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A D’échelle de la plancte, ’hépatite B est un probléme majeur de santé publiq

I’OMS, deux milliards de sujets ont été infectés, 350 millions sont porteurs chroniques (1). Le
virus de I’hépatite B est responsable d’un million de déces par an; c’est la deuxiéme cause de
déceés par cancer identifiée apres le tabac (2). En France, 910 000 sujets ont été infectés,
150 000 sont porteurs chroniques (3). Les traitements actuels étant coliteux et partiellement
efficaces (seul un tiers des patients réponde a ces traitements) (4-6), la prévention reste le seul
moyen efficace de lutter contre I’hépatite B : prévention des infections nosocomiales,
dépistage systématique dans certaines populations (femmes enceintes, donneurs de sang),
sensibilisation des groupes a risque (homosexuels, sujets a partenaires sexuels multiples,
toxicomanes), et bien sur la vaccination (7).

La premiere partie de ce travail est un rappel sur la vaccination contre I’hépatite B, son
principe, ses modalités de réalisation, ses indications et ses conséquences; elle conduira a
I’identification de sujets mauvais ou non-répondeurs au vaccin, dont les cirrhotiques.

La deuxiéme partie de ce travail concernera les patients atteints de cirrhose alcoolique et
s’attachera a commenter la mauvaise réponse induite par la vaccination contre 1’hépatite B
dans cette population, ou la prévalence des marqueurs du VHB est particuliérement élevée.
Leur inaptitude relative a répondre au vaccin, alors qu’ils développent des anticorps anti-HBs
aprés une contamination probable, reste un mystére. L’altération de la présentation
antigénique aux cellules lymphocytaires est toutefois suggérée.

Plus qu’une simple frontiere, les membranes biologiques sont le lieu obligé des échanges
cellulaires; et toute altération fonctionnelle a leur niveau se répercutera sur le comportement
de la cellule. La troisieme partie de ce travail sera consacrée a la fluidité membranaire, sa
définition, ses variations en cas de maladie hépatique et d’intoxication par I’alcool et leurs

conséquences sur I’accessibilité des récepteurs présents au sein méme de la membrane.
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Le systéme immunitaire est particuliérement exposé aux variations de la fluidité membranaire
par son vaste répertoire de reconnaissance antigénique, son réseau d’interactions cellulaires et
ses nombreux systemes de régulation. C’est pourquoi il nous a sembl¢ pertinent d’observer
Pinfluence éventuclle de la fluidité des membranes monocytaires sur la réponse a la
vaccination contre 'HBV chez les patients atteints de cirrhose alcoolique. Le choix des
cellules monocytaires a été guidé par leur place prépondérante dans la réponse vaccinale : en
présentant I’antigéne HBs aux lymphocytes, elles initient la réponse immunitaire. Une
variation de la fluidité membranaire des monocytes pourrait perturber la conformation et la
fonction des récepteurs membranaires, qui se traduirait alors par une altération de la

présentation de I’antigéne HBs aux lymphocytes et 1’absence de réponse a la vaccination.
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1¢re partie : VACCINATION CONTRE L’HEPATITE B
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1/ RAPPEL SUR LE VIRUS DE L’HEPATITE B

Le virus de I’hépatite B, identifié en 1963 par Blumberg, est un hepadnavirus. Les
hepadnavirus sont des virus hépatotropes qui incluent non seulement le VHB humain, mais
aussi le virus de I’hépatite de la marmotte (WHV), du canard de Pékin (DHBYV), de I’écureuil
brun (GSHV) et du héron (8). Ces différents virus peuvent entrainer une infection virale
persistante, mais seuls le VHB et le WHV peuvent causer une hépatite chronique active.
Outre dans le foie, il a été montré que le virus pouvait étre présent dans le pancréas, la peau,
le rein, les leucocytes et surtout les cellules lymphoides, ces derni¢res jouant un role de

réservoir de virus extrahépatique.

1-1/ Structure du VHB (9) :

Le VHB est une particule sphérique d’environ 42-47 nm de diametre. A I'intérieur de celui-ci,
la particule de core a un diameétre approximatif de 22-25 nm; elle peut étre libérée du virion
par traitement détergent exposant alors I’antigéne de core (Ag HBc), ’Ag HBe sous une
forme cryptique, I’ADN viral, I’ADN polymeérase et une protéine kinase. La concentration de
virus dans le sérum du sujet infecté est variable, dépassant parfois 10° particules/ml mais
quelquefois trés faible, voire non détectable. En plus des virions (ou particule de Dane), il y a
dans le sérum du sujet infecté plusieurs autres particules (>10"*/ml) qui portent uniquement
I’antigene de surface : des petites particules sphériques (16-25 nm de diameétre) et des formes
filamenteuses ou tubules, de longueur variable, dont le diamétre est égal a 22 nm. 1l s’agit de
formes incomplétes de ’enveloppe virale, sans aucun élément de capside. Ces enveloppes

vides, dépourvues d’ADN, ne sont pas infecticuses et entrainent une immunisation anti-HBs.
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1-2/ Structure du génome viral :

Le VHB est un virus & ADN circulaire, partiellement bicaténaire, d’environ 3200 nucléotides
(3,2 kb). L’ADN du virion est formé par un brin (-) codant de longueur constante (3.2kb) et
d’un brin court (+) de longueur variable ( 50 a 100% de la taille du génome). L’ADN peut
étre rendu totalement bicaténaire sous l’action de I’ADN polymérase virale endogeéne
contenue dans le nucléocapside viral. Le maintien de la forme circulaire de I’ADN est assuré
par I’appariement des extrémités 5 des deux chaines sur une longueur de 200 nucléotides
appelée région cohésive. Une protéine, la polymérase virale (Pol), et un oligoribonucléotide
sont attachés en 5’ du brin (-) et du brin (+) respectivement. Une séquence directement
répétée (DR1 et DR2) de 11 nucléotides est située de part et d’autre de la région cohésive.
DR1 est localisée a ’extrémité 5° du brin (-) (ainsi que dans la séquence redondante en 3°), et
DR2 a I'extrémité 5° du brin (+). Ces séquences seraient impliquées dans I’initiation de la
transcription virale ainsi que dans le mécanisme d’intégration du génome dans les
hépatocytes. Deux régions activatrices (enhancer) ont été localisées en amont de la région X

et du promoteur C.

1-3/ Organisation du génome

Le brin (-) contient quatre phases de lecture ouverte, qui correspondent aux régions codantes
pour les protéines virales (C, P, S et X) (10). Une phase de lecture ouverte (open reading
frame, ORF) est une séquence nucléotidique codante qui rend possible la transcription et la
traduction du gene. Ces phases se chevauchant, elles permettent ainsi au génome d’augmenter
sa capacité codante. Seul le brin (-) est codant.

La région C est composée du géne C qui code pour une protéine de nucléocapside, I’Ag HBc,

et d’une région pré-C impliquée dans la synthese de I’Ag HBe circulant.
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La région P recouvre 80% du génome et code pour une protéine d’environ 90 kDa, ’ADN
polymérase. Celle-ci possede également une activité transcriptase inverse.

La région X code pour une protéine de 17 kDa dont le rdle est encore mal connu.
L’expression du gene X est probablement essentielle a la réplication virale in vitro. La
protéine X aurait un rdle transactivateur agissant sans doute au niveau du déclenchement de la
transcription. En cas d’intégration du génome viral, le géne X pourrait s’exprimer et avoir un
effet transactivateur sur les oncogenes cellulaires impliqués dans les processus de
transformation conduisant a I’hépatocarcinome.

La région S code pour les protéines de ’enveloppe virale. Elle est composée du gene S, de la
région pre-S, elle-méme divisée en pré-S1 et pré-S2. A partir des trois codons d’initiation
présents dans ce cadre de lecture, trois types de protéines d’enveloppe peuvent étre
synthétisés. Ces protéines existent sous forme glycosylée et non glycosylée. La protéine S (S
pour small) correspond a la lecture du géne S (S pour surface); elle est composée de 226
acides aminés, et sa taille est de 24 kDa. Ce domaine est commun aux trois types de protéines
d’enveloppe et correspond a ’antigénicité HBs. La protéine M (M pour médium) correspond
a la lecture en phase du géne pré-S2/S; elle est composée de 281 acides aminés. La protéine L,
composée de 389 acides amin€s (L. pour large) correspond a la lecture en phase du géne pré-
S1+ pré-S2/8S.

Ces trois types de protéines entrent dans la composition de I'enveloppe du VHB dans des
proportions différentes selon le type de particule : la protéine S est toujours majoritaire quel
que soit le type de particule, la protéine M représente 10% des protéines d’enveloppe des
différentes particules alors que la protéine L ne représente que 10 a 25% des protéines
d’enveloppe des virions et des filaments.

Une propriété intéressante des protéines d’enveloppe est leur immunogénicité. En effet, des

¢tudes réalisées chez la souris ont montré que la réponse immunitaire dirigée contre les
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régions pré-S1, pré-S2 et S est régulée par des genes d’histocompatibilité (H2) indépendants,
et que I’immunisation avec des particules du VHB contenant les régions S et pré-S permet de
court-circuiter un état de non-réponse a la région S. De méme, I’injection de particules
Ag HBs contenant la région pré-S1 permet de court-circuiter un état de non-réponse aux
protéines S et pré-S2. La protéine pré-S1 exercerait une stimulation spécifique des
lymphocytes T, qui permettrait de déclencher le processus immunitaire chez les non-
répondeurs. La production de particules d’HBs portant aussi la protéine M (pré-S2),
identiques aux particules sériques de 22 nm et d’immunogénicité accrue, a €té obtenue
notamment par transfection de cellules de hamster. Ces particules obtenues in vitro

représentent la base des vaccins actuels.

1-4/ Transmission du VHB

Le virus de I’hépatite B étant présent dans le sang, les sécrétions génitales (sperme, sécrétions
vaginales) et la salive, la transmission peut se faire de fagon verticale, mere-enfant (dans 95%
des cas au moment de la naissance), sexuelle (homo et hétérosexuelle), horizontale (de
personne a personne), et enfin parentérale, concernant tout particulierement les toxicomanes,
le personnel de santé, les hémophiles, les adeptes de tatouage ou de percing, et les infections
nosocomiales (contamination par contact direct ou indirect a partir de matériel médical ou
dentaire infecté). Le risque de contamination apres exposition accidentelle au sang est 10 fois
supérieur au risque li¢ au VHC et 100 fois supérieur a celui lié au VIH. Le risque viral
résiduel (li¢ a la fenétre sérologique) apres transfusion de dérivés sanguins labiles est estimé
pour la France a environ 1 pour 178 000 dons (11,12). Outre ces voies de transmission, 30%
des cas ne répondent a aucun facteur de risque classique (13). Bien que de faibles quantités de
virus aient été mises en évidence dans les larmes, le lait maternel, les urines, les selles, ces

liquides biologiques ne seraient pas impliqués dans la transmission du VHB. La contagiosité
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de ces sécrétions n’a jamais pu €tre démontrée et la charge virale y est toujours 100 a 1000
fois plus faible que dans le sang (14). Enfin, le risque de contracter une hépatite virale B n’est
pas uniforme au cours de la vie : trés faible dans enfance, il croit a partir de ’adolescence
pour atteindre son maximum entre 20 et 29 ans puis décroit : 90% des cas surviennent a partir

de 20 ans (15).

1-5/ Immunopathogénie (16,17)

Le systéme immunitaire a ¢laboré différents mécanismes pour combattre I’infection virale
avec leurs composants extracellulaires (virions libres circulants) et les cellules infectées.

Le premier type de réponse est fondé sur les propriétés spécifiques des récepteurs
d’immunoglobulines des cellules B qui peuvent reconnaitre les antigénes viraux, soit sous
leur forme soluble et sécrétée, soit encore sous la forme de molécule intacte exprimée a la
surface des cellules infectées.

Le deuxiéme type est fondé sur les propriétés de reconnaissance des récepteurs des cellules T,
qui peuvent identifier les antigénes viraux métabolisés sous forme de peptides en association
avec des molécules HLA. Les molécules HLA de classe 1 se fixent aux fragments peptidiques
dérivés des antigénes viraux synthétisés dans le cytosol des cellules infectées. Elles vont
fournir I’information sur ’invasion cellulaire aux cellules T CD8+, dont la principale fonction
est I’élimination du virus intracellulaire. Les molécules HLA de classe 2 vont fixer les
peptides viraux dérivés d’antigénes extracellulaires qui sont protéolysés dans les
compartiments d’endocytose des cellules présentant I’antigéne. Ces cellules présentent les
peptides viraux exogénes aux cellules T CD4+ portant les antigénes HLA de classe 2 qui
possedent un role de régulation en sécrétant des lymphokines modulant I’activité des cellules

B et des cellules T CD8+.
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L’activation coordonnée des réponses humorale et cellulaire est un élément critique pour
obtenir une éradication virale compléte, qui nécessite I’¢limination du virus extracellulaire et
de toutes les cellules infectées.

Dans le cadre des hépatites B aigués, la réponse immunitaire est intense, polyclonale,
multispécifique pour toutes les protéines virales, et aboutit a I’élimination virale complete
alors que, chez les patients atteints d’hépatite B chronique, elle est faible et plus restreinte sur
le plan antigénique. Le déterminant principal de la clairance virale pendant les infections par
le virus de I’hépatite B est ’intensité et le caractére multispécifique de la réponse cellulaire T.
La sélection de mutants d’échappement pourrait contribuer a la persistance virale, mais serait

probablement secondaire au caractere défectueux de la réponse cellulaire T.

1-6/ Histoire naturelle

Chez le nouveau-né, I’infection aigué par le VHB est symptomatique dans 5-10% des cas. La
transmission du virus de I’hépatite B dans la petite enfance est particulierement grave du fait
du risque ¢levé de passage a la chronicité, évalué entre 70 et 90% des cas, avec possible
développement d’une maladie chronique hépatique chez 30 a 50% des porteurs chroniques
(17).

Chez P’adulte, Pinfection aigué par le VHB est symptomatique dans 30-40% des cas,
nécessitant une hospitalisation dans 5% des cas, et responsable de 1% de déces. La fréquence
des hépatites fulminantes lices au VHB est de 1 pour 100 infections aigués symptomatiques
par le VHB. Le passage a la chronicité se fait dans 6 a4 10% des cas, avec risque de développer
une maladie chronique du foie chez 20% des porteurs chroniques (3,17). Au total, 3% des
sujets infectés par le VHB ont évolué ou évolueront vers la cirrhose, et 2% vers un

hépatocarcinome.

25



II/ VACCINATION CONTRE L’HEPATITE B

Malgré les polémiques observées ces dernieres années, concernant les possibles effets
indésirables du vaccin dont le lien de causalit¢ n’a jamais été prouve, l'intérét de la
vaccination n’est plus aujourd’hui a démontrer : la prévalence et I’histoire naturelle de

I’infection justifient pleinement sa pratique.

2-1/ Les vaccins contre ’hépatite B disponibles :

Les vaccins contre I’hépatite B, disponibles en 1981, étaient produits a partir du sérum de
donneurs Ag HBs positif, purifié, traité pour inactivation virale et concentré. Le vaccin
frangais (Hévac B) ¢tait ainsi produit a partir de donneurs porteurs sains du virus de I’
hépatite B, riches en anticorps anti-HBe, sans Iésion histologique décelable; en revanche, le
vaccin fabriqué aux Etats-Unis était produit a partir du plasma de sujets porteurs du virus de
I’hépatite B, ayant une multiplication virale dans leur sérum et riches en Ag HBe. Par la suite,
sont apparus les vaccins dits recombinants, produits de haute pureté, contenant de I’Ag HBs
non-glycosylé, fabriqué par biologie moléculaire, aprés transfection d’un fragment du géne
d’enveloppe du virus a des cellules de mammiféeres (Ag HBs associé a I’Ag pré-S2,
Genhévac B, Laboratoire Pasteur-Mérieux) ou a des levures (Ag HBs seul, Engérix B,
Laboratoires SmithKline Beecham). Les vaccins contenant deux domaines pré-S2/S ne sont
pas supérieurs au vaccin contenant la seule protéine S, mais I'immunogénicité est obtenue
plus rapidement, les anticorps pré-S2 étant produits avant les anticorps anti-HBs. Les vaccins
dits recombinants ont une efficacit¢ comparable a celle des vaccins dérivés du plasma; en
revanche, leur tolérance et leur parfaite innocuité ont conduit a 1’abandon des vaccins

plasmatiques (13,18).
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2-2/ Réponse immunitaire 4 Ia vaccination

La vaccination contre le VHB induit une réaction immunitaire humorale et cellulaire, celle-ci
étant régulée par les cellules CD8 (19). Une réponse blastogénique significative est en effet
détectée aprés immunisation primaire avec I’Ag HBs. La vaccination conduit a la suppression
de la réponse blastogénique au PHA. Leroux-Roels a mis en évidence une corrélation étroite
entre la réponse humorale in vivo et cellulaire in vitro & I’Ag HBs (20). La réponse
proliférative in vitro a I’Ag HBs semble mieux corrélée avec la cinétique qu’avec la
magnitude de la réponse anticorps in vivo. Elle est principalement constituée de
lymphocytes T. Elle est détectée apres la premicre injection vaccinale, puis diminue
graduellement avant I’apparition des anticorps sériques (21). De plus, elle est antigéne dose-
dépendante et nécessite la présence de cellules présentatrices de I’antigéne (CPA)
fonctionnelles. La réponse humorale a I’Ag HBs, détectée des la premiére dose vaccinale,
s’accentue aprés la seconde injection (22). Le nombre de lymphocytes totaux de CD4 et de
CD8 n’est pas affecté durant la vaccination. Les anticorps anti-HBs spécifiques de I'enveloppe
virale sont les anticorps neutralisants. Les sujets immunis€s avec le vaccin ne développent que
des anticorps anti-HBs alors que la réponse sérologique apres une infection naturelle associe
anticorps anti-HBc et anti-HBs. Le titre minimal d'anticorps anti-HBs assurant la protection a
fait l'objet de discussions byzantines. Il n'existe pas dans la littérature d'éléments pour
conclure de manicre scientifique. Un titre d'anti-HBs minimal de 10mUI/ml est souvent utilisé
(23). Ce titre correspond a celui qui est nécessaire pour assurer une protection a des sujets tres
exposés par l'injection de gammaglobulines anti-HBs. Rien ne permet d'affirmer que cette
observation s'applique aussi a I'immunité active post-vaccinale qui s'exerce au dela de la
simple persistance des anticorps. L immunisation primaire avec I’Ag HBs conduit en effet a

une expansion de cellules B & mémoire (réponse secondaire anti-HBs). Les lymphocytes B
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natifs responsables de la production a long terme des anticorps sont présents dans la moelle

0SSCUSC.

2-3/ Définition des groupes a risque

Le Comité Technique des Vaccinations (CTV), en accord avec le Conseil Supérieur
d’Hygiéne Publique de France (CSHPF), s’est réuni en juin 1998 afin de redéfinir les groupes
a risque. On distingue les groupes a risque et ceux a haut risque (24). Ces derniers sont définis
par les personnels des établissements de soins et de prévention, les sujets susceptibles de
bénéficier de transfusions sanguines massives ou itératives (hémophiles, dialys€s, insuffisants
rénaux, candidats a une greffe), les toxicomanes, I’entourage d’un sujet infecté par le VHB ou
porteur chronique de I’Ag HBs (contamination intrafamiliale), les partenaires sexuels d’un
sujet porteur chronique de I’Ag HBs, les nouveau-nés de mére porteuse de I’Ag HBs et enfin
les personnes susceptibles d’€tre en contact, direct ou indirect, avec des patients et/ou du
sang, tels que les professionnels de la santé, pompiers, policiers, éboueurs, gardiens de prison,
secouristes, égoutiers. ..

Les groupes a risque comprennent les enfants vivant en institution et la jeunesse handicapée,
les enfants et adultes en institution psychiatrique, les enfants en dge préscolaire accueillis en
collectivité (creches et maternelles), les sujets a partenaires sexuels multiples, les voyageurs et
résidents en zone de moyenne et forte endémie. La vaccination n‘est obligatoire, en France,

que chez les professionnels de la santé depuis le 18 janvier 1991.

2-4/ Schémas de vaccination

Le CTV et le CSHPF préconisent d’adopter un schéma unique de 3 injections par voie
intramusculaire a 0, 1, et 6 mois (24). Le délai recommand¢ entre la premiére et la deuxieéme

injection est de 1 mois, celui entre la deuxiéme et la troisieme injection est de S a 12 mois. Un
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schéma a 4 injections n’apporte pas davantage en terme de séroconversion. Ce schéma
vaccinal a trois injections est celut adopté par la majorité de nos voisins européens et ainsi
qu’aux Etats-Unis. Chez le nourrisson de mere porteuse de 1’Ag HBs, la premicre injection
doit étre réalisée dés la naissance, associée a I’administration simultanée d’immunoglobulines

anti-HBs.

2-5/ Rappels de vaccination

Le CTV et le CSHPF proposent de ne plus réaliser de rappel systématique de vaccination
contre I’hépatite B, au-dela des trois injections du schéma initial de vaccination (24). En effet,
il existe une mémoire immunologique, conférée aux cellules immuno-compétentes lors de la
primovaccination, permettant une réponse anamnestique protectrice, rapide, en cas de
nouveau contact avec le virus (et ce méme en 1’absence de titre élevé d’anticorps circulants)
(25,26). De plus, les ¢études ont montré 1’absence quasi-totale d’infection aigué
symptomatique et d’infection chronique chez les sujets immunocompétents ayant répondu a la
primovaccination, et les taux de séroconversion sont si importants, 100% chez les
nourrissons, 95% jusqu’a I’age de 20 ans et 90% chez I’adulte jeune, que la réalisation d’une
injection de rappel s’avere inutile (27,28). Cette notion va probablement diminuer le nombre
d’injections de rappel, et donc le risque potentiel d’injection inutile. Cependant, une nuance
est a apporter chez les sujets a haut risque, en fonction de leur 4ge au moment de la réalisation
de la primo-vaccination (24). En effet, si la vaccination a été réalisée avant I’age de 25 ans,
aucune injection de rappel n’est a prévoir. Si la vaccination a eu lieu aprés 1’age de 25 ans, un
rappel suivi d’une sérologie 1 a 2 mois apres, seront réalisés : si le taux d’anticorps anti-HBs
est alors inférieur a 10 mUI/ml (considéré comme seuil de protection), une nouvelle injection
de rappel suivi d’une sérologie un ou deux mois apres, seront effectuées. Ceci ne s’applique

pas aux insuffisants rénaux chroniques dialysé€s, chez qui il est fortement recommandé de
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réaliser une sérologie annuelle, avec rappel, deés que le taux d’anticorps descend au-dessous

du seuil protecteur.

111/ LA NON-REPONSE A LA VACCINATION

Pour une vaccination efficace, trois partenaires doivent jouer un réle sans faute (29) :

- Le vaccin qui doit étre parfaitement immunogene et induire la formation d’anticorps

- Le sujet vacciné et son systéme immunitaire qui doit produire des anticorps le plus vite
possible et a une forte concentration

- Le virus qui doit éire reconnu et neutralisé par les anticorps formés par le sujet vacciné
aprés administration du vaccin

Si l'un des partenaires n'est pas conforme a la régle, la vaccination devient inefficace.

La pratique de la vaccination a amené rapidement a la définition de groupes de patients
mauvais ou non-répondeurs au vaccin. Ainsi une proportion d’environ 5% de sujets sains
n’est pas répondeuse a la vaccination. L’ immunogénicité du vaccin contre le VHB semble

diminuée par des facteurs génétiques, acquis, environnementaux ou liés au vaccin.

3-1/ Facteurs génétiques :

Certains sous-groupes HLA : DR7, DR3, (B44, DR7), (B8, DR3), (A1, BS8), (A1, B35) sont
associés a une mauvaise réponse a la vaccination contre le VHB. Les études familiales ont
montré que la réponse anti-HBs était presque nulle chez les homozygotes A1 B8 DR3,
médiocre chez les hétérozygotes et bonne dans la population de référence n’ayant pas ces

haplotypes. Ces résultats suggerent qu’il existe un géne dominant, régissant la réponse a I’Ag
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HBs, situé dans le systéme HLA et que [’absence de réponse normale a la vaccination est un
> y

caractére génétique récessif li¢ au CMH (30-32).

Aucune technique vaccinale ne modifie un statut de non-répondeur immunogénétiquement

déterminé. Ceci impose de recourir a d’autres types de vaccin pour atteindre une vaccination

universelle.

Le sexe masculin semble également associé avec une moins bonne réponse vaccinale (22).

3-2/ Facteurs acquis ou pathologiques :

L’age lors de la vaccination module significativement la réponse vaccinale : 100% de
séroconversion jusqu’a I’dge de 20 ans, 97% entre 20 et 39 ans, 92% entre 40 et 59 ans,
75% entre 60 et 79 ans (33-34).

Les sujets ayant un indice de masse corporelle supérieur a 30 répondent moins
efficacement a la vaccination contre I’HBV, en raison de I’injection intra-adipeuse du
vaccin (35-36).

Le tabagisme apparait comme un facteur de risque indépendant de mauvaise réponse
(34,37).

L’alcoolisme chronique est également associé a une mauvaise réponse a la vaccination
(voir 2°™ partie)

Toute forme d’immunodépression iatrogene ou acquise diminue la réponse vaccinale. Les
personnes immunodéprimées sont de mauvaises répondeuses, et ce, qu’elles le soient suite
a : une hémodialyse (60% de réponse) (38-39), une insuffisance rénale terminale (40), un
traitement immunosuppresseur, une infection par le VIH (50% de réponse et ceci
indépendamment du niveau d’immunodépression) (41-42), une infection par le VHC (43),
une cirrhose alcoolique, un diabéte (44), une maladie génétique avec défaut d’immunité

humorale (Maladie de Burton, déficit immunitaire commun variable...). A P’intérieur de
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ces populations immunodéprimées, les parametres individuels de mauvaise réponse sont
associés a ceux de 'immunodépression et la liaison aux facteurs génétiques reste valable
(45). Cette réponse ne semble pas pouvoir étre prédite par des tests au préalable (46).
L’absence de réponse vaccinale doit étre palliée par une vaccination avant I’exposition au
risque viral et au risque de diminution de I’efficacité (infection par le VIH, alcoolisation
précoce, tabagisme...), et par la vaccination précoce des insuffisants rénaux avant la mise
en dialyse ou transplantation. En effet, la réponse & la vaccination et le titre d’anticorps
anti-HBs produits sont directement fonction de la gravité de I'insuffisance rénale

chronique, évaluée par la clairance de la créatinine (47).

3-3/ Facteurs liés au vaccin :

Les conditions de conservation du vaccin, et notamment sa congélation diminuent son
efficacite.

Le site d’inoculation du vaccin intervient, dans la mesure ou son efficacité est moindre, si
les injections vaccinales sont réalisées dans la région glutéale plutét que dans la région
deltoidienne (en raison de la présence du tissu adipeux) (48).

La voie d’administration du vaccin intervient également : la voie sous-cutanée est
inefficace, I’intramusculaire doit étre préférée. Il semblerait toutefois que la vaccination
intradermique soit une alternative intéressante chez les non-répondeurs au vaccin (49).
L'injection intradermique peut permettre l'utilisation de doses réduites et donc des
économies substantielles de vaccin (doses divisées par 5 a 10), mais est a I’origine de
titres d’anticorps anti-HBs plus faibles. Elle exige par ailleurs un personnel entrainé (50).
La majoration de la dose vaccinale inoculée et la fréquence des injections peut permettre
chez les mauvais répondeurs immunodéprimés une amélioration du taux de

séroconversion. Chez les hémodialysés, trois injections & double dose ou quatre a dose
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standard a un mois d’intervalle aménent une immunisation dans 70 a 75% des cas, contre
45% avec trois injections mensuelles d’une dose standard (51). Chez les non-répondeurs,
la répétition d’injection a double dose vaccinale augmente le pourcentage de réponse :
chez des enfants et adolescents hémodialysés ayant répondu a 33,3% a un schéma
vaccinal standard, une double dose de vaccin a quatre et cinq mois éléve le pourcentage de
réponse respectivement a 76,1% et 85,6% (40). Le taux de séroconversion des patients
HIV est également meilleur si les injections vaccinales sont plus nombreuses (52).
Toutefois chez les patients non-immunodéprimés et non-répondeurs au vaccin,
l'augmentation des doses et des injections vaccinales ne permet l'obtention d'une

s¢roconversion que chez moins de 20% d'entre eux (53).

3-4/ Mécanismes pouvant expliquer Ia non-réponse dans la population générale

Différentes équipes tentent de trouver une explication a la non-réponse a la vaccination contre
I’hépatite B retrouvée dans la population générale.

I.’augmentation de I’incidence des non-répondeurs chez les sujets HLA DR7 et DR3 suggére
que les mécanismes de la réponse immunitaire sont gouvernés par des génes du complexe
majeur d’histocompatibilité, mais restent encore trés imprécis.

La production d’anticorps anti-HBs est connue étre cellule T dépendante; I’Ag HBs doit étre
reconnu a la fois par les cellules T et les cellules B pour induire une réponse humorale,
caractérisée par une commutation vers IgG et une augmentation de I’affinité des anticorps
produits. La réponse immune est régulée essentiellement par D’antigéne, puis par les
interactions entre les lymphocytes, les cellules présentatrices de I’antigene et leurs produits,
anticorps et cytokines. La sous population lymphocytaire Th1 induit les réponses a médiation
cellulaire, alors que les Th2 poussent a la production d’anticorps. L’interféron y produit par

les cellules Thl limite la prolifération des cellules Th2, alors que 'l 12 des phagocytes
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mononucléées soutient le développement des cellules Thl. A Pinverse, I'Il 10 des cellules
Th2 inhibe la production de cytokines par les Thi, et I'Il 13 bloque la production de cytokines
par les macrophages. L’interaction entre les cytokines dérivées des cellules T et B a été
¢tudiée lors de la réponse a I’Ag HBs. Les cellules mononucléées de patients vaccinés et
répondeurs sécretent de interféron y aprés stimulation par I’Ag HBs, tandis qu’aucune
sécrétion d’Il 4 et 11 5 n’était détectée (54). Par ailleurs, les anticorps anti-HBs chez les
vaccinés et les personnes naturellement immunisées appartiennent communément aux sous
classes IgG1 et 1gG2, qui sont induites par les cytokines des cellules Thl (5§5). L.’addition in
vitro d’interféron exogeéne augmente clairement la sécrétion d’anti-HBs par les cellules
mononucléées de vaccinés répondeurs, tandis que Pinterféron o , I’'Il 2, 'l 4 ou I’11 12 n’ont
pas d’effet. L inhibition de cet effet par addition d’anti-interféron y et anti-CD3 indique que
I’effet activateur de Dinterféron y sur les cellules sécrétant les anticorps est cytokine
spécifique et dépendant de ’activation cellulaire T via le récepteur des cellules T (56). Ainsi,
il est fortement suggéré que les cellules Thl spécifiques de ’Ag HBs jouent un role
primordial dans la sécrétion d’anticorps anti-HBs neutralisants, et qu'elles sont probablement
déficientes chez les non-répondeurs au vaccin.

Chedid a par ailleurs montré que les lymphocytes sanguins périphériques des non-répondeurs
au vaccin ne développaient pas in vitro de réponse proliférative a I’Ag HBs tandis que les
cellules des répondeurs proliféraient vigoureusement (57). Cette absence de réponse
proliférative n'était pas due & une présentation antigénique défectueuse. De plus, les cultures
cellulaires des non-répondeurs ne sécrétaient pas d’Il 2 en réponse a une stimulation par I’Ag
HBs; et 'apport d’ll 2 recombinante exogéne ne restaurait pas la réponse proliférative des
cellules T. Ces travaux suggerent également que la base cellulaire de 1'absence de réponse a
I’Ag HBs est un manque de cellules Thl spécifiques de I’Ag HBs ou une anergie (tolérance)

des ces cellules au complexe CMH-Ag HBs. Les cellules anergiques exprimaient un nombre
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réduit de récepteurs cellulaires a Il 2 en comparaison aux cellules effectrices Thl. Aussi il
suggere qu’une di1ﬁinuti0n de I’expression du récepteur a I’Il 2 ou Pinhibition de la synthése
d’H 2 pourrait étre liée a la non-réponse (58).

Plusieurs travaux confirment que la non-réponse a I’Ag HBs dans la population générale n’est
pas liée a un défaut dans la présentation antigénique aux cellules T (54,59-60).

A ce jour, les mécanismes physiologiques expliquant l'altération de la réponse cellulaire Thl
observée chez les patients sains non-répondeurs au vaccin contre 'HBV restent obscurs.

Aucun palliatif a la non-réponse ne peut donc étre propose.
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3-5/ Perspectives d’avenir :

Différentes équipes s’attaquent actuellement au probléme majeur de rendre le vaccin
immunogene chez les non-répondeurs. Le développement de vaccins contenant la grande
protéine pré-S1/pré-S2/S est en cours. L'adjonction de la protéine pré-S2, puis de la protéine
pré-S1, vise a surmonter une non-réponse a la protéine S sur des bases expérimentales (61) ou
a accélérer et a amplifier la réponse anti-HBs lors de la primovaccination. Les vaccins
contenant les trois domaines protéiques ne se sont pas montrés, a ce jour, supérieurs en terme
de réponse vaccinale, a ceux ne contenant que I'Ag HBs seul. Une réponse plus ample et plus
rapide en titre d'anticorps anti-HBs semble cependant exister (62). Leur utilité¢ pourrait donc
consister en l'obtention d'une immunisation plus rapide dans certaines populations tres
exposées au risque.

Parmi les différentes perspectives, le vaccin & base d’ADN semble le plus réaliste en terme de
développement industriel (63,64). Le principe consiste en la transfection a des cellules
musculaires de matériel génétique codant pour D’antigeéne, qui est donc synthétis¢ in vivo et
présenté au systeme immunitaire. Dans le cas du VHB, le plasmide transfecté code pour un
certain nombre de protéines synthétisées par le VHB (protéine S, pré-S1, pré-S2...). Utilisant
un promoteur viral adjoint (type CMV), les protéines virales sont synthétisées par la cellule
transfectée. Cette technique posseéde l'avantage de stimuler les lymphocytes CD8+ en
présentant les protéines virales a la surface cellulaire couplées au molécule du complexe
majeur d'histocompatibilité de classe I. Ces protéines sont aussi relarguées dans le milieu
extracellulaire, permettant aprés leur captation par les cellules présentatrices de I'antigeéne
(exprimant les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe II), d'induire une
réponse CD4+ et humorale. Cette double stimulation du systéme immunitaire de I'hdte est
susceptible de contourner la réponse a I'Ag HBs a restriction HLA-médiée. Les études

effectuées chez la souris montrent 1’obtention d’une réponse humorale précoce dans pres de
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100% des cas, et de longue durée apres une seule injection (ce qui réglerait définitivement le
probléme des injections de rappel). Au vu de l'efficacité particulicre de ce mode
d'administration de l'antigene, la vaccination génétique pourrait non seulement avoir une
application préventive mais également s'avérer utile en thérapeutique dans des situations
d'infections chroniques ou il est nécessaire d'induire ou de rappeler une réponse cytotoxique
préexistante mais inefficace. En dépit de ’avenir prometteur de cette nouvelle approche, des
problémes persistent, en particulier 'application a I’homme, et spécialement son innocuité.
L’ADN plasmidique pourrait, en effet, s’intégrer dans ’ADN chromosomique de cellules
somatiques et étre alors responsable de mutations géniques. Des essais pour apprécier le
bénéfice potentiel de I'mmunité cellulaire induite apres injection d'ADN sont actuellement en

cours.
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L'intérét du vaccin contre I'hépatite B n'est plus a démontrer; l'incidence de la maladie en
France parle d'elle-méme, sans parler des pays a forte endémie, comme Taiwan, ou il a été
clairement montré que ce vaccin était le premier efficace dans la prévention du cancer
(65,66). Les essais de vaccins contre I'hépatite B ont débuté 1l y a pres de vingt ans et les
premigres préparations ont ¢t¢ autorisées en 1981. Le développement de vaccins recombinants
a permis il y a dix ans, de s'affranchir de l'utilisation de plasma humain et de disposer de
ressources suffisantes pour envisager une éradication. L'expérience clinique accumulée au
cours des années montre que ce vaccin est un remarquable immunogene, assurant une
protection rapide et durable contre une infection virale extrémement fréquente et aux
conséquences graves, dont la prévention devrait étre rendue obligatoire. Mais a ce jour,
encore 5% de la population générale reste non-répondeur au vaccin, et aucune alternative ne
peut lui étre proposce. La connaissance plus précise de la biologie virale et des mécanismes
immunologiques conduira certainement, et fort heureusement dans un avenir proche, a évaluer
des approches rationalisées comme contourner la restriction HLA médiée par des approches
différentes ou tenter d'infléchir la réponse CD4+ vers le mode Thl, afin d’entrevoir enfin

I’éradication virale complete.
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2¢me partie : CIRRHOSE ALCOOLIQUE

ET VACCINATION CONTRE L’HEPATITE B
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2-1/ Prévalence du VHB chez les patients atteints de cirrhose éthylique

La prévalence des marqueurs sérologiques du VHB est nettement plus élevée chez les patients
alcooliques chroniques : elle est estimée entre deux et quatre fois celle de la population
générale. Elle varie selon les €tudes, de 16 a 40% et jusqu’a 72% dans une étude japonaise
(67). Ces variations importantes de prévalence observées dans la littérature s’expliquent par
les différences d'une part, d'origine ethnique des patients, et d'autre part de population choisie
comme témoin (donneurs de sang, patients hospitalisés ou non, tranches d’age différentes... ).
Il ne semble pas exister de différence de prévalence entre les malades alcooliques non
cirrhotiques et les patients ayant une cirrhose d'origine €thylique histologiquement prouvée ou
probable (68-70). Toutefois, la prévalence est significativement plus importante chez les

patients cirrhotiques ayant développé un hépatocarcinome, variant de 45 a 82% (67).

Les raisons de cette forte contamination par le virus de ’hépatite B restent spéculatives; il est
probable que plusieurs facteurs interviennent. Renard a effectué en 1991 une étude
rétrospective de 202 patients alcooliques chroniques ou suivis pour un hépatocarcinome et n’a
mis en évidence aucune relation entre la prévalence des marqueurs du VHB et le sexe, I’age,
le degré d’intoxication alcoolique, les antécédents d’hospitalisation multiple, et la notion
d’exposition des sujets au VHB. Les marqueurs du VHB semblaient d’autant plus
fréquemment positifs, que les sujets étaient ethniquement non européens ou avaient sé¢journé
en pays d’endémie virale (71). Mais ces facteurs, s’ils sont importants, n’expliquent
certainement pas a eux seuls la fréquence éleveée des marqueurs du VHB chez les alcooliques.
D’autres parametres comme le niveau socio-économique peuvent intervenir. Il existe en effet
une relation inverse entre le niveau socio-économique et la prévalence des marqueurs du
VHB; et I’infection par le VHB chez ’alcoolique chronique pourrait s’expliquer en partie par

des conditions socio-¢conomiques défavorables (72). Une autre hypothése pour expliquer la
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prévalence élevée des marqueurs du VHB chez les alcooliques chroniques fait mtervenir des
perturbations de la réponse immunitaire de ’héte : il existe une relation inverse entre les
anomalies de I’immunorégulation et la présence d’un marqueur du VHB en particulier chez le
cirrthotique (73,74). Des phénomeénes dysimmunitaires expliqueraient alors peut étre
I’élévation de la prévalence des marqueurs du VHB chez I’alcoolique chronique.

En outre, le profil sérologique des malades alcooliques chroniques est souvent atypique : les
marqueurs les plus souvent retrouvés sont les anticorps anti-HBs et anti-HBc, mais assez
souvent I’anticorps anti-HBc peut étre isolé. La prévalence de I’Ag HBs est par contre faible
(75). L alcool pourrait &tre directement responsable de cette discordance, en modifiant par
exemple le métabolisme de certaines protéines virales (comme cela a ét¢ montré pour la
sécrétion de I’Ag HBs, dans un modéle de souris transgéniques) ou en modifiant la réponse
immunitaire de ces malades vis a vis de I’Ag HBs (76). De plus, Bréchot a montré que
’absence d’Ag HBs, voire de marqueurs sérologiques, n’impliquait pas ’absence d’infection
active par le VHB. Parmi un groupe de patients porteurs d’hépatopathie chronique et sans
marqueurs sérologiques, il a retrouvé la présence d’ADN viral au niveau sérique dans 10%
des cas et au niveau hépatique dans 32% des cas. Chez les patients porteurs de marqueurs
sérologiques d’infection guérie (Ag HBs négatif), la présence d’ADN viral intrahépatique
était retrouvée dans 75% des cas. Ainsi méme apres une infection dite guérie, le génome de
I’hépatite B peut demeurer quiescent au niveau hépatique en petite quantité (77). Par ailleurs,
I’ADN du VHB a été mis en évidence par Southern Blot dans 100% des foies tumoraux et
16% des foies de malades atteints de cirrhose sans carcinome hépato-cellulaire (78).

Ainsi la prévalence des marqueurs du VHB est plus élevée chez les patients alcooliques
chroniques, avec ou sans cirrhose, variable selon les études, en moyenne de 25 a 30%, pour
des raisons qui restent encore imprécises, parfois détectée uniquement par virologie

moléculaire. Avec les campagnes de vaccination contre I’hépatite B menées ces derniéres
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années, on peut penser qu’a l’avenir les estimations citées seront largement surestimées.
Aucune ¢tude ne mentionne a ce jour une quelconque évolution de ces pourcentages depuis

1985.

2-2/ Intérét de la vaccination

La survenue d’une infection virale sur une cirrhose préexistante peut, d’une part, étre un
facteur aggravant a court terme la fonction hépatique, avec un risque de mortalité non
négligeable variant de 10 a 20%, liées aux complications telles que 1’ascite, I’encéphalopathie,
présentes dans plus de 60% des cas (79). Elle peut d’autre part, influencer le potentiel évolutif
de la cirrhose en cas de portage chronique de I’Ag HBs. De plus, elle majore le risque de
carcinome hépatocellulaire par le biais de I'intégration de ’ADN viral dans le génome
humain (80). Une étude récente a montré en effet, I’existence d’un effet synergique entre
I’infection chronique par e VHB et la consommation excessive d’alcool sur I’apparition d’un
hépatocarcinome (81). Il n’y a pas de données expérimentales démontrant le role direct
mutagéne de I’alcool, bien que celui-ci puisse potentiellement modifier le métabolisme de
certains carcinogénes chimiques (tétrachlorure de carbone, aflatoxine B1 ou dérivés des
nitrosamines) via I’induction des cytochromes, par exemple, et potentiellement jouer un rdle
de promoteur de tumeur comme cela a €t¢ suggéré dans un mod¢le animal. L’alcool pourrait
ainsi jouer ce role, en induisant un processus de nécrose et de régénération chronique
aboutissant a une cirrhose et a la prolifération de clones d’hépatocytes préalablement initiés
par une intégration virale (82).

L’association d’une séropositivité pour les marqueurs du VHB avec une éventuelle infection
par le VHC majore encore davantage le risque de développer un hépatocarcinome. Une
récente étude prospective italienne montre en effet, une interaction synergique entre les deux

virus dans la carcinogenése hépatique. Durant une période de cinq ans, 27% des cirrhotiques
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alcooliques coinfectés par le VHB et le VHC développaient un carcinome hépato-cellulaire,
comparés au 15% des patients infectés par le VHB et 10% des porteurs du VHC. Il semble
également que le CHC soit plus souvent multinodulaire chez les patients ayant plus d’un
facteur de risque de le développer en comparaison avec celui survenant sur cirrhose
alcoolique sans marqueurs sérologiques du VHB et du VHC (40% vs 22%) (83).

La prévalence des patients alcooliques chroniques évoluant vers la cirrhose est par ailleurs

majorée en cas d’infection par le VHB (84).

La prévention de ces risques a court et & long terme passe par la vaccination contre le VHB,
qui est d’ailleurs fortement recommandée avant une éventuelle transplantation hépatique.
Ethyliques chroniques et patients atteints d’une cirrhose éthylique doivent é&tre

impérativement vaccinés contre I’hépatite B (85).

2-3/ Une réponse médiocre a la vaccination contre I’hépatite B chez le cirrhotique

L’immunité humorale des patients atteints de cirrhose a fait I’objet de plusieurs études, toutes
s’accordant a penser que la réponse anticorps de ces sujets est bonne, voire augmentée par
rapport aux groupes témoins. En effet, quand une vaccination contre des antigenes viraux ou
bactériens est effectuée chez ces sujets, il ne semble pas exister de déficit de la réponse
immunitaire. C’est le cas par exemple de la vaccination anti-pneumococcique, ou la réponse
humorale est adaptée, sans différence significative par rapport aux témoins (86). Il en est de
méme pour les vaccins anti-typhoidique, antitétanique, antidiphtérique. En ce qui concerne
ces deux derniéres vaccinations, la réponse anticorps des sujets atteints de cirrhose était méme
plus élevée que chez les sujets témoins. Aussi, lorsque les premieres études sur la vaccination

contre ’hépatite B ont été réalisées, les résultats furent pour le moins surprenants.
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Le taux de réponse a la vaccination contre I'HBV est en moyenne compris entre 18 et 50% en
cas de cirrhose alcoolique, 44 a 54% en cas de cirrhose non-alcoolique, et 43 a 82% chez des
malades alcooliques ayant une hépatopathie minime (87-91). Les facteurs semblant &tre
prédictifs de non-réponse anti-HBs sont I’appartenance a la classe B de Child-Pugh, I’dge
supérieur a 50 ans, I’existence d’une leucopénie, un nombre absolu et un pourcentage de
lymphocytes CD8 plus faibles, un rapport CD4/CD8 plus élevé (87,89,92). Van Thiel n'a
trouvé aucune corrélation entre le typage HLA et le taux de réponse; dans l'étude de
Bronowicki, la présence de ’antigéne HLA DR7 et ’absence de I’antigene HLA DRI étaient
liés avec la non-réponse (87,93).

Chez les alcooliques chroniques sans cirrhose, les résultats sont ¢galement au-dessous de ceux
attendus, quel que soit le protocole de vaccination utilisé. Ainsi, Nalpas retrouvait dans une
étude portant sur 28 patients €thyliques un taux de réponse a la vaccination de 42.8% un mois
apres la troisiéme injection, et un titre moyen d’anticorps anti-HBs faible. Ce titre d’anticorps
semblait plus élevé chez les patients sevrés que chez les buveurs, mais inférieur 2 un groupe
témoin non alcoolique, ce qui est en faveur d’un effet direct de I’alcool sur la réponse
vaccinale, un effet persistant plusieurs années apres le début du sevrage (88). Rosman ne
confirmait pas cette donnée (dans son dtude, le sevrage n’influengait pas la réponse
vaccinale) (94). La seule étude montrant un taux de séroconversion satisfaisant dans cette
population, celle de MacMahon (80% versus 88% chez les témoins), préte a critique, d'une
part parce que le titre d’anticorps anti-HBs aprés vaccination restait faible, et d'autre part
parce que la définition du seuil de protection €tait différente des autres études et les patients
plus jeunes (95).

En ce qui concerne les patients atteints de cirrhose en attente d’une transplantation hépatique,
les études montrent des taux de séroconversion toujours médiocres, compris entre 13 et 54%

(92,96,97), et posent le probleme de I'intérét, apparemment discutable, de cette vaccination.
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L’étiologie de la maladie hépatique, le degré d’atteinte hépatique (apprécié par le score de
Child-Pugh, les valeurs de 1'albumine et de la bilirubine plasmatiques, du temps de Quick, la
présence d'une ascite), les mesures des lignées cellulaires intervenant dans l'immunité,
comprenant les taux de lymphocytes totaux et de leurs sous-classes circulants n'étaient pas
corrélés avec la réponse au vaccin. Les patients jugés répondeurs présentaient des titres
d’anticorps anti-HBs faibles et tendaient 4 les perdre apres la transplantation, probablement a
cause des thérapies & visée immunosuppressives (98). De plus, I'incidence de ’infection par
le VHB apres transplantation est faible : dans I'étude de Chalasani, elle ¢tait de 2.3% dans le
groupe non vacciné et de 1.8% dans le groupe immunisé (99). Comme chez les patients
hémodialysés, I’absence de réel bénéfice a la vaccination était reflétée par la faible incidence
de 'HBYV dans le groupe témoin (5.4%) et le nombre significatif de patients dans le groupe
vacciné qui manquent de répondre a cette vaccination (50%) (100). La situation des patients
qui ont bénéfici¢ d’une transplantation est plus complexe; dans une récente étude, 20 des 570
patients Ag HBs négatif (3.5%) deviennent Ag HBs positif aprés la greffe. Huit des 20
patients apparaissent avoir acquis I’infection par le don d’organe, et huit autres ont réactivé
une maladie latente. Dans ces situations la vaccination contre ’hépatite B n’aurait apporté
aucun bénéfice (101). Chez seulement 4 patients (0.7%) I’infection apparait €tre acquise par
transfusion de dérivés sanguins, et ceux-la pourraient constituer le seul groupe, ou la
vaccination aurait apporté un bénéfice. Ainsi, le faible risque d’acquérir une infection par le
VHB dans la période péri- et post-TPH, et du fait de la mauvaise réponse a la vaccination
dans cette population, le principe de la vaccination contre le VHB pourrait étre reconsidéré
chez les patients en attente ou apres TPH.

Le tableau résume les seules études de la littérature observant la réponse a la vaccination

contre le VHB chez les patients alcooliques chroniques avec ou sans cirrhose, ainsi que leurs
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principales conclusions. Différentes solutions ont été proposées pour obtenir un meilleur taux

de réponse chez ces patients:

o La majoration des doses et des injections vaccinales

L’augmentation des doses ou de la fréquence vaccinale majore le taux de séroconversion des
patients avec insuffisance rénale chronique. Aussi Rosman a comparé en 1997 un programme
vaccinal de 4 injections a double dose par rapport au vaccin standard (Engerix B 40 ug au lieu
de 20 ng) chez des patients alcooliques chroniques (94). Les deux groupes étaient homogenes
quant au nombre de patients cirrhotiques. L.’étude montrait que les patients alcooliques
recevant le programme d’immunisation renfor¢ée, répondaient significativement mieux au
vaccin en terme de séroconversion (46.2 % versus 75%) et de titre d'anticorps anti-HBs.
Toutefois la différence en terme de réponse n‘apparaissait pas statistiquement significative
dans le groupe des sujets atteints de cirrhose. L'effectif de ce groupe étant limité, I'étude ne
permettait pas de conclure quant a I’intérét d’un tel programme chez le patient cirrhotique,
d'autant plus qu'avec le méme schéma vaccinal, Villanueva apportait des résultats inverses

(102).

o Lu sérovaccination

Dans les modeles in vivo et in vitro chez la souris, la réponse lymphocytaire T a I’Ag HBs
apparait fortement accrue en présence d’anticorps anti-HBs de type IgG, peut étre du fait
d’une meilleure reconnaissance de I’antigene HBs par les lymphocytes T quand celui-ci est
présenté par les monocytes sous forme de complexes immuns. Il était donc logique de tenter
la sérovaccination chez les patients atteints de cirrhose alcoolique et chez les hémodialysés.
Malheureusement elle n’apporte aucun bénéfice en terme d’immunogénicité; les titres

d’anticorps anti-HBs sont par ailleurs plus faibles apres sérovaccination (87).
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o Des rappels de vaccination plus fréquents

Nalpas a trouvé un taux de réponse de 82%, donc bien amélioré, dans une population
d’éthyliques chroniques, un mois apres une injection de rappel a 1 an (réponse secondaire),
ce qui suggere la nécessité de réaliser plus fréquemment des injections de rappel chez les
patients alcooliques chroniques (88). Au prix de ces injections supplémentaires, la vaccination
des éthyliques chroniques pourrait étre aussi efficace que dans la population générale; ceci
reste & confirmer. ..

D’autres voies ont-€té explorées afin d'accroitre le taux de réponse chez les non-répondeurs a
la vaccination contre le VHB, utilisant notamment le vaccin en intradermique, la co-
administration d’immunostimulateurs comme la thymopentine, I'll 2, interféron «, et
I'utilisation de vaccin pré-S2. Aucune d'entre elles n’a ét¢ réalisée chez les patients

éthyliques.
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Schéma Population Effectif | Taux de
vaccinal réponse
Mé: Absence de
Cirrhoses éthyliques 32 50% corrélation avec
M0,1,2,6 I'age, le sevrage
Témoins 7 100% éthylique .
DEGOS 1986 (M0,1,2,3)
Stéatose 6 100% Résultat
identique avec
Hépatite alcoolique 7 100% un protocole a 4
injections
M12: Facteurs lies & la
non-réponse :
M0,1,3 Cirrhoses éthyliques 13 69% Child B,
BRONOWICKI Rappel M9 ( Child A ou B) CD8 bas,
1997 CD4/ CD8 elévé,
Présence HLA
DR7, Absence
de HLA DR1
M2 Absence de
MAC MAHON = Alcooliques 30 80 % corrélation avec
1990 M0,1,6 (33% si >45 ans) | la consommation
d'alcool, et les
= Témoins 42 88 % tests hépatiques
M12: Meilleure
ROSMAN M0,1,6 = Alcooligues 52 46.2% réponse chez les
1997 (5 cirrhoses) alcooliques
chroniques avec
Double dose | =  Alcooliques 43 75% le deuxiéme
M0,1,2,6 (5 cirrhoses) protocole
Facteurs de non-
» Cirhoses d'étiologie 144 54% réponse : Age >
VAN THIEL M0,1,2 variée en attente TPH 50 ans,
1992 leucopénie
= Témoins 15 93% relative ; pas de
corrélation HLA
= Cirrhose alcoolique 13 18% M6 Non répondeurs :
T4 bas
T4/T8 bas
MENDENHALL MO, 1,6 s Témoins 9 89% M4
1988
«  Alcooliques sans 13 56% M4
lésion hépatique 70% M6
NALPAS MO, 1,2, Alcooliques chronigues 28 42.8% M4 Intérét de
1993 Rappel M12 82% M13 linjection de
rappel a1 an.
« Cirrhose en attente 57 16%
CHALASANI M0,1,2 TPH
1998 »  Transplantés 45 6.7%
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Le paradoxe est donc complet ! Les éthyliques chroniques rencontrent souvent le VHB, leur
protection contre ce virus est légitime, mais celle-ci ne peut guere étre obtenue par la
vaccination traditionnelle. En pratique, soit des protocoles plus immunisants doivent tre mis
en place (et aucun a I'heure actuelle n'a fait la preuve de son efficacité), soit il faut vacciner
contre le VHB avant le début de ’intoxication. Dans un souci d’économie, il apparait urgent
de mettre au point un marqueur prédictif du risque d’alcoolisme, ou de comprendre enfin les
mécanismes de cette réponse immunitaire déficiente vis-a-vis du vaccin contre le VHB et de
sa relative spécificité. La recherche d'un mécanisme permettant a ces patients de développer
des anticorps anti-HBs apres une contamination probable, mais non aprés vaccination, impose
un bref rappel de I'immunodépression induite par la maladie hépatique, la toxicité de I'alcool,

et les carences nutritionnelles.

2-4/ Perturbations du svystéme immunitaire chez les patients atteints de cirrhose

alcoolique

L’existence de perturbations de l'immunité chez les patients atteints de cirrhose éthylique
n’est plus a démontrer; I'incidence ¢levée des complications infectieuses présentées par cette
population en témoigne. Elle est dailleurs plus importante que celle de patients atteints de
cirrhose liée a une autre ¢tiologie (103). 30 a 50% d'entre eux présentent en effet une infection
bactérienne a 1'admission ou développent un sepsis durant ['hospitalisation (104-106). Parmi
ces infections, beaucoup sont nosocomiales (15 a 35%), ce qui contraste avec la fréquence des
infections acquises durant une hospitalisation par la population générale (5 a 7%). Les
infections spontanées du liquide d'ascite, des voies respiratoires et urinaires, et les
bactériémies sont les complications les plus fréquemment observées, et peuvent menacer a
court terme le pronostic vital. Le taux de survie apres un épisode de péritonite bactérienne

spontanée est en effet respectivement a un et deux ans de 30 a 50% et de 25 a 30% (107). A
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l'évidence, la compréhension des mécanismes expliquant cette susceptibilité acquise aux
infections est essentielle, afin de parvenir a mieux prévenir ces complications. Les
perturbations de la réponse immunitaire sont au premier plan et d'origine multifactorielles;

elles intéressent tout autant I’immunité humorale que cellulaire.

* Immunité humorale : Phypergammaglobulinémie

L’élévation de la concentration sérique des IgA, mais aussi des IgG et de fagon moindre des
IgM, est communément observée au cours de la cirrhose (108). Cette hypersécrétion par les
lymphocytes B peut étre de type spécifique (dirigés spécifiquement contre les antigenes
d’origine digestive et les lipopolysaccharides) ou aspécifique (sécrétion accrue de I’ensemble
des immunoglobulines). Elle semble é&tre secondaire a une altération des mécanismes
régulateurs, eux-mémes corrélés au degré d’insuffisance hépato-cellulaire. Les lymphocytes
B de patients atteints de cirrhose éthylique sécrétent spontanément des quantités importantes
d’anticorps quand ils sont mis en culture; et cette sécrétion augmente considérablement lors
de la stimulation par les lipopolysaccharides (LPS). Or le taux sérique des LPS est augmenté
chez le cirrhotique éthylique, suite & une altération des fonctions kiippfériennes, a un déficit
d’absorption des complexes immuns des antigenes bactériens et viraux, mais aussi en liaison
avec une plus grande perméabilité de la muqueuse digestive (109). Dans le modele
expérimental de Tsukamoto, ou l'administration d’éthanol par voie entérale continue est
réalisée chez le rat, ’endotoxinémie (concentrations plasmatiques de LPS constituants de
I'enveloppe externe des bactéries gram négatif) augmente apres deux a quatre semaines; une
relation ¢€troite a par ailleurs ét€é mise en évidence entre la concentration plasmatique
d’endotoxine et la sévérité des lésions hépatiques (110). La destruction des bactéries gram
négatif du tube digestif par des antibiotiques ou par ingestion de lactobacilles était associée a

une diminution tres importante des lésions hépatiques (111). Il existe ainsi une translocation
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bactérienne de I’intestin vers le systéme lymphatique (112). La pénétration dans le systeme
circulatoire de ces endotoxines peut étre facilitée par un défaut de la fonction phagocytaire du
systéme réticulo-endothélial au niveau du réseau lymphatique drainant le tube digestif. Il s’y
associe une activation des lymphocytes B par le biais de cytokines proinflammatoires (111, 116,
TNF) et des prostaglandines telles que PGE2 et PGD2, sécrétées par les cellules
mononucléées sanguines (113). Les taux sériques d’Il1 et de TNF sont augmentés
parall¢lement aux parameétres biologiques d’atteinte hépatique (114). L’hypersécrétion
d’interleukines est aussi liée a un défaut de sécrétion de I’I110 et a un feed-back positif des
IgA sur les monocytes. Il existe de plus un défaut de catabolisme des IgA au niveau des

cellules hépatiques et monocytaires.

*  Immunité cellulaire

Les perturbations de I'immunité cellulaire incluent une diminution de la réponse aux tests
d’hypersensibilité retardée avec une anergie cutanée au test tuberculinique. Les lymphocytes
totaux circulants sont moins nombreux et sont altérés dans leurs fonctions. Ces changements
apparaissent étre plus marqués pour les cellules T avec une diminution des cellules T helper et
suppresseur. Les résultats sont en fait variables d’une étude a 1’autre, selon les techniques de
mesure utilisées et le statut des patients vis a vis de 1’alcool; ces variations semblent mineures,
insuffisantes pour expliquer une altération de la réponse immunitaire (115). Les cellules B
apparaissent moins affectées, avec un nombre normal ou proche de la normale et une
majoration de leur fonction, en partie liée a la diminution de Dactivité¢ des cellules T
suppressives (116) .

La prolifération de lymphocytes T de patients cirrhotiques alcooliques est nettement diminuée
par rapport a celle de sujets témoins lors de la stimulation par des substances mitogenes telles

que le PHA, la concanavaline A. Giron-Gonzalez constate en effet une altération de la
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mitogénese des cellules T induites par le PHA chez 60% des patients €tudiés; leur réponse
blastogénique a I’anti-CD3 est également réduite, mais elle est normale aprés stimulation
directe de la protéine kinase C des lymphocytes T (117). Ces altérations ne sont pas
expliquées par une diminution de la synthése de I’'ll 2 ou a un défaut dans 1’expression du
récepteur a I’Il 2. Elles pourraient étre liées a un défaut, li¢ a I’alcool, dans les mécanismes de
transduction membranaire, faisant intervenir une diminution de la mobilisation du calcium
intracellulaire et ’altération de la synthése d’IP3. Spinozzi confirme ces hypotheses chez
I’alcoolique chronique, et démontre qu’in vitro I’incubation de lymphocytes T avec de
I’alcool entraine un réarrangement du CD45 par modification des glycoprotéines et/ou de la
structure des glycolipides membranaires, et une réponse blastogénique faible a I’anti CD3 et
CD2, peut-étre liée a une altération de la transduction membranaire (118). L'effectif des
patients dans cette étude est faible, mais il semble qu'aprés six mois d’abstinence, la réponse
des cellules T aux agents mitogenes soit normale, témoignant de la réversibilité des altérations
observées apres arrét de ’alcool (119).

Les anomalies lymphocytaires incluent également 1’altération des molécules d’adhésion
(expression accrue d’ICAM 1, LFA 3 et MAC 1) et d’histocompatibilité a la surface des
cellules T (augmentation des cellules présentant les molécules du CMH de classe 1I) (120,21).

Ces changements sont en accord avec le concept d'hyperactivation des cellules T.

* Perturbations des cellules mononucléées et des polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles jouent un réle essentiel dans la défense de I’hdte contre les
micro-organismes mais, ils ont également un formidable potentiel enzymatique responsable
de dommages tissulaires. L’hépatite alcoolique aigué repose sur la présence de 1ésions de
souffrance hépatocytaire (clarification, ballonisation et nécrose hépatocytaire) associées a un

infiltrat & polynucléaires neutrophiles au voisinage des hépatocytes altérés. Sa pathogénie est
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encore mal connue; [activation des neutrophiles contribue a engendrer une réaction
inflammatoire, le recrutement de nouveaux polynucléaires et d’autres cellules immunitaires et
la destruction de micro-organismes ou de tissus. Chez la plupart des patients atteints de
cirrhose alcoolique, il existe une neutropénie, liée a l'hypersplénisme, qui contribue a
I’immunodépression. D’autres anomalies des neutrophiles ont été décrites, avec notamment
une diminution de leurs capacités de migration aux sites de I'inflammation (chimiotactisme),
de phagocytose et de lyse bactérienne (fonction « killing ») (122).

Les monocytes jouent un role essentiel dans la réponse immunitaire spécifique, en tant que
cellule présentatrice de I’antigéne et par leur capacité a sécréter des cytokines
immunomodulatrices (I 10 et I1 12) et des médiateurs clefs dans la défense anti-microbienne.
Chez les cirrhotiques alcooliques, il a été clairement montré une production accrue de
cytokines inflammatoires (Il 1, 116, 118) et de TNF a par les monocytes, en réponse a une
stimulation par les LPS (123). Les monocytes seraient en effet plus sensibles a la stimulation
par les LPS. Le TNF o étant toxique pour bon nombre de cellules en les engageant vers
I’apoptose, il apparait donc que cette sécrétion excessive de cytokines contribue a la mort
cellulaire. Les patients avec hépatite alcoolique aigué ont d’ailleurs des taux de TNF a
particulicrement élevés, qui entrainent la génération par les mitochondries hépatocytaires
d’anions superoxydes toxiques responsables de la mort cellulaire, par I'intermédiaire
d’altération de macromolécules critiques, tels que le DNA, des lipides et des protéines. La
plupart des auteurs signalent que la production d’I110 (qui a une action anti-inflammatoire)
par les monocytes est inférieure & la normale, ce qui explique 1’absence d’inhibition de la
sécrétion des autres cytokines pro-inflammatoires comme le TNF o (124).

Les monocytes des patients atteints de cirrhose éthylique sont altérés dans leur capacité de
phagocytose, de chimiotactisme et de synthése d'enzymes lysosomiaux tels que la béta-

glucuronidase ou la N-acétyl béta-glucosaminidase (125,126).
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Les monocytes sont les cellules présentant I’antigéne aux cellules T, Dinteraction cellulaire
aboutissant ensuite a la production d’anticorps par les cellules B, ou a une réponse a
meédiation cellulaire par les cellules T elles-mémes. 11 a été¢ montré que 1’exposition in vitro de
monocytes humains normaux a des concentrations variables d’alcool diminuait leur capacité
a présenter Pantigéne aux cellules T (127). Cette réduction était attribuée a un effet de la
réduction alcool-dépendante de I'Il1 B et de ’augmentation du TGF B. De plus, des travaux
ultérieurs ont montré que I’absorption d’alcool chez I’animal altérait la présentation
antigénique in vitro (128). Si D’exposition a I’alcool survenait aprés la présentation
antigénique et I’étape de reconnaissance antigéne-monocyte, [’efficacité de la réponse
immunitaire ne semblait pas altérée (129). Ainsi, la réduction de I’immunité a médiation
cellulaire apparait étre en partie le résultat de la perte d’une étape précoce et critique dans le
présentation antigénique, liée a une modification de la fonction des monocytes et/ou a une
altération dans les interactions monocytes-cellules T (130).

L’expression des molécules d’adhésion sur les monocytes est également accrue chez le patient
avec cirrhose alcoolique, corrélée avec la sévérité de la maladie hépatique (131). En dehors de
son role évident dans I’immunodéficience des patients, [’activation des phénoménes
d’adhésion pourrait étre impliquée dans 1’évolution des Iésions hépatiques.

Les macrophages sont capables de lyser des cellules cibles recouvertes d’anticorps, apres
activation de leur récepteur Fcy (Antibody Dependant Cellular Cytotoxicity). Gomez a
comparé la capacité d’épuration par les macrophages, d’hématies autologues marquées chez
des patients cirrhotiques a des témoins (132). La clairance des globules rouges marqués était
réduite d’environ 50% chez 37 des 49 cirrhotiques, et normale chez les sujets témoins.
L’altération de I’activité des macrophages, mesurée par la détermination de la clairance de
leur récepteur Fcy, était corrélée au degré d’insuffisance hépatique. Par ailleurs, les patients

cirrhotiques qui avaient présenté une infection grave durant les deux années de suivi,
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présentaient une augmentation de la demi-vie de leurs hématies marquées en comparaison
avec celle des patients non-infectés. Il apparait donc évident qu’une dysfonction des
récepteurs Fcy contribue & I’incidence élevée des infections bactériennes parmi les patients
atteints de cirrhose.

Les cellules natural killer sont atteintes dans leur nombre et leur fonction; une sécrétion
anormale de cytokines, dépendant de l'existence d'une maladie alcoolique hépatique et du
statut vis-a-vis de l'alcool serait observée chez les patients alcooliques chroniques (133).
Leurs études chez le rat et la souris ont montré que leur activité dépendait également de
facteurs nutritionnels, de 1’age, de la quantité et de la durée de I'intoxication éthylique. Les
cellules NK sont par ailleurs impliqués dans certains mécanismes de défense anti-tumorale.
Un déséquilibre des réponses immunitaires Th1/Th2 a été suggéré chez la souris et le rat
exposés a I’alcool en faveur d’un exces de réponse Th2 (134). Ces résultats restent cependant

4 confirmer.

2-5/ Mécanismes pouvant expliquer ]a non-réponse a la vaccination contre I’hépatite B

des patients atteints de cirrhose alcoolique

La médiocre réponse a la vaccination contre le VHB observée chez les patients cirrhotiques
s’integre parfaitement dans le contexte d’immunosuppression, et peut &tre comparée a celle
des patients insuffisants rénaux chroniques et dialysés. En effet, ces deux populations ont en
commun, non seulement une mauvaise réponse au vaccin, mais aussi une grande susceptibilité
aux infections. La réponse a la vaccination, observée dans ces deux populations, pourrait ne
pas étre uniquement liée au systéme HLA, et faire intervenir un mécanisme impliquant les
différents acteurs de la réaction immunitaire.

La réponse a la vaccination nécessite une ¢tape de présentation et de reconnaissance

antigénique adéquate. Ce procédé implique une interaction entre les cellules présentatrices de
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l'antigéne (CPA, monocytes, cellules B) et les lymphocytes T, qui possédent a leur surface des
molécules TCR/CD3, celles d'histocompatibilité de classe 11, les accessoires et co-stimulantes
incluant CD4, et celles d'adhésion. Le récepteur des cellules T pour 'antigéne est constitué
d'un hétérodimere et d'un certain nombre de polypeptides associés, formant le complexe CD3.
Le dimére reconnait l'antigéne apprété en association avec une molécule du complexe
d'histocompatibilité. Le complexe CD3 est nécessaire pour I'expression du récepteur, et il est
impliqué dans la transduction du signal. Stachowski a ¢tudié par cytométrie de flux, la
présentation et la reconnaissance de I’antigene HBs par le récepteur des lymphocytes T CD4
(TCR a/B) chez des patients insuffisants rénaux chroniques; il a retrouvé une diminution du
nombre des récepteurs antigéniques TCR/CD3 sur les cellules T des patients non-répondeurs
au vaccin (135,136). La faible réponse proliférative des lymphocytes T CD4 isolés des
patients non-répondeurs et stimulés par des monocytes autologues présentant I’Ag HBs, était
¢galement associ€e avec une diminution in vitro de la densité des récepteurs TCR/CD3. De
plus, I’expression des molécules d’adhésion et accessoires sur les monocytes (ICAM1, HLA-
DRIa) était significativement moindre chez les patients non-répondeurs, lors de cultures avec
des monocytes autologues présentant I’antigene. Ces résultats confirment que la fonction des
monocytes et leurs interactions avec les cellules T sont altérées chez les patients
hémodialysés non-répondeurs. Un défaut d’internalisation de I’Ag HBs par les cellules
mononucléées pourrait étre associ€ a ces anomalies. La production d’I12, d’IFN gamma et
d’1l4 est par ailleurs diminuée chez les patients non-répondeurs; et 1’adjonction de ces
molécules exogénes améliorerait particllement la réponse proliférative. L apport conjoint
d’Il1, d’l12, d’116 et d’IFN corrigerait nettement la prolifération lymphocytaire sans toutefois
la normaliser. L’altération de la réponse a la vaccination chez I’insuffisant rénal pourrait donc

étre lie également a un déficit de la production des différentes cytokines. La prévalence du
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groupe HLA Al, B8, DR3, DR7, DQ2 est de plus augmentée chez les patients insuffisants
rénaux mauvais répondeurs a la vaccination (137).

Dans plusieurs pathologies, ot coexistent une immunodéficience, une altération de l'activation
des cellules T par les cellules présentatrices de 'antigéne a déja été décrite (138). Ainsi dans
la maladie de Hodgkin, est également observée une dysfonction sévére de l'activation
lymphocytaire médiée par le CD2, lie en partie a ﬁne altération de l'interaction cellulaire
(139).

Dans la littérature, une seule €tude tente d’établir un lien entre la mauvaise réponse a la
vaccination contre le VHB des patients atteints de cirrhose éthylique et un défaut dans
l'interaction des cellules immunitaires. Schirren a comparé in vitro l'activation des
lymphocytes T de patients cirrhotiques a la réponse a la vaccination contre I'hépatite B (140).
L'activation des cellules T ¢était jugée sans anomalie sur l'obtention d'une prolifération
lymphocytaire normale médiée par le complexe CD3-TCR, le CD2 et le CD28, sur
l'acquisition normale d’une réponse a ’l12 exogene et a 1’114, et sur l'activation de la protéine
kinase C par le phorbol ester. La capacité des monocytes a délivrer des signaux costimulants
aux cellules T semblait donc préservée dans cette population quel que soit leur score de
Child-Pugh et leur statut de répondeur ou non a la vaccination. Ces résultats sont cependant a
confirmer compte tenu du trés faible effectif de patients dans cette étude (douze patients); de
ce fait, ils n'excluent pas une possible altération de la présentation antigénique dans la réponse

a la vaccination contre I'hépatite B.

Les raisons de la mauvaise réponse a la vaccination contre 1'hépatite B présentée par les
patients atteints de cirrhose éthylique restent imprécises; il est évident que la maladie
hépatique elle-méme, la toxicité¢ de l'alcool et les multiples carences nutritionnelles,

présentées par ces patients, contribuent a l'altération de la réponse immunitaire.
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Cirrhotiques et insuffisants rénaux chroniques semblent constituer une population a haut
risque de complications infectieuses, comparables dans leur faculté de réponse au vaccin,
outre la restriction HLA, la réponse a la vaccination contre I’hépatite B de ces patients doit
étre influencée par les anomalies présentes au sein méme de leur systtme immunitaire. Des
perturbations dans la présentation de ’Ag HBs par les monocytes, de la reconnaissance du
signal par les lymphocytes T, et de la régulation des multiples interactions récepteur/ligand ne

sont pas exclues.
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3°™ PARTIE : FLUIDITE MEMBRANAIRE
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3-1/ Généralités et définition

Les membranes biologiques sont des structures omniprésentes, délimitant les cellules et les
organites cellulaires (mitochondries, noyau, lysosomes...), dont le premier role est de
permettre la compartimentation. Cette fonction est dévolue aux lipides membranaires, ’un
des deux constituants principaux des membranes.

Les lipides sont des molécules amphiphiles qui possédent une partie polaire et une partie
apolaire, situées dans deux régions distinctes de ’espace. En milieu aqueux, ’organisation la
plus stable des lipides est celle qui permet de minimiser les interactions entre les parties
hydrophobes et les molécules d’eau. Les lipides s’organisent donc le plus souvent en
bicouche, une partie apolaire au centre, ou I’eau n’a pas acces, une partie polaire en contact
avec le milieu aqueux, de part et d’autre de la bicouche. La structure se referme sur elle-méme
formant une vésicule close, ce qui empéche le libre passage des macromolécules d’un
compartiment a un autre; de plus, I’existence de la partie apolaire au centre de la bicouche
bloque pratiquement toute diffusion inorganique (K*, Na®, CI"...) et freine considérablement
la diffusion de solutés organiques polaires (sucres, acides aminés...). Seuls, quelques solutés
tres hydrophobes diffusent librement et rapidement a travers la bicouche; c’est le cas de
certaines hormones stéroides. Si une compartimentation est la condition sine qua non de
I’existence d’une cellule ou d’un organite, il n’en demeure pas moins que ceux-ci ne sont pas
des entités autonomes. Leur survie et leur fonctionnement nécessitent des échanges continuels
de matiere et d’information de part et d’autre de la membrane qui les délimite. La présence de
protéines, second constituant majeur des membranes rend possible ces échanges.

Les protéines membranaires se classent en deux grandes catégories: les protéines extrinseques
(ou périphériques) et intrinseques (ou intégrales). Les chaines polypeptidiques des protéines
extrinséques ne sont associées a la membrane que de manicre relativement faible, par des

interactions électrostatiques avec les parties polaires des lipides ou celles des protéines
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intrinséques qui ¢mergent hors de la membrane; elles sont donc en contact avec le milieu
aqueux. Leur localisation leur permet de participer a des réactions qui s’effectuent a
I’interface entre la membrane et le compartiment aqueux. De plus, leur confinement dans un
milicu a deux dimensions (le plan de la membrane) permet souvent des interactions efficaces
entre les différentes protéines membranaires participant & une série de réactions séquencées.
Les protéines intrinséques sont associées a la membrane de manicre plus étroite par un
ensemble d’interactions hydrophobes avec les parties apolaires des lipides; ce sont des
protéines transmembranaires dont la chaine polypeptidique est accessible des deux cotés de la
membrane. Dans certains cas, la quasi-totalit¢ de la protéine est localisée dans la bicouche
lipidique; dans d’autres cas, les masses protéiques sont localisées en dehors de la membrane,
soit d’un cété, soit des deux. Leur disposition dans la membrane leur permet de participer a
des transformations et & des réactions qui s’effectuent de part et d’autre de la membrane. C’est
cette classe de protéines qui permet le transport de matiere, catalysé par des transporteurs et
des canaux, et le transfert d’information, médi¢ par des récepteurs qui fixent des messagers
extracellulaires (hormones, neurotransmetteurs). Les membranes sont également le si¢ge de
transformation d’énergie, un ensemble de complexes protéiques permettant d’utiliser I’énergie
libérée par I’oxydation de certains substrats pour synthétiser I’ATP, nécessaire pour les
transports actifs de solutés et d’ions.

Les différents constituants (lipides, protéines) d’une membrane ne sont pas reli€s entre eux
par des liaisons de covalence. Les interactions entre lipides, et entre lipides et protéines sont
de nature hydrophobe au centre de la membrane, polaire aux interfaces. Elles se font et se
défont continuellement. De ce fait, la membrane a un caractere dynamique, les lipides et les
protéines étant animés de mouvements divers (141,142). Les lipides tournent autour de leur
axe perpendiculairement au plan de la membrane; les chaines hydrocarbonées des lipides sont

flexibles et sont animées d’un mouvement de balancier plus ou moins prononcé. Ces
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mouvements a courte échelle conférent a la membrane une certaine fluidité. Du fait de cette
fluidité, les protéines peuvent étre animées d’une rotation sur elles-mémes. Mais surtout la
fluidité permet des mouvements a plus longue échelle des lipides et des protéines dans le plan
de la membrane: il s’agit de la ditfusion latérale. La diffusion transversale des lipides est en
général beaucoup plus lente.

Parce que la nature fluide des membranes biologiques est bien reconnue, le terme de fluidité
membranaire est ambigu; il réfere & plusieurs aspects de la structure dynamique des
membranes, incluant une variét¢ de mouvements moléculaires des constituants lipidiques et
protéiques. Dans un milieu isotrope homogene, la fluidité a une signification bien précise.
Elle représente une propriété générale du milieu qui exprime la résistance aux déplacements
dans toutes les directions. Tout au contraire, une membrane est un milieu anisotrope,
hétérogene, et la résistance au déplacement n’est pas la méme dans toutes les directions. Qui
plus est, dans une direction donnée elle n’est pas la méme en différents endroits de la
membrane (143).

Les techniques qui permettent de déterminer la fluidité d’une membrane sont le plus souvent
de nature spectroscopique: la résonance paramagnétique é€lectronique et la polarisation de
fluorescence. Celle-ci est la méthode la plus commode comme technique de routine; elle est
utilisée en conjonction avec des petites molécules fluorescentes, qui se dissolvent dans la
membrane, sans ¢tablir d’interactions spécifiques avec les constituants membranaires. La
polarisation de fluorescence permet de déterminer la faculté rotatoire de ces molécules, qui
refléte en fait la cohésion de leur environnement immediat. Les sondes fluorescentes sont
excitées par une lumiére polarisée verticalement. L'analyse des composantes de l'intensité de
fluorescence émise, polarisée respectivement parallelement (I //) et perpendiculairement (I L)
a la direction de polarisation de la lumiere excitatrice, permet de déterminer 1'anisotropie "r"

de la fluorescence émise, qui varie de fagon inverse avec la fluidité. En effet, plus la capacité
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rotatoire de la sonde est grande, plus la dépolarisation de la lumiére sera importante et plus
l'anisotropie sera faible. La résonance paramagnétique électronique s’est avérée constituer une
autre technique pour déterminer les parameétres associés a la fluidité membranaire. Les
molécules paramagnétiques ne sont pas en général des constituants naturels des membranes ;
il est nécessaire de les y inclure. Il s’agit le plus souvent de radicaux nitroxydes.

La fluidit¢ des membranes biologiques est déterminée par sa composition lipidique; le
cholestérol joue un role clef, puisqu’il apparait réduire la fluidit¢ membranaire en ordonnant
les phospholipides, en réduisant la distance intermoléculaire les séparant, et en limitant la
flexibilit¢ de leur chaine acyl. Il a ét¢ montré par des techniques physico-chimiques variées
qu'une augmentation du taux de cholestérol rapporté a celui des phospholipides diminuait la
fluidit¢ des membranes biologiques et artificielles. Le rapport cholestérol/phospholipides
n’est pas le seul déterminant de la fluidit¢ membranaire; la composition des phospholipides
(le rapport Iécithine sur sphingomyéline), la longueur et le degré d’insaturation des chaines
phospholipidiques des acides gras affectent aussi la fluidité. L'importance des
sphingomyélines est due & leur chaine hydrocarbonée hautement saturée et donc a leur
structure rigide. Les interactions lipide-protéine a travers la membrane biologique peuvent
aussi modifier la fluidité; le ratio lipide/protéine, et le type de protéine présent peuvent étre
importants.

Les variations des parametres caractérisant la fluidité en fonction des types membranaires et
des conditions physiologiques ont permis la mise en évidence d’une adaptation du
métabolisme cellulaire, donc de la composition lipidique membranaire tendant & maintenir
constante la fluidité locale des membranes. En effet, dans des conditions physiologiques, une
membrane donnée possede une fluidité bien définie; toute perturbation qui tendrait a modifier

cette fluidité est compensée par une modification de la composition lipidique qui s’y oppose.
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On parle d’une adaptation homéovisqueuse; ceci s’applique par exemple aux variations de
température.

Le traitement in vitro par certaines drogues, comme [’alcool ou certains anesthésiques,
augmente la fluidité des membranes biologiques. Leur administration de maniére chronique
entraine une certaine tolérance, caractérisée par une restauration partielle de la fluidité avec
majoration du contenu en cholestérol et en acides gras saturés. Il s’agit 1a encore d’un

mécanisme d’adaptation de la membrane.

3-2/ 1.’adaptation membranaire a la présence d’alcool

Elle a ét¢ démontrée par divers essais expérimentaux effectués sur des rats, dont
I’alimentation comprenait depuis plusieurs semaines une dose d’alcool (rats adaptés), en
comparaison avec des rats ayant une alimentation normale sans alcool (rats témoins) (144).
Les rats étaient sacrifiés et différentes membranes étaient isolées (microsomes, érythrocytes,
mitochondries, synaptosomes). La fluidit¢ des membranes ¢tait déterminée in vitro par
résonance paramagnétique nucléaire d’un radical nitroxyde li¢é de maniére covalente a un
acide gras inséré¢ dans la membrane étudiée, ce qui permettait de définir un paramétre d’ordre
compris entre 0 et 1. Celui-ci était d’autant plus élevé que la membrane était visqueuse. La
viscosité membranaire des rats adaptés a I’alcool était 1égerement supérieure a celle des rats
témoins, mais la différence essentielle résidait dans l'effet de P’alcool sur la fluidité
membranaire in vitro : alors que la fluidité des membranes provenant des rats témoins
augmentait en présence de concentrations croissantes d’alcool, celles-ci étaient pratiquement
sans effet sur la fluidité des membranes provenant de rats adaptés (145,146). Le méme
phénomene était observé lors d'expériences analogues effectuées sur des extraits lipidiques

provenant de membranes cellulaires.
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L'adaptation passe par une modification du comportement des lipides vis-a-vis de ’alcool,
liée a sa moins bonne dissolution dans les membranes des rats adaptés. La prise initiale
d’alcool induit une solubilisation de I’alcool dans les membranes avec comme conséquence
une augmentation de la fluidité¢ ; mais a la suite d'une absorption chronique, la présence
continue d’alcool dans les membranes modifie le métabolisme cellulaire, et par contrecoup, la
composition lipidique membranaire. Cette modification n’est pas majeure dans la mesure ou,
en ’absence d’alcool in vitro, la fluidité¢ des membranes provenant de rats adaptés ou de rats
témoins n’est pas. différente. Elle est cependant suffisante, pour entrainer une moins bonne
dissolution de I’alcool dans les membranes, et donc une fluidification moindre. Tant que la
prise d’alcool est constante, une certaine quantité est toujours présente dans la membrane et le
métabolisme demeure perturbé. Si I’on interrompt la prise d’alcool (sevrage), le métabolisme,
puis la composition lipidique redeviennent normaux. Une nouvelle prise d’alcool conduira a
une fluidification membranaire.

Chez I’homme, la prise aigu¢ d’alcool augmente la fluidité membranaire (147). Beauge a par
ailleurs confirmé les données observées chez le rat en étudiant in vitro par polarisation de
fluorescence, la fluidit¢ membranaire érythrocytaire de sujets alcooliques chroniques; la
membrane des patients alcooliques était moins fluide a 1’état de base et moins perturbée a
différentes concentrations d’alcool in vitro (148). Une fluidisation significative n’était trouvée
que pour des concentrations élevées d’alcool, et en proportion moindre par rapport aux
témoins. Comme chez le rat, cette résistance de la membrane a I’effet fluidifiant de 1’alcool in
vitro, semblait liée a la diminution de la partition de 1’alcool a travers la membrane, et est
considérée comme un mécanisme adaptatif ou d’auto-protection de la membrane cellulaire a
I’alcool. La fluidit¢é membranaire paraissait toutefois inchangée aprés un sevrage de cing

semaines (149).
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3-3/ Role de la maladie hépatique dans les variations de la fluidité membranaire chez

Palcoolique :

La plupart des études observant les variations de la fluidité membranaire induites par la prise
d’alcool & long terme, en I’absence d’alcool ajouté in vitro (fluidité de base), retrouve une
augmentation de la fluorescence de polarisation dans les membranes érythrocytaires de
patients alcooliques chroniques sans maladie hépatique évidente (150). Benedetti, en
comparant la fluidité¢ et la composition des membranes des érythrocytes d’alcooliques
chroniques avec dysfonction hépatique minime a des sujets sains, observe également des
membranes plus rigides chez 1’éthylique chronique, ainsi qu’une modification de la
composition  lipidique = membranaire  avec une  augmentation du  rapport
cholestérol/phospholipides et du ratio acide gras saturés/insaturés (151). L’interaction de
’alcool avec la membrane des globules rouges apparait étre, comme pour beaucoup d’autres
drogues, un événement précoce, pouvant occasionner des dommages structuraux et
fonctionnels cellulaires; la dysfonction hépatique méme minime peut par ailleurs, agir comme
un facteur contributif.

Dans I'étude de Gilsanz, les variations de la fluidité¢ de base des membranes érythrocytaires,
dues a I’ingestion chronique d’alcool sont observées uniquement en présence d’une maladie
hépatique et ne semblent donc pas €tre directement liées a I’alcool. Aucune variation
significative de la fluidit¢ membranaire des érythrocytes de patients éthyliques chroniques
sans maladie hépatique n'est en effet observée (152). La fluidité membranaire parait diminuer
avec la progression de la maladie hépatique; ce qui a ¢été également confirmé par la suite, sur
des cellules hépatiques (153).

L’étude d’Owen est intéressante du fait de ’observation de patients atteints de maladies
hépatiques d’étiologies variées et séveres (ictere obstructif intra et extra-hépatique, cirrhose

alcoolique, hépatite alcoolique, hépatite médicamenteuse, hépatopathie virale) (154). Une
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diminution de la fluidit¢ membranaire chez les patients avec dysfonction hépatique, associ¢e
de manicre significative avec une augmentation du rapport cholestérol/phospholipides
membranaire est observée, prouvant une bonne fois pour toutes, que la maladie hépatique
elle-méme influenge la fluidité des membranes biologiques. Une augmentation du rapport
phosphatidylcholine/sphingomyéline, sans influence sur les modifications de la fluidité est
¢galement retrouvée; son effet peut €tre contrebalancé par la diminution observée du contenu
de la membrane en chaines d’acides gras insaturés.

Les modifications de la fluidité membranaire observées chez les patients atteints de cirrhose
¢thylique sont probablement en rapport avec les perturbations du métabolisme des lipides, des
lipoprotéines plasmatiques, et la diminution de la LCAT plasmatique (Iécithine cholestérol
acyl transférase), dont la synthése et la libération sont compromises en raison de I’atteinte
hépatique.

L’existence d’une augmentation des acides gras saturés et une diminution des acides gras
polyinsaturés dans le plasma, corrélés aux variations de ces acides gras dans les membranes
¢rythrocytaires a ¢été observée par Clemens chez [l'alcoolique chronique (155). Les
modifications des acides gras plasmatiques étaient réversibles aprés quatre semaines de
sevrage, suggérant ainsi que ces changements constatés dans les membranes érythrocytaires
pouvaient refléter un déséquilibre des échanges entre lipides plasmatiques et €rythrocytaires
plutot qu’un mécanisme d’adaptation a I’alcool. Le taux de cholestérol membranaire pourrait
sensiblement varier de la méme fagon selon sa concentration plasmatique, bien que cela n’ait
jamais été prouvé (156).

Les variations de la composition de la membrane lipidique peuvent affecter la structure et les
propriétés des érythocytes; leur configuration et leur déformabilité est anormale. Shiraishi a
ainsi montré une corrélation étroite entre la déformabilité des érythrocytes, leur fluidité

membranaire, le volume corpusculaire moyen, et les anomalies de la composition lipidique
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des membranes; ces anomalies pourraient étre en partic responsables de la diminution du flux
sanguin sinusoidal dans la maladie alcoolique hépatique, et par conséquent, des perturbations

des fonctions métaboliques hépatiques (157,158).

Ces données démontrent clairement que la fluidité des membranes biologiques est modulee
par la composition des lipides membranaires, qui semble elle-méme fonction des anomalies
lipidiques liées a [Dinsuffisance hépatique. Ces variations des lipides membranaires
permettent une adaptation des membranes a la prise chronique d’alcool, plus ou moins

efficace selon la sévérité de la maladie hépatique.

3-4/ Fluidité membranaire et disponibilité des récepteurs membranaires:

Une membrane donnée posséde sa propre collection de récepteurs, transporteurs et canaux, lui
conférant une spécificité¢ dans les domaines du transfert d’information et du transport. Il est
évident que la fonction de ces protéines peut étre influencée par les propriétés physiques de la
bicouche lipidique, incluant sa fluidité.

La vitesse de translation des protéines dépend de la fluidit¢ membranaire; leur déplacement
peut étre limité par diverses liaisons avec des macromolécules situées a l'extérieur de la
cellule ou dans le cytoplasme. Bien que la double couche lipidique dans laquelle se meuvent
les protéines soit fluide, il existe de grandes variations dans la mobilité des différents
récepteurs, méme a l'intérieur d'une méme classe, certains étant mobiles et d'autres immobiles
(143). Le cytosquelette joue ici un role important puisque la cellule peut contrdler activement
le déplacement des récepteurs membranaires, par le jeu des micro-tubules, des micro-
filaments, et de diverses protéines les reliant. Certains ligands multivalents de récepteurs
membranaires peuvent entrainer une redistribution de ces récepteurs pour former des agrégats

de taille de plus en plus importante, qui sont éventuellement drainés & un pole de la cellule,
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formant alors une coiffe ("cap", phénomene de capping) (159). Ces agrégats peuvent alors
étre endocytés ou relargués dans le milieu extérieur; ils sont liés & une accumulation sous-
membranaire d'actine et de myosine, et a des modifications morphologiques de la cellule, et
semblent nécessaires dans certains modeles d’activation cellulaire.

L'importance de la fluidit¢ membranaire apparait de fagon évidente, si l'on considére la
facilité d'interactions moléculaires entre récepteurs et effecteurs mobiles. Un récepteur peut
s'associer de fagon réversible avec l'enzyme effectrice ; cette indépendance des deux sites
devant se rencontrer, peut expliquer que des récepteurs de différents messagers peuvent
activer la méme enzyme terminale comme l'adénylate cyclase, et qu'un seul récepteur peut
activer plusieurs enzymes comme le transport de glucose, les ATPases Calcium et Na/K
dépendantes, 1'adénylate cyclase et la phosphodiestérase (160).

Certains enzymes liées a la membrane se caractérisent par des microdomaines lipidiques
spécifiques (par exemple, Ca®*-ATPase, Na'-K* ATPase, transport de thymidine, glucose-6-
phosphatase). L'augmentation du cholestérol membranaire peut altérer la fonction de ces
enzymes alors que I'incorporation d'acides gras polyinsaturés peut en accroitre l'activité. Des
différences existent néanmoins d'une cellule a Tl'autre (156).

En ce qui concerne les récepteurs membranaires, les variations de la fluidité membranaire des
cellules cibles peuvent moduler leur conformation et leur liaison a des médiateurs solubles.
Heron a montré ainsi, que fluidifier les membranes cellulaires par un traitement avec de
I’acide linoléique, entrainait une diminution de la liaison de la sérotonine (161).
Similairement, modifier la fluidité¢ de la membrane hépatocytaire de souris, module la liaison
de la prolactine (162). Il a ét¢ également montré que les modifications des acides gras
membranaires, en particulier par enrichissement en acides gras polyinsaturés, augmentent la
fluidit¢ membranaire, et entrainent un accroissement du nombre de récepteurs insuliniques, et

une réduction de leur affinité (163). De nombreuses expériences montrent ainsi ['importance
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de la fluidité des lipides sur l'activité des récepteurs (164,165); en modifiant la viscosité des
membranes des cellules cérébrales de souris, soit en rigidifiant par incorporation de
cholestérol ou d'acide stéarique, soit en fluidifiant par de la lécithine ou de l'acide linoléique,
il est possible de changer l'accessibilité et l'affinité des récepteurs sérotoninergiques. Les
récepteurs (-adrénergiques peuvent aussi étre affectés, mais en sens divers suivant les cellules
testées.

Les récepteurs sont exposés a un environnement aqueux quand la fluidité est diminuée par
exemple par augmentation du ratio cholestérol/phospholipides. A I'inverse, ils s’enfoncent
profondément dans la bicouche lipidique lorsque la fluidité¢ augmente (143). Cet effet de la
fluidité membranaire sur la disponibilit¢ des récepteurs pourrait s’avérer particulierement
important dans certaines fonctions spécifiques des membranes cellulaires, incluant la
reconnaissance de cellule a cellule et la différenciation cellulaire.

L'environnement lipidique influe également sur la structure quaternaire des protéines. Les
lipides interviennent dans l'expression de divers antigénes, récepteurs et enzymes de surface.
Ainsi, en modifiant la structure lipidique des membranes, Kakimoto a montré que 'activité
de I’acétylcholinestérase et de la Mg*"ATPase étaient inversement corrélées avec la
polarisation de fluorescence dans les membranes érythrocytaires de patients atteints de
cirrhose éthylique (166).

La fonction des protéines de transport est également perturbée: quand le ratio
cholestérol/phospholipides dans les membranes €rythrocytaires augmente, la perméabilité des
globules rouges aux électrolytes et a certaines substances se modifie. Cet effet a ét¢ démontré
pour le cotransport du sodium et du potassium, mais des résultats similaires ont €t observés
pour celui d’acides organiques et de petites molécules neutres comme le glycérol.

Les wvariations de fluidit¢ provoquent des perturbations fonctionnelles des protéines

enzymatiques membranaires, et peuvent, par modification de la composition lipidique des
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membranes, intervenir dans les phénomenes de transduction membranaire (167). L activation
des cellules est initiée lors de la liaison du récepteur membranaire avec son ligand spécifique.
Ce récepteur active alors la phospholipase C qui libére le phosphatidylinositol-biphosphate
donnant a son tour I’inositoltriphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). L'IP3 entraine la
mobilisation du calcium intracellulaire, et le DAG active la protéine C kinase; ces deux
actions vont permettre 1’activation et la prolifération cellulaire.

L'expression physiologique de l'interaction d'un ligand avec son récepteur a la surface
cellulaire est donc le produit de deux étapes dépendantes de la fluidité membranaire. La
premicre comporte la formation du complexe ligand-récepteur, la seconde la transmission du
message adéquat a l'intéricur de la cellule; celle-ci s'effectue soit par activation d'une enzyme
effectrice comme l'adénylate cyclase, soit par micro-agrégation localisée des complexes
ligand-récepteur et induction secondaire d'une cascade de réactions intracellulaires. Une
fluidité optimale doit probablement exister puisque les deux €tapes sont inversement corrélées
a la viscosité membranaire: l'accessibilité des récepteurs augmente si la fluidité diminue et
l'activation de I'enzyme effectrice ou la translation des récepteurs augmentent si la fluidité

membranaire s'accroit (143).
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Modifications de I’accessibilité des récepteurs liée a la prise d’alcool: Figure 1 (168)

Le stade A représente I’état physiologique, ou ’accessibilit¢ des récepteurs est fonction des
variations régionales de la fluidité¢ des lipides: 50% des récepteurs sont accessibles a une
liaison éventuelle.

Le stade B montre la fluidisation de la membrane induite par une prise aigué de drogue: la
fluidisation membranaire est médiée par la liaison & un récepteur ( morphine, acétylcholine,
sérotonine) ou par incorporation non spécifique & travers la bicouche lipidique (alcool,
barbituriques). Elle entraine une expansion de la membrane, et les récepteurs sont alors moins
accessibles.

Le stade C est le-stade d’adaptation a la prise chronique d’alcool : la membrane se rigidifie
par augmentation du cholestérol membranaire. 50% des récepteurs sont a nouveau
disponibles.

Le stade D est un état hyper-rigide li¢ au sevrage brutal. L’accessibilité des récepteurs, tous

disponibles, peut expliquer le syndrome d’abstinence, qui pourrait probablement étre atténué

par restauration d’une fluidité membranaire normale.
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Dans cette troisiéme partie, il a ét€¢ montré que 1’absorption d’alcool, et la maladie hépatique
elle-méme, influengent la fluidit¢ des membranes biologiques par I’intermédiaire de
variations de leur composition lipidique. Ces variations de la fluidité membranaire peuvent
altérer les fonctions enzymatiques et de transport des récepteurs, modifier leurs déplacements,
leurs mouvements de rotation et latéraux, leurs structures tertiaire et quaternaire, avec pour
conséquence une déviation de leur conformation native, et I’incapacité de reconnaitre et
d’interagir avec un ligand. La plupart des études sur la fluidité membranaire chez I'alcoolique
chronique ont été effectuées sur I'érythrocyte; trés peu se sont intéressé a la fluidité
membranaire des cellules impliquées dans I'immunité. Et pourtant, 1’inaccessibilité¢ des
récepteurs présents dans les membranes des cellules effectrices de la réponse immunitaire

pourrait bien de fagon similaire favoriser un état d’immunodépression. ..
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ETUDE PERSONNELLE :

L'INFLUENCE DE LA FLUIDITE DES MEMBRANES MONOCYTAIRES
SUR LA REPONSE A LA VACCINATION CONTRE L’HEPATITE B CHEZ

LES CIRRHOTIQUES ALCOOLIQUES
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OBJECTIF DE L'ETUDE

Les patients atteints de cirrthose éthylique répondent mal a la vaccination contre ’hépatite B
pour des raisons encore obscures; une présentation inadéquate de I'Ag HBs par les monocytes,
responsable d’une altération de leur interaction avec les lymphocytes T, a été suggérée.

La fluidit¢ des membranes cellulaires influence ’accessibilité des récepteurs membranaires et
la liaison de leur ligand. Un défaut dans la présentation de I’Ag HBs, liée a une anomalie de la
conformation et de la fonction des récepteurs monocytaires, par le biais de perturbation de la
fluidité membranéire, pourrait expliquer en partie 1’altération de la réponse vaccinale.

Le but de cette ¢tude était donc de rechercher les facteurs pouvant intervenir dans la réponse
a la vaccination contre I'hépatite B chez les patients atteints de cirrhose alcoolique, et
particuliecrement d'étudier l'influence de la fluidit¢ des membranes monocytaires sur cette

réponse.

76



PATIENTS ET METHODES

Criteres d’inclusion et d'exclusion

De mars 1997 a mars 2000, 43 patients atteints de cirrhose, consultants ou hospitalisés dans le
service d’Hépato-Gastroentérologie du CHU de Nancy, ont été inclus dans I’étude, a distance
(au moins un mois) de tout épisode intercurrent tel qu’une hémorragie digestive, un état
infectieux, une hépatite alcoolique aigué, une décompensation oedémato-ascitique, une
encéphalopathie hépatique. Le diagnostic de cirrhose était cliniquement évident ou prouvé
histologiquement. Son origine était exclusivement éthylique; les autres étiologies (virales B et
C, hémochromatose, maladie de Wilson, causes médicamenteuses et auto-immunes) ayant été
soigneusement ¢liminées par ’observation attentive des antécédents de chacun et de
I’évolution de la maladie hépatique, et la réalisation d’examens biologiques.

Aucun patient ne présentait d’hépatocarcinome (tomodensitométrie hépatique et concentration
sérique d’a foeto-protéine datant de moins de trois mois normaux), ou néoplasie d’autre
origine, ni insuffisance rénale, ni diabéte, ni pathologic susceptible de favoriser un état
d’immunosuppression, y compris la séropositivité pour le VIH. Aucun n’avait antérieurement

¢té vacciné contre I’hépatite B.

Protocole de vaccination

Les patients, dont les marqueurs s€riques du virus de 1’hépatite B étaient négatifs (Ag HBs,
Ag HBe, Ac anti-HBc, Ac anti-HBe, Ac anti-HBs), ont été vaccinés par Engérix B, a la
posologie de 20ug a 0, 1, 2 mois. La voie d’administration était intramusculaire dans la région
deltoidienne. Un mois aprés la troisieme injection vaccinale, le titre d’anticorps anti-HBs,
exprimé en mUI/ml, était déterminé par un test quantitatif ELISA (Laboratoire Abott), réalisé
dans le laboratoire de virologie du CHU. Les patients ayant un titre d’anticorps anti-HBs

supérieur ou égal & 10 mUI/ml étaient considérés comme répondeurs a la vaccination (23).
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Cinq patients ont ¢t¢ perdus de vue ou sont décédés avant la fin du programme de

vaccination.

Statut nutritionnel des patients

L’¢tat nutritionnel était évalué, lors de I'inclusion, a ’aide de criteres biologiques : dosages
plasmatiques de la préalbumine, de la transferrine, des oligo-éléments (zinc, cuivre, sélénium)
et des vitamines A, C et E. Un dosage du cholestérol (cholestérol total, HDL cholestérol et

LDL cholestérol) et des triglycérides était également effectué a I’inclusion dans 1’étude.

Statut des patients vis a vis de I’alcool
Le statut vis & vis de I’alcool €tait jugé sur les données de I’interrogatoire, et I’observation de
parametres biologiques tels que le volume globulaire moyen et les données du bilan

biologique hépatique.

Sévérité de la cirrhose
Le stade de la maladie hépatique a été appréci¢ pour chaque patient par la détermination du

score de Child-Pugh.

Détermination de la fluidité membranaire monocytaire

» [solement des monocytes:

Les cellules mononucléées sanguines étaient isolées apres centrifugation sur gradient Ficoll
en utilisant des tubes Leucoprep a partir de 30 ml de sang prélevé sur EDTA. Afin d'obtenir
une purification des monocytes supérieure a 90%, une déplétion des lymphocytes B et T était
réalisée par la méthode de I'isolement négatif. Les cellules mononucléées étaient incubées sur

un roller pendant trente minutes a 4°C en présence de billes Dynal. Ces billes sont des
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particules de polymeéres recouvertes de matériel magnétique et porteuses des anticorps anti
CD19 et anti CD2; elles s'associent respectivement aux lymphocytes B et T. L’utilisation d’un
aimant (Dynal MPC) permettait ensuite la concentration des lymphocytes sur les parois du

tube; le surnageant récupéré contenait alors essentiellement des monocytes.

s Polarisation de fluorescence:

Les propriétés dynamiques membranaires sont déterminées par polarisation de fluorescence
apres incorporation de sondes fluorescentes dans les ¢léments lipidiques des membranes.
Cette méthode permet d’apprécier la faculté¢ de rotation des sondes, qui reflete en fait, la
cohésion de leur environnement immédiat. Les sondes fluorescentes sont excitées par une
lumiére polarisée verticalement. L'analyse des composantes de l'intensité de fluorescence
émise, polarisée respectivement parallelement (I / ) et perpendiculairement (I L) a la
direction de polarisation de la lumiere excitatrice, permet de déterminer l'anisotropie "r" de la
fluorescence €mise, qui varie de fagon inverse avec la fluidité. En effet, plus la capacité
rotatoire de la sonde est grande, plus la dépolarisation de la lumiére sera importante, plus

l'anisotropie sera faible.

=  Sondes fluorescentes:

Deux sondes lipophiliques ont été utilisées: le 1,6 diphényl-1,3,5-hexatriene (DPH) qui se
localise dans les parties profondes de la membrane, et pénetre également a Iintérieur de la
cellule, et le 1,[4-(triméthylamino)phényl] 6-phényl-1,3,5 héxatriene (TMA-DPH) qui se situe
dans une région beaucoup plus externe, au niveau des tétes polaires, et de la partie supérieure
des chaines d’acides gras des phospholipides, grice a un groupement triméthylammonium
chargé. Le DPH fournit des informations sur les compartiments lipidiques de la membrane
plasmique et des éléments intracellulaires; les renseignements fournis par le TMA-DPH sont

en grande partie membranaires.
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Des solutions stocks de sondes fluorescentes (2.10°M) étaient préparées dans le
tétrahydrofuranne pour le DPH et le N,N-diméthylformamide pour le TMA-DPH. Elles

étaient conservées a 4°C a 'obscurité, et renouvelées toutes les trois semaines.

»  Marquage des suspensions cellulaires

A 2,5ml de suspension cellulaire était ajouté un volume de solution de sonde fluorescente
compris entre 1 et 1,5ul, fonction de la quantité de monocytes récupérés. Les cellules étaient
marquées pendant 15 minutes pour le TMA-DPH, et 30 minutes pour le DPH dans le noir a
température ambiante. Les mesures étaient effectuées immédiatement, sans lavage

supplémentaire, et a 25°C.

* Appareillage

Les sondes fluorescentes €tant incorporées dans les suspensions de monocytes, les mesures
étaient alors effectuées avec un appareil de polarisation de fluorescence en excitation continue
(Fluofluidimétre Regulest, Florange, Moselle, France). Cet appareil permettait, grice a un
montage en T, la mesure simultanée des intensités de fluorescence If // et If /£ d’un
¢chantillon excité en continu. La longueur d’onde d’excitation (365 nm) €tait sélectionnée par
un filtre interférentiel. L émission de fluorescence était mesurée a travers un filtre a bande
passante centré sur 420 nm, ce qui correspondait au spectre d’émission du DPH et du TMA-
DPH. De plus, pour chaque échantillon, une mesure de Ib // et Ib L était effectuée sur une
suspension cellulaire non marquée (« blanc »), afin de déterminer un facteur de correction lié

a la lumi¢re diffusée par I’échantillon biologique.
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L’anisotropie de fluorescence était alors déterminée a partir de la relation :

(If// - 1b //)~ G(If L — b L)

(If//-b/H+2G (IfL-1bL)
ou G est un facteur correctif qui compense éventuellement le déséquilibre optique et/ou

¢lectronique du format en T.

Détermination de la fluidité membranaire érythrocytaire

Apres isolement aes globules rouges, la mesure de la fluidité¢ de leurs membranes a été
effectuée par la méme technique, soit la polarisation de fluorescence.

Le choix des cellules érythrocytaires a ét¢ guidé par leur role inexistant dans la réponse
immunitaire. L'absence de liaison statistique entre leur fluidit¢ membranaire et la réponse

vaccinale était donc attendue.

Analyses statistiques

L'analyse statistique a été effectuée sur le logiciel informatique SPSS. Une analyse descriptive
a ¢té effectuce, suivie d'une comparaison des moyennes par le test de Student pour les
variables quantitatives, complété par le test de Kruskal-Wallis en cas de variances non-

homogenes, et par le test X2 pour les variables qualitatives.
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RESULTATS

I/ ANALYSE DESCRIPTIVE

o Description générale des patients :

L’age moyen des patients inclus dans I’étude était de 50,21 +/-7,31 avec des extrémes allant
de 33 4 67 ans. Le sexe masculin prédominait largement, 65% d’hommes et 35% de femmes.
47% des patients semblaient sevrés depuis au moins quatre semaines.

La répartition des patients selon le score de Child-Pugh était la suivante: stade A : 14 patients

( 34 %), stade B : 25 patients ( 58 %), stade C : 4 patients ( 8 %).

o Paramétres nutritionnels des patients :

Normales | N Moyenne
ALBUMINE 37,8-46,2 g/l | 43 29,59 +- 6,92 (17-44,8)

CHOLESTEROL | 15-28gl | 43| 1,414/-0,65 (0,39-4,34)
HDL -Cholestérol | >035g1 | 25| 0,75 +/- 0,63 (0,13-3,32)
LDL- Cholestérol | 08159/ | 25| 0,39 +/-0,22 (0,07-0,96)

TRIGLYCERIDES | 051,7gl | 43| 0,89 +/- 0,46 (0,11-2,37)

TRANSFERRINE | 1,84294 g | 21| 2,21 +/-0,76 (1,03-3,65)

ZINC 07-1mgl | 39| 0.57+-0,14 (0,31-0.91)
CUIVRE 0,81,6mgl | 39| 1,12 +/-0,30 (0,60-1,98)
SELENIUM 6090 gl | 42 | 53,88 +/- 13,04 (29-82)
PRE-AALBUMINE | 0,210,289 | 41| 0,09 +/- 0,04 (0,06-0,24)
VITAMINE E 819mg/ | 41| 9.98+/-3.98 (1,6-21.4)
VITAMINE C 414mgl | 40| 6,93 +/- 5,27 (0,8-18,7)
VITAMINE A 240-900 pig/l | M | 334,02 +/- 325,75 (30-1522)

88 % de nos patients apparaissaient déficitaires en albumine, 98 % en préalbumine. Les
carences en sélénium concernaient 71 % des patients; celles en zinc 85%. Les déficits en
vitamine A, E, et C étaient observés respectivement chez 50%, 30%, et 85% des patients.
Enfin, 62% des cirrhotiques présentaient une hypocholestérolémie, avec en majorité

diminution du LDL-cholestérol; le taux de triglycérides était normal pour 80% d'entre eux.
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II/ FLUIDITE MEMBRANAIRE MONOCYTAIRE

La fluidité membranaire des monocytes et celle des érythrocytes ont été mesurées
respectivement chez 38 et 27 patients. Il n'existe pas de liaison statistiquement significative

entre elles.

»  Régression simple X1:TMA érythrocyte/ Y1: TMA monocyte

Fréquence R R-deux R-deux ajusté Ecart-type résiduel
27 0,052 0,003 0,041 0,009
Somme des carrés | dd! Carré moyen Test-F Signification
REGRESSION 5,09 E-06 1 5,09 E-06 0,062 0,805
RESIDUEL 1,88 E-03 23 8,18 E-05
TOTAL 1,88 E-03 24
»  Régression simple X2: DPH érythrocyte/ Y2: DPH monocyte
Fréquence R R-deux R-deux ajusté Ecart-type résiduel
27 0,240 0,058 0,017 0,010
Somme des carrés | dd Carré moyen Test-F Signification
REGRESSION 1,66 E-04 1 1,66 E-04 1,409 0,247
RESIDUEL 2,71E-03 25 1,17 E-04
TOTAL 2,87 E-03 26
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2.1 Influence des parameétres nutritionnels sur la fluidité membranaire monocytaire:

Aucun des parametres nutritionnels (vitamines A, C, E, albumine, préalbumine, transferrine,

cuivre, sélénium, triglycérides) est li¢ significativement a la fluidité

monocytes (p > 0,05).

membranaire des

Seuls les résultats statistiques du cholestérol plasmatique et de la zincémie sont ici présentés:

le cholestérol étant un constituant majeur des membranes cellulaires et le zinc étant connu

comme ¢lément stabilisant des membranes, une relation avec la fluidité n'était pas exclue.

Cependant, il n'existe pas de liaison significative (p > 0,05).

= Régression simple X2: DPH monocyte/ Y2: cholestérol plasmatique

Fréquence R R-deux R-deux ajusté Ecart-type résiduel
38 0,153 0,023 0,004 0,012
Somme des carrés | ddl Carré moyen Test-F Signification
REGRESSION 1,380 E-04 1 1,380 E-04 0,859 0,360
RESIDUEL 5,780 E-03 36 1,606 E-04
TOTAL 5,918 E-03 37
*  Régression simple X2: DPH monocytel Y2: zincémie
Fréquence R R-deux R-deux ajusté Ecart-type résiduel
34 0,212 0,045 0,015 0,013
Somme des dd! Carré moyen Test-F Signification
carrés
REGRESSION 2,586 E-04 1 2,586 E-04 1,502 0,229
RESIDUEL 5,510 E-03 32 1,722 E-04
TOTAL 5,768 E-03 33
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2.2 Influence de la sévérité de la maladie hépatique sur la fluidité membranaire monocytaire

La sévérité de la maladie hépatique appréciée par le score de Child, et ses différents

parametres individuellement

significativement liés a la fluidité membranaire des monocytes.

»  Régression simple X2: DPH monocyte/ Y2: TQ

(albuminémie, bilirubinémie et taux de Quick) ne sont pas

Fréquence R R-deux R-deux ajusté Ecart-type résiduel
38 0,143 0,020 0,007 0,012
Somme des carrés ddl Carré moyen Test-F Signification
REGRESSION 1,204 E-04 1 1,204 E-04 0,747 0,393
RESIDUEL 5,798 E-03 36 1,611 E-04
TOTAL 5,918 E-03 37
= Régression simple X2: DPH monocyte/ Y2: Bilirubinémie
Fréquence R R-deux R-deux ajusté Ecart-type résiduel
38 0,057 0,003 0,024 0,012
Somme des ddl Carré moyen Test-F Signification
carrés
REGRESSION 1,954 E-05 1 1,954 E-05 0,119 0,732
RESIDUEL 5,899 E-03 36 1,639 E-04
TOTAL 5,918 E-03 37
»  Régression simple X2: DPH monocyte/ Y2: Albumine
Fréquence R R-deux R-deux ajusté Ecart-type résiduel
38 0,136 0,019 0,009 0,027
Somme des ddi Carré moyen Test-F Signification
carrés
REGRESSION 1,100 E-04 1 1,100 E-04 0,682 0,414
RESIDUEL 5,808 E-03 36 1,613 E-04
TOTAL 5,918 E-03 37
»  Régression simple X2: DPH monocyte/ Y2: Score de Child
Fréquence R R-deux R-deux ajusté Ecart-type résiduel
38 0,076 0,006 0,022 0,012
Somme des carrés ddi Carré moyen Test-F Signification
REGRESSION 3,428 E-05 1 3,428 E-04 0,210 0,650
RESIDUEL 5,884 E-03 36 1,634 E-04
TOTAL 5,918 E-03 37
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2.3 Influence de l'intoxication éthylique sur la fluidité membranaire monocvtaire

Contrairement aux résultats attendus, la poursuite de l'intoxication éthylique n'influence pas

significativement la fluidité membranaire des monocytes et des globules rouges.

Test -t non apparié N Moyenne p
Alcool/DPH monocyte
0 17 0,229 +- 0,014 0,665
1 21 0,226 +- 0,010
Alcool/TMA monocyte
0 17 0,292 +- 0,012 0,204
1 : 2 0,292 +-0,010
Alcool/DPH érythrocyte
0 14 0,248 +/- 0,005 0,616
1 13 0,248 +/- 0,005
AlcoollTMA érythrocyte
0 14 0,276 +/- 0,007 0,842
1 13 0,272 +- 0,006
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III/ REPONSE A LA VACCINATION CONTRE L'HEPATITE B

Le taux de réponse a la vaccination dans cette étude est de 37 %, ce qui correspond a 14
patients répondeurs (R) et 24 non-répondeurs (NR).
Aucun effet indésirable li¢ a la vaccination n'a €t€ observé.

Cinq patients sont perdus de vue avant la fin du programme de vaccination.

1/ Influence du sexe sur la réponse vaccinale:

Réponse vaccinale/ Sexe NR R
Test Khi-deux
F ' 8 5 13 o = 0,881
M 16 9 25 X2=0,015
24 14 38

Le sexe (sexe féminin: F, sexe masculin: M) n'influence pas significativement la réponse

vaccinale.

2/ Influence de 'dge sur la réponse vaccinale:

L'age des patients n'est pas significativement li¢ a la réponse vaccinale.

Réponse vaccinale / age N Moyenne
Test -t non apparié
R 14 47,43 +-7,58
NR 24 50,83 +- 6,65 P=0,521

3/ Influence du sevrage éthylique sur la réponse vaccinale

Le statut vis a vis de I'alcool (sevrage: 0/ poursuite de l'intoxication éthylique: 1) n'influence

pas significativement la réponse vaccinale.

Test Khi-deux Alcool Total
0 1
Réponse vaccinale
NR 12 12 24 X2=0,455
R 5 9 14 o = 0,566
Total 17 21 38
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4/ Influence des parametres nutritionnels sur la réponse vaccinale :

Test -t non apparié Réponse N Moyenne ‘ p

Albumine R 14 33,80 +/-722 0,003
NR 24 26,96 +/- 5,90

Pré-albumine R 14 0,12 +/- 0,05 0,013
NR 23 0,08 +/-0,02

Zinc R 13 0,66 +/- 0,14 0,004
NR 21 0,52 +/- 0,11

Cuivre R 14 1,20 +/- 0,32 NS
NR 21 1,09 +/- 0,31

Sélénium R 14 55,21 +/- 14,88 NS
NR 23 52,70 +/- 13,29

Vitamine E R 14 10,51 +/- 3,06 NS
NR 22 10,43+/-4,50

Vitamine C R 14 7,41 +/- 6,44 NS
NR 21 6,81 +/- 4,78

Vitamine A R 14 331,79 +/- 185,34 NS
NR 22 360,41 +/- 412,45

Cholestérol R 14 1,57 +/- 0,32 NS
NR 24 1,40 +/- 0,78

Transferrine R 9 2,76 +/- 0,67 0,006
NR 10 1,88 +/~ 0,54

Triglycérides R 14 1,02 +/- 0,55 NS
NR 24 0,83 +/- 0,43

La réponse vaccinale n'est pas influencée par les carences en vitamines et en oligo-éléments
présentées par ces patients, a l'exception du zinc, ou la différence apparait trés significative.
La diminution marquée de la zincémie est associée a une non-réponse au vaccin.

L'hypoalbuminémie et les déficits en pré-albumine et en transferrine sont également

significativement associés a une non-réponse a la vaccination.
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4/ Influence de la sévérité de la maladie hépatique sur la réponse vaccinale:

L'appartenance au groupe A et B du score de Child ne permet pas de prédire la réponse a la

vaccination (absence de différence significative). Les patients de Child C sont en revanche

non-répondeurs, mais en effectif trop limité (4 patients).

Il existe par contre une différence significative entre la réponse vaccinale et le taux de Quick,

de méme avec le dosage plasmatique de la bilirubine (p<0,05). Une augmentation de la

bilirubinémie plasmatique et une chute du taux de Quick sont associés a une mauvaise

réponse vaccinale:

Test -t non apparié N Moyenne P
Taux de QUICK
R 14 73,79 +/- 17,85 0,022
NR 24 62,42 +/- 11,58
Bilirubinémie
R 14 10,64 +/- 6,83 0,011
NR 24 19 46 +/- 13,32
Réponse vaccinale/ Child A, B
NR R Total
Test Khi-deux X2=1,642
A 6 7 13 a=0,198
B 15 7 22
21 14 35
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5/ Influence de la fluidité membranaire des monocytes sur la réponse vaccinale

Test -t non apparié

N Moyenne P
Réponse vaccinale / DPH monocyte
R 13 0,231 +/- 0,001
NR 21 0,223 +/- 0,001 0,050
Réponse vaccinale / TMA monocyte
R 13 0,292 +/- 0,006
NR 21 0,290 +- 0,001 0,513

La réponse vaccinale est significativement liée a la fluidit¢ membranaire profonde des

monocytes. Celle-ci est augmentée chez les patients non-répondeurs a la vaccination. En

revanche, la fluidité membranaire superficielle des monocytes est sans influence.

6/ Influence de la fluidité membranaire des érythrocytes sur la réponse vaccinale:

La réponse a la vaccination contre I'HBV n'est pas statistiquement liée a la fluidité

membranaire des érythrocytes.

N Moyenne Ecart-type p
Réponse vaccinale/ DPH érythrocyte
R 5 0,249 0,005 0,496
NR 17 0,249 0,007
Réponse vaccinale/ TMA érythrocyte
R 5 0,249 0,005 0,193
NR 17 0,249 0,005
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DISCUSSION

Notre étude confirme I'existence d'une mauvaise réponse a la vaccination contre I'hépatite B
chez les patients atteints de cirrhose éthylique : le taux de réponse est en effet de 37%.
Le but de ce travail est d'en déterminer les raisons, et particulicrement d'observer si la fluidité

membranaire des monocytes peut influencer cette réponse.

Le choix des cellﬁles monocytaires a été guidé par leur place prépondérante dans la réponse
vaccinale: les monocytes captent, incorporent les molécules d'antigéne et en diminuent la
complexité par digestion enzymatique. Ils interviennent de fagon déterminante en présentant
l'antigéne aux lymphocytes et en sécrétant divers facteurs dactivation des cellules
lymphoides. Cette intervention des macrophages dans la production des anticorps avait été
initialement suggérée par des observations morphologiques, montrant des contacts étroits
entre les lymphocytes et les monocytes, et surtout des expériences ¢tudiant les effets de
'appauvrissement ou de l'enrichissement en macrophages sur les capacités de suspensions
cellulaires riches en lymphocytes. Elle fut confirmée et ses mécanismes furent analysés par
I'étude des réponses immunitaires in vitro. Il existe de plus une corrélation entre le degré de
thymodépendance d'un antigéne et le role des monocytes dans la production des anticorps vis-
a-vis de cet antigene. Certaines données ont montré qu'en l'absence totale de cellules
adhérentes, les lymphocytes ne pouvaient plus produire d'anticorps contre certains antigénes
thymo-dépendants. Les macrophages semblent aussi intervenir dans la production des
anticorps vis a vis des antigenes thymo-indépendants, mais le nombre de cellules adhérentes
nécessaires a une réponse optimale est apparemment trés inférieur a ce qui est observé pour
les antigénes thymodépendants (169). Ainsi, l'intervention des macrophages est indispensable

dans la présentation antigénique aux cellules T, particuliérement dans le cas d'antigénes
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thymo-dépendants, ce qui est le cas pour I'Ag HBs. Un défaut dans cette action pourrait donc
logiquement expliquer une altération de la réponse vaccinale contre I'hépatite B, sans
perturber pour autant la réponse au vaccin anti-pneumococcique par exemple (86).

Les récepteurs monocytaires impliqués dans la défense anti-infectieuse sont principalement
les récepteurs pour les opsonines du sérum (récepteurs pour le fragment Fc des IgG et les
fragments du complément activé C3b et iC3b, CR1 et CR3 respectivement), les récepteurs
pour les lectines, impliqués dans la phagocytose des opsonines (récepteurs des mannanes et
des glycanes, polysaccharides des bactéries...), et les récepteurs pour les ligands qui activent
et orientent le déplacement des cellules phagocytaires (chimiotactisme) vers les sites
inflammatoires.

L’altération de la fonction de ces récepteurs a été¢ impliquée chez les patients cirrhotiques,
comme chez les insuffisants rénaux chroniques, dans I’incidence élevée des complications
d’ordre infectieuses présentées par ces malades. Ainsi Gomez montrait une diminution de la
clearance des érythrocytes autologues marqués par des IgG, dépendante de I’activité de leurs
récepteurs Fc y a la surface des macrophages chez les cirrhotiques et les insuffisants rénaux, et
particulierement chez ceux présentant des infections séveres (132,170). La diminution de
’expression des récepteurs C5a et des molécules accessoires sur les polynucléaires et les
monocytes a ¢galement été impliquée dans la survenue des infections chez les patients
insuffisants rénaux chroniques.

De plus, ’absorption chronique d’alcool semble perturber le comportement de ces mémes
récepteurs. La capacité de liaison a un ligand des récepteurs Fc et C3b des monocytes de
patients alcooliques chroniques est diminuée (171); et le méme phénoméne est observé in
vitro sur des monocytes en présence d’alcool (172). L’alcool module I’expression de certains

récepteurs tels que les récepteurs CR1 et CR3 (qui reconnaissent les fragments C3 du
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complément) et les récepteurs Fc y (173-175). Ces réactions s’associent a une réduction des
réponses fonctionnelles médiées par chaque classe de récepteurs.

L’intégrité¢ des récepteurs monocytaires, expression et fonction, semble essenticlle pour
I’obtention d’une réponse immunitaire satisfaisante. Or, nous avons vu dans la premiére partie
de ce travail que la fluidit¢ des membranes biologiques influence I’accessibilité des
récepteurs, par le biais de variations de la composition lipidique membranaire. Il apparaissait
donc tout a fait logique de s’intéresser & I’influence de la fluidité membranaire des monocytes
dans la réponse vaccinale;, et ce d’autant plus que les études effectuées chez les patients
insuffisants rénaux hémodialysés avaient suggéré 'existence d'un défaut dans la présentation
de I'Ag HBs aux cellules T, chez les patients non-répondeurs au vaccin (135). La vaccination
contre I’hépatite B offrait I’avantage de sa simplicité de réalisation, et de I’évaluation aisée de
son efficacite; elle s’avérait de plus particuliérement utile chez les patients cirrhotiques, du
fait de la prévalence é€levée des marqueurs de I’'HBV dans cette population. Un travail
préliminaire portant sur un petit nombre de patients cirrhotiques ayant déja montré des
résultats encourageants (176), il nous semblait intéressant de majorer ’effectif de cette étude,
et de confirmer ou non ’existence d’un lien entre fluidité membranaire des monocytes et
réponse vaccinale.

La réponse vaccinale a ainsi été observée chez 34 patients cirrhotiques, et clle apparait
influencée par la fluidit¢ membranaire des monocytes. La mesure de la fluidit¢ membranaire
profonde met en évidence des valeurs d'anisotropie diminuées chez les patients non-
répondeurs au vaccin. Ceux-ci présentent donc une augmentation de la fluidité¢ profonde de
leurs membranes; la différence apparait a la limite de la significativité. Il est possible que si
l'effectif des patients €tait encore plus important, la relation soit plus nette. A I'opposé, il n'est

pas noté de différence en ce qui concerne la fluidité membranaire superficielle des monocytes;
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et logiquement la réponse vaccinale n'apparait pas influencée par la fluidité membranaire des
érythrocytes, cellules n'intervenant pas dans la réaction immunitaire.

Il est donc tres probable que l'altération de la réponse vaccinale chez les patients cirrhotiques
soit en rapport avec une mauvaise présentation des récepteurs membranaires monocytaires,
expliquant alors un défaut d’internalisation de I’Ag HBs, une mauvaise interaction des
monocytes avec les lymphocytes T, et par conséquent un état de non-réponse au vaccin.

Ces résultats nécessitent bien entendu d’étre approfondis; et des travaux sont actuellement en
cours, avec notamment 1’étude de ’expression des récepteurs membranaires a la surface des

monocytes activés en cytométrie de flux, et celle de leur capacité de phagocytose.

L’¢tude de la flurdité membranaire des monocytes pourrait s’avérer intéressante également
chez les patients insuffisants rénaux chroniques, et confirmerait ’hypotheése émise dans la
premiére partie de ce travail, a savoir que la réponse a la vaccination contre I’HBV dans ces
deux populations n’est pas uniquement liée & la restriction HLA, comme chez les non-
répondeurs de la population générale, mais fait intervenir des perturbations liées a une

défaillance du systeme immunitaire.

Des travaux antérieurs avaient déja mis en évidence I’influence de la fluidité membranaire
sur la fonction des récepteurs membranaires de cellules effectrices de 1’immunité. Une
diminution de la fluidit¢ membranaire in vitro, par augmentation du ratio
cholestérol/phospholipide dans la membrane de cellules mononucléées, s’associait avec une
altération de leur capacité a phagocyter les éléments étrangers. L’incorporation d’acides gras
saturés dans la membrane de macrophages diminuait la fluidité membranaire; et la rigidité de
la membrane pouvait alors rendre compte des difficultés a I’intérioriser lors de ’endocytose

(177-179). A Pinverse, ’apport d’acides gras insaturés majorait la phagocytose (180). De

94



méme, lors de I’incubation de lymphocytes murins dans une solution d’acides gras insaturés,
Klausner observait une augmentation de la fluidité membranaire associée a une diminution de
la fixation des anticorps dirigés spécifiquement contre les protéines membranaires, et un
défaut d’internalisation du signal de transduction lié en partie a une anomalie des interactions
des protéines membranaires avec le cytosquelette (159). Ces anomalies étaient associées a une
altération de la réponse des lymphocytes aux mitogenes classiques. La déplétion en
cholestérol des membranes lymphocytaires de souris diminue leur fonction cytotoxique
envers les cellules cibles allogéniques, alors que leur enrichissement en cholestérol conduit a
des effets opposés (181). Les modifications du taux de cholestérol membranaire affectent
¢galement I’expression et le groupement des molécules HLA de classe 1 a la surface des
lymphoblastes humains: ’enrichissement de la membrane plasmatique en cholestérol rigidifie
la bicouche lipidique, diminue I’expression des épitopes du CMH de classe I et augmente
leur degré d’association (182). Cette modulation apparait essentielle dans le contrdle de
I’efficacité de la présentation antigénique (interaction du CMH I et des récepteurs des cellules
T effectrices) et la lyse cellulaire conséquente par les cellules T et les cellules NK.
L’expression sur les monocytes de ’antigéne CD14 semble également régulé par le taux de
cholestérol membranaire (183).

De nombreuses fonctions cellulaires telles la pinocytose, la croissance et les réactions a
différents signaux externes nécessitent une disposition topographique moléculaire appropriée
a Iintérieur de la membrane cellulaire. Celle-ci est d’une certaine maniére déterminée par la
fluidit¢ de la membrane, elle-méme régie par le ratio cholestérol/phospholipides. Les
lymphocytes et monocytes humains ne font pas exception. Leurs fonctions peuvent €tre
modulées par altération artificielle du ratio cholestérol/phospholipides membranaire

(184,185). Le traitement in vitro de cellules immunocompétentes, comme les lymphocytes,
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avec certaines lectines induit d’ailleurs 1'expression des récepteurs Fe gamma par modulation

artificielle de la fluidité membranaire (186).

Si la fluidité membranaire monocytaire influence la réponse vaccinale contre I'hépatite B, par
une mauvaise présentation antigénique, elle pourrait également perturber l'ensemble des
réactions immunitaires, faisant intervenir I’interaction d’un ligand avec son récepteur et
expliquer en partie la susceptibilité de ces patients aux infections. L'effectif de nos patients
n'était pas suffisamment important pour observer l'incidence des infections qu'ils ont
présentées durant l'année et la corréler aux valeurs d'anisotropie. A grande échelle il est
néanmoins possible qu'une relation soit observée. Des travaux sont actuellement en cours afin
de comparer la fluidit¢ membranaire des monocytes de patients cirrhotiques présentant une
péritonite spontanée bactérienne a celle de patients non infectés. S’il existait une différence
statistiquement significative entre ces deux groupes, elle pourrait permettre une avancée dans

le traitement de ’infection du liquide d’ascite, dont le pronostic est redoutable.

Notre étude met en évidence une altération de la réponse a la vaccination, liée a des
parameétres nutritionnels. 11 est clair que I'état nutritionnel affecte le systéme immunitaire, et
notamment I'immunité cellulaire; plusieurs études ont d’ailleurs confirmé les effets néfastes
de la malnutrition sur les défenses immunitaires de 1'héte (187). Le foie est un organe dont la
place est essentielle dans le métabolisme et le stockage de nombreux nutriments, alcool
inclus. Il n'est donc pas étonnant que les pathologies telles que la cirrhose soient associées a
des perturbations du métabolisme des protéines, des lipides et des glucides. Plusieurs facteurs
comme l'anorexie, l'altération du métabolisme protéique et énergétique, l'augmentation de
l'oxydation des graisses, l'ingestion d'alcool, la malabsorption de certains nutriments, les

restrictions alimentaires, liées a des complications (hémorragie digestive, encéphalopathie
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hépatique) sont impliquées dans la détérioration du statut nutritionnel des patients atteints de
cirrhose éthylique (188-192). Curieusement l'évaluation des données portant sur la
malnutrition au cours des hépatopathies alcooliques présente un certain nombre de difficultés,
les études étant particulierement rares et souvent incomplétes. Elles s'accordent en général
pour dire que la majorité des patients sont dénutris, particulicrement lorsque le stade de la
maladie est avancé. La malnutrition influence négativement la fonction hépatique, les
complications inhérentes et la survie a long terme des patients de Child A et B (193).
L'absence de réle pronostic chez les malades appartenant a la classe C de Child, alors que ces
derniers sont le plus souvent les plus sérieusement malnutris, est probablement en rapport
avec le plus grand role joué par la dégradation hépatique dans ce groupe.

On dispose dans la littérature de beaucoup plus d'informations sur les déficits en vitamines et
en ions minéraux présentés par ces patients (194,195). Toutes s'accordent a dire qu'il existe
une carence en vitamine A, C, E, D, en zinc, et sélénium pour des raisons variées (apport
insuffisant, déficit de syntheése de la protéine porteuse hépatique, malabsorption...). Dans
notre dtude, les carences nutritionnelles concernent principalement l'albumine, la pré-
albumine, le zinc et le sélénium; les déficits en vitamine A, C, et E ne concernent que peu de
patients. La signification d'ordre nutritionnel de cette carence en albumine est néanmoins
perturbée par un certain nombre de facteurs incluant le dysfonctionnement des synthéses
hépatiques, les altérations de la balance hydro-sodée, la réponse inflammatoire aigué. Le
statut en albumine refleterait donc davantage la sévérité de la maladie hépatique que I'état
nutritionnel; et par conséquent la différence significative, qui existe entre la mauvaise réponse
a la vaccination contre I'hépatite B et le déficit en albumine plasmatique semble davantage
lige a lI'insuffisance hépatique présentée par nos patients. L'existence d'une relation statistique
tres significative entre la bilirubinémie et le temps de Quick (autres paramétres appartenant au

score de Child-Pugh) et la réponse vaccinale en témoigne. Bien qu'également de synthése
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hépatique, les protéines sériques a demi-vie bréve telles que la transferrine et la pré-albumine,
sont considérées habituellement comme de meilleurs parametres nutritionnels que 1'albumine.
Il est évident que la réalisation de mesures anthropométriques aurait été préférable; toutefois,
il semble raisonnable de considérer que la malnutrition protéique peut également influencer la
réponse vaccinale. Les ¢tudes sur la réponse vaccinale contre I'hépatite B effectuées chez les
patients hémodialysés chroniques mettent également en évidence l'effet négatif de la
malnutrition (196). L'albumine plasmatique, qui est considéré comme le meilleur facteur
pronostic de survie des patients hémodialysés chroniques, était en effet négativement corrélée
avec la réponse vaccinale; la concentration plasmatique de l'urée avant la dialyse influencait

¢galement cette réponse (197).

Si la malnutrition protéique est corrélée négativement avec la réponse vaccinale contre
I'hépatite B chez les patients atteints de cirrhose éthylique, la question est maintenant de
savoir si I'amélioration de I'état nutritionnel des patients peut étre associée avec une meilleure
réponse a la vaccination, et une amélioration du statut immunitaire en général. Dans une étude
récente effectuée chez 31 patients atteints de cirrhose éthylique de stade B ou C dans la
classification de Child-Pugh, Hirsch a observé les variations de certains paramétres
immunologiques aprés six mois d'absorption entérale journaliere d'un complément calorique
et surtout protidique (198). La consommation énergétique au repos, la masse grasse, et
l'albuminémie de ces patients €taient augmentées; les résultats des tests d'hypersensibilité
retardée étaient significativement meilleurs. Une diminution également significative de
I'hydrogéne expiré était observée au breath-test, reflétant probablement une contamination
intestinale moindre, tandis que la perméabilité intestinale mesurée par le ratio
lactulose/mannitol était inchangée. Ces premiers résultats sont encourageants, mais ils doivent

faire l'objet d'études complémentaires; l'incidence des infections bactériennes chez des
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patients cirrhotiques regevant quotidiennement une supplémentation protéique mériterait

d'étre étudiée.

Dans notre ¢tude, la réponse vaccinale contre |'hépatite B est trés significativement
influencée, négativement, par le déficit en zinc, présenté par les patients. L'origine
physiopathologique de cette carence est multifactorielle : carence d'apport, excés d'utilisation,
malabsorption, origine iatrogene (thiazidique), toxicit¢ de l'alcool....(199,200) Une
augmentation de la zincurie y est fréquemment associée. Badulici et all a montré, en apportant
a des patients cirrhotiques une supplémentation journaliere en zinc, une augmentation des
immunoglobulines Ig M et G, dés que la zincémie revenait a des valeurs normales. L'
altération des tests d'hypersensibilité retardée a ét€¢ également corrélée a des taux de zinc
plasmatique effondrés chez ces mémes patients (201).

Les perturbations de la fonction immunitaire lors des déficits en zinc ont ¢té largement
¢tudiées; et le zinc apparait essentiel pour la division des cellules T, leur maturation et
différenciation, la réponse lymphocytaire aux mitogenes, leur activation dans la réponse
immunitaire, mais aussi pour la transcription des geénes et la synthése des acides nucléiques
(202-205). Le zinc est par ailleurs le composant structural dun grand nombre de protéines,
neuropeptides, récepteurs hormonaux et polynucléotides. Parmi ces métallo-enzymes, la
superoxyde dismutase a un rdle anti-oxydant important dans la défense immunitaire, et la
thymuline, une hormone sécrétée par le thymus, est essentielle pour la formation, la
différenciation et la maturation périphérique des lymphocytes T (206). Une carence en zinc
est responsable d'une atrophie rapide et marquée du thymus avec lymphopénie et par
conséquent une susceptibilité accrue aux infections. Les réponses anticorps primaire et
secondaire sont diminuées, particulicrement s'il s'agit d'antigénes thymo-dépendants (Ag

HBs). Le zinc inhibe également la production de tumor necrosis factor, la réponse des cellules
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TH 1 avec diminution de la sécrétion d'interleukine 2 et d'interféron gamma, et l'activité des
cellules natural killer. La fonction des monocytes n'est pas épargnée : le déficit en zinc est
associé avec une altération du chimiotactisme des monocytes, de leur capacité de phagocytose
et de synthese de monokines, de leur mobilite, et de leur consommation d'oxygene (204,207).
Le zinc pourrait également interférer avec la capacité des monocytes a répondre aux différents
signaux de transduction.

L'altération de la réponse immune apparait également claire et proportionnelle aux valeurs de
la zincémie chez les personnes dgées, les enfants malnutris, les patients sous nutrition
parentérale exclusive, les patients infectés par le VIH, et particulierement au stade de SIDA
(ce qui encourageait 4 admettre le zinc comme indicateur de progression de la maladie au
méme titre que la B2-microglobuline et le taux de lymphocytes CD4+). L'acrodermatite
entéropathique est associée a un déficit de l'immunité a médiation cellulaire li¢ a la
malabsorption du zinc (207).

Au vue de ces résultats, 1l n'apparait pas étonnant que la réponse vaccinale contre I'hépatite B
soit influencée par la zincémie dans notre ¢tude. La mauvaise réponse vaccinale chez les
patients hémodialysés a été expliquée en partie par un défaut de I'activation des cellules T par
les monocytes et une diminution de la sécrétion d'interleukine 2; des études ayant montré que
le zinc majorait la sécrétion d'interleukine 2 et en conséquence la prolifération cellulaire T in
vitro, il apparaissait logique de corriger la zincémie de ces patients avant de les vacciner
(208,209). Mais, bien que beaucoup des anomalies immunologiques citées précédemment
soient réversibles aprés correction de la zincémie, l'apport journalier de zinc avant un
protocole de vaccination contre I'hépatite B chez des patients hémodialysés n'a jamais montré
a ce jour de bénéfice en terme de réponse vaccinale. 11 est probable qu'il en serait de méme

chez les cirrhotiques.
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Le zinc a par ailleurs un effet stabilisant des membranes biologiques (210). Peut-étre
pourrait-il avoir un role dans l'altération de la fluidit¢é membranaire des monocytes des
cirrhotiques ? Ceci n'est pas démontré dans notre étude, puisqu'il n'existe pas de différence
significative entre la zincémie et les valeurs danisotropie observées, mais seul le zinc
circulant a été mesur€. Il est probable que ce dernier ne refléte ni le statut corporel en zinc, ni

le zinc intra-monocytaire.

Notre étude a donc mis en évidence une relation étroite, puisque statistiquement significative,
entre des paramétres nutritionnels (zincémie, dosage plasmatique de 1’albumine, de la pre-
albumine et de la transferrine), la sévérit¢ de la maladie hépatique (temps de Quick,
bilirubinémie, albuminémie), et I'influence de la fluidit¢ membranaire profonde des
monocytes, sur la réponse a la vaccination contre I’HBV chez des patients atteints de cirrhose
éthylique. Ces facteurs apparaissaient comme des variables statistiquement indépendantes,

c’est a dire non liés par un facteur de confusion.

Il reste maintenant & tenter d’expliquer les raisons de I'augmentation observée de la fluidité
membranaire profonde chez les patients non-répondeurs au vaccin. Plusieurs facteurs peuvent
étre envisages; le premier étant le statut des patients vis a vis de leur consommation d’alcool.
L'étude statistique ne met pas en évidence de corrélation entre la fluidité membranaire
profonde des monocytes et la poursuite de I'intoxication éthylique. Ces résultats sont en fait a
interpréter avec précaution, du fait des difficultés de I'interrogatoire des patients a ce sujet. De
plus, et c'est la raison essentielle, certains patients ont interrompu leur consommation
quelques semaines voire quelques jours avant ['étude; or la réversibilité¢ des variations de la
fluidit¢ membranaire nécessite au moins cinq a six semaines d'abstinence (155). Les

variations de la fluidit¢ des membranes monocytaires, observées dans notre étude ne peuvent
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pas étre mises sur le compte de la poursuite de I’intoxication éthylique; mais en raison des

difficultés méthodologiques, cette relation ne peut étre exclue.

L’absorption de certains médicaments a ¢t€¢ montrée également influencer la fluidité des
membranes biologiques; dans notre étude, les patients bénéficiaient presque tous du méme
traitement pharmacologique, a savoir des diurétiques dans le cadre de la rétention hydro-
sodée, et des B-bloquants non cardio-sélectifs, en prophylaxie de I’hémorragie digestive par
rupture des varices oesophagiennes. Le facteur médicamenteux, susceptible d’expliquer des

perturbations de la fluidité membranaire peut donc a priori étre écarte.

Il n'existe pas non plus de corrélation entre la fluidité membranaire profonde des monocytes et
les différents paramétres du score de Child-Pugh. Dans la premicre partie de ce travail, il a été
montré que la fluidité membranaire des érythrocytes semblait pourtant varier avec la sévérité
de la maladie : la fluidit¢ membranaire apparaissait d’autant plus réduite que la maladie
hépatique était grave. Dans notre étude, les fluidités membranaires des érythrocytes et des
monocytes sont sans rapport entre elles, et ne sont pas influencées par la sévérité de la
maladie. Celle-ci est pourtant en majeure partie responsable des perturbations lipidiques
observées chez les patients cirrhotiques, par la diminution de la synthése et de la
biodisponibilité¢ de la LCAT, et les perturbations des lipoprotéines et du métabolisme des
acides gras bien connus chez ces patients (211,212). 60% présentent d’atlleurs une
hypocholestérolémie dans notre étude. Toutefois si I’existence et la sévérité de la maladie
hépatique sont importantes, elles ne suffisent pas a elles seules a expliquer les variations des
lipides sanguins. Le régime alimentaire est également important; et on ne dispose d’aucune

donnée sur la diététique de nos patients. De plus il n’est pas certain que le cholestérol
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membranaire soit parfaitement corrélé au cholestérol plasmatique; et il en est de méme pour
les variations des acides gras et des phospholipides.

Il apparait clairement dans la littérature que la composition lipidique des membranes
cellulaires reflete la composition du régime alimentaire; et de nombreuses expériences ont
confirmé que les lipides ingérés s’incorporent aux membranes biologiques (213). Cette
incorporation peut permettre ainsi d’altérer le profil phospholipidique de la membrane
plasmatique des lymphocytes, des monocyte/macrophage ou des polynucléaires, et d’affecter
un grand nombre de parametres immuns, comme la prolifération lymphocytaire, la synthése
de cytokines, l‘activité des cellules natural killer, la phagocytose... La régulation du systeme
immunitaire induite par les acides gras alimentaires dépend de plusieurs facteurs biologiques
et méthodologiques, comme le type et la concentration des acides gras, le type cellulaire,
l'espece des animaux...L'effet des acides gras alimentaires ou des acides gras libres sur la
réponse immune dans les cultures in vitro ou ex vivo semblent des plus complexes; et
plusieurs mécanismes ont ét¢ impliqués, notamment, la fluidit¢ membranaire. Les
changements de la composition des phospholipides membranaires affectent 1’activité des
protéines associées a la membrane, comme nous 1’avons indiqué dans la premiere partie de ce
travail, perturbant alors la fonction méme de la cellule. Les fonctions spécifiques des
monocytes/macrophages peuvent étre altérées par les modifications des lipides membranaires,
particuli¢rement la phagocytose. L expression des molécules d’adhésion, et celle du complexe
majeur d’histocompatibilité¢ peuvent étre ¢galement perturbées. La synthése des peroxydes de
lipides, toxiques pour les cellules, la synthése d'eicosanoide, et la régulation de l'expression
de certains genes participant dans la réponse cellulaire pourraient également intervenir dans la
modulation du systéme immunitaire par les acides gras. Actuellement les études cliniques
expérimentales sont encore tres contradictoires: certaines ont observé que les régimes riches

en acides gras polyinsaturés pouvaient promouvoir la résistance de I'hdte contre certains
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microbes, tandis que d'autres suggerent une amélioration de 1''mmunité vis & vis des mémes
germes (185). Des études complémentaires sont bien sur nécessaires et constituent une
perspective particulicrement intéressante. Récemment, Ismaili a montré que I’augmentation
de la fluidité membranaire de cellules épithéliales Hep-2 humaines in vitro inhibe ’adhésion
des Escherichia Coli entéro-pathogénes, empéchant ainsi le développement d’une infection
(214). La liaison des micro-organismes aux cellules hotes est également le résultat d’une
interaction spécifique entre un ligand exprimé par le procaryote et un récepteur de la
membrane plasmatique des eucaryotes. Ces travaux suggerent donc qu’en altérant les
propriétés membranaires des cellules de I’hote, il serait possible de prévenir [’adhésion
bactérienne et d’interrompre le processus infectieux. Ceci peut laisser sous-entendre que si les
variations de la fluidit¢é membranaire sont effectivement liées au développement d’une
infection du liquide d’ascite chez les patients cirrhotiques, un régime lipidique adapté pourrait
peut étre de la méme maniere, modifier la fluidité des membranes et limiter 'infection. La
translocation bactérienne est un processus complexe impliquant l'interaction de molécules
d'adhésion bactériennes a des récepteurs spécifiques dans I'entérocyte, suivis par I'endocytose
de ces organismes (112). Les bactéries gagnent alors les lymphatiques intestinaux, le canal
thoracique puis la circulation systémique. La décontamination sélective intestinale par une
antibiothérapie ¢tant associée chez le rat cirrhotique a une diminution de l'incidence de la
translocation des bactéries gram négatif, le phénomene de la translocation pourrait expliquer
la plus faible incidence de la péritonite spontanée bactérienne chez les patients atteints de
cirrhose bénéfigiant d'une antibioprophylaxie (215). Le passage d'organismes d'origine
entérique a partir de la lumicre intestinale dans la cavité péritonéale, a travers la paroi
intestinale est fortement suggéré; l'altération de la barriére intestinale par l'alcool a d'ailleurs
été décrit augmenter la translocation des toxines bactériennes (216). La mesure de la fluidité

membranaire intestinale pourrait par conséquent avoir un intérét chez les patients atteints de
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cirrhose éthylique, et particulicrement si cette fluidité pouvait étre modulée par modification

du régime alimentaire...
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Alors que leur protection est tout a fait légitime, les cirrhotiques alcooliques répondent mal au
vaccin, et notre étude I’a confirmé. Trois partenaires doivent jouer un rdle sans faute pour
que la vaccination soit efficace. Or, le vaccin est immunogene, le virus est reconnu et
neutralisé par les anticorps protecteurs; le probleme tient dans la difficulté méme a produire
ces anticorps du fait d’une défaillance du systeme immunitaire.

Notre étude a mis en évidence une augmentation de la fluidité membranaire profonde des
monocytes chez les patients cirrhotiques non-répondeurs au vaccin, qui peut rendre compte
d’une altération de I’accessibilité des récepteurs membranaires et donc d'une mauvaise
internalisation de I’Ag HBs par les monocytes. L'altération de la présentation antigénique aux
cellules T est susceptible d’expliquer en partie le manque d’efficacité de la vaccination chez
ces patients.

Les variations de la fluidit¢ membranaire observées chez les non-répondeurs sont liées a des
modifications de la composition lipidique des membranes monocytaires, dont I’origine est
probablement multifactorielle. L effet fluidifiant de I’alcool, et la maladie hépatique, par le
biais de multiples carences nutritionnelles et des perturbations lipidiques induites, influencent
trés certainement la composition des lipides membranaires. Leur role mériterait d’étre précisé
par une analyse fine des composants lipidiques de la membrane des monocytes associ¢e a
leurs dosages plasmatiques, une meilleure caractérisation des anomalies des lipoprotéines
plasmatiques chez le cirrhotique, et une définition plus précise du statut des patients vis a vis
de I’alcool.

L’influence de la fluidité membranaire sur les réactions immunitaires n’apparait donc plus de
nos jours comme anecdotique; et I’altération de la réponse vaccinale contre 1’hépatite B chez
les patients cirrhotiques en constitue un nouvel exemple. I.’avéenement proche des vaccins a
ADN permettra peut-étre de contourner le probléme de la mauvaise réponse a la vaccination

observée chez les patients cirthotiques; toutefois, si la fluidité membranaire s’avére impliquée
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dans de nombreuses réactions immunitaires, son controle pourrait s'avérer particuli¢rement
intéressant dans le traitement des infections du cirrhotique, dont on connait le redoutable
pronostic. La manipulation des acides gras alimentaires apparaitra alors comme une
perspective de recherche passionnante, et permettra peut-étre de parvenir a de nouvelles
stratégies thérapeutiques, comme altérer la fluidité membranaire des cellules de I’hote afin

d’améliorer ses capacités de défense contre les agents infectieux.
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SUJET DE LA THESE : Influence de la fluidité des membranes monocytaires dans la réponse a la
vaccination contre 'hépatite B chez les cirrhotiques alcooliques.

RESUME :

Apres un rappel sur la vaccination contre 'hépatite B dans la population génerale et une mise au point
sur la fluidité des membranes cellulaires, l'auteur s'est intéressé a la mauvaise réponse vaccinale
observée chez les patients présentant une cirrhose éthylique. Outre la restriction HLA, la réponse au
vaccin contre I'hepatite B des patients cirrhotiques pourrait faire intervenir un mécanisme impliquant les
differents acteurs de la réaction immunitaire, et particulierement les monocytes. La fluidité des
membranes cellulaires influence I'expression des récepteurs membranaires, la liaison de leur ligand.
Une présentation inadéquate de 'antigene HBs, par le biais de perturbation de la fluidité membranaire,
pourrait expliquer en partie I'altération de la réponse vaccinale.

L'étude de la réponse a la vaccination contre I'hépatite B de 44 patients cirrhotiques alcooliques a été
réalisée, ainsi qu'une mesure par polarisation de fluorescence de la fluidite de leurs membranes
monocytaires et érythrocytaires. Le taux de séroconversion était de 37%; il semblait lié a des
parameétres nutritionnels et a la sévérité de la maladie hépatique. La fluidité membranaire profonde des
monocytes apparaissait significativement augmentée chez les non-répondeurs au vaccin par rapport
aux répondeurs, alors que la fluidité membranaire superficielle des monocytes et celle des érythrocytes
(superficielle et profonde) étaient semblables dans les deux groupes.

Cette étude confirme la médiocre réponse a la vaccination contre I'hépatite des cirrhotiques alcooliques,
qui pourrait étre en partie lie & des variations de la fluidité membranaire profonde des monocytes,
influengant l'expression de certains récepteurs membranaires et responsables d'une mauvaise
présentation de I'antigene HBs aux cellules T.

TITRE EN ANGLAIS : Influence of monocyte membrane fluidity on response to hepatitis B vaccination
in alcoholic cirrhotics
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