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RESUME  
L’immuno-marquage multiple des lymphocytes T par cytométrie en flux permet d’observer plus de 

phénotypes que les deux isotypes conventionnels T CD4+ et T CD8+.  

Ces observations sont basées sur la combinaison de marqueurs habituellement utilisés mais rarement 

tous associés ainsi que sur le niveau d’expression membranaire. Ces données ne peuvent être 

reproductibles qu’au prix d’une standardisation rigoureuse de la préparation et des réglages du 

cytomètre et l’élimination de possibles artefacts.  

Nous décrivons les lymphocytes T CD4+CD8dim, T CD4dimCD8+, T CD3fort (Tγα), T CD8αα , T 

CD8dim et T CD8+CD56+. Les trois derniers sont encore peu détaillés.  Seules quelques observations 

ont déjà été rapportées dans la littérature.  

Certaines combinaisons (doubles positifs CD4+/CD8+) sont observées sur le thymocyte immature 

mais, classiquement, pas dans le sang périphérique.  Il était donc nécessaire de distinguer les isotypes 

doubles positifs dans le sang périphérique de formes immatures qui auraient pu s’échapper du thymus.  

L’expression réduite d’un marqueur (« dim ») peut être induite par l’activation du lymphocyte. Il était 

donc nécessaire d’éliminer une activation récente.  

Bien que le travail en l’état se limite à des descriptions phénotypiques, nous avons cherché à 

connaître la pertinence physiologique possible de ces expressions aberrantes en faisant une courte revue 

de la littérature sur les étapes de la lymphopoïèse, les mécanismes d’orientation vers une lignée 

particulière et les processus d’activation lymphocytaire spécifique. L’expression d’un marqueur 

membranaire étant  dépendant de son utilité, nous émettons l’hypothèse que ces isotypes non 

conventionnels ont une activité immunitaire particulière, soit habituellement minoritaire ou restreinte à 

certains sites soit induite. Des études fonctionnelles devraient éclaircir ce point. Nos résultats ne 

permettent pas de préciser si leur émergence est un processus actif (éventuellement chronique) ou est 

séquellaire d’une sollicitation passée.  

Certaines populations ont une diversité très restreinte. Nous les avons qualifiées d’oligoclonales à 

défaut de pouvoir confirmer leur monoclonalité. Compte tenu de la grande diversité du système 

immunitaire T, il est peu probable que cette restriction soit fortuite. Elle peut être réactionnelle mais 

doit être distinguée des authentiques syndromes lymphoprolifératifs aux phénotypes parfois proches. 

Nous situant alors dans la situation frontière entre physiologie et pathologie, nous avons proposé de 

qualifier ces populations de « dysclonotypie oligoclonale de signification indéterminée » par analogie 

avec le concept de « dysglobulinémie monoclonale de signification indéterminée ». Des études 

complémentaires devraient permettre de clarifier cette hypothèse et éventuellement de définir des 

critères pronostiques. 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUCTION  

 

 

 

 



 

 
La numération des lymphocytes T circulants, non tumoraux, est l'analyse la plus courante dans le 

diagnostic et le suivi des troubles de l'immunité cellulaire.  

La numération des lymphocytes T est maintenant effectuée par cytomètrie en flux (CMF). Cette 

technologie récente (les premiers cytomètres datant des années 1980) s'est fortement développée et les 

instruments actuels, très sensibles, avec de nombreux détecteurs et à haut débit, permettent de 

caractériser très finement les cellules (ie : lymphocytes…). Les instruments actuels permettent l'analyse 

multiparamétrique (de 4 à 8 paramètres simultanés – Carayon 1991, Baumgarth 2003, Luider 2004-), à 

grand débit (200 à 10000 cellules / sec), individuelle (cellule par cellule) d’un grand nombre de cellules 

(10 à 100 000 cellules par analyse). La CMF est particulièrement adaptée pour les analyses de cellules 

en suspension, par le jeu des combinaisons de marqueurs et la distinction du niveau d'expression de 

chaque marqueur (la moyenne de fluorescence émise est proportionnelle à la densité d’expression de 

l’antigène). 

La standardisation des préparations des échantillons (Task force 1997, NIAID 2000) a permis 

d'obtenir une très bonne reproductibilité, dans le temps au sein d'un laboratoire, mais également entre 

différents laboratoires. L'utilisation de calibrations permet d’obtenir des numérations en valeurs 

absolues très précises. Les instruments sont pilotés par des logiciels informatiques qui permettent de 

sélectionner électroniquement et séquentiellement des populations selon les paramètres analysés 

(fenêtres). La stratégie de fenêtrage a un rôle déterminant dans l’identification et la quantification 

cellulaire et peut être délicate. Des éléments rares peuvent ainsi être détectés au sein d’une population 

hétérogène jusqu’à une sensibilité très basse (1 cellule sur 103 ou même104) avec les nouveaux 

instruments et une stratégie de fenêtrage appropriée. 

Ses applications médicales les plus courantes sont en immunologie et en hématologie mais des 

applications en cancérologie et microbiologie sont utilisées.  

La numération des lymphocytes T circulants a été très développée depuis l'apparition du SIDA qui 

est caractérisé par une décroissance progressive du nombre de lymphocytes T CD4+ et une 

augmentation compensatoire des lymphocytes T CD8+ dans les stades précoces de la maladie. La 

variation de la lymphocytopénie est corrélée à l'activité de la maladie ou à la concentration de virus 

(charge virale). Elle se corrige lorsque le traitement  est efficace et réapparaît en cas d’arrêt des 

traitements. L’importance du suivi a incité à une standardisation de la technique pour permettre une 

bonne précision et reproductibilité  dans le temps et entre laboratoires, notamment en valeurs absolues. 

Des programmes de contrôle de qualité internationaux en attestent (Barnett 1996, Baudoin 1999,  

Bergeron 2002, Mandy 2002, VanBlerk 2003). 



 
D'autres applications de suivis de la lymphocytémie sont pratiquées pour les immunodépressions 

primaires (très rares, comme le syndrome de DiGeorge) ou induites par des immunosuppresseurs 

(allogreffes tissulaires ou d'organe). Elle permet également de suivre la reconstitution immunitaire après   

greffes de moelle ou de cellules souches. 

Les évaluations fonctionnelles lymphocytaires sont possibles par cytomètrie (phénotype d’activation, 

secrétions de cytokines, prolifération) mais plus rarement explorées en dehors de protocoles de 

recherches. 

Les applications hématologiques sont surtout développées pour le phénotypage des syndromes 

prolifératifs (lymphocytaires ou myéloïdes). Il existe également des applications pour l’analyse des 

plaquettes et globules rouges.  

 La CMF et donc particulièrement adaptée à l’identification et la numération des lymphocytes T 

circulants. L'usage veut que seules les sous-populations T D4+ et CD8+  soient considérées en clinique, 

notamment pour le suivi du SIDA.  

Cependant, la population lymphocytaire T  ne se résume pas à ces deux sous-populations. Elle est 

extrêmement diverse (estimée à plus de 1010 spécificités différentes dans l’organisme (M. Davis 1988). 

Sa diversité dépend étroitement d'interactions avec le milieu extérieur et commensal et évolue 

constamment dans le temps selon les stimuli occasionnels, le contexte micro-environnemental 

(inflammatoire). La taille globale de la population est finement régulée (homéostasie) pour être 

contenue dans un organisme au volume constant.  Sa distribution est donc dynamique et très complexe. 

Une très grande capacité d’adaptation à l’environnement les expose à de nombreux risques de 

dysfonctionnement. Il nous paraît envisageable d’attendre des anomalies de distribution dans certaines 

circonstances pathologiques avec disparition de quelques fractions de population et prolifération 

d’autres fractions.   

Analyser une population aussi complexe avec seulement deux paramètres (lymphocytes T CD4+ ou 

T CD8+) paraît donc extrêmement réducteur et peut expliquer le manque d'intérêt des cliniciens pour 

cette analyse, même dans les pathologies qui font clairement intervenir des lymphocytes T comme les 

maladies auto-immunes (lupus érythémateux disséminé, sclérodermie, polyarthrite rhumatoïde, 

dermatopolymyosite, maladies intestinales inflammatoires..) et les infections virales chroniques (CMV, 

VHC, VIH…) ou encore les hypersensibilités (eczémas, asthme…). 

 

 

 



 
Apports séméiologiques de la cytomètrie :  

La pratique quotidienne de l'analyse numérique de lymphocytes dans ces conditions nous a permis 

d'observer que la simple analyse de marqueurs usuels mettait en évidence de nouvelles combinaisons de 

marqueurs autres que les lymphocytes conventionnels (CD3+CD4+ ou CD3+CD8+).  

En considérant les variations d’intensité de fluorescence, l’analyse des résultats graphiques nous a 

permis de visualiser occasionnellement des combinaisons non conventionnelles qui ont suscité notre 

curiosité (fig. 1.1). Nous avons choisi d’utiliser le terme « dim», qui sera employé par la suite pour 

signifier une expression à intensité de fluorescence réduite comparée à la moyenne habituellement 

observée et  correspondant à une moindre densité de surface.  

Ces populations lymphocytaires que nous avons qualifiées de « non conventionnelles » pouvaient 

apparaître très homogènes chez certains patients. Elles pouvaient être fortement représentées (de 1 à 

15% des lymphocytes T) et être stables sur des analyses à plusieurs mois d’intervalle.  La signification 

de ces particularités ne nous était pas connue et nous mettait dans l’embarras vis-à-vis du patient et du 

prescripteur (Sala 96). Sont-elles sans signification ou révèlent-elles un processus immunitaire 

évolutif ? (réactionnel ou autonomisé). 

L’analyse plus attentive a montré que ces populations non conventionnelles étaient présentes chez la 

plupart des sujets testés mais à des fréquences très faibles (moins de 0.5% des lymphocytes T) ce qui 

peut expliquer qu’elles soient passées inaperçues jusqu’à maintenant.  

Le but de cette thèse était donc d'identifier ces sous-groupes lymphocytaires homogènes, de les 

caractériser immunologiquement et de rechercher leurs significations diagnostiques éventuelles. 

L'étude a été réalisée sur des prélèvements effectués à titre diagnostique pour des patients 

hospitalisés au CHU de Saint Etienne, ou dans le cadre de contrôles biologiques chez les volontaires, 

donneurs de sang de l'Etablissement Français du Sang de Saint Etienne. 

 

 



 
 

 

 

Figure 1.1  : Populations lymphocytaires T non conventionnelles CD4+CD8dim (a); CD4dimCD8+ 
(b) ; CD8dim (c); CD3fort (d). Une fraction de chacune des 3 dernières pouvant exprimer le CD56. 
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La définition des populations non conventionnelles repose sur le niveau d’expression (intensité de 

fluorescence) et la présence inhabituelle de marqueurs membranaires des lymphocytes T. Ces notions 

exigent donc de réduire au maximum le risque d’artéfact  et d’instabilité des techniques et 

instruments et nous avons commencé par faire un rappel sur les requis techniques déterminants.  

- Nous avons observé que ces populations non conventionnelles pouvaient avoir une distribution 

fortement homogène pouvant suggérer une restriction de diversité. Pour en comprendre la signification 

et les méthodes d’analyse, nous avons fait un rappel sur la constitution de diversité du récepteur T dans 

ses deux étapes : stochastique et déterministe. 

  - Comme chaque marqueur utilisé a une signification physiologique, nous avons fait un rappel des 

données de la littérature sur les caractéristiques phénotypiques des lymphocytes T circulants. Certains 

caractères (doubles positifs) peuvent évoquer des phénotypes de thymocytes immatures dont la présence 

dans le sang périphérique est inhabituelle chez l’adulte. Nous avons donc revu les principales étapes de 

l’ontogenèse des lymphocytes et les étapes de maturité dans les compartiments périphériques.  

- Des proliférations oligoclonales avec éventuelles modifications phénotypiques pouvant apparaître 

au cours de l’activation lymphocytaire, nous avons revu ses mécanismes.  

- La distribution des différents clones au sein de la population complexe est finement régulée lors de 

l’expansion induite par une stimulation antigénique en tenant compte du volume constant des organes 

lymphoïdes. L’émergence d’un clone particulier ne devrait donc pas persister dans le temps s’il adhère à 

des règles homéostatiques que nous avons rappelées.  

- Les populations lymphocytaires T ne se limitant pas aux T conventionnels, nous avons fait un court 

rappel sur les caractères connus des principales autres populations qui commencent à être décrites en 

détail dans la littérature.  

- Enfin, comme la prolifération éventuelle d’un clone, défiant les règles d’homéostasie, peut 

correspondre à un processus hémopathique, nous avons fait une courte revue des principaux types de 

syndromes prolifératifs à cellules T.  



 

 

Rappels sur les principes de la Cytométrie en flux 

Instruments : 

La cytomètrie en flux (CMF) permet l'analyse de particules en suspension, injectées dans un flux 

liquide, isotonique. Dans la chambre d'analyse, les cellules passent une à une devant un faisceau laser 

(fig. 2.1). L'analyse des diffractions dans le prolongement (Forward Scatter, FS) ou latérale (Side 

Scatter, SS) permet de distinguer les cellules selon leur taille et leur granularité. Les débris (de petites 

tailles) et les petits amas (doublets), qui peuvent émettre des signaux non spécifiques, peuvent être 

éliminés par l'analyse électronique. 

 

Figure 2.1 : Principes de cytométrie (fluidique). 

 

 

 

 

 

 

   Les particules en suspension peuvent être identifiées par immuno-marquage utilisant des anticorps 

couplés à des fluorochromes de couleurs différentes. L'utilisation d'anticorps directement conjugués à 

un fluorochrome permet d'utiliser plusieurs fluorochromes simultanément, dans la mesure où le 

chevauchement inévitable des spectres d'émission actuellement disponibles le permette. Les sources 

d’excitation laser généralement utilisées sont le laser bleu (Argon ; 488 nm) et le laser rouge (Hélium - 

Néon ou diode électroluminescente 633 nm). Des lasers UV ou violets peuvent être adjoints. Certains 

instruments permettent d'utiliser 2 ou 3 lasers différents. Les cytomètres analyseurs actuels comportent 

de 3 à 6 détecteurs photomultiplicateurs (PMT) qui peuvent mesurer la fluorescence émise par les 

différents fluorochromes par le jeu de filtres et miroirs sélectifs (fig. 2.2). 
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Figure 2.2 : Principes de cytomètrie des systèmes utilisés : comparaison des Bancs Optiques soit 

linéaire (Epics XLM, Beckman-Coulter, Fullerton CA) soit en  étoile : octogone et trigone  

(FACSCanto , BD Biosiences, San Jose, CA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fluorochromes :  

Les fluorochromes les plus couramment utilisés sont la Fluorescéine (FITC), la Phycoérythrine (PE), 

la Protéine Péridine Chlorophylle (PerCP) et Alexa 488 pour le laser Argon et  Allophycocyanine 

(APC), Alexa 647  pour le laser Helium-Néon (table I).  

Les fluorochromes sont activés à une longueur d’onde caractéristique et émettent un spectre de 

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

 

 

 



 
Figure 2.3 : Principes d’immunofluorescence en cytométrie (fluorochromes disponibles) : 

Répartition des spectres d’excitation et d’émission de chaque fluorochrome utilisé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Certains fluorochromes (fig. 2.4) sont composites (tandems), formés d'un premier fluorochrome dont 

la lumière émise (570 et 670) permet d’activer le second fluorochrome qui émet à une longueur d'onde 

plus élevée (635 ; 670 ; 770nm).  Ces tandems permettent d'utiliser plus de couleurs pour les deux seuls 

lasers disponibles. Les plus courants utilisent la phycoérythrine (PE) et l'allophycocyanine (APC) 

couplées aux Rouge Texas ;  la Cyanine 5 ou Cyanine 7 ou Alexa 700. La Cyanine 7 est très 

photosensible et doit, encore plus que les autres, être conservée à l'abri de la lumière. 

 



 
Figure 2.4 : Principes des transferts d’énergie (FRET) dans les fluorochromes tandem (ex : 

Phycoérythrine - Cyanine 5). 

 

 

 

 

 

Les fluorochromes ont des rendements quantiques très différents (APC > PE-Cy5 > PE > PerCP > 

FITC > APC-C7 > PE-Cy7 > ECD –fig. 2.5) . Leur choix doit en tenir compte selon le niveau 

d’expression du marqueur à étudier (Holden 2002). Les expressions faibles pouvant être sous-évaluées 

avec des fluorochromes peu lumineux.  

 

Figure 2.5 : Brillance différentielle (rendement quantique) entre fluorochromes disponibles.  
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Les principaux fluorochromes utilisés : 

Les principaux fluorochromes couramment utilisés sont listés dans la table I. 

Table I : Principaux fluorochromes utilisés en cytométrie de routine, avec deux sources d'excitation 

laser (Laser Argon 488 nm ; Hélium Néon 633 nm).  Abréviations 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 l'instant, aucun fluorochrome disponible n'a de spectre d'émission étroit 

(fig.2.3). Ainsi, la couleur émise par chaque fluorochrome peut être en partie détectée par les détecteurs 

dont les filtres sélectionnent des longueurs d'ondes voisines (Roederer 2001). Le phénomène est d'autant 

plus compliqué que le nombre de fluorochromes utilisés est grand. Il peut être artificiellement corrigé 

(compensations) par le logiciel d'analyse du signal mais reste la source d'importants artefacts (fig. 2.6). 

Les niveaux de compensations en pratique sont très variables selon les fluorochromes utilisés, le 

fournisseur des anticorps conjugués et les instruments. Nous fournissons à titre d’exemple une matrice 

de valeurs moyennes observée dans notre expérience sur une période de 3 mois avec des billes calibrées 

(fig. 2.6).   

 



 
Figure 2.6 : Principes des compensations de fluorescence (spectral overlap). Niveaux de 

compensations  requises en pratique sur système FacsCanto et billes de calibration SsetUp beads™  

(suivi sur 3 mois).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L'utilisation de tandems expose à d'autres artefacts : 

- La lumière du premier fluorochrome peut ne pas être entièrement absorbée par le second, et 

s'échapper. Un signal inattendu est alors détecté par la première longueur d’onde ("fuite" –fig. 2.7a). 

- Le complexe, parfois instable (surtout avec Cyanine 7) peut se dissocier complètement si la durée 

de conservation du réactif dépasse les délais prescrits et émettre un signal à une longueur d'onde 

différente ("défaut second fluorochrome" –fig. 2.7b). 

- Le second fluorochrome peut éventuellement être excité non pas par le premier laser via le 

fluorochrome (ex : PE-Cy 5 par laser 488), mais directement par le second laser (ex : Cy 5 par laser 

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

PE           APC  detecteurs 

Compensations : 
FITC PE PerCP PerCP Cy5,5 PE-Cy7 APC APC-Cy7

FITC 0.96 + 0.16 0 0.13 + 0.02 0 0
PE 18.8 +0.44 0.07 + 0.05 1.6 + 0.14 0 0
PerCP 2.45 +0.30 14.7 + 1.24 4.5 + 0.37 0.9 + 0.10 0.5 + 0.14
PerCP Cy5,5 2.45 +0.30 14.7 + 1.24 4.5 + 0.37 0.9 + 0.10 0.5 + 0.14
PE-Cy7 0.27 + 0.02 1.38 + 0.11 8.7 + 0.52 21.2 + 1.33 0.16 + 0.02 5.6 + 0.75
APC 0.01 0.09 + 0.08 6.8 + 0.82 3.9 + 0.85 0.05 + 0.03 21.1 + 3.56
APC-Cy7 0.0 0.01 + 0.02 0 2.94 + 0.27 2.4 + 0.24 2.8 + 0.61



 
- Inversement, la proximité stérique de deux fluorochromes, portés par des marqueurs différents peut 

induire un transfert d'énergie (FRET) et l'émission inattendue d'une troisième couleur ("FRET" -

fig.2.7d-). Par exemple, l'emploi d'un marquage anti-CD3 PE et anti-TCR APC peut induire l'excitation 

de l'APC par le laser Argon via la PE proche (Ploton M, Isaac J et D’Hautcourt JL ; 9° congrès de 

l’AFC, Strasbourg 2003).  

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

dégradation du tandem, c) excitation du second fluorochrome; d) FRET par proximité de marqueurs. 
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Enfin, des facteurs liés à l'échantillon peuvent interférer avec la détection d’immuno-marquage 

fluorescent, d'autant plus que les analyses courantes sont effectuées sur sang total (en présence de 

sérum) avec lyse des globules rouges et sans lavage. Les plus fréquents sont : 

- Immuno-marquages non spécifiques, probablement dus à la présence de facteurs rhumatoïdes ou 

autres protéines aggrégantes : tous les fluorochromes interagissent. 

- Inhibition de marquages, pouvant être due à des immunisations anti-idiotype comme par exemple 

les immunisations contre des anticorps de souris (ex : anti-CD3) utilisés en thérapeutique : seul le CD3 

ne marque pas, quelqu’en soit le couplage. 

- Emission de signal non spécifique par la présence de molécules fluorescentes (médicaments, sels 

biliaires…). 

Les artefacts ne peuvent être identifiés que par l'observation attentive de l'expérimentation. 

L'identification de sous-types lymphocytaires sur des critères d'intensité de fluorescence ou de 

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

   Ces détails ne sont pas anodins. Le rendement quantique des fluorochromes est très variable - PE > 

APC>FITC>Tandems). De plus, les deux fluorochromes les plus sensibles sont détectés en premier sur 

le système EPICS XL et en dernier sur le système FACSCanto (après réflexion par 5 filtres 

dichroïques).  Comme les subtilités sémiologiques que nous proposons reposent en partie  sur les 

intensités de fluorescence des anticorps capturés, il faut valider leur reproductibilité entre systèmes 

différents. Un plus fort signal du CD3 et un plus faible du CD8 peuvent être attendus sur le système 

FACSCanto.  

Les risques d’erreur sur les numérations absolues sont aussi différents. Dans le premier système, la 

technique dépends moins du technicien (qui manipule les deux facteurs : échantillon et billes calibrées) 

de la même façon et avec le même outil. Dans le second système, les billes étant déjà distribuées, la 

précision de la numération repose sur la précision de pipetage de l’échantillon. Le risque d’erreur est 

encore augmenté par le petit volume manipulé (fortement influencé par les quelques �L de liquide qui 

restent plus ou moins accrochés à la pointe de la pipette).  

 

 

 

 



 
Réglages des instruments :  

La détection de fluorescence par les FCM est extrêmement sensible résultant d’une amplification 

exponentielle du signal par les photomultiplicateurs. Leur réglage est donc essentiel pour la qualité et 

reproductibilité des résultats.  Le niveau d'amplification du signal a été réglé de façon très standardisée 

en utilisant des anticorps contrôles isotypiques couplés  au même fluorochrome par le même 

fournisseur.  Depuis le nouveau système, les recommandations internationales ont changé et le réglage 

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

Les compensations étaient également réglées de façon semi-automatique selon la procédure et les 

réactifs Cyto-comp® (Beckman-Coulter), de telle façon que les moyennes géométriques de fluorescence 

(MFI) des populations positives étaient égales aux moyennes de fluorescence aux populations négatives 

correspondant. Le calcul des compensations était effectué suivant une procédure semi-automatisée, 

recommandée par le constructeur sur le système Beckman-Coulter et contrôlé chaque semaine malgré 

une très forte stabilité. Aucune procédure automatisée efficace n'est encore disponible sur le nouveau 

système BD 6 couleurs et les réglages de compensation ont été effectués manuellement suivant les 

mêmes règles et validés sur des procédures de "tous moins" un marquage (Full Minus One –Roederer 

2001-). 

Stratégie de sélection (gating) :  

La stratégie d'analyse des cellules marquées était similaire dans les deux systèmes, et conformes aux 

recommandations internationales. Nous avons abandonné l’usage systématique de contrôles isotypiques 

depuis les récentes recommandations (O ‘Gorman 1999, ISAC, Montpellier 2004,). 

Le CD45 versus diffraction latérale SS permet de séparer les 3 principales populations leucocytaires 

(fig.2.8). La population lymphocytaire (petite taille, forte expression de CD45) est ainsi clairement 

distinguable des débris cellulaires (qui ne fixent pas le CD45), de monocytes (CD45 plus faible, 

diffraction latérale plus forte) et polynucléaires (CD45 encore plus faible, diffusion latérale très 

dispersée). 

Les lymphocytes T étaient sélectionnés électroniquement sur leur expression de CD3. Ils 

représentent habituellement de 60 à 80 % des lymphocytes. Les lymphocytes NK étaient identifiés sur 

l'expression de CD56 éventuellement mélangé avec du CD16 et l'absence d'expression de CD3. Les 

lymphocytes B ont été identifiés par l'expression de CD19, qui n'est jamais co-exprimée avec le CD3 ou 

le CD56.  

 



 
 

Figure 2.8 : Stratégie de sélection électronique  (gating). Les lymphocytes sont sélectionnés sur le 

marquage CD45/SS. De cette population, sont sélectionnés les lymphocytes T (CD3+). Parmi les T 

CD3+ sont analysés les CD4 et CD8.    

 

 

 

 

 

 

 

 

Parmi les lymphocytes T (CD45 fort, CD3 +) il est possible de séparer clairement les sous 

populations conventionnelles qui expriment de façon mutuellement exclusive le CD4 (habituellement 

50-60% des lymphocytes T) ou le CD8 (30-40%). Une fraction minoritaire d'authentiques lymphocytes 

T (CD3+) n'exprime aucun de ces deux marqueurs (CD4, CD8 ; DN).  

Les deux compagnies recommandent cependant des stratégies de sélection un peu différentes : par 

exemple, le système Tetraone® élimine les lymphocytes sélectionnés sur CD4/SS qui s’avèrent avoir 

une petite taille et correspondent à des cellules mortes. Cette fraction est négligeable sur les échantillons 

frais mais augmente si l’analyse est différée.  

Les différences apparemment mineures de stratégie de calibration et de sélection peuvent avoir des 

effets importants sur le résultat final. D’ailleurs, dans les études internationales, les analyses effectuées 

par les systèmes Beckman-Coulter sont toujours plus fiables d’environ 10-15% que les valeurs rendues 

par les systèmes BD Biosciences (Whitby 2002). 

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

nouveau système notre stratégie précédente.  

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

Taskforce 1997) et le guide français de bonnes pratiques de laboratoire (GBEA). Des procédures 

1 - Sélection lymphocytes (CD45+)

2 - Sélection lymphocytes T  (CD3+)



 
quotidiennes vérifient la maintenance des systèmes (amplification, compensation). Des contrôles de 

qualités internes (Immunotrol®, Beckman Coulter, puis Multicheck®, BD Biosciences) ont été analysés 

quotidiennement et leur stabilité a été contrôlée par les courbes de suivi de Levey Jennings. Ils ont 

permis de valider la continuité de nos résultats sur le nouveau système. Les résultats ont été 

périodiquement validés par l'analyse de contrôles de qualité externes nationaux (AFSAP) ou 

internationaux.  

Toutes les procédures de standardisation ont permis de montrer la grande stabilité des deux systèmes 

et d'accepter des comparaisons d'analyses sur plusieurs années.  

Les observations, que nous avons rapportées essentiellement sur le premier système, ont toutes été 

confirmées sur le système le plus récent. Ce dernier a apporté plus de précisions d'identification de sous 

populations grâce aux combinaisons de marquage plus complexes. 

 



 

 Lymphocytes T Conventionnels 

Caractéristiques phénotypiques : 

Les Lymphocytes expriment différentiellement de nombreuses molécules qui leur confèrent des 

significations physiologiques particulières.  

Nous avons focalisé notre étude sur les lymphocytes T qui partagent les caractéristiques suivantes :  

� expression homogène de CD45 fort, avec faible diffraction latérale 

� expression de CD2, CD3, CD5 et d'un récepteur T (TCR) 

� passage thymique au cours de leur ontogenèse 

� diversité de spécificité et fonction. 

La reconnaissance spécifique d’un déterminant antigénique par le lymphocyte T est possible grâce à 

son récepteur T (TCR) qui le caractérise (fig. 2.9). Le TCR est composé de deux chaînes différentes 

(hétérodimère). Il existe deux isoformes de TCR : soit αβ, soit γδ. Les lymphocytes qui expriment le 

TCR αβ sont les plus nombreux dans le sang périphérique. Ils parcourent toute leur ontogenèse dans le 

thymus. Nous aborderons les caractères des lymphocytes T �� dans un paragraphe dédié. L’expression 

du TCR est nécessaire à la survie du lymphocyte (Polic, 2001). 

Spécificité lymphocytaire T : Les molécules TCR sont semblables dans leur grande partie. Seule une 

petite partie porte la spécificité pour l'antigène. Cette partie extrêmement diverse (hyper-variable) 

permet de reconnaître tout type d’antigène présent dans la nature. Chaque lymphocyte possède en 

principe une seule spécificité (plus ou moins précise –Wilson 2005-). 

Expression du TCR : Le réarrangement concerne les deux allèles du génome.  Le premier allèle qui 

s'avère efficace est maintenu. Le second est inhibé définitivement. Cependant, il existe quelques 

exceptions : dans certaines circonstances, le deuxième allèle peut être co-exprimé (Padovan 1995). Le 

lymphocyte exprime alors deux spécificités (estimé à 0.10% des lymphocytes circulants). Le sens de 

cette double expression n'est pas clairement élucidé. Le second allèle peut également être exprimé à la 

place du premier si ce dernier s'avère nocif (« TCR revision »), sauvant le lymphocyte (« Rescued T 

cell ») de la  destruction programmée (« apoptose » Cooper 2004). 



 

 

Figure 2.9 : Reconnaissance du complexe  peptide-MHC par le récepteur TCR du lymphocyte T 

(CD4+ ou CD8+).  

 

 

 

 

 

������αβαβαβαβαβαβαβαβ

������
��

���	���	

ββββββββABAB

δδδδδδδδ
εεεεεεεε

��C��C γγγγγγγγ
εεεεεεεε

ζζζζζζζζ
ζζζζζζζζ

��D��D

������
��

���EFF���EFF

δδδδδδδδ
εεεεεεεε

��C��C γγγγγγγγεεεεεεεε

ζζζζζζζζ
ζζζζζζζζ



 

 Rôle physiologique du CD3 : Tous les lymphocytes T (�� ou ��) expriment le CD3, complexe 

protéique associé de façon non covalente au TCR. Le CD3 suit la même dynamique d'expression 

membranaire que le TCR (Minami, 1987 Liu 2000). D’autres molécules sont exprimées de façon quasi 

constante par les lymphocytes T  comme le CD2 et le CD5 (Liu 1996, Green 2000 ; Sasada 2001, 

Raman 2002, Brossard 2003, Gi,ferrer 2003). Ces molécules sont moins utilisées pour les 

caractérisations de routine en dehors des processus tumoraux où leur expression est variable.  

La reconnaissance du déterminant antigénique par le TCR induit un signal cytoplasmique requis pour 

la réaction cellulaire.  Le TCR n'a pas de prolongement cytoplasmique qui lui permettrait la 

transmission du signal (Judd 2000 ; Nel 2002 I et II). Le TCR fait partie d’un complexe protéique qui 

comprend également le CD3 et le CD247, associés de façon non covalente et possèdent les chaînes 

cytoplasmiques nécessaires à la transduction du signal. Le CD3 est composé de 2 complexes hétéro-

dimériques (��; ��). La chaîne ε est la cible des anticorps monoclonaux habituellement utilisés pour 

l’identification des lymphocytes T. Le CD247 composé de deux chaînes � (ou éventuellement �� chez la 

souris) est parfois appelé TCR ��. La chaîne � est requise et limitante (la moins produite) pour 

l’expression du complexe CD247- CD3.  

Expression du CD4/CD8 : Les lymphocytes Tαβ périphériques, matures,  expriment soit le CD8 (T 

CD8+) ou le CD4 (T CD4+) normalement de façon mutuellement exclusive. Dans les analyses de 

routine, les lymphocytes T sont donc généralement considérés en deux groupes : T CD4+ et T CD8+. 

Les T CD4+ et T CD8+ ont un comportement réactionnel intrinsèquement différent (Foulds 2002). Les 

T CD4+ ont une activité de modulation (auxilliaire) de la réponse immune (Appay 2002) alors que les 

lymphocytes T CD8+ ont plutôt une activité effectrice, notamment cytotoxique (Kessler 1997, Cho 

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

La population T CD4+ est prépondérante dans le sang périphérique chez l’adulte mais ce 

déséquilibre n’est pas retrouvé dans les autres compartiments (Jimenez 2002). Le CD4 aurait une plus 

forte activité co-activatrice et favoriserait un répertoire plus large de lymphocytes T en permettant 

l’activation d’un plus grand intervalle d’affinités (Wang 2001). 

Le CD8 est une molécule hétéro-dimérique composée d'une chaîne α et une chaîne β. La molécule 

CD4 est composée d'une seule chaîne (fig. 2.9) et peut éventuellement se dimériser au cours de 

l’activation (Davis KA 1998, Moldovan JI 2002).  La densité de surface du CD4 ou du CD8 est  

relativement stable sur la cellule au repos.   

L’expression du CD8 ou du CD4 est nécessaire à l'activation (et à la survie) du lymphocyte 

(Luescher 1995, Vignalis 1994, Renard 1996,  Feito 1997, Denkberg 2001, Moldavan 2002). Le CD8 



 
ou le CD4 se lie directement à la molécule du CMH Classe I ou II respectivement (Sazmann, 1998 ; 

Wang 2001; Wooldrige, 2005). L'affinité de liaisons est significativement augmentée (Vignali, 1994, 

Luescher 1995, Garcia 1996, Renard 1996, Feito 1997, Denkberg 2001, Moldovan 2002). La résultante 

des deux liaisons est appelée avidité (Bachman 1996, Jiang 2005). Ils ont également une activité 

d'amplification du signal et permettent d'atteindre le seuil de signal requis pour le déclenchement de 

l’activation du lymphocyte.  

Ontogenèse des lymphocytes Tααααββββ : L'ontogenèse du lymphocyte T est maintenant mieux comprise 

(Boyd 1991, Anderson 1999). Les précurseurs communs des lymphocytes naissent dans la moelle 

osseuse. Les précurseurs T précoces (ETP) quittent la moelle et migrent dans la zone para-corticale du 

thymus (Shortman 1992, Bhandoola 2003). Le lymphocyte immature n'exprime ni CD4, ni CD8,  ni 

TCR. Le réarrangement de la partie variable de la chaîne � du TCR  se produit (Table II).  Si le 

réarrangement a été productif, les molécules CD4 et CD8 sont exprimées simultanément (double 

positif). Le CD8 pourrait être exprimé dans sa forme homodimérique avant d’acquérir la forme 

hétérodimérique (Carrasco 1995). Le réarrangement de la chaîne α du TCR est alors déclenché 

permettant la production du TCR(αβ) complet  (Hamman 1999, Chang 2000, Holfman 2003). Le 

réarrangement de la chaîne α entraîne la délétion des gènes de la chaîne δ qui est insérée dans les 

segments Vα et Jα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

thymus. Si le lymphocyte ne reconnaît pas de ligand (neglected cells » -Fink 2000-) ou en reconnaît 

Table II : Thymopoïèse

CD1a CD34 CD44 CD25 CD2 TCR CD3 CD4 CD8 position RAG Tdt

CLP - + - - - - - - -

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

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

DN3 + - + + ββββ - - s\capsul +
Sélection  de TCRβ 

DN4 ProT + - - - αβαβαβαβ + - - s\capsul + +
Sélection positive  

DP + - - - + αβαβαβαβ + + + medull

Engagement de lignée 
SP + - - - + αβαβαβαβ + +/- -/+ 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



 
avec une affinité suffisante (Williams 1999), il est voué à une mort programmée (« Programmed Cell 

Death ») par apoptose (Shortman 1994, Hamann 1995, Chang 2000, Le Campion 2002). Dans le cas 

contraire, la cellule rescapée (« rescued T Cell ») prolifère (Yatsumo 2000, Basson 2000.  

Les lymphocytes T spécifiques d'un peptide présenté par le CMH de type I utilisent le CD8 et les T 

reconnaissant des molécules présentées par le CMH II expriment le CD4 (Teh 1988, Chang 2000). La 

molécule co-activatrice inutile (CD4 ou CD8) disparaît et le thymocyte qui n’exprime plus qu’un seul 

co-récepteur : simple positif (SP) poursuit sa maturation (« lineage commitment » ; Basson 2000 ; 

Ernest, 1995 ; Anderson, 1996 ; von Boehmer 2000, Germain 2002, Glimcher 2002, Holfmann, 2003). 

Le CD4 pourrait être exprimé préférentiellement et l’expression du CD8, uniquement après induction 

(Moldovan, 2002). Le choix de lignée peut être influencé par la cinétique de liaison (Yasutomo 2000). 

Les lymphocytes qui reconnaissent des déterminants antigéniques de façon inappropriée (trop 

forte avidité) sont éliminés (sélection négative).  

Seuls les lymphocytes matures, simples positifs, non nocifs, sont exportés dans le sang  et sont 

nommés subséquemment soit T CD4+ soit T CD8+.  

Figure 2.10 : Ontogenèse des lymphocytes T conventionnels (thymocytes).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les différentes étapes de l'ontogenèse se déroulent dans des sites différents du thymus (fig. 2.10). La 

cellule précurseur  entre à l'interface cortico-médullaire (Boyd 1991, Witt 2004). Les doubles positifs 

sont sélectionnés positivement dans le cortex. Les simples positifs survivants migrent dans la 

médullaire. La distribution spatiale est dirigée par la production de chimiokines et la régulation 
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d’expression de leurs récepteurs respectifs (CXCR4 – CCR9 – CCR4 – CCR7/CxCR3 ; Annunziata 

2001).  

Dynamique de thymopoïèse : Le thymus est particulièrement actif pendant la vie fœtale, surtout le 

troisième trimestre et les premiers mois de la vie. La production journalière dans le thymus a été 

estimée à 107 thymocytes par jour chez la souris (Tough, 1995) pour une production finale de 106. Les 

DN ne représentent que 3.5% chez l’homme. Les doubles positifs sont la grande majorité (73%). Les SP 

CD4+ représentent 14% et les CD8+ 7% des thymocytes totaux (Ye, 2002).  

Les mêmes taux sont observés chez la souris (Mehr 1997). Leur taux d’exportation est très faible. 

Seulement  1.5% des thymocytes produits sont exportés chaque jour. Plus de 95% sont éliminés. La 

majeure partie des éliminations dans le cortex est liée à la sélection positive alors que la sélection 

négative est 10 fois plus active dans la médullaire (Shortman 1994, Faro 2004). La production ainsi que 

le taux d’exportation sont adaptables et peuvent augmenter en cas de besoin (Le Campion 2002, 

Almeida 2005). L’ablation thymique entraîne une disparition des lymphocytes T naïfs en 6 mois chez la 

souris et la perte de capacité de maturation de réponse cytotoxique (Di Rosa 1999). 

Chez le grand enfant, la thymopoïèse décroît rapidement et l'organe involue, n'étant plus qu'un amas 

graisseux chez l'adulte (Douek 2000, Aspinall 2002, Weerkamp 2005). Il est cependant possible 

d’observer, avec des techniques très sensibles, des émigrants thymiques récents (RTE), caractérisés par 

leur contenu en cercle d’excision du réarrangement du TCR (TREC) (Berzins 1998, Mc Farland 2000), 

même chez l’adulte (Poulin 1999). Dans de très rares cas, des conditions particulièrement drastiques (ex 

: reprise d'aplasie, lymphopénie) peuvent s'accompagner d'une reprise de la thymopoïèse (Chau 2005). 

Une lymphopoïèse est possible dans les sites immunologiques périphériques (Antica 1999). 

Un maturation de thymocytes est possible en dehors du thymus comme cela a été observé dans des 

conditions expérimentales chez la souris athymique (Kennedy 1992, Karrer 2003). 

Circulation lymphocytaire : Dans la circulation périphérique, le lymphocyte re-circule et se disperse 

rapidement entre les différents sites lymphoïdes secondaires (ganglions, rate, amygdales) et des sites 

effecteurs où il rencontre éventuellement les cellules cibles.  Leur migration tissulaire n’est pas 

complètement aléatoire mais guidée (adressage) par l'expression séquentielle de molécules d'adhérences 

(Bromley 2000, Davenport 2002).  Les lymphocytes naïfs expriment le CD62L qui leur permet de 

migrer dans  les ganglions (fig. 2.11). Les lymphocytes T effecteurs expriment le CD49d pour les tissus 

périphériques ; le CD103 / αEβ7 ; E sélectine  pour la peau ou encore l’intégrine α4β7 pour les 

muqueuses (Baekkevold 2005). L’expression de récepteurs de chimiokines les oriente selon le gradient : 

récepteur CCR7 pour les organes lymphoïdes, CCR5 pour la périphérie  (Masopust 2001,  Weninger 

2001)  ou encore CCR4  pour la peau (Beakkevold 2005). 



 
Evolution phénotypique du lymphocyte T : Comme dans le thymus, la survie des lymphocytes 

périphériques est soumise à leur sollicitation par des peptides pertinents. Sans stimulus, la survie des 

lymphocytes T a été estimée à 26-28 jours (lymphocyte T CD4) et 17-19 jours pour les lymphocytes 

TCD8+ (Di Rosa 1999, Ferreira 2000, Labrecque 2001).  

Le phénotype du lymphocyte change selon les engagements et son niveau de maturation (fig. 2.11). 

Le lymphocyte naïf (CD62L, CD45RA, CD27+, CD28+, CCR7+) rencontre le peptide pertinent dans le 

ganglion qui draine le site de l'infection ou d’exposition. Il est prépondérant dans le sang périphérique et 

les ganglions, notamment chez le jeune enfant et de moins en moins chez la personne âgée (Nociani 

2000). Le lymphocyte naïf répond faiblement à une stimulation antigéniques. Si le contexte est 

favorable (contexte de « danger » -P Matzinger 2002-), le lymphocyte naïf est activé (CD69+, CD25+ 

puis plus tard, HLA DR+, CD38+), se divise  (de 1 à 5 divisions -Oehen 1998-). Avec l’aide des 

lymphocytes T CD4+ (Hu 2000), le lymphocyte naïf acquière un "phénotype "engagé" : (CD45RO, 

CD62L-, CD49d+, CCR5+ ; CD27+, CD28+  -Sallusto 1999, Kaech 2001, Le François 2002, Aandahl 

2003-).  

Figure 2.11 : Vie du lymphocytes en périphérie. Evolution phénotypique au cours de la maturation 

induite par la rencontre avec l ’antigène pertinent.  

 

 

 

 

 

 

Par la suite, l'expression de CD7, CD28 puis CD27 disparaît progressivement (Hamann 1999, Appay 

2002, Tomiyama 2002, Day 2003). Les lymphocytes s'orientent vers un phénotype mémoire (CD7-, 28- 

27-  -Hamann 1997-). La molécule CD45, commune aux lymphocytes est modifiée, perdant ses 

domaines (A, B, C) distaux, spécifiques du stade immature (RA) et acquière l’isoforme "mature" (RO –

Ferrer 1992, Prince 1992, Bell 1998-). La maturation vers le phénotype mémoire nécessite la présence 

de T CD4+, d’IL-2 et IL-7 (Bevan 2004). Les lymphocytes mémoires  s‘activent plus rapidement (délai 

avant entrée dans le cycle : 12 heures - comparé à  27 heures pour le cellule naïve) et sont plus efficaces 

notamment en terme de cytotoxicité, production de cytokines régulatrices (Ahmed 1996, Zimmeran 

1999, Rogers 2000,  Veiga-Fernandez 2000, Landon 2000, Gray-Ahmadzadeh 2001). 

T mémoire effecteur

CD45 ROCD45 RA

CD62 L CD49 d CD62 L

CCR7 CCR5 CCR7

CD45 RA

CD 28
CD 27

CD 7 CD 7

CD 11c
CD 95

T Naïf



 
Il existe deux types de lymphocytes mémoires (Table III). Les lymphocytes mémoires ‘effecteurs’ 

(TEM ) CD7- (Wallace 2000) ; CD27-CD28-) ont une réponse rapide et forte capacité proliférative 

(Macallan 2004). Les TEM sont prépondérants sur les sites effecteurs. Les lymphocytes mémoires  

‘centraux’ (TCM) ré-acquièrent les capacités de migration vers le tissu lymphoïde (CD62L+ ; CCR7+ ;  -

Geginat, 2001, Faint 2001, Hengel 2003 -). La production de mémoires centraux requière la production 

d’IL-15 plus que d’IL-2 et la résolution de la cause d’activation sous forme de disparition de l’antigène 

(Tough 2003, Bevan 2004). L’IL-7 peut également jouer un rôle (Kaech 2003). Ils sont prépondérants 

dans le sang périphérique et les ganglions. Le lymphocyte mémoire central peut même ré-acquérir le 

phénotype CD45RA (« Revertant cells » –Nociani 1999). Ces derniers constituent le contingent 

mémoire à long terme (Salusto 1999, Masopust 2001, Weninger 2001). Cependant, il persiste un 

inflation des T mémoires avec le temps (Kaech 2003). La filiation entre les deux isoformes (TEM et TCM) 

est encore source de discussion, certains auteurs proposant qu’il s’agisse de deux voies paralleles 

(Noble 2002) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reconnaissance antigènique par le lymphocyte  

Constitution de la diversité : La population lymphocytaire correspondant à la somme 

d’individualités aux comportements individuels, nous nous sommes intéressés à leur diversité. La partie 

hypervariable de chaque chaîne est constituée par recombinaison de fragments de gènes V (D) J (ré-

arrangement –Davis M 1988 ; Nemazee 2000, Arstila 2000-),  

 

 

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

Naif Rencontre Engagement mémoire mémoire
Ag effecteur centrale

CD62L + - - - +
CCR7 + + - - +
CCR5 - + + + +
CD49 d - - + + -
CD45 RA RO RO RO RA
CD7 + + dim - +
CD28 + + - - -
CD27 + + + - +
CD11a bas bas haut haut haut
CD95 bas bas bas haut haut



 
Figure 2.12 : Bases génomiques de constitution de  la diversité du récepteur T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La spécificité des lymphocytes T, hautement diverse, est formée de façon stochastique par 

assemblages combinatoires de 3 segments VDJ (chaîne β) ou VD (chaîne α) comme les 

immunoglobulines (fig. 2.12). La spécificité de chaque lymphocyte (plus ou moins précise –Wilson 

2005-) reste identique pendant toute sa vie contrairement aux lymphocytes B qui peuvent avoir des 

remaniements de leur séquence de la partie hypervariable du récepteur (Blish 1999). Le patrimoine 

génétique du lymphocyte T est donc plus stable. 

Les segments sont représentés en de nombreux exemplaires dans le génome  (Table IV).  

 

 

 

 

 

La combinaison est organisée par les « recombination activating gene » protéines RAG (Rag1 et 

Rag2) indispensables à la maturation des lymphocytes (Krangel 2001). Un déficit d’expression d’une de 

ces protéines induit une déficit complet en lymphocytes T et B. La répartition d’expression des isotypes 

Vβ peut être analysée par cytométrie en flux (fig. 2.13). 

Vβ 1---100   Dβ        Jβ 1 ----- 50            C β        Dβ      Jβ 1 ----- 50           C β

Vα  n   Jα  n ’   C α

Vβ n   Dβ n’   Jβ n’ ’    C β

αααα

ββββ

Vα  1---100      (Vδ Dδ Jδ     Cδ )             Jα  1 ----- 50                          C α

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

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

H L alpha beta gamma delta
V 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 11 10 15 10 18



 
Figure 2.13 : Diversité (Vβ )  du récepteur T CD4+ ou T CD8+  (protéomique) analysé par 

cytométrie en flux.  Répartition différente pour les T CD4+ et T CD8+ chez des témoins sains. 

 

 

 

 

 

 

La diversité peut être augmentée par l’adjonction aléatoire de 1 à 6 nucléotides à chaque jonction par 

l’action de l’enzyme « Terminal déoxynucleotidyl transferase » (Tdt). La longueur de la région varie 

selon le nombre de nucléotides supplémentaires (Cabaniols 2001) et peut être analysée par 

électrophorèse capillaire (Arstila 1999, Lim 2002 -fig 2.14-). Le nombre de combinaisons possibles a 

été estimé à 10 15 (M. Davis 1988).  

Figure 2.14 : Diversité du transcrit du  récepteur T analysé par amplification du transcrit de la région 

CDR3 de la chaîne Vβ    (RT-PCR) : exemples de spectre  polyclonal ou oligoclonal. 
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 Sélection lymphocytaire : La production non déterministe de la diversité permet la production de 

tout type de spécificité avec le risque élevé de dysfonctionnements qui doivent être éliminés. Au 

réarrangement stochastique succède une très forte sélection (Chao 2004). La grande majorité des 

spécificités sont éliminées.  

La première sélection se produit soit parce que le lymphocyte est "inutile", ne reconnaissant aucun 

ligand, soit parce qu’il en reconnaît avec une affinité trop faible pour permettre de générer le niveau de 

signal nécessaire à sa survie. Seuls les lymphocytes qui expriment un récepteur avec une affinité 

intermédiaire pour un ligand survivent (sélection positive).  

Les lymphocytes avec une très forte affinité sont également éliminés, (sélection négative) évitant le 

risque d'induire des réactions excessives, inappropriées, et notamment de réagir contre des déterminants 

du soi ("To be usefull yet safe" ; Pamela Fink, 2000). La persistance de tels lymphocytes pourrait faire 

partie de mécanismes d’hypersensibilité (allergies, auto-immunité). La probabilité (chez la souris) 

d’échappement à  la sélection est estimée à 10-11 (Muller 2003). Les lymphocytes qui ont survécu à cette 

sélection drastique finissent leur maturation thymique et se multiplient avant d’être libérés dans le sang 

périphérique.  

Ligands naturels du TCR (objets de reconnaissance) : La très grande majorité des TCR αβ 

reconnaît des déterminants polypeptidiques. Les déterminants antigéniques doivent obligatoirement être 

couplés à une molécule du complexe majeur d'histocomptabilité (MHC) nommé Antigène Leucocytaire 

d’histocompatibilité (HLA) chez l’Homme (fig 1.5). Les molécules "classiques" du MHC sont de 2 

types (table V) : Classes I et II. Les molécules de classe I sont présentes sur toutes les cellules nucléées 

de l'organisme (Heinrichs 1990). Elles sont composées de 3 groupes : A, B, C. comportant chacun de 

nombreux allèles. Chaque cellule d’un organisme exprime 2 allèles par groupe (un par chromosome 

parental).  

 

 

 

 

Les molécules de classe II ont une expression restreinte à certaines cellules immunitaires : cellules 

présentatrices d'antigènes (APC) soit professionnelles (cellules dendritiques et les lymphocytes B) soit 

occasionnelles (lymphocytes T activés, cellules épithéliales périphériques). Les molécules de classe II 

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

Table V : Allèles du complexes majeur d'histocompatibilité chez l'Homme 

MHC I MHC II 
groupes HLA A HLA - B HLA - C HLA - DP HLA - DQ HLA - DR

nombre 26 35 14 4 A 13 A 57
21 B 17 B



 
Les deux groupes de molécules CMH sont hautement polymorphiques et la probabilité d’expression 

d’une même combinaison par deux individus non homozygotes est infime. Ces molécules composent 

l’identité immunitaire (antigènes du soi).  

Les cellules dendritiques (DC) ont une forte capacité migratrice et de présentation d’antigènes aux 

lymphocytes T CD4+. Les cellules sont d’origine médullaire (myéloïdes en majorité). Elle circulent 

dans le sang ou la lymphe (cellules voilées) sous forme très indifférenciée (CD34+, CD1a/b/c, CD11b/c, 

CD4+, HLA DR+, CD123 (IL-3 Rec) et CD209+ (DC-Sign). Elles ont une forte capacité de migrer 

dans les tissus (CCR1+ ; CCR5+, CCR6+, CXCR1+, CXCR2+) et peuvent acquérir des phénotypes 

spécifiques comme les cellules de Langerhans, cellules interstitielles...(table VI). Une capture 

d’antigène  dans un contexte inflammatoire induit la maturation de la cellule dendritique (CD83+ ; 

molécules co-activatrices CD40+ et CD80/86+ ; molécules d’adhérence CD54+ et CD58+) et sa 

capacité de migration (CCR7, CXCR4) vers les tissus lymphoïdes secondaires (cellules interdigitées) 

très propices à l’activation lymphocytaire. Il existe des cellules dendritiques qui ont une origine 

lymphoïde (improprement nommées DC plasmocytoides) ou une origine non hématopoïétique (DC 

folliculaire  dédiées à l’activation des lymphocytes B dans les follicules lymphoïdes. Enfin, les DC 

thymiques (corticales et médullaires) semblent également avoir une origine spécifique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table VI  : Principales familles de cellules présentatrices d'antigène 

        DC myeloide Langerhans
Cell 

interdigitées
Centres 

germinatifs Plasmocytoide

 immature  mature

CD1a +++ +/- + +
CD11b +
CD11c + faible + -
CD32 ++ -
CD14 - - Langerhine - - -
CD54 + +++
CD80/86 - ++ + + +
CD83 - + + + +
CD40 + +++ + ++ faible faible
MHC I ++ ++++
MHC II ++ ++++
IL-12 - ++

CD4 + +
CD8 +/-
Phagocytose ++++ -
Stimulation + ++++



 
Rôle fonctionnel du MHC : le fonctionnement du système immunitaire d’un organisme dépend 

étroitement de sa capacité d’identification. Il distingue les molécules du soi, qu’il tolère et qui lui sont 

indispensables pour la réponse spécifique alors qu’il tend à détruire les éléments qu’il ne reconnaît pas 

comme partie du soi.  Les molécules HLA sont liées au processus de reconnaissance des motifs 

antigéniques par le système immunitaire spécifique. Chaque molécule MHC a la capacité de se lier à un 

échantillonnage de peptides (de 8-10 AA pour la classe I et 14-18 AA pour la classe II) qu'il présente 

aux lymphocytes T (Busch 1998 ; Lim 2000 ; Wang 2002, Lippolis 2002, Hiltbold 2002). Le peptide se 

fixe de façon non covalente dans le sillon de la molécule MHC (formé par un plan β entre deux hélices 

α) par deux points d’ancrage à ces extrémités (Wang 2002). Ainsi, la composition de cet hétéro-

complexe peptide- MHC (p-MHC) assure la double fonction des molécules du MHC : le peptide 

constitue le déterminant antigénique spécifique ; la molécule MHC constitue le déterminant du Soi.  

Tous les déterminants peptidiques des protéines naturelles ne sont pas reconnus (environ 1015 

possibilités pour 108-9 spécificités clonales dans l’organisme). Le nombre de peptides exprimé par des 

MHCI a été estimé chez la souris à 5 106 (Muller 2003). Les peptides immunisants sont sélectionnés 

notamment par le protéasome et la capacité de fixation au MHC (Mason 1995, Hiltbold 2001). Le 

lymphocyte ne reconnaît donc qu’une très petite fraction pour identifier une protéine complexe. Des 

peptides peuvent être communs à plusieurs protéines (réaction croisée). Des peptides proches peuvent 

être reconnus par le même TCR (réponse dégénérée –Wilson 2005-). 

Ligands non classiques : Cependant, une petite fraction de lymphocytes T a la capacité de 

reconnaître des déterminants autres que les peptides (glycolipides, phospholipides…). Ces molécules 

sont alors présentées par des molécules non classiques du MHC (classe I) notamment le CD1 a, b, c et 

surtout d, MICA, MICB, Qa… (Heinzel 2002), Ces cellules ont des propriétés particulières, encore 

insuffisamment connues et qui seront évoquées plus tard.  

Mécanismes de reconnaissance par le TCR : Le TCR se lie au p-MHC pertinent en position 

diagonale (Sette 1995). Le fragment CDR3 de la partie variable du TCR comporte la principale liaison 

avec le peptide, au centre. Le fragment CDR1 lie la partie N terminale de la chaîne � et C terminale de 

la chaîne � du MHC. La région CDR2 se lie à l’hélice � de la chaîne � du MHC (Liu 2000, Reiser 2002, 

Wang 2002).  L’affinité de liaison du TCR à son ligand est très faible (Matsui 1991, Manning 1999). La 

liaison spécifique doit durer suffisamment longtemps pour permettre une activation efficace du 

lymphocyte (Kundig 1996, William 1999, Bousso 1999, Pacini 2000, Kalergis 2001). Les TCR engagés 

sont éliminés et le nombre de TCR à la surface du lymphocyte T baisse rapidement au cours de la 

reconnaissance de l’antigène (Valitutti 1997) malgré la présence d’une réserve (Mcneil 2003).  La 

liaison avec son ligand entraîne un changement conformationnel du TCR (Lee 2004). 

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



 
 

Figure 2.15 : Molécules impliquées dans la coopération entre lymphocyte T et cellule présentatrice.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Molécules accessoires : L’engagement, non obligatoire, d’autres molécules peut influencer la 

réaction cellulaire qualitativement « hypothèse des doubles signaux » (Chambers 2001) le CD28 

(exprimé sur les T naïfs et centraux) est requis pour l’activation de cellules naïves alors que le CTLA-4 

induirait plus volontiers une anergie (Ledbetter 1990, Azuman 1993, June 1994,  Kuiper 1994, 

Bachmann 1996, Van den Merwe 1997, Edmead 1997, Salazar-Fontane 1998, Gett 2000, Bromley 

2001). Les deux molécules se lient « indifféremment » aux deux  molécules B7.1 et B7.2 (CD80 et 

CD86). Le CD28 aurait une plus forte affinité pour B7.2 et CTLA-4 pour B7.1 (Margulies 2003, 

Linsley 1999). L’engagement du CD28 peut réduire le délai d’activation et la quantité de peptide requis 

(Viola 1996, Gett 2000, Lezzi 1998, Gascoigne 2004) et amplifier plus de 100 fois le signal (Lezzi 

1998). La CTLA-4 n’est pas présent sur la membrane de la cellule au repos et est induit au cours de 

l’activation, particulièrement au centre de la synapse et pourrait avoir un effet régulateur de la réponse 

(Margulies 1997, Chikuma 2002).  

   La molécule CD40L (expression sur les T induite par activation) pourrait induire une activation de 

la cellule présentatrice en liant le CD40 (exprimé constitutivement sur les APC -Howland 2000, 

Lefrançois 1999).  

Le CD28 serait requis pour les stimulations de faible intensité et notamment les infections 

prolongées et une activité de type Th2 (King 1995) alors que le CD40L favoriserait la production 

d’IFNγ et l’activité Th1 (Bachmann 1998). 
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Le CD5, en liant le CD72 aurait une activité régulatrice, notamment sur la différentiation des 

lymphocytes activés (Zhou 2000, Azzam 2001, Smith 2001). L’�4�1 se lie au VCAM-1.. La molécule 

CD95 fortement exprimée sur les cellules T matures pourrait limiter le niveau d’activation en induisant 

l’apoptose de la cellule présentatrice. Le CD9 (exprimé sur les lymphocytes matures) pourrait favoriser 

l’induction d’apoptose plutôt que la production d’IL-2 (Tai 1997). Quand la cellule présentatrice est un 

lymphocyte B, la molécule CD23 lie le CD21. Le rôle de cette liaison n’est pas encore clairement 

élucidé.  

Chaque récepteur possède des constantes d’affinité différentes (table VII). 

Table VII  : Affinités comparatives de molécules impliquées dans la reconnaissance de l'antigène (p-

MHC) par le lymphocyte T (Krummel, 2000)   

Recepteur T PM Locus Ligand APC
Chromos
ome k on      k off 

Phosphoryla
tion

Transdu
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

CD3γγγγ 25 11q23 ITAM p56lyn
CD3δδδδ 20 11q23 ITAM p56lyn
CD3εεεε 20 11q23 ITAM p56lyn
CD3ζζζζ 16 1q22 ITAM x3 p56lyn

CD3 η η η η (souris) 22 ITAM x4 p56lyn
CD4 55 12p12 MHC II ββββ2 nd nd oui p56lck
CD8αααα 33 2p12 MHC I α3α3α3α3 1,2-100 0.05 - 18 oui p56lck
CD8ββββ 33 2p12 MHC I α3α3α3α3
CD28 40 x 2 2q33 CD80/CD86 60 3q21 660 1.6 oui
CD152 (CTLA 4) 33 2q34 CD80/CD87 940 0.43 oui
CD154 (40L) 33 x 3 Xq26,3 CD40 48 20q12 oui

CD2 (LFA-2) 50 1p13 CD58 (LFA-3) 400 4
CD11a-                 
CD18 (LFA-1)

180     
95

18p11     
21q22,3 Talin

ICAM-1
CD5 67 11q13 CD72 43-39 x2 9p
CD7 40 17q25
CD45 CD22 Photase

CD62 L 200 10

* Grakaoui ** x103 /MxSec nd : non disponible  

 

 

Molécules d’adhérence et synapse : La liaison p-MHC – TCR-CD4/CD8 reste malgré tout très 

brève (de 2 à 30 secondes –Davis M 1995-) et nécessite d’être prolongée plus longtemps (jusqu’à 15 à 

60 min en moyenne) pour permettre l’accumulation suffisante de signal cytoplasmique (Lezzi 1999, 

Lanzavecchia 1999). Des TCR doivent être stimulés en nombre minimum pour atteindre le seuil 



 
d’activation du lymphocyte (Labrecque 2001). Des molécules d’adhérence sont mises en oeuvre pour 

maintenir un contact proche entre le lymphocyte et la cellule présentant l'antigène sur une portion de 

leur surface (10 à 20% de la surface totale) : notamment les molécules d'adhérence CD2 qui se fixent 

sur leur ligand l'APC (LFA-3 ou CD58 ; CD48 ; CD59 -Green 2000, Sassada 2001, Yang 2001, 

Lanzavecchia 2001, van den Merwe 2002-); ICAM 1, 2 ou 3 qui se lient à LFA-1 (Dustin 2001). Cette 

zone de proche contact est nommée synapse par analogie à la structure neurologique (Grakoui 1999, 

Lee 2002, Dustin 2002, Wetzel 2002). La synapse se constitue en 3 à 5 minutes et peut durer 150 min 

(fig. 2.16 - Lanzavecchia 2001, Dustin 2001).  

Figure 2.16 : Construction de la synapse immunologique entre le lymphocyte T et la cellule 

présentatrice.  

 

 

 

 

 

La synapse crée un micro environnement propice à l'activation lymphocytaire par rapprochement des 

récepteurs entre les deux cellules (SMAC Supramolecular Activation marker –Davis DM 2004-). De 

plus, alors que les molécules d’adhérence s’organisent en périphérie de la synapse, les TCR, CD4/8 et 

molécules co-activatrices se rassemblent progressivement au centre de la synapse (Dustin 1999, QI 

2001, Brossard 2005). Les cytokines produites et éventuels facteurs cytotoxiques sont 

préférentiellement produit dans le volume restreint de la synapse (Davis SJ 2001). 

La formation synaptique permet donc de rapprocher des structures membranaires (lipid raft) et 

cytoplasmiques (séquences ITAM, tyrosines kinases) impliquées dans le mécanisme de transduction du 

signal (Lee 95, Hiltbold 2003, Lee 2002, Nel  2002 I et II, Krogsgaard 2003-). Le CD45 qui a une 

activité phosphatase régulatrice est repoussé vers la périphérie.  

La formation de la synapse est requise pour l’activation mais aussi l’engagement de lignée 

(Maldonado 2004) ou la cytotoxicité (Davis SJ 2001). 

Transmission du signal : La liaison du TCR au peptide pertinent entraîne l’activation du CD3 qui, 

par un mécanisme très complexe et redondant, va aboutir à l’activation de la cellule (Cantrell 1998, 

Germain 1999, Ehrlich 2002, Glimcher 2004) selon l’état fonctionnel de la cellule T (Gett 2003). 



 
Résumé brièvement (fig. 2.17), les kinases de tyrosine de la famille syk (Lck et Fyn) induisent la 

phosphorylation des  fragments cytoplasmiques ITAM du CD3. Chaque chaîne CD3 possède un motif 

ITAM sauf la chaîne � qui en exprime 3). La phosphorylation par les protéines Syk active alors la 

protéine Zap-70 (Lee 2002, Minami 1987). Les molécules CD4/CD8, qui possèdent aussi un motif 

ITAM cytoplasmique (Arcaro 2001), amplifient la phosphorylation du CD3 par l’intermédiaire de la 

tyrosine kinase p56lck qui interagit directement avec ZAP-70.  

Figure 2.17 : Transmission du signal induit par la liaison spécifique du TCR au ligand p-MHC 

pertinent. Induction de phosphorylation des  motifs ITAM des molécules CD3 jusqu’à l’activation des 

facteurs nucléaires qui déclenchent la lecture des gènes d’activation (CD69, IL-2, IL-2 récepteurs..). 
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 La phosphorylation des récepteurs membranaires entraîne l’attraction et l’activation de la molécule 

Zap-70 qui, à son tour, active des kinases de la famille Tec. Ces processus en chaîne ont un effet d’auto-

amplification et induisent l’activation des adaptateurs (LAT, SLP-76, vav, Rac, c-Cbl, p62dok..) et 

enzymes (Phospholipase C, Calcineurine A –cible de la cyclosporine et du FK506-..). L’activation se 

poursuit par les cascades de GTPases, mitogène activated protein kinases (MAPK), Phosphatidyl 

Inositol 3 kinases (PI-3k)...  La combinaison complexe de ces cascades concourt à l’activation de 

régions de régulation des gènes par les facteurs de transcription (c-fos, c-jun, NFAT, NF-κB, AP-1…) 

avec des effets variables (stimulation, apoptose…) selon le contexte. Le CD28 amplifie le signal et 

l’oriente vers l’activation (MEKK2 – JNK, p38 et NF-κB) plutôt que l’apoptose (c-myc). Les facteurs 

STAT4, JNK2, p38 favorisent l’activité de type Th1 alors que les STAT6, GATA-3, NFATc, cEBP, c-

MAF..) favorisent l’activité Th2 (Glimcher 1999). 

Interleukine 2 : La survie de la cellule et peut-être son entrée dans le cycle nécessitent la présence 

d'Interleukine-2 (Cantell, 1984 ; Perkins 1993, Chakrabarti 1999) ou de son homologue IL-15 (Li 

2001). Pendant l’activation, le lymphocyte exprime très rapidement de l’IL-2 et son récepteur (après 72 

à 96 heures). L’expression du récepteur la rend sensible à l’interleukine et est le facteur limitant de la 

réponse cellulaire T (Lezzi 1999). L’intensité d’expression du récepteur est proportionnelle à son degré 

d'activation. La capture et internalisation de l’IL-2 couplé à son récepteur sont nécessaires pour 

l’activation cellulaire (Duprez 1992). Il peut utiliser directement l’IL-2 qu’il sécrète (autocrine) mais 

une production externe survient par activation d’autres lymphocytes proches (Perkins, 1993).  

Cinétique p-MHC : L’antigène est rapidement capturé par les cellules macrophagiques. Ces cellules 

migrent vers le ganglion le plus proche et mûrissent en cellules présentatrices d’antigène. Les délais de 

présentation sont assez courts (environ 24 heures –Langenkamp 2000, Miller 2004). Probablement du 

fait de la compétition entre peptides de différentes natures, le nombre de molécules impliquées dans la 

présentation du peptide spécifique est environ 0.1% des molécules disponibles à la surface de la cellule 

(en moyenne 200 000 molécules par cellule Harding 1990) c'est-à-dire 1000 à 2000.  

Un lymphocyte T scanne les cellules dendritiques qu’il rencontre jusqu’à reconnaissance d’un 

peptide pertinent. La durée de scanning a été estimée à 5 min chez la souris et environ 4000 DC sont 

scannées (Miller 2004).   

La majorité des p-MHC est engagée dès les 5 premières minutes  de la rencontre avec le lymphocyte 

spécifique (Grakaoui 1999). La présentation des p-MHC reste stable pendant une durée moyenne 

d’activation. Cependant, les cellules présentatrices ont une courte durée de vie (environ 100 heures) et 

meurent dans les 48 heures après leur reconnaissance par le lymphocyte T (Lanzavecchia, 2000). 



 
L’apoptose des APC peut être induite par liaison du p-MHC avec le TCR (Drénou 1999, Vlad 2005). 

Ceci représente un mode de régulation de la réponse Immunitaire.  

Cinétique d’activation lymphocytaire : Le processus d'activation lymphocytaire joue un rôle 

fondamental dans les différentes étapes de production, sélection, et maturation du lymphocyte. Au cours 

de l'ontogenèse, la reconnaissance d'un ligand substitutif (peptide du soi) détermine la sélection d'allèles 

codant le TCR, et de survie / prolifération de la cellule.  La quantité théorique de peptides de 

substitution (self-peptides) a été estimée à 3 107 chez la souris (Muller 2003). En périphérie, la 

rencontre de l'antigène pertinent détermine la survie, l'expansion clonale (pour les clones les plus 

adaptés) et la persistance mnésique. 

Si le signal cytoplasmique induit par la reconnaissance du complexe p-MHC atteint un seuil suffisant 

pendant un temps limité, le lymphocyte entre en cycle de prolifération qui déclenchera des divisions 

(prolifération) et sa maturation. L’effet de la reconnaissance dépend donc directement de la cinétique de 

liaison, très variable selon le peptide présenté (Valitutti 1995 ; Souza 2000). L’affinité du TCR 

(Valitutti 1995, Salzman 1998 ; Rosette 2001, Kersh 2001, Wang 2002, Krummel 2002, Jäger 2002, 

Dutoit 2002) pour le complexe p-MHC est très faible (kon : 105/M/sec) et la constante de dissociation 

très rapide (0.02/sec Corr 1994). Ces variables cinétiques ont pu être déterminées pour quelques 

molécules par méthode de résonance de plasmon (ex Biacore®) et sont résumées dans la table VI. La 

liaison avec le complexe p-MHC est très brève : 1/2 vie d’environ 35 sec (Lord 1999).  

La nature des peptides a un rôle important pour la qualité de la réponse (rapidité, amplitude) 

immunitaire qu’ils induisent (Margulies 1997, Madrenas 1999, Manning 1999, Kumar 2001). En fait, 

l’avidité de reconnaissance semble au final plutôt influer sur la qualité de la réponse (ex choix de lignée 

T4/T8, orientation fonctionnelle Th1/Th2) tout en gardant un avantage de compétition (Kassiotis 2003). 

Des peptides peu différents (par substitution d’un seul acide aminé) peuvent modifier les constantes 

cinétiques de telle façon que le peptide peut ne plus être stimulant (antagoniste –Grakoui 1999-).  

Effets durée et doses de l’antigène : Le degré d’activation dépend de la concentration de l’antigène 

(Korb 1999, Savage 1999, Rosette 2001, DiPaolo 2002). Pour atteindre le seuil de signal suffisant pour 

déclencher la prolifération du lymphocyte (Langenkamp 2002), un nombre minimal de peptides (estimé 

à 100-1000 par cellule) doit être présent (Demotz 1989, Christinck 1991, Harding 1996, Valitutti 1996, 

Grakoui 1999,). De 10 à 50 peptides par synapse sont nécessaires pour activer un lymphocyte T CD8+  

et 50 à 100 pour le T CD4+ (Irvin 2002). Chaque peptide spécifique représente moins de 1% des divers 

peptides exprimés à la surface de l'APC. Un nombre de peptides trop petit ou des peptides à faible 

affinité (peptide antagoniste) peuvent avoir un effet inverse sur l’activation du lymphocyte T (anergie - 

Korb 1999, Grakoui 1999, Kersh 2001-).  La concentration des peptides module le niveau (nombre) 

d’activation des lymphocytes mais non pas le nombre de divisions (Lee 2002).  



 
L’activation doit durer au moins 20 heures pour être efficace sur les lymphocytes T naïfs alors 

qu’une heure est suffisante pour les lymphocytes mémoires (Lezzi 1998). La présence du peptide n’est 

nécessaire que dans les premières étapes d’activation des lymphocytes T effecteurs et mémoires (Lee 

2002). La persistance du peptide est requise pour une expansion clonale (Lefrançois 2003). Ceci 

explique la plus forte réponse aux vaccins vivants inactivés comparés aux vaccins tués ou antigènes 

purifiés.  

L’implication d’une molécule de co-activation (CD28) permet de réduire considérablement 

concentration minimale de peptides (1/5 à 1/8) ou la durée nécessaire pour la stimulation (Lezzi 1998). 

Mais, la plupart de ces études cinétiques de cellules spécifiques in vivo ont été pratiquées dans des 

conditions très artificielles, chez la souris, en utilisant des lymphocytes transgéniques pour le TCR.  

Disponibilité des TCR membranaires : Le TCR est exprimé en densité très stable à la surface du 

lymphocyte au repos (25-35 000 TCR par cellule). Il semble en fait que les TCR suivent un cycle 

permanent à la surface de la cellule avec des internalisations et réexpressions. Le total des TCR est 

recyclé en environ 1 heure (Liu 2000, Favier 2001). Une petite fraction est éliminée mais remplacée par 

une production constante (1.4 à 2.3%, Liu 2000). 

En cas de liaison à un ligand pertinent, les TCR (et CD3 qui lui sont associés) qui ont été utilisés sont 

éliminés du cycle de renouvellement (Ginaldi 1996, Dietrich 2002), conduisant à une décroissance de la 

densité membranaire du complexe TCR-CD3 (Valitutti 1997, Lee KH 2003). La décroissance a une 

demi-vie de 15 à 30 secondes et atteint un plateau dans les 3 heures (Valitutti 1995). Elle persiste 5 à 8 

jours (Viola 1996). Ce phénomène à été utilisé pour mesurer la cinétique d'activation du lymphocyte 

(Valitutti, 1995 ; Viola, 1997 ; Jäger, 2002). La décroissance est spécifique de l’engagement sur le p-

MHC. Par exemple, en cas de double TCR, seul le TCR impliqué est éliminé (Padovan 1995). Elle est 

corrélée à l’affinité du TCR pour le complexe p-MHC (Kim 1996). La cinétique de renouvellement ne 

semble pas modifiée par l’activation mais le taux de renouvellement (synthèse) du TCR peut être triplée 

(Von Essen, 2004). Par contre, des TCR sont recrutés de toute la surface du lymphocyte (Edinger 2003, 

Dustin 2004). Le mode de reconnaissance sont très variés (Friedl 2002).  

Les autres molécules CD4 et CD8 sont étroitement liés à l’expression du TCR au cours des 

mouvements de membrane (« co-capping » -Biselli 1992, Carruso 1997-). Elles sont également 

consommées au cours du processus de reconnaissance suivant la cinétique du TCR-CD3 (Viola 1997, 

Cawthon 2002). 

De nombreux TCR sont engagés simultanément. Les TCR consommés peuvent être remplacés par 

recrutement de TCR hors synapses (Shaw 1997, Geisler 2004). La disponibilité de complexe p-MHC 

peut être limitante. Le nombre de peptides pertinents peut être augmenté par recrutement au sein de la 



 
synapse (Hiltbold 2003). De plus, plusieurs (de 10 - 200) TCR peuvent lier le même complexe p-MHC 

successivement (« serial engagement »  - Valitutti 1995, Davis M 1995 ; Hudrisier 1998, Itoh 1999, 

Borovski 2002-) bénéficiant de la synapse.  

Un nombre suffisant de TCR doit être activé (Tanchot 2001, Bitmansour 2002). Un minimum de 

8 000 TCR membranaires (1000 avec engagement du CD28) est requis (Viola 1996 ;  Lanzavecchia 

1999). Si le nombre initial de TCR engagés est insuffisant, le processus d’activation peut échouer avant 

d’atteindre le point de non retour vers l’entrée dans le cycle. La consommation (inefficace) de TCR peut 

le mettre dans un état réfractaire en attendant la reconstitution du nombre nécessaire. L’anergie peut 

persister 7 à 21 jours (Foulds 2002).  

Phénotypes d’activation lymphocytaire : Au cours de l'activation, les lymphocytes acquièrent des 

molécules de surface le CD69 (Mardiney, 1993 ; Rosette 2001, Wallace 2004) et le  CD25 (chaîne alpha 

du récepteur d'Il2 (Smith 1989), HLA-DR et CD 38 notamment (Biselli 1992, Carruso 1997). Les CD69  

(Marzio, 1999, D’Ambrozio, 1993) et CD25 jouent un rôle d’amplification dans le processus 

d'activation et sont nécessaires à la survie et éventuellement à l'entrée dans le cycle du lymphocyte. Le 

CD69 est une lectine calcium-dépendante fixant des ligands carbohydrates ubiquitaires (Bezouska 

1995). Il apparaît dès 16-18H d'activation et persiste 1 à 2 jours. L’IL-2 est produite dans les 24-48 

heures (Burke 1997). Des données récentes suggèrent que la production individuelle in vivo soit encore 

plus précoce (6-8 heures Sojka 2004). Le CD25 apparaît après 72 à 96 heures d'activation et persiste 2 à 

3 jours (Nakamura 1989). Le HLA DR et le CD38 apparaissent plus tard et persistent plus longtemps 

(Liu 2001). Le rôle du CD38 dans l’activation n’est pas élucidé. 

Dynamique de la population lymphocytaire  

La population lymphocytaire T αβ est estimée à 1010 à 1012 dans un organisme de 70kg (Pakker 

1998, Sprent 1994). Environ 0.01 à 1.4% des lymphocytes sont renouvelés chaque jour ce qui 

correspond à une production journalière de 108 à 109  (109 dans la reconstitution de lymphopénie induite 

par VIH –Wei 1995, Ho 1995-).  La population T garde une très grande diversité, estimée a 109 - 1010 

spécificités différentes par personne (Davis M 1995).  

La représentation de chaque individualité au sein de la population lymphocytaire dépend donc de la 

diversité initiale, fortement sélectionnée mais varie constamment dans le temps en fonction des 

sollicitations extérieures. Du fait des sollicitations permanentes de l'organisme, par le milieu extérieur 

ou saprophyte, de nombreuses spécificités sont sollicitées successivement. En l’absence de régulation 

drastique, ces expansions cumulées pourraient conduire à une importante inflation de la population 

globale ou de certains de ces clones.  



 
Dynamique d’un clone stimulé par un antigène : La reconnaissance efficace d’un antigène conduit 

les lymphocytes T concernés à une entrée en cycle et à une prolifération importante (Callan 1996). Si le 

signal est suffisant, les lymphocytes T CD8+ entrent en cycle de division après environ 36-60H  avec un 

maximum au 3-4ème jour (Hasbold 1999, Gett 2000, Foulds 2002, Lee 2002). Il s'ensuit 6 à 8 divisions 

(nombre x64 à x256) pour les T CD8+ ; pouvant atteindre éventuellement 15 divisions (104 cellules en 

7-8 jours (Hasbold 1999, Bevan 2004). Le nombre de divisions reste relativement 

constant (Lanzavecchia 2000). Pour des raisons inconnues les lymphocytes T CD4+ ont une cinétique 

de prolifération plus faible : 3 à 5  divisions pour les T CD4+ (nombre x 8 à x 32), délai de première 

division supérieur (48-72 h), prolifération maximale à 8 jours (Foulds 2002) et sont moins résistants. 

Inversement, les T CD4+ sont moins sensibles à l’apoptose induite par l’activation (Maini 1998). 

Chaque nouvelle division dure environ 8 à 10 heures (Lanzavecchia, 2000, Schrum ; Gett 2000). La 

présence du peptide n’est pas requise après l’induction initiale (1-2 heures pour les lymphocytes 

mémoire (Lee SJ 2002). La population concernée croît pendant 7 à 10 jours et commence à décroître 

("contraction") après 11 jours. L’activation étant généralement suivi de la mort cellulaire (« activation 

induced cell death » Callan 2000). La fréquence des lymphocytes T spécifiques ne dépasse 

généralement pas 1-2% des lymphocytes circulants (Di Paoli 1993, Mollet 2000, Belz 2001, Davenport-

Calina 2002, Appay 2002). En cas de nouvelle sollicitation, la croissance est plus précoce (pic à 5-7 

jours) et plus intense (Ahmed 1996, Zimmerman 1999, Badovinac 2000, Roger 2000). La cinétique 

mais aussi la qualité de réponse dépendent de la durée d’exposition à l’antigène (Roger 1999). Des 

expqnsion oligoclonqles sont possibles (Maini 1999) Ainsi, des vaccinations à germes vivant atténués 

induisent une plus grande réponse qu’avec des germes inactivés (Lefrançois, 2003).  

La fraction de cellules spécifiques représente alors moins de 1% de la totalité des lymphocytes T 

circulants (Lefrançois, 2003). La stimulation expérimentale de lymphocytes par infection à un virus de 

la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) entraîne une très forte expansion (d’une centaine de cellules 

initiales à 107 après 1 semaine et 14 divisions successives). Le pool mémoire résiduel est réduit à 105 

cellules (Blattman 2002).  La présence de lymphocytes T Spécifiques d’un antigène tumoral (MART-1 

de mélanome) a été trouvée à 0.7 + 0.6 pour 1000 lymphocytes alors que la fréquence des lymphocytes 

spécifiques de la grippe (Influenza matrix) était de 3+5 pour mille (Pittet 1999). Des valeurs équivalentes 

on été retrouvées pour le virus CMV (Bitmansour 2001) et étaient un peu plus élevées pour le virus 

EBV (1 à 4% -Hislop 2001) 

Une très faible fraction de la population stimulée peut persister des décennies formant la mémoire 

immunitaire (Maini  1999). Ce phénomène est encore mal expliqué. La durée de vie d’une cellule 

immunitaire habituellement  très courte (quelques semaines) peut être prolongée pour les cellules 

mémoires centrales dans un contexte environnemental particulier. La persistance de peptides d’intérêt a 

également été évoquée bien que le mécanisme n’en soit pas connu. Les peptides du soi pourraient 



 
participer à cette mémoire antigénique. Quoiqu’il en soit, cette mémoire lymphocytaire est très 

minoritaire et difficile à évaluer par les moyens technologiques actuels.  

Modifications qualitatives : Les propriétés de liaisons du TCR sont définitives contrairement aux 

immunoglobulines, la structure du TCR n’est pas influencée par l’environnement (Blish 1999). Par 

contre, les expositions aux antigènes influent directement sur la dynamique de population, favorisant les 

spécificités les plus concernées aux dépens des autres (expansion sélective, -Busch 1999-). Les 

lymphocytes T CD8+ sont en compétition pour entrer en contact avec le p-MHC et les spécificités qui 

ont la meilleure affinité seront stimulées en priorité, favorisant certains épitopes (dominance d’épitope) 

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

En absence de stimulation antigénique (expérimentale, chez la souris), le renouvellement 

homéostatique des lymphocytes est plus lent et moins intense : T CD4+ 1 seule division, T CD8+ 3-4 

divisions (Feirrera 2000).   

Homéostasie lymphocytaire : L’espace disponible pour les lymphocytes étant constant au cours de la 

vie, des mécanismes sont en place pour réguler leur production et prolifération en fonction de 

l’encombrement spatial (« space sensing »  Jameson 2002, Freitas 1999).  

Homéostasie régulatrice : La très forte prolifération des lymphocytes sollicités crée un déséquilibre 

de l’homéostasie lymphocytaire. Des mécanismes de maintien du volume total (homéostasie) entraînent 

une décroissance compensatrice de certaines spécificités moins sollicitées.  Après la résolution de la 

cause de cette extension (ex : infection..), la prolifération est rapidement réversible (Tanchot 1997). Les 

clones impliqués subissent une "contraction" naturelle pour revenir à une représentation faible bien que 

légèrement supérieure au niveau initial. En absence de nouvelle sollicitation (rappel), le clone continue 

à décroître doucement avec le temps (Badovinac 2002).  

Les mécanismes ne sont pas encore clairement élucidés. Les mécanismes d’activation pourraient être 

auto-limitants du fait de la courte disponibilité du peptide pertinent, la saturation de récepteurs, la 

compétition entre les ligands pour des récepteurs communs, la production de récepteurs solubles...  Les 

lymphocytes T régulateurs pourraient jouer un rôle important (Almeida 2005). La décroissance rapide 

doit alors être compensée par un comblement par les autres clones à moins qu’une autre stimulation 

apparaisse. 

Un clone ne peut pas persister à taux élevé, pendant une grande période de temps si la sollicitation 

antigénique a disparue en dehors de prolifération autonomisée (syndrome lympho-prolifératif). La 

survie totale d’un lymphocyte T naïf CD4+  a été estimée à 78 jours et 162 pour les T CD8+ (Polic 

2001). La survie est réduite à 48 et 16 jours respectivement si le TCR n’est pas exprimé 

expérimentalement (mimant l’absence de stimulation). La sénescence lymphocytaire semblant 



 
inéluctable après 35 cycles de division (Davenport-Callan 2002). La fréquence de lymphocytes 

spécifiques naïfs a été estimée à 10-6 alors que les cellules spécifiques mémoires, résiduelles après 

expansion et contraction peuvent atteindre 10-4 à 10-3 (Dunbar 2000, McMichael 2001, Pittet 2002) ce 

qui correspond à environ 107 ou 108 cellules dans l’organisme (Dunbar 2000).  

Homéostasie compensatrice : Inversement, en cas de lymphopénie ou d’absence de stimulus, une 

expansion spontanée se produit pour maintenir un taux de « remplissage » optimum. Nous avons déjà 

mentionné que la production thymique peut être augmentée mais il semblerait que la majeure 

compensation se produise au niveau des tissus lymphoïdes secondaires (Dummez 2001), notamment de 

« niches » où l’environnement est particulièrement favorable (Khaled 2002 ). Les mécanismes ne sont 

pas clairement compris. La survie des lymphocytes est fortement compromise en absence d’antigène, 

particulièrement les T CD5+ (Ferreira 2000).  Le TCR peut être impliqué mais les molécules co-

activatrices ne sont pas requises (CD28, CD40… -Prlic 2001-). Les lymphocytes pourraient acquérir 

une plus grande sensibilité aux peptides du soi et aux antigènes périphériques (Fry 2001, Plas 2002, 

Kieper 2004, Almeida 2005) par baisse de leur seuil d’activation (Marleau 2005)  maintenant la 

prolifération de certains clones, même au stade de mémoire (Schuler, 2004). La production de facteurs 

de croissance semble importante, notamment d’Il-7 pour les lymphocytes naïfs et T CD4+ alors que l’Il-

15 serait plus active sur les lymphocytes cytotoxiques (T CD8+, NK et  Tγδ -Marrack ; Prlic 2002-). En 

cas de lymphopénie aiguë importante, une prolifération active rapide, indépendante d’IL-7 est observée 

(Min 2005).  

Au cours de la croissance, la production thymique est importante pour adapter le nombre de 

lyumphocyte nécessaire (Tanchot 1997). La compensation peut également être observé dans les 

reconstitutions immunies par exemple au cours du traitement du SIDA (Appay 2002, Hatzakis 2000). 

Inversement, les mécanuismes d’homéostasie peuvent être utilisés pour augmenter le réponse dans les 

traitements par transfert cellulaire, en favorisant la multiplication des cellules transplantées (Baccala 

2005) 

Une production homéostatique, non déterministe, pourrait être à l’origine de trouble dysimmunitaire 

en permettant à certains clones indésirables de proliférer - notamment un déséquilibre entre les stades de 

maturité. Ce mécanisme pourrait expliquer l’immuno-sénescence (restriction de diversité croissante 

avec l’âge, augmentation de dysimmunité -Le Maoult - ) et l’augmentation du risque des désordres 

auto-immuns chez les immunodéprimés (King 2004 ; Morell). Il a été démontré que seule une partie 

(30%) des lymphocytes était sensible à la prolifération homéostatique (Suh). L’abaissement du seuil 

d’activation pourrait être un mécanisme de prévention de la prédominance d’un petit nombre de clones 

(oligoclonal) en élargissant le nombre de spécificités stimulées (Marleau 2005) et la compétition clonale 

(Troy 2003). De plus, il semblerait que la régulation soit restreinte à chaque compartiment T naïfs, T 



 
matures, B et Tγδ permettant de maintenir un équilibre (Freitas 1999, Tanchot 1997). Par exemple ; la 

prolifération homéostatique ne permet pas la maturation de cellules naïves en cellules mémoires 

(Tanchot 1997). Par contre, ces mécanismes peuvent dépasser le clivage T CD4/ T CD8 permettant une 

lymphocytose T CD8 compensatoire dans la lymphopénie T CD4 induite par VIH. 

Sociologie lymphocytaire : L’analyse quantitative globale de la population lymphocytaire n’a donc 

pas grande signification. Les variations quantitatives significatives n’apparaissant qu’à des stades tardifs 

quand les mécanismes de compensations sont dépassés. L’analyse de la population dans son ensemble 

ne peut pas refléter une désordre dont seul un petit groupe lymphocytaire minoritaire (oligoclonal ou 

monoclonal) peut être responsable.   

La stimulation antigénique ne modifie pas la structure hypervariable des TCR mais les compétitions 

favorisent progressivement l’expansion des clones les plus performants et/ou utiles, surtout au cours des 

rappels, réduisant l’aspect la diversité de façon déterministe (Bousso 2000).   

Compte tenu de son étendue, il est difficile d'analyser la diversité des TCR αβ. Deux moyens sont 

disponibles : une série d'anticorps solubles, spécifiques de la partie V de la chaîne β du TCR (24 

anticorps disponibles) permet d'approcher leur distribution par cytomètrie en flux (fig. 2.13). 

Pratiquement tous les isotypes peuvent être représentés sur les Lymphocytes T CD4+ (de 0.2 à 5% de 

lymphocytes T CD4+ en général). La distribution est plus restreinte pour les lymphocytes T CD8+ mais 

aucun pic n’est exprimé par plus de 10% des lymphocytes. La longueur de la séquence de la partie 

variable peut également être analysée par électrophorèse capillaire sur séquenceur après RT-PCR pour 

chaque chaîne Vβ (Cabaniols, 2001, Arstila, 1999). Elle est habituellement répartie en 6 à 9 pics, 

répartis de façon gaussienne représentant les différents nombres de nucléotides jonctionnels ajoutés 

(fig.2.12).  Une restriction de diversité peut être observée sur des sites inflammatoires (Polymyosite -

Nishio 2001). 

La détection de clones spécifiques est maintenant possible avec les techniques de polymères de 

molécules MHC (Pittet 1999, Dunbar 1998). 

Inversement, la détection d’un groupe lymphocytaire très homogène (possiblement monoclonal) 

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

Conclusion : Les lymphocytes ont des caractères phénotypiques très stables, en qualité et en densité, 

en dehors de sollicitation physiologiques. Seuls les récepteurs « utiles » sont exprimés et chaque 

marqueur de surface a une signification physiologique. La modification de densité ou une expression 

ectopique d’un marqueur doivent donc avoir une signification sur une sollicitation en cours ou récente 

et sur un risque de dysfonctionnement. Inversement, il est possible que des sous-types fonctionnels 

particuliers restent à identifier.   



 
 La population lymphocytaire est hautement diverse, adaptative, en perpétuel remaniement 

(plasticité) selon ses sollicitations. L’étendue de la diversité reflète l’étendue du spectre antigénique 

auquel le système peut réagir. Une réduction de diversité peut être due à un trouble immunitaire actuel 

ou passé et peut signifier une fragilité face à un environnement agressif. La détection d’un clone 

prédominant à plus de 1% de la population étudiée, pendant une durée de quelques mois  pourrait 

signifier la persistance du  phénomène causal (infectieux) dans des conditions physiologiques ou 

l’autonomisation du clone avec des risques lymphoprolifératifs qui restent à évaluer. 

Ces propriétés de reconnaissance, adaptation (plasticité), réaction appropriée et mémoire confèrent 

au système immunitaire spécifique les caractéristiques d’ "intelligence"  ou cognitif (Cohen ).  



 

Caractéristiques des lymphocytes T Non Conventionnels 

 

Lymphocytes intra-épithéliaux : 

Les lymphocytes T appartiennent à deux compartiments, différant par leur ontogénèse et leur 

distribution tissulaire. Les lymphocytes conventionnels, systémiques, naviguent entre les territoires 

immunitaires  secondaires (rate et ganglions) et constituent la majorité des lymphocytes périphériques. 

Les lymphocytes intra-épithéliaux sont dédiés aux muqueuses. Ils sont minoritaires dans le sang 

périphérique mais sont responsables de la protection de toute l’interface entre l’organisme et l’extérieur, 

qui comporte de très grandes surfaces. Ils ont une origine thymique très brève et complètent leur 

ontogénèse et sélection dans les territoires immunitaires associés aux muqueuses (MALST) surtout 

intestinaux (GALT) dans les plaques de Peyer (Guy-Grand 1991, Cruz 1998, Helgeland 1999, 

Lefrançois 1995, Marquez 2000).  

 

 

Lymphocytes T �� : 

Si les lymphocytes T αβ, conventionnels, dichotomisés dans les deux sous-groupes CD4 et CD8, 

forment la grande majorité des lymphocytes T circulants, ils ne sont pas exclusifs. Il existe, en effet 

d'autres populations qui sont moins nombreuses et moins connues.  

Les lymphocytes T gamma, delta (T��) sont d'authentiques lymphocytes T qui expriment le CD2 et 

le CD3 mais leur récepteur spécifique d'antigène est constitué d'une chaîne gamma et d'une chaîne delta 

(TCRγδ). Le récepteur T comprend une partie hyper variable composée de deux éléments VD (chaîne γ) 

ou trois éléments VDJ (chaîne δ) (Table IV) dont les combinaisons permettent de constituer une 

diversité encore plus étendue que pour les T��  (M Davis 1988). 

Les lymphocytes Tγδ se distinguent des Tαβ par de nombreux aspects (Bluestone 1995). Les 

lymphocytes Tγδ ont un parcours ontogénique particulier. En effet, s’ils ont un passage obligatoire par 

le thymus dans les phases très précoces (Helgeland 1997, McVay 1998) avec constitution de la diversité 

(Galagher 2001) et sélection négative (Dent 1990), ils quittent très rapidement le thymus pour aller 

continuer leur maturation dans les sites lymphoïdes associées aux muqueuses (MALT). Les 

lymphocytes Tγδ semblent particulièrement dédiés à l'immunité de la peau et des muqueuses 



 
notamment intestinales et broncho-pulmonaires (Ferrick 2000, Beagley 1998, Bagriacik 2000). Ils ne 

représentent qu’une petite fraction (<5 %) des T périphériques mais, du fait de leurs tropismes 

tissulaires (Di Liberto 2000), leur nombre total dans l’organisme pourrait être aussi important que celui 

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

Si leur diversité est potentiellement très grande, ils semblent avoir des fonctions et des distributions 

dans l’organismes très restreintes selon leurs isotypes. En effet, plusieurs études chez l’adulte ont 

montré que la répartition des isoformes Tγδ était restreinte selon les compartiments bien que quelques 

ambiguïtés persistent dans la littérature, dues à un problème de nomenclature (Lefranc 1999).  Les 

isotypes Tγ2δ2 (Chen 2003) ou Tγ9δ2 (Parker 1990, Di Libero 1997, Dechanet 1999, De rosa 2001) ou 

encore γ1 (Hviid 2000) par exemple, sont très nettement majoritaires dans le sang périphérique alors 

que les T�5�1prédominent dans la peau et les T�6�1 au niveau des muqueuses intestinales ou utérines et 

les Tγ4δ1 dans les tissus lymphoïdes secondaires (ganglions, rate -Carding, 2002-). L’intestin pourrait 

constituer leur sanctuaire (Lin 1999). Les Tγ9�2 peuvent être l’objet de lymphome nasal (Oyoshi, 

2003). 

Les lymphocytes Tγδ reconnaissent des déterminants antigéniques présentés par des molécules du 

MHC mais seulement les groupes "non classiques", ubiquitaires comme le CD1, le MIC-a, le MIC-b…-

Chien 2000, Morita 2003-). Ces molécules MHC "non classiques" présentent des antigènes non 

peptidiques, mais des particules antigéniques de type phospholipidique ou glycolipidique (Julien 1997, 

Kato 2001). Ces groupes ne sont pas polymorphiques et les lymphocytes Tγδ n’ont qu’une très faible 

restriction du groupe MHC (Carding 2002,  Chen 2003, Hviid 2000) ce qui les place à la frontière entre 

l'immunité spécifique (cognitive) et l'immunité non-spécifique (innée).  

Les Tγδ1 reconnaissent plus volontiers les molécules MHC de type MICA ou MICB, ainsi que les 

molécules HLA A2 et A24 et CD1c. Les T�-�2 reconnaissent des antigènes de stress présentés par les 

molécules de type HLA DRW53 comme l'Heat Shock Protein (HSP) 65 des mycobactéries (Mak 1998) 

ou encore des toxines (toxine tétanique, ou toxine du staphylocoque –SEA-) et le palmidronate (Carding 

2002).  

Classiquement, la plupart des lymphocytes γδ n'expriment ni CD4 ni CD8 et ils constituent la 

majorité des lymphocytes T circulants double négatifs (DN). Une petite fraction des lymphocytes T γδ 

peut cependant exprimer le CD8 (Straube. 2000 ; De Paoli 1991). Ces derniers pourraient avoir un 

développement ontogénique particulier avec une persistance plus longue dans le thymus (Bagriacik 

2000). Le CD8 serait alors impliqué dans l’interaction avec la molécule de MHC non classique 

(Carding 2002, Hiviid 2000, Kawahshima 2003, Gao 2000). 



 
Les lymphocytes T γδ semblent jouer un rôle essentiel dans l'immunité (Ziegler 2004) notamment  

contre des micro-organismes à croissance intra-cellulaire tels que les mycobactéries, les borrellia, 

Francisella Tularensis ou encore les salmonella (Pellegrin 1999, Moore 2000, Jason 2000, Mogues 

2001, Kawashima 2003, Chen 2003, Szereday 2003). Par exemple, les antigènes du BCG peuvent 

induire une forte prolifération des lymphocytes T�2 �2, très rapidement (Dieli 2003).  

Les lymphocytes T γδ ont une importante capacité d'activité cytotoxique (Dieli 2001). Ils pourraient 

jouer un rôle dans l’immunité anti-virale (Lehner 2000, Gougeon 2000, Lafarge 2001, Celine 2001, 

Mathiot 2001, Martini 2002, Poccia 2002) et notamment contre le virus du SIDA (Kabelitz 2001, 

Pellegrin 1999, Sindhu 2003) et anti-parasitaire (De paoli 1992, Troye-Blomberg 1999). Il a également 

été démontré qu'ils avaient une activité anti-tumorale (Girardi 2001, Kato 2001, Chen 2001, Kobayashi 

2001, Ferrarini 2002, Lopez 2002), augmentée par l’action de Tumor Necrosis Factor alpha (TNFα -

Suzuki 1999-). D'ailleurs, une augmentation des lymphocytes T γδ dans le sang périphérique a été 

montrée chez des patients qui étaient porteurs d'un lymphome (Mc Clanahan 1999). Ils peuvent avoir 

une réactivité auto-immune contre  la molécule de stress  T70 (HSP70). 

Les lymphocytes T�� possèdent également une activité immuno-régulatrice (Egan 2000, O’Brien 

2000), essentiellement en faveur de la cytotoxicité (proche de l'activité Th1 -Kabelitz 2001, Agrata 

2001-). Ils ont une grosse capacité de production de l'Interféron gamma (IFN�), du TNF� et de 

chimiokines (Chen 2003). Ils sont également sensibles aux chimiokines, exprimant des récepteurs tels 

que CXCR3 ; CXCR4 et CCR5 (Glatzel 2002, Meisner).  

Ils semblent particulièrement impliqués dans la réponse immune des muqueuses (Dieli 1997, Davies 

2004) et notamment des bronches (Salerno 1998, Lahn 1999). Les Tγδ pourraient participer à la 

protection de la peau contre les staphylocoques (Holne 2003) et prévenir l’inflammation cutanéo-

muqueuse sous l’action de produits bactériens de la flore intestinale (Falk 1993, Mac Donald 2001) et 

les réactions allergiques (Schramm 2000). Inversement, dans certaines circonstances, ils peuvent avoir 

une activité de type Th2. Au cours de l’infection à mycobactéries tuberculosis, ils peuvent produire de 

l’IL-10 (Rojas 1999). Ils pourraient aussi jouer un rôle dans des syndromes inflammatoires comme 

l’asthme (Mak 1998, Schramm 2000). Des souris déplétées es en Tγδ produisent moins de médiateurs 

de l’allergie immédiate (IgE, IL-5 – Mak 1998 -). Les Tγδ intra-hépatiques seraient de gros producteurs 

d’IL-4 (Gerber 1999).  

La quantité de lymphocytes T�� dans le sang périphérique est très variable chez les patients (Chen 

2003) sans que leur signification séméiologique ne soit éclaircie. Cependant, il est maintenant bien 

démontré qu’ils ont un rôle immuno-pathologique dans certaines maladies notamment  auto-immunes 

(Ichikawa 1991, Olive 1994, Robak 1999, Yin 2000) et particulièrement le diabète (Kretowski 1999,  



 
Steele 2000) ou dans des maladies liées aux bronches notamment l'asthme (Zuany-Amorim  1998, Mc 

Clanahan, 1999, Schramm 2000). 

L’activation des lymphocytes Tγδ peut être observée en absence d’antigène (Fahrer 2000, Meisner ) 

et induite  par des substances moléculaires associées aux pathogènes (PAMS) par l’intermédiaire des 

toll like recepteurs (TLR) de groupe 3 ou 9 ou encore du CD36 (Hegdes 2005). L’activation par un 

antigène est très rapide (débutant dés 4 à 6 jours et induit une expansion clonale très forte (plus de 200 

fois) et très prolongée (pouvant persister plus de 7 mois) (Chen 2003). Ainsi, en période d'activation, le 

lymphocyte Tγδ spécifique d'un antigène peut représenter plus de la moitié (de 48 à 90%) des 

lymphocytes Tγδ circulants (Chen 2003). 

Les Tγδ ont, semble t-il, le même développement phénotypique que les Tαβ avec des états naïfs 

(CD45 RA+, CD62L+ CD7+, CD27+ -Dieli 2003-). Après rencontre de l’antigène, ils peuvent acquérir 

un phénotype  mémoire, soit effecteur (CD45RA-, CD27-, CD62L- ; CCR7-) avec faible capacité de 

prolifération et mémoire central (CD103+, CD45 RA+ et CD7+ à forte capacité de prolifération (Chen 

2003, De Rosa 2004).  

Les T γδ ont également des rôles importants dans des fonctions non immunologiques comme 

l’embryogenèse et l’homéostasie tissulaire. En fait, il semble que les Tγδ soient produits par vagues au 

moment de l'embryogenèse avec une première production des T�5 à la 14e semaine chez la souris qui 

migrent dans la peau, suivis des T�6 dont le maximum est à la 16e semaine et qui migrent vers le 

poumon, les voies aériennes et le thymus. Plus tard, vers la 19e semaine, les T�4 apparaissent et migrent 

vers le poumon, les ganglions et le sang périphérique. Enfin, sont produits des T�1 dont la production 

maximale se trouve au moment de la naissance. Plus récemment, les lymphocytes T γδ ont également 

été impliqués dans la régulation des mécanismes de cicatrisation épithéliale (Jameson 2002) et dans 

l'homéostasie de la peau (Jahn 1999, Born 2002, Komano 1995). 



 

Lymphocytes T CD8�� : 

Si la plupart des lymphocytes T conventionnels TCRαβ CD8+ expriment l’isoforme hétérodimérique 

(αβ) du  CD8,  une petite fraction de la population exprime une forme homodimèrique comprenant deux 

chaînes CD8α. Ces lymphocytes sont subséquemment nommés T CD8��. Le CD8αα  peut, comme le 

CD8�� se lier à la molécule MHC classe 1 (Garcia 1996, Renard 1996, Cho 2001) mais avec une 

affinité différent. Mais leurs ligands préférentiels semblent être des molécules du complexe MHC non 

classique (ex Qa2 chez la souris), pour lesquels la chaîne CD8� ne semble pas requise (Janeway 1994, 

Renard 1996, Das 2000). En effet, les lymphocytes T CD8�� gardent la capacité de se développer chez 

les souris qui n'ont pas de complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 (MHC classe 1) comme par 

exemple, les souris déficitaires en �2 microglobuline (Cheroutre 1995, Gapin 1999, Das 1999, 

Kronenberg 2005). 

Les lymphocytes T CD8�� partagent de nombreuses propriétés fonctionnelles avec les lymphocytes 

Tγδ. Ils complètent leur maturation dans le MALT (Sun 1997) après un court passage dans le thymus 

(Dunon 1999, Bagriacik 2000) où ils subissent une sélection (Leishman 2002). Une origine est aussi 

possible par conversion de T CD8αβ conventionnels (Konno 2002). Ce phénomène est contradictoire 

avec la possiblité de filiation de CD8αα  vers CD8αβ au cours de la thymopoiese (Carrasco 1999). Ils 

ont un fort tropisme muqueux et sont considérés comme faisant partie des lymphocytes intra-épithéliaux 

(IEL - Luhtala 1997, Dunon 1999, Imhof 2000-). Ils auraient une diversité très restreinte au sein de 

l’épithélium intestinal (Helgeleand 1999 chez le rat). Ils sont également richement représentés dans 

l’épithélium cutané (Spetz 1996). 

Les lymphocytes T CD8αα  auraient plutôt une activité immuno-régulatrice de type Th1 (Yoshukai 

1999). Ils ont été impliqués dans la pathogénie des colites inflammatoires (modèle porcin ; Waters 

2001). Mais ils peuvent également exprimer des signes de cytotoxicité (CD56+ : Arcaro 2001, Kern 

1999) 

Le CD8�� peut également être exprimé à la surface des Tγδ et également des lymphocytes NK. La 

signification physiologique de ces isotypes n'est pas clairement établie (Straub 2001).  

 



 

Lymphocytes T CD56+ : 

Certains lymphocytes peuvent exprimer le CD56, une molécule d'adhérence (NCAM) qui est 

caractéristique des lymphocytes NK (CD3-).  

Le CD 56 peut être exprimé par d’authentiques T conventionnels (CD3+, TCR αβ) qui sont toujours 

CD8+ mais également par les lymphocytes T γδ (Arcaro 2001, Kern 1999). Son expression pourrait 

refléter une activité cytotoxique (Pittet, 2000). 

La fraction de lymphocytes T exprimant le CD56 est très variable entre patients et sa signification 

séméiologique n’est pas connue. 

 

Lymphocytes TNK : 

Récemment, il a été montré qu’une catégorie très particulière d’authentiques lymphocytes T (CD2+ ; 

CD3+) exprimant le récepteur TCR αβ avait un phénotype (CD56+) et une activité cytotoxique proche 

des cellules NK (CD3-CD16+CD56+). Ils peuvent exprimer le CD4 mais généralement expriment le 

CD8 (isoforme CD8αα) ou aucun des deux (DN) (Apostolou 2001). Ils ont un phénotype mature 

(CD45RO). Il peut également exister des TNK de type Tγδ. Chez la souris, ils expriment un marqueur 

de NK spécifique : NK1.1 dont l’expression peut être acquise sous activation (Eberl 2000, Assarsson 

2000, Skold 2000). Les lymphocytes T NK (Jim 1998 ; Morrisson 1999) expriment généralement une 

seule isoforme de chaîne (invariante) du TCR V�24- JaQ chez l’homme ; V�14Jα281  chez la souris 

(Exley 1997 ; Lee 2002). Au même titre que chaque isoforme TCR, les TNK représentent une très faible 

proportion de Tαβ circulants (moins de 3%).  

Les lymphocytes TNK ne reconnaissent qu’une catégorie d'antigène glycolipidique αGalactosyl-

Céramide (αGal-Cer -Crowe 2003, Yang 2003) présenté par des molécules MHC non classiques CD1d 

(Exley 1997, Lee 2002, Gapin 2001). Ils ont une très forte activité cytotoxique et expriment des 

récepteurs membranaires caractéristiques des lymphocytes NKR impliqués dans la cytotoxicité anti-

tumorale (Cui 1997, Godfrey 2000). Ils sont particulièrement nombreux dans le foie (Eberl, Assarson, 

Skold).  Les NK auraient également une activité immuno-régulatrice étant de gros producteurs de 

cytokines telles que IL-4 et IFNγ mais surtout  IL-10 et TGFβ (Jiang 2004) 

 

 



 
Lymphocytes T reg : 

Si les lymphocytes T CD4 sont associés à la fonction amplificatrice de la réponse immune, il existe 

une minorité de cellules T qui ont une activité régulatrice, inhibant la réponse lymphocytaire T de façon 

spécifique. Plusieurs phénotypes ont été décrits. La majorité est de type T CD4+ exprimant le CD25 

comme les lymphocytes activés mais de façon plus spécifique le facteur nucléaire FoxP3. Ils sont 

nommés Treg. Le CD25 n’est que le reflet de l’état d’activation des Treg  comme pour les autres 

cellules et il existe des Treg CD25- (qui expriment le FoxP3) (Jiang 2004).  

Les Treg ont une origine thymique (Coutinho 2005). 

Des lymphocytes T CD8 (CD25+, CD28-, Foxp3+) peuvent avoir une activité inhibitrice. Les cas 

décrits (Brimmer 2005) exprimaient un TCR Vβ5.1. Ils n’expriment pas un phénotype « mature » 

(CD28-) mais peuvent exprimer son ligand alternatif (CTLA-4) qui aurait une activité inhibitrice (Vlad 

2005). Ils peuvent être associés aux muqueuses (IEL) et reconnaître un antigène présenté par une 

molécule MHC non classique (CD1d) (Brimmer 2005). L’isoforme CD8 n’était pas précisée. Dans le 

contexte auto-immun, les Treg CD8+ reconnaîtrait des peptides spécifiques du TCR, présentés par des 

molécules HLA-1b non classiques (HLA-E) qui seraient exprimées sous formes hétéro-dimérique 

(MHC + β2-microglobuline que sur les lymphocytes T activés, B et cellules dendritiques  

(Sarantopoulos 2004). Notons que la molécule HLA-E monomérique est exprimée de façon ubiquitaire 

et est un ligand naturel du récepteur NKG2A protégeant la cellules d’une cytotoxicité non spécifique 

par les NK ou T CD8+.  

Les NK-T ont une activité Treg par leur production de IL-4, IL-10 et TGFβ, notamment sur les 

réponses  de type Th1. Leur rôle protecteur de maladies auto-immunes a été montré dans des modèles 

de diabète (souris NOD) ou encéphalite allergique (revue par Jiang 2004) 

Plusieurs mécanismes permettent l’activité régulatrice  (Table VIII) : Une trop forte affinité du TCR 

pour le ligand spécifique induit le suicide (apoptose) de la cellule effectrice.  Les Treg exprimeraient le 

CTLA-4 (CD152 ; molécule inhibitrice, induisant anergie/tolérance) en remplacement du CD28 

activateur au cours de la reconnaissance. Une moindre expression ou inhibition de molécules co-

activatrice (ex : le CD40L) réduirait également considérablement l’activité auxiliaire du lymphocyte T 

CD4+ sur la réponse des lymphocytes B (production d’anticorps) ou l’activation de la cellule 

dendritique (expression de ligand co-activateurs comme le CD80 et CD86). Enfin, les lymphocytes T 

CD4+ peuvent acquérir la capacité de production de cytokines régulatrices IL-10 et IL-4 (type Tr1) ou 

TGFβ  (nommées type Th3) fortement inhibitrices de la réponse immunitaire contrairement à IL-2, 

IFNγ (Th1) ou IL-4, IL-5 (Th2) habituellement impliqués dans les réponses efficaces (revue par Jiang 

2004). 



 
Table VIII  : Lymphocytes à activité régulatrices (d'après Jiang et col 2004) 

Cible MHC Spécificité Immunité mécanisme fonction

T CD4+CD25+ T,  APC MHC II non primaire contact
auto-immunité 

allogreffe; 
pathogènes 

T CD4+CD25- T,  B, APC MHC II non (2 ?) primaire cytokines Auto-immunité

T CD8+ T activés HLA-E
self peptide 

"AMAPRTLLL"  
TCR peptides (1)

secondaire cytotoxicité self-tolérance

T CD8+CD28- APC MHC Ia ? primaire
ligands 

accessoires
auto-immunité

NKT
T activés 

APC 
Tumeurs

CD1d αGalCer innée
cytokines 

cytotoxicité
anti-tumeurs 
régule Th1

(1)  I cohen et col 2004  : Treg anti-idiotypes
(2)  I 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 l’objet d’une littérature très abondante bien que leur 

caractérisation ne soit pas univoque. Leur rôle dans la limitation de la réponse immunitaire est facile à 

concevoir. Ils peuvent avoir une activité directe sur les lymphocytes effecteurs, par contact cellulaire ou 

par production d’IL-10 / TGFβ. Mais ils peuvent également avoir une activité sur les cellules 

présentatrices d’antigène et induire la production de T CD8 Treg (Vlad 2005) par production de CD40 

ou IL-10 au cours de la coopération inter-cellulaire. 

Comme pour les immunoglobulines, il est possible d’évoquer une régulation anti-idiotypique. Les 

lymphocytes Treg anti-idiotypiques (CD4+) reconnaîtraient des motifs spécifiques de TCR , et 

induiraient des T CD8+ sensibilisés contre des peptides présentés par des molécules MHC non 

classiques telles que HLA-E (Qa-1 chez la souris). Ils pourraient être de grande utilité pour 

l’immunothérapie des maladies auto-immunes comme cela a été montré dans l’encéphalopathie auto-

immune expérimentale de la souris (Revue par I Cohen 2004).  

Cependant, tous les Treg ne sont pas anti-idiotypiques et des Treg restreints à un état fonctionnel (ie ; 

état d’activation..) ont été décrits (Cohen 2004). Ces Treg anti-ergotypiques (Anti-erg) ont également 

été démontrés dans le même modèle auto-immun où seuls les lymphocytes activés se montrent 

pathogènes.  

 



 
Syndromes lymphoprolifératifs : 

La prolifération d’un clone lymphocytaire induite par un antigène ne devrait qu’être transitoire. Des 

lymphocytes T matures peuvent faire l'objet de prolifération inadaptée et persistante, indépendante 

d’une stimulation antigénique (Barlett 1999 ; Drénou 2002 ; Kim 2005). Ces syndromes prolifératifs 

sont assez fréquents et leur incidence semble augmenter. Ils sont généralement accompagnés d’une 

lymphocytose circulante, parfois d’une neutropénie et de signes généraux (adénopathies, splénomégalie, 

altération de l’état général..) mais les formes cliniquement frustres et biologiquement stables sont 

fréquentes. Le caractère monoclonal est souvent considéré comme synonyme de tumoral. Les 

syndromes lympho-prolifératifs T ne représentent qu'une petite minorité (moins de 10%) des leucémies 

lymphoïdes chroniques dont la majorité concerne des lymphocytes  B.  

Les syndromes prolifératifs à lymphocyte T font l'objet de différentes classifications comme celle de 

l'OMS  selon leurs caractères morphologiques et immuno-phénotypiques. Ils peuvent être divisés en 

deux formes : leucémies et lymphomes (table  IX).  

Les leucémies peuvent être regroupées en 4 entités :   

1 -  la leucémie pro-lymphocytaire est rare et d’évolution lente ;  

2 - la leucémie à grands lymphocytes granuleux (LGL) d'évolution lente également. La 

lymphocytose est modérée, il peut y avoir une neutropénie ;  quelques formes peuvent co-

exprimer le CD4 et le CD8 (Sala ). 

3 - la leucémie de l'adulte à cellules T (ATCL) qui peut avoir une forme clinique de leucémie 

aiguë et qui est généralement associée aux infections à virus HTLV I. 

4 - La leucémie agressive à NK  (CD3-CD16+CD56+) ne concerne pas les lymphocytes T. 

 

Il existe également une forme aiguë : la leucémie lymphoblastique est rare et concerne des 

lymphocytes à un stade très immature. Elle est très agressive et ne concerne pas les lymphocytes qui 

nous intéressent dans la présente étude. 

 

 

 

 
 
 
 



 
Table IX :  Classification des syndromes lymphoprolifératifs à Lymphocytes T à partir de la 

classification de l’OMS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les Lymphomes à lymphocytes T peuvent avoir différents tropismes tissulaires. 

1- Lymphomes cutanés  

- Le mycosis fungoïde et le syndrome de Sézary (plus évolué avec cellules circulantes) sont les deux 

aspects d'une maladie cutanée pouvant s'accompagner assez tardivement d'adénopathie. 

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

un plus grand risque de récidive que les lymphomes à lymphocytes T.  

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

- Les papules lymphoïdes 

2 – Lymphomes associés aux muqueuses (MALT):  

- Lymphome intestinal à cellules T, peut être agressif et s'accompagner de signes fonctionnels 

intestinaux voire de perforation. Ils peuvent compliquer une intolérance au gluten avec syndrome 

chronique de mal absorption. Ils expriment fréquemment le CD103 - molécules d’adressage vers les 

muqueuses.  

LYMPHO-PROLIFERATION T ou NK CD2/CD3 TCR CD4 CD8 CD5 CD7 CD56 CD25 CD30
Leucémie (dissiminée)

Leucémie pro lymphocytaire T + αβαβαβαβ + - + - - - 25%4+/8+
Leucémie Grands Lymphocytes granuleux (LGL) + αβαβαβαβ - + + + + -
Leucémie à Lymphocytes T de l'adulte (ATCL) + + - + - - + - CD25+
Leucémie aggressive à NK 2+/3e+/- - - - + + - CD95 ; EBV

Formes cutanées
Sézary / Mycosis Fungoïde + αβαβαβαβ + - + - - - rare γδγδγδγδ
Panniculite sous cutanée + 25% γδ 25% γδ 25% γδ 25% γδ - - - -  +si γδγδγδγδ 60% 40%
Angiocentrique (granulome centro-facial) + + - + - - -
L Papule lymphomatoïde - - +/-

Lymphomes associés aux muqueuses (MALT)
Intestinal (+/- entéropathie) + αβαβαβαβ - +/- - + - parfois CD103
Hépato-sphérique + γδγδγδγδ - - - + + -
Nasal 2+/3e+/- - - - + + -
Granulomatose Lymphomatoide pulmonaire -

Lymphomes ganglionnaires 
Angio-immunoblastique + αβαβαβαβ + - + +/- - -
Périphérique non spécifique +/- αβαβαβαβ + - + +/- - +/- EMA+

Lymphomes Anaplastique à grandes cellules
Ganglionnaire +/- + - + - - + + CD71+, EMA+
Cutané + + - + - - + + CD71+

Lymphomes lymphoblastiques 
Lymphoblastique NK - - + - +



 
- Lymphome T hépatosplénique essentiellement de T γδ ; CD56+;  

- Lymphome nasal  

- Granulomatose lymphomatoïde pulmonaire.  

3 – Lymphomes ganglionnaires :  

- Le lymphome angio-immunoblastiques (AILT) est souvent agressif avec polyadénopathie, 

altération de l'état général, fièvre nocturne et hypergammaglobulinémie polyclonale. 

- Le lymphome T périphérique non spécifique à cellules T comporte des phénotypes souvent 

inclassables.  

 

4 - Le lymphome anaplasique à grandes cellules (ganglionnaire ou cutané) est formé de cellules très 

indifférenciées très différentes de celles qui nous intéressent dans cette étude. Elles expriment le CD25 

et CD30. 

Du point de vue immunophénotypque, toutes les cellules impliquées dans le syndrome prolifératif à 

forme mature ont en commun l'expression des marqueurs de lymphocytes matures (CD2, CD3). Le CD3 

peut ne pas être détecté à la membrane, mais être présent dans le cytoplasme. La plupart exprime le 

CD7 sauf le lymphome T périphérique et l'ATCL et les formes cutanées. Les leucémies lymphoïdes 

chroniques pro-lymphocytaires, les lymphomes cutanés, les AILD et les lymphomes à cellules T de 

l'adulte expriment le CD5. Le CD7 n’est plus exprimé dans les formes cutanées et les formes 

ganglionnaires non spécifiques (Reinhold, 1997). 

La grande majorité des syndromes lympho-prolifératifs T sont de type CD4+, surtout la leucémie à 

pro-lymphocytes et les lymphomes cutanés et ganglionnaires. Ils peuvent co-exprimer le CD4 et le CD8 

et avoir une activité de type Th2 pour certains cas rares des lymphomes périphériques et des lymphomes 

T cutanés (Echchakir, 2000 ; Airo 1995). Les formes  T CD8+ sont plus rares : LLC LGL, lymphome à 

cellules T périphérique. Les lymphomes associés aux muqueuses sont le plus souvent double négatifs 

(CD4-CD8-).  

Certains peuvent exprimer le CD56 (lymphome angiocentrique, et LGL –Wong 2003 ; Oshimi, 

2003-) et une grande partie des LGL peut concerner des cellules CD3- (NK CD3-CD56+). 

De même, la plupart des syndromes lympho-prolifératifs T expriment un récepteur TCR αβ mature 

(réarrangement complet). Mais, des syndromes lympho-prolifératifs à lymphocytes T γδ peuvent être 

observés dans les lymphomes T périphériques et les lymphomes T des muqueuses. 



 
Les lymphomes T associés aux muqueuses expriment le CD103 qui est la molécule d'adhérence 

spécifique du tissu lymphoïde associée aux muqueuses (Belhadj 2003). Les leucémies anaplasiques à 

grandes cellules expriment le CD30. 

Chacun des marqueurs peut être exprimé à des taux inférieurs aux taux observés sur les cellules T 

matures normales. Dans les syndromes lympho-prolifératifs, les lymphocytes pathologiques peuvent 

exprimer un phénotype mémoire (CD45 RO, CD27-,  CD28)-, soit effecteur (CCR7-, CD62L-) soit 

central (CCR7+, CD62 L+). Ils peuvent également exprimer des marqueurs d'activation (CD25, HLA-

DR, CD122). Les syndromes lympho-prolifératifs à lymphocytes T γδ expriment le CD3 membranaires 

à forte intensité. 

Les lymphocytes T pathologiques ont donc un phénotype tout à fait normal en immuno-marquage 

par cytométrie (Bartlett, 1999). Les critères qui permettent d'affirmer un syndrome lympho-prolifératif 

comportent la lymphocytose (supérieur à 5 Giga/Litre pendant plus de 6 mois) et des aspects 

cytologiques morphologiques avec un nucléole très apparent. La symptomatologie biologique 

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

Il n'existe pas de cause connue pouvant être à l'origine des syndromes lympho-prolifératifs T en 

dehors des infections à virus HTLV1 qui sont fréquentes en Asie notamment au Japon, mais également 

dans les Caraïbes, l'Afrique noire et l'Amérique centrale et qui expliquent la forte incidence des 

lymphomes T dans ces régions. Un augmentation de risque a été rapportée dans les infections à VIH ou 

EBV (pouvant être de type T). Cependant, l'apparition d'un syndrome lymphoprolifératif périphérique 

peut être associée à une stimulation lymphocytaire T chronique comme celle observée dans les 

infections chroniques, dans les intolérances digestives au gluten avec syndrome chronique de mal 

absorption (entéropathie - Palacio, 1998 ; Wright 1997-) ou encore la polyarthrite rhumatoïde. Ces 

syndromes lympho-prolifératifs ne sont pas caractérisés par une spécificité ou une isoforme 

β particulière. 

 

De façon intéressante, un lymphome (à lymphocyte B) a clairement été associé à l’infection chronique 

gastrique par hélicobacter pylori. Le traitement de l’infection pouvant s’accompagner d’une régression 

du syndrome lymphoprolifératif (Isaacson 1999). D’autres lymphomes peuvent être associés avec des 

virus tels que Hépatite C, Herpes HHV6 ou 8 sans que le relation de causalité ait été clairement établie. 

 



 

 

 

 

 

 

Résultats 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
  

 

 

L'analyse quotidienne des lymphocytes périphériques humains par cytométrie en flux selon la méthode 

que nous avons décrite et en suivant les procédures de standardisation permet d'observer de façon 

hautement reproductible des sous-populations lymphocytaires T autres que les deux conventionnelles 

CD4+ et CD8+,  en tenant compte de l'intensité de fluorescence de chaque marqueur et de leurs 

différentes combinaisons. 

 

 

Nous avons commencé ce travail, en cherchant à standardiser les procédures en accord avec les 

méthodes internationales et nous avons confronté nos résultats dans le cadre de contrôles de qualités 

internationaux.  

 

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

des populations leucocytaires.  

 

- Ensuite, nous avons étudié les variations d’intensité de CD3 sur les sous-populations lymphocytaires 

T.  

 

- La partie essentielle du travail a porté sur l’identification et la caractérisation de populations 

lymphocytaires T (CD45+ CD3+) qui expriment, de façon non conventionnelle pour des cellules 

périphériques, le CD4 et le CD8. Nous en avons identifié deux sous-types bien distincts du point de vue 

phénotypique et probablement fonctionnel. Ces définitions doivent prendre en compte l’intensité 

d’expression de CD4 et CD8. 

 

- Il reste encore des sous-populations lymphocytaires T que nous n’avons pas complètement 

caractérisées et que nous citons simplement : les lymphocytes T exprimant le CD8 de façon réduite ou 

des lymphocytes T exprimant le CD56.  

 

 

 



 
 

Configurations des instruments et protocoles utilisés dans l’étude :  

Deux systèmes ont été utilisés successivement. Initialement, nous avons effectué nos analyses sur un 

cytomètre 4 couleurs Epics XLM® (Beckman Coulter ; Fullerton, CA). Il comprenait 1 seul laser Argon 

(488 nm) et 4 photomultiplicateurs disposés en lignes, dans l'ordre croissant de longueurs d'ondes 

(fig.1.2). Les échantillons étaient marqués avec 4 anticorps : CD45 FITC (clone B321 F4A), CD8  PE 

(clone SFC12 thyD3), CD4 PE-Texas Red (cloneSFCI12T4D11) et CD3 PE-Cy5  (cloneUCHT1) 

fournis mélangés, prêts à l’emploi (TetraChrom®) par Beckman Coulter (table II). Les anticorps étaient 

appliqués simultanément sur sang total (100�L, 15 min, température ambiante, à l'abri de la lumière),  

l'échantillon était ensuite traité pour érythrolyse et fixation, en deux temps (Immunoprep® ; Beckman 

Coulter) et analyse immédiate (dans l’heure) sans lavage. Exactement le même volume (100�L, même 

pipette, même manipulateur) de billes calibrées (Flowcount® ; Beckman Coulter) était ajouté à 

l’échantillon juste et vortexé, avant analyse au cytomètre. La dilution finale est évaluée à 100�L de sang 

dans 1205�L final. Les valeurs absolues étaient calculées par le logiciel (Tetraone®; Beckman Coulter) 

et directement éditées. L’analyse était effectuée sur 7500 lymphocytes et un minimum de 1000 billes, 

sauf si l’analyse excédait 5 minutes (en cas de grande lymphopénie).  

Plus récemment, nous avons utilisé un système FACSCanto® (BD Biosciences, San José CA) qui 

comporte deux sources d’excitations laser : Argon (488 nm) et Hélium-Néon (633 nm). Il possède 6 

photomultiplicateurs (4 pour l'excitation bleue et 2 pour l'excitation rouge) disposés en étoile, dans 

l'ordre décroissant de longueur d'onde (fig.3.2). Les échantillons étaient marqués avec 7 anticorps 

simultanés : CD3 FITC (clone SK7), CD16 PE (clone B73.1), CD56 PE clone (NCAM 16.2), CD45 

PerCP (clone 2D1), CD4 PE-Cy7 (clone SK3), CD19 APC (clone SJ25C1), CD8 APC-Cy7 (clone SK7) 

fournis par BD Biosciences (Table III). De la même façon, les anticorps étaient ajoutés simultanément à 

l'échantillon de sang total (50�L exact : pipette électronique, calibrée ; 15 min, température ambiante à 

l'abri de la lumière) qui était ensuite traité en un temps (érythrolyse et fixation – addition manuelle de 

500�L de solution FACSlyzing®, BD Biosciences) et analysé dans l’heure. Les valeurs absolues étaient 

analysées par l’utilisation de tubes contenant des billes calibrées lyophilisées (Trucount® , BD 

Biosciences).  Les valeurs absolues étaient calculées manuellement selon les recommandations du 

fournisseur. La dilution finale est estimée à 50�L de sang dans 575�L final. L’analyse était fixée à 10 

000 lymphocytes et effectuée par le logiciel FACSDiva ® (BD Biosciences). 

Dans tous les cas, les échantillons de sang périphérique étaient prélevés sur anticoagulant Ethylene 

Diamine Tetra Acetique Acid - EDTA, traités dans les 6 heures après collecte et analysés dans l'heure 

après 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
CD3ε PE-Cy5 UCHT1 Beckman-Coulter
CD4 PE-TR SFCI12T4D11 Beckman-Coulter

CD8α PE SFCI21thyD3 Beckman-Coulter
CD45 FITC B3821F4A Beckman-Coulter

Flowcount calibration Beckman-Coulter
Immunoprep Lyse + fixation Beckman-Coulter

Lymphocytes B / NK

CD16 FITC DJ130c G1 DakoCytomation
CD56 PE N901 G1 Beckman-Coulter
CD19 PE-TR 89B G1 Beckman-Coulter
CD3ε PE-Cy5 UCHT1 G1 DakoCytomation

FAC Canto 6 couleurs BD Biosciences

Lymphocytes T CD4/CD8 / B / NK  en valeurs absolues

 Multi-check BD Biosciences
CD3ε FITC SK7 G1 BD Biosciences
+ CD4 PE-Cy7 SK3 G1 BD Biosciences

 + CD8α APC-Cy7 SK1 G1 BD Biosciences
CD45 PerCP 2D1 G1 BD Biosciences
CD19 APC SJ25C1 G1 BD Biosciences
CD16 PE B73.1 G1 BD Biosciences
CD56 PE NCAM 16.2 G1 BD Biosciences

Trucount calibration BD Biosciences
FACSLysing Lyse + fixation BD Biosciences



 
Les marquages complémentaires comportaient une partie commune (CD3/CD4/CD8α+/-CD8β) 

accompagnée des différents marqueurs listés dans la table XI.  

 

Table XI :  Matériel utilisés pour phénotypages des lymphocytes T

Fluo clone Isotype Fournisseur

Lymphocytes T αβ/γδαβ/γδαβ/γδαβ/γδ/CD8

TCRαβ PE-Cy5 BMA031 G1 Beckman-Coulter
CD8α PE-TR SFCI21thyD3 G1 Beckman-Coulter
CD8β PE 2ST8.5H7 G1 Beckman-Coulter
TCRγδ FITC Immu510 G1 Beckman-Coulter

Lymphocytes T CD3/CD8 αααα en combinaisons 4 couleurs

CD8α PE-TR SFCI21thyD3 G1 Beckman-Coulter
CD3 PE-Cy5 UCHT1 G1 DakoCytomation

Lymphocytes T CD3/CD8 αααα en combinaisons 6 couleurs

CD8α APC
CD3 PE-Cy5
CD8α PE-TR
CD3 PE-Cy7

Lymphocytes T CD3/CD8 αααα Activés

CD69* FITC TP1.55.3 G1 Beckman-Coulter
CD25* FITC ACT-1 G1 DakoCytomation

Lymphocytes T CD3/CD8 mémoires *

CD45 RA FITC
CD45 RO PE

Lymphocytes T CD3/CD8 mémoires *

CD28 FITC CD25,1 DakoCytomation
CD27 PE M-T271 DakoCytomation

Lymphocytes T CD3/CD8a mémoires*

CD195 PE 2D7 CCR5 BD Biosciences
CD197 PE 3D12 CCR7 BD Biosciences

Lymphocytes T CD3/CD8a mémoires*

CD62L FITC LECAM-1 Beckman-Coulter
CD7 PE DK24 DakoCytomation

Quantification densité
QuiFiKit® DakoCytomation

Tri magnétiques
TCR γδ haptène 11F2 G1 Miltenyi biotech
anti-haptène olloide ferrique Miltenyi biotech

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



 
 

1 – Standardisation des procédures d’identification et quantification : 

 

Dans une étude préliminaire, nous avons évalué les performances de la technique de numération des 

lymphocytes T en 4 couleurs (EPICS XLM® Beckmann-Coulter), lorsque toutes les précautions et les 

recommandations de bonnes pratiques sont respectées. Dans cette configuration, nous avons utilisé 

simultanément les marquages avec CD45, CD3, CD4 et CD8 (Tetraone® Beckmann-Coulter). 

 

Nous avons utilisé les procédures standardisées de validation de réglage du cytomètre (gains –Flowset® 

- ; calcul automatique des compensations -Cytocomp®-).  La stratégie de fenêtrage  était celle 

recommandée par le fournisseur assisté par logiciel semi-automatisé. Les réglages étaient validés 

journellement sur un contrôle de qualité (sang stabilisé Immunotrol® Beckmann-Coulter). La validité 

de quantification absolue était évaluée par adjonction de standard interne (billes à concentration calibrée 

Flowcount® Beckmann-Coulter).   

 

Nous avons pu mettre en évidence la bonne précision (avec des coefficients de variation inférieurs à 

4%), exactitude et stabilité (avec des CV inférieurs à 5%) de cette analyse, sous réserve de respect de 

ces procédures, ce qui permet d’être très confiant sur la représentativité de nos résultats, notamment 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Figure 3.1 : Reproductibilité d’analyse quantitative absolue de populations lymphocytaires par 

cytométrie en flux : reproductibilité a) de contrôles de qualité internationaux; b) intra-manip et c)entre 

opérateurs.   
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2 – Les phénotypes non conventionnels en cytométrie 4 ou 6 couleurs :  

 

A l'occasion du renouvellement de l'instrumentation, nous avons été amenés à valider un système qui 

possédait la capacité d'analyser six marqueurs simultanés (FACSCanto®, BD Biosciences), en utilisant 

une combinaison de marqueurs encore inédite en routine. 

 

Dans cette configuration, nous avons choisi d'utiliser simultanément les marquages avec CD45, CD3, 

CD4, CD8, CD16, CD56 et enfin CD19. Le mélange, non disponible commercialement, était préparé au 

laboratoire. Cette combinaison nous paraît être la plus judicieuse pour la numération des principales 

populations des lymphocytes circulants, en accord avec les fournisseurs qui souhaitent la 

commercialiser en mode standardisé. Les valeurs absolues étaient mesurées en utilisant un standard 

interne (Billes TRUCOUNT). 

 

Cette combinaison nous permet d’identifier et de quantifier précisément les principales composantes 

lymphocytaires que sont les lymphocytes T (CD4 et CD8), les lymphocytes B et les lymphocytes NK 

(fig. 3.2). 

 

Nous avons montré que cette analyse était très reproductible dans une même et entre différentes 

manipulations (CV < 5 %). Nous avons observé une excellente corrélation entre les quantifications en 

valeurs absolues obtenues avec les deux  systèmes en utilisant une stratégie de fenêtrage proche. En 

effet, les solutions actuelles, proposées par les différentes compagnies montrent des résultats différant 

significativement sur les études internationales de contrôles de qualité.  Les différences de stratégies de 

fenêtrage en sont une des explications. Les standards internes et leurs recommandations d'utilisation 

sont également différents. 

 

Dans l’étude actuelle, nous considèrerons donc indifféremment les résultats qualitatifs d’analyses 

effectuées avec l’un ou l’autre système. Cependant, la continuité quantitative sera évitée car les 

numérations des populations très minoritaires n'étaient que pauvrement corrélées entre les deux 

systèmes. L'expérience d'analyse biologique nous montre que les coefficients de variations sont 

habituellement mauvais pour les valeurs très faibles (10-20%). Les illustrations présentées ici  sont 

choisies en priorité avec le système le plus récent que nous (et de plus en plus d'utilisateurs) 

continuerons à utiliser pour les années à venir. 

 

 

 



 
Figure 3.2 : Identification lymphocytaire en cytométrie en flux 6 marquages simultanés.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous avons également pu confirmer, sur ce système, l'existence des populations lymphocytaires T non 

conventionnelles que nous décrirons en détail plus loin (T CD4+ CD8dim et T CD4dim CD8+ ainsi que 

des lymphocytes T CD8dim CD4-). Une fraction de lymphocytes T exprimant une forte intensité de 

CD3 était également retrouvée.   

 

De plus, cette combinaison nous a permis de démontrer l’existence d'autres sous-populations 

lymphocytaires non conventionnelles et rarement considérées qui sont : des lymphocytes T CD3+ 

(toujours CD8+) exprimant du CD56, que ces lymphocytes soient CD3 normal (T��) ou CD3fort (Tgd) 

et d’authentiques  NK (CD3-CD56+) qui expriment le CD8. Les fréquences de ces particularités 

phénotypiques étaient très variables d'un patient à l'autre, suggérant qu’elles aient une valeur 

séméiologique d’autant plus intéressante qu’elles sont restreintes à certaines sous-populations.  

c

dc
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Leurs significations physio-pathologiques ne sont pas encore élucidées. Une baisse d’expression de 

CD8 pourrait modifier l’avidité du lymphocyte pour son peptide et sera discutée plus tard. La présence 

de CD56 est généralement synonyme d’activité cytotoxique. Le rôle du CD8 sur les NK n’est pas connu 

mais il existe plusieurs formes intermédiaires (normales ou tumorales) entre cellules NK et cellules T 

comme par exemple les T.NK. Ces populations n’ont pas pu être caractérisées dans la présente étude. 

 

 



 
 

3 – Double population de polynucléaires selon la densité de CD45 

 

Dans les deux systèmes, nous avons choisi d'utiliser le marquage par CD45 (pan-leucocytaire) pour 

l’identification des lymphocytes dans les procédures de routine (fig. 3.3). Ce marqueur non discriminant 

occupe un canal de détection et réduit d'un paramètre les possibilités de combinaisons « utiles ». Est-il 

suffisamment informatif  pour justifier cette limitation? 

 

L’utilisation du CD45 présente plusieurs avantages : il permet de différencier les leucocytes 

(lymphocytes,  monocytes et polynucléaires) des autres éléments comme des érythroblastes, des débris 

de globules rouges et les plaquettes.  

 

 

Figure 3.3 : Identification leucocytaire selon le marquage de CD45 : mise en évidence d ’une  

population de polynucléaires à forte expression de CD45 correspondant à une hyper-éosinophilie 

(CCR3+, CRTH2+). 
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L'ensemble des lymphocytes est regroupé dans un nuage de points très homogène, exprimant fortement 

le CD45 et une faible diffraction latérale (Side Scatter). Les monocytes expriment le CD45 à moindre 

intensité et ont une diffraction latérale plus importante. Le phénomène est encore plus important pour 

les polynucléaires. 

 

En utilisant le CD45, nous pouvons observer dans certains échantillons, une petite population qui 

exprimait du CD45 faiblement mais était très peu granuleuse (faible diffraction latérale - SC). Nous 

avons pu montrer que cette population représentait des polynucléaires basophiles (IgE membranaire +, 

CD3-, CD14-) au cours d'une étude du test de dégranulation de polynucléaires basophiles dans un 

contexte d’allergie aux venins d’hyménoptères (Lambert 2001). 

 

Nous observons également, beaucoup plus fréquemment, une population leucocytaire qui présente une 

grande diffraction latérale (SC) comparable à des polynucléaires neutrophiles mais avec une intensité de 

fluorescence de CD45 nettement augmentée qui permet de les distinguer de la population de  

polynucléaires neutrophiles. Nous avons pu observer que ces leucocytes granuleux CD45 fort 

exprimaient le récepteur de chimiokine N°3 (CCR3) ainsi que le récepteur CRTH2. Le marqueur CCR3 

est spécifique des polynucléaires éosinophiles. Le marqueur CRTH2 est également exprimé par les 

polynucléaires basophiles et les lymphocytes T de type Th2. Nous avons observé que l'augmentation de 

cette population de polynucléaires éosinophiles était souvent associée à une hyperactivité immunitaire 

de type Th2 (taux sériques élevés d'IgE et augmentation de protéine cationique éosinophile sérique -

ECP-). 

 

En enrichissant les cellules exprimant le CRTH2 à l’aide de billes magnétiques, nous avons pu montrer 

que la population granuleuse CD45 fort était nettement augmentée ainsi que la population granulaire 

basophile, alors que les polynucléaires neutrophiles et les monocytes étaient fortement réduits. 

L'analyse microscopique nous a permis de confirmer le fort enrichissement en polynucléaires 

éosinophiles. La considération de cette population a permis de dépister des échantillons qui possédaient 

une hyper éosinophilie qui peut avoir des conséquences cliniques (Ilrich 1995) ? Certaines formes 

atteignaient les critères quantitatifs permettaient d'évoquer un syndrome d'hyper éosinophilie  (HES 

(Brito-Babapulle 2003). 

  



 
 

4 – Expression différentielle de CD45 sur les leucocytes : 

 

L'utilisation du CD45 permet également d'identifier des lymphocytes qui ont un caractère lympho-

prolifératif. En effet, chez les patients porteurs de leucémie lymphoïde, on distingue une double 

population lymphocytaire. Les lymphocytes lymphoprolifératifs présentent une nette diminution 

d'expression du CD45. La très grande majorité des syndromes prolifératifs concerne des lymphocytes B 

(leucémie lymphoïde chronique -LLC-). Cette observation a fait l'objet de plusieurs publications et sert 

actuellement de référence pour l'analyse phénotypique des syndromes prolifératifs (Festin  1994, 

Lacombe 1997). Une population lymphocytaire CD45 faible peut être de découverte fortuite dans la 

pratique du phénotypage leucocytaire de routine et mener au diagnostic de LLC. 

 

Nous avons cherché à savoir si l'expression des CD45 pouvait être différente entre des lymphocytes B 

matures normaux et des lymphocytes T matures (fig. 3.4). Ces données sont maintenant directement 

disponibles avec l'utilisation du marquage à six couleurs. L'expression du CD45 apparaît réduite sur des 

lymphocytes B normaux (moyenne de fluorescence (Moyenne de fluorescence : 6595 ± 763 comparée à 

celle des lymphocytes T matures T (p = 2.9 10-35).  

 

De façon intéressante, les lymphocytes T CD4 ont une expression significativement différente des 

lymphocytes T CD8+ : MFI 8093 ± 841  et 9721 ± 939 respectivement (test de Student pairé p = 2.8 10-37). 

 

Enfin, l’expression du CD45 était significativement plus faible sur les NK  (MFI 7835± 774) comparée 

aux lymphocytes (test de Student pairé p = 2.8 10-33) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Figure 3.4 : Expression différentielle du CD45 membranaire sur les populations leucocytaires. Les 

lymphocytes non tumoraux expriment de moindres densités de CD45 (b). Les lymphocytes T CD4+ et 

NK expriment moins de CD45 que les T CD8+ (p<0.0001).  
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5 – Double population lymphocytaire selon la densité du CD3 

 

De la même façon, le CD3 est couramment utilisé pour différencier les lymphocytes T (CD3+) des 

autres lymphocytes (B : CD19+  ou NK : CD3 -CD16+C  D56+).  

 

La grande majorité des lymphocytes exprime le CD3 avec une distribution d'intensité de fluorescence 

très homogène (courbe gaussienne). Cependant, chez certains patients, il est possible de voir plus ou 

moins clairement un dédoublement de la distribution d'intensité de fluorescence avec, sur les graphes bi 

dimensionnels, apparition d'un nuage supplémentaire à très forte intensité de fluorescence du CD3 (fig. 

3.5). Cette distribution peut revêtir un aspect bimodal en histogramme. Sur une analyse bi-paramétrique 

CD3 versus CD8, les lymphocytes qui expriment CD3 en forte intensité  n'expriment jamais de CD4 

mais peuvent occasionnellement exprimer du CD8, généralement à plus faible intensité que les 

lymphocytes T conventionnels.  

 

Cette observation a été faite sur un cytomètre XL (Beckman Coulter) avec les anticorps du même 

fabricant (Tetraone), avec érythrolyse (Immunoprep) et sans lavage. Elle a pu être confirmée sur le 

système BD Biosciences comprenant le cytomètre FACSCanto et anticorps BD Biosciences,  FACS 

lysing solution et sans lavage. L'observation de cette double distribution a pu aussi être confirmée avec 

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

fluorochromes différents.  

 

Le phénotype de ces lymphocytes CD3fort, CD4 négatif et généralement CD8 négatif nous a fait 

suspecter qu'il pouvait s'agir de lymphocytes Tgd en accord avec des études antérieures (Thibault 1995, 

Nicolas 2001). Dans cette étude, nous avons démontré chez 31 donneurs de sang en bonne santé que les 

lymphocytes T CD3 fort représentaient de l'ordre de 3% des lymphocytes totaux. Ils n'exprimaient ni le 

CD4 ni le CD8.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Figure 3.5 : Mise en évidence d ’une double population lymphocytaire T sur la base d ’intensité de 

fluorescence de CD3 (a, b) : les lymphocytes T expriment de plus fortes densités de CD3 membranaire. 

Une partie d’entre eux peut exprimer le CD8 (c). Le rapport des moyennes de fluorescence est de 2.3 

(d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous avons montré que :  

1 - Le nombre (en valeur absolue) des lymphocytes T CD3 fort était directement (bien que 

modestement) corrélé au nombre des lymphocytes Tgd (R2 = 0.544). 

2 - En analysant simultanément l'expression de CD3 et de récepteurs T (ab ou  Tgd en combinaison), les 

lymphocytes Tgd  exprimaient de plus fortes intensités de fluorescence de CD3 comparées aux 

lymphocytes Tab (exemple : 15.2 versus 12.1). Les fluorochromes utilisés étaient choisis de façon à 
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éviter les transferts d'énergie entre deux fluorochromes (FRET) combinés par des anticorps 

reconnaissant des molécules très proches comme le CD3 et le récepteur T.  

3 – En enrichissant des lymphocytes Tgd par technique de tris magnétiques (anticorps anti �δ couplés à 

des nanoparticules ferriques : MACS Milteniy, Allemagne) ; les lymphocytes Tγδ triés exprimaient une 

très forte intensité de fluorescence de CD3 (MFI 20) comparée aux lymphocytes Tαβ conventionnel du 

même échantillon (MFI = 8.6). 

  

Nous avons observé que les lymphocytes T CD3 fort comme les lymphocytes Tγδ pouvaient exprimer 

le CD8 (39.5 % des lymphocytes Tγδ). Les isoformes du CD8 étaient en majorité de type hétéro-

dimérique (CD8αCD8β). La fréquence d'expression de CD8 par des lymphocytes Tγδ n'était pas liée à 

l'âge ni au sexe du donneur et n'était pas plus fréquente chez les donneurs qui avaient de forts taux de 

Tγδ. Une petite fraction de lymphocytes Tγδ (14 %) exprimait l'isoforme homo-dimérique CD8αCD8α. 

Dans tous les cas, le CD8 exprimé par les lymphocytes Tgd était significativement beaucoup moins 

intense que sur les lymphocytes Tαβ (exemple 5.4 ± 3 comparé à 32.4 ± 7). 

 

Le nombre de Tγδ circulant est très variable d'un échantillon  à l'autre suggérant une signification 

séméiologique encore inconnue. Nous avons comparé la fréquence de lymphocytes Tγδ dans le sang 

périphérique d" un groupe de patients hospitalisés pour infection par virus d'immunodéficience (VIH) et 

un groupe de patients sous immuno suppresseurs pour transplantation rénale. Nous avons étudié 78 

patients dans chaque groupe. Le nombre des lymphocytes Tγδ chez les patients transplantés était 

équivalent (52 ± 33) aux donneurs de sang (51 ± 38, non significatif). Par contre, la concentration des 

lymphocytes Tγδ était significativement augmentée chez les patients VIH+ (88 ± 53, p = 0.0056) 

comparée aux patients transplantés. Comme cela a déjà été rapporté dans la littérature, nous avons 

observé une distribution bimodale de la concentration des lymphocytes Tγδ.  La valeur intermédiaire 

entre cette distribution bimodale était située à 105 cellules par microlitre. Une fraction de patients 

(VIH+  22,8%, transplantés rénaux 8.8%) exprimait une augmentation des lymphocytes Tγδ.  Cette 

augmentation était retrouvée mais plus rarement chez les donneurs de sang (un donneur sur 31).  

 

 

 

 

 

 

 



 
6 – Expression différentielle de CD3 sur les lymphocytes T  : 

 

En comparant la distribution de l'intensité de fluorescence du CD3 des lymphocytes T CD4 et CD8, 

nous pouvons observer un décalage des moyennes de fluorescences (fig 3.6). En analysant séparément 

l'expression du CD3 sur des lymphocytes T CD4 et T CD8, nous avons observé que les lymphocytes T 

CD8 expriment généralement des taux de CD3 inférieurs (MFI : 1039 ± 143) comparés aux lymphocytes 

T CD4+ (MFI : 1359 ± 245 ; p < 0.0001).  

  

De même, le taux d’expression du CD3 était très augmenté (MFI 2540+340) sur la population CD3bright 

comparée aux lymphocytes T CD3 conventionnel du même échantillon (MFI = 1099+129, p <0.0001). 

 

 

Figure 3.6 : Expression différentielle du CD3 membranaire sur les différentes sous-populations 

lymphocytaires T. Les lymphocytes T CD8+ expriment moins le CD3 comparé aux T CD4+.  
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7 – Artefact de détection de CD4/CD8 par activité sérique anti-Cyanine   

(Ch.Leclerc, C.Lambert, P.Saby, C.Genin : AFC octobre 2005) 

 

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

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

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

 

Analyse de différents échantillons (sang total, cellules lavées, cellules sanguines mononucléées (Ficoll) 

et billes (BD Compbeads anti Ig 	 souris) avec ou sans sérum, sérum fractionné (dialyse et 

chromatographie) ou médicaments. 

 

 

Figure 3.7 : artéfact mimant un défaut de compensation par activité sérique anti-cyanine (a). L ’analyse 

sur les même cellules lavées du sérum corrige l’artéfact (b). Le phénomène peut être reproduit avec des 

billes couvertes d ’IgG-APC-Cy7 avec sérum témoin (c) et sérum du patient (d).  
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Nous avons montré que : 

- Le phénomène disparaît si les CD8-APC-Cy7 ou le CD4-PE-Cy7 sont retirés.  

- Il disparaît également si le sérum du patient et soustrait par lavage des cellules ou analyse après 

séparation des cellules mononucléées (PBMC) sur gradient de densité (Ficoll) 

- Il est reproduit par transfert du sérum sur des PBMC de donneur témoin. 

- Il persiste dans le temps pour un même patient (deux tests à deux mois d’intervalle). 

- Il a été observé chez plusieurs patients (estimé à environ 1/400) 

- Il est possible de reproduire ce phénomène sur des billes couvertes d’anticorps originaux ou 

contrôles isotypiques : APC-Cy7 et avec de l’IgG-PE-Cy7 dans le milieu. 

- La présence simultanée des deux fluorochromes et du sérum est nécessaire. 

- L’effet est observé entre les fluorochromes APC Cy7 et PE Cy7 mais aussi PE Cy5 mais il 

n’apparaît pas avec PE et APC 

- L’ajout des médicaments du patient ne permet pas de reproduire le phénomène 

- Le sérum fractionné (dialyse et chromatographie) est en cours d’expérimentation 

 

Conclusion : Le sérum de certains patients mime un défaut de compensation, impliquant des 

fluorochromes tandems  contenant des cyanines, le rôle d’anticorps anti-cyanines est probable, nous 

n’en connaissons pas les significations cliniques éventuelles.   

 

 

 

 

 

 



 
8 – Diversité des lymphocytes T périphériques conventionnels : 

 

 

Nous avons regardé la diversité des chaînes Vβ du récepteur TCR par cytométrie en flux en utilisant les 

anticorps anti-clonotypes disponibles (table XII). On remarque que toutes les chaînes Vβ ne peuvent pas 

être étudiées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parmi 29 patients testés, la plupart des Vβ était exprimée par les lymphocytes T CD4+ conventionnels 

(de 1 à 5%). Quelques chaînes étaient plus fortement exprimées (par exemple Vβ2, Vβ5.1, Vβ17, Vβ3 

Table XII : Matériel utilisé pour phénotypages des TCR V beta des lymphocytes
T

Fluo clone Isotype Fournisseur

Lymphocytes T CD4/CD8 αααα en combinaisons TCR
CD8α PE-TR SFCI21thyD3 Beckman-Coulter
CD4 PE-Cy5 MT310 DakoCytomation

Lymphocytes TCR
VbetaVβ1 PE BL37.2 Beckman-Coulter
Vβ2 FITC MPB2D5 Beckman-Coulter
Vβ3 FITC CH92 Beckman-Coulter
Vβ4 PE WJF24 Beckman-Coulter
Vβ5.1 FITC IMMU157 Beckman-Coulter
Vβ5.2 FITC 36213 Beckman-Coulter
Vβ5.3 PE 3D11 Beckman-Coulter
Vβ7 FITC ZOE Beckman-Coulter
Vβ8.1 et  8.2 PE 56C5 Beckman-Coulter
Vβ9 PE FIN9 Beckman-Coulter
Vβ11 PE C21 Beckman-Coulter
Vβ12 FITC VER2.32.1 Beckman-Coulter
Vβ13.1 PE IMMU222 Beckman-Coulter
Vβ13.6 FITC JU-74 Beckman-Coulter
Vβ14 PE CAS1.1.3 Beckman-Coulter
Vβ16 FITC TAMAYA 1.2 Beckman-Coulter
Vβ17 FITC E17.5F3 Beckman-Coulter
Vβ18 PE BA62 Beckman-Coulter
Vβ20 FITC ELL 1.4 Beckman-Coulter
Vβ21.3 FITC IG125 Beckman-Coulter
Vβ22 PE IMMU 546 Beckman-Coulter
Vβ23 PE AF23 Beckman-Coulter



 
pouvant aller dans quelques cas à des taux de 10 à 40%). Par contre, sur les lymphocytes T CD8+, un 

grand nombre de chaînes Vβ n'était pas exprimé. 

 

Même si la répartition des chaînes Vβ était très variable d’un donneur à l’autre, nous avons vérifié que 

la répartition de longueur des transcrits du fragment CDR3 des  chaînes Vbéta était bien polyclonale sur 

des lymphocytes T périphériques de donneurs de sang (fig 3.8). 

  

 

 

Figure 3.8 : Les populations lymphocytaires T  périphériques conventionnelles (CD4+ ou CD8+) sont 

hautement diverses et expriment tous les clonotypes Vβ (analyse 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 remarquer un double pic de distribution d'intensité de 

fluorescence du CD8 sur les lymphocytes T (fig 3.9). Le pic supplémentaire correspondait à une très 

nette diminution de l'intensité de fluorescence (médian 5.0 ± 4.1) comparée aux  cellules conventionnelles 

(24.8 ± 5.4). En valeur absolue, cela correspondait à une diminution de la densité de surface des 

molécules CD8 qui étaient entre 11 000 et 17 000 molécules par cellule sur les lymphocytes à faible 

CD8 comparés aux lymphocytes conventionnels (96 000 à 128 000 molécules par cellule). Ces 

lymphocytes T (CD3 positif) CD8dim exprimaient également le CD4, à intensité comparable aux 

lymphocytes T CD4 et sont subséquemment nommés lymphocytes T CD4+ CD8dim.  

 

La présence d’un groupe apparent de ces lymphocytes T CD4+ CD8dim était clairement observée chez 

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

systématiquement la région correspondante, cette population était détectable dans tous les échantillons 

mais à des taux très variables (de 2 à 155 cellules par µL). La majorité (77%) était regroupée en dessous 

de 20 cellules par µl et plus difficilement identifiable. Ceci explique que la population ne soit 

initialement observée que chez certains patients (23%)  mais sa définition était arbitraire, dépendante de 

la représentativité relative aux autres populations.  

 

Nous avons testé des donneurs de sang en bonne santé. La distribution était à nouveau très hétérogène, 

la majorité des échantillons étant groupée au dessous de 20 cellules T CD4+ CD8dim/µL. La population 

non conventionnelle apparaissait clairement chez 8/31 donneurs testés et  correspondait à des valeurs > 

20 cell/µL. Nous avons donc choisi de définir cette valeur objective comme seuil «d’élévation» de la 

population T CD4+ CD8dim. 

 

La fréquence observée chez les donneurs de sang (25.8%) était comparable à celle des patients (VIH+ : 

19.2%) et transplantés rénaux (29.5%). Nous avons également analysé une cohorte de 21 patients âgés 

convalescents de plus de 70 ans : 7 patients (33.3%) avaient plus de 20 cellules par µl CD4+ CD8dim. 

La répartition des fréquences était significativement différente (p = 0.037, test du chi2). Cependant, 

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

 

 

 

 

 



 
Figure 3.9 : Population lymphocytaire T non conventionnelle CD4+CD8dim. La distribution de CD8 

est trimodale (b).  Le nombre de cellules est groupé au-dessous de 20 cells/µl sauf pour quelques 

patients et contrôles sains (c, d). La population lymphocytaire peut être limitée à un seul clonotytpe Vβ 

(e). 
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Nous avons cherché à caractériser ces lymphocytes T non conventionnels. Ces cellules n'exprimaient 

pas de marqueur précoce d'activation lymphocytaire (CD69). Nous n'avons pas pu mettre en évidence 

d'expression de CD25 sur dix cas testés. Tous ces lymphocytes exprimaient l'isoforme αβ du TCR. Par 

contre, la molécule CD8 était uniquement composée de la chaîne alpha (probablement isoforme homo-

dimèrique CD8aa).  

 

La concentration des lymphocytes T CD4+ CD8dim dans le sang n'était pas corrélée à la concentration 

des lymphocytes T CD4+ ni des lymphocytes T CD8+. De même, nous n'avons pas trouvé de 

corrélation avec le taux de lymphocytes Tγδ.  

 

Dans certains cas, la population T CD4+ CD8dim semblait très homogène en terme de densité 

d'expression des marqueurs CD4 et CD8. Nous avons recherché si cela correspondait à une restriction 

clonale. Nous avons observé une très forte restriction de distribution des chaînes Vβ, les chaînes Vβ2, 

Vβ3, Vβ13.1, Vβ5.2 et Vβ1 étant les plus fréquemment exprimées. Surtout, chez 26 et 29 patients, nous 

avons pu observer la prédominance d'une chaîne Vβ (de 18 à 94% des lymphocytes TCD4+CD8dim), 

suggérant que cette population soit composée d'un contingent monoclonal. Les chaînes les plus 

fréquemment observées étaient Vβ8, Vβ2, Vβ13.1 ou Vβ21. Dans les trois autres cas, nous avons 

observé un "trou phénotypique" avec une somme des nombres de chaînes Vβ observées inférieure à 

20% suggérant qu'une des chaînes non testées puisse être largement prédominante.  

 

Discussion :  

Une telle population a déjà été occasionnellement rapportée dans la littérature (Ortolani, 1993 ; 

Warrington, 2001 ; Prince, 1994).  Elle a également  déjà été rapportée chez l'animal (Zuckermann, 

1999). Nous avons démontré que cette population avait un phénotype (CD8aa) comme les lymphocytes 

intra-épithéliaux observés chez le rat (Imhof, 2000 ; Yamada, 1999 ; Helgeland, 1999). La consultation 

des antériorités de quelques dossiers nous permet de dire que cette symptomatologie reste généralement 

présente plusieurs années.  

 

La signification immunologique de ces cellules dans le sang périphérique n'est pas encore clairement 

élucidée. Dans les conditions expérimentales, ces lymphocytes ont un profil fonctionnel de type TH1 

(producteurs d'interleukine IL-2 et IFNγ) et peuvent avoir une activité cytotoxique (Yamada 1999, 

Richard 1992, Sala 1996, Suni 2001, Pittet 2000). Ils ont pu être impliqués dans une réponse anti-

tumorale (Bacot 1991). Pour l'instant, nous n'avons pas retrouvé d'association avec un processus 

tumoral ou un état d’immuno-dépression. 



 
 

Du point de vue ontogénique, ces lymphocytes ont un phénotype mature. Il est peu probable qu’ils 

correspondent à des thymocytes car l’activité thymique chez l’adulte est négligeable en dehors de 

conditions drastiques et les thymocytes expriment un phénotype immature (CD45RA, CD62L). De plus 

les doubles positifs sont largement minoritaires et expriment le CD4 et CD8 à intensités égales.  

 

Inversement, il semblerait que des lymphocytes T CD4+ authentiques puissent dans certaines 

conditions, ré-exprimer en périphérie, de faibles taux de CD8  (Souni, 2001 ; Luhtala, 1997).  

 

Il a été récemment proposé que la population CD4+CD8dim pouvait être une transition entre un 

lymphocyte T initialement CD4+ qui se convertit en d'authentiques CD4 - CD8+ dans le thymus 

(Bosselut 2003), un phénomène "trans-isotypique" en quelque sorte. Est-ce que ce phénomène est 

transposable dans les lymphocytes T périphériques ? Leur phénotype acquis CD8aa suggère qu'ils aient 

été sollicités au niveau des muqueuses ou de la peau. 

 

La raison pour laquelle ces lymphocytes ont eu besoin de l'expression de CD8, particulièrement 

l'isoforme αα  n'est pas claire. Ont-ils acquis une nouvelle capacité de reconnaissance d'antigène, peut-

être non peptidique présenté par des molécules MHC non classiques ? Cette nouvelle spécificité est-elle 

due à une réaction croisée du récepteur TCR ou bien à l'expression d'un second récepteur d'expression 

différente ?  

 

Nous avons montré que la distribution de ces lymphocytes non conventionnels était très restreinte. Les 

données expérimentales montrent qu'une expansion  lymphocytaire réactionnelle est rapidement suivie 

d'une contraction, à moins d'une persistance active de l'antigène. Est-ce que la persistance de ce 

contingent lymphocytaire reflète une stimulation chronique par un antigène ? Il pourrait ainsi être le 

stigmate d'une sollicitation prolongée par exemple au niveau de l'appareil digestif (intestin, foie) et 

bronchique. Il est possible que la restriction à un clonotype puisse être due à une stimulation prolongée 

non pas par un peptide très spécifique mais un super-antigène commun à un isotype Vβ. Cependant, 

cette éventualité est peu probable ici car elle induirait plutôt une activation lymphocytaire (CD25+, 

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

 

Un mécanisme alternatif pourrait être une autonomisation de la prolifération de ces lymphocytes comme 

elle  est observée dans les leucémies lymphoïdes chroniques. Cette maladie peut en effet concerner des 

lymphocytes T dont le phénotype est alors mature, CD4 et/ou CD8, proche de celui que nous décrivons 

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

Se pose alors le problème de la zone frontière entre les deux états et d'éventuels critères pronostiques. 



 
Un phénotypage complémentaire (CD5, CD7, CD103, CD27, CD28…) pourrait permettre de mieux 

comparer les caractères phénotypiques de ces populations avec les phénotypes lymphomateux ou 

leucémiques. Une étude de suivi longitudinal de cohorte à long terme devrait permettre de répondre à 

cette question et éventuellement de déterminer les facteurs prédictifs.  

 

Par analogie au syndrome de dysglobulinémie monoclonale de signification indéterminée, nous 

émettons l'hypothèse qu'une partie au moins de ces fractions lymphocytaires puisse éventuellement 

évoluer vers un syndrome lympho-prolifératif à plus ou moins long terme. Nous avons proposé de 

nommer cette entité "clonopathie oligoclonale de signification indéterminée" (OCUS). Nous avons 

choisi le terme oligoclonal car la prépondérance d'une chaîne Vβ ne suffit pas pour affirmer la vraie 

monoclonalité que nous n’avons pas pu pour l’instant confirmer par étude du transcrit. Le terme 

clonopathie a été également discuté car aucune signification pathologique clinique n'a encore été 

associée à ce phénomène. Il nous paraît donc, dans l'état actuel de nos connaissances, souhaitable de 

suivre l'évolution de cette entité chez les patients.  

 

 



 
 

10 - Lymphocytes T non conventionnels T CD4dim CD8+. 

 

 

Au cours d'une étude équivalente à la précédente, nous avons cherché à caractériser un phénotype non 

conventionnel observé sur des échantillons, plus rares, qui contenaient un contingent lymphocytaire T 

(CD3 positif) exprimant le CD4 à faible intensité. 

 

Cette éventualité doit évidemment être différenciée de la présence de monocytes qui expriment du CD4 

à faible intensité, mais n'expriment pas de CD3. Cette distinction est devenue facile avec les marquages 

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

 

La diminution d'expression du CD4 est très significative puisqu'elle équivaut à une moyenne de 

fluorescence de 10.1 ± 3.5 comparée à 24.8 ± 5.4 pour les lymphocytes T CD4 conventionnels. Ces 

lymphocytes T CD4dim expriment toujours le CD8, à taux normal. Le CD8 était principalement de 

phénotype hétéro-dimérique (CD8αβ). Nous les avons donc baptisés lymphocytes T CD4dimCD8+.  

 

La présence de cette population est beaucoup moins fréquente que la population précédemment étudiée 

(CD4+ CD8dim). L'analyse systématique de la zone correspondante, sur une cohorte de 31 donneurs de 

sang, révélait que la population CD8+ CD4dim représentait en moyenne 0.6 % des lymphocytes T  avec 

une large distribution entre échantillons (de 0.1 à 6.1 %). La majorité des échantillons avait moins de 20 

cellules CD8+ CD4dim par microlitre (fig 3.10). Cependant, 3 échantillons (9.7 %) avaient une valeur 

supérieure à 20 cell/mL.  

 

En analysant la même série de 78 patients VIH positifs, nous avons trouvé 8 cas (11 %) avec élévation 

de CD8+ CD4dim alors que nous n'avons trouvé que 6 cas (7.9 %) chez les 78 patients greffés rénaux. 

La fréquence était légèrement augmentée chez les patients de plus de 70 ans (4 sur 21 soit 19%).  

 

Comme pour les T CD4+ CD8dim, ces lymphocytes T CD8+ CD4dim ne présentaient pas de signes 

d'activation (CD69 ; CD25).  

 

 

 

 



 
Figure 3.10 : Population lymphocytaire T non conventionnelle CD4dimCD8+. La distribution de CD4 

est trimodale (b).  Le nombre de cellules est groupé au-dessous de 20 cells/µl sauf pour quelques 

patients et contrôles sains (c). La population lymphocytaire peut être limitée à un seul clonotype Vβ (d). 
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Nous avons analysé la diversité du répertoire TCR de ces populations. La distribution globale des 

clonotypes des T CD8+ CD4dim était proche de celle des lymphocytes T CD8+ conventionnels 

suggérant qu'ils en étaient dérivés après acquisition de l'expression de faible taux de CD4. Cependant, 

ce phénomène n'a pas été démontré expérimentalement.  

 

De plus, parmi 13 patients testés qui présentaient une  population CD4dim CD8+ nette et homogène, 

tous présentaient une prépondérance (40 et 94 % de la population) d'un seul clonotype. Ce clonotype 

n'était pas surexprimé dans les deux autres populations lymphocytaires conventionnelles (CD4+ ou 

CD8+). Les clonotypes prépondérants étaient généralement différents d'un patient à l'autre. 

 

 Ces populations lymphocytaires généralement minoritaires ont une distribution très variable d'un 

patient à l'autre et peuvent être fortement élevées chez certains patients suggérant une signification 

séméiologique. Le problème est identique au cas précédent. S'agit-il d'une prolifération réactionnelle à 

une infection systémique persistante ? Une association avec une infection virale chronique a été 

rapportée (Suni).  Mais il est également possible que quelques uns de ces cas aient un (faible) potentiel 

lympho-prolifératif par leur caractère monoclonal et persistant, et le concept OCUS peut s'appliquer 

également à cette entité. Une étude de suivi longitudinale de ces patients dans des conditions très 

standardisées est nécessaire pour en   évaluer le risque progressif.  

 

 

 

 

  

 

 



 
 

11 – Expression différentielle de CD4/CD8 sur les lymphocytes T  : 

 

Nous avons analysé la densité d’expression des molécules CD4 et CD8. La fluorescence était très 

homogène entre échantillons pour un même type de marque (système FacsCanto, décrit dans la 

méthodologie). Il faut remarquer que les niveaux de fluorescence entre CD4 et CD8 ne sont pas ici 

comparables, s’agissant de différents fluorochromes et différents réglages de photomultiplicateurs.  

 

On remarque (fig. 3.11) que chaque marqueur (CD4 et  CD8) peut exprimer dans certains échantillons 

un pic d’intensité intermédiaire dont la valeur relative est ¼ pour le CD4 et 1/8 pour le CD8. Nous nous 

sommes particulièrement intéressés à rechercher la signification de ces populations lymphocytaires qui 

expriment très partiellement des molécules essentielles pour leur fonction.  

 

Figure 3.11 : Expression diminuée de CD4 (sur CD4+/CD4dim) et de CD8 (sur CD8+ et CD8dim)  
comparée aux niveaux d’expression conventionnelle. 
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12 – Densités de CD4/CD8 sur les lymphocytes T  : 

 

Par méthode de quantification indirecte avec calibrage (Quifikit ), nous avons pu évaluer les densités 

de surface des molécules considérées (fig. 3.12).  

 

Nous observons des taux comparables à la littérature avec de grandes différences entre les protéines 

analysées.  

 

 

Figure 3.12 : Niveau d’expression des récepteurs membranaires en valeur absolue analysé par Quifikit 

sur 7 donneurs sains.  
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13 – Autres sous-populations Lymphocytaires T non conventionnelles : 

 

L’analyse des dot-plots met en évidence d’autres phénotypes qui restent à  explorer.  

 

Lymphocytes T CD8dim :  

 

Il existe d’authentiques lymphocytes T CD8 qui n’expriment pas de CD4 et expriment le CD8 en 

intensité faible (fig 3.13). Le CD8 est de la forme homodimérique (CD8αα) et correspond en fait à une 

partie des lymphocytes T CD8αα  dont la majorité exprime le CD8α à intensité  habituelle.  

 

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

peuvent être restreints en clonotype. Ils peuvent exprimer le CD56. 

 

Leur signification n’est pas encore connue. Il ne s’agit pas d’effet d’activation qui s’accompagne d’une 

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

façon très transitoire (48-72 heures). 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Lymphocytes T CD8CD56+ :  

 

Une fraction (très variable entre patients) de lymphocytes T exprime le CD56. Ils sont toujours de type 

T CD8+ (fig 3.14). Ces lymphocytes peuvent avoir une signification de cytotoxicité. Ils sont facilement 

identifiables et quantifiables en cytométrie 5/6 couleurs et devraient faire l’objet d’études cliniques pour 

en définir la signification clinique.  

 

 

Figure 3.14 : Population lymphocytaire T CD56+ (a)  souvent CD8 (b). Ils peuvent être également CD3 

fort ; Tγδ (c)  ou CD8dim (b,d). 
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14 – Répartition habituelle des sous populations lymphocytaires T  : 

 

Nous avons pu établir des valeurs de référence des différentes populations décrites dans ce travail sur un 

échantillon de donneurs de sang (en bonne santé).  

 

Nous confirmons la prépondérance des lymphocytes T CD4+ dans le sang périphérique (fig 3.15). Nous 

remarquons également que les moyennes de populations non conventionnelles (T CD4+CD8dim,  T 

CD4dimCD8+) sont inférieures à 20 cells /µL (15+20 et 11+14 cell/µl en moyenne + 1 écart-type). 

Certains sujets (sains) ont des valeurs élevées : maximum 152 et 87 respectivement).  

 

Le nombre de lymphocytes T CD8dim est plus important (53 +30 Cell/µL). De même, le nombre de 

lymphocytes T CD8+ CD56+ est relativement important (51 +46 Cell/µL) surtout pour les lymphocytes 

T CD8dim (17 +15 Cell/µL). Les extrêmes sont également très importants. 

  

Figure 3.15 : NNoommbbrree  ((cceell ll //µµLL))  ddee  ll yymmpphhooccyytteess  ppéérriipphhéérriiqquueess  cchheezz  9977  ddoonnnneeuurrss  ddee  ssaanngg..  
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CONCLUSIONS    et    PERSPECTIVES 

 



 
 

 

La numération leucocytaire par immuno-cytométrie en flux arrive donc à maturité. La 
standardisation des protocoles de préparation d’échantillons et d’analyse des données permet de détecter 
de nombreuses populations leucocytaires, et l’éventuelle émergence de nouvelles populations 
normalement absentes ou très rares dans le sang périphérique (fig 4.1).  

 

L’utilisation du CD45 permet de bien différencier les populations principales et notamment 
d’identifier une augmentation des polynucléaires éosinophiles ou basophiles.  

 

L’analyse fine d’expression du CD3 permet de mettre en évidence une augmentation de la population 
lymphocytaire T gamma delta, qui peut dans certains cas exprimer le CD8 et ou le CD56. Les grandes 
variations quantitatives de ces sous populations entre patients  suggèrent qu’elles peuvent être associées 
à des états immunitaires particuliers, préliminaires ou réactionnels,  qui restent à élucider. La proximité 
des deux populations Tαβ et Tγδ sur le critère de niveau d’expression du CD3 n’est cependant pas 
suffisante pour les distinguer de façon fiable et reproductible et incite fortement à introduire l’utilisation 
de marqueur spécifique (anti TCRγδ). 

 

Nous nous sommes tout particulièrement intéressés, au cours de cette étude, à la mise en évidence et 
la caractérisation de populations lymphocytaires T non conventionnelles, exprimant inégalement le CD4 
et le CD8. Ces populations ont été occasionnellement rapportées dans la littérature, dans des contextes 
pathologiques mais également chez des témoins en bonne santé mais elles n’ont jamais été explorées en 
routine bien qu’elles soient clairement identifiables en cytométrie en flux, sans aucun surcoût.  

 

Nous avons montré que ces populations étaient des lymphocytes matures et stables. Ils peuvent donc 

correspondre à d’authentiques lignées lymphocytaires méconnues parce que rares dans le sang. La 

distribution phénotypique des lymphocytes T ne se limite donc pas aux très conventionnels T CD4+ et 

T CD8+. Le seuil d’alerte doit donc être déterminé et nous avons observé que les valeurs étaient 

regroupées en grande majorité au dessous de 15-20 cellules par microlitre  selon le phénotype (table 

XIII).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Figure 4.1 : Images cytomètriques caractéristiques (marquage CD45/CD3/CD4/CD8/CD19/ 
(Cd16)CD56) : Les leucocytes sont sélectionnés sur l’expression de CD45 (panel a). Définition des 
lymphocytes B CD19+ (b). Expression respective de CD4+ et CD8+ sur les lymphocytes T (CD3+  -c-). 
Expression du CD56 sur les lymphocytes NK (CD3-) mais également T (CD3+  -d-). T non 
conventionnels CD4+CD8dim (e), CD4dimCD8+ (f), CD8dim+ (g), CD3 fort (h) exprimant le CD8 (i). 
L’expression du CD56 sur les lymphocytes T est restreinte 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 limitée à certains compartiments. Leur présence 

inhabituelle dans le sang périphérique, observée seulement chez quelques patients, devrait donc avoir 

une signification clinique contemporaine (forme « réactionnelle ») comme par exemple une stimulation 

chronique. Cependant, les données de la littérature sur la cinétique des réponses lymphocytaires T 

montrent que la prolifération lymphocytaire T ne persiste que très peu de temps après la fin d'une 

stimulation et peut même diminuer malgré la persistance de certains antigènes. La persistance de cette 

prolifération lymphocytaire oligoclonale pendant plusieurs années est donc en faveur de la persistance 

d'une stimulation antigénique. 

 

Nous n'avons pas trouvé pour l'instant d'association entre l'occurrence d'une augmentation d'une de 

ces populations et les maladies que nous explorons le plus fréquemment comme l'infection par HIV ou 

des immuno-suppressions thérapeutiques (liés à une transplantation d'organe). Cependant, nous nous 

devons de rester prudents sur ces conclusions parce que les indications de numérations lymphocytaires 

induisent un biais évident de recrutement. 

 

 

 

 

Table XIII : résumé des propriétés des lymphocytes T non conventionnels

T γδγδγδγδ CD4 + CD8 dim CD4 dim CD8+ CD8 dim CD8+CD56+
CD4 négatif fort faible négatif négatif
CD8 +/−  faible αα fort αβ  faible αα fort αβ
CD56 +/− +/− +
Seuil 120 cell/µL 20 cell/µL 20 cell/µL
Donneurs sains oui 23% 9,7%
Effet Age > 70 ans > 70 ans
facilités par
Fonction Cytotoxicité
Produisent IFNγ / TNFα Il-2 Il-4

Yamada Zloza
Int Immuno 1999 Blood 2003

sd prolifératif. possible Prolymphocytaire ? possible ?? LGL? 



 
Nous avons cependant montré que ce profil pouvait être observé chez certains donneurs de sang 

apparemment en bonne santé ce qui plaide en faveur d’une sollicitation passée (« forme séquellaire »). 

D’ailleurs, même si nous n'avons pas observé de relation directe avec l'âge des personnes testées,  

l'occurrence de ces populations minoritaires semble être plus fréquente chez les patients très âgés (de 

plus de 70 ans). Là encore, nos résultats très préliminaires sont biaisés et n’ont pas de valeur 

épidémiologique. Les principales caractéristiques sont résumées dans la table XIII.  

Les lymphocytes tumoraux peuvent avoir des expressions aberrantes de marqueurs membranaires (ex 

double positif ou positif faible). Bien que leurs phénotypes soient surprenants, les populations 

présentées dans ce travail n’ont pas de caractère de malignité (stabilité, absence de signes cliniques) en 

dehors du caractère oligoclonal. Certains syndromes lymphoprolifératifs ont une progression très lente 

et il reste possible qu’une partie des populations non conventionnelles puisse en être des formes 

précoces  peu progressives.  

 

S’il s’agit de prolifération réactionnelle chronique, il est également possible qu’une sollicitation 

prolongée puisse apporter un risque d’émergence d’un clone à l’origine d’un syndrome lympho-

prolifératif. Il est connu que l’incidence de cette pathologie augmente de nos jours et qu’elle est bien 

plus élevée dans les contextes dysimmunitaires. D’authentiques syndromes lymphoprolifératifs ont été 

décrits dans le contexte des syndromes de mal-absorption chronique par une intolérance au gluten. De 

façon intéressante, un lymphome (à cellules B) a été associé à l'infection chronique par Hélicobacter 

pilori et a pu régresser après traitement de l’infection. Enfin, dans un cas de la littérature, ce type de 

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

 

Nous évoquons donc deux hypothèses :  

1 – Ces cellules correspondent à des lignées physiologiques, limitées à certains compartiments. 

L’expansion d’une population de ces lignées pourrait être réactionnelle à un stimulus persistant 

(infectieux, tumoral..). Nous proposons l'hypothèse que cet antigène puisse aussi être de nature auto-

immune. 

2 – Ces populations inhabituelles représentent des formes très précoces de syndrome prolifératif 

comme le suggère fortement le caractère monoclonal possible. Cette situation nous rappelle le concept 

des dysglobulinémies monoclonales de signification indéterminée, très fréquente, dont l’incidence 

augmente avec l’âge et dont certains cas posent des problèmes de diagnostic différentiel avec 

d’authentiques myélomes.  

 

Qu’elles soient réactionnelles, séquellaires ou pré-tumorales, nous pensons que ces populations non 

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



 
qu’il devrait donc être pris en compte dans l’analyse, d’autant plus qu’elles sont faciles à révéler. Des 

études de suivi clinique sur de nombreuses années devraient aider à préciser leurs valeurs diagnostique 

et pronostique.  

 

Des études immunologiques complémentaires, phénotypiques mais surtout fonctionnelles devraient 

permettre de mieux comprendre le rôle de ces populations et leur signification. 



 
Perspectives 

 

1 – Chacune de ces populations lymphocytaires T non conventionnelles CD4/CD8+ demande à être 

encore mieux caractérisée : 

 

- Il serait important d’étendre le panel de caractérisation antigénique pour pouvoir les comparer avec les 

phénotypes de syndromes lympho-prolifératifs. 

- Il paraît important de connaître leurs capacités fonctionnelles (activité Th1/Th2), production d'autres 

cytokines, activité cytotoxique, capacité de prolifération. Ces explorations sont techniquement difficiles 

car, nécessitant un marquage multiple (CD3+, CD4+,  CD8+), les tris mono-paramètriques par billes 

magnétiques ne sont pas envisageables et les tris par cytomètrie sont délicats pour obtenir un nombre 

suffisant de ces cellules rares.  

 

- Enfin, et surtout, il nous paraît indispensable de pouvoir surveiller le potentiel évolutif de ces 
populations minoritaires sur plusieurs années pour dépister d'éventuelles désordre immunitaires ou de 
progressions vers un syndrome lympho-prolifératif authentique à caractère morbide et éventuellement 
identifier des critères pronostiques initiaux. 

 

2 – Populations encore insuffisammment caractérisées : T CD8+CD56+, Tγδ CD56+ ; NK CD8+ :  

 

Les sous-populations lymphocytaires T (αβ ou γδ) qui Aexpriment le CD8 en faible intensité et 

éventuellement le CD56, restent à caractériser du point de vue phénotypique et fonctionnel. Il est 

également important de surveiller le profil évolutif de ces populations. 

Il nous paraît fortement possible que ces caractères phénotypiques ne correspondent pas 

particulièrement à des sous-populations authentiques mais plutôt à des états fonctionnels avec une 

éventuelle activité cytotoxique (CD56+) ou anergique (CD8 diminué). 

 

Une activité peut être identifiées par la recherche de contenus en protéines cytotoxiques (perforine, 

granzyme) ainsi qu'une activité cytotoxique éventuelle après tri des cellules CD56+ par cytométrie). 

La présence de ces caractères fonctionnels pourrait avoir une signification diagnostique intéressante si 

une association avec une pathologie cellulaire chronique (infection chronique, dysplasie) peut être 

démontrée. 
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