CD8 qui étaient entre 11 000 et 17 00Gcntes par cellule sur les lymphocytes a faible
CD8 comparés aux lymphocytes conventionnels (96 80028 000 molécules par cellule). Ces
lymphocytes T (CD3 positify CD8dim exprimaient égakent le CD4, a intensité comparable aux
lymphocytes T CD4 et sont subséquemment nomméshigaypes T CD4+ CD8dim.

La présence d’'un groupe apparent de ces lympho@y@&d4+ CD8dim était clairement observée chez

les patients analysés en routine (38/156 patietits positifs ou transplantés rénaux). En quantifiant

systématiquement la région correspondante, cettelgtogn était détectable dans tous les échantillons
mais a des taux tres variables (de 2 a 155 celpdegiL). La majorité (77%) était regroupée en dess

de 20 cellules par ul et plus difficilement idesafifie. Ceci explique que la population ne soit

initialement observée que chez certains patiel@j}2mais sa définition était arbitraire, dépendatd

la représentativité relative aux autres populations

Nous avons testé des donneurs de sang en bonee Isartistribution était a nouveau trés hétérogene,
la majorité des échantillons étant groupée au dess®0 cellules T CD4+ CD8dim/uL. La population
non conventionnelle apparaissait clairement ch@t 8bnneurs testés et correspondait a des vateurs
20 cell/pL. Nous avons donc choisi de définir cetiéeur objective comme seuil «d’élévation» de la
population T CD4+ CD8dim.

La fréquence observée chez les donneurs de sar@yqPbtait comparable a celle des patients (VIH+ :
19.2%) et transplantés rénaux (29.5%). Nous avgakesment analysé une cohorte de 21 patients ages
convalescents de plus de 70 ans : 7 patients (33a8&ent plus de 20 cellules par pul CD4+ CD8dim.
La répartition des fréquences était significativatnéifférente (p = 0.037, test du chi2). Cependant,

nous n'avons pas trouvé de corrélation avec l'age.



Figure 3.9 : Population lymphocytaire T non conventionnell®43CD8dim. La distribution de CD8
est trimodale (b). Le nombre de cellules est groapdélessous de 20 cells/ul sauf pour quelques

patients et contrdles sains (c, d). La populatyonghocytaire peut étre limitée a un seul clonotytjfie

(e).
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Nous avons cherché a caractériser ces lymphocytesnTconventionnels. Ces cellules n'exprimaient
pas de marqueur précoce d'activation lymphocy(@&i269). Nous n'avons pas pu mettre en évidence
d'expression de CD25 sur dix cas testés. Tousyogshlocytes exprimaient l'isoforntgd du TCR. Par
contre, la molécule CD8 était uniqguement composéa dhaine alpha (probablement isoforme homo-
dimeriqgue CD8aa).

La concentration des lymphocytes T CD4+ CD8dim darsang n'était pas corrélée a la concentration
des lymphocytes T CD4+ ni des lymphocytes T CD8+« méme, nous n'‘avons pas trouvé de

corrélation avec le taux de lymphocyte®T

Dans certains cas, la population T CD4+ CD8dim dainlires homogene en terme de densité
d'expression des marqueurs CD4 et CD8. Nous awmineirché si cela correspondait a une restriction
clonale. Nous avons observé une trés forte restnicte distribution des chaineMes chaines [2,
VB3, VB13.1, \35.2 et \31 étant les plus fréequemment exprimées. Surtoez 26 et 29 patients, nous
avons pu observer la prédominance d'une chafhéd¥ 18 a 94% des lymphocytes TCD4+CD8dim),
suggérant que cette population soit composée dumingent monoclonal. Les chaines les plus
frequemment observées étaien8y VB2, VB13.1 ou \B21. Dans les trois autres cas, nous avons
observé un "trou phénotypique" avec une somme detms de chainesfVobservées inférieure a

20% suggérant qu'une des chaines non testées ptriss@rgement prédominante.

Discussion :

Une telle population a déja été occasionnellemappartée dans la littérature (Ortolani, 1993 ;
Warrington, 2001 ; Prince, 1994). Elle a égalemealgja été rapportée chez l'animal (Zuckermann,
1999). Nous avons démontré que cette populatioih avghénotype (CD8aa) comme les lymphocytes
intra-épithéliaux observés chez le rat (Imhof, 200@&mada, 1999 ; Helgeland, 1999). La consultation
des antériorités de quelques dossiers nous perrditalque cette symptomatologie reste généralement

présente plusieurs années.

La signification immunologique de ces cellules densang périphérique n'est pas encore clairement
élucidée. Dans les conditions expérimentales, yrapHocytes ont un profil fonctionnel de type TH1
(producteurs d'interleukine IL-2 et IfNet peuvent avoir une activité cytotoxique (Yamdd®99,
Richard 1992, Sala 1996, Suni 2001, Pittet 2008)oht pu étre impliqués dans une réponse anti-
tumorale (Bacot 1991). Pour linstant, nous n'avpas retrouvé d'association avec un processus

tumoral ou un état d'immuno-dépression.



Du point de vue ontogénique, ces lymphocytes onphlidnotype mature. Il est peu probable gu’ils
correspondent a des thymocytes car l'activité tlymaichez I'adulte est négligeable en dehors de
conditions drastiques et les thymocytes exprimenphenotype immature (CD45RA, CD62L). De plus

les doubles positifs sont largement minoritairesxgiriment le CD4 et CD8 a intensités égales.

Inversement, il semblerait que des lymphocytes T4€Dauthentiques puissent dans certaines
conditions, ré-exprimer en périphérie, de faiblsctde CD8 (Souni, 2001 ; Luhtala, 1997).

Il a été récemment proposé que la population CDBdMD pouvait étre une transition entre un
lymphocyte T initialement CD4+ qui se convertit dauthentiques CD4 - CD8+ dans le thymus
(Bosselut 2003), un phénomene "trans-isotypique'geelque sorte. Est-ce que ce phénomeéne est
transposable dans les lymphocytes T périphériguesi? phénotype acquis CD8aa suggere qu'ils aient

été sollicités au niveau des muqueuses ou de la pea

La raison pour laquelle ces lymphocytes ont eu ibede I'expression de CD8, particulierement
l'isoformeaa n'est pas claire. Ont-ils acquis une nouvelle ciépae reconnaissance d'antigene, peut-
étre non peptidique présenté par des molécules MbtCclassiques ? Cette nouvelle spécificité est-ell
due a une réaction croisée du récepteur TCR oudblexpression d'un second récepteur d'expression
différente ?

Nous avons montré que la distribution de ces lymptes non conventionnels était tres restreinte. Les
données expérimentales montrent qu'une expangiomphbcytaire réactionnelle est rapidement suivie
d'une contraction, a moins d'une persistance aal&vd'antigene. Est-ce que la persistance de ce
contingent lymphocytaire reflete une stimulatiomactique par un antigene ? Il pourrait ainsi étre le
stigmate d'une sollicitation prolongée par exengleniveau de l'appareil digestif (intestin, foi¢) e
bronchique. Il est possible que la restriction al@motype puisse étre due a une stimulation prolengé
non pas par un peptide trés spécifique mais unrsrggeéene commun a un isotypgd VCependant,
cette éventualité est peu probable ici car ellaiinait plutét une activation lymphocytaire (CD25+,

CD69+) avec induction d'apoptose et perte du cigetorrespondant.

Un mécanisme alternatif pourrait étre une autonatiois de la prolifération de ces lymphocytes comme

elle est observée dans les leucémies lymphoidesigues. Cette maladie peut en effet concerner des
lymphocytes T dont le phénotype est alors matubs} €t/ou CD8, proche de celui que nous décrivons

ici. Ce contingent représente-t-il alors une fopnécoce ou lente d'un syndrome lympho-prolifératif

Se pose alors le probléme de la zone frontieree dasr deux états et d'éventuels critéres pronasiqu



Un phénotypage complémentaire (CD5, CD7, CD103, TO2D28...) pourrait permettre de mieux
comparer les caractéres phénotypiques de ces piopslaavec les phénotypes lymphomateux ou
leucémiques. Une étude de suivi longitudinal de deha long terme devrait permettre de répondre a

cette question et éventuellement de détermindat#surs prédictifs.

Par analogie au syndrome de dysglobulinémie monatdo de signification indéterminée, nous
émettons I'hnypothese qu'une partie au moins defraesons lymphocytaires puisse éventuellement
évoluer vers un syndrome lympho-prolifératif a ptus moins long terme. Nous avons proposé de
nommer cette entité "clonopathie oligoclonale dgnification indéterminée" (OCUS). Nous avons
choisi le terme oligoclonal car la prépondérancmel’'chaine @ ne suffit pas pour affirmer la vraie
monoclonalité que nous n’avons pas pu pour linsonfirmer par étude du transcrit. Le terme
clonopathie a été également discuté car aucunefisggion pathologique clinique n'a encore éte
associée a ce phénomeéne. Il nous parait donc,l'ésaitsactuel de nos connaissances, souhaitable de

suivre I'évolution de cette entité chez les pasient



10 - Lymphocytes T non conventionnels T CD4dim CD8+

Au cours d'une étude équivalente a la précédentes avons cherché a caractériser un phénotype non
conventionnel observé sur des échantillons, pltesyajui contenaient un contingent lymphocytaire T

(CD3 positif) exprimant le CD4 a faible intensité.

Cette éventualité doit évidemment étre différenciéda présence de monocytes qui expriment du CD4
a faible intensité, mais n'expriment pas de CD3te(distinction est devenue facile avec les marguage

multiples (CD3, CD4 et CD8) mais pouvait préteoafasion dans les marquages simples ou doubles.

La diminution d'expression du CD4 est tres sigaifie puisqu'elle équivaut a une moyenne de
fluorescence de 10.1 + 3.5 comparée a 24.8 + 5.4 lpsuymphocytes T CD4 conventionnels. Ces
lymphocytes T CD4dim expriment toujours le CD8,aaxt normal. Le CD8 était principalement de

phénotype hétéro-dimérique (C@B). Nous les avons donc baptisés lymphocytes T QDZ@i8+.

La présence de cette population est beaucoup rfréimpsente que la population précédemment étudiée
(CD4+ CD8dim). L'analyse systématique de la zonmeespondante, sur une cohorte de 31 donneurs de
sang, révélait que la population CD8+ CD4dim regmésit en moyenne 0.6 % des lymphocytes T avec
une large distribution entre échantillons (de 06L1a%). La majorité des échantillons avait moia
cellules CD8+ CD4dim par microlitre (fig 3.10). Gaulant, 3 échantillons (9.7 %) avaient une valeur

supérieure a 20 cell/mL.

En analysant la méme série de 78 patients VIH ifmsitous avons trouvé 8 cas (11 %) avec élévation
de CD8+ CD4dim alors que nous n'avons trouve qoasq7.9 %) chez les 78 patients greffés rénaux.

La fréquence était légerement augmentée chez fenfsade plus de 70 ans (4 sur 21 soit 19%).

Comme pour les T CD4+ CD8dim, ces lymphocytes T €0®4dim ne présentaient pas de signes
d'activation (CD69 ; CD25).



Figure 3.10: Population lymphocytaire T non conventionnelle4dimCD8+. La distribution de CD4
est trimodale (b). Le nombre de cellules est groapdélessous de 20 cells/ul sauf pour quelques

patients et contrbles sains (c). La population lgogytaire peut étre limitée a un seul clonotyfie(i).
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Nous avons analysé la diversité du répertoire T@Rces populations. La distribution globale des
clonotypes des T CD8+ CD4dim était proche de cdibs lymphocytes T CD8+ conventionnels
suggérant qu'ils en étaient dérivés apres acausite I'expression de faible taux de CD4. Cependant

ce phénomene n'a pas été démontré expérimentalement

De plus, parmi 13 patients testés qui présentaieat population CD4dim CD8+ nette et homogene,
tous présentaient une prépondérance (40 et 94 b plepulation) d'un seul clonotype. Ce clonotype
n'était pas surexprimé dans les deux autres pamusatymphocytaires conventionnelles (CD4+ ou

CD8+). Les clonotypes prépondérants étaient géer@eit différents d'un patient a l'autre.

Ces populations lymphocytaires généralement niaiogs ont une distribution tres variable d'un
patient a l'autre et peuvent étre fortement élevdbez certains patients suggeérant une signification
séméiologique. Le probléme est identiqgue au casepgent. S'agit-il d'une prolifération réactionnélle
une infection systémique persistante ? Une assmtiatvec une infection virale chronique a été
rapportée (Suni). Mais il est également possibke guelques uns de ces cas aient un (faible) petenti
lympho-prolifératif par leur caractere monoclonalpersistant, et le concept OCUS peut s'appliquer
également a cette entité. Une étude de suivi lodiiale de ces patients dans des conditions trés

standardisées est nécessaire pour en évalusqle progressif.



11 — Expression différentielle de CD4/CD8 sur leginphocytes T :

Nous avons analysé la densité d’expression descoieCD4 et CD8. La fluorescence était tres
homogene entre échantillons pour un méme type dguagsysteme FacsCanto, décrit dans la
méthodologie). Il faut remarquer que les niveauflulerescence entre CD4 et CD8 ne sont pas ici
comparables, s’agissant de différents fluorochroetekfférents réglages de photomultiplicateurs.

On remarque (fig. 3.11) que chague marqueur (CDZ[28) peut exprimer dans certains e€chantillons
un pic d’intensité intermédiaire dont la valeumatale est ¥4 pour le CD4 et 1/8 pour le CD8. Noussno
sommes particulierement intéressés a recherclsggridication de ces populations lymphocytaires qui

expriment trés partiellement des molécules esdlastigour leur fonction.

Figure 3.11: Expression diminuée de CD4 (sur CD4+/CD4dimyetCD8 (sur CD8+ et CD8dim)

comparée aux niveaux d’expression conventionnelle.
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12 — Densités de CD4/CDS8 sur les lymphocytes T :

Par méthode de quantification indirecte avec cajbr(Quifikitl ), nous avons pu évaluer les densités

de surface des molécules considérées (fig. 3.12).

Nous observons des taux comparables a la littératuec de grandes différences entre les protéines

analyseées.

Figure 3.12: Niveau d’expression des récepteurs membranairesaleur absolue analysé par Quifikit

sur 7 donneurs sains.
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13 — Autres sous-populations Lymphocytaires T nonomventionnelles :

L’analyse des dot-plots met en évidence d’autresgty@es qui restent a explorer.

Lymphocytes T CD8dim :

Il existe d’authentiques lymphocytes T CD8 qui mpement pas de CD4 et expriment le CD8 en
intensité faible (fig 3.13). Le CD8 est de la forimemodimérique (CD&x) et correspond en fait a une

partie des lymphocytes T CD8 dont la majorité exprime le CD& intensité habituelle.

Nos résultats préliminaires montrent que ces lymptescsont de phénotypes matures, non activés et

peuvent étre restreints en clonotype. lls peuveptimer le CD56.
Leur signification n’est pas encore connue. Il iagis pas d’effet d’activation qui s’accompagne raku

baisse d’expression membranaire de CD4/CD8 malsragat de CD3 (d’expression normale ici) et de

facon trés transitoire (48-72 heures).

Figure 3.13: Population lymphocytaire T CD8dim (CD4+).
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Lymphocytes T CD8CD56+ :

Une fraction (trés variable entre patients) de lgpgytes T exprime le CD56. lls sont toujours deetyp
T CD8+ (fig 3.14). Ces lymphocytes peuvent avoir sigmification de cytotoxicité. lls sont facilement
identifiables et quantifiables en cytométrie 5/@lears et devraient faire I'objet d’études clinigumour
en définir la signification clinique.

Figure 3.14: Population lymphocytaire T CD56+ (a) souvent83D). lIs peuvent étre également CD3
fort ; Tyd(c) ou CD8dim (b,d).
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14 — Répartition habituelle des sous populations tgphocytaires T :

Nous avons pu établir des valeurs de référencdiffésentes populations décrites dans ce travailisur

échantillon de donneurs de sang (en bonne sante).

Nous confirmons la prépondérance des lymphocyt€®Z+ dans le sang périphérique (fig 3.15). Nous
remarguons également que les moyennes de populatongsonventionnelles (T CD4+CD8dim, T
CD4dimCD8+) sont inférieures & 20 cells /uL ‘#5et 17 cell/ul en moyenne 4 écart-type).
Certains sujets (sains) ont des valeurs élevéexinmum 152 et 87 respectivement).

Le nombre de lymphocytes T CD8dim est plus impartas **° Cell/uL). De méme, le nombre de
lymphocytes T CD8+ CD56+ est relativement impor@it**® Cell/uL) surtout pour les lymphocytes

T CD8dim (172 Cell/pL). Les extrémes sont également trés impésta

Figure 3.15: Nombre (cell/uL) de lymphocytes périphériques chez 97 donneurs de sang.
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CONCLUSIONS et PERSPECTIVES



La numération leucocytaire par immuno-cytométridlex arrive donc a maturité. La
standardisation des protocoles de préparation dditloas et d’analyse des données permet de détecte
de nombreuses populations leucocytaires, et I'éatletémergence de nouvelles populations
normalement absentes ou tres rares dans le sappégrégue (fig 4.1).

L'utilisation du CD45 permet de bien différencieslpopulations principales et notamment
d’identifier une augmentation des polynucléairesragshiles ou basophiles.

L’analyse fine d’expression du CD3 permet de mettré&vidence une augmentation de la population
lymphocytaire T gamma delta, qui peut dans certeaissexprimer le CD8 et ou le CD56. Les grandes
variations quantitatives de ces sous populatiotre gatients suggerent qu’elles peuvent étre #&s®cC
a des états immunitaires particuliers, prélimireawa réactionnels, qui restent a élucider. La ipnag
des deux populationsaP et Tyd sur le critére de niveau d’expression du CD3 réegiendant pas
suffisante pour les distinguer de facon fiableegtroductible et incite fortement a introduire [figttion
de marqueur spécifique (anti TEH.

Nous nous sommes tout particulierement intéressesours de cette étude, a la mise en évidence et
la caractérisation de populations lymphocytairesi conventionnelles, exprimant inégalement le CD4
et le CD8. Ces populations ont été occasionnellenagportées dans la littérature, dans des corgexte
pathologiques mais également chez des témoins erelsamté mais elles n’ont jamais été explorées en
routine bien qu’elles soient clairement identifedbken cytométrie en flux, sans aucun surco(t.

Nous avons montré que ces populations étaientydgshiocytes matures et stables. lls peuvent donc
correspondre a d’authentiques lignées lymphocyam&connues parce que rares dans le sang. La
distribution phénotypique des lymphocytes T neirpité donc pas aux tres conventionnels T CD4+ et
T CD8+. Le seuil d’'alerte doit donc étre détermeténous avons observé que les valeurs étaient
regroupées en grande majorité au dessous de 1BHRGes par microlitre selon le phénotype (table
XI1).



Figure 4.1 :Images cytometriques caracteéristiques (marquage CIDECD4/CD8/CD19/
(Cd16)CD56) : Les leucocytes sont sélectionné$expression de CD45 (panel a). Définition des
lymphocytes B CD19+ (b). Expression respective Bd-€et CD8+ sur les lymphocytes T (CD3+ -c-).
Expression du CD56 sur les lymphocytes NK (CD3-jsnégalement T (CD3+ -d-). T non
conventionnels CD4+CD8dim (e), CD4dimCD8+ (f), Crd (g), CD3 fort (h) exprimant le CD8 (i).
L’expression du CD56 sur les lymphocytes T estegse aux T CD8+ (j) ou CD3 fort (k). Une
fraction des lymphocytes NK exprime le CD8 (m).
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Ces lignées pourraient avoir une distribution lémi& certains compartiments. Leur présence
inhabituelle dans le sang périphérique, observelesent chez quelques patients, devrait donc avoir
une signification clinique contemporaine (forme2agationnelle ») comme par exemple une stimulation
chronique. Cependant, les données de la littératuréa cinétique des réponses lymphocytaires T
montrent que la prolifération lymphocytaire T negi&e que trés peu de temps apres la fin d'une
stimulation et peut méme diminuer malgré la peaisist de certains antigenes. La persistance de cette
prolifération lymphocytaire oligoclonale pendanigiburs années est donc en faveur de la persistance

d'une stimulation antigénique.

Nous n'avons pas trouvé pour l'instant d'associaitre I'occurrence d'une augmentation d'une de
ces populations et les maladies que nous expldeoplsis frequemment comme l'infection par HIV ou
des immuno-suppressions thérapeutiques (liés aransplantation d'organe). Cependant, nous nous
devons de rester prudents sur ces conclusions paecées indications de numérations lymphocytaires

induisent un biais évident de recrutement.

Table XIII : résumé des propriétés des lymphocytes T non conventionnels

Ty CD4 + CD8dim __ CD4 dim CD8+ CD8 dim CD8+CD56+

CD4 négatif fort faible négatif négatif
CD8 +/— faible qq fort a3 faible qq fort g
CD56 +/— +/— +
Seull 120 cell/uL 20 cell/uL 20 cell/uL
Donneurs sains oui 23% 9,7%
Effet Age > 70 ans > 70 ans
facilités par
Fonction Cytotoxicité
Produisent IFNy / TNFqg 1I-2 1I-4

Yamada Zloza

Int Immuno 1999 Blood 2003
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Nous avons cependant montré que ce profil pouvest @bservé chez certains donneurs de sang
apparemment en bonne santé ce qui plaide en falene sollicitation passée (« forme séquellaire »).
D’ailleurs, méme si nous n'avons pas observé ddioal directe avec I'age des personnes testées,
l'occurrence de ces populations minoritaires serébie plus fréquente chez les patients tres agés (de
plus de 70 ans). La encore, nos résultats tresnpnélires sont biaisés et n‘ont pas de valeur
épidémiologique. Les principales caractéristiqued sdsumées dans la table XIII.

Les lymphocytes tumoraux peuvent avoir des exmassaberrantes de marqueurs membranaires (ex
double positif ou positif faible). Bien que leurs éplotypes soient surprenants, les populations
présentées dans ce travail n'ont pas de caractaralignité (stabilité, absence de signes clinigess)
dehors du caractére oligoclonal. Certains syndrdgmephoprolifératifs ont une progression tres lente
et il reste possible qu'une partie des populationa conventionnelles puisse en étre des formes

précoces peu progressives.

S'’il s’agit de prolifération réactionnelle chroniquié est également possible qu’une sollicitation
prolongée puisse apporter un risque d’émergenca dlane a l'origine d’'un syndrome lympho-
prolifératif. Il est connu que l'incidence de ceptathologie augmente de nos jours et qu’elle est bi
plus élevée dans les contextes dysimmunitaireutBémtiques syndromes lymphoprolifératifs ont été
décrits dans le contexte des syndromes de malfaimoichronique par une intolérance au gluten. De
facon intéressante, un lymphome (a cellules B)éaagsocié a l'infection chronique par Hélicobacter
pilori et a pu régresser apres traitement de lbde. Enfin, dans un cas de la littérature, ceetye

phénotype a été isolé au sein d’'un foyer lymphomaét avait une activité anti-tumorale.

Nous évoquons donc deux hypotheses :

1 — Ces cellules correspondent a des lignées ghggjoes, limitées a certains compartiments.
L’expansion d’une population de ces lignées pouétae réactionnelle a un stimulus persistant
(infectieux, tumoral..). Nous proposons I'hnypothgse cet antigéne puisse aussi étre de nature auto-
immune.

2 — Ces populations inhabituelles représententfoleses trés précoces de syndrome prolifératif
comme le suggére fortement le caractere monocluregible. Cette situation nous rappelle le concept
des dysglobulinémies monoclonales de significatiohéterminée, trés fréquente, dont lincidence
augmente avec l'age et dont certains cas posentpodddemes de diagnostic différentiel avec

d’authentiques myélomes.

Qu’elles soient réactionnelles, séquellaires outpnéorales, nous pensons que ces populations non

conventionnelles doivent avoir une valeur séméiglag, utile pour le suivi clinique des patients et



gu'il devrait donc étre pris en compte dans I'asalyd’autant plus qu’elles sont faciles a révéddes
études de suivi clinique sur de nombreuses anrédaaidnt aider a préciser leurs valeurs diagnostique

et pronostique.

Des études immunologiques complémentaires, phémptgpimais surtout fonctionnelles devraient
permettre de mieux comprendre le role de ces pbpnaet leur signification.



Perspectives

1 — Chacune de ces populations lymphocytaires T aamventionnelles CD4/CD8+ demande a étre

encore mieux caractérisée :

- Il serait important d’étendre le panel de canasédion antigénique pour pouvoir les comparer desc

phénotypes de syndromes lympho-prolifératifs.

- Il parait important de connaitre leurs capaditéstionnelles (activité Thl/Th2), production diast
cytokines, activité cytotoxique, capacité de peshtion. Ces explorations sont techniquement déc
car, nécessitant un marquage multiple (CD3+, CD€&BH8+), les tris mono-parametriques par billes
magnétiques ne sont pas envisageables et les trisyfmmeétrie sont délicats pour obtenir un nombre
suffisant de ces cellules rares.

- Enfin, et surtout, il nous parait indispensablgdevoir surveiller le potentiel évolutif de ces
populations minoritaires sur plusieurs années peépister d'éventuelles désordre immunitaires ou de
progressions vers un syndrome lympho-prolifératthantique a caractere morbide et éventuellement
identifier des criteres pronostiques initiaux.

2 — Populations encore insuffisammment caract&is&éeCD8+CD56+, §d CD56+ ; NK CD8+ :

Les sous-populations lymphocytairesdp (ouyd) qui expriment le CD8 en faible intensité et
éventuellement le CD56, restent & caractérisemntht pe vue phénotypique et fonctionnel. Il est

également important de surveiller le profil évdidie ces populations.

I nous parait fortement possible que ces caratgpbéenotypiques ne correspondent pas
particulierement a des sous-populations authergiquais plutét a des états fonctionnels avec une

éventuelle activité cytotoxique (CD56+) ou anerg¢GD8 diminué).

Une activité peut étre identifiees par la recherdbeecontenus en protéines cytotoxiques (perforine,
granzyme) ainsi qu'une activité cytotoxique évelteuspres tri des cellules CD56+ par cytométrie).

La présence de ces caracteres fonctionnels poarmait une signification diagnostique intéressasite
une association avec une pathologie cellulaire ¢huoen (infection chronique, dysplasie) peut étre

démontrée.
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