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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Le leucocyte circule a travers tout l'organisme afin d'assurer une fonction de
surveillance immunologique. En réponse a tout antigéne étranger, il migre
rapidement en direction du foyer infectieux et y exerce ses pouvoirs de
phagocytose : c'est la réaction inflammatoire. Cette extravasation des leucocytes et
leur migration vers le site inflammatoire repose sur une activation leucocytaire suivie
d'une adhésion des leucocytes a la barriere endothéliale selon un phénoméne en
cascade déterminé, organisé et localisé au niveau de sites préférentiels, a savoir les
veinules post-capillaires, ou le flux sanguin est lent. La premiére réaction, visible in
vivo, est un roulement lent des leucocytes le long des parois vasculaires adjacentes
au site inflammatoire. Puis une activation bidirectionnelle du leucocyte et de la cellule
endothéliale va aboutir & un renforcement des forces de liaisons permettant la phase
d'adhérence ferme. A la suite de cette interaction hétérotypique, le leucocyte
entreprend sa phase de migration trans-endothéliale ou diapédése et est attiré par
des facteurs chimiotactiques vers le site de destruction de sa cible.

Cette interaction leucocyte-cellule endothéliale est réalisée par des récepteurs
d'adhérence intervenant de fagon spécifique et coordonnée pour chaque étape.
Ainsi, durant la phase de roulement lent, la L-sélectine leucocytaire interagit avec les
sialomucines endothéliales et les E- et P-sélectines endothéliales interagissent avec
les sialomucines leucocytaires. L'activation leucocytaire implique d'une part, un
clivage protéolytique de la partie-extracellulaire de la L-sélectine, lui faisant perdre
son activité fonctionnelle, ce qui permet de réduire le recrutement leucocytaire et de
limiter ainsi I'emballement de cette réaction cellulaire. D'autre part, cette activation
agit au niveau des P, intégrines, avec une augmentation de leur expression
membranaire consécutive a la mobilisation du compartiment intracellulaire et une
redistribution de ces molécules en "clusters” au sein de la bicouche lipidique
aboutissant a une augmentation de leurs avidité et affinité pour leurs ligands
endothéliaux. Le leucocyte peut donc renforcer son interaction avec la cellule
endothéliale et assurer la phase d'adhésion ferme.

Ainsi, la fonctionnalité du leucocyte durant cette adhésion hétérotypique

repose sur des variations quantitatives et spatiales des récepteurs d'adhérence.
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Le but de ce travail a été d'explorer in vitro le comportement de ces récepteurs
d'adhérence par deux approches méthodologiques différentes, permettant de mettre
en évidence, a la fois, les changements d'ordre quantitatif et les redistributions
spatiales s'opérant lors de l'activation leucocytaire. Pour évaluer les variations
quantitatives, nous avons mis au point la méthodologie de la cytométrie en flux
quantitative, appliquée a la mesure du niveau d'expression de ces récepteurs
membranaires. Nous montrerons que, si la cytométrie en flux est certes une
technique bien établie, I'apport récent de la quantification a l'aide de billes de
calibration, permet une meilleure standardisation et par conséquent reproductibilité
des mesures de densité antigénique. L'utilisation de la microscopie a sectionnement
optique de fluorescence 3D nous a permis d'appréhender les redistributions de ces
récepteurs. Cette technique récente permet de contourner les problémes liés a
l'utilisation de la microscopie confocale, qui était habituellement usitée jusqu'a
présent pour I'exploration ultrastructurale de ces antigenes.

Cette étude a été, dans un premier temps, réalisée pour des leucocytes
provenant de sujets sains, afin d'obtenir des valeurs de référence. Puis, dans un
second temps, nous avons appligué la méthodologie de cytométrie en flux
quantitative a des domaines pathologiques impliquant aussi bien des défauts
d'expression de ces récepteurs d'adhérence que des états d'hyperexpression,

correspondant a un état d'activation leucocytaire.

Ce mémoire se présente en trois parties.

Dans la premiére partie, nous présenterons une étude bibliographique sur

l'interaction du leucocyte a la cellule endothéliale. Nous détaillerons les différentes
molécules impliquées dans cette interaction, a savoir, les intégrines et en particulier
les B intégrines, les sélectines et la superfamille des immunoglobulines. Puis, nous
exposerons les différentes étapes de cette interaction leucocyte-barriére
endothéliale, en précisant le rdle et le comportement des différents récepteurs
d'adhérence dans l'organisation de la réponse inflammatoire. Nous rappellerons
également les différents médiateurs solubles activateurs et inhibiteurs intervenant au

cours de cette réaction.
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Dans la deuxiéme partie, nous aborderons les méthodologies mises en ceuvre

pour d'une part, préparer les suspensions cellulaires et, d'autre part, explorer les
récepteurs d'adhérence. Nous présenterons la cytométrie en flux quantitative, en
exposant son principe et ses intéréts techniques et cliniques, les différents calibrants
disponibles, et la méthodologie choisie et usitée dans notre travail. La microscopie a
sectionnement optique de fluorescence 3D sera détaillée dans son fonctionnement,
ainsi que ses avantages par rapport a la microscopie confocale. Le protocole d'étude

spatiale des récepteurs d'adhérence sera présente.

Ensuite, munis de ces outils, nous appliquerons ces techniques a I'exploration
des récepteurs d'adhérence a la surface de leucocytes de sujets témoins et

pathologiques. Ceci constituera la troisitme partie "Etudes fondamentales et

cliniques — Résultats et Discussion" qui concerne les résultats observés pour les

sujets témoins et pour les différents domaines d'application clinique.

Nous présenterons, dans le premier chapitre, les valeurs de référence
déterminées par cytométrie quantitative pour [I'expression des récepteurs
d'adhérence pour des sujets témoins, a ['état basal et aprés stimulation des
leucocytes par un agoniste fort de la réaction inflammatoire, soit le TNFa. Nous
étudierons l'influence du mode de préparation cellulaire ce qui permettra d'aborder
I'ensemble des paramétres pré-analytiques pouvant influer sur cette mesure. Les
résultats concernant les variations de distribution spatiale, a I'état basal et aprés

stimulation, seront également présentés.

Nous aborderons, dans le second chapitre, la pathologie déficitaire en
récepteurs d'adhérence, en faisant un rappel bibliographique sur les déficits
constitutionnels en récepteurs d'adhérence. Puis, nous rapporterons notre
expérience d'un cas de patient atteint de glycogénose Ib présentant un déficit portant
a la fois sur la sélectine CD62L et sur les By intégrines, ce déficit étant régressif
aprés traitement par facteur de croissance. Nous présenterons l'implication de ce
résultat, a notre connaissance jamais rapporté dans la littérature, dans la

compréhension de la pathogénie de cette maladie.
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Le troisieme chapitre présentera un travail, résultant d'une collaboration avec
le service d'Hépato-gastro-entérologie, et dont le but est d'explorer par des tests
fonctionnels, les variations de fluidité membranaire observées pour des monocytes
de patients atteints de cirrhose alcoolique. Nous expliquerons le choix de nos tests,
en particulier celui de la mesure quantitative de I'expression des récepteurs
d'adhérence a la surface de ces cellules. Les autres tests étant le chimiotactisme et

I'exposition des phospholipides membranaires.

Le quatriéme chapitre présentera une étude sur I'évaluation de l'effet de
transporteurs d'oxygene a base d'hémoglobines modifiées sur le comportement in
vitro des PNN et en particulier sur leur état d'activation. Ayant précédemment montré
que le niveau d'expression des récepteurs d'adhérence leucocytaires était
directement fonction de leur état d'activation, nous avons donc utilisé ['outil
cytométrie quantitative développé dans ce mémoire pour étudier le comportement

des polynucléaires neutrophiles en présence de substituts d'hémoglobine.

Enfin, fort de cette expérience clinique, le cinquieme chapitre sera consacré a
la mise au point d'une trousse de quantification de I'expression de CD11b, afin de
disposer d'un outil totalement standardisé et reproductible de la mesure de ce
récepteur. Les resultats concernant ['application de cette méthodologie a la
pathologie infectieuse seront présentés. L'intérét de cette trousse dans le domaine

de la néonatalogie sera abordé.

Ces études seront suivies d'une conclusion générale sur ce travail et d'une

présentation des perspectives d'application de la cytométrie quantitative et de
l'analyse 3D par sectionnement optique dans d'autres domaines d'applications

cliniques.
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PREMIERE PARTIE :
LES RECEPTEURS D'ADHERENCE DU LEUCOCYTE. STRUCTURE ET

FONCTIONS : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I- LES RECEPTEURS D’ADHERENCE IMPLIQUES DANS L’INTERACTION
POLYNUCLEAIRE NEUTROPHILE/CELLULES ENDOTHELIALES

Cette interaction hétérotypique du PNN a la cellule endothéliale se fait par
l'intermédiaire des récepteurs d’adhérence. Ces molécules sont des protéines trans-
membranaires appartenant a trois familles différentes qui sont bien identifiées dans
la littérature (Carlos TM, 1994).

I-1- LES INTEGRINES

Ce sont des glycoprotéines trans-membranaires hétérodimériques, formées
de deux sous-unités a et B, présentes a la surface des leucocytes et intervenant
dans l'adhésion ferme entre PNN et cellule endothéliale (Hynes RO, 1992). Elles
sont en communication avec les protéines du cytosquelette et communiquent avec

des signaux d'origine extra-cellulaire.

I-1-A- Structure générale des intégrines (figure n°l-1)

Il s’agit d’'une famille de glycoprotéines membranaires hétérodimériques,
formées de deux sous-unités o et 3 liées de fagon non covalente (Arnaout A, 1990).

Le nom de la sous-famille est donnée par la chaine la plus conservée, soit la
chaine B. Une chaine B peut s'associer avec différentes chaines o ; il a été démontré

récemment qu’il en était de méme pour une chaine a.

Les chaines o partagent des caractéristiques structurales communes :

¢ elles possedent 7 régions répétitives de 60 acides aminés présentant des
homologies de séquence avec les domaines “EF-hand” de la calmoduline
et troponine ; trois de ces régions sont des domaines cation-dépendant, le
cation différant entre les diverses intégrines: magnésium pour o3,

(CD11a/CD18) et 02f1 (VLA-2) et calcium pour apf1 (VLA-5) ;
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ces régions en tandem sont séparées par des zones de 180 acides aminés,
riches en résidus cystéines et sites de glycosylation ;

la partie intracytoplasmique posséde une région conservée KXGFFKR, en
liaison avec la calréticuline et qui semble jouer un réle dans la régulation de

l'avidité des intégrines.

La chaine 3 a aussi des caractéristiques communes :

elle possede des régions répétitives riches en résidus cystéines, qui
paraissent fondamentales pour la conservation de la structure tertiaire de la
molécule ; cette observation repose sur le fait gu’une désorganisation de
ces séquences, consécutive a des mutations ponctuelles, entraine une
absence d'expression des [, intégrines leucocytaires ("Leukocyte
adherence syndrome" (LAD) de type 1) (Cf. Chapitre lil, deuxiéme étude) ;

la partie intracytoplasmique semble aussi jouer un réle dans la régulation

de l'avidité des intégrines.

Dans cette grande famille, seuls cing membres font parti des récepteurs

d’adhérence impliqués dans l'interaction PNN a la cellule endothéliale : les [3;
intégrines leucocytaires (CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD11¢c/CD18) et la B4
intégrine VLA-4.

I-1-B- B intégrines : intégrines leucocytaires (chaine f=CD18)

W Classification : le nom de la sous-famille est donné par la chaine B,. Les sous
unités a sont CD11a (lymphocyte function-associated-1 ou LFA-1), CD11b (Mac-1,
Mo-1), CD11c (p150,95) (tableau n°l-1).

B Distribution cellulaire : I'expression est limitée aux leucocytes mais varie en

fonction des sous populations leucocytaires ; les lymphocytes circulants expriment

principalement les CD11a/CD18 alors que les PNN, monocytes et cellules “natural

killer” (NK) expriment les trois types de 3, intégrines.
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B Stockage intracellulaire : il existe un compartiment intracellulaire pour
CD11b/CD18 et CD11¢/CD18 au niveau des PNN et monocytes mais non pour
CD11a/CD18.

B Ligands : la plupart des intégrines se lient a plusieurs ligands mais chaque
hétérodimére posséde une spécificité pour son ligand. Les ligands peuvent étre soit
des molécules de la super-famille des immunoglobulines (ICAM-1, ICAM-2), soit des
protéines de la matrice extra-cellulaire (fibronectine, fibrinogéne, laminine, collagéne,
vitronectine, thrombospondine, facteur X et facteur de Von Willebrand). Une méme
cellule peut varier I'expression de ses intégrines (facteurs cinétiques non encore

connus), ce qui lui confére des capacités trés versatiles d’adhésion et de migration.

B Nature de l'interaction : se fait par des courtes séquences tripeptidiques (RGD)

appelées adhésiotopes; cette liaison calcium dépendante entraine une
phosphorylation de la région intra-cytoplasmique de la sous-unité 3, qui jouerait un

réle dans la modulation d’expression des intégrines a la surface cellulaire.

B Régulations : I'activation celiulaire entraine une augmentation de leur expression
membranaire par translocation a la membrane plasmique a partir des granules intra-
cytoplasmiques. Mais les intégrines ne deviennent fonctionnelles qu'apres
stimulation cellulaire par un phénoméne nommé dans la littérature anglo-saxone par
"integrin activation" ou "inside-out signaling" (Hughes PE, 1998). Ce processus
implique a la fois des changements conformationnels et/ou des phénoménes de
regroupement (“clustering") des intégrines. Des protéines du cytosquelette ainsi que
des molécules impliquées dans la transduction intracellulaire interagissent
directement ou indirectement avec le domaine intracytoplasmique des intégrines
contribuant a la modulation d’avidité de ces récepteurs. Ainsi, les intégrines des
leucocytes circulants ont une faible avidité pour leurs ligands endothéliaux ; a la suite
d’'une activation appropriée, leur avidité augmente ce qui entraine la fixation a leur
récepteur. Ce phénoméne de modulation de lavidité permet aux leucocytes de
circuler librement dans le flux sanguin circulant, et d’acquérir un phénotype adhérent
aux cellules endothéliales pour intervenir au site inflammatoire.

En plus de leur fonction adhésive, les intégrines peuvent moduler le

comportement cellulaire en transmettant des signaux de I'extérieur a l'intérieur de la
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cellule par un processus nommé "outside-in signaling” (Diamond MS, 1994 ; Dedhar
S, 1996).

M Agonistes : I'expression membranaire de CD11b-c/CD18 est augmentée par le N-
fMLP  (N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine), le GM-CSF (Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor), le C5a, le TNFa (tumor necrosis factor

o), le flux calcique intracellulaire et les leucotrienes LTB4.

W Fonctions : interviennent dans 'adhérence intercellulaire ainsi qu'entre cellules
(cytosquelette) et matrice extra-cellulaire (protéines comme la fibronectine, la
vitronectine ou la laminine) ; ce récepteur est aussi capable de transmettre une
signalisation intra-cellulaire a la source de certaines divisions cellulaires (activation
des FAK-kinases).

B Rdles : inflammation, réponse immunitaire, agrégation plaquettaire, migration

cellulaire et dissémination tumorale.

I-1-C- B4 intégrine : VLA-4 (chaine B=CD49d/CD29) (tableau n° I-1)

m Classification : le nom de la sous-famille est donnée par la chaine 31 (CD29).

m Distribution cellulaire : sur toutes les cellules hématopoiétiques sauf les PNN.

m Ligand : ces molécules sont des récepteurs pour de nombreuses protéines de la
matrice extra-cellulaire comme la fibronectine, le collagene, la thrombospondine, la
laminine ou la vitronectine et pour des molécules exprimées par les cellules
endothéliales comme la VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), membre de la

super-famille des immunoglobulines.

m Fonction : adhésion des lymphocytes, monocytes et polynucléaires éosinophiles

aux cellules endothéliales activées.

23



LES INTEGRINES

Molecular Structure of a Typical Integrin

Figure n°l-1 : Schéma général de la structure
des intégrines.

Intégrines impliquées dans l'interaction leucocyte - cellule endothéliale

Sous famille des B, intégrines

Molécule Distribution cellulaire Ligand
CD11a/CD18 neutrophiles, lymphocytes, CD54 (ICAM-1)
LFA-1 monocytes, macrophages CD102(ICAM-2)

(Leucocyte Function Antigen) CD50 (ICAM-3)
oy B2 integrine
CD11b/CD18 granulocytes, lymphocytes, ICAM-1
Mac-1 monocytes, macrophages, C3bi
ompP2 integrine cellules “natural killer”(NK) facteur X, fibrinogéne
CD11c/CD18 granulocytes,
p150,95 monocytes, macrophages, C3bi
oxP2 integrine lymphocytes activés, fibrinogéne
cellules NK
Sous famille des B1 intégrines
CD49d/CD29 lymphocyte, monocyte, VCAM-1
VLA-4 éosinophile, basophile, fibronectine
04p1 cellules NK. thrombospondine

Absent sur PNN

Tableau n°l-1 : Les différentes intégrines de l'interaction PNN - cellule endothéliale.
(LFA-1 : lymphocyte function-associated-1 ; ICAM : intercellular adhesion molecule ;
VCAM : vascular cell adhesion molecule ; VLA : very late antigen).
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I-2- LES SELECTINES

Ce sont des glycoprotéines présentes sur les leucocytes et les cellules
endothéliales, intervenant dans la phase initiale de la reconnaissance PNN-cellule

endothéliale.

m Structure : comprend plusieurs domaines (figure n°l-2) :

¢ un domaine lectine N-terminal tres conservé, impliqué dans la liaison au ligand
osidique, calcium dépendante ;

e un domaine homologue a la séquence répétitive de "I'epidermal growth factor”
(EGF) facteur de croissance épidermique ;

¢ un domaine regroupant un nombre variable de séquences répétitives analogues a
celles des protéines régulatrices du complément (CRP : "complement regulatory
proteines") ;

¢ une région trans-membranaire ;

¢ un court domaine intra-cytoplasmique COOH-terminal.

Le poids moléculaire de la L-sélectine varie en fonction du sous type de leucocyte,
75 kDa pour les lymphocytes, 95-105 kDa pour les PNN, 110 kDa pour les
monocytes ; ces variations s’expliquent par un phénoméne de glycosylation post-

transductionnelle.

m Classification : est établie en fonction de leur distribution cellulaire (tableau n° I-2).

A ce jour, trois membres sont décrits : la L-sélectine, L pour leucocyte (CD62 L) ;
la E-sélectine, E pour endothélial (CD62 E) et la P-sélectine, P pour plaquette
(CD62 P).

B [ocalisation chromosomigue : chromosome 1

m Distribution cellulaire :

e | -sélectine : uniquement présente a la surface des leucocytes (Ley K, 1991).

o E-sélectine : restreinte aux cellules endothéliales activées.
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o P-sélectine : elle est stockée au niveau des granules o des plaquettes et des
corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales. Aprés une activation

appropriée, la P-sélectine est exprimée a la surface membranaire.

B Ligand: les sélectines interagissent par leur domaine lectine avec des
sialomucines, c'est-a-dire des oligosaccharides de type Sialyl Lewis® (sLe®) ou
Sialyl Lewis* (sLe”) (antigénes de groupes sanguins) portés par des molécules de
type mucine (c’est-a-dire une région riche en résidus séryl/thréonyl avec de
nombreuses chaines carbohydratées).

Ces ligands sont trouvés aussi bien a la surface des leucocytes que des cellules
endothéliales (Mc Gregor JL, 1995).

B Type de linteraction : la liaison, calcium dépendante, s’établit entre le domaine

lectine et le sucre ; le carbohydrate du ligand peut étre porté aussi bien par une
glycoprotéine qu'un glycolipide. Les sélectines ne reconnaissent pas un récepteur

spécifique mais un sucre déterminé.

B Régulation :

o L-sélectine : I'expression membranaire est trés sensible a I'activation cellulaire ; il
a été observé une augmentation rapide de l'avidité de la molécule pour son ligand
(quelques minutes), suivie d’'une perte toute aussi rapide (Spertini O, 1991).

L'activation des leucocytes entraine une perte de la L-sélectine de surface, par un
phénoméne de clivage protéolytique prés de linsertion membranaire ; on retrouve

alors une forme soluble circulante de la L-sélectine (Jung TM, 1990).

o E-sélectine : les cellules endothéliales en culture, stimulées par le TNF, I'lL-1 ou
les lipopolysaccharides (LPS) expriment la E-sélectine dans un délai assez lent de 4-
6 heures, ce qui correspond a une synthése de novo. Le domaine intracellulaire
contient de nombreux résidus thyrosine qui sont connus pour participer au
phénoméne d'internalisation d'autres protéines, ce qui pourrait expliquer la courte

demi-vie de la E-sélectine a la surface membranaire.
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Cependant des études in vivo ont mis en évidence une expression
membranaire persistante durant 24 heures, suggérant que d'autres facteurs

determinent la durée de cette expression.

o P-sélectine : contenue dans les granules alpha des plaquettes et dans les corps
de Weibel-Palade des cellules endothéliales, elle est rapidement exprimée a la
surface cellulaire, a la suite d’interactions avec les leucocytes : les granules intra-
cytoplasmiques fusionnent avec la membrane cellulaire, ce qui leur permet ainsi
d’externaliser leur contenu.

Les stimuli qui induisent une expression rapide de P-sélectine sur les cellules
endothéliales sont la thrombine, le leucotriéne C4 (LTC4) et I'histamine,

Le TNFa est capable d’induire I'expression a la fois de E-sélectine et de P-sélectine
avec la méme cinétique. Cela suggére que la P-sélectine doit étre exprimée selon
deux mécanismes : une sécrétion rapide des molécules stockées dans les granules
alpha et une expression lente, consécutive a lactivation par les cytokines, de
molécules néo-synthétisées. En effet, 'expression membranaire de la P-sélectine a
été retrouvée initialement rapide (au bout de 10 min aprés stimulation) et transitoire
(20 a 30 min); le caractére éphémére de cette expression est attribué a un
phénoméne d'internalisation secondaire de la protéine. Des études récentes ont mis
en évidence une expression membranaire prolongée de plusieurs heures qui serait
consécutive, soit a une synthése de novo, soit a une diminution du phénomene

d’internalisation.

m Forme soluble :

¢ La forme soluble de la E-sélectine est connue comme facteur chimiotactique
des PNN en augmentant 'adhésivité de CD11b/CD18 (Lo SK, 1991).

e La forme soluble circulante de la L-sélectine a été trouvée a un taux de
1,6 pg/mL dans le plasma de sujets sains. Il a été démontré qu'elle pouvait, a
cette concentration, inhiber I'adhésion des leucocytes a I'endothélium activé ; il
se peut donc qu'elle régule linteraction PNN-cellule endothéliale durant
linflammation (Schleiffenbaum B, 1992).

e La forme soluble circulante de P-sélectine a été mesurée dans le plasma de

sujets sains a 0,15-0,30 pg/mL ; cependant elle peut avoir une origine double,
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plaquettaire et endothéliale. Elle interviendrait également dans la régulation de
'adhésion du PNN au niveau de la P-sélectine exprimée par les cellules

endothéliales.
m Rdles : adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales activées par les

cytokines, phénoménes inflammatoires, processus de dissémination tumorale,
adhésion des plaquettes aux PNN (Mc Gregor JL, 1995).
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LES SELECTINES

Molecular Structure of Selectins

_ p-Selectin

' E-Soloctin

L:Seloctin’

Figure n°l-2 : Schéma général de la structure des
sélectines. (1: domaine lectine; 2: domaine

EGFlike ; 3:

séquence répétitive ; 4 : domaine

transmembranaire ; 5 : extrémité cytoplasmique).

Sélectines impliquées dans l'interaction leucocyte - cellule endothéliale

Molécule Distribution cellulaire Ligand
L-sélectine tous les leucocytes HEV (glycoprotéines,
CD62L (microvillosités fucosylées et syalilées)
LAM-1, LECAM-1,Leu-8 membranaires) Endothélium ( ?)
E-sélectine restreinte aux cellules sialyl Lewis*
CD62E endothéliales activées (au
ELAM-1, LACAM-2 site de l'inflammation)
P-sélectine plaquettes (o-granules et
CD62 membrane)
GMP-140, LECAM-3, cellules endothéliales
PAGDEM activées

Tableau n°l-2 : Les différentes sélectines de l'interaction PNN - cellule endothéliale.
(NB : la E-sélectine est un exemple d'adressine, molécule des cellules endothéliales
capables de se lier a des structures membranaires des leucocytes). (PAGDEM :

platelet activation-dependent granule-external

membrane protein ;

GMP-140 :

granule membrane protein-140 ; HEV : high endothelial veinule).
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I-3- LA SUPER-FAMILLE DES IMMUNOGLOBULINES (IgSF)

Ce sont des glycoprotéines exprimées a la surface des cellules endothéliales,

correspondant aux ligands des intégrines durant la phase d’adhésion ferme.

L'IgSF est la famille la plus abondante en molécules de surface, regroupant

plus de 50% des glycoprotéines de surface des leucocytes.

B Structure : similaire a celle des immunoglobulines, elle est caractérisée par la
présence de domaines répétitifs organisés en feuillets 3 stabilisés par des ponts
disulfures, formant une zone globulaire hydrophobe trés résistante a la protéolyse.

(figure n°l-3)

B Fonctions : récepteurs de facteurs de croissance, d’lg au niveau de la région Fc

(fragment cristallisable) et molécule d’adhésion.

m Classification : cing membres de cette famille, exprimés par les cellules
endothéliales, participent au phénomene d’adhésion du leucocyte :

ICAM-1 (CD54) : Intercellular Adhesion Molecule-1

ICAM-2 (CD102) : Intercellular Adhesion Molecule-2

VCAM-1 (CD106) : Vascular Cell Adhesion molecule-1

PECAM-1 (CD31) : Platelet Endothelial Cell Adhesion molecule-1

MAJCAM-1 : Mucosal addressin Cell Adhesion molecule-1
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I-3-A- ICAM-1 (CD54) : Intercellular Adhesion Molecule-1
(Simmons D, 1988 ; Staunton DE, 1988)

B | ocalisation chromosomique : chromosome 19.

B Structure : possede une partie centrale protéique de 55 kDa avec cing domaines
Ig-like extra-cellulaires NH; terminaux, en tandem et nommés D1 a D5 ; le poids
moléculaire varie de 76 a 114 kDa ce qui fait suggérer la présence de
modifications post-traductionnelles. La région intra-cytoplasmique est une
séquence de 28 acides-aminés, riche en lysine et arginine, en connexion avec les

protéines du cytosquelette (a-actinine) (figure n°l-3).

W Distribution cellulaire :
e expression constitutive sur les cellules endothéliales
e expression inductible sur les leucocytes (lymphocytes), cellules épithéliales,

fibroblastes, cellules dendritiques et macrophages.

B Réqgulation : son expression constitutive sur les cellules endothéliales peut étre
stimulée par [laction de cytokines (IFN-y, TNF-a, IL-1B3, IL-4), de
lipopolysaccharides bactériens, de radicaux libres ou de situation hypoxique
(Michiels C, 1994).

B Ligand : B, intégrines
e CD11a/CD18 (LFA-1) a la surface des leucocytes par les deux domaines
NH,-terminaux (Diamond MS,1991).
o CD11b/CD18 (Mac-1) a la surface des leucocytes par le troisieme

domaine.

B Forme soluble : ICAM-1 est trouvée sous forme soluble dans le sérum, résultant

d'un clivage protéolytique a la surface cellulaire ; son taux est élevé chez des
patients présentant un syndrome inflammatoire comme un choc septique, un

cancer, ou apres transplantation (Gearing AJH, 1992).
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I-3-B- ICAM-2 (CD102) : Intercellular Adhesion Molecule-2
(Staunton DE,1989)

W | ocalisation chromosomique : chromosome 17.

B Structure : forme tronquée de I'ICAM1, elle est composée d'une partie centrale
protéique de 55 kDa et de deux domaines lg like extra-cellulaires (ces deux
domaines possédent 34% d’homologie avec les deux domaines NH2-terminaux de
'ICAM-1). La partie intra-cytoplasmique n’est pas identique a celle d'ICAM-1 ce

qui peut expliquer leur différence de signalisation intracellulaire (figure n°I-3).

B Distribution cellulaire : cellules endothéliales, leucocytes.

® Réqulation :
e expression constitutive sur les cellules endothéliales
e s0n expression n'est pas augmentée par I'action de cytokines (Staunton
DE, 1989).

B Ligand : ICAM-2 est e deuxieme ligand de CD11a/CD18 (LFA-1) a la surface des

leucocytes ; linteraction se fait par les deux domaines (D1-D2) (Diamond
MS,1991).
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I-3-C- VCAM-1 (CD106) : Vascular Cell Adhesion molecule-1

m Structure : poids moléculaire de 110 kDa, comprenant 6 ou 7 domaines extra-

cellulaires (figure n°l-3).

m Distribution cellulaire :

o expression constitutive a trés faible densité sur les cellules endothéliales.

e expression inductible sur les cellules endothéliales, cellules dendritiques et
macrophages, fibroblastes médullaires, myéloblastes.

e expression a la surface des celiules blastiques d'origine myéloide et lymphoide
(B), en relation avec la gravité de la maladie ; cette molécule pourrait jouer un
rble dans l'extension des cellules malignes par leur adhésion aux différents
tissus (Reuss-Borst MA, 1995).

M Ligands : VLA-4.

B Régulation : expression membranaire augmentée sous I'action de cytokines (TNF-
o, IL-13) ou de LPS.

Il a été démontré que la cytokine IL-4, synthétisée par les lymphocytes T,
stimule I'expression membranaire de VCAM-1 mais non d'lCAM-1 ou de sélectines
endothéliales (Thornhill MH, 1990 ; Schleimer RP, 1992). La synthése d'IL-4 par les
lymphocytes au site inflammatoire permettrait un recrutement sélectif de leucocytes ;
le ligand principal de VCAM-1 étant la B4 intégrine VLA-4 qui est exprimée sur
I'ensemble des leucocytes excepté les neutrophiles.

Cela suggére un réle de I'lL-4 dans l'évolution progressive de la réponse
inflammatoire cellulaire avec remplacement au site inflammatoire, des polynuciéaires
neutrophiles, acteurs de l'inflammation aigué, par des cellules mononucléées et des
polynucléaires éosinophiles qui vont initier et entretenir la réponse inflammatoire

chronique.
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I-3-D- PECAM-1 (CD31) : Platelet Endothelial Cell Adhesion molecule-1

B Structure : glycoprotéine de 130 kDa, comprenant 2 domaines extra-cellulaires ; la

fraction glycosylée représente 40% du poids de la molécule.

B Distribution cellulaire :

¢ plaquettes, cellules endothéliales et certains leucocytes ;

e plus de 95% des monocytes et des PNN I'expriment contre seulement 50%
pour les lymphocytes périphériques sanguins ;

e parmiles lymphocytes T, 100% des cellules naives et 50% des cellules T CD8+
sont CD31+, alors que seulement 20% des cellules T CD4+ expriment le CD31.

W Réqulation :
e expression constitutive a la surface des cellules endothéliales
¢ il n’a pas été noté d’augmentation de son expression en présence de stimuli

pro-inflammatoires comme le TNFa, I'lL-1 ou I'lFNy.

B Fonction :

¢ rOle dans l'adhésion leucocytaire : cette hypothése est suggérée par la
similitude structurale de PECAM avec l'antigéne carcino-embryonnaire et
ICAM-1, deux protéines qui sont impliquées dans les interactions cellulaires
homotypiques et hétérotypiques. Contrairement a 'lCAM-1 qui est exprimée
sur toute la surface membranaire des cellules endothéliales, CD31 est
localisée au niveau des jonctions intercellulaires (Albelda SM, 1991) ;

o rOle dans l'activation leucocytaire : suggéré par sa similitude structurale
avec le FcyR (récepteur y au fragment Fc des immunoglobulines) ;

o rble dans la transduction de signaux activateurs au niveau des leucocytes ;

o il a été démontré que I'application, soit de CD31 soluble, soit d'anticorps
monoclonaux anti-CD31, empéche in vitro la migration trans-endothéliale
des PNN et monocytes mais non des lymphocytes. De méme
Fadministration in vivo d’anticorps polyclonaux anti-CD31 bloque le
recrutement de PNN observeé lors de péritonites ou de rejet d’allogreffe de
peau (Gorcznski RM, 1997).
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LA SUPER-FAMILLE DES IMMUNOGLOBULINES

Structure of an Immunoglobulin Molecule

Figure n°l-3: Schéma général de la structure des
immunoglobulines.

Molécules de la superfamille des immunoglobulines impliquées
dans l'interaction PNN - cellule endothéliale
Molécule Distribution cellulaire Ligand
CD54 cellules endothéliales, CD11a/CD18
ICAM-1 leucocytes (lymphocytes), CD11b/CD18
cellules épithéliales,
fibroblastes et cellules
dendritiques.
CD102 cellules endothéliales CD11a/CD18
ICAM-2 lymphocytes,
cellules dendritiques
CD50 leucocytes CD11a/CD18
ICAM-3 cellules dendritiques
VCAM-1 cellules endothéliales VLA-4 (CD49d/CD29)

Tableau n°l-3: Les différentes immunoglobulines de linteraction PNN - cellule

endothéliale. (ICAM : intercellular adhesion molecule, VCAM-1: vascular cell
adhesion molecule).
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Il- "THE ADHESION CASCADE"

L’'adhésion des leucocytes circulants a I'endothélium vasculaire est un
processus dynamique, impliquant plusieurs étapes (Nourshargh S, 1995 ; Carlos TM,
1994 ; Smith CW, 1992).

Il existe une cinétigue d’'expression membranaire et d'intervention des
différentes classes des récepteurs d’adhérence et il est décrit dans la littérature
plusieurs séquences : aprés une lésion vasculaire, la vasoconstriction réflexe, suivie
d’'une vasodilatation, entraine un ralentissement du courant circulatoire, ce qui va
permettre I'interaction entre le PNN et la cellule endothéliale (figure n°l-4 et tableau
n°l-4).

lI-1- PREMIERE ETAPE : LE ROULEMENT LENT DES LEUCOCYTES

Le contact du leucocyte a la paroi endothéliale est probablement un
phénoméne aléatoire, accru par certaines conditions anormales du flux sanguin. La
premiére réaction visible in vivo est un roulement lent des leucocytes le long des
parois vasculaires post-capillaires, adjacentes au site inflammatoire : c'est le
phénomene de "rolling’”.

Ce roulement est seulement observé dans certaines conditions dynamiques de
flux, et correspond a la résultante des forces de cisaillement appliquées par le flux
sanguin sur le leucocyte et des forces d’adhésion hétérotypiques entre leucocyte et
cellule endothéliale.

Il est a noter que ce roulement se fait préférentiellement au niveau des
capillaires et surtout des veinules post-capillaires, cela pour des raisons
hémorhéologiques et biodynamiques : a ce niveau les PNN sont refoulés a la
périphérie de la lumiére vasculaire par les globules rouges qui sont groupés au
centre en forme de rouleaux; cette répartition, associée au ralentissement
circulatoire qui survient dans les veinules post-capillaires négative le bilan des forces

qui propulsent les PNN et celles qui les rattachent aux cellules endothéliales.
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Figure n°l-4 : Les différentes phases de linteraction du PNN avec la cellule
endothéliale (d'aprés Carlos TM, 1994). Dans les conditions de flux, les PNN rentrent
en contact de fagon aléatoire avec I'endothélium veineux post-capillaire adjacent au
site inflammatoire ; ils sont animés d'un mouvement de roulement lent le long de
cette paroi. Des changements qualitatifs et quantitatifs des récepteurs d'adhérence,
provoqués par des stimuli inflammatoires vont induire une adhésion ferme du PNN a
la cellule endothéliale. Ainsi recruté, il pourra par diapédése entre les cellules
endothéliales, migrer vers sa cible, attiré par les facteurs chimiotactiques.

Roulement Activation Adhésion Migration
("Rolling") cellulaire ferme trans-
("Activation”) | ("Sticking”) | endothéliale
("Diapedesis")
Leucocyte |+ L-sélectine + Cytokines et |+ B4 et B, * By etPa
+oligosaccharides |facteurs de intégrines intégrines
type sialyl Lewis |croissance
(sLe”) et fucosyl

Cellule + P-sélectine ¢ Facteurs + |[CAM-1 et + |[CAM-1
endothéliale | * E-sélectine chimiotactiques | ICAM-2 + VCAM-1
+oligosaccharides + VCAM-1 + PCAM-1

type sialyl Lewis
(sLe®) et fucosyl |+ Chémokines
(ligands de la L-
sélectine)

Tableau n°l-4 : Les différents récepteurs d'adhérence et les principaux stimuli pro-
inflammatoires impliqués dans l'interaction du PNN avec la cellule endothéliale, en
fonction des étapes de migration.
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De plus, ce phénoméne est beaucoup plus fréquemment observé au niveau
de 'endothélium des veinules qu’au niveau de I'endothélium artériel ; des différences
de pression du flux peuvent en étre une explication. Cependant, si la pression
artériolaire est diminuée de facon expérimentale, la fréquence de survenue du
roulement est toujours prédominante au niveau veineux; ce qui suggere une

différence de répartition des molécules d'adhérence.

La libération de médiateurs solubles au niveau de la réaction inflammatoire
entraine une activation des cellules endothéliales, qui a leur tour, exprimeront les

récepteurs d'adhérence nécessaires au recrutement spéecifique des leucocytes.

Les molécules impliquées dans cette étape sont (Paulson JC, 1992) :
o L-sélectines leucocytaires / sialomucines endothéliales sialyl Lewis x
(sLe* ; CD15s)

o E- et P-sélectines endothéliales / sialomucines leucocytaires.
Cette étape de roulement lent a pour but de freiner les leucocytes et de les

mettre en contact avec les cytokines et facteurs chimiotactiques produits au niveau

du foyer inflammatoire.
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ll-2- DEUXIEME ETAPE : L’ACTIVATION CELLULAIRE

Il s'agit d’'une activation bidirectionnelle du leucocyte et de la cellule
endothéliale, consistant en une variation de I'expression des molécules d’intégrines
leucocytaires et une expression de novo des molécules endothéliales, le tout
aboutissant a une augmentation des forces des liaisons hétérotypiques. Cette
activation permettra de passer d'un état d’adhérence “lache” a un état d’adhérence
“ferme”.

Ce phénoméne réversible est un prérequis indispensable pour ['étape

ultérieure.

II-2-A- Activation du PNN

Les PNN peuvent étre activés par différents stimuli exprimés a la surface des
cellules endothéliales ou en solution, générés alors au niveau du site inflammatoire.
Des facteurs chimiotactiques (C5a, fMLP), des chémokines (IL-8, MCP-1, MIP-13 :
"macrophage inflammatory protein-1p” ), ou des cytokines (IL-5, GM-CSF) agissent
sur les leucocytes en augmentant leur adhésion B intégrine dépendante. Ces
médiateurs solubles proviennent de cellules de tissus agressés, de micro-
organismes et méme de cellules endothéliales (IL-8, PAF: "platelet activating factor”,
MIP-1B).

La fonction des intégrines est liée a des signaux bidirectionnels, de I'extérieur
vers l'intérieur de la cellule ("outside-in") et inversement ("inside-out"). L’activation
cellulaire entraine des variations du domaine cytoplasmique de I'intégrine, comme
des phosphorylations, des polymérisations/dépolymérisations des fibres d’actine,
activations de protéine kinase (signal "outside-in"). Ces événements intracellulaires
vont en retour agir sur la partie extra-membranaire de l'intégrine en induisant des
changements conformationnels (signal "inside-out"). Ce récepteur va ainsi transiter
d’'un état de faible affinité a celui de forte affinité pour son ligand afin d’assurer sa

fonction d’adhésion ferme a son ligand endothélial.
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Au niveau des intéarines leucocytaires, |'activation des PNN induit des

changements rapides, en quelques minutes, qui peuvent étre d’ordre qualitatif et/ou

quantitatif :

+ une augmentation rapide de I'expression membranaire des B, intégrines
(CD11b, CD11c¢) a la surface du PNN, pouvant atteindre dix fois la normale.

Cette augmentation est consécutive a la mobilisation du compartiment
intracellulaire, par translocation des glycoprotéines contenues dans les granulations
spécifiques (secteur de réserve) vers la membrane (Todd RF, 1984). Cependant
cette régulation positive n’est ni suffisante, ni nécessaire a I'adhésion des PNN aux
cellules endothéliales (Vedder NB, 1988).

+ des variations qualitatives de 'avidité et de I'affinité des récepteurs jouent un
réle majeur dans I'adhésion du leucocyte a I'endothélium : les intégrines a la surface
des leucocytes circulants sont a I'état normal inactifs et ont une faible avidité pour
leur ligand endothélial ; une activation appropriée induit une augmentation de l'avidité

des molécules d’'intégrines pour leur ligand (Hynes RO, 1992).

Cette modulation d’avidité est un phénoméne rapide (survenant en 5-10 minutes)
et transitoire (30 minutes). Il est attribué a un changement conformationnel des
molécules d’intégrines passant d’'un état inactif a un état actif qui est alors capable

d’interaction avec ses ligands.

Les autres mécanismes évoqués pour expliquer ces changements sont une
augmentation de lavidité et/ou affinité consécutive a des remaniements du
cytosquelette entrainant une redistribution de ces molécules au sein de la bicouche
lipidiqgue (phénomene de "clustering" ou multimérisation). La figure n°/-5 illustre les
modifications d’affinité et d’avidité de la molécule CD11a/CD18 (Royer C, 1997).
C’est une redistribution dynamique de l'actine par augmentation transitoire de la
forme monomére, qui permettrait la reconformation du récepteur et la
reconnaissance de ses ligands.

Les intégrines qui sont devenues alors fonctionnelles, renforcent I'interaction en se

liant aux ICAM endothéliales.

40
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Figure n°l-5 : Régulation de I'affinité et de l'avidité de CD11a/CD18 pour ses ligands
(d’aprés Royer C, 1997).

Parallelement a cette variation des intégrines, une décroissance de la
L-sélectine _membranaire qui assurait une liaison faible avec les cellules
endothéliales est notée. Cette variation est due a I'action d’'une protéase endogéne
qui clive la partie extra-cellulaire. La signification fonctionnelle de la diminution
d’expression membranaire de la L-sélectine semble étre de réduire le recrutement
leucocytaire et de limiter ainsi 'emballement de la réaction cellulaire.

Des variations qualitatives semblent exister également pour les sélectines mais

n‘ont pas été bien documentées.
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11-2-B- Activation des cellules endothéliales

B Une autre voie aboutissant a la naissance des liaisons fortes est I'activation des
cellules endothéliales, qui expriment alors de nouvelles protéines de I'adhérence.

Deux formes d’activation des cellules endothéliales sont connues :

= La premiere est celle qui se développe rapidement aprés stimulation des
cellules endothéliales par de la thrombine ou de I'histamine.

Ces cellules expriment de maniére constitutive I'lCAM-1 et ICAM-2 (super-famille
des immunoglobulines). Aprés stimulation par la thrombine ou I'histamine, elles
expriment en quelques minutes des E-sélectines et P-sélectines qui pourront se lier
aux motifs sialyl Lewis* des PNN. Les cellules endothéliales stimulées libérent aussi
du PAF-acéther qui pourra se lier aux PNN; cette coexpression conduit a une

adhérence maximale.

= La deuxiéme est celle qui survient tardivement aprées stimulation des cellules
endothéliales par les lipopolysaccharides (LPS) ou des molécules pro-inflammatoires
telles que I'lL-1, le “tumor necrosis factor” (TNFa) ou linterféron y. Les cellules
endothéliales synthétisent alors de I'lL-8 et expriment des E-sélectines en deux
heures environ ; I'lL-8 se fixe sur les PNN marginés qu’elle active, et formera un
gradient chimiotactique trans-endothélial qui participe au déplacement orienté de la

diapédése.

II-3- TROISIEME ETAPE : L’ADHESION FERME

L’étape suivante consiste en une adhérence ferme et définitive consécutive
aux changements conformationnels et/ou numériques des récepteurs d'adhérence

CD18 et ICAM-1 : les leucocytes sont dits marginés.

L'interaction  intégrines-ICAM,  calcium  dépendante, entrailne une
phosphorylation de la région intra-cytoplasmique de la sous-unité B qui jouerait un
réle dans la modulation d’expression des intégrines a la surface cellulaire (Hibbs ML,
1991).
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La modulation d’affinité de CD11b/CD18 serait régulée par la synthése de novo
du facteur lipidique IMF-1 (Integrin Modulating Factor-1) (Hermanowski-Vosatka A,
1992).

L’importance de CD18 dans I'adhésion du PNN a été mise en évidence dés 1988
(Smith CV, 1988) par l'utilisation d'anticorps bloquants anti-CD18 inhibant 'adhésion

des leucocytes a des cellules endothéliales en culture.

iI-4- QUATRIEME ETAPE: MIGRATION TRANS-ENDOTHELIALE OU
DIAPEDESE

L’étape d’adhésion ferme déclenche une seconde activation du leucocyte et peut-
étre, de la cellule endothéliale, qui entraine a son tour la migration irréversible des

leucocytes hors des vaisseaux, a travers les jonctions endothéliales.

C’est le phénomeéne de diapédése ou de migration trans-endothéliale défini
par le passage entre deux cellules endothéliales avec adhérence intercellulaire
étroite et impliquant l'interaction entre les molécules d’adhésion suivantes (Lobb RR,
1992) :

o les intégrines leucocytaires et les ICAM-1 et PECAM-1 endothéliales
(molécules de la super-famille des immunoglobulines),
o les intégrines leucocytaires et les composants de la matrice extra-

cellulaire.

Cette étape nécessite une modulation de I'avidité des intégrines leucocytaires afin
que le PNN puisse se déplacer sur la paroi endothéliale et rejoindre la matrice sous-
endothéliale. Les molécules impliquées sont les mémes que celles de la phase
d’adhésion ferme, mais leur participation et leur cinétique d'intervention sont
différentes (Luscinskas FW, 1991).

Ce phénoméne de diapédése existe de fagon spontanée, a faible niveau pour les

polynucléaires neutrophiles et éosinophiles et de maniére plus importante pour les
monocytes et lymphocytes. La stimulation des cellules endothéliales par I'lL-1 ou le
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TNF-o a pour conséquence une augmentation de la migration trans-endothéliale des
PNN, polynucléaires éosinophiles et monocytes. Cela souligne [limbrication
constante des médiateurs solubles et des récepteurs d'adhérence, au niveau de

toutes les phases de I'interaction PNN-cellule endothéliale.

Il a été montré par des expériences d'inhibition, que le flux calcique peut
également réguler la migration trans-endothéliale du PNN sans affecter la phase
d’adhésion (Huang AJ, 1993). Le mécanisme suggéré est I'activation, par le flux
calcique trans-endothélial, des cellules endothéliales qui ouvriraient leur jonction

intercellulaire, ce qui permettrait le passage de leucocytes.

II-5- ACTIVITE DES PNN AU NIVEAU DU SITE INFLAMMATOIRE

Les PNN recrutés peuvent alors migrer vers les tissus victimes d’agressions et a
ce niveau exercer leurs activités tueuses et dégradatives sur les cibles qui les ont
attirées : phénoméne de déplacement. Leur puissante batterie d’enzymes
lysosomiales (myéloperoxydase, élastase, protéinase, lactoferrine...), stockées dans
les granules, leur permettra d’exercer leur pouvoir de phagocytose afin de dégrader
les substances toxiques et les germes.

De plus ils amplifient la réponse inflammatoire en libérant des molécules qui vont

induire le recrutement d’autres PNN.

Les PNN ont donc pour réle, au niveau du site inflammatoire, d’éliminer les
résidus bactériens, cellulaires et moléculaires mais aussi les PNN qui sont morts en

assurant leurs fonctions.

Comme le fait remarquer Pardi, les leucocytes phagocytes sont les seules
cellules somatiques nucléées qui, durant une grande partie de leur vie, expriment un
phénotype non adhérent leur permettant de circuler librement dans le courant
sanguin et qui changent I'expression de leurs récepteurs membranaires afin de
devenir adhérents a l'endothélium et de se rendre au contact des particules
étrangéres (Pardi R, 1994). On note un parallélisme de mécanisme d’action avec la

plaquette, symbolisant les interrelations entre réaction inflammatoire et coagulation.
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I1-6- RECRUTEMENT DES LEUCOCYTES: ORGANISATION DE LA
REPONSE INFLAMMATOIRE

Ces multiples voies d’interaction et de modulation doivent étre organisées
pour conduire a une réponse immunologique coordonnée et efficace.

Des modéles expérimentaux de l'inflammation rendent compte de la cinétique
d'intervention des différentes cellules inflammatoires. L'injection intra-dermique de
LPS induit un afflux initial de PNN qui culmine au bout de quatre heures ; alors que
Iintervention des cellules mononucléées s’étend de la 12°™ heure post-injection a la
48°™ heure.

De plus, la nature des cellules recrutées varie en fonction du type de la réaction
immunitaire : un exemple démonstratif en est I'afflux de polynucléaires éosinophiles
au niveau de sites extra-vasculaires, lors de la réaction allergique. La polyarthrite
rhumatoide est caractérisée par une accumulation de lymphocytes T au niveau du

tissu synovial.

Une des hypothéses pour expliquer le recrutement spécifique des sous-
populations leucocytaires consiste en une expression des récepteurs d'adhérence
combinée et spécifique, qui entrainerait I'adhésion préférentielle de certains
leucocytes ; soit une forme de code déterminé par les cellules endothéliales, en
réponse a des stimuli activateurs.

Ce mécanisme repose sur la spécificité de ligand des récepteurs
d'adhérence : VCAM-1 se lie a des leucocytes mononucléées mais pas a des PNN,
la E-sélectine se lie uniqguement a des cellules phagocytaires et a des lymphocytes T
mémoire, la P-sélectine se lie aux cellules phagocytaires, mais jamais aux

lymphocytes B.

Les médiateurs solubles activateurs possedent également leur spécificité
d’action ; on distingue :

® les cytokines et médiateurs inflammatoires qui induisent I'expression

membranaire des sélectines et de leur ligand : I'lL-1 et les TNF-o régulant les

E-sélectine, P-sélectine et L-sélectine ;

45



@ les cytokines qui induisent I'expression des ligands endothéliaux pour les
intégrines leucocytaires : I'lL-1 et le TNF-a régulant ICAM-1 et VCAM-1, I'lFNy
régulant ICAM-1 et I'lL-4 régulant VCAM-1 ;

® les facteurs chimiotactiques (C5a, fMLP), les chémokines (IL-8 pour PNN et
tymphocytes, RANTES pour monocytes, polynucléaires éosinophiles et lymphocytes
T mémoires, MCP-1 pour les monocytes), les médiateurs lipidiques (leucotriénes et
PAF pour les cellules phagocytaires) et les cytokines (TNF-o, GM-CSF, IL-3, IL-5)

qui modulent I'expression des intégrines.

En conclusion, cette combinaison de mosaique de récepteurs d'adhérence et
de ce répertoire sélectif de médiateurs solubles est a la base de la communication

intercellulaire leucocyte-cellule endothéliale.

I-7- LES AUTRES VOIES DE L’ADHESION PNN - CELLULE
ENDOTHELIALE

En plus de ces protéines et voies de [I'adhérence inter-cellulaire
précédemment définies, de nouvelles molécules sont découvertes conduisant a

'ébauche de nouvelles voies interactives :

SAP-1 (Synovial Adhesion Protein-1): est exprimée par [I'endothélium
synovial, les ganglions Ilymphatiques périphériques mais est absente de
'endothélium des grands vaisseaux ; elle serait impliquée dans l'adhésion du

lymphocyte a la cellule endothéliale.

Le CD14 pourrait représenter un récepteur d'adhérence spécifigue du
monocyte ; en effet certains anticorps monoclonaux anti-CD14 inhibent 'adhésion du
monocyte a la cellule endothéliale, et non celle du PNN. CD14 est une protéine
glycosyl-phosphatidyl-inositol liée ; la nature du ligand endothélial n’est pas encore

déterminée.
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Dans certaines conditions de fiux, les PNN peuvent adhérer aux cellules
endothéliales activées via les intégrines ouf4, ce qui constitue une voix alternative

de recrutement des PNN lors de la réaction inflammatoire (Reinhardt PH, 1997).

Le fibrinogéne est un ligand soluble pour CD11b/CD18. En 1993, Languino
et al. (1993) démontrent que le fibrinogéne facilite linteraction PNN-cellule
endothéliale en établissant des ponts entre les molécules de CD11b/CD18 portées
par les leucocytes et les molécules d'ICAM-1 portées par les cellules endothéliales. i
a été trouvé a ICAM-1 une fonction de récepteur du fibrinogéne. La signification de
ce phénomeéne n’est pas connue.

Un an plus tard, Higazi et al. (1994) mettent en évidence un rdle inhibiteur du
fibrinogéne sur l'activation du PNN, en démontrant une régulation négative sur

certaines activités chimiotactiques (C5a, IL-8) et sur leur consommation d’oxygéne.

Nous voyons que le fibrinogéne est a la croisée de nombreux systémes
biologiques, coagulation, inflammation, réponse immunitaire.

® Au niveau de la coagulation, il constitue la clef de voite de 'hémostase par
formation du caillot de fibrine (transformation du fibrinogéne en fibrine par la
thrombine) ; il est le point de départ de la cascade fibrinolytique par action de la
plasmine.

@ Il constitue une protéine majeure de la phase aigué de l'inflammation.

® Il intervient dans la réponse immunitaire en établissant des ponts entre
PNN-cellule endothéliale et en inhibant I'activation du PNN.

Il apparait que le fibrinogéne joue un réle régulateur de la réaction
inflammatoire ; son taux augmente des le début de l'inflammation ; il empécherait
linteraction du PNN a la cellule endothéliale en formant des ponts séparateurs ; si
ces deux verrous sont forcés, il reste un troisitme mécanisme de modulation, a

savoir I'inhibition de leur activation.
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m L’adhésion entre plaquettes et PNN est un événement clé de la thrombose et de
l'inflammation.
L’adhésion des plaquettes aux PNN :

e est un phénomeéne rapide (maximum de réponse en une minute) et

réversible ;

¢ requiert des ions calcium et magnésium ;

¢ est inhibée par des anticorps monoclonaux anti P-sélectine, anti-CD11b et

anti-CD18.

Des plaquettes au repos n'adhérent pas a des PNN non activés. L’adhésion
de plaquettes non stimulées aux PNN activés par le fMLP est inhibée par des
anticorps anti-CD18 mais non par des anticorps anti P-sélectine. Les auteurs
proposent un schéma d’'adhésion des plaquettes a la cellule endothéliale en deux
temps : la premiére étape consisterait en une étape de reconnaissance cellulaire P-
sélectine-dépendante ; la deuxieme étape se poursuit par une activation de tyrosine
kinase et une interaction B, intégrine-dépendante. Le récepteur plaquettaire n’'est pas
encore identifié (Evangelista V, 1996).

De plus la P-sélectine exprimée par les plaquettes et les cellules endothéliales
pourrait stimuler les leucocytes, provoquant l'expression par ces cellules de
CD11/CD18, la production d’anions superoxydes, la synthése de thrombospondine et
d’'un protéoglycane sulfaté (Mc Gregor JL, 1995). Des anticorps monoclonaux, des
peptides cycliques et des molécules organiques de bas poids moléculaire, bloquant
les fonctions de la P-sélectine pourraient jouer un réle primordial en tant qu'agent

thérapeutique dans l'inflammation aigué et chronique.
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lll- LES MEDIATEURS SOLUBLES DU DEPLACEMENT

lii-1- LES MEDIATEURS ACTIVATEURS

L’accumulation de leucocytes in vivo est sous la dépendance de stimuli
inflammatoires générés :

e par les cellules tissulaires : protéines du complément (C5a résultant de

I'activation du compiément) ;

e par les cellules inflammatoires : cytokines, PAF, LTBy;

e par des micro-organismes : peptides formylés et LPS ;

o et méme par les cellules endothéliales.

Les médiateurs de l'inflammation peuvent étre fonctionnellement classés en
trois catégories :

« les stimuli qui induisent sélectivement le recrutement de certains leucocytes
comme Cba et LTBy,,

e les stimuli qui rendent les leucocytes adhérents aux cellules endothéliales
comme I'lL-1 et le TNFa,

e les stimuli qui agissent indirectement en induisant la sécrétion d'autres
médiateurs (I'lL-1 et le LPS induisent la synthése d’IL-8 par les macrophages

tissulaires, les fibroblastes et les cellules endothéliales).

En fait cette classification est artificielle et un médiateur appartient, le plus

souvent, a plusieurs catégories.

Le mécanisme exact par lequel les médiateurs de l'inflammation provoquent
une accumulation de leucocytes n’est pas encore complétement élucidé :

+ certaines expériences in vitro ont mis en évidence la présence de

récepteurs de haute affinité pour les facteurs chimiotactiques sur les

polynucléaires neutrophiles et éosinophiles (Nourshargh S, 1995).

o dautres études in vitro démontrent la présence de ces récepteurs sur les

cellules endothéliales.
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+ I'hypothése la plus retenue actuellement consiste en une présentation des
facteurs chimiotactiques aux PNN, dans la lumiére vasculaire via les

récepteurs des cellules endothéliales.

Ces agents seront mentionnés par classe biochimique.

lll-1-A- Les chimioattractants (Nourshargh S, 1995)

Les chimioattractants ont été initialement reconnus par leur pouvoir d'induire
une orientation et une cinétique du déplacement des PNN ; en leur présence, le PNN
change de forme par réorientation des éléments du cytosquelette ; des expansions
cytoplasmiques apparaissent au pble cellulaire frontal (lamellipode) et au pdle
opposé (uropode).

Ces molécules, qui possédent chacune leur récepteur spécifique sur la
membrane des PNN, ont, en fait, des effets qui dépassent largement le
chimiotactisme. L’effet obtenu dépend de la concentration du chimioattractant et va
de 'adhérence au déclenchement de leurs activités tueuses et dégradatives.

Les chimioattractants physiologiques les plus importants sont :

+ la fraction C5a du complément ;

+ le leucotriéne B4 (LBT4) résultant de la lipoxygénation de I'acide arachidonique ;

+ des produits provenant de bactéries en phase de multiplication. lls possédent une
structure peptidique N-formylée. S’en approche un dérivé de synthése trés utilisé
pour étudier I'activité chimiotactique et activatrice des PNN : le N-formyl-méthionyl-
leucyl-phénylalanine (fMLP). Il a été démontré que son activité chimiotactique envers
les PNN consiste en une augmentation de la migration trans-endothéliale des PNN,
qui repose sur les récepteurs d'adhérence ICAM-1, CD11a/CD18 et CD11b/CD18
(Furie MB, 1991) ;

+ la thrombine, l'activateur tissulaire du plasminogene et du fibrinopeptide B,
résultant de la transformation du fibrinogéne en fibrine, ce qui laisse suggérer que les
PNN peuvent participer au processus de coagulation (De Prost D, 1995).

+ le PAF-acether dérivé de la phosphatidylcholine.
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Ill-1-B- Les chémokines (Adams DH, 1997)

Récemment décrites, les chémokines peuvent se diviser en deux familles se
distinguant sur des critéres structuraux qui se traduisent par dimportantes

différences au niveau des activités biologiques :

1-1-B-®- Les chémokines a

Les chémokines o agissent préférentiellement sur les polynuciéaires
neutrophiles. Le chef de file en est I'lL-8; les autres dont le NAP-2, la
B-thromboglobuline sont mentionnées dans le tableau n°l-5. Leur structure se
différencie des chémokines [ par la présence d’'un acide aminé entre les deux

premiers résidus cystéines (famille C-X-C).

ll-1-B-@- Les chémokines

Les chémokines B agissent préférentiellement sur les cellules mononucléées.
Le chef de file en est le MCP-1; les autres dont le RANTES et le MIP-1 sont
mentionnées dans le tableau n°l-6. Leur structure se différencie des chémokines o,

par le fait que les deux premiers résidus cystéines sont adjacents (famille C-C).

Les chémokines, ainsi nommées par le fait qu’elles sont des cytokines
connues initialement pour induire le chimiotactisme, ont en fait d’autres activités ;
elles sont douées de capacités d'activation des cellules, d’angiogenése, et de
fonctions anti-microbiennes en particulier dans la réponse au virus de
Fimmunodéficience humaine (VIH) et jouent un réle majeur dans la réponse

inflalmmatoire.
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o Chémokines

Chémokine Cellule cible Activités biologiques
in vitro
Interleukine-8 Neutrophile Activités chimiotactique,
(IL-8) d’adhésion,
Lymphocyte T de sécrétion des granules et
Cellule NK (Natural Killer) tueuse
Cellule endothéliale Activité chimiotactique
Activité chimiotactique
Angiogenese
Interferon- Lymphocyte T Activités chimiotactique,
inductible Cellule NK (Natural Killer) d’adhésion
protein-10 Cellule endothéliale Activités chimiotactique et
(IP-10) : cytolytique

Inhibition de I'angiogenése

Granulocyte Neutrophile Activité chimiotactique
chemotactic
protein-2
(GCP-2)
Monokine Monocyte Activité chimiotactique
induced by y- Lymphocyte T activé Activité chimiotactique
interferon Cellule NK Activité chimiotactique
(HUMIG)
Platelet factor-4 Monocyte Activité chimiotactique
Neutrophile Activité chimiotactique
Cellule endothéliale Inhibition de I'angiogenése
Platelet basic Neutrophile Activité chimiotactique
proteins
(CTAP I, B-TG,
NAP-2)

Tableau n°l-5 : Activités biologiques des a chémokines (d’aprés Adams DH, 1997).
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B Chémokines

Chémokine Cellule cible Activités biologiques
in vitro
Monocyte Monocyte Activités chimiotactique,
d’adhésion,

chemotactic
protein-1 (MCP-1)

Lymphocyte T

Cellule souche

de sécrétion de superoxyde, de
phagocytose et tueuse
Activités chimiotactique, secrétion
d’histamine
Inhibition de la formation de
colonies (CFU-GM)

Monocyte Monocyte Activité chimiotactique
chemotactic Lymphocyte T Activité chimiotactique
protein-2 (MCP-2)
Monocyte Monocyte Activité chimiotactique et du
chemotactic métabolisme de l'acide
protein-3 (MCP-3) arachidonique
Lymphocyte T Activité chimiotactique
Cellule dendritique Activité chimiotactique
Monocyte Monocyte Activité chimiotactique

chemotactic
rotein-4 (MCP-4)

Lymphocyte T

Activité chimiotactique

Macrophage
inflammatory
protein- 1o
(MIP-1qar)

Monocyte
Lymphocyte T

Lymphocyte B
Cellule NK

Activité chimiotactique
Activité chimiotactique,
d'adhésion, sécrétion de
collagénase, cytotoxicité tumorale
Activité chimiotactique
Activité chimiotactique,
d’adhésion et de cytotoxicité
tumorale

Macrophage
inflammatory
protein- 103
(MIP-1B)

Monocyte
Lymphocyte

Activité chimiotactique
Activité chimiotactique,
d’adhésion

Regulated on
activation normal
T-cell expressed
and secreted
(RANTES)

Monocyte
Lymphocyte
Cellule NK

Activité chimiotactique
Activité chimiotactique,
d’adhésion
Activité chimiotactique

Tableau n°l-6 : Activités biologiques des B chémokines (d’aprés Adams DH, 1997).
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llI-1-C- Les cytokines et facteurs de croissance

Les cytokines sont des facteurs solubles élaborés principalement par les

cellules impliquées dans les réponses immunitaires, les réactions inflammatoires et

allergiques (Cavaillon JM, 1996). Elles délivrent des signaux de communication

intercellulaire, tantot activateurs, tantot inhibiteurs.

Les cytokines se distinguent des hormones par la grande diversité des cellules

productrices et des cellules cibles, par leur mode d'action qui peut étre autocrine,

paracrine, voire endocrine ; de plus il existe une forte redondance de leurs activités,

un méme type pouvant étre obtenu avec des cytokines différentes.

Ce sont des glycoprotéines de faible masse moléculaire (inférieure a 30 kDa),

de structures et fonctions trés hétérogénes mais obéissant a quelques grandes

caractéristiques :

o elles sont produites trés rapidement en réponse a un signal
activateur ;

¢ leur production est fortement régulée ;

¢ elles agissent sur des récepteurs membranaires spécifiques et de
haute affinité (de 10° & 10" mol.L™), de telle sorte quelles sont

actives a trés faible concentration.

On distingue plusieurs sous-groupes de cytokines (Ponvert C, 1995) :

les interleukines, qui n‘'ont en commun que leur appellation, mais qui ne
présentent aucune parenté biochimique, ni fonctionnelle ;

les interférons qui regroupent des cytokines qui ont en commun une
puissante activité antivirale, mais possédent de nombreuses autres activités
fonctionnelles ;

les « colony-stimuling factors » (CSF) qui sont des facteurs directement
impligués dans [I'hématopoiése, mais qui peuvent aussi moduler les
fonctions des cellules matures auxquelles ils ont donné naissance ;

d’autres cytokines n’ont pas été regroupées en sous-groupes, et conservent
leur nom, le plus souvent lié a la premiéere fonction qui leur a été attribuée
comme le MIF (facteur inhibant la migration des macrophages) ou le TNF

(facteur de nécrose des tumeurs).
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Les trois cytokines chefs d'orchestre de I'inflammation sont I'lL-1, le TNF et
l'interféron gamma (IFNy) ; d’autres cytokines comme I'lL-6 et I'lL-8 jouent aussi un

réle important dans la réaction inflammatoire.

i-1-C-®- Le TNF

Il existe deux types de TNF, le TNFo et le TNFB (anciennement appelé
lymphotoxine). Leurs génes ont été clonés et sont localisés dans le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH), sur le chromosome 6 humain. Le TNFo est synthétisé par
de nombreuses catégories de cellules (macrophages, lymphocytes T et B, cellules
NK, PNN, cellules de Langerhans, kératinocytes, fibroblastes, cellules endothéliales

et musculaires lisses...).

Il existe également deux types de récepteurs pour le TNF, chacun d'entre eux
fixant aussi bien le TNFa que le TNFf. lls sont exprimés de fagon conjointe sur la
plupart des cellules cibles du TNF. Des formes solubles de ces récepteurs ont été
mises en évidence, dans l'urine, dans le plasma des cancéreux et des insuffisants
rénaux, dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire d’adultes atteints de syndrome
de détresse respiratoire et dans le liquide céphalo-rachidien des méningites. Ces
récepteurs solubles fixent parfaitement bien le TNF et, a forte concentration, inhibent
les activités biologiques de cette cytokine ; ils pourraient donc se comporter comme
des antagonistes physiologiques du TNF. Toutefois, il est aussi probable qu'a des
concentrations plus faibles, ils puissent protéger les molécules de TNF de la

protéolyse et accroitre leur demi-vie.

Le TNF a été initialement caractérisé par ses propriétés cytotoxiques sur les
cellules tumorales. Mais il active également de nombreux types de cellules
impliquées dans les réactions inflammatoires : il est 'un des principaux médiateurs
de l'inflammation et du choc septique. Il entraine une interaction du PNN a la cellule
endothéliale, en stimulant a la fois la cellule endothéliale et le PNN. Son réle dans les

réponses immunitaires est manifeste dans la résistance aux infections microbiennes,
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fungiques et parasitaires. Il agit aussi sur les cellules hématopoiétiques (il favorise la
reconstitution hématopoiétique apres irradiation ou chimiothérapie), et pourrait jouer

un réle dans I'embryogénése.

lll-1-C-®@- L’interleukine 1 (IL-1)

L’IL-1 est une protéine non glycosylée, dont la synthése et codée par des
genes localisés sur le chromosome 2. Il existe en fait deux molécules d’IL-1, I'lL-1o
et I'lL-1B, qui représentent 25% d’homologie, et donc des propriétés biologiques
comparables.

De nombreuses catégories de cellules peuvent produire de I'lL-1: cellules
macrophagiques, cellules dendritiques et cellules de Langerhans, lymphocytes B,

cellules NK, cellules endothéliales.

L’IL-1 est connue avant tout pour son action immuno-stimulante (activation
des lymphocytes T, induction de la prolifération lymphocytaire, accroissement de
l'activité des cellules NK et des lymphocytes T cytotoxiques). Mais elle se comporte
aussi comme un puissant agent proinflammatoire, en augmentant 'adhérence des
leucocytes a la paroi vasculaire : elle stimule la cellule endothéliale mais pas le
polynucléaire neutrophile (Bevilacqua MP,1985). Elle stimule de méme les propriétés

phagocytaires, sécrétoires et cytotoxiques des macrophages.
Des taux élevés d'lL-1 sont détectés dans de nombreux sites inflammatoires
(parodontites, maladies rhumatismales, sarcoidose pulmonaire, infections

pulmonaires et méningites). Elle agit aussi sur les cellules hématopoiétiques

primitives, dont elle prolonge la survie et accroit la prolifération.

llI-1-C-®- L’interféron y

L’interféron v (ou IFN de type IlI) est un dimére glycosé, dont le géne est

localisé sur le chromosome 12 humain.
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Il est essentiellement produit par les lymphocytes T (type Th1) mais aussi par

les cellules NK.

En interagissant avec ses récepteurs spécifiques, il induit un certain nombre

de signaux d’activation, a l'origine de ses propriétés biologiques :

e activité antivirale ; il confére aux cellules qui lui sont réceptives un état
réfractaire aux infections virales. C’est une action spécifique d’espéce mais
pas du virus inducteur ;

e activation des monocytes/macrophages en stimulant leurs propriétés
phagocytaires, cytotoxiques et anti-infectieuses ;

¢ activation des lymphocytes T cytotoxiques et des cellules NK;

o a cOté de ses propriétés immuno-stimulantes, il ne lui est pas connu

d’'action sur 'adhérence des PNN aux cellules endothéliales.

ll-1-C-@- Le granulocyte macrophage - colony stimulating factor

(GM-CSF) endogéne
Le GM-CSF est particulierement connu pour son action positive sur les
progéniteurs hématopoiétiques mais posséde également des effets sur les PNN ; il
stimule leur activité phagocytaire, leur chimiotactisme, augmente [I'adhérence

cellulaire et I'expression des molécules d’adhésion.

llI-1-C-®- Actions synergiques

L’IL-1 et le TNF-o produits par les macrophages et de nombreuses autres
cellules initient I'inflammation en provoquant une série de cascades de productions
de médiateurs directement impliqués dans les processus inflammatoires (médiateurs
lipidiques, radicaux libres, enzymes protéolytiques). Les cellules endothéliales, cibles
privilégiées de ces cytokines, augmentent leur expression de molécules d’adhésion,

et facilitent ainsi 'adhérence des cellules circulantes.

57



llI-2- LES MEDIATEURS INHIBITEURS

Trois mécanismes d’action ont été reconnus :

® Le premier comporte une inactivation de l'attractant. Dans le sérum humain
normal existe un inactivateur des facteurs chimiotactiques dont la concentration peut
étre augmentée dans le sérum de certains malades.

@ Le deuxieme mécanisme implique une compétition entre linhibiteur et le
facteur chimiotactique pour les récepteurs membranaires du PNN. Les anti-
inflammatoires ont cet effet.

® Le troisieme groupe d'inhibiteurs agit directement sur le PNN, soit en
bloguant sa reconnaissance des attractants, soit en interférant avec les systémes de

transmission des messages membranaires.

m Le “neutrophil immobilizing factor” (NIF) est une glycoprotéine de
41 kDa, comprenant 274 acides aminés, découverte en 1994, par une équipe qui
travaillait sur la recherche de nouveaux agents anti-inflammatoires en explorant
les bases moléculaires qui soutiennent I'échappement immunitaire des parasites.
Issue de I'ankylostome de chien (Ancylostoma caninum), elle est relarguée par les
PNN au cours de la phagocytose et agit sur les PNN activés en empéchant leur
adhésion endothéliale, CD11/CD18 dépendante et en inhibant la sécrétion de
peroxyde d’hydrogéne. Il a été par ailleurs trouvé un site de liaison de haute
affinité du NIF pour les intégrines CD11b/CD18 mais le mécanisme d’action n’est
pas encore déterminé. Cette nouvelle molécule pourrait appartenir a 'arsenal

thérapeutique contre la réaction inflammatoire (Barnard JW, 1995).
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DEUXIEME PARTIE :
MATERIEL ET METHODES

Dans ce chapitre, nous présentons les méthodologies générales de nos
travaux. Cependant certaines techniques et protocoles particuliers a chaque étude

seront décrits dans le chapitre correspondant.

I- PRELEVEMENT DE SANG

Le sang veineux est recueilli par ponction veineuse dans un tube contenant
I'anticoagulant EDTA (éthylene diamine tétra acétique)-K3 (tube Vacutainer, Becton
Dickinson), en respectant le volume de remplissage recommandé.

Pour établir les valeurs de référence de notre étude, nous avons sélectionné
des donneurs volontaires sains adultes (entre 20 et 60 ans; dge moyen de 40 ans,
sexe ratio = 1). L'interrogatoire associé a une exploration biologique ont permis
d'éliminer la prise médicamenteuse (a l'exception des contraceptifs oestro-
progestatifs), un syndrome inflammatoire ou infectieux (virus de I'hépatite B, virus de
l'immunodéficience humaine (VIH), virus HTLV-1 (Human T Leukemia Virus-1),
syphilis). L'échantillon est prélevé en début de don a vue transfusionnelle.

De fagon générale, pour les témoins et pour les patients, le délai entre le
prélevement et l'analyse a été inférieur a 30 min afin de limiter toute activation

artéfactuelle cellulaire in vitro.

lI-ISOLEMENT DES PNN

I-1- PRINCIPE
Les PNN sont séparés des autres cellules sanguines a l'aide d'un milieu de

séparation, selon un gradient de densité par centrifugation.

I1-2- MATERIEL
- Tubes coniques en polypropyléne de 12,5 mL et 50 mL (Becton Dickinson).
- Centrifugeuse GR 4-12 (Jouan).
- Propipette automatique (Polylabo).

- Automate d’hématimétrie Technicon H2 (Bayer Diagnostic).
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1I-3- REACTIFS
- Milieu de séparation Polymorphprep® (Nycomed Pharma) :
. Métrizoate de sodium 13,8% (P/V)
. Dextran 500 8,0% (P/V)
- Tampon PBS (Phosphate-buffered saline) glucosé 1mmol/L pH (25°C 7,4 ):
. Chlorure de sodium anhydre (Prolabo) : 8 g
. Chlorure de potassium anhydre (Prolabo) : 0,2 g
. Hydrogénophosphate de sodium anhydre (Prolabo) : 1,15 g
. Dihydrogénophosphate de sodium anhydre (Prolabo): 0,2 g
. D (+) Glucose (Prolabo) : 0,18 g
. Eau distillée : 1 litre

- Liquide de lavage : cell WASH (Becton Dickinson).

Il-4- MODE OPERATOIRE
- Les tubes de sang sont homogénéisés par retournements successifs, aprés avoir
verifié I'absence de caillot, et sont gardés a température ambiante (20- 24°C) ainsi
que le milieu de séparation Polymorphprep.
- Préparation du gradient: dans un tube en polypropyléne, le sang est déposé
délicatement sur le milieu de séparation volume a volume, afin de respecter une
interface nette entre les deux milieux. Tout mélange nuit a la bonne séparation des
eléments cellulaires et est donc sanctionné par la répétition de cette étape dans des
bonnes conditions.
- Procédure de séparation : centrifugation des tubes a 500 g, pendant 30 minutes a
température ambiante.
- Récupération des PNN : aprés centrifugation, deux bandes sont visibles :

¢ La bande supérieure a l'interface sang/Polymorphprep rassemble les cellules
mononucléées.

e | a bande inférieure correspond aux leucocytes ; cette bande est aspirée a
I'aide d’'une propipette, et suspendue dans du cell WASH volume a volume, afin
de retablir une osmolarité normale.

- Aprés une nouvelle centrifugation, les PNN sont remis en suspension dans du PBS
glucosé, pour comptage par un automate d’hématimétrie (comptage des cellules

selon le principe de la diffraction de la lumiere et analyse sous plusieurs angles).
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Ill- QUANTIFICATION DE L'EXPRESSION DES RECEPTEURS D'ADHERENCE A
LA SURFACE DES PNN PAR CYTOMETRIE EN FLUX

IlI-1- INTRODUCTION SUR LA CYTOMETRIE QUANTITATIVE

IlI-1-A- PRINCIPE ET INTERET
PRINCIPE
L'information quantimétrique est apportée par un étalon, permettant de
transformer [l'intensité moyenne de fluorescence (IMF), en nombre de "sites

mw

antigéniques par cellule™, considéré comme équivalent au nombre de molécules
d’anticorps fixées, en supposant une fixation monovalente de I'anticorps.

Ce calibrant se présente sous forme de billes de latex, simulant les cellules,
recouvertes de quantités croissantes d’immunoglobulines de souris. |l permet, aprés
marquage a l'aide d'un anticorps couplé a un fluorochrome et analyse cytométrique,
de tracer une droite d’étalonnage reliant I'IMF (unité arbitraire et relative) au nombre
de molécules d’anticorps monoclonal fixées par cellule ou "Antibody Binding
Capacity" (ABC) en terme anglo-saxon ou "Capacité liante de l'anticorps" (CLA). Ce
nombre d'anticorps fixés a la surface de la cellule est directement proportionnel au
nombre de sites antigéniques par cellule (unité absolue) (Schwartz A, 1993). C'est le
concept de “phénotypage immunoquantitatif”.

La calibration de ces billes a été réalisée, soit par technique de
spectrofluorométrie (Le Bouteiller P, 1983 ; Oonishi T, 1985), soit par dosage radio-

immunologique.

INTERET TECHNIQUE

L'analyse quantitative par cytométrie en flux est généralement exprimée en
unité arbitraire représentée par l'intensité moyenne de fluorescence. Cependant, ces
données manquent de standardisation du fait de la diversité des méthodes de
préparation cellulaire de [I'échantillon, de [I'hétérogénéité des protocoles
d'immunomarquage et de la grande variété de réactifs proposés par les fournisseurs.

Par conséquent, I'exploitation usuelle des mesures de fluorescence s’est
limitée jusqu'a ces derniéres années a la détermination de cellules "positives" ou
"négatives" au sein d'une population cellulaire. Le seuil de positivité est
arbitrairement fixé & 10" sur I'échelle logarithmique d'intensité de fluorescence

comprenant quatre décades. Les paramétres des filtres sont arbitrairement réglés de
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telle fagon que l'auto-fluorescence de la population cellulaire analysée et le contrdle
isotypique (cellules recouvertes d'immunoglobulines non spécifiques) soient situés
dans la premiére décade, c’est-a-dire avant 10, Nous voyons donc que la positivité
de fluorescence est fixée par rapport a l'auto-fluorescence d'une population
cellulaire, cette derniére variant pour chaque type cellulaire et conduisant a régler en
conséquence, pour chaque population, analysée le gain du photomultiplicateur
(PMT ; valeurs FL1, FL2, FL3). La quantification, en utilisant toujours la méme valeur
du PMT pour I'analyse des billes et des cellules, permet de rectifier cette cause de
fluctuation.
L'utilisation de méthodes de quantimétrie permet :
- de définir de facon objective les limites de la positivité d’un immunomarquage,
- de garantir la reproductibilité et la sensibilité des résultats d’'un jour a l'autre au
sein d’un laboratoire et entre différents laboratoires,
- déviter 'expression des résultats en unités arbitraires,

- de disposer de valeurs de référence d’expression antigénique.

INTERET CLINIQUE

L'intérét général des techniques de quantimétrie a trés bien été pergu, dés
1988, par G Stelzer qui énongait: « la quantification des paramétres structuraux
comme lexpression des antigenes de membrane ameéne des informations
directement reliées a [lactivité fonctionnelle des cellules analysées » (Stelzer
G,1988).

La fonctionnalité d’une population cellulaire et son état de difféerenciation
dépendent, non seulement du nombre d’éléments qui la composent, mais aussi du
nombre de récepteurs portés individuellement par chaque cellule ; d’ou la nécessité
de quantifier ces récepteurs si I'on veut relier le phénotype a la fonction.

La quantification des données de la biologie cellulaire permet d’avoir une
représentation de I'hétérogénéité d'expression des molécules, c'est-a-dire de
discerner au sein d’un unique échantillon cellulaire, plusieurs populations (données
en pourcentage) exprimant a des taux différents les molécules de surface étudiées :
si certaines populations cellulaires montrent une distribution unimodale, d’autres
peuvent montrer un profil plurimodal. Cette variation d’expression est a la base de la

détection dans certaines maladies définies par un déficit quantitatif de molécules de
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surface (Hémoglobinurie paroxystique nocturne, "Leucocyte Adherence Deficiency”

syndrome, thrombasthénie de Glanzmann ou syndrome de Bernard-Soulier).

ilI-1-B- LES PRINCIPAUX CALIBRANTS UTILISES EN CYTOMETRIE
QUANTITATIVE

Pour répondre aux besoins de standardisation des mesures cytomeétriques,
scientifiques et sociétés commerciales ont cherché a développer différents types de
calibrants destinés a étalonner le signal fluorescent.

Ces calibrants se présentent sous forme de billes de latex dont les
caractéristiques, avantages et limites, varient d'un systéme a l'autre, chacun étant
optimisé pour répondre a un type de question (Dignat-George F., 1996).

Quatre systémes qui permettent de couvrir des densités antigéniques allant de

2 4 5000 10°sites par cellule, sont actuellement disponibles (tableau n°lI-1).
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Désignations

Immuno-brite

Quantum Beads

(Coultronics®) ; | (Flow Cytometry | Quantum Simply Qifikit
Origines Sphero Rainbow Standards Cellular Microbeads (Dako®)
(Pharmigen®) Corporation®) (Sigma®)
F
F F \
- F F
Description F
(F : fluorochrome) F
Proposition de Proposition de
mécanisme d'action mécanisme d'action
(secret de fabrication) | (secret de fabrication)
- Stabilité a long - Fluorochrome - Immuno-fluorescence |- Immuno-
terme identique a celui directe fluorescence indirecte
- Vérification des pour révéler les - Billes recouvertes - Billes recouvertes
Caractéristiques performances cellules d'anticorps anti-Ig de d'lg de souris
Anelbalas analytiques du - Comparaison avec | souris - Billes introduites
P P CMF cellules possible - Billes et cellules sont | pour Ac révélant.
marquées parallélement
Tous La majorité Tous Tous
Fluorochromes (pour un méme (un type de billes | (fluorochrome porté par | (fluorochrome porté
type de billes) par fluorochrome) I'Ac primaire) par I'Ac secondaire)
Marquages IF directe IF directe IF directe IF indirecte
possibles Multicouleur Multicouleur IF indirecte Multicouleur
Multicouleur
Anticorps Toutes espéces Toutes espéces Ac de souris Ac de souris
primaire tout isotype tout isotype isotype 1gG

Tableau n°ll-1 : Les principaux calibrants utilisés en cytométrie en flux quantitative (d’apres
Dignat-George F, 1996) (IF : immunofluorescence ; Ac : anticorps ; CMF : cytométrie en

flux).
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I-1-B-®- Immuno-brite (Coultronics®) - Sphero Rainbow
(Pharmigen®)

Principe

Ce systéme utilise un fluorochrome noyé de fagon hermétique dans la masse
de latex ; ainsi n’est-il-pas soumis aux influences de I'environnement (pH, fixation,
conservation, stockage, température...) comme I'est celui fixé aux cellules.

Les billes sont calibrées en spectrofluorimétrie par comparaison a des
solutions titrées de fluorochromes solubles d’ou l'unité MESF (Molecule Equivalent

Soluble Fluorochrome).

Avantages — limites

Ce systéme donne priorité a la vérification des performances analytiques des
appareils. Ce type de billes est utilisé pour vérifier la stabilité et la linéarité du signal
fluorescent dans le temps, paramétre utile pour détecter d’éventuelles dérives dans
les performances du cytométre.

Ce paramétre s’applique bien pour mesurer la fixation d’anticorps
monoclonaux et polyclonaux ou de ligands fluorescents. Son utilisation pour
quantifier un immunomarquage se heurte aux problémes de variabilité du taux de

marquage des conjugués (rapport fluorochrome/protéine).

ll-1-B-®@- Quantum Beads (Flow Cytometry Standards
Corporation®)

Principe
Ce systéme propose des billes recouvertes du méme fluorochome que celui
utilisé sur les cellules, mais cette fois-ci a la surface, en contact du milieu. La

préparation des billes est similaire au calibrant précédent.

Avantages - limites

La stabilité est moins bonne a long terme, mais la comparaison avec des
cellules marquées est plus juste.

L’application de ce calibrant connait les mémes limites que le calibrant

précedent.
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l11-1-B-®- Quantum Simply Cellular Microbeads (Sigma®)

Principe

Ce systeme est restreint a I'utilisation d’anticorps monoclonal qui, en plus de
sa spécificité, représente une seule entité moléculaire. Sa fixation a la surface d’'une
cellule reflete la présence de I'antigéne associé, et le niveau de cette fixation dépend
du nombre de sites antigeniques.

Dans la pratique, il s’agit d’'un mélange de quatre populations de billes
simulant les cellules, non fluorescentes a l'origine, couplées d’anticorps anti-souris a
concentration croissante. Billes et cellules sont marquées parallelement. La gamme
de calibration utilise le méme conjugué fluorescent que celui utilisé pour marquer les
cellules. En conséquence, une droite d’étalonnage individuelle, reliant la moyenne de
fluorescence a la capacité de liaison de l'anticorps, est nécessaire pour chaque

antigene étudié.

Avantages - limites

Le marquage en conditions saturantes permet théoriquement la fixation d'une
seule molécule d’anticorps monoclonal par site antigénique et permet d’établir une
équivalence entre hombre de molécules d’anticorps monoclonal fixées et le nombre
de sites antigéniques. Cet étalon nécessite la construction d'une courbe de
calibration pour chaque antigéne exploré, ce qui peut représenter une inflation
technique lors d’'un immuno-phénotypage incluant de nombreux marqueurs (Denny
TN, 1996).

lli-1-B-®- Qifikit (Dako®)

Principe.

Ce systéme propose cing populations de billes recouvertes de quantité
croissante d'immunoglobulines de souris. Les cellules sont incubées avec I'anticorps
de premiére couche a concentration saturante. Les billes sont introduites lors du
marquage par I'anticorps de deuxieme couche et sont alors traitées parallélement
aux cellules. Ceci permet de tracer une droite d'étalonnage reliant lintensité
moyenne de fluorescence au nombre de molécules d’anticorps monoclonal fixées

par cellule et par extension, au nombre de sites antigéniques recherchés par cellule.
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Les billes du Qifikit sont calibrées par comparaison a des standards

cellulaires, eux-mémes calibrés par méthode radio-immunologique.

Avantages - limites

La détermination du nombre de sites antigéniques est similaire. Contrairement
au systéme précédent, la méme droite étalon est utilisée quel que soit le nombre
d’antigénes analysés, puisque l'anticorps primaire est déja fixé aux billes. Cette
procédure implique de ne travailler qu’en immuno-fluorescence indirecte (Bikoue A,
1996).

[l1-2- CHOIX ET DESCRIPTION DE L'ETALON

Afin d'établir, pour notre travail, les valeurs de références de I'expression
quantitative des récepteurs d'adhérence a la surface des PNN, nous avons choisi
I'étalon QIFIQIT (Dako). Ce choix a été réalisé afin de pouvoir comparer nos résultats
a ceux d'une des rares études de quantification qui a mesuré l'expression des

principaux récepteurs d'adhérence a la surface des leucocytes (Bikoue A, 1996).

Cet étalon est constitué de billes de latex, de 10 ym de diameétre, recouvertes
de quantités determinées de molécules d’anticorps monoclonal, a savoir un anticorps
de souris anti-CD5 humain de haute affinité, clone ST1, isotype I1gG2a.

La calibration de ces billes a été réalisée a partir de la lignée lymphoblastique
CCRF-CEM qui possede des sous-populations exprimant a des taux variables
I'antigene CD5. Cette expression a été mesurée par des méthodes radio-
immunologiques. Ces sous-populations ont été incubées en présence de
concentrations saturantes d’anticorps anti-CD5 (clone ST1) ; aprés révélation par un
anticorps secondaire, anti-immunoglobuline, marqué au FITC, la calibration des billes
est réalisée par cytométrie en flux (Poncelet P, 1985).

Le procédé, par lequel I'anticorps anti-CD5 se fixe sur les billes de latex qui ne

possédent pas I'antigéne CD5, reste un secret de fabrication commercial.

[’échafaudage moléculaire de limmuno-marquage des billes se veut

reproduire celui appliqué a la détection des antigénes cellulaires (figure n°ll-1) :
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e dans une premiére étape les cellules sont incubées en présence de

I'anticorps primaire dirigé contre I'antigéne recherché, en concentration

saturante afin que l'anticorps puisse exprimer sa monovalence. Cet

anticorps primaire devra étre obligatoirement d’isotype IgG, c'est-a-dire de

méme isotype que I'anticorps primaire utilisé pour les billes (déja marquées

dans la trousse),

o cet anticorps primaire est révélé, dans une deuxieme étape, par un

anticorps secondaire, anti-immunoglobuline, marqué au fluorochrome FITC,

qui sera appliqué en conditions saturantes, en paralléle sur les cellules et

sur les billes.

AcM de souris

anti-humain
(anti-X)

Fragment F(ab’)2 de
chévre anti Ig de
souris, couplé au
fluorochrome FITC

AcM de souris
anti-humain
(anti-CD5)

Fragment F(ab’)2 de
chévre anti lg de
souris, couplé au
fluorochrome FITC

Figure n°ll-1 : Principe de la cytométrie quantitative pour la trousse Qifikit (Dako) : le
systeme appliqué aux billes reproduit I'échafaudage moléculaire du systéme de

détection.
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lll-3- MATERIEL ET REACTIFS

Matériel

- Tubes & fond rond, en polypropyléne, de contenance 4,5 mL (Becton Dickinson).
- Centrifugeuse GR 4-12 (Jouan).

- Cytométre en flux FACScan ou FACSCalibur (Becton Dickinson).

- Agitateur rotatif (Vortex Génie).

Réactifs
- Billes de calibration QIFIKIT (DAKO).
- Tampon PBS (Phosphate-buffered saline) glucosé 1mmol/L pH (25°C 7,4 ) :
. Chlorure de sodium anhydre (Prolabo) : 8 g
. Chlorure de potassium anhydre (Prolabo): 0,2 g
. Hydrogénophosphate de sodium anhydre (Prolabo): 1,15 g
. Dihydrogénophosphate de sodium anhydre (Prolabo) : 0,2 g
. D (+) Glucose (Prolabo) : 0,18 g
. Eau distillée : 1 litre
- Anticorps monoclonaux primaires (tableau n°ll-2).
- Anticorps secondaire : fragments F(ab’), d'immunoglobulines de chévre anti-souris
conjugués a l'isothiocyanate de fluorescéine FITC (tableau n°li-2).
- Liquide de lavage : cell WASH (Becton Dickinson).
- Réactif de lyse (Ortho-Mune).

Spécificité Isotype Clone Origine commerciale
Contréles isotypiques lgG1; IgG2b Dako (référence X928)
CD45 IgG1, kappa t29/33 Dako (référence M0701)
CD62L lgG2b, kappa FMC46 Dako (référence M7084)
CD11a IgG1, kappa MHM24 Dako (référence M 0782)
CD11b IgG1, kappa 2L.PM19c Dako (référence M 0741)
CD11c 1gG1, kappa KBS0 Dako (référence M 732)
CD18 lgG1, kappa MHM23 Dako (référence M 0783)
Anticorps conjugué-FITC | F(ab’), 101(106) Dako (reférence F 0479)

Tableau n°ll-2 : Caractéristiques et références des anticorps monoclonaux utilisés.
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lli-4- MODE OPERATOIRE

Immunomarquage des billes

- Mettre dans un tube 100 uL de la suspension de billes de calibration.

- Ajouter 100 ul du conjugué FITC dilué au 1/50.

- Incubation 45 minutes, a température ambiante, a I'obscurité.

- Faire deux lavages : ajouter 2 mL de PBS, agiter et centrifuger a 300 g pendant 5
minutes, a température ambiante ; jeter le surnageant.

- Suspendre le culot dans 500 uL de PBS et analyser les billes en méme temps que

les échantillons cellulaires.

Immunomarquage des PNN

- Mettre 100 pL de suspension cellulaire d'une solution contenant environ
10° cellules/mL dans chaque tube, un tube servant & la détection d’une seule
molécule, en prévoyant le contrble négatif (cellules et tampon) et le contrble
isotypique (cellules, tampon et anticorps monoclonal non spécifique, de méme
classe, de méme isotype et incubé a la méme concentration).

- Ajouter dans chaque tube 10 pL d’anticorps monoclonal primaire de souris non
conjugué.

- Incubation 45 minutes, a température ambiante, a I'obscurité.

- Lavage : ajouter 2 mL de Cell WASH, agiter et centrifuger a 300 g pendant 5 min ;
jeter le surnageant.

- Faire un deuxiéme lavage dans les mémes conditions.

- Ajouter 100 uL de l'anticorps secondaire conjugué au FITC dilué au 1/50.

- Incubation 45 minutes, a température ambiante, a I'obscurité.

- Faire deux lavages dans les conditions similaires décrites ci-dessus.

- Suspendre le culot dans 500 pL de PBS et analyser les échantillons au cytometre,

dans un délai inférieur a 30 min.

Lyse des globules rouges
La lyse des globules se fait selon un phénoméne osmotique a l'aide d'un
réactif a base de chlorure d’ammonium (Hamblin A, 1992). Il se produit une

accumulation de chlorure d’ammonium a I'intérieur des hématies ; cette accumulation
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augmente la pression osmotique dans les hématies entrainant une rupture des
membranes cellulaires.

- Ajouter 2 mL de solution de lyse a chacun des tubes et agiter (Vortex)
immédiatement.

- Incuber a température ambiante jusqu'a ce que la lyse soit compléte (10 2 15 min
sont nécessaires) et que la solution apparaisse transparente.

- Lavage : ajouter 2 mL de cell WASH, agiter et centrifuger a 300 g pendant 5 min ;
jeter le surnageant.

- Suspendre dans 100 pyL de PBS. Conserver a température ambiante, a l'obscurité.

Analyse par cytométrie de flux

Les analyses ont toujours éte réalisées sur 10 000 éveénements (billes ou

cellules) (figure n°lI-2).

®-Analyse des billes de calibration.
- Sur le cytogramme représentant la taille cellulaire (forward scatter : FSC) en
fonction de la structure (side scatter . SSC), régler les valeurs des gains des
photomultiplicateurs (PMT) de ces deux paramétres de fagon a bien visualiser les
billes. Chaque événement analysé est représenteé par un point.
- Réaliser une fenétre électronique sur cette population homogéne de billes.
- Sur I'histogramme de la fluorescence FL1 (fluorochrome FITC) conditionné sur Ia
population de billes, régler la valeur du gain du PMT de telle fagon que l'intensité de
fluorescence de la 1% population de billes apparaisse aprés le seuil 10" sur 'échelle
logarithmique comprenant quatre décades. Cette valeur du PMT, une fois
déterminée, sera la méme utilisée pour toutes les analyses ultérieures. Le respect de
cette condition assure la reproductibilité des résultats. Le nombre d'événements
analysés est représenté en ordonnée.
- Cet histogramme de fluorescence montre cing pics correspondant aux cing

populations de billes.
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@- Construction de la droite d’étalonnage
- Une représentation logarithmique est réalisée, reliant en abscisse les valeurs
d’intensité moyenne de fluorescence, et en ordonnée les valeurs de capacité de
fixation des anticorps par cellule (ABC : Antibody Binding Cell ou CLA : Capacité
liante de l'anticorps) indiquées sur le lot, pour chaque population de billes.
- Pour valider cette droite d'étalonnage, il faut s'assurer que le coefficient de

corrélation (r?) soit supérieur & 0,9.

®- Analyse des échantillons cellulaires
- Les PNN étant de taille plus grande que celle des billes, il faut ajuster les valeurs
des PMT de SCC et de FSC afin de bien discerner cette population cellulaire.
- Réaliser une fenétre électronique sur la région des PNN (cellules de grande taille et
de forte granulosité).
- Sur I'histogramme de la fluorescence FL1 (fluorochrome FITC) conditionné sur la
population de PNN, mesurer la valeur d'IMF du pic de fluorescence qui correspond a

I'expression du récepteur étudié.

@- Transformer les valeurs d’intensité moyenne de fluorescence en
nombre de sites reconnus par I'anticorps (CLA)

- Aprés avoir soustrait a I'IMF de I'échantillon choisi, la valeur d'IMF du controle
isotypique, la valeur de CLA est extrapolée a partir de la droite d’étalonnage, et ce

pour chaque récepteur étudié.

Il1-5- EXPRESSION DES RESULTATS ET ANALYSE STATISTIQUE
- Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne +/- écart-type.
- La comparaison de Fexpression des récepteurs d'adhérence en fonction des
différents modes de préparation de PNN a été réalisée par un test non
paramétrique de comparaison de médianes, appliqué a des séries appariées : test
de Wilcoxon. Les résultats sont considérés significativement différents lorsque
p<0,05.
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Figure n°ll-2: Quantification de l'expression des récepteurs d'adhérence a la
surface des PNN, a l'aide des billes de calibration. (IMF : intensité moyenne de
fluorescence, CLA : capacité liante de I'anticorps).
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IV- ANALYSE DE LA DISTRIBUTION DES RECEPTEURS D'ADHERENCE A LA
SURFACE DES PNN PAR MICROSCOPIE A SECTIONNEMENT OPTIQUE A
FLUORESCENCE 3D

Cette technique utilise un microscope a fluorescence conventionnel (Olympus
IX-70) associé a un systeme CELLScan™ (Scanalytics, USA et Bionis, France)
composé d'un module d'acquisition et d'un module de traitement. Le microscope est
associé a un dispositif de déplacement axial nanométrique et a de puissants
algorithmes de restauration et de reconstruction d'images qui permettent de
visualiser des échantillons biologiques en trois dimensions (figure n°/I-3) (Dumas D,
1999). L'objet est illuminé en entier, a la différence de I'approche confocale.

Cette technique a été développée pour contourner les problémes liés a
l'utilisation de la microscopie confocale soit :

- une vitesse de balayage du laser insuffisante pour suivre des cinétiques
rapides,

- une concentration du faisceau laser en un point de focalisation entrainant une
photodégradation du marqueur sonde,

- et un faible rendement quantique des capteurs : 0,1 a 0,35 pour un

photomultiplicateur et 0,6 a 0,8 pour des caméras de type SIT ou CCD.

IV-1- ACQUISITION DES IMAGES

Les objectifs 60x/1,25 NA et 100x/1,30NA sont utilisés pour I'observation. Les
images sont acquises a l'aide d'une caméra CCD (Charge-Coupled Device,
Princeton Instruments Inc, USA). Une série d'images 2D est acquise en déplagant le
plan focal a travers l'objet, grace un systéme de déplacement en l'axe z par un
module piézo-électrique contrdlé par ordinateur (figure n°ll-4). Dans notre protocole,
les images sont acquises tous les 0,25 um. Chacune des images 2D contient des
informations de son plan de focalisation (parte "nette") et de tous les autres plans
adjacents (partie "floue"). La partie nette de l'image correspond aux informations
relatives au plan focal, le flou dans limage provient des informations de tous les
autres plans. Ces informations peuvent étre séparées par traitement d'images afin

d'estimer la vraie structure 3D de I'objet étudié.
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Figure n°ll-3 : Représentation schématique du microscope a sectionnement optique

a fluorescence équipé du systeme CELLScan™.
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Figure n°ll-4 : Représentation de l'acquisition des images 2D en x et y selon l'axe z
(pas minimum de 0,25 pm).

IV-2- TRAITEMENT DES IMAGES (cf. Annexe 1)

Le traitement d'image concerne la manipulation et l'image (restauration,
reconstruction et rehaussement ; numérisation et compression ; description et
reconnaissance des formes). Le but de restauration d'image est de retrouver la
scene originelle a partir d'observations dégradées.

Afin de supprimer l'information située en dehors du plan de focalisation, la
PSF (point spread function) ou la fonction de transfert optique du systéme complet

(microscope/détecteur) est mesurée et utilisée pour le déflouage.
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La fonction de transfert optique décrit comment une source lumineuse
ponctuelle est déformée lorsqu'elle est imagée par un systeme optique. D'une
maniere synthétique, la PSF caractérise la fonction de transfert du microscope pour
des conditions expérimentales particuliéres, propres a chaque expérience (incrément
entre chaque plan, ouverture numérique, milieu de montage, objectif, filtres, traceurs
fluorescents, longueur d'onde...). On utilise des billes fluorescentes en latex pour
mesurer la PSF dont la longueur d'onde d'émission est la méme que celle des
spécimens biologiques a étudier.

La préparation de billes fluorescentes de 0,17 um (Microscope Point Source
Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) est placée sur la lame. On fait I'acquisition
de coupes constituant le fichier "PSF" du bas vers le haut de la bille afin de minimiser
l'influence du "bleaching". La normalisation permet d'avoir la méme quantité
d'énergie lumineuse dans chacun des plans et de compenser un éventuel
"bleaching" du signal et/ou la fluctuation de la source d'excitation.

Sur le principe des acquisitions par sectionnement optique, le systéme
mathématique met en ceuvre une étape de déconvolution numérique a l'aide
d'algorithmes. CELLScan™ fait appel a une technologie de pointe en matiére de
corrections d'images; 'EPR™ (Exhaustive Photon Reassignement, Bionis, France)
ou reconstitution quantitative des photons issus d'un point source a leur plan
d'origine. Elle consiste en une minimisation au sens des moindres carrés avec
contraintes, qui conduit a une déconvolution 3D itérative. Pour chaque image, les
photons défocalisés sont évalués et réinsérés a leur point d'origine. Dans la méthode
EPR, les propriétés de distorsion et de profondeur de champ du microscope sont
analysées mathématiquement afin d'obtenir des images plus nettes et plus
contrastées.

La reconstitution des images 3D est effectuée a partir des coupes 2D.
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CHAPITRE 1lI-1

EXPRESSION QUANTITATIVE ET DISTRIBUTION SPATIALE DES RECEPTEURS
D'ADHERENCE A LA SURFACE DES PNN POUR DES TEMOINS SAINS EN
CONDITIONS PHYSIOLOGIQUES ET APRES STIMULATION

I- EXPRESSION QUANTITATIVE DES RECEPTEURS D'ADHERENCE A LA
SURFACE DES PNN : VALEURS DE REFERENCES EN FONCTION DU MODE
DE PREPARATION CELLULAIRE

Article 1

LATGER-CANNARD V, REGNAULT V, DUMAS D, NGUYEN P, LECOMPTE T,
STOLTZ JF.

Mesure des récepteurs d’adhérence du polynucléaire neutrophile : influence des
parametres pré-analytiques.

Journal des Maladies Vasculaires, 2000, 25 : 181-186.

Ce travail étudie linfluence de trois modes de préparation cellulaire sur la
mesure de l'expression quantitative des principaux récepteurs d'adhérence a la
surface des PNN. Il a été quantifié, a l'aide des billes de calibration (QIFIKIT, Dako),
I'expression de la sélectine CDB2L et des B intégrines CD11a,b,c/CD18 a la surface
de PNN dans différentes conditions : @ PNN analysés en sang total recueilli en
présence d'EDTA, @ PNN isolés a l'aide du gradient de densité Polymorphprep
1,113 (Nycomed Pharma) a partir de sang total recueilli en présence d'EDTA, @
PNN fixés par du formaldéhyde a 0,4% a partir de sang total recueilli en présence
d'EDTA. Les résultats ont montré que les procédures d'isolement des PNN et de leur
fixation entrainent une diminution de I'expression de l'ensemble des récepteurs
étudiés par rapport aux PNN étudiés en sang total. Ainsi, ces deux modes de
préparation cellulaire entraine une altération des PNN affectant la reconnaissance
épitopique des sites antigéniques par les anticorps monoclonaux. Cette étude illustre
l'incidence d'un parametre analytique sur la mesure de la densité antigénique et
permet de mettre en exergue la nécessité de prendre en compte I'ensemble des
paramétres pré-analytiques et analytiques lors de [linterprétation d'un résultat de
mesure antigénique. Cette étude permet également d'aborder I'ensemble de ces
parametres. La quantification, a l'aide d'un calibrateur de ['immunomarquage,
représente une étape de standardisation de cette mesure mais il est absolument
nécessaire de mettre en ceuvre des pratiques consensuelles, afin de pouvoir intégrer

ces résultats dans des démarches comparatives multicentriques et/ou longitudinales.
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MESURE DES RECEPTEURS D’ ADHERENCE
DU POLYNUCLEAIRE NEUTROPHILE

Influence des parametres pré-analytiques

V. LATGER-CANNARD (1, 2), V. REGNAULT (1), D. DUMAS (1), P. NGUYEN (3), T. LECOMPTE (1. 2),
J.-E.STOLTZ (1)

(1) Angiohématologie-Hémorhéologie, LEMTA, UMR CNRS 7563, Faculté de Médecine, 54505 Vandeeuvre-lés-Nancy.
(2) Hématologie Biologique, CHU Nancy.
(3) Laboratoire Central d'Hématologie, CHU Robert Debré, 51092 Reims.

RESUME :

Mesure des récepteurs d’adhérence du polynucléaire neutro-
phile. Influence des paramétres pré-analytiques.

L'expression des récepteurs d'adhérence du polynucléaire neu-
trophile (PNN) varie avec l'état d'activation leucocytaire. Leur
quantification nécessite une méthode précise. reproductible,
n'entrainant pas d’activation artéfactuelle.

Objectif : Le but de ce travail a été d’étudier I'influence de la
préparation cellulaire sur la détermination des récepteurs d'adhé-
rence du polynucléaire neutrophile.

Matériels et méthodes : 1] est proposé de quantifier, 2 I'aide d'un
calibrateur de !"immuno-marquage (QIFIKIT®, Dako), I'expression
des principales molécules d’adhérence (L-sélectine et B, intégrines)
a la surface de PNN préparés selon trois méthodes : PNN analysés
en sang total recueilli en présence d'EDTA ; PNN isolés par le
gradient de densité Polymorphprep™ 1,113 (Nycomed Pharma) ; et
PNN fixés par le formaldéhyde, a partir de sang prélevé en présence
d'EDTA.

Résultats : 11 a été noté une diminution de l'ensemble des
marqueurs analysés aprés isolement et aprés fixation au formaldé-
hyde par rapport & |'analyse des PNN en sang total. Ces résultats
vont & I"encontre des données de la littérature qui notent la présence
d'un phénotype d'activation (augmentation de l'expression des B,
intégrines) apres utilisation d'autres procédés d'isolement ou de
fixation.

Conclusion : Ce travail représente un exemple de variation
biologique en fonction d'un parameétre pré-analytique. Il rappelle la
nécessité de prendre en compte, lors de I'interprétation d'un résultat
biologique. l'ensemble des parameétres pré-analytiques et analyti-
ques. Il souligne I'intérét de mettre en ceuvre des pratiques
consensuelles lors dé la détermination de ces facteurs afin de
pouvoir intégrer les résultats dans des démarches comparatives
multicentriques et/ou longitudinales. (J Mal Vasc 2000; 25:
181-186)

Mots-clés ; Polynucléaire neutrophile. Récepteurs d'adhérence.
Parametres pré-analytiques. Cytométrie en flux.

ABSTRACT :

Determination of polymorphonuclear neutrophil adhesion
receptors: influence of pre-analytic factors.

Polymorphonuclear neutrophil (PMN) adherence receptors
expression varies with leukocyte activation state. Their quantitica-
tion need accurate and inter-laboratories reproducible methods,
without artefactual activation.

Objective : The aim of this study was to study the influence of
cell preparation on PMN adherence receptors expression.

Materials and methods : 1t was proposed to quantify, using
immunolabeling standard (QIFIKIT®, Dakox surface expression of
the main adherence receptors (L-selectin and B integrins), from
different preparations of PMN: total blood collected with EDTA,
isolated PMN by density gradient Polymorphprep™ 1,113
(Nycomed Pharma) and formaldehyde fixed PMN.

Results : A decrease of all receptors was noted after isolation and
fixation of PMN, in comparison with whole blood PMN analysis.
These results differed from data previously reported since, in these
studies, activated phenotypes (increased of P, integrins) were
observed after isolation and fixation methods.

Conclusion : The present study provides strong evidence that
pre-analytical conditions are sources of biological variations and
thus extreme care must be taken in the interpretation of results. It
underlines the interest of consensual practices for these pre-analytic
and analytic parameters in order to compare results in multicenter
and longitudinal studies. (J Mal Vasc 2000; 25: 181-186)

Key-words : Polymorphonuclear neutrophil. Adherence receptors.
Pre-analytic parameters. Flow cytometry.

Travail présenté au : XXXIII® congres du College Frangais de Patholo-
gie Vasculaire, Session d"Hémorhéologie clinique sur « Les marqueurs
de ['activation cellulaire », Paris le mercredi 10 mars 1999.
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CLA: Capacité de liaison de Ianticorps
EDTA : Acide éthylenediamine tripotassique

FITC : Isothiocyanate de Fluorescéine

PBS: Phosphate  buffered saline (tampon  salin
phosphaté)

PNN : Polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) présentent 2
leur surface plusieurs récepteurs d'adhérence qui leur
permettent de communiquer avec leur environnement lors
de la réaction inflammatoire (tableau [). L'interaction du
PNN avec les cellules endothéliales implique la sélectine
leucocytaire (L-sélectine, CD62L) lors de la phase dite de
« roulement lent » et les f3, intégrines (CD11a, b, ¢/CD18)
qui assurent [’adhérence ferme du PNN aux cellules endo-
théliales lors de la réaction inflammatoire (1-4). Puis le
passage trans-endothélial est assuré par les récepteurs f,
intégrines (CDlla, b, ¢/CD18) et PECAM-1 (CD31). Le
PNN pourra alors phagocyter sa cible opsonisée et exercer
sa fonction de bactéricidie dans les tissus.

La connaissance du niveau d’expression de ces diffé-
rents récepteurs apporte des renseignements sur [’état
d’activation leucocytaire (5). La mesure de leur expres-
sion membranaire par des méthodes précises et reproduc-
tibles inter-laboratoires constitue un prérequis indispensa-
ble a I'établissement de valeurs de référence, a la
réalisation d’études multicentriques, ainsi qu'a la compré-
hension des variations physiologiques et pathologiques.

La cytométrie en flux est une méthode reconnue pour
explorer les fonctions leucocytaires et les variations
d’expression des différents récepteurs (6, 7). Cependant, a
ce jour, les données quantitatives obtenues par les inten-
sités moyennes de fluorescence (IMF), provenant de dif-
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férentes ¢tudes nont pu faire objet d'études multicentri-
ques et/ou longitudinales. La variabilité observée a été
attribude & celle des paramdtres analytiques. Récemment
des calibrateurs de ["immunomarquage. représentés par
des billes de latex recouvertes d'immunoglobulines, ont
&té commercialisés. Ils permettent de mesurer la capacité
liante de Uanticorps spécifique et donc de renseigner sur la
densité antigénique du récepteur analysé (8).

Le but de ce travail a été de mesurer I'influence de la
préparation cellulaire sur la détermination des récepteurs
d'adhérence du polynucléaire neutrophile. Nous avons
quantifié, a I'aide d'un calibrateur de I'immunomarquage
(QIFIKIT®, Dako), I'expression des principales molécules
d’adhérence (L-sélectine et (3, intégrines) & la surface de
PNN préparés selon trois méthodes utiles pour I'étude de
la physiologie leucocytaire : PNN analysés en sang total
recueilli en présence d'EDTA, PNN isolés par le gradient
de densité Polymorphprep®™ 1,113 (Nycomed Pharma) et
PNN fixés par le formaldéhyde a 0,4 %, a partir de sang
prélevé en présence d’EDTA. L'expression de ces récep-
teurs d’adhérence & la surface des PNN isolés ou fixés a
été comparée a celle trouvée pour les PNN analysés en
sang total. Ces résultats ont été confrontés aux données de
la littérature concernant l'influence des conditions pré-
analytiques et analytiques sur la mesure des récepteurs
cellulaires.

MATERIELS ET METHODES

SUJETS

Le sang a été prélevé au niveau du pli du coude chez des
donneurs sains (n=10) a la fin d’un don transfusionnel et a été
recueilli dans des tubes Vacutainer (Becton Dickinson) de S mL

TABLEAU . - Principaux récepteurs d'adhérence du polynucléaire neutrophile : famille structurale, ligands et fonction

(p150, 95, CR4)

CD31
(PECAM-1)

, _ CD64 (FcyRI)
CD32(FeyRID)
CDI6 (FeyRIID

Superfamille des
immunoglobulines

Superfamille des
immunoglobulines

CD31
(PECAM-1)

Immunoglobulines

principale.
Main adherence receptors of polvmorphonuclear neutrophil: structural family, ligands and main

Sfunction.
Récepteur du PNN Famille Ligand Fonction
CD62-L Sélectine Sialomucines fucosy- — Roulement lent du PNN
L-sélectine lées et sialylées

Endothéliales

CDUa/CD18 B, intégrine CD54 (ICAM-1) — Adhérence ferme du PNN a la
o B, CD102 (ICAM-2) cellule endothéliale
(LFA-1) CD50 (ICAM-3) — Migration transendothéliale
CDI1Ib/CDIS8 f3, intégrine CDS54 (ICAM-1) — Adhérence ferme du PNN a la
By C3b cellule endothéliale
(Mac-1, CR3) Fibrinogéne ~— Migration transendothéliale
CDl11c/CDI18 B, intégrine C3b — Adhérence ferme du PNN a la
ayp Fibrinogéne cellule endothéliale

— Migration transendothéliale

— Migration transendothéliale

—— Adhérence aux micro-organismes
opsonisés

¢
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contenant 0339 M d'acide  dthylenediamine  tripotassique
(EDTA, K.

PREPARATION CELLULAIRE

Pour la tixation des PNN, le sang est mélangd, volume 2
volume A du formaldéhyde (formaldéhyde en solution aqueuse
37 % pfv stabilisée par 10 % de méthanol R.P. Normapur, Pro-
fabo) dilué 2 0.4 % dans du PBS (Phosphate Butter Saline)
isotonique (9. 10). Ce mélange est incubé durant 4 minutes, 3
température ambiante. Aprés un lavage par ajout du méme
volume d’une solution tamponnée saline isotonique (Cell
WASH, Becton Dickinson) suivi d'une centrifugation 4 300g
durant 10 minutes et de I'élimination du surnageant par renver-
sement du tube, les cellules sont resuspendues dans du PBS
isotonique.

Pour I'isolement des PNN, le gradient de densité utilisé est le
Polymorphprep® 1,113 (Nycomed Pharma), composé de métri-
zoate de sodium (13.8 %) et de dextran (8,0 %) (11). Il est
conseillé d’utiliser le sang dans les deux heures apres le préle-
vement. Le sang total anticoagulé est délicatement déposé sur le
Polymorphprep™, volume a volume. Aprés centrifugation (500 g
durant 30 min, & température ambiante), I’anneau de PNN est
recueilli & I'aide d’une pipette Pasteur puis resuspendu dans du
tampon PBS. Aprés un lavage par la solution saline isotonique,
les cellules sont resuspendues dans du PBS isotonique.

L’immuno-marquage a été réalisé dans un délai inférieur a 15
minutes aprés la fin de la préparation cellulaire, aussi bien pour
les PNN fixés que pour ceux isolés.

IMMUNOMARQUAGE ET ANALYSE PAR CYTOMETRIE EN FLUX

Les cellules sont marquées selon une réaction d'immuno-
fluorescence indirecte en concentrations données comme satu-
rantes par le fabricant. Cent uL de suspension celtulaire (environ
10 cellules/mL) sont incubés 45 minutes & température
ambiante, avec 10 pL d'anticorps primaire: anti-CD62L
(FMC46, Dako). anti-CDIlla (MHM?24, Dako), anti-CD1lb
(2LPM19¢, Dako), anti-CDllc (KB90, Dako) et anti-CDIS8
(MHM23, Dako). Une étape de lavage a I'aide de la solution
saline isotonique est réalisée ; 100 pL d’anticorps de révélation,
fragments F(ab’), d'IgG de chévre anti-souris (F0479, Dako)
conjugués 2 'isothiocyanate de fluorescéine (FITC), dilués au
1720, sont ajoutés dans les mémes conditions que celles décrites
pour 1'anticorps primaire. Une lyse érythrocytaire hyperosmoti-
que A base de chlorure d’ammonium (Ortho-mune™ Lysing
Reagent, Ortho Diagnostic System) est ensuite effectuée dans le
but de faciliter la mesure cytométrique. A la suite d’un second
lavage, les cellules sont analysées a 1'aide d’un cytométre en flux
de type FACScan (Becton Dickinson) équipé du programme
d’analyse PCLysis. Les PNN sont repérés selon leurs paramétres
morphométriques (taille, granulométrie). Pour chaque marqueur,
I'intensité moyenne de fluorescence (IMF) est calculée a partir
de 5000 événements enregistrés.

UTILISATION D'UN CALIBRATEUR POUR QUANTIFIER
L'EXPRESSION DES RECEPTEURS

Le calibrateur QIFIKIT® (Dako) est constitué de billes de
latex, simulant les cellules, recouvertes de quantités croissantes
et connues d'immunoglobulines de souris. qui sont utilisées lors
de 'étape de révélation de 'immunomarquage. I.'analyse des

ditférentes distributions de Nuorescence permet de tricer une
droite de régression reliant le nombre de moléeules d'anticorps
monoclonaux (AcM) tixdes et UIMFE La tixation du fragment
Flab'), dtant considérée comme monovalente, chaque site anti-
génique est oceupd par une moléeule d'anticorps monoclonal,
Dans ces conditions, il existe une dquivalence entre le nombre de
molécules d"AcM fixdes ou cupacité liante de ["anticorps (CLA)
et le nombre de sites antigéniques par cellule (8).

ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats sont exprimés en moyenne % écart type.
L expression de ces récepteurs d'adhérence 2 la surface des PNN
isolés ou fixés a été comparde A celle trouvée pour les PNN
analysés en sang total & ["aide du test statistique non paramétri-
que de Kruskal-Wallis adapté au faible échantillonnage ; les
différences sont considérées significatives pour p <0,05.

RESULTATS

Pour les trois modes de préparation, les PNN sont
facilement identifiables sur le cytogramme FSC/SSC de
par leur grande taille et leur importante granulométrie. Les
histogrammes de distribution de la fluorescence suivent
une distribution gaussienne permettant une lecture simple
de I'IMF (données non montrées). Les valeurs obtenues,
exprimées en 10° x CLA/cellule, sous forme de moyenne
+écart type, sont mentionnées et comparées dans le
tableau Il. Les niveaux d’expression basale de ces récep-
teurs d’adhérence sont hétérogenes = CD62L, récepteur
principal de la phase de roulement et CD11b, récepteur
essentiel & la phase d’adhésion ferme, sont_les antigénes
majoritairement représentés avec 49,6 x 10° CLA/cellule
pour CD62L et 42,9 x 10° CLA/cellule pour CD11b.

La procédure d’isolement des PNN par Polymorph-
prep™ entralne, par rapport a I'étude en sang total, une
diminution statistiquement significative de I'expression de
I'ensemble des molécules d'adhérence (excepté pour
CDl1c). Ces variations ne correspondent pas a un profil
phénotypique d’activation qui serait constitué par une
diminution de 1'expression de CD62L associée a une
augmentation de celle des B, intégrines. La fixation des
PNN par le formaldéhyde entraine également, par rapport
a I’étude en sang total, une diminution de 1’expression de
tous les récepteurs analysés, cette variation étant plus
importante que celle observée pour 1’étape d'isolement
(excepté pour CDl1a).

DISCUSSION

Ce travail a consisté en 'étude de 'influence de diffé-
rents procédés de préparation cellulaire sur la mesure de
I"expression des principaux récepteurs d"adhérence leuco-
cytaire, quantifiés a I'aide d’un calibrateur de I'immuno-
marquage.

Cette méthode de quantification a permis de mesurer et
de comparer des CLA indépendamment des paramétres de
réglage des photomultiplicateurs de la fluorescence, de
garantir la reproductibilité des résultats intra- et interlabo-
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TasLEat {1 = Expression quantitative (QUEIKIT®, Dako) des principaux réeeptears d'adhérence (L-sélectine et 8,
intégrines) i L surtace de polyauctéaires neutrophiles (PNN) de sang total anticoaguld par Iacide éthylenediamine
tripotassique (EDTA, K, de PNN fixés pur le tormaldéhyde et de PNN isolés par gradient de densité
Pn[ymorphpup‘ NN Nyu)lmd Pharma). Les résultats sont exprimds en capacité de lizison de anticorps (CLA)
« 10Yeellule (moyenne % éeart type). L'expression de ces récepteurs d'adhérence A la surface des PNN isolds
ou tixds a été comparde 3 celle trouvde pour les PNN analysds en sang total 3 ["awde du test de variance de
Kruskal-Wallis | les différences sont considérdes signiticatives pour p<0,05.
Quantitative expression (QIFIKIT®, Dako) of the main surfuce adherence receptors (L-selectin and
Py integring) of polymorphonuclear neutrophil (PMN) from ethylenediamine tripotussique acid (EDTA, K )
anticoagulated whole blood, formaldehyde fixed PMN and isolated PMN by density gradient Pul\nmrphpre/r‘J
113 (Nycomed Pharma). Results were erpre\m/ in antibodv binding capacity (ABC) x 10'%cell (mean +
standard deviation). Adherence receptors expression of isolated or fixed PMN were compared to those of whole
blood PMN by means of Kruskal-Wallis one-way ANOVA. P values < 0.05 were considered to be of statistical
significance.

PNN analysés en sang total PNN isolés par le PNN tixés par le

Polymorphprep® formaldéhyde

CD62L 496 £ 159 385+ 173 125+38
{p = 0,0027) {(p <0,000!)

CDlla 120+ 1.1 10,7+ 1,7 130+ 16
(p = 0,0134) (p = 0.0463)

CDIlb 429+ 104 36,5+ 104 13.6+3.8
(p = 0,0494) {p <0,0001)

CDllec 4+17 43+ 1,0 26%0.6
(p= 0,0610) (p = 0.00!)

CDIS8 280%11.5 16,8 8,6 15,0+6.8
(p = 0,0097) (p <0,0001)

ratoires, d'éviter ['expression des résultats en unités arbi-
traires et par conséquent de disposer d’une méthode pour
établir des valeurs de références et de comparaison (12,
13). Le respect du protocole analytique associé a I’ utilisa-
tion de ce calibrateur de I'immuno-marquage offre la
possibilité d’effectuer des études multicentriques et longi-
tudinales (8).

L’utilisation de PNN provenant de sang total représente
certainement la condition d'analyse la plus proche de la
physiologie. Cependant, il est obligatoire de recueillir les
cellules en présence d’anticoagulant, qui est connu pour
influencer 1’expression des molécules de surface. Macey
MG. et coll. (10) ont étudié I'effet de deux anticoagulants
communément utilisés pour ’analyse des cellules sangui-
nes, citrate et EDTA, sur la quantification des molécules
d’adhérence leucocytaires et notent qu’il est préférable, de
réduire au maximum le temps de contact pour minimiser
les variations artéfactuelles de 1'expression de ces antige-
nes. Une étude comparant I'effet des anticoagulants EDTA
trlpota551que ACD et héparine conclut que l EDTA est le
moins adapté a la mesure de ['expression de CD1lb ex
vivo du fait de sa propriété chélatrice du calcium (14).
Finalement, I'EDTA, anticoagulant couramment utilisé
pour I'analyse cellulaire, serait déconseillé pour I’analyse
de CD11b. Une étude comparant ’expression de plusieurs
récepteurs d’adhérence i partir de PNN provenant de sang
prélevé en présence de différents anticoagulants semble
nécessaire.

L’isolement des PNN par un milieu de séparation offre
la possibilité de réaliser des expériences sur une popula-
tion plus ciblée et permet d’éliminer les effets d’éventuel-
les coopérations inter-cellulaires qui pourraient survenir
apres le prélevement. La procédure d’isolement des PNN
par le Polymorphprep® entraine, par rapport aux PNN

provenant de sang total, une diminution significative de
CD62L et de I'ensemble des B, intégrines (sauf pour
CDllc). Ces données vont a l'encontre de celles de Link
et coll. (15) qui trouvent une augmentation non statisti-
quement significative de CD11b lors de I'isolement des
PNN par le milieu Polymorphprep mais de densité diffé-
rente (d = 1,150) suivi d'une étape de fixation par le
paraformaldéhyde a | % aprés immunomarquage. Il en est
de méme pour Macey et coll. (16) qui observent une
augmentation de CDI11b a la surface de PNN qut ont
sédimenté sur dextran. L’augmentation de I'expression
des [, intégrines est attribuée, dans la littérature, & une
activation ex vivo des PNN lors de la phase de séparation.
Dans notre expérience, la diminution d’expression obser-
vée pourrait étre la conséquence d'une altération cellu-
laire, reliée a la viscosité du Polymorphprep™ utilisé,
entrainant la perte de reconnaissance de certains antige-
nes. Il a été récemment proposé une technique de sépara-
tion des PNN par un procédé immuno-magnétique simple,
rapide permettant d’obtenir des PNN hautement purifiés
(rendement supérieur a 99 % des leucocytes) n’altérant
pas I'expression et les fonctions antigéniques (17).

La fixation par le formaldéhyde est souvent utilisée
dans le but de différer I’analyse de 24 heures. Dans notre
étude, elle entraine une diminution significative de
I’expression de I’ensemble des récepteurs d'adhérence.
L’explication la plus plausible consiste en une altération
des sites antigéniques, consécutive a une désorganisation
de la structure protéique tertiaire par le fixateur. La litté-
rature 2 ce sujet est contrastée. Nos résultats sont similai-
res & ceux trouvés par McCarthy DA. (18) qui montre que
les techniques de préparation leucocytaires utilisant le
formaldéhyde & 0,4 % sous-estime |’expression des récep-
teurs CD62L, CDI11b et CDI8. Par contre ces données
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vont & 'encontre de celles d"Hamblin et coll. (9) qui
préconisent la fixation rapide des cellules immdédiatement
apres le prélevement atin d'éviter toute activation artéfac-
tuclle pouvant survenir in vitro lors des différentes dtapes
de préparation cellulaire.

Dans notre dtude, toutes les étapes de fa mesure de
["expression des récepteurs d'adhérence leucocytaires ont
été réulisées a température ambiante. Cependant la tempé-
rature d"analyse est également sujette A débat. Apres avoir
noté une augmentation de ’expression de CDI1b d'un
facteur quatre entre les procédures de préparation des
PNN & 4°C et a 20°C, Fearon DT. et al. (19) pensent que
les étapes de purification des PNN devraient s’effectuer a
4°C. Ces données semblent confortées par des études plus
récentes (20) qui montrent une augmentation de I’expres-
sion de CD11b & la surface des PNN préparés a tempéra-
ture ambiante par rapport & ceux traités a 4°C, cette
diftérence disparaissant apres incubation & 37°C. Repo et
coll. (21) ont décrit une méthode d’analyse permettant de
limiter I'activation cellulaire spontanée in vitro: un
« buffy coat » est préparé dans de la glace et toutes les
étapes de manipulations cellulaires sont ensuite réalisées a
0-4°C. D’autres auteurs recommandent de préparer les
PNN a température ambiante (22) apres avoir constaté que
les étapes consécutives de refroidissement a 4°C puis de
réchauffement 4 température ambiante provoquent une
activation des PNN. Les variations de température entrai-
neraient, selon les auteurs, une activation cellulaire, simi-
laire a celle produite par des stimuli inflammatoires, avec
expression a la membrane des B2 intégrines stockées en
position intracellulaire.

Le procédé de préparation cellulaire, I'anticoagulant de
recueil, la température d’analyse sont donc des facteurs
décrits dans la littérature pour influencer 1'expression
antigénique. Pour étre complet, il faudrait citer la variabi-
lité liée a la diversité des réactifs, il est bien décrit dans la
littérature des différences d'intensité moyenne de fluores-
cence pouvant varier de plus d'un facteur deux, en fonc-
tion de I'anticorps utilisé (variation du site épitopique
et/ou de la saturation des épitopes), de la technique de
détection (plus grande sensibilité de la méthode d'immu-
nofluorescence indirecte par rapport a celle d’immuno-
fluorescence directe) ou des caractéristiques des fluoro-
chromes (spectres d’absorption/émission, rendement
quantique, accessibilité déterminée par le poids molécu-
laire, steechiométrie, photostabilité). Ces faits soulignent
le fait qu’une meilleure connaissance de la cartographie
épitopique, de la spécificité et de I’affinité des anticorps
permettrait de cibler les anticorps les plus pertinents.

Enfin, aprés avoir pris en compte la variabilité liée au
mode de prélévement, il faut interpréter le résultat en
fonction de I’ensemble des parametres pré-analytiques.
Ces derniers sont liés & 1'hétérogénéité inter-individuelle
(dge, sexe, race), a I'influence des thérapeutiques adminis-
trées, aux pathologies associées (infectieuses, vasculaires,
inflammatoires...) ainsi qu'a 1'heure du préléevement par
rapport au rythme biologique (horaire post-prandial, effort
physique, stress psychique, rythme circadien, ...) (23). Le
délai d’acheminement est aussi a prendre en compte puis-
que les cellules recueillies dans le tube ne sont pas fixées
et poursuivent leur métabolisme, voire 1’augmentent
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conséeutivement d une activation lide au prélivement. Un
interrogatoire systématique et approprié permet de connai-
tre ces variations extrinseques lides au patient et au préle-
vement © elles doivent &tre soigneusement consigndes et
prises en compte lors de Uinterprétation des résultats.

CONCLUSION

En conclusion, ce travail souligne les exigences a pren-
dre en compte lors de "interprétation des résultats obtenus
par quantification des récepteurs membranaires leucocy-
taires, l'absence actuelle d’attitude consensuelle et la
nécessité de considérer de nombreux facteurs de variation,
pré-analytiques et analytiques, afin de les intégrer dans
une démarche comparative inter-taboratoires. MG. Macey
et coll. pensent « qu'il n'existe pas de procédure correcte
d'isolement des leucocytes circulants, a savoir qui
n'engendre pas de variation artéfactuelle de I'expression
antigénique » (10, 18). L’anticoagulant utilisé pour le
prélevement, les procédés de préparation des leucocytes,
la température de conservation et d'analyse, la méthode
d’immunomarquage, le type d'anticorps primaire utilisé,
la technique d’analyse sont autant de facteurs influengant
les résultats. De plus, un résultat biologique ne doit pas
étre interprété en dehors du contexte clinique et des condi-
tions d’analyse.

La voie vers la standardisation et la reproductibilité
inter- et intra-laboratoires des résultats ne pourra étre
atteinte que par une harmonisation de ces différents fac-
teurs de variabilité et par ['application de pratiques
consensuelles lors de la détermination des protocoles ana-
lytiques. Le but de ces efforts est de mettre en place un
consensus de bonnes pratiques, de les intégrer dans une
démarche de qualité (23) et de permettre de futures études
multicentriques et/ou longitudinales.
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II- EXPRESSION QUANTITATIVE DES RECEPTEURS D'ADHERENCE A LA
SURFACE DES PNN A L'ETAT BASAL ET APRES STIMULATION

Article 2

LATGER V, REGNAULT V, DUMAS D, VIRION JM, SCHOONEMAN JF, STOLTZ
JF, LECOMPTE T.

Utilisation d'un calibrateur pour quantifier les récepteurs d'adhérence du
polynucléaire neutrophile par cytométrie en flux.

Annales de Biologie Clinique, 2000, 58 : 337-343.

Ce travail se propose de présenter l'outil d'étalonnage que représentent les
billes de calibration pour la quantification de I'expression des récepteurs d'adhérence
a la surface des PNN dans différents états de stimulation. Il est mesuré I'expression
quantitative de ces récepteurs d'adhérence pour des PNN provenant de sang total,
immédiatement analysés aprés préeléevement et pour des PNN stimulés par des
agonistes prépondérants de la réaction inflammatoire, soit le fMLP et e TNFa. Les
variations obtenues, a savoir la diminution de I'expression de CD62L associée a
I'augmentation de celle des B, intégrines sont cohérentes avec celles décrites dans
la littérature. La possibilité de disposer de valeurs quantitatives, exprimées en
nombre de sites antigéniques reconnus par l'anticorps monoclonal, présente
I'avantage de pouvoir entreprendre des études comparatives dans le cadre d'un
protocole standardisé, ce qui n'a jamais été possible jusqu'a ce jour. Ce travail
permet de présenter les differents avantages et limites de ce nouvel outil de
quantification antigénique. Il permet également d'introduire tout l'intérét de cette
nouvelle approche méthodologique pour évaluer ['état fonctionnel cellulaire. C'est la

nouvelle notion de "phénotypage quantitatif' qui sera abordée dans ['article suivant.
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Ann Biol Clin 2000, 58 : 337-43

Utilisation d’un calibrateur

pour quantifier les récepteurs d’adhérence
du polynucléaire neutrophile par cytométrie
en flux

V. Latger-Cannard "2 Résumé. Les récepteurs d’adhérence représentent un élément essentiel aux
V. Regnault2 interactions cellulaires hétérotypiques (cellule endothéliale, plaquettes) du
D. Dumas? polynucléaire neutrophile. La connaissance de leur niveau d’expression
g apporte des renseignements sur |’état d’activation et la fonctionnalité du poly-
J.-M. Virion nucléaire neutrophile. L'utilisation de la cytométrie en flux associée a un cali-
J.-F. Schooneman* brateur de I'immunomarquage, représenté par des billes de latex recouvertes
J.-F. Stoltz?2 de quantités déterminées d’'immunoglobulines (Qifikit®, Dako), permet de
T. Lecompte "2 mesurer la capacité liante de I'anticorps spécifique et donc de renseigner sur
la densité antigénique du récepteur analysé. L’application de cette méthodolo-
gie & l'exploration des principaux récepteurs d’adhérence, la L-sélectine
(CD62L) et les B,-intégrines (CD11a-c¢/CDI8), a la surface de polynucléaires
neutrophiles au repos et incubés en présence des stimulus pro-inflammatoires,
le formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine (fMLP) et le yurmor necrosis factor
a (TNFa), permet d’une part d’obtenir des valeurs d’expression basale et
d’autre part d’étudier la réactivité des polynucléaires neutrophiles. Cette
méthode de quantification est applicable & de nombreux domaines cliniques
comme le diagnostic des déficits en récepteurs d’adhérence, les pathologies
inflammatoire, infectieuse ou thrombotique.
Mots clés : Polynucléaire neutrophile ~ Récepteurs d’adhérence —~ Cytométrie
en flux — Calibrateur.
Summary. Adherence receptors are essential for heterotypic (endothelial cell,
platelet) polymorphonuclear neutrophil (PMN) interaction. Determination of
their expression level give information about activation state and functionality
of PMN. Use of flow cytometry associated with an immunolabeling standard,
represented by beads coated by a determined amount of immunoglobulins
(Qifikit®, Dako), allows analysis of specific antibody binding capacity and
gives information about antigen density. Using this methodology, the explora-
' Laboratoire d’hématologie, CHU Nancy, tion of surface adherence recep'tors, L-selecti.n (CD62L)_ and B;-integrins
54500 Vandceuvre-lés-Nancy (CD1la-c/CD18) from PMN unstimulated and incubated with pro-inflamma-
2 Laboratoire d'angio-hémato- tory stimuli, formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) and tumor necro-
hémorhéologie, UMR CNRS 7563 Faculté sis factor o (TNFay), allows, on the one hand, the establishment of basal
de Médecine, Nancy expression values on resting PNN and on the other hand, the study of PNN
® Service d’épidémiologie et d'évaluation reactivity. This method of quantification can be applied to clinical studies as
f"”'que’ Hopital Marin, CHU Nancy adherence receptor deficiency syndromes or inflammatory, infectious and vas-
EFS. Nancy cular diseases.
Article requ le 4 février 2000, Key words: Polymorphonuclear neutrophil — Adherence receptors — Flow

accepté le 24 février 2000. cyvtometry — Immunolabeling standard.
' -

Pour assurer son rdle de défense de I’organisme, le poly-  truction de sa cible. Cette adhérence hétérotypique poly-
nucléaire neutrophile doit adhérer a ’endothélium, tra-  nucléaires neutrophiles-cellules endothéliales se déroule
verser la barriere endothéliale (diapédese) et, attiré par  en deux temps [1, 2]. Dans une premiére phase dite de
des facteurs chimiotactiques, migrer vers le lieu de des-  «roulement lent », la sélectine leucocytaire (CD62L)
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interagit avec les sialomucines fucosylées et sialylées
(sialyl Lewis*) endothéliales. De nombreux stimulus de
la réaction inflammatoire (cytokines, chémokines, fac-
teurs de croissance) agissent alors sur les cellules endo-
théliales et les polynucléaires neutrophiles afin d’induire
des changements quantitatifs et qualitatifs de leurs
récepteurs. Ces variations vont permettre aux polynu-
cléaires neutrophiles de devenir fermement adhérents
aux cellules endothéliales. Cette deuxiéme étape
implique les intégrines leucocytaires CD1la,b,c/CD18,
structures hétérodimériques (classe des {,-intégrines),
qui ont pour ligands des membres de la superfamille des
immunoglobulines. Ainsi recruté, le polynucléaire neu-
trophile entame sa diapédese et est attiré par des facteurs
chimiotactiques vers sa cible pour y exercer ses fonc-
tions de phagocytose et de bactéricidie.

La quantification de I’expression de ces différents
récepteurs d’adhérence apporte des renseignements
directs sur les propriétés adhésives des polynucléaires
neutrophiles ainsi que sur leur état d’activation. La
cytométrie en flux, de par ses possibilités d’analyse
multiparamétrique d’un grand nombre de cellules, est
tout a fait adaptée a la mesure de I’expression antigé-
nique [3]. Cependant, jusqu'a présent, ses résultats
n'ont été donnés qu’en pourcentages de cellules posi-
tives ou en intensités moyennes de fluorescence (IMF)
par rapport a un contrdle négatif. Le seuil de positivité
sur 'échelle logarithmique de fluorescence, compre-
nant quatre décades, est arbitrairement fixé a4 10'. La
positivité de fluorescence est fixée par rapport a I’auto-
fluorescence d’une population cellulaire, qui varie
pour chaque type et état cellulaire, et cela conduit a
régler en conséquence la valeur du gain du photomulti-
plicateur pour chaque expérience. Cette méthodologie
est donc peu adaptée a des études multicentriques et/ou
longitudinales.

Dans ce travail, nous avons utilisé un calibrateur de
I"'immunomarquage (Qifikit®, Dako) pour améliorer la
reproductibilité et la standardisation de la quantifica-
tion de l'expression antigénique. Ce systéme permet
d’éliminer les variations liées 4 la mesure de la fluores-
cence et d’exprimer les résultats en capacité de liaison
de I'anticorps (CLA) [4]. Nous avons appliqué cette
quantification aux principaux récepteurs d’adhérence
leucocytaire : la L-sélectine (CD62L) et les By-inté-
grines (CD11a,b,c/CD18). Afin d’étudier la réactivité
cellulaire in vitro, 1'expression membranaire de ces
récepteurs a été quantifiée avant et apres activation des
polynucléaires neutrophiles par des stimulus pro-
inflammatoires, le formyl-méthionyl-leucyl-phénylala-
nine (fMLP) et le tumor necrosis factor & (TNFo).
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Matériels et méthodes

Sujets

Le sang a été donné par 20 adultes sains (ige moyen
de 40 ans, sex-ratio = 1), en début de don transfusion-
nel. L’interrogatoire a permis d’éliminer un syndrome
inflammatoire, une infection ou toute prise médica-
menteuse (excepté la prise d’cestroprogestatif par voie
orale). Les échantillons veineux sont prélevés au
niveau du pli du coude, dans des tubes Vacutainer
(Becton-Dickinson) contenant 54 pul d’une solution a
0,339 mol/L d’EDTA tripotassique (acide éthyléne-
diamine-tétraacétique), remplis a2 5 ml.

Stimulation des cellules
Le sang total de chaque donneur est incubé en pré-

. sence de TNFo (Sigma, 100 Ul/ml final) ou de fMLP

(Sigma, 1077 M final), a 37 °C, pendant une heure.
Une agitation manuelle des tubes est réalisée réguliére-
ment (toutes les 15 min).

Immunomarquage et quantification

par cytométrie en flux .

Apres un lavage cellulaire par ajout du méme volume
d’une solution tamponnée saline isotonique (Cell Wash,
Becton-Dickinson), suivi d’une centrifugation a2 300 g
durant 10 min et de I’élimination du surnageant par ren-
versement du tube, les cellules sont suspendues dans du
PBS isotonique. Puis elles sont marquées selon une
réaction d’immunofluorescence indirecte en concentra-
tions données comme saturantes par le fabricant. Cent
microlitres de suspension cellulaire (10¢ cellules/ml)
sont incubés 45 min, & l'obscurité et a température
ambiante, avec 10 pl d’anticorps monoclonal murin pri-
maire : anti-CD62L (FMC46, Dako), anti-CDlla
(MHM?24, Dako), anti-CD11b (2LPM19¢, Dako), anti-
CDllc (KB90, Dako) et anti-CD18 (MHMZ23, Dako).
Apres une étape de lavage avec la méme solution tam-
pon, 100 ul d’anticorps de révélation, fragments F(ab’),
d’IgG de chevre anti-souris (F0479, Dako) conjugués a
I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC), dilués au
1/20¢, sont ajoutés dans les mémes conditions que
celles décrites pour I'anticorps primaire. Aprés une lyse
érythrocytaire, par augmentation de la pression osmo-
tique intracellulaire a base de chlorure d’ammonium
(Ortho-mune™ Lysing Reagent, Ortho Diagnostic Sys-
tem), et aprés un second lavage avec la solution tampon
saline (Cell Wash, Becton-Dickinson), les cellules sont
analysées a l'aide d’'un cytometre en flux de type
FACScan (Becton-Dickinson). Les polynucléaires neu-
trophiles sont identifiés selon leurs caractéres morpho-

Ann Biol Clin, vol. 58, n° 3, mai-juin 2000



Recepteurs d'adherence du polynucléaire neutrophile

métriques (taille/granularité). L'intensité moyenne de
fluorescence (IMF), mesurée pour chaque marqueur, est
convertie en CLA (figure [) en utilisant le calibrateur
Qifikit® (Dako), c’est-a-dire des billes de latex (simu-
lant les cellules), recouvertes de quantités croissantes et
connues d’immunoglobulines de souris (qui seront
reconnues par |’anticorps de révélation) [4].

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type.
Les comparaisons entre les valeurs trouvées pour les
polynucléaires neutrophiles stimulés par rapport a
celles trouvées pour les polynucléaires neutrophiles

non stimulés sont évaluées a I’aide du test non paramé-

trique de Kruskal-Wallis [5] du fait du faible échan-
tillonnage ; les différences sont considérées significa-
tives pour p < 0,05.

Résultats

Les polynucléaires neutrophiles sont facilement identi-
fiés sur la représentation morphométrique en raison de
leur grande taille et de leur importante granulométrie
(région R1 de la figure 1). La figure 2 montre la distri-
bution gaussienne des histogrammes de fluorescence
représentant |’expression des différentes molécules
d’adhérence explorées, avant et apres stimulation des
polynucléaires neutrophiles, ce qui permet de mesurer
I'IMF de chaque marqueur. L'ensemble des valeurs
d’IMF mesurées se situent dans la gamme de fluores-
cence définie par les billes, ce qui permet d’exprimer
les résultats en CLA sans extrapolation. L'expression
des récepteurs d’adhérence étudiés a partir de polynu-
cléaires neutrophiles analysés en sang total est indi-
quée dans le tableau I. Leur niveau d’expression
basale est caractérisé par leur hétérogénéité : CD62L,
récepteur principal de la phase de roulement et CD11b,
récepteur essentiel a la phase d’adhérence ferme, sont
les antigénes majoritairement représentés avec respec-
tivement 33,5 x 10° CLA/cellule et 40,8 x
10° CLA/cellule. Concernant I’expression des [,-inté-
grines, il est & noter que la somme de I’expression des
chaines o (CDl1la,b,c) ne correspond pas & I’expres-
sion totale de la chaine B (CDI18); le ratio o/ est
d’environ 2 et non de | comme le laisse prévoir leur
structure hétérodimérique de stcechiométrie 1:1.

La stimulation des polynucléaires neutrophiles par le
TNFa ou par le fMLP (tableau 1) entraine une varia-
tion de I’expression des récepteurs a la surface de la
totalité des polynucléaires neutrophiles analysés. La
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figure 2 met en évidence, pour chaque marqueur, un
déplacement global de tout le pic qui conserve sa dis-
tribution gaussienne : il n’existe donc pas d’hétérogé-
néité¢ de réponse des polynucléaires neutrophiles aux
stimulus pro-inflammatoires étudiés, dans ces condi-
tions analytiques. Ces variations sont toutes statistique-
ment significatives, excepté pour CD!la, apres stimu-
lation par le fMLP. Il est noté une décroissance
importante de !’expression membranaire de CD62L
associée a une augmentation concomitante de celle des
B,-intégrines (CD1l1a,b,c/CD18). Le récepteur de la
phase de roulement, le CD62L, devient quasiment
indétectable aprés incubation des polynucléaires neu-
trophiles par le fMLP ou le TNFo (aux conditions de
concentrations étudiées), ce qui correspond a un phé-
notype d’activation leucocytaire importante. Pour les
B,-intégrines, il est A noter que, pour les stimulus
explorés, le ratio de réactivité, défini par le rapport
expression aprés stimulation/expression avant stimula-
tion, est quasi similaire pour les marqueurs, excepté
pour CDI1la: pour le fMLP, les rapports sont de 2,7,
2,4 et 2,7 pour respectivement CD11b, CDl1lc, CD18
et sont de 2,0, 1,4, 1,6 aprés stimulation par le TNFa.
Le rapport des chaines o/} est conservé apres stimula-
tion, puisqu’il de 1,9 pour le fMLP et de 2,3 pour le
TNFo.

Discussion

Le but de cette étude a été, dans un premier temps, de
déterminer I’expression basale des principaux récep-
teurs d’adhérence, a partir de polynucléaires neutro-
philes analysés en sang total. Dans un second temps,
ce travail a porté sur la mise en évidence quantitative
de la réactivité des polynucléaires neutrophiles, par
mesure cytométrique de ces récepteurs d’adhérence
aprés stimulation des polynucléaires neutrophiles par
des stimulus pro-inflammatoires comme le fMLP et le
TNFq. La particularité de ce travail consiste en I'utili-
sation d’un calibrateur de I'immunomarquage associée
a la cytométrie en flux, permettant d’exprimer les
résultats en CLA. La cytométrie en flux est une tech-
nique simple, rapide (1 heure 30), réalisable a partir
d’un faible volume sanguin (applicable aux préleve-
ments pédiatriques). L’introduction dans la technique
d’immunomarquage des billes de calibration permet
d’uniformiser la mesure de la fluorescence des cellules
immuno-marquées, offre la possibilité de mesurer et de
comparer des CLA indépendamment du réglage des
photomultiplicateurs du cytometre [6], ce qui permet
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Recepteurs d'adhererce u polynucleaire neutrophile

Tableau 1. Expression quantitative des molécules d’adhérence a la surface des polynucléaires neutrophiles « non stimulés » et stimu-
lés par du fMLP et par du TNFa. Les résuitats (moyenne, écart-type) sont exprimés en capacité liante de I'anticorps par celflule (x 10°
ClA/cellule). Les comparaisons entre les valeurs trouvées pour les polynucléaires neutrophiles stimulés par rapport a celles trouvées
pour les polynucléaires neutrophiles non stimulés sont évaluées a I'aide du test de variance de Kruskal-Wallis ; les différences sont

considérées significatives pour p < 0,05

Polynucléaires neutrophiles non stimulés

Stimulation par le fMLP

Stimulation par le TNFo.

CcD62L 335+96
CD11a 11311
CD11b 408 + 9,1
CD11c 54 +1,00
CD18 271 +164

23:12(p<0,001)

15,0 £ 4,1 (p = 0,347)
112,1 £ 27,4 (p < 0,001)

12,7 £ 3,8 (p < 0,001)
72,4+ 225 (p < 0,001)

1,0 £0,6 (p <0,001)
8413 (p<0,001)
81,5+ 22,6 (p < 0,001)
7.7 £1.8 (p = 0,005)
427 £7,0 (p =0,007)

CLA : capacité liante de I'anticorps ; IMF : intensité moyenne de fluorescence ; MLP : formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine ; TNFa : tumor necrosis factor a.

de faire la moyenne des valeurs provenant d’expé-

riences et de laboratoires différents. Par ailleurs, en’

conditions saturantes, la fixation du fragment F(ab’),
est théoriquement considérée comme monovalente ;
ainsi la mesure de la CLA par cellule reflete la densité
antigénique du récepteur étudié [4], a condition que
I’anticorps primaire se fixe de fagon monovalente 2
son antigéne. Ces systemes de calibrage ouvrent donc
la voie vers la standardisation intra et interlaboratoires.
Les valeurs d’expression basale des principaux récep-
teurs d’adhérence obtenues pour des sujets sains sont
établies, dans ce travail, & partir d’un trop faible effectif
pour &tre proposées comme valeurs de référence.
Cependant, 'application d’un protocole analytique
déterminé et du méme systéme de calibrage dans des
laboratoires dotés de cytometres différents, offre la pos-
sibilité d’études multicentriques et/ou longitudinales [6].
La cytométrie quantitative répond a une nécessité d’uni-
formisation de la mesure antigénique, mais il ne faut pas
oublier que les techniques d’immunomarquage résultent
de la reconnaissance d’un site épitopique précis, unique
ou répété, par un anticorps monoclonal déterminé.
Drailleurs, il n’a pas été observé d’adéquation entre la
somme des CLA mesurées pour les chaines o des inté-
grines (CD1la,b,c) et la valeur trouvée pour les chaines
B (CD18) comme le laisse prévoir leur structure hétéro-
dimérique de steechiométrie 1:1. La présence d’un rap-
port o/f égal a 2 peut étre expliquée en considérant
comme étant bivalente la liaison de I’anticorps recon-
naissant la chaine B, et monovalente la liaison de I'anti-
corps dirigé contre les chaines .

' Figure. Utilisation des billes de calibration de la fluorescence
(Qifikit®, Dako): I'analyse des billes, repérées selon les para-
meétres morphométriques (taille/granularité) permet de construire
une droite de régression reliant la capacité liante de I'anticorps
(CLA) & I'intensité moyenne de fluorescence (IMF). La CLA spéci-
fique des anticorps antirécepteurs d’adhérence est déduite de
cette droite, par conversion de I'lMF mesurée a partir des poly-
nucléaires neutrophiles.
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L’activation des polynucléaires neutrophiles par des
stimulus inflammatoires entraine des variations quanti-
tatives des récepteurs d’adhérence. La L-sélectine n’est
pratiquement plus détectable aprés activation ; ce phé-
nomene est expliqué dans la littérature par un clivage
de la partie extramembranaire par une protéase endo-
geéne dont la finalité serait de limiter le recrutement
leucocytaire et ainsi d’éviter I’emballement de la réac-
tion inflammatoire [1, 2]. L’expression membranaire
des PB,-intégrines augmente, pour un stimulus donné,
dans une méme proportion (excepté CD11a). Ces don-
nées rejoignent tout 2 fait les données de la littérature
puisque Todd et al. [7] décrivaient, dés 1984, une aug-
mentation rapide de I’expression de ces molécules 2 la
surface des polynucléaires neutrophiles, pouvant
atteindre dix fois la valeur basale et qui serait consécu-
tive a une mobilisation du pool intracellulaire, par
translocation vers la membrane, des glycoprotéines
contenues dans les granulations spécifiques. Le rapport
de CLA de I'ordre de 1 pour CDl1a est également en
accord avec la littérature. Il est décrit pour ce récepteur
une variation d’avidité, sans variation quantitative. La
régulation de ce récepteur consisterait en une modula-
tion conformationnelle associée a un regroupement
polaire [2].

De nombreux domaines cliniques impliquent ces
récepteurs d’adhérence. Une premiére application
concerne la détection des syndromes déficitaires de
I’expression de ces récepteurs d’adhérence. Le type 1,
de transmission autosomique récessif [8], est lié a une
mutation du géne codant pour CD18, ce qui entraine
un déficit variable des trois {3,-intégrines (CDIlla-
¢/CD18). La quantification des récepteurs d’adhérence
permet d’établir le diagnostic ainsi que de déterminer
le niveau d’expression résiduel.

Un autre domaine d’application clinique est représenté
par la pathologie inflammatoire aigu€ ou chronique
(polyarthrite rhumatoide, lupus systémique). Il a été
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Récepteurs d'adherence du polynucléarre neutrophile

Figure 2. Histogrammes de fluorescence des récepteurs d'ad-
hérence avant (pics noirs) et aprés activation par le stimulus
inflammatoire fMLP (10-7 M, 1 heure, 37 °C) {pics gris).

trouvé une corrélation positive entre |’expression
membranaire de CD11b/CD18 et I'activité de la mala-
die lupique [9].

Les recherches concernant la pathogenése des maladies
vasculaires s’orientent actuellement vers I’exploration
cellulaire : I'étude du phénotype adhésif par quantifica-
tion des récepteurs d’adhérence représente une approche
dans I'évaluation du risque ischémique [10]. Enfin, cette
quantification offre la possibilité de mesurer directement
le taux d’occupation des antigénes par des composants
immunologiques dirigés contre ces récepteurs d’adhé-
rence, utilisés comme thérapeutique dans des pathologies
inflammatoires, vasculaires ou en postgreffe afin de limi-
ter la réaction inflammatoire.

\

Conclusion

L'utilisation de la cytométrie en flux en association
avec un calibrateur de I'immunomarquage permet de
répondre partiellement & des besoins de standardisation
intra et interlaboratoire(s) de 1’analyse cytométrique et
propose une approche fonctionnelle cellulaire par la
mesure de la densité antigénique de récepteurs d’adhé-
rence, reflet de 1'état d’activation des polynucléaires
neutrophiles. Des études sur un collectif plus large per-
mettraient de disposer de valeurs de référence pour de
futures études cliniques concernant ces récepteurs
d’adhérence dans des domaines aussi vastes que les

Ann Biol Clin, vol. 58, n° 3, mai-juin 2000

syndromes déficitaires, les pathologies inflammatoire,
infectieuse ou thrombotique.
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Article 3

LATGER V, DUMAS D, LECOMPTE T, POTRON G, STOLTZ JF.

Pathologie vasculaire et activation cellulaire : exploration du phénotype cellulaire
adhérent par cytométrie quantitative.

Journal des Maladies Vasculaires, 1999, 24 : 11-18.

Aprés avoir montré, dans le travail précédent, l'intérét de la cytométrie
quantitative dans l'approche du phénotype fonctionnel cellulaire, cet article se
propose de présenter les différentes situations de la pathologie vasculaire dont la
compréhension de leur pathogénie pourrait bénéficier de cette nouvelle approche
méthodologique. |l est rappelé, dans un premier temps, l'implication des différents
acteurs cellulaires intervenant dans ce cadre pathologique et en particulier, les
leucocytes, les plaquettes et des cellules endothéliales. L'ensemble de ces cellules
agissent selon un modeéle de régulation similaire en modifiant leur "phénotype
adhérent" via la régulation de I'expression de leurs récepteurs d'adhérence. Cette
régulation, mise en ceuvre par un ensemble complexe de médiateurs systémiques,
leur permet d'orienter leurs lieu et mode d'action. La dysrégulation de cet équilibre
subtil peut étre a l'origine d'un état thrombotique.

Dans ce travail, il est ainsi abordé différents aspects de la pathologie
vasculaire : les accidents ischémiques coronaires (angor instable et infarctus du
myocarde), l'angioplastie coronaire transluminale, les angiopathies diabétiques, la
pré-éclampsie gravidique. Ces situations sont toutes associées a une dysrégulation
cellulaire et il est montré comment la cytométrie quantitative pouvait présenter une
nouvelle approche de la mesure du "profil phénotypique d'activation” cellulaire. De
plus, la cytométrie quantitative permet de proposer une méthode de surveillance de

nouveaux agents thérapeutiques dirigés contre ces récepteurs d'adhérence.
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RESUME :

Pathologie vasculaire et activation cellulaire : exploration du
phénotype cellulaire adhérent par cytométrie en flux quanti-
tative.

La pathogénese des maladies vasculaires athéromateuses et
thrombotiques fait intervenir aussi bien des facteurs rhéologiques
que des mddiateurs solubles ou des éléments cellulaires. Les études
cherchant 4 établir des corrélations entre facteurs plasmatiques.
contraintes de cisaillement et risque ischémique laissent encore des
points obscurs. Les moyens d’exploration récents soulignent le rote
ceflulaire déterminant. Ainsi les cellules modulent ['expression
membranaire des molécules dadhérence, ce qui leur permet de
dialoguer de fagon homo ou hétérotypique. La quantification des
molécules d'adhérence a la surface des plaquettes, leucocytes et
cellules endothéliales permet une évaluation de leur « profil phé-
notypique adhérent ». La cytométrie quantitative, utilisant des
calibrants sous forme de billes greffées en quantité connue d’immu-
noglobulines, est. de par ses possibilités d'analyses multiparamé-
triques. couplée a la spéciticité des anticorps monoclonaux, tout a
fait adaptée pour quantifier les antigénes membranaires. L évalua-
tion du profil adhérent a la surface des cellules impliqudes dans les
maladies vasculaires permet de corréler ce phénotype au risque
ischémique dans des pathologies ou circonstances telles que I'angor
instable, l'infarctus du myocarde. la réalisation d'angioplasties. le
diabete sucré ou la pré-éclampsie. De plus, la quantification permet
la surveillance de nouveaux agents thérapeutiques dirigés contre les
molécules d'adhérence.

Mots-clés : Pathologie vasculaire. Molécules d’adhérence. Cyto-
métrie quantitative.

ABSTRACT @

Vascular disease and cell activation : exploration of cell adhe-
sion phenotype by quantitative flow cytometry.

The puthogenesis of atheromatous and/or thrombotic vascular
discases involves rheological parameters, soluble mediators and
cellular agents. The many studies that have tried to establish
correlations between plasma factors, shear stress and the risk of
ischemia have left some questions unanswered. Current exploration
methods are now focusing on the determining role ot cells.
Activated cells express adhesion molecules on their membranes.,
which allow to communicate in a homo- or heterotypical manner.
Quantifying adherence molecules on the surface of platelets,
leukocytes and endothelial cells provides an assessment of the
“adhesive phenotypical profile™. Quantitative cytometry, using beads
coated with a known amount of immunoglobulins as calibrators, is
perfectly suited. through its multiple parameter analyses and the
specificity provided by monoclonal antibodies, for the quantification
of membrane antigens. Measuring the adhesive profile on the
surface of cells that are implicated in vascular disease makes it
possible to correlate that phenotype to the ischemic risk in such
diversified pathologies or circumstances as intermittent angor,
myocardial infarction. angioplasty. insulin-dependent diabetes or
pre-eclampsia. In addition, that quantitication permits monitoring
the action of new therapeutical agents targeting adherence mol-
scules.

Kev-words : Vascular disease. Adherence molecule. Quantitative
cytometry.

Comwmnunicatiop présentée & la Session d'Hémorhdologie clinique sur
« Les traitements  hémorhdologiques en pathologie vasculaire » au
XXXII¥ congrés du College Frangais de Pathologie Vasculaire » (Paris, le
18 mars 1998).
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2 VLATGER

INTRODUCTION

La fluidite sanguine physiologique est assurée par un
subtil équilibre entre cellules endothéliales, cellules cireu-
lantes (plaguettes, leacoeytes, hématies), et tacteurs plas-
miatigues. La pathologic vasculaire résulte d"une perturba-
tion d'un ou de plusicurs éléments de ce tryptique.

Les différentes cellules en présence communiguent
entre elles par un réseau complexe de signaux de nature
soluble ou par des jeux de reconnaissances cellulaires
homotypiques et/ou  hétérotypiques assurées par une
mosaique de récepteurs membranaires, Les cellules modu-
lent I"expression de ces moléeules d'adhérence selon leur
fonctionnalité. La détermination de leur phénotype par
quantitication des molécules d adhérence permet d’obte-
nir une évaluation de leur état d'activation et de leur
potentialités réactives, et d apporter des arguments sur le
role des cellules vasculaires et circulantes dans la genese
des maladies vasculaires.

Ce travail entend se focaliser sur les molécules dadhé-
rence exprimdées par les cellules endothéliales, les plaquet-
tes et les neutrophiles, lors de leur activation. Apres un
rappel descriptif sur les molécules d'adhérence, nous
décrirons la méthodologie adaptée a leur quantification
par cytométrie en flux et rapporterons I'intérét de |'explo-
ration des phénotypes adhérents dans la pathologie vascu-
laire.

ACTIVATION CELLULAIRE ET
PHENOTYPE ADHERENT

ACTIVATION PLAQUETTAIRE ET PHENOTYPE ADHERENT

Les tests explorant les fonctions plaquettalres étudient
principalement leur adhésion a la paroi vasculaire, 'acti-
vation plaquettaire. la sécrétion des constituants intragra-
nulaires, "agrégation plaquettaire, ainsi que les activités
procoagulantes par réarrangements phospholipidiques
membranaires (59) et génération de microparticules
(1, 45). Les moyens d’exploration dont nous disposons
actuellement comprennent la numération plaquettaire.
I'analyse morphologique sur frottis sanguin, le temps de
saignement, les tests d'agrégation, ainsi que ['étude de
I"activation plaquettaire in vivo représentée par la mesure
plasmatique de la (3-thromboglobuline, de la P-sélectine
soluble (d'origine plaquettaire et endothéliale), du throm-
boxane A2 et de ses dérivés urinaires (23). Le manque de
sensibilité et/ou de spécificité de ces mesures, I'impossi-
bilité¢ a discriminer les sous-populations présentant des
états d'activation diftérents, les problémes méthodologi-
ques rencontrés (préparation des cellules pouvant entrai-
ner des activations in vitro artéfactuelles, utilisation de
radiomarqueurs) et leur pertinence clinique mal établie ont
amené a chercher de nouveaux tests fonctionnels comme
la quantification des glycoprotéines membranaires par
cytométrie en flux, avant et aprés stimulation appropriée
(2, 7. 22,37, 54).

Pour exercer leurs fonctions, les plaquettes modulent
I'expression de leurs molécules d’adhérence, structures
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glycoprotCiques feur permettant dinteragir avee d'autres
cellules, des protéines plasmatiques ou des composds de fa
matrice sous-endothéliane. A la suite de Fadhdsion des
plagquettes aux structures sous-endothéliales, ¢tape impli-
quant Pinteraction de Lo GPIb-1X (49) & son ligand (mul-
timeres du facteurs von Willebrand), les plaquettes sont
activdes. Cette activation est caractérisée par des change-
ments morphologiques, des phénomenes séerétoires et des
remaniements de 'expression des glycoprotéines. /. La
diminution du complexe GPIb-1X (CD42b/62) conséeu-
tive & un phénomene d'internalisation membranaire (34-
38). 2. la ndo-expression membranaire de la sélectine
CD62P (GMP-140; «platelet activation-dependent
granule-external membrane » : PADGEM) par fusion des
granules « avec le systéme canaliculaire connecté a la
membrane plasmique et 3. "augmentation de I'expression
membranaire des complexes GPIIb/HIa (CD41/61) asso-
cide a un changement conformationnel (27, 34, 42, 43)
constituent les principales variations caractérisant le phé-
notype plaquettaire adhérent (22, 53, 54). La détermina-
tion de ce profil membranaire duns le domaine de la
pathologie vasculaire par cytométrie quantitative a "aide
d’un panel d’anticorps spécifiques de ces glycoprotéines
(anti-GPIb-IX, anti-GPIIb-Hla conformation au repos.
anti-GPIIb-1lTa conformation activée : anticorps PACI,
anti-CD62P) renseignent sur ['état d'activation des pla-
quettes.

ACTIVATION LEUCCOCYTAIRE ET PHENOTYPE ADHERENT

Les interactions adhésives hétérotypiques leucocytes-
cellules endothéliales sont assurées par des molécules
d’adhérence complémentaires intervenant selon un phéno-
mene en cascade parfaitement orchestré (3, 11, 41).

Le polynucléaire circulant (PN) rentre en contact de
facon aléatoire avec les cellules endothéliales activées,
exprimant alors un phénotype pro-thrombotique ; la résul-
tante des forces de cisaillement appliquées par le flux
sanguin et des forces d'adhérences hétérotypiques aboutit
a un ralentissement associé a un roulement lent du leuco-
cyte sur la paroi endothéliale. Cette premiére étape impli-
que linteraction entre d'une part les sélectines leucocy-
taires (CDG62L) qui ont pour ligand les sialomucines
fucosylées et sialylées (sialyl Lewis*) endothéliales
(GlyCAM-1, CD34, MadCAM-1: Mucosal addressin
Cell Adhesion molecule-1) et d’autre part les sélectines
endothéliales (P-sélectine : CD62P, E-sélectine : CD62E)
qui reconnaissent leur récepteur leucocytaire (mucine
PSGL-1 : « P-sélectine glycoprotéine ligand »). De nom-
breux stimuli de la réaction inflammatoire (cytokines,
chémokines, facteurs de croissance) peuvent alors exercer
leurs actions. Ils induisent des changements quantitatifs et
qualitatits des molécules impliquées dans cette interac-
tion : d'une part, une diminution de |'expression membra-
naire de la L-sélectine, suite au clivage de la partie extra-
membranaire par une protéase endogene et d'autre part.
une augmentation de celle des intégrines consécutive a la
mobilisation du compartiment intra-cellulaire, par translo-
cation, des glycoprotéines contenues dans les granulations
spécifiques, vers la membrane. Ces deux variations ont
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pour linalité une diminution du recrutement de feucoeytes
dans le but d'éviter Femballement de L réaction cetlulaire
ctde permettre Padhdrence ferme et détinitive des PN aux
cetlules endothéliales. Cette interaction implique les 3,
intégrines  leucocytaires,  structures  hédrodimérigues
(CD1Ta-c/CDIR) qui répondent & leurs ligands endothd-
liwux, les « interectlutar cell adhesion molecules-1 et -2 »
UHCAM-1 et 2y et les « vascular cell adhesion molecule- »
(VCAM-1) membres de Ta supertamille des immunoglo-
bulines. Ainsi recruté, Ie PN peut entamer sa migration
trans-endothéliale (ou diapédeése) ct Stre atiré par des
facteurs chimiotactiques vers sa cible.

L*évaluation des molécules d'adhérence a la surface
des PN, donne des renseignements sur leur état d activa-
tion et d adhésivité (26).

ACTIVATION ENDOTHELIALE ET PHENOTYPE ADHERENT

Sollicité par un environnement particulier. 1'endothé-
lium réagit en acquérant un phénotype prothrombotique. II
devient capable d'exprimer des récepteurs d'adhérence
pour les plaquettes au pdle apical des cellules (4) ainst que
les ligands des molécules d’adhérence leucocytaires (58).
La perte des propriétés antiplaquettaires, anticoagulantes
et profibrinolytiques crée un état favorable 3 la survenue
d'un événement thrombotique. L’activation des cellules
endothéliales est multifactorielle (56) : /. les lipoprotéines
LDL oxydées, accumulées dans Vintima. induisent
I'expression d’une molécule dadhérence endothéliale
{non encore identifiée) permettant ["adhésion des mono-
cytes: 2. les cytokines pro-inflammatoires, le « tumor
necrosis factor a » (TNFa). 'interleukine | (IL-1) ou
U'interféron v sont de puissants activateurs des cellules
endothéliales ; 3. des agents infectieux intracellulaires a
tropisme vasculaire (virus de la famille Herpes. virus de
U'immunodéficience humaine de type I. Chlamydie.
mycoplasmes) peuvent infecter les cellules endothéliales
et participer a 1'augmentation de 1'adhérence leucocytaire
par expression membranaire de néoglycoprotéines prove-
nant des micro-organismes (15) ; 4. les forces hémodyna-
miques, en particulier les faibles forces de cisaillement ou
celles a cisaillement oscillatoire induisent in vivo 1'adhé-
rence des monocytes a ['endothélium. Ces facteurs vont
stimuler 'expression de molécules d’adhérence leucocy-
taires, ICAM-1. ICAM-2. P- et E-sélectines et VCAM-1.
Le processus athéroscléreux semble faire intervenir dans
I"adhérence aux cellules endothéliales, les cellules mono-
nuclées exclusivement, via les molécules VCAM-1 et
P-sélectine.

QUANTIFICATION PAR CYTOMETRIE EN FLUX

La cytométrie en flux permet de mesurer sur un grand
nombre de cellules en suspension (10000 et plus) la
présence de marqueurs membranaires et/ou cytoplasmi-
ques par I"utilisation d anticorps monoclonaux spécifiques
couplés a des fluorochromes. Apres repérage de la popu-
lation & analyser selon des parametres morphométriques
(taille, granulométrie). un histogramme monoparamétré
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de T luorescence émise permet de mesurer Fintensité de
Huorescence,  cette dernicre éant proportionnelle
Fexpression antigdénigue, en condition saturante d"anti-
corps. Les rdsultats sont exprimés soit en nombre de
cellules positives par rapport & un contrdle isotypique,
pour un marqueur donné (sans discrimination des popula-
tions possédant des expresstons antigéniques différentes),
soit en moyenne d'intensité de fluorescence (MIF). Ces
deux méthodes permettent d apprécier des variations anti-
géniques mais comportent un degré de variabilité des
résultats introduit par des fluctuations des parametres de
lecture de la fluorescence (hétérogéndité des cytometres et
des réactils, absence d'attitude consensuelle pour la cali-
bration des appareils et des anticorps, anticorps ne recon-
naissant pas les mémes épitopes d'un antigene donnd,
comportement  mono/bivalent, variations du  rapport
fluorochrome/protéine). De plus, cette mesure est relative,
propre & chaque laboratoire, puisqu’elle est etfectuée de
fagon arbitraire, en considérant négatives les cellules
n'ayant pas une fluorescence supéricure A celles marquées
a laide d'un réactif de contrdle négatif (14).

Ce manque de reproductibilité intra- et inter-analyses a
justifié I"utilisation de calibrants de fluorescence (10, 14,
46, 47). Diftérentes trousses de calibrants sont actuelle-
ment commercialisées : certains calibrants possedent un
fluorochrome inclus de fagon hermétique dans la masse du
latex (Imunobrite, Coultronics ; Sphero Rainbow, Phar-
mingen) : d'autres reproduisent I’échafaudage molécu-
laire du systeme de détection utilisé (Quantum Simply.
Stgma : Qifikit, Dako). Alors que ces billes de calibration
citdes mesurent en moyenne 10um de diametre. une
trousse (CytoQuant Platelet, Stago) (8) comporte des
billes de 4um adaptées & la quantification des glycopro-
téines plaquettaires. Les calibrants Qifikit et Cytoquant
sont constitués de billes de latex simulant les cellules,
recouvertes de quantités déterminées et croissantes d’anti-
corps monoclonaux (AcMx). Elles sont incluses dans les
protocoles d immunofluorescence indirecte au moment de
I"incubation avec le réactif secondaire relevant (fragment
F(ab™)2 couplé au fluorochrome). L analyse de la MIF de
chaque population de billes permet de tracer la droite
d"étalonnage reliant les MIF au nombre d"AcMx fixés par
cellule (fig. 1). En condition saturante, le nombre d’ AcMx
fixés est considéré proportionnel au nombre d"antigénes
{enrespectant la stoechiométrie des réactions antigéne/anti-
corps primaire et anticorps primaire/anticorps secondaire
égale 4 un et en utilisant des anticorps au comportement
monovalent). Ainsi, pour chaque population cellulaire
analysée. la MIF (unité arbitraire et relative) est convertie
en nombre de sites antigéniques par cellule (unité abso-
lue). Le nombre d"AcMx fixés peut étre considéré comme
représentatif du nombre réel de sites antigéniques, dans les
conditions stoechiométriques déterminées.

Ces étalons permettent la calibration des cytometres, la
surveillance de leur stabilité au cours du temps, la stan-
dardisation de la tecture de la fluorescence et par consé-
quent améliorent la qualité des mesures. La spécificité de
ces tests est conditionnée par celle de ['anticorps mono-
clonal utilisé. Le seuil de sensibilité de cette quantification
est actuellement de | 000 molécules d'anticorps par cel-
lule et 'intervalle de mesure est de 1 000 a 1 000 000.
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FIG. . -~ Courbe de calibration des billes (Qifikit®). Le nombre de
moldcules d'immunoglobuline fixdes est déduit de Uintensité
moyenne de Huorescence de I"échantilion.

Calibration curve of beads (Qifikir®). The munber of
bound immunoglobulins molecules is deduced from the mean
intensity of fluorescence.

Un intérét principal apporté par l'utilisation de cette
méthodologie est la possibilité d'analyser une population
cellulaire & partir de sang total. Il est bien décrit dans la
littérature que les conditions pré-analytiques influencent
les résultats d'expression antigénique aussi bien pour les
leucocytes (30-32) que pour les plaquettes (38). L'analyse
de sang total donne des mesures qui sont un reflet direct de
["état d’activation physiologique et la cytométrie quanti-
tative peut prétendre au rang de test fonctionnel clinique
pour les cellules circulantes. Par ailleurs, les cellules
analysées peuvent étre incubées en présence d'inducteurs
physiologiques : les variations d’expression antigénique
observées sont alors un reflet du potentiel réactif des
cellules. Cette méthodologie permet une nouvelle appro-
che de la réactivité cellulaire in vitro. Les applications
actuelles concernent essentiellement les plaquettes. les
teucocytes et les cellules endothéliales.

Dans notre étude. des molécules d’adhérence ont éié
quantifiées a la surface de PN humains, a I'état basal et
aprés activation par un facteur chimiotactique, le formyl-
methionine-leucine-phénylalanine (fMLP) et par un sti-
muli pro-inflammatoire. le « tumor necrosis factor « »
(TNFa). Cette quantification a été réalisée a l'aide du
calibrant Qifikit (Dako). Les valeurs obtenues, avant et
apres stimulation sont mentionnées dans le tablean .
L'activation par les stimuli pro-inflammatoires entraine
d'une part une diminution franche de CD62L, consé-
quence d'un clivage de la partie extra-membranaire, ren-
dant le néoépitope non reconnaissable par |'anticorps et
d'autre part une élévation franche des [3, intégrines
{(consécutive a la mobilisation du pool intracellulaire par
translocation des protéines & la surface membranaire). Les
multiples études menées sur ces molécules leucocytaires
étaient jusqu'a ce jour exprimées en intensité moyenne de
fluorescence et ne pouvaient donc étre comparées du fait
de I'hétérogénéité des procédures d'analyse et des diffé-
rentes caractéristiques techniques des cytometres. La
quantification permet de se soustraire des variations lides a
la lecture de la fluorescence.
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Uatear L= Niveauy dhexpressions des molecules dadherence i
Lk surtice de polynucleaires neutrophifes (PN) isoles, avant ¢t
apres activation par fe Tormy l-méthionime-leucine-phénylalanine
NPy et par e <tumor necrosis factor o » (PNEF@), obtenues
par cytometrie quantitative, pour des [moins normaux, ¢xpri-
mdes en o nombre dTACMx Hikés < 10 par cellule
tmoyenne £ écart-typel.

Expression level of ixolated polvmaorphonuclear cell-
surface adhesion molecules, before and after activation by
N-formyl-metionyl-lenexl-phenytatanine (fMLP) or by ey
neerosis factor (PNEF) by quantitative flow extomerry, for
normal subjects, expressed by number of maoleculey x [ per
cell (mean ® standard deviation).

PN stimulds
par le TNFa

PN stimulds
par fe PMLP

PN «non
stinulds »

CDho62L 33+ 10 2+ 1£05
CDlla It [5+4 8+
CDIIb 41 %9 112+29 31 £23
CDllc S5t 13+4 +2
CDIs 716 72£23 437

L’étude de Bikoue A. er al. (10) tait référence dans le
domaine de la quantification leucocytaire puisqu’il est
mesuré, & ["aide de I'étalon Qifikit (Dako). les principaux
antigénes de membranes a la surface des sous-populations
leucocytaires (lymphocytes. monocytes, PN). Les valeurs
trouvées pour les principales molécules d"adhérence a la
surface des PN sont indiquées duns le tableau II. Les
différences de résultats trouvées entre ces deux études
peuvent étre attribudes a des facteurs pré-analytiques
(échantillonnage. heure de prélevement. méthodes de pré-
paration des cellules) et/ou analytiques (anticorps d origi-
nes commerciales différentes, protocole d'immunomar-
quage, conditions d’analyse). Une meilleure connaissance
de la cartographie épitopique, de la spécificité et de 1affi-
nité des anticorps permettrait de cibler les anticorps les
plus pertinents. La reproductibilité inter-laboratoires ne
pourra étre obtenue que par la réalisation détudes multi-
centriques incluant des attitudes consensuelles dans les
protocoles de préparation et de lecture des éléments cel-
lulaires. A cette condition, les résultats pourraient consti-
tuer des valeurs indicatives « de référence » lors d'études
cliniques concernant les molécules d’adhérence a la sur-
face des leucocytes dans des domaines pathologiques
comme I'inflammation, 1'athérosclérose ou la thrombose.

La trousse adaptée a I'analyse des glycoprotéines pla-
quettaires (8) se propose par une technique d’immuno-
fluorescence indirecte sans lavage de mesurer les glyco-
protéines (GPIlIb/llla, GPIlla, GPIb, P-Sélectine) a la
surface des plaquettes a I'état basal (recueillies en pré-
sence d'anticoagulant citrate) et d'étudier leur réactivité
en présence d'inducteur de I'activation (« thrombin recep-
tor agonist peptide » : TRAP). Les valeurs usuelles sont
indiquées dans le tableau IIl. Par ailleurs, une trousse
récente « Biocytex GPIIb/Illa Occupancy » (9) est desti-
née A I'étude pharmacologique des anti-plaquettaires de
type anti-GP-IIb/Ila. Elle permet, par une méthode
d'immuno-compétition, d'évaluer le taux d'occupation
d’anticorps & visée thérapeutique (42).

Concernant les cellules endothéliales, le probleme est
tout autre puisque leur nature adhérente implique la néces-
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Tt eat = Niveau dexpression des molecules dadhdsion 3 la
surface des ditférents leuacocytes, obtenues par oy tennétric quan-
bty e pour une série de iémoins normau, exprinmées ¢n nombre
de maléeules < 10 par (cellule moyenne £ éeart-type) (daprs
Bikoue ¢f al)

Expression level of leukocvtes cell-surface adhesion
molecules, by quantitative flow cvtometry, for mmuu/ subjects.
expressed by monber " of  molecules” x 107 per - eell
tmean ® standard deviation) (from Bikoue et al.).

Lymphocytes Monocytes Polynucléaire

neutrophile
CD!1a 33+ 13 5816 R )
CDllb 1246 52+ 138 45 +20
CDllc <1 20 %7 16
CDI8 36+ 11 93+ 19 49+ 15

TaBLEALU [II. - Expresion des glycoprotéines plaquettaires obtenues
par cytométrie quantitative pour une série de témoins normaux,
avant et apres acuv‘mon par le TRAP, exprimées en nombre de
molécules x 10? par cellule (moyenne * écart-type) (d'aprés
Besson er al.).

Expression of platelets glycoproteins, by quantitative
flow cvtomertry, for normal subjects, before and after activation
by TRAP. expressed by number of molecules x 107 per cell
(mean £ standard deviation) (from Besson et al.).

Etat basal Profil d'activation
par le TRAP
Gplib/llla (CD41a) 42£12 6317
Gplb (CD42) 34+9 148
Gpllla (CD61) 51+9 66 £ 14
GMP140 (CD62P) < 0,5 >

sité de les détacher par des moyens chimiques et enzyma-
tiques (trypsine-EDTA, héparine), ces derniers pouvant
alors altérer certains épitopes (40). 1l est envisageable
d'étudier les cellules endothéliales circulantes mais les
problémes posés sont d ordre technique (comptage d"élé-
ments rares) et d'ordre clinique (interprétation de leur
phénotype).

En conclusion, la cytométrie quantitative réalisée a
partir de sang total apporte de nombreux avantages métho-
dologiques (38, 47).: réalisation d’analyse a partir de sang
total minimisant les variations artéfactuelles liées aux
étapes de préparation, quantité de sang nécessaire faible
(< | ml) autorisant de prélever des nouveau-nés, facilité et
rapidité de réalisation permettant d’apporter un élément
du diagnostic en temps réel. détermination de I"état d'acti-
vation in vivo et des potentialités de réactivité cellulaire in
vitro, analyse simultanée de plusieurs récepteurs par utili-
sation de fluorochromes ditférents, possibilité de discrimi-
ner des sous-populations cellulaires exprimant des
niveaux d’activation différents. analyse en parallele des
caracteres morphométriques des cellules, grande sensibi-
lité liée a la capacité du cytometre d'analyser un grand
nombre de cellules et importante spécificité liée au choix
des anticorps monoclonaux. L inconvénient majeur réside
dans le fait que le sang total ne contient que les cellules
activées circulantes mais n’est pas représentatif des cellu-
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les restant adhérentes d fa paroi vasculaire ou aux circuits
de circulution extracorporelle.

Par ailleurs, la cytomdtric en flux n"apporte que des
renscignements quantitatits, sur fes niveaux d'expressions
antigéniques. La cytomdétrie  par analyse  d'images
(microscopic confocale. microscope & sectionnement opti-
que) offre la possibilité d'obtenir des renscignements
topographiques ct cartographiques sur la distribution des
différentes moldeules d'adhdsion & la surface et/ou dans
les cellules. Elle permet aussi d"apporter une solution 2
I"dtude de cellules adhérentes comme les cellules endothé-
liales en culture ou prélevées in vivo. L'étude conjointe
des molécules d adhérence par cytométrie en flux et par
analyse d'images apportera certainement des données plus
proches de la physiologie cellulaire, avec pour limites
incontournables les variations pré-analytiques entrainant
des activations cellulaires artéfactuelles lides a la nature
des préparations et conservations cellulaires.

PATHOLOGIES VASCULAIRES ET
PHENOTYPE ADHERENT

ACCIDENTS [SCHEMIQUES CORONAIRES : ANGOR
INSTABLE ET INFARCTUS DU MYOCARDE

La pathogénése des accidents ischémiques coronaires
implique aussi bien les plaquettes (19), les PN (17). que
les cellules endothéliales (20).

Des angioscopies réalisées lors de ces pathologies coro-
naires ischémiques révelent la présence de thrombi arté-
riels riches en plaquettes. De nombreux auteurs ont décrit,
durant des accidents cardio-vasculaires ischémiques, une
activation plaquettaire. a t'aide des marqueurs plasmati-
ques (18) ou de la détermination du phénotype adhésif (6).
De plus. des traitements anti-plaquettaires ont montré leur
efficacité dans la prévention de cette pathologie.

Concernant les leucocytes, depuis la corrélation entre le
taux élevé de leucocytes et le risque de survenue de
pathologies ischémiques cardiovasculaires ¢tablie par
Ernst et al. en 1987 (17), les hypotheses avancées sur le
role des leucocytes consistent en une activation leucocy-
taire avec libération de substances toxiques induisant des
altérations endothéliales et une accumulation intra-
vasculaire d'agrégats de leucocytes activés, oblitérant les
capillaires.

Des 1993, Servi et son équipe mettent en évidence une
augmentation des molécules d’adhérence a la surface des
PN et monocytes dans 1"angor instable (33); en 1994 la
pathogénese de la thrombose des arteres coronaires est
assimilée a 1'inflammation (5). Sur ces constatations,
Servi et al. menent une étude sur les corrélations cliniques,
angiographiques et I'activation leucocytaire dans ’angor
instable ; il note une augmentation de l'expression de
CD!ib/CDI18 a la surface des PN prélevés & partir du
sinus coronaire et non sur ceux prélevés a partir du sang
périphérique (52). Cette élévation est d'autant plus mar-
quée que |’analyse est proche d’'un épisode angineux, ce
qui contorte I'hypothese selon laquelle 1"état d’activation
leucocytaire reflete la récurrence des phénomenes isché-
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migues et non état inflammatoire rencontrd dans fa malka-
die coronaire ischémique,

L ischémice myocardique, observée dans Minfarctus du
myocarde, évolue vers la néerose, réduite par Papport
dun traitement thrombolytique appliqué le plus précoce-
ment possible ; ce dernier permet une repermdabilisation
du vaisscau oblitéré ¢t ainsi une repertusion du tissu
sous-jacent. LoefTet spectaculaire de ce traitement admi-
nistré depuis 1930 s'est vu grevé d'une myjoration des
Iésions myocardiques par [a réaction inflammatoire pré-
sente lors de [a phase de reperfusion (24, 44, 48). En etfet.
lors de cette phase, on observe une accumulation de PN, le
taux maximal ayant été observé lors de la premicre heure
de reperfusion. I se forme des agrégats de PN, réduisant la
pression de perfusion des capillaires myocardiques, ainsi
quune augmentation de 1'adhésion des PN aux cellules
endothéliales ; le tout aboutissant 4 la formation de bou-
chons dans la microcirculation et contribuant au mauvais
rétablissement d'un flux physiologique. A ce phénomene
rhéologique, s'ajoute un état d'activation des PN engendré
par les nombreuses substances libérées par les tissus
endommagés, en état de souffrance : C3a. leucotrienes.
« platelet activating factor » (39) et cytokines (IL-1, TNF,
IL-6). Cette activation se traduit par la sécrétion de leur
puissante batterie d’enzymes tueuses et dégradatives
(radicaux libres oxygénés. protéases), nuisibles pour les
performances du tissu myocardique.

La compréhension de ce phénomene a permis d’élabo-
rer toute une série d agents atténuant la réaction leucocy-
taire trouvée lors de la reperfusion. Parmi eux, I'inhibition
de I'adhésion inter-cellulaire par des anticorps bloquants
anti-molécules d’adhérence, utilisée avec succes chez des
modeles animaux (55).

L'exploration du phénotype adhérent endothélial en
tant que marqueur d'activation a permis de suggérer que
les cellules endothéliales de la plaque athéromateuse sont
dans un état activé, sans aucune effraction. et de dévelop-
per la notion de «dysfonctionnement endothélial »
comme fondement du développement de 1'athérosclérose
(20). Ainsi I'endothélium activé ou dysfonctionnel, inter-
vient dans la geneése de 1'athérosclérose par |'accumula-
tion des LDL dans I'intima a ['origine des dépdts lipidi-
ques, par sa capacité 4 enclencher le recrutement et
provoquer I'adhérence des monocytes circulants, dans
I'accumulation des macrophages dans I'intima et par ses
propriétés vdsomotrices, dans le vasospasme.

En conclusion, la réalisation d'études prenant en consi-
dération la détermination des phénotypes adhésifs pla-
quettaires et leucocytaires en association avec les caracté-
ristiques cliniques permettront de suivre ["évolutivité de la
pathologie .vasculaire. de mieux évaluer les états
préthrombotiques (38) et d’identifier les patients qui pour-
raient bénéficier des thérapeutiques bloquant I'agrégation
plaquettaire (12) et/ou I'accumulation de leucocytes.

ANGIOPLASTIES CORONAIRES TRANSLUMINALES ET MISE
EN PLACE DE STENTS

Les gestes d angioplasties et les poses de stent intraco-
ronaire sont partois compliqués d'accidents thromboti-
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ques. Gawaz e al. ont analysé le phénotype adhdrent
plaquettaire (GPIb-1Ta, P-sélectine) et la génération de
microparticules chez des patients présentant un infarctus
du myocarde bénéliciant d"une angioplastie coronaire per-
cutande transluminale : apres une diminution de I'expres-
ston de ces marqueurs membranaires concomitante i une
diminution du nombre de plaquettes et a une augmentation
de lu géndration de microparticules observée 8 heures
apres angioplastie, les variations s'inversent dans les
24-48 heures (21). Plusicurs explications sont apportées 2
cette apparition différée des plaquettes activées trouvée
par d'autres auteurs (43) : recirculation de plaquettes acti-
vées lors de la formation du thrombus, persistance de
plaquettes faiblement activées alors que celles fortement
activées seraient détruites, saturation du systeéme phago-
cytaire mononucléé. Des études récentes (16, 50) ont mis
en évidence une corrélation entre le pourcentage de pla-
quettes activées avant et apres angioplastie et la survenue
d’accidents ischémiques coronaires.

La pose de stent est aussi connue pour entrainer une
activation plaquettaire ; son étude par les marqueurs mem-
branaires permettra de mieux évaluer le risque thrombo-
tique et ainsi de mieux déterminer |'association efficace de
traitements anti-plaquettaires lors de la réalisation de ce
geste (51).

ANGIOPATHIES DIABETIQUES

Les complications vasculaires présentes chez les
patients diabétiques sont probablement multifactorielles
dont une activation plaquettaire (57) ainsi que celle des
PN comme I’a montré Delamaire et al. qui met en évi-
dence une augmentation de I'expression des molécules
d’adhérence CDI1lbet CDllc a la surface des PN chez 61
patients diabétiques exempts d'infection (13).

GROSSESSE ET PRE-ECLAMPSIE

La pré-éclampsie est une complication potentielle de la
grossesse, qui associe une hypertension artérielle, des
oedémes et une protéinurie. L’ischémie placentaire se
traduit par une augmentation focale de la concentration en
peroxydes  lipidiques, déséquilibrant la  balance
prostacycline/thromboxane. L’hyperproduction de pero-
xydes lipidiques, de thromboxane ou de cytokines pourrait
participer aux atteintes vasculaires observées au cours de
ce syndrome. Les perturbations du métabolisme des lipo-
protéines, notamment I’augmentation des lipoprotéines de
tres basse densité (VLDL) et I’oxydation des lipoprotéines
de basse densité (LDL) par les radicaux libres, pourraient
participer aux dysfonctions endothéliales (29). En effet les
LDL et les LDL oxydées activeraient les PN qui pour-
raient participer par leurs radicaux libres et leurs protéases
A I'oxydation et aux modifications des lipoprotéines cir-
culantes. Les LDL oxydées favorisent, au niveau endothé-
lial, Pexpression des molécules d’adhérence, comme le
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VECAM-I, qui est augmentée au cours de la pré-
Sclampsic. Les LDL oxyddes favorisent  ¢galement
["expression des réeepteurs CDI1IB/CD18 des neutrophi-
les, responsables de leur adhésion aux cellules endothélia-
les.

Par ailleurs, Janes et al. ont moatré que la présence de
plaquettes activées est un facteur de risque de survenue de
cette complication chez la femme enceinte (25).

CONCLUSION

La détermination du phénotype adhésif 4 la surface des
cellules impliquées dans le domaine vasculaire permet de
disposer d’une nouvelle approche in vivo et in vitro pour
explorer la pathogénese de la pathologie thrombotique. La
cytométrie quantitative, de part son caractére multipara-
métrique et sa facilité d’utilisation semble tout a fait
adaptée a ’exploration du profil adhésif des cellules cir-
culantes. L’étude des cellules endothéliales pourrait béné-
ficier de la cytométrie par analyse d’image qui apporte des
données de répartitions spatiales sur des cellules en cul-
ture. Pour I’avenir, il est nécessaire de multiplier les études
dans différentes directions (pathologie coronaire et mala-
die veineuse périphérique) afin d’établir des corrélations
entre la présence de cellules exprimant un phénotype
adhérent et le risque thrombotique du patient, d’affiner la
détection de patients a fort risque prothombotique et de
mieux surveiller 'évolutivité de leur maladie. Par ailleurs,
I'utilisation de la cytométrie en flux quantitative permet
d’évaluer I'efficacité des nouvelles thérapeutiques diri-
gées contre les molécules d’adhésion.

Rudolph Virchow décrivait en 1856 les trois piliers de
la pathologie vasculaire : stase, hypercoagulabilité san-
guine, lésion vasculaire. De nos jours ne pourrait-on pas
compléter par une conception plus cellulaire de I'hémos-
tase et de la thrombose en évoquant la triade plaquette,
leucocyte et cellule endothéliale ?
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L'activation des PNN impligue un ensemble complexe de réactions
morphologiques et biochimiques aboutissant, entre autres, a l'acquisition d'un
phénotype adhérent aux cellules endothéliales afin d'étre recruté pour réaliser la
diapedése et migrer vers le site inflammatoire. Ce phénotype adhérent correspond a
un réarrangement des récepteurs d'adhérence qui implique des variations
quantitative et spatiale. En effet, il est décrit pour les B, intégrines, d'une part, une
augmentation rapide de leur expression membranaire consécutive a la mobilisation
du compartiment intracellulaire par translocation vers la membrane et, d'autre part,
leur redistribution au sein de la bicouche lipidique avec regroupement ou "cluster”
conduisant a une augmentation de ['avidité et affinité pour leur ligand. Si la
cytométrie quantitative est parfaitement sensible aux variations quantitatives, une
autre approche est nécessaire pour explorer ces redistributions spatiales. La volonté
de connaitre l'ensemble des phénomeénes impliqués lors de ['activation de ces
récepteurs nous a conduits a les explorer par microscopie a fluorescence 3D a
sectionnement optique. Il a été ainsi montré, sur des PNN analysés apres
prélevement, trois types de distribution : une répartition homogéne sous forme de
spots repartis sur toute la surface pour 80% d'entre eux, une distribution en couronne
autour du plus grand diamétre pour 10-15% d'entre eux et une répartition polaire
pour moins de 10% d'entre eux. Ces trois états correspondent probablement a une
activation artéfactuelle débutante in vitro. L'activation des PNN par le TNFa est
associée a un regroupement polaire aléatoire pour I'ensemble des PNN. Ainsi, ce
travail montre que si la cytométrie quantitative permet déja d'avoir une approche
fonctionnelle de [I'état d'activation leucocytaire en mesurant les changements
quantitatifs, I'exploration compléte du phénotype adhérent devrait également prendre

en compte les redistributions spatiales.
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Abstract, Receptors such as CD62L and CD11b/CD18, are transmembrane glycoproteins which regulate leukocyte adhesive
phenotype. Flow cytometry (FCM) makes it possible to assess a characterization of the cell activation level by receptor quan-
tifying, but that technique does not integrate other factors of adherence regulation, such as spatial distribution and molecular
conformation. Our study consisted in exploring the main adherence receptors on Polymorphonuclear Neutrophils (PMN) that
were simultaneously analyzed by FCM and Conventional Optical Scanning Microscopy (COSM). FCM analysis showed that
TNFa induce a decrease in CD62L expression and an increase in 3, integrins. COSM analysis distinguished three stages of
cellular distribution of CD11b/CD18 within resting PMN: most of them (about 80%) had homogeneous distribution (heteroge-
neous spots distributed over the entire cell surface), for 10-15% of the cells, there was a crown distribution around the widest
cell diameter and in less that 10% of them receptor distribution was polarized. CD62L was in the form of heterogeneous spots
distributed in a circle on the surface on non-stimulated PMN. PMN stimulation by TNFa was associated to a randomized clus-
tering involving both selectin and B3, integrin. Three-dimensional analysis elicited data not shown by quantitative cytometry.
For a single averaged value of the density determined by FMC, various spatial distributions of adherence receptors are found
on the surface of non-stimulated PMN. The characterization of the leukocyte adhesive phenotype has to integrate adherence
receptors density as well as their spatial distribution.

Keywords: 3D microscopy, polymorphonuclear neutrophil, adherence receptors

1. Introduction

The process by which polymorphonuclear neutrophils (PMN) move from the vasculature into
the inflammation site can be synthesized into three basic steps involving specific adhesion recep-
tors [7,10,13,19]. The studies of the leukocyte adhesion to endothelial cells must consider quantitative
as well topographic changes in adhesion receptors [14].
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Actually, the exploration of leukocyte activation state (adhesive phenotype) is usually realized by
flow cytometry (FCM) (3]. This technique provides useful information about the cells that, express the
adherence receptor and can also determine the extent to which changes in ligand/receptor expression
occur after exposure of cells to activating stimuli. The analysis done in this respect do not consider
the effect of PMN activation on topological receptor distribution involved in clustering. Literature data
shows that microscopic analysis of adherence receptors has already been considered at various stages of
cellular activation. So, the distribution of leukocyte receptors as selectins and integrins was first explored
by intravital video microscopy [20]. At the ultrastructural level, L-selectin and (3, integrins have been
located on the surface of unactivated and activated human neutrophils by electron microscopy [4,6]
and by high resolution field emission scanning electron microscopy [9]. A membrane redistribution of
L-selectin after PMN activation was also explored by confocal microscopy [12], but in this technique
the laser illumination of the specimen has deleterious effects on living cells (phototoxicity, bleaching
of the probe, cell activation . ..). To obviate these problems, other 3D fluorescence technique have been
developed, such as 3D Optical Scanning Microscopy/Deconvolution (OSM/D), a method of removing
the out-of-focus light to increase the contrast and the fine image detail. By this method on living cells,
it appeared to be of some interest to correlate the biological relevance of the level of PMN activation
determined quantitatively by FCM (number of receptors) and qualitatively by OSM/D (clustering of
receptors).

In the present study, we studied the expression and distribution of main adherence receptors CD62L
and CD11b/CD18 expressed by PMN stimulated or not by tumor necrosis factor a (TNFc).

2. Materials and methods
2.1. Blood samples collection and stimulation

Whole blood PMN (from healthy volunteers, n = 10, collected into K3 EDTA anticoaguled tubes,
Vacutainer, Becton Dickinson, USA), were incubated with TNFa (Sigma, 100 Ul/ml) at 37°C, during
one hour. The cell suspension was washed and resuspended into isotonic medium (Cell Wash, Becton
Dickinson). Resting and stimulated cells were fixed (paraformaldehyde, PFA 1%) before analysis.

2.2. Fluorescence labelling

Quantification of cell surface molecules was assessed according to the quantitative method using
QIFIKIT® (Dako, France). All monoclonal antibodies (MoAb) obtained from Dako (France), CD62L
MoAb (FMC46), CD11b MoAb (2LPM19c) and CD18 MoAb (MHM23), were applied under previ-
ously determined saturating conditions in indirect immunofluorescence assay. The second layer was a
goat anti-mouse immunoglobulins, F(ab’); fraction, conjugated to FITC. This assay was performed in
100 ! samples of whole blood with 10 ul of MoAb solution for 45 minutes, in the dark, at room tem-
perature (20-22°C) and then washed in PBS. One hundred microliters of second layer was then added
into the pellet at 1/50 dilution for 45 minutes in the dark, at room temperature.

2.3. FCM analysis

FCM analysis was performed on 5000 events for each analysis, using a FACScan (Becton Dickinson,
USA) using the PCLysis software. Under saturating conditions, F(ab’), fragments are likely to bind to
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surface antigens through monovalent interaction; the number of antigenic sites per bead is proportional to
the mean fluorescence intensity (MFI) measured [17]. Thus for each samples tested, corrected MFI (i.e.,
specific MFI minus that of the negative control measured under the same conditions) could therefore be
converted into antibody binding capacity per cell (ABC).

2.4. Optical scanning microscopy/deconvolution analysis

For each experiment, 100 ul of the PMN suspension were deposited on a glass plate (code 79726,
Polylabo, France) and were immediately analyzed. Opticals section were obtained with an Olympus
IX-70 epifiuorescence inverted microscope equipped with the CellScan™ optical sectioning acquisition
system (EPR™ System Cellscan, Bionis, France) and using a 60x PSF/1.2-NA water immersion apoc-
homatic objective (Olympus, France). The scanning along the optical axis was performed by a piezo
z-axis focus device (at a z spacing of 0.25 um). Images of biological samples were collected on a cooled
12 bit Charge-Coupled Device (CCD) camera (Princeton Instruments Inc, USA). A filter set selected the
fluorescence excitation and the integral part of the emission spectrum. An image intensity calibration
kit (Inspeck, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) was used for the calibration. For the deconvolution,
the blurring function of the optical system (the point-spread function) was characterized by imaging a
through-focus series of optical sections of a 0.17 zm-diameter green fluorescent bead (Microscope Point
Source Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Both a blank image of the detector dark current and
the background were subtracted pixel-by-pixel from each acquired.

2.5. Statistical analysis -

The Kruskal-Wallis test was used to compare the adherence receptor expression on PMN stimulated
or not. A two-tailed p value less than 0.5 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Quantitative expression by FCM of adherence receptors after TNFa stimulation

As describe in the literature, the number of receptors determined by FCM revealed that PMN stimu-
lation by TNFa induced a decrease in CD62L exprgssion ((33.5 £ 9.6) x 103 x ABC on resting PMN
versus (1.0 £ 0.6) x 10° x ABC on stimulated PMN, p < 0.0001) associated with an increase in 3;
integrin (CD11b/CD18) expression (for CD11b: (41.8 £ 9.1) x 10° x ABC on resting PMN versus
(81.54£22.6) x 10° x ABC on stimulated PMN, p = 0.0015; for CD18: (27.1 + 16.4) x 10> x ABC on
resting PMN versus (43.7£7.0) x 10% x ABC on stimulated PMN, p = 0.005). These data are consistent
with the well known effect of TNFa on PMN cells.

3.2. 3D-distribution of adherence receptors

Non-stimulated PMN cells exhibit a round and after stimulation PMN cells exhibit morphological het-
erogeneity with coexisting rounded shapes, with uneven periphery bearing multi-directional pseudopods
and spread shapes no longer retaining any of their initially roundness.

CDG62L is in the form of heterogeneous spots distributed in a circle on the surface on non-stimulated
PMN (Fig. 1(a)). After stimulation by TNFe«, fluorescence spot polarization was observed, with a few
residual-spots persisting (Fig. 1(b)).
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Fig. 1. Original magnification: x60. Indirect immunofluorescence microscopy. The polymorphonuclear neutrophils were la-
belled with anti-CD62L MoAb followed by sheep anti-mouse [¢G conjugated to FITC. Three-dimensional image were obtained
bya EPR™ System Cellscan Optical Sectioning Microscopy. (a) CD62L is in the form of heterogeneous punctual spots distrib-
uted in a circle on the surface on non-stimulated PMN. (b) After stimulation by TNFa (100 Ul/ml, 37°C. ! hour), flucrescence
spot polarization was observed. with a few residual spots persisting.

Fig. 2. Original magnification: x60. Indirect immunofluorescence microscopy. Three-dimensional image obtained by a EPR™™
System Cellscan Optical Sectioning Microscopy. Exploring the topography of a subunit of 3, integrins (CD11b) revealed
three stages of cellular distribution within non stimulated polymorphonuclear neutrophils: (a) for most of them (about 80%),
fluorescence was distributed evenly over the entire cell surface. in the form of heterogeneous spots: (b) for 10-15% of the cells,
there was a crown arrangement of fluorescence spots around the widest cell diameter; (c) in less that 10% of cells, Auorescence
distribution was polarized. Analysis of a-subunit of 3, integrins (CD18) shows same three distribution patterns.

Three distribution patterns of the (subunit of (- integrin (CD11b) were evidenced in non-stimulated
PMN: (a) for most of them (about 80%). fluorescence was distributed evenly over the entire cell surface,
in the from of heterogeneous spots (Fig. 2(a)); (b) for 10~15% of the cells, there was a crown arrange-
ment of fluorescence spots around the widest cell diameter without corresponding to the contact points
on the slide (Fig. 2(b)); (c) in less that 10% of cells. receptor distribution was polarized (Fig. 2(c)),
alike that observed following stimulation. Cell activation by TNF« results in an asymmetrical bipolar
an asymmetrical bipolar redistribution of the CD11b receptor (Fig. 3) in the form of clusters with two
diametrically opposed poles. The orientation of these clusters is randomized with no relation with the
areas of contact between the cell and the slide.

Analyzing the 8 chain (CD18) revealed a distribution that could be superimposed on that of the «
chain with there different states and after stimulation PMN are all defined by an asymmetrical bipolar
distribution of receptor CDI18.
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Fig. 3. Original magnification: x60. Indirect immunofluorescence microscopy. Cell activation by TNFa results in an asymmet-
rical bipolar redistribution of the CD11b receptor in the form of clusters with two diametrically opposed poles.

4. Discussion

Our study consisted in exploring distributions of adherence receptors on the surface of leukocytes after
activation by TNFa.

Quantitative variations of the adherence molecules before and after activation were consistent with
the literature [5,7,10,13,19). L-selectin and 3, integrin were conversely regulated. L-selectin, expressed
constitutionally on the leukocyte surface, is reduced during activation following the cleavage of the extra-
membrane part by protease [7,11]. Our results show a two-fold increase in CD11b/CD18 expression after
activation by TNFa. A ten-fold increase in basal value has been reported who used other stimuli, like
interleukin-8, neutrophil activating protein 1. That variation of CD11b/CD18 expression following PMN
stimulation would be related to a fast kinetic phenomenon [8] induced by membrane translocation of the
proteins contained in secondary ant tertiary grains [2].

Literature data shows that microscopic analysis of adhesion receptors has already been considered at
various stages of cellular activation. The distribution of leukocyte receptors as selectins and integrins
was first approached by intravital video microscopy [20]. At the ultrastructural level, L-selectin and 3,
integrins have been located by electron microscopy on the surface of unactivated and activated human
neutrophils [6,20] and by high resolution field emission scanning electron microscopy [9]. Membrane re-
distribution of L-selectin after PMN activation was also explored by confocal microscopy [12]. However,
even if that technique is still the one most used to Visualize cells in three-dimensional, it has some now
well established limitations, for live cell studies in particular. To overcome these technical limitations,
conventional optical scanning microscopy (COSM) is an alternative method recently developed [15,18].

Our study involves spatial distribution by OSM/D of PMN adherence molecules before and after ac-
tivation by TNFa. Analyzing of non stimulated PMN on the one hand evidences a distribution of the
CD62L in the form of heterogeneously sized clusters as a cap on the cell surface and on the other hand
differentiates three stages for 3, integrins without any apparent change in CD62L distribution. Receptors
CD11b/CD18 are either distributed over the whole cell surface or in a crown-like distribution or bipolar-
ized. PMN stimulation by TNFa induces receptor redistribution into a asymmetrical bipolar clustering.
Integrin receptor clustering leads to the formation of focal adhesion where integrins link to intracellular
actin cytoskeleton and to multivalent interactions with their ligands [1,16]. Exploring the topography of
receptor CD11b/CD18 provides data not revealed by quantitative flow cytometry. For an averaged value
of the number receptors/cell determined by FCM, various spatial distributions of adherence molecules

‘can be-found on the surface of non-stimulated PMN. This dual method of investigation challenges the
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biological relevance of FCM to define basal and activated states. The characterization of the cellular
activation level by receptor analysis has to integrate antigen density, spatial distribution and molecular
conformation, all at the same time. This is true for other type of cells.

To conclude, our study shows the presence of these clustering of adherence receptors on the surface of
unstimulated PMN without any quantitative variation measured by flow cytometry. Three-dimensional
analysis elicits data shown by quantitative FCM, which raises the question of the biological relevance
of cytometric analysis to characterize the level of cellular activation. The characterization of the leuko-
cyte adhesive phenotype has to integrate adherence receptors density as well as their spatial distribution.
Quantitative abnormalities lead to define the “Leukocyte Adhesion Deficiency” (LAD) syndrome. Inves-
tigation of their spatial distribution with COSM could constitute an easeful test to detect abnormalities
in topographic regulation.
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Chapitre I11-2

DEFICIT DE L'EXPRESSION DES RECEPTEURS D'ADHERENCE DU
POLYNUCLEAIRE NEUTROPHILE CHEZ UN PATIENT PRESENTANT
UNE GLYCOGENOSE IB

|- INTRODUCTION

La pathologie déficitaire en récepteurs d'adhérence leucocytaires est
représentée par un groupe hétérogéne et de survenue rare. Le rble biologique de ces
récepteurs implique que leur déficit entraine un tableau clinique essentiellement
représenté par des infections survenant a des ages variés en fonction de la possibilité
de mise en place de voies accessoires de défense contre ['hOte étranger. La
méconnaissance de cette pathologie est essentiellement lié¢e a un manque
d'investigation et leur diagnostic nécessite la recherche systématique d'un déficit
d'expression de ces récepteurs devant tout patient présentant en particulier des
épisodes infectieux itératifs. La cytométrie quantitative permet d'évaluer le nombre de
récepteurs révélés par l'immunomarquage et représente donc une méthodologie tout a
fait adaptée a la quantification de l'expression de ces récepteurs a la surface des
leucocytes.

Nous avons donc appliqué la cytométrie quantitative pour mesurer I'expression
des principaux récepteurs d'adhérence leucocytaires impliqués dans cette pathologie,
a savoir la sélectine CD62L et les B, intégrines CD11a,b,c/CD18. La recherche de ce
déficit par cette technique a été appliquée, en collaboration avec le Professeur P.
Bordigoni, a I'ensemble des patients présentant un tableau infectieux chronique, de
nature non expliquée par un déficit immunitaire du systéme lymphoide.

C'est dans ce cadre de fravail que nous avons pu mettre en évidence un déficit
en récepteurs d'adhérence chez un patient présentant une glycogénose |b. Ce déficit
est le premier cas rapporté dans la littérature.

Aprés un rappel bibliographique sur la pathologie des déficits en récepteurs
d'adhérence connus a ce jour et sur la glycogénose Ib, nous présenterons notre

observation.
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[-1- LES DEFICITS EN RECEPTEURS D'ADHERENCE LEUCOCYTAIRES
(Tableau récapitulatif n°lll-2-1 a la fin de la partie I-1)

De rares cas de déficit en molécules d’adhérence leucocytaires congénitaux ou
"LAD syndrome" pour "Leucocyte Adherence Deficiency syndrome" ont été rapportés
chez 'homme (Etzioni A, 1999a ; Bunting M, 2002). lls impliquent une anomalie de la
B2 intégrine CD18 pour le LAD type |, le ligand sLe™ pour le LAD type Il et la E-
sélectine pour le LAD type lll. La compréhension du role des récepteurs d'adhérence
dans la réponse immune a été facilitée par des modéles animaux ; des modeéles
murins déficitaires en molécule d’adhérence ont été générés pour pratiguement tous

les types de récepteurs (Etzioni A, 1999a).

I-1-A- DEFICIT DES B, INTEGRINES ET DE LEURS LIGANDS (IgSF)
[-1-A-®- Le "LAD" syndrome type | (forme initialement décrite)

Il s’agit d’'une maladie héréditaire rare, puisque environ 200 cas de patients
atteints ont été rapportés et de transmission autosomique récessive (Arnaout A, 1984 ;
Anderson DC, 1987 ; Harlan JM, 1993 ; Etzioni A, 1999a).

Caractéristiques clinico-biologiques.

Ce syndrome est caractérisé cliniguement par un retard de la chute du cordon
ombilical associé a des infections graves et récidivantes, le plus souvent bactériennes
plutdt que virales ou fungiques, intéressant la peau (en particulier 'ombilic), les
mugqueuses, le tissu sous-cutané et le systéme respiratoire. Les infections surviennent
généralement peu avant la naissance et une infection du cordon ombilical avec un
retard de sa chute est une présentation habituelle a la naissance. Les patients qui
survivent présentent des gingivites et des parodontites récurrentes. Il existe une
hyperleucocytose a PNN, persistante en dehors des épisodes infectieux et contrastant
avec [absence de pus au niveau des foyers infectieux. La gravité des infections
bactériennes (Staphylococus aureus, Pseudomonas) ou fungiques (candida albicans)

détermine le pronostic vital. La réponse virale ne semble, par contre, pas altérée.
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Base biochimique.

L’anomalie princeps consiste en une mutation hétérogéne du gene situé sur le
bras long du chromosome 21g22.3 et codant pour la sous-unité CD18 des pB»
intégrines (Anderson DC, 1987 ; Fischer A, 1988), ce qui entraine [l'absence
d’expression de cette chaine ou son impossibilité a s’apparier avec la chaine «.
L’expression des B, intégrines (CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (Mac-1) et
CD11¢/CD18 (p150,95) est nulle ou fortement diminuée a la surface des leucocytes.
Ces PNN, déficitaires en CD18, peuvent entreprendre la phase de roulement lent
(sélectine dépendante) mais ne pourront ni adhérer fermement a la paroi endothéliale
(phase intégrine dépendante), ni entreprendre de migration trans-endothéliale (phase
intégrine dépendante). Il en résulte I'incapacité des PNN a adhérer a I'endothélium. Ce
qui explique 'absence compléte de ces cellules au niveau du site inflammatoire.

D’autres leucocytes comme les cellules mononucléées ou les polynucléaires
éosinophiles présentent également des altérations fonctionnelles mais a un moindre
degré. Elles ont en fait la capacité de migrer a I'aide d’autres voies de I'adhérence (via
probablement la B4 intégrine VLA-4) et peuvent ainsi se rendre au niveau du site
inflammatoire. Les complications infectieuses sont a prédominance bactérienne,
suggérant une relative conservation fonctionnelle du systéme lymphocytaire, via

également 'expression des B4 intégrines.

Plusieurs phénotypes ont été décrits :

® La forme grave correspond a la quasi absence d'expression des
hétérodimeres CD11/CD18 (inférieure a 1%) associée a des infections graves
entrainant le décés dans les premieres années de la vie. La greffe de moelle osseuse
allogénique est indiquée le plus tét possible (Thomas C, 1995).

@ La forme de gravité modérée correspond a une expression de CD11/CD18
entre 2,5 et 30% du niveau normal et est associée a une évolution plus favorable.

® Les formes hetérozygotes ont une expression des B, intégrines entre 40 a

60% du taux normal et ne présentent aucune manifestation clinique.
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Bases moléculaires

Plusieurs points de mutation ont été décrits, certains ayant pour conséquence la

formation d'une protéine anormale avec des acides aminés substitués, d'autres

entrainant la formation de protéines tronquées et/ou instables (figure n°lll-2-1) (Hogg
N, 2000, Shaw JM, 2001; Roos D, 2002). La plupart des mutations sont localisées au
niveau d'un domaine hautement conservé dans I'évolution, de 241 acides aminés et

situé dans la portion extra-cellulaire de CD18. Ce domaine est probablement impliqué

dans I'association des chaines o a la chaine f.

B, subunit/CD18

sequence

signal “YA"domain

122
| N351S
K332-N361del
MiK |C48R
G284S (2)
C38R G273R
(CLAD) P247Ins
K196T
P178L (2)
G169R (2)
L148P
$138P (MIDAS)
D128N
D128G
(BLAD)

R593C
R586W
G570D

769

Figure n°lll-2-1: Localisation des mutations de la chaine B, intégrine sur le
chromosome 21g22.3, identifiées chez les patients atteints de LAD syndrome type |

(d'aprés Hogg N, 2000).
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I-1-A-@- Le "LAD" syndrome type |, variant 1

Le propositus rapporté par Kuijpers TW et al. (1997) est un enfant 4gé de 5 ans
au diagnostic, de parents non consanguins, n‘ayant présenté aucun probléme a la
naissance. Dans les semaines suivantes, il est observé la persistance d’une
polynucléose ainsi que des poussées inflammatoires non documentées. A I'dge de 1
an, il est noté une immaturité de son systéme immunitaire, conduisant a prescrire une
prophylaxie anti-infectieuse (cotrimoxazole et gammaglobulines intraveineuses
mensuellement). Son enfance est marquée par la survenue d’infections bactériennes
non compliquées et régressives sous antibiothérapie intraveineuse.

L’étude in vitro du chimiotactisme, de la migration transendothéliale et de
I'agrégation leucocytaire met en évidence une altération importante de ses fonctions
leucocytaires. Les autres fonctions comme lactivité NADPH, le flux calcique, la
polymérisation des fibres d'actine, la sécrétion des granules, ne sont pas perturbées.

L’expression membranaire des B, intégrines CD11a,b,c/CD18, des sélectines et
de leurs ligands fucosylés (sl.e* et Le*) est quantitativement normale. L'utilisation d’un
anticorps sensible a I'activation du récepteur CD11b/CD18 (clone CBRM1/5) permet
de mettre en évidence I'absence d’augmentation de cette antigéne aprés stimulation
leucocytaire. Ce récepteur est donc incapable d’exprimer les néo-épitopes impliqués
dans le changement conformationnel, permettant de transiter d’'un état de faible
affinité a celui de forte affinité, afin d’acquérir le phénotype adhérent aux cellules
endothéliales. L'étude moléculaire de la chaine B, intégrine n’a pas mis en évidence
de mutation, ce qui exclut un LAD syndrome type 1 dans sa forme initialement décrite.
L'exploration quantitative et fonctionnelle des 31 et B3 intégrines est normale.

[’évolution clinique de ce patient est marquée, a 'dge de 3 ans, par une diathése
hémorragique (saignements muqueux). Une exploration antérieure, a I'adge de 2 ans,
n'avait montré aucune anomalie de 'hémostase primaire et de la coagulation. Lors de
la survenue des épisodes hémorragiques, le temps de saignement est allongé avec
une numération plaquettaire normale et une diminution de réponse de l'agrégation
plaquettaire a 'ensemble des agonistes usuels (ristocétine, collagéne, adénosine
diphosphate (ADP)). L’expression membranaire du complexe GPlIb/llla (B3 intégrine)
est quantitativement normale a la surface de plaquettes a I'état basal ou aprés

stimulation. Par contre, il est noté I'absence d’expression des néo-épitopes liés au
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changement conformationnel de ce récepteur activé (mis en évidence par I'anticorps
PAC-1). Une anomalie fonctionnelle de ce récepteur, de mécanisme similaire a celui
touchant la Bintégrine (CD11b/CD18), est donc impliqgué dans la genése de cette
tendance hémorragique.

Cette observation est 'unique cas d’anomalie fonctionnelle touchant a la fois une
B2 et une B3 intégrine impliqguant une anomalie de transmission du signal "inside-out"
ne pouvant aboutir a une liaison de haute affinité. Des anomalies impliquant les
domaines cytoplasmiques, du cytosquelette ou bien des activités des kinases ont éte

suggérées.

I-1-A-®- Le "LAD" syndrome type |, variant 2

L’'unique cas rapportée (Hogg N, 1999) correspond a un gargon, 8gé de 15 ans au
diagnostic, qui a présenté durant son enfance de nombreuses infections cutanées
ayant nécessité un traitement par antibiothérapie intraveineuse et des parages
chirurgicaux pour évacuer les tissus nécrotiques. Le patient souffre également de
parodontites et de gingivites malgré une hygiéne buccale rigoureuse. Il a présenté, par
ailleurs, d’autres complications infectieuses comme des otites moyennes et des
infections pulmonaires.

Une polynucléose est notée, atteignant 50 x 10%/L durant les épisodes infectieux.
La phagocytose est inférieure a 25% du témoin et la réponse oxydative est soit
normale, soit augmentée. Les lymphocytes T ne présentent pas d’anomalies
quantitative ou fonctionnelle.

A I'age de 10 ans, I'état du patient se dégrade avec des infections cutanées plus
fréquentes et plus graves, conduisant a poser lindication d’'une greffe de moelle

osseuse.

La mesure de 'expression des B, intégrines a montré :

- une expression diminuée de CD18 (recherchée a l'aide de [lanticorps
antiCD18 clone MAB L130) a 58% pour les PNN et a 65% pour les
lymphocytes, ce qui correspond a un phénotype hétérozygote et ne peut

expliquer la symptomatologie du patient.
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- Une expression normale des complexes CD11a/CD18 et CD11b/CD18,
suggérant une anomalie fonctionnelle de ces récepteurs.

- Une absence d'adhésion des PNN au fibrinogéne aprés stimulation
leucocytaire par le fMLP et 'absence d'un épitope impliqué dans l'activation
des B. intégrines en présence des cations extracellulaires Mg?* et Mn?*
(révélé par 'anticorps anti-CD18 clone MAB24). Ces tests montrent que la B>
integrine CD11a/CD18 (LFA-1) est quantitativement bien exprimée mais n’est
pas fonctionnelle.

- Les lymphocytes T ne peuvent également se fixer a ICAM-1, ce qui est en
faveur d’'une anomalie fonctionnelle de CD11b/CD18 (Mac-1).

- Cependant, les lymphocytes T sont capables d’adhérer a ICAM-2 et ICAM-3
en présence de cations divalents (Mg>* et Mn**). Cette adhésion est
respectivement bloquée par les anticorps anti-VLA-4 (ouf¢) et anti-VLA-5
(asP1). Il est ainsi vérifié que ces B4 intégrines (VLA-4 et VLA-5) ne présentent
aucune anomalie fonctionnelle.

- Le séquencgage de I'ADN des deux alleles de CD18 a permis de mettre en
évidence la présence de deux mutations S138P et G273R, toutes deux
situées dans le domaine hautement conservé de la chaine B,. La mutation
S138P implique le domaine du site d’adhésion ions métalliques dépendant
(MIDAS pour "Metal ion-dependent adhesion site"), impliqué dans la

reconnaissance des ligands.

En conclusion, ce cas représente une anomalie fonctionnelle des B, intégrines

avec un phénotype quantitatif similaire a un LAD syndrome type | "classique" modéré.
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I-1-A-@- Le "LAD" syndrome type | variant 3

Plus réecemment, il a été décrit un nouveau cas d'anomalie fonctionnelle des
intégrines, impliquant pour la premiére fois aussi bien les B4 que les B, intégrines
(Harris ES, 2001).

Le gargon ne a terme, sans retard staturo-pondéral, de parents sains non
consanguins, a présenté a l'dge de 3 semaines, un rash cutané associé
biologiquement a une anémie, une thrombopénie et une hyperleucocytose (35-45 x
10%L). Les recherches virales sont restées négatives chez 'enfant et chez la mére. Du
4% au 7°™ mois, I'enfant a présenté de nombreuses infections bactériennes et
fungiques avec une anémie, une thrombopénie et une hyperleucocytose (jusqu’a 96 x
10%/L) persistantes. L’immunité humorale et cellulaire explorées a 'age de 6 mois sont
sans anomalie.

Vers le 7°™ mois, un épisode de saignement muqueux, coincidant avec la
survenue d’'une omphalite, a motivé une exploration de 'hémostase. Les résultats ont
montré un temps de saignement supérieur a 15 min, une absence d’agrégation
plaquettaire en réponse au collagéne, a I'ADP, a l'acide arachidonique et I'absence
d’agglutination a la ristocétine.

Les biopsies médullaires ont montré a I'dge de 1 mois, une hypoplasie marquée
et a 'age de 7 mois une dysplasie de 'ensemble des trois lignées, plus prononcée au
niveau de la lignée granuleuse.

L’analyse génétique ne met pas en évidence d'anomalies, en particulier de
monosomie 7 ou de délétion 5q, 8q ou 17q, décrites dans les syndromes
myélodysplasiques.

Le patient a bénéficié a I'age de 8 mois d’'une greffe de moelie osseuse, phéno-
identique. Le suivi actuel est de 3 ans sans aucune complication infectieuse et avec

une numération leucocytaire normale.

L’association des infections récurrentes et de 'hyperleucocytose a initialement
évoqué un « LAD » syndrome type |, de phénotype grave. Cependant, I'exploration
complémentaire montre :

- Une expression des P2 intégrines normale a ['état basal avec une

augmentation de leur expression (x 1,5), aprés stimulation des PNN par la
PMA.
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Une diminution de I'adhésion des PNN stimulés (par le fMLP) a la gélatine, au
fibrinogéne (ligand de CD11b/CD18 et de CD11c/CD18) et aux cellules
HUVEC ("human umbilical vein endothelial cell").

Une expression quantitative et une fonctionnalité d'adhésion normales de
PSGL-1 (ligand fucosylé de la P-sélectine et de la E-sélectine endothéliales)
a la surface des PNN du patient, ce qui élimine un LAD de type Il (cf. plus
loin).

Une absence d'agrégation des PNN du patient aprés stimulation par la PMA.
Une diminution du chimiotactisme vis-a-vis du fMLP (en chambre de Boyden).
Ces anomalies ne sont pas ou peu améliorées par adjonction de cations
divalents (Mg?* et Mn#*) ce qui n'est pas en faveur d'un "LAD" syndrome type
|, variant 2.

L'analyse de la réponse calcique, de la polymérisation des filaments d'actine,
de la réponse oxydative (génération d'ions superoxydes), et du comportement

de CDG2L (clivage aprés stimulation des PNN) ne montre aucune anomalie.

Ces anomalies sont en faveur d'une anomalie fonctionnelle de la chaine B

intégrine.

Afin de mieux caractériser I'anomalie moléculaire, les auteurs fabriquent une

lignée lymphoblastique EBV-transformée a partir des lymphoblastes B de l'enfant;

cette lignée nommée LADV montre :

une expression normale des B4 et B, intégrines.

Une absence d'agrégation apres stimulation par la PMA.

Une diminution de I'adhésion a ICAM1 (ligand des B, intégrines), a |'état basal
et aprés stimulation par la PMA. Cette adhésion est modérément amélioree
par adjonction de cations divalents, mais reste basse par rapport aux valeurs
trouvées pour la lignée controle.

Une diminution de ['adhésion des PNN, a ['‘état basal comme aprés
stimulation par la PMA, a la fibronectine, cette adhésion étant médiée par la
B1 intégrine a4f¢. Ce défaut d'adhésion n'est pas amélioré en présence de
cytochalasine D qui a pour propriété de reorganiser le cytosquelette, ce qui

élimine une anomalie de régulation du cytosquelette.
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- L'analyse par immunoprécipitation et immunoblot ne montre aucune altération

structurale des 1 et B2 intégrines.

Au total, le patient présente une expression normale des (1 et B, intégrines,
mais qui ne sont pas fonctionnelles dans leur réle de signalisation "inside-out" ne
pouvant aboutir & la formation de "clusters". La présence de Mg?* améliore
modérément la capacité adhésive de ces récepteurs, impliquant la possibilité, par ce
moyen, de changer la conformation des hétérodiméres. L'ensemble des autres
fonctionnalités du PNN (chimiotactisme, métabolisme oxydatif, flux calcique intra-
cellulaire, polymérisation, variation de forme) est sans particularité, ce qui élimine une
anomalie généralisée du phénomeéne de transduction. Une anomalie des protéines

kinase C a été suggérée.
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[-1-B-DEFICIT DES SELECTINES ET DE LEURS LIGANDS
I-1-B-®- Le "LAD" syndrome type Il

Les "LAD" syndromes de type |l sont des anomalies congénitales résultant d'une
anomalie du métabolisme du fucose, aboutissant a l'absence de sLe* ou d'autres
dérivés fucosylés, qui sont des ligands des sélectines. A ce jour, 5 patients ont été
rapportés, tous d’origine arabe mais sans notion de consanguinité (Etzioni A, 1992;
Phillips ML, 1995 ; Becker DJ, 1999 ; Marquardt T, 1999 ; Lubke T, 1999; Etzioni A,
2000).

Caractéristiques clinico-biologiques

Le tableau clinique est moins grave que celui rencontré dans le "LAD" syndrome
de type . A la naissance, il n'est pas observé de retard de chute du cordon ombilical.
Durant les premiéres années de I'enfance, les sujets atteints présentent une incidence
augmentée des infections (pulmonaires en particulier mais aussi parodondites, otites,
cellulites et infections cutanées). Ces épisodes infectieux sont moins graves et ne
nécessitent généralement pas d’hospitalisation ou d’antibiothérapie intra-veineuse.
Aprés l'dge de 3 ans, la fréquence de ces infections diminue, ce qui rend inutile
I'antibiothérapie prophylactique. Les manifestations survenant vers I'age de 8-9 ans et

persistantes a I'age adulte sont des parodontites chroniques et marquées.

Contrairement au "LAD" syndrome de type |, ou les anomalies sont restreintes
aux dysfonctions des PNN, le "LAD" syndrome de type Il entraine des atteintes
d’autres organes avec des dysmorphies faciales. Les enfants souffrent d’'un profond

retard mental et d’'un important retard de croissance.

Les anomalies biologiques consistent, comme le "LAD" type [, en une
hyperleucocytose & PNN (20-30 x 10%L) méme en l'absence d'infection, avec
polynucléose augmentant lors des épisodes infectieux (jusqu'a 150 x 10%/L). Les sites
infectieux sont caractérisés par I'absence de pus, soit I'absence d'infiltration par des
PNN et des lymphocytes.

Les anomalies fonctionnelles des PNN sont une diminution, in vitro, de la mobilité

spontanée et vis-a-vis des facteurs chimiotactiques, de I'adhésion, et I'impossibilité de
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réaliser I'étape de roulement in vivo (Price TH, 1995). Les PNN sont également

incapables de se lier a des ligands comme la P-sélectine ou la E-sélectine.

Bases biochimiques

Les patients atteints de "LAD" type Il présentent un groupe sanguin rare de type
Bombey (absence de substance H) et leurs hématies n'ont aucun antigéne du groupe
Lewis (Le(a-b-)). lls présentent, de plus, un phénotype non sécréteur au niveau de la
salive. Or, les antigénes H, Lewis et Secretor blood group sont tous des
oligosaccharides fucosylés, ce qui évoque une anomalie du métabolisme du fucose.

Contrairement au "LAD" syndrome type |, I'expression des P, intégrines
(CD11/CD18) est normale. Les manifestations clinico-biologiques résultent d’une
anomalie du métabolisme du fucose. Il ne persiste sur les PNN que 2 a 3% de
glycoprotéines normalement fucosylees.

Le fucose est essentiel a la biosynthése des ligands des sélectines (E-, P- et L-
sélectine) comme les épitopes sLe* (CD15s) ou Lewis® (Le*). Ainsi, les leucocytes
(PNN et cellules mononucléées) de "LAD" type Il ne peuvent adhérer aux sélectines
(E et P) endothéliales. De méme, I'endothélium déficitaire en protéines fucosylées ne

peut interagir avec la L-sélectine leucocytaire.

[l est surprenant que ce trouble du métabolisme du fucose qui est impliqué dans
I'interaction hétérotypique leucocyte-cellule endothéliale ne soit associé qu'a un
phénotype clinique similaire & un "LAD" syndrome type | de phénotype modéré.
Certains auteurs émettent I'hypothése que les PNN peuvent adhérer et migrer a
travers I'endothélium via les B, intégrines dans des zones vasculaires a faibles
contraintes de cisaillement (von Andrian UH, 1993). Ainsi, quelques PNN peuvent
emigrer vers le site inflammatoire dans les zones de vasodilatation ou le flux

vasculaire est diminué.

Ce déficit du métabolisme du fucose serait également impliqué dans la genése
du retard de croissance et du déficit mental, bien que le rble précis du fucose dans le
developpement statural et neurologique ne soit pas élucidé. Une anomalie de

regulation de la proliféeration cellulaire du systéme nerveux central durant
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I'embryogenese pourrait contribuer a la survenue des anomalies neurologiques du
syndrome "LAD" syndrome type |l.

Il a été observé, chez un patient atteint de "LAD" syndrome type I, une
augmentation de 8 fois de la production médullaire en PNN. Ce fait a été également
trouvé pour un modéle murin déficitaire pour la voie sélectine-dépendante avec un
ratio compartiment granuleux / compartiment érythroide déséquilibré (5 fois plus de
précurseurs granuleux). Ces données illustrent le rdle essentiel de la voie des

sélectines pour la régulation de 'hématopoiése (Gigant C, 2001).

Il a été recemment demontré I'existence d’un déficit enzymatique en GDP-D-
mannose-4, 6 dehydratase, c’est-a-dire 'enzyme qui convertit le mannose en fucose
(Karsan A, 1998 ; Sturla L, 1998). Le métabolisme du fucose implique deux voies de
synthése : une "de novo" et une "voie de secours" (figure n°lll-2-2). La voie "de novo"
(pour 90% du fucose) convertit le GDP-mannose en GDP-B-fucose a l'aide de trois
enzymes cytosoliques : la GDP-mannose 4,6 dehydratase, une 3,5 épimérase et une
4-réductase. La "voie de secours" (pour 10% du fucose) convertit le fucose extra-
cellulaire ou intra-cellulaire (lysosomal) en GDP-B-fucose grace a une fucose kinase et
une GDP-L-fucose-pyrophosphorylase. Le GDP-fucose est ensuite transporté dans la
lumiere du Golgi ou il est métabolisé par des fucosyl-transférases en glucoconjugués
fucosylés (sLe* a1,3-fucosylé leucocytaires et endothéliaux, antigéne H a1,2-fucosylé
a la surface des hématies ce qui explique le phénotype Bombey, protéines N-glycanes
a1,6-fucosylées pour d’autres cellules comme les fibroblastes,...) (figure n°lll-2-3).
Cependant le dosage quantitatif de la GDP-mannose 4,6 dehydratase ne montre pas
de déficit et le clonage de ce gene n’a pas mis en évidence d’anomalie de séquence,
ce qui suggere la présence de mutations au niveau de protéines régulatrices de cette
enzyme.

Il est observé, pour le "LAD" type ll, une amélioration du statut infectieux avec
I'age, contrairement au "LAD" syndrome type |. |l est envisageable que la "voie de
secours pour la formation de GDP-fucose" via le fucose se développe et explique cette
amelioration clinique.

La présence d’hématies déficientes en substance H rend possible la réalisation

d’'un diagnostic anténatal.
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En 1995, certains auteurs (Phillips ML, 1995) émettent I'hypothése que la
supplémentation en fucose permettrait la correction des épitopes sLe* (CD15s) ou
Lewis® (Le*). Cependant, cette solution thérapeutique séduisante serait hélas
compliquée par la survenue d’'une grave anémie hémolytique. En effet, ces sujets
"LAD" Il de phénotype Bombey possedent des titres élevés d’anticorps de classe IgM
dirigés contre les antigénes A, B, et H. Ce traitement serait associé a la disparition du
phénotype Bombey ce qui théoriquement laisserait la possibilité aux anticorps anti-H
d’agir. En 1999, apres avoir montré in vitro que la supplémentation en fucose
corrigeait le déficit en protéines N-glycanes a1,6-fucosylées sur des fibroblastes en
culture provenant de patient atteint de "LAD" type I, I'expérimentation substitutive a
été appliquée chez le patient (Marquardt T, 1999). Des études cinétiques chez des
sujets volontaires sains ont préalablement montré que 'administration de fucose a la
posologie de 50 a 100 mg/kg augmentait la concentration sérique du fucose avec un
maximum a 110 a 210 yM a 60 minutes post-ingestion et des concentrations basales
24 heures aprés, augmentées. L'administration orale progressive de fucose (de 55 a

492 mg/kg sur une période de 277 jours) a été associée a :

une restauration de I'expression des ligands des E- et P-sélectines (sLe*
a1,3-fucosylé) a la surface des PNN. Cependant la posologie nécessaire a la
re-expression des ligands aux sélectines est plus importante pour la E-
sélectine par rapport a la P-sélectine. L’existence dans les cellules myéloides
de deux o1,3-fucosyltransférases (Fuc-TIV et Fuc-TVIl) pourrait expliquer
cette différence observée.

- L'absence de restauration de I'expression globulaire des antigénes H
(antigéne H a1,2-fucosylé) concordant avec la disparition de signe d’anémie
hémolytique. La biosynthése des dérivés glucoconjugués fucosylés nécessite
donc des concentrations différentes en fucose.

- Une régression de I'hyperleucocytose survenant 10 jours apres le début de la
thérapie substitutive (PNN & 1,5 x 10%L), associée a la disparition des
infections permettant I'arrét de I'antibioprophylaxie.

- L'amélioration du développement psychomoteur et du retard mental avec un
passage du fucose a travers la barriere hémato-méningée démontré.

En conclusion, I'apport substitutif en fucose représente une solution thérapeutique

efficace et de mise en ceuvre facile dans le "LAD" type Il. Cette thérapie pourrait éviter
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la greffe de moelle ou la thérapie génique pour le moment irréalisable puisque le géne

impliqué n'a pas encore été trouvé.

Plus récemment, la méme équipe a montré que ce patient "LAD" syndrome type
Il répondant a cette supplémentation orale en fucose ne présentait pas de déficit en
GDP-D-mannose-4,6 déhydratase (Kérner C, 1999). Par contre, ce patient
présenterait une anomalie du transport du GDP-fucose dans le Golgi (Lubke T,
1999). Cette anomalie de transport entraine une augmentation de la concentration
cytosolique du GDP-fucose ainsi qu'une diminution du GDP-fucose dans le Golgi
aboutissant a une hypofucosylation des glycoprotéines. Cette augmentation de la
concentration cytosolique du GDP-fucose explique également la diminution de
formation de GDP-fucose a partir de GDP-mannose du fait du rétrocontréle inhibiteur
de la GDP-D-mannose-4,6 déhydratase exercé par le GDP-fucose.

Ce déficit de transport est spécifique au GDP-fucose et n‘altere pas le transport
d'autres nucléotides (vérifié pour le UDP-galactose) suggérant une anomalie ciblée du

transporteur spécifique du GDP-fucose.
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1-1-B-@- Le "LAD" syndrome type lll ?

Caractéristiques clinico-biologiques

L’'unique patiente, rapportée a ce jour, a présenté dés la naissance une histoire
clinique lourde en épisodes infectieux souvent sévéres (De Lisser HM, 1999) : a cinqg
semaines de vie, une omphalite a Pseudomonas; durant la premiére année, une
mastoidite et une adénite ayant nécessité un drainage chirurgical, et jusqu’a I'Age de
10 ans, date a laquelle la patiente consulte I'équipe qui fera le diagnostic de son
déficit, des adénites cervicales, deux épisodes d’arthrite septique, une cellulite
periorbitaire et deux septicémies, tout cela malgré une antibiothérapie
prophylactique. A l'age de 10 ans, elle présente une gangréne a Clostridium
septicum de lextrémité inférieure de sa jambe droite rapidement évolutive
nécessitant une amputation.

Bien que du pus et un infiltrat cellulaire inflammatoire soient présents au niveau
des sites infectés, ces derniers sont en quantité moindre et parfois de survenue
retardée.

Biologiquement, une neutropénie est présente (PNN & 0,4 x 10%L), régressive
avec un traitement par facteur de croissance (PNN a 7 x 10%L). Les fonctions du
PNN (chimiotactisme, phagocytose, respiration oxydative) sont normales.
L’exploration immunologique quantitative et fonctionnelle ne révele aucune anomalie.

L’administration de facteur de croissance est suivie d’'une augmentation des

PNN sans amélioration clinique.

Bases biochimiques

L’expression membranaire des récepteurs d’adhérence a la surface des PNN
ne montre aucun déficit pour la L-sélectine, CD18 ou sLe*. La stimulation des PNN
par le TNFa et le fMLP entraine une diminution de I'expression de la L-sélectine
associée a une augmentation de celle de CD18, attestant une bonne réactivité du
PNN.

Cette étude quantitative des récepteurs d’adhérence est complétée par une
étude de leur fonctionnalité. L’adhésion in vitro des PNN a des cellules endothéliales
en culture (HUVEC) et leur migration transendothéliale sont similaires a celles des

témoins.

100



La réalisation de 'amputation de la jambe gauche a permis de disposer de tissu
vasculaire afin de réaliser des études immuno-histochimiques. Alors que PECAM-1,
ICAM-1 et la P-sélectine sont exprimés sur I'endothélium, aucune expression de la
E-sélectine n’est détectée.

Des cultures de peau ont montré une faible expression de E-sélectine et
modérée de ICAM-1 comme pour le témoin. L’incubation en présence de TNFa
entraine une augmentation de ICAM-1 sans variation associée de la E-sélectine,
contrairement au témoin. Ces données suggérent une absence d’expression de la
E-sélectine a la surface de I'endothélium.

L’étude de I'ARN par RT-PCR montre que 'ARNm correspondant a la
E-sélectine est bien présent. Ceci suggére que la E-sélectine est rapidement
secrétée ou "coupée” de la surface de I'endothélium. Une étude par ELISA montre
une quantité importante de la E-sélectine soluble circulante (186 + 38 ng/mL pour la
patiente et 90 £ 13 ng/mL pour quatre sujets témoins), sous forme d'un fragment
résultant d’un clivage protéolytique.

Le séquengage du géne de la E-sélectine a permis de mettre en évidence deux
mutations hétérozygotes : I'une dans I'exon du domaine CR5 et I'autre dans 'exon
cytoplasmique 2.

En conclusion, ce nouveau "LAD" syndrome est caractérisé par une anomalie
fonctionnelle d’'une sélectine endothéliale, la E-sélectine. La E-sélectine pourrait
subir un excés de clivage protéolytique expliuant a la fois la diminution de son

expression membranaire et une nette augmentation de la forme secrétante.

Comment alors expliquer la relation entre ce déficit d’expression endothélial de
la E-sélectine associée a une augmentation de la forme secrétante circulante (sE-
sélectine) et la tendance a développer des infections ?

- La premiére explication se trouve dans le réle essentiel des sélectines lors
de la phase de roulement des leucocytes a la surface endothéliale. Une
anomalie de cette étape peut aboutir a I'absence d’extravasation des
leucocytes au niveau du site inflammatoire. Cependant des modéles murins
sélectivement deéficitaires en E-sélectine n‘ont pas montré d’incidence

augmentée d'infections, suggérant un réle compensateur de la P-sélectine
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qui aurait un réle redondant avec la E-sélectine. Le rble de la P-sélectine
serait différent chez 'lhomme.

- La deuxiéme hypothése repose sur le réle de la E-sélectine dans d'autres
fonctions de la réaction inflammatoire. Il a été en effet démontré que
interaction de cette sélectine avec des PNN améliore leur phénotype
adhésive en régulant I'expression de CD11b/CD18. Ainsi la diminution de
I'expression endothéliale de E-sélectine entraine une diminution de
I'activation des PNN et par conséquent de leur capacité phagocytaire.

- La présence de la forme sécretante de la E-sélectine en quantité importante
pourrait apporter une troisitme explication a la survenue d’infections. Bien
que son rdle in vivo soit peu connu, la sE-sélectine est capable de favoriser
I'adhésion et l'activation leucocytaire. Il est donc supposé que cette SE-
sélectine en grande quantité circulante aboutisse a une activation
leucocytaire intravasculaire inappropriée ou bien altéere les interactions avec

les cellules endothéliales activées.

Le mécanisme de la neutropénie reste non élucidé : les auteurs suggérent que
le phénoméne qui altére I'expression endothéliale de la E-sélectine pourrait impliquer
I'expression d’autres récepteurs d’adhérence leucocytaires et endothéliaux impliqués
dans la phase de mobilisation des leucocytes a partir de la moelle osseuse. Une
autre hypothése est émise par Etzioni A (1999b). La présence de E-sélectine a forte
concentration pourrait entrainer une activation des PNN conduisant a une majoration

de leur apoptose, expliquant la survenue de la neutropénie.
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"LAD" type | "LAD" type | variant 1

"LAD" type | variant 2

Age de révélation
Infections récurrentes
Parodontites
Infections cutanées

Retard a la chute du cordon
ombilical
Anomalies du développement

Expression de CD18

Expression de sLeX

Roulement des PNN
Adhérence ferme des PNN

Références

Manifestations cliniques

premiers jours de vie premiéeres années de vie

fréquentes Fréquentes mais non graves
présentes absentes
fréquentes fréquentes
fréquent non rapporté
absentes absentes
Bases biochimiques
fortement diminuée normale
ou absente . .
anomalie fonctionnelle du
récepteur
"inside-out"
normale normale

Anomalies fonctionnelles des PNN
normale normale
fortement diminuée

Kuijpers TW, 1997

fortement diminuée
Anderson DC, 1987
Fischer A, 1988

premiéres années de vie
fréquentes
présentes
fréquentes

non rapporté

absentes

Modérément diminuée (40-60%)

anomalie structurale du
récepteur (site de liaison
avec ligand)
normale

normale
fortement diminuée
Hogg N, 1999

Tableau n°lll-2-1 : Manifestations clinico-biologiques des "LAD" syndromes.



"LAD" type I variant 3 "LAD" type Il

"LAD" type llI

Age de révélation

Infections graves récurrentes

Parodontites
Infections cutanées

Retard a la chute du cordon
ombilical
Anomalies du développement

Expression de CD18

Expression de sLe*

Expression de la E-sélectine

Roulement des PNN

Adhérence ferme des PNN

Références

Manifestations cliniques

premiéres semaines de vie les premiers jours de vie

fréquentes présentes mais moins graves,
fréquence diminue durant
Fenfance

non rapportées persistent a 'age adulte

fréquentes présentes

non rapporté non rapporté
retard mental et
staturo-pondéral
Bases biochimiques

absentes

normale ou augmentee normale
anomalie fonctionnelle du
récepteur
"inside-out”
normale nulle
normale normale

Anomalies fonctionnelles des PNN
normal absent

fortement diminuée normale

Harris ES, 2001 Becker DJ, 1999

les premiers jours de vie

fréquentes

non rapportées
fréquentes

non rapporté

non rapportés

normale

normale

diminuée (endothélium)

normale a des HUVEC
mais absents a l'endothélium
du patient

De Lisser HM, 1999

Tableau n°llI-2-1 (suite) : Manifestations clinico-biologiques des "LAD" syndromes.
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[-2- LA GLYCOGENOSE Ib

La glycogénose |b résulte d'un déficit en glucose-6-phosphate (G6P)-
translocase qui assure le transport du G6P a travers la membrane du réticulum
endoplasmique (Narisawa K, 1978, Lange AJ, 1980, Bashan N, 1988, Verhoeven AJ,
1999). Ces patients présentent des signes cliniques caractéristiques comme une
hépatomégalie, des épisodes d'hypoglycémies brutales, une hyperuricémie, des
retards de croissance ou des hypertrophies rénales (Ambruso DR, 1985). La plupart
de ces patients souffrent de complications infectieuses (Visser G, 2000), excepté
dans de rares cas décrits plus récemment, suggérant une variation allélique (Bonioli
E, 1990; Kure S, 2000). Cette susceptibilité a présenter des infections bactériennes
est expliquée par la présence d'une neutropénie associée a une altération des
fonctions leucocytaires impliqguant PNN et monocytes. Les fonctions lymphocytaires
ne sont, par contre, pas perturbées (Gitzelmann R, 1993, Visser G, 2000). Ces
altérations fonctionnelles incluent une diminution de la mobilité in vivo et du
chimiotactisme in vifro, de la capacité de phagocytose et de leur potentialité
oxydative (explosion respiratoire).

Il a été montré récemment que la glycogénose Ib était une maladie de
transmission autosomale récessive, dont les génes impliqués étaient situés sur le
chromosome 11923 (Annabi B, 1998, Veiga-da-Cunha M, 1998). Cependant les
relations entre les déficits fonctionnels leucocytaires et I'anomalie métabolique
restent méconnus.

Nous décrivons, dans ce mémoire, un patient atteint de glycogénose Ib,
présentant des infections récurrentes, une altération des fonctions du PNN et un
déficit de I'expression des récepteurs d'adhérence CD62L et CD11/CD18 qui

régressent sous traitement par facteur de croissance.
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ll- PATIENT- MATERIELS ET METHODES

li-1- PATIENT

Le patient est né a terme, aprés une grossesse normale, de parents non-
consanguins. Le nouveau-né présente, six heures aprés la naissance, des
convulsions liées a une hypoglycémie brutale (glycémie: 1,4 mmol/lL., valeurs de
référence : 3,9-5,5 mmol/L) associée a une acidose lactique (pH sanguin : 7,2, acide
lactique : 3,77 mmol/L ; valeurs de référence : 0,34-0,78 mmol/L), une hyperuricémie
(acide urique : 416 pmol/L ; valeurs de référence : 238-420 pmol/L), une
hypercholestérolémie (cholestérol : 8,9 mmol/L ; valeurs de référence : < 5,16
mmol/L) et a une hypertriglycéridémie (triglycérides : 7,5 mmol/L ; valeurs de
réféerence : 0,46-1,48 mmol/L). Les fonctions hépatiques (transaminases) sont
normales. Une hépatomeégalie est notée a I'examen clinique. L'administration, soit de
galactose, soit de glucagon, n'améliore pas la glycémie sanguine mais augmente
significativement la concentration d'acide lactique. La biopsie hépatique montre la
présence d'hépatocytes distendus renfermant des vacuoles de grande taille de
glycogéne et de graisse. L'ensemble de ces critéres clinico-biologiques oriente
fortement vers le diagnostic de glycogénose de type |. Une supplémentation
appropriée en glucose est alors administrée afin d'obtenir une normalisation des
concentrations sanguines en glucose et acide lactique, ce qui a été suivi d'une
croissance staturo-pondérale normale (figure n°lll-2-4).

La neutropénie a été observée pour la premiére fois a I'age de 7 ans (PNN :
0,8 x 10%L en 1987) et a persisté ensuite (figure n°lli-2-5-A). A partir de cet age, sont
survenues des complications infectieuses récurrentes, a la fréquence de 2 a 6
épisodes par an et représentées par des infections cutanées, en particulier des
furoncles au niveau du visage, des fesses et des jambes, des abcés périanaux, des
otites récidivantes et un épisode d'infection pulmonaire. Ces épisodes infectieux ont
eté traités par une antibiothérapie systémique, complétée parfois par des nettoyages
chirurgicaux. Le patient présentait également des aphtes buccaux, une a deux fois

par mois.

106



19 ans
124 mons

18
18

17

1m0

16
102

-
- o o " L w o »
S % BB @ F @& @ F 3 B g m
© © © [ © =) : I
~ - - ~! - - | |
e + ] il ' i | i
H ﬁ | -
eI i . P TR I KRR ] o I =
3 | SRab e oL . -
-  de i Y ﬂ. A fiboo e : . =g
v : . .
e O e e e 1 i
~— - T ﬁ : : ~ & 9'fe [
et it 3% 2
. - P A B I
T T by = = . { ..
.. FE S e (0 i I ipbanat] o] a k-
Y A 7 e | - b
, = e e RE-
v N f.n 3 LR et T e
- i Dt s i, L Pl b e B IS e g
- f— o 4

TS oo - be s Epey e
T o e PENDR, N (O S P - I-
LD N N S e
faia aid S ./A.. —- i N L
T Ve R BRI, (RESGS.. IR u‘..
e ey St gl O 3 Ll b
- R
“ by S bl o, el o] b Y5
A // -
b —t et g === P
e d b BO m.(./
.1..4
~ — 2 I bl
= | e e |
2 3| (e et
2 =4 o e
T
— qlnwll b o —y
—_—rre T
: RSN TSNS SRR SRR
e e e L s -I..uhwal...,.““ul.n.”. sk Sl sttt s
-
mo v =3 v < w c v [
brpd ¥ v = = - T - =

frudes sur la Croisance . Paris W7o . Or M. SEMPE ¢) 0 PEDRON.

bt = PRSI

éeeng

.-

tation appropri

émen

x

Figure n°lll-2-4 : Courbe staturo-pondérale de l'enfant atteint de glycogénose Ib
apres supp lucose
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L'examen des frottis médullaires a montré une moelle hyperplasique sans
anomalie de maturation. La présence de ce contexte infectieux, associé a la
neutropénie, a orienté le diagnostic vers une glycogénose de type |b. Un déficit de
I'activité de la G6P translocase n'a pas été mis en évidence chez ce patient mais une
mutation dans la région 11923 a été trouvée pour le propositus et ses parents
(Veiga-da-Cunha M, 1998). Cette analyse a montré la présence de la mutation
1211delCT/1211delCT pour le propositus et la délétion 1211delCT/N pour le pére et

la mére. Ces données moléculaires ont confirmé le diagnostic de glycogénose Ib.

A l'age de 18 ans, la recrudescence de la fréquence des infections (1 a 3
épisodes par mois), a motivé le recours a un traitement par facteur de croissance de
type G-CSF (figure n°ll[-2-5-B). Dans un premier temps, l'administration de
filgrastime (Neupogen®, 5 pg/kg/jour, voie sous-cutanée) a da étre interrompue du
fait de la survenue d'une myosite des deux mollets. Puis, deux mois plus tard,
I'injection unique de molgramostime (Leucomax®) a été suivie d'un malaise, ce qui a
réfuté la poursuite de ce traitement. Finalement, I'administration de lenograstime
(Granocyte®, 5 pg/kg/jour, 3 fois par semaine, voie sous-cutanée) a été cliniquement
bien tolérée et a entrainé une augmentation de la concentration en PNN au dessus
du seuil de 1,5 x 10%L. Le statut infectieux du patient s'est nettement amélioré
puisque les aphtes buccaux ont disparu et la fréquence des infections a diminuée a 1

fois par an.
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Figure no-2-5 .
A. Courbe d'évolution de la concentration en PNN avant tout traitement par facteurs

de croissance.

B. Effet des facteurs de croissance sur la numération des PNN. (figrastime,
Neupogen® : fléeche avec une astérisque; molgramostime, Leucomax®: fléche
avec deux astérisques; lenograstime, Granocyte™: fleche avec trois astérisques).
La chronologie des explorations des fonctions des PNN est représentée par des

fleches pleines.
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I-2- MATERIELS ET METHODES

L'exploration des fonctions des PNN du patient a été réalisée, en double,
avant et aprés traitement par facteurs de croissance (chronologie montrée sur la
figure n°lll-2-5). Durant ce traitement, les échantillons sanguins ont été prélevés
avant l'administration de facteur de croissance, afin de respecter un délai de 24

heures entre I'administration de facteur de croissance et I'analyse des PNN.

11-2-A- PRELEVEMENT
Pour I'étude du chimiotactisme, du métabolisme oxydatif et de la phagocytose,
les PNN ont été isolés a partir de sang total recueilli en présence d'héparine. Pour
I'étude des récepteurs d'adhérence, I'analyse est réalisée sur des PNN provenant de

sang total, recueillis en présence d'EDTA.

11-2-B- ISOLEMENT DES PNN
Les PNN sont isolés a l'aide d'une centrifugation sur gradient de densité
Polymorphprep® (Nycomed Pharma) (cf. technique détaillée dans chapitre |I

Méthodologie générale).

1I-2-C- ETUDE DU CHIMIOTACTISME DES PNN
(techniqgue selon Nelson RD, 1975).

Principe

L’étude du chimiotactisme des PNN est I'analyse du procédé par lequel un
facteur chimiotactique, disposé selon un gradient de concentration, induit un
mouvement de migration orientée de cette cellule vers ce facteur. Les PNN
expriment des récepteurs pour des agents chimiotactiques provenant de la paroi
bactérienne comme les peptides N-formylés, des facteurs provenant de l'activation
complémentaire (Cb5a), ou dérivant du métabolisme cellulaire, de Vacide
arachidonique (leukotriene B4) ou de la phosphatidylcholine (facteur activateur
plaquettaire, PAF).

Les récepteurs aux facteurs chimiotactiques appartiennent a la famille des
« serpentines » nommées ainsi du fait de leur structure moléculaire qui « serpente »

a travers la membrane cellulaire grace a 7 domaines transmembranaires, et qui sont
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couplés a des protéines G liant le GDP. La liaison d’un agent chimiotactique a son
récepteur entraine I'échange de ce GDP en GTP et la protéine G ainsi activée, active
a son tour des mécanismes de transduction, conduisant a la mobilisation des
granules intracellulaires et au chimiotactisme.

Le principe de ce test est de reproduire la migration des monocytes sur un gel
d'agarose en présence de substances attractantes réparties selon un gradient de
concentration. Les facteurs chimiotactiques utilisés dans notre étude sont le formyl
méthionyl leucyl phénylalanine (fMLP), peptide synthétique reproduisant une

structure de base des parois bactériennes et le ZAS (sérum activé par le zymosan).

Matériels et réactifs

- Boites de Pétri stériles en plastique pour culture cellulaire (Falcon 3002, 60 x 15
mm).

- Réchaud.

- Incubateur a 37°C a atmosphére humide a 5% de CO,.

- Tubes jaugés de 10 mL, en verre.

- Emporte-piéce pour gélose de 3 mm de diamétre intérieur.

- Eau distillée stérile.

- Milieu MEM 10x (Minimum Essential Medium) concentré 10 fois (Gibco, réf 21430-
020).

- Bicarbonate de sodium a 7,5% (Prolabo, réf 27 778.293).

- Pool de sérum humain inactivé par la chaleur (chauffer le sérum a 56°C pendant 30
min) et conservé a -80°C.

- Agarose = indubiose A37 (Industrie Biologique Francaise, réf 230 231).

- Zymosan (Sigma, réf Z 4250).

- fMLP (Sigma, réf F 6004).

- Méthanol (Merck, MC 310655).

- Formaldéhyde (Prolabo, 20 909.290).

- Fuschine (RAL).
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Mode opératoire
Préparation des facteurs chimiotactiques
+ ZAS :
- Suspension de zymosan a 10 mg/mL dans du tampon PBS.
- Ajouter a 100 pL de cette suspension 1 mL de sérum frais.
- Incubation 60 min a 37°C sous agitation.
- Centrifugation 5 min a 3500 tours/min et récupérer le surnageant en fractions
de 100-200 pL, conservées a —20°C.
+ fMLP :
- Préparer une solution a 10 M, soit dissoudre 2,2 mg de fMLP dans 5 mL de
milieu MEM.
- Faire 2 dilutions au 1/100 pour obtenir une concentration de 107 M.
- Congeler a -20°C et attendre au moins 15 jours avant toute utilisation.
Préparation des boites de Pétri
+ Préparation de la gélose (pour 4 boites de gélose) :
- Ajouter 0,24 g d’indubiose A 37 a 10 mL d’eau distillée dans un tube jaugé
en verre de 10 mL.
- Placer le tube au bain-marie bouillant 5 a 10 min jusqu’a dissolution
compleéte, en le remuant de temps en temps.
- Dans un bécher, déposer de fagon stérile :
. 5,8 mL d’eau distillée stérile.
. 2,0 mL MEM 10X.
. 2,0 mL de sérum inactivé.
. 0,2mL de Na HCO3 a 7,5%.
- Ajouter la gélose dans le bécher et mélanger.
- Distribuer rapidement 4,7 mL de ce milieu dans chaque boite de Pétri en
évitant l'introduction de bulles d’air. Homogénéiser les boites et laisser refroidir en les
laissant d'abord sur la paillasse puis en les mettant a 4°C (30 min minimum et une 2

journée au maximum).

+ Découpe des puits : découper 4 séries de 2 puits de 3 mm de diametre, séparés

entre eux de 3 mm (figure n°lll-2-6).
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Dépbt de la suspension cellulaire et des facteurs chimiotactiques
- Déposer dans trois puits externes 10 pyL de facteur chimiotactique, le quatrieme
restant vide, représentera le contrble. Le ZAS sera déposé 1 heure a lI'avance afin
d’établir le gradient de concentration ; ce temps de diffusion préalable n'est pas
nécessaire au fMLP.
- Déposer dans les quatre puits externes 10 pL de suspension de PNN.
- Incubation des boites dans lincubateur a 37°C en atmosphere humide a 5% de
CO,, durant 24 heures.

Fixation et coloration
- Fixation : recouvrir les boites de 5 mL de méthanol pendant 30 min ; puis remplacer
le méthanol par 5 mL de formaldéhyde pendant 30 min et vider.
- Décoller soigneusement les géloses et retourner sur un papier absorbant.
- Coloration : mettre 2 a 3 gouttes de fuschine avec de I'eau distiliée durant quelques
secondes. Rincer doucement a I'eau distillée et laisser sécher.

Lecture (figure n°lll-2-6)
- Au microscope, obijectif x 10, avec un quadrillage de 10 carreaux sur 10 de 0,12
mm de coté.
- Repérer les plages de migration autour des puits des monocytes. En positionnant la
grille en bordure des puits, mesurer les distances A et B de fagon radiaire, en
repérant la bande de la grille qui renferme encore au moins 2 monocytes ayant
migre.
- Faire la moyenne des 3 puits et convertir la distance mesurée en mm, en sachant

que 1 carreau (= 1 bande) = 0,12 mm.

Expression des résultats
- A : migration par chimiotactisme
- B : migration spontanée
- A-B : différentielle chimiotactique

- A/B : index chimiotactique
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Découpe des puits - Dépot de la suspension cellulaire et des facteurs
chimiotactiques

puits vide

10 pL de suspension cellulaire

10 pL de facteur chimiotactique

Migration des cellules vers le facteur chimiotactique

Migration par
chimiotactisme
=MC

Migration
spontanée
=MS

Figure n°lll-2-6 : Analyse du chimiotactisme des PNN.
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Lecture au microscope. Objectif x 10 avec un quadrillage de 10 carreaux x 10
carreaux de 0,12 mm de coté, en plagant le bord du quadrillage au bord du puits de
cellules. Prendre en compte la rangée qui ne renferme plus que 2 cellules.

Expression des résultats

A : migration par chimiotactisme = moyenne des MC x 0,12 mm
B : migration spontanée = moyenne des MS x 0,12 mm

A-B : différentielle chimiotactique

A/B : index chimiotactique

Figure n°lllI-2-6 (suite) : Analyse du chimiotactisme des PNN.
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1I-2-D- ETUDE DU METABOLISME OXYDATIF

ll-2-D- ®-Technique par chimiluminescence

Principe
En stimulant un PNN, son métabolisme est augmenté, ce qui conduit a une
consommation d'oxygene accrue ainsi qu'a la génération de différents métabolites de

I'oxygéne, hautement réactifs, de la fagon suivante :

Glucose

l NADPH oxydase
Glucose 6P NAD o7y
Pyruvate NADPH 0>

20, + 2HY ——» H-0,
Oy +H,Op ——» OH+ 0O, +OH

Les peroxydes et superoxydes libérés activent le luminol qui génére des émissions

lumineuses, mesurées a l'aide d'un luminométre.

Matériel
- Luminométre 1251 LKB (Wallac).
- Centrifugeuse refrigérée GR422 (Jouan).

Réactifs

- Tampon PBS glucosé pHa 7,4.
- Suspension de PNN & 4-5 x 10%/mL.
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- Zymosan A (Sigma) opsonisé. Effectuer une suspension de zymosan a 15 g/L dans
du sérum AB. Le zymosan est opsonisé pendant 1 heure a 37°C sous agitation. Le
surnageant (aprés centrifugation de 10 min a 3000 tours/min) est éliminé et remplacé
par un méme volume de tampon PBS glucosé. Cette préparation peut étre
conservee a -18°C.

- Luminol 10™* M. Solution stock & 102 M. Dissoudre 3,54 mg de luminol dans 2 mL
de DMSO (diméthylsulfoxide, Merck). Conservation a -4°C pendant une semaine.
Cette solution sera diluée au 1/100 avec du PBS glucosé au moment de I'empiloi.

- Tous les réactifs sont filtrés a 0,22 ym.

Mode opératoire

Les mesures s'effectuent a 37°C. On utilise un échantillon et un blanc.

Essai Blanc
Luminol 10* M 700 pL 700 pL
Zymosan opsonisé 200pL /
PBS glucosé / 200 uL
Suspension cellulaire 100 L 100 UL

Noter l'intensité maximale du signal (pic) et l'intégration du signal pendant 25 min,

exprimeées en volts (V).
Expression des résultats
Emission maximale de lumiére en volt/seconde pour 10° PNN =

(Pic de I'échantillon en mV — pic du blanc en mV) x 10°
Concentration cellulaire en PNN (10° /uL) x 100

Emission moyenne de lumiére en volt/seconde pour 10° PNN =
(Intégration de I'échantillon en mV — intégration du blanc en mV) x 10°
Concentration cellulaire en PNN (10° /uL) x 1500 x 100
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11-2-D-@- Mesure de la génération de I'anion superoxyde par réduction du
cytochrome C

Principe

On mesure indirectement I'apparition de I'anion superoxyde O, libéré par le
PNN activé en mesurant la réduction du cytochrome C par cet anion.
Oy / Cytochrome C Fe*" » 0,/ Cytochrome C Fe**

En paralléle, on effectue une inhibition de cette réduction en ajoutant de la
superoxyde dismutase (SOD) au milieu réactionnel, afin de s'assurer de la spécificité

de la mesure. L'anion superoxyde est considéré comme un donneur d'électrons.

Réactifs

- Cytochrome C (Sigma) : 2 mg/mL.

- Zymosan A (Sigma) : 15 mg/mL de sérum AB sont opsonisés pendant 1 heure a
37°C sous agitation. Aprés centrifugation, le surnageant est élimine et remplacé par
le méme volume de tampon PBS glucosé.

- SOD (Boehringer) : la solution a 1 mg/mL est préparée par avance et fractionnée
pour une conservation a —-18°C.

- Tampon PBS glucosé.

- Suspension de PNN isolés, ajustée a 500 PNN/pL.

Matériel
- Lecteur/incubateur de microplaques Labosystems iEMS.

- Logiciel Delta Soft (Biometallis).

Conditions de lecture

- Incubation a 37°C.

- Agitation 300/min.

- Longueur d'onde : 500 nm.

- Lecture d'absorbance sur 30 min.
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Mode opératoire

Tube 1 Tube 2
Cytochrome C (uL) 400 400
Zymosan opsonisé (uL) 250 250
SOD (pL) 50 /
Tampon PBS (L) / 50
Suspension cellulaire (uL) 500 500

Les tubes sont bouchés puis incubés 30 min a 37°C, sous agitation. Aprés ce temps,
les tubes sont centrifugés a +4°C, a 3500 tours/min, pendant 10 min. La lecture des

surnageants se fait en microcuve contre du PBS.

Résultats
Les résultats sont exprimés en différence de Densité Optique (DO) pour 10° cellules
= Delta DO
500 x A

A = nombre de cellules par pL

500 = volume de la suspension cellulaire en yL, introduit dans le milieu réactionnel.

lI-2-E- ETUDE DE LA PHAGOCYTOSE

Principe

La phagocytose des PNN est mesurée a l'aide de la trousse Phagotest Orpegen
(Becton Dickinson). Ce test comprend des bactéries (E. Coli) opsonisées (anticorps
et complément) marquées au FITC. Ces bactéries sont mises en contact avec les
cellules durant 10 min afin d'étre phagocytées. La fluorescence des bactéries non
internalisées est supprimée a l'aide d'une solution d’inhibiteur. Apres une lyse des
globules rouges accompagnée d'une fixation des cellules et d'un marquage de leur
ADN, les échantillons sont analysés par CMF. Les résultats sont exprimés en

pourcentage de PNN devenus fluorescents.
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Matériel et réactifs
- Trousse Phagotest (Orpegen, Pharma).
- Cytométre FACSCalibur (Becton Dickinson).

Mode opératoire

- Ajouter dans un tube maintenu a 0°C (dans de la glace), 100 uL de sang total et
20 uL d'E. Coli et incuber 10 min a 37°C sous agitation.

- Mettre le tube dans la glace pour arréter la phagocytose.

- Rajouter 100 pL de solution d’inhibition et 3 mL de solution de lavage.

- Centrifuger a 1200 tours/min (250 g) pendant 5 min a 4°C, deux fois et éliminer le
surnageant a la pompe a vide.

- Ajouter 2 mL de solution de lyse et incuber 5 min a température ambiante.

- Centrifuger a 1200 tours/min (250 g) pendant 5 min a 4°C et éliminer le surnageant
a la pompe a vide.

- Rajouter 3 mL de solution de lavage a 0°C.

- Centrifuger a 1200 tours/min (250 g) pendant 5 min a 4°C et éliminer le surnageant
a la pompe a vide.

- Rajouter 100 pL de solution de marquage de I'ADN a 0°C puis 400 uL de solution

de lavage. Incuber 10 min a 0°C, dans l'obscurité.

Analyse au CMF (figure n°lll-2-7)

- L'analyse doit étre réalisée au maximum une demi-heure aprés avoir ajouté la
solution de marquage de I'ADN.

- Sur I'histogramme de fluorescence liée au marquage de I'ADN, réaliser une fenétre
électronique sur le pic de fluorescence des PNN pour les différencier des bactéries.

- Repérer sur le cytogramme taille/structure la population des PNN et faire une
fenétre électronique.

- Sur I'histogramme de fluorescence liée aux bactéries, analyser le pourcentage de
PNN ayant incorporé cette fluorescence, ce qui correspond au pourcentage de PNN

ayant phagocyté des bactéries.

Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en pourcentage de PNN ayant phagocyté des bactéries.
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Cytogramme taille/structure :
une fenétre électronique délimite
la population des PNN
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Histogramme de fluorescence
liée au marquage de I'ADN :
permet de distinguer le pic de

fluorescence des PNN
de celui des bactéries

bactéries
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Figure n°lll-2-7 : Analyse de la phagocytose des PNN par CMF a l'aide de la trousse
Phagotest (Orpegen Pharma, Becton Dickinson).
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fI-2-F-  QUANTIFICATION DE L'EXPRESSION DES RECEPTEURS
D'ADHERENCE A LA SURFACE DES PNN

La quantification de I'expression de CD62L et de CD11b/CD18 a la surface
des PNN a été réalisée a l'aide de la trousse Qifiki (Dako), selon la technique
d'immunomarquage indirect (cf. Deuxiéme partie : Matériel et Méthodes). Les
résultats sont exprimés en nombre de sites occupés par I'anticorps ou capacité liante
de I'anticorps (CLA).
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Ill- RESULTATS
(tableau n° 1ll-2-2)

Chimiotactisme des PNN
Avant tout traitement par facteurs de croissance, la mobilité spontanée et
chimiotactique vis-a-vis du ZAS (10 M) et du fMLP (107 M) des PNN du patient

étaient diminuées, et sans changement apres facteur de croissance.

Métabolisme oxydatif des PN

LLe métabolisme oxydatif des PNN était aussi altéré. La chimiluminescence
des PNN vis-a-vis du zymosan et surtout de la PMA était diminuée tout comme la
production d'ions superoxydes. Ces anomalies n'ont pas régressé aprés traitement

par facteur de croissance.

Phagocytose des PNN

La capacité de phagocytose était initialement diminuée puisque le
pourcentage de bactéries phagocytées était seulement de 43% par rapport au
témoin (> 80%). L'administration de facteur de croissance a abouti, au bout d'un an,
chez notre patient, a une nette amélioration de cette capacité de phagocytose avec

une ingestion de 95,7% des bactéries.

Expression quantitative des récepteurs d'adhérence a la surface des PNN

La quantification par CMF a montré une expression bimodale de ces
récepteurs avec présence de deux pics correspondant a deux populations de PNN
'une, évaluée a 30% des PNN analysés, présentant un déficit de I'expression de la
L-sélectine CD62L et des B, intégrines CD11b/CD18 ; l'autre, évaluée a 70% des
PNN analysés, présentant une expression de ces récepteurs soit normale soit
modérément augmentée par rapport aux valeurs des témoins (figure n°lll-2-8 et
tableau n°lll-2-2). Ce déficit d'expression a complétement disparu aprés un an de

traitement par facteur de croissance.

123



Avant traitement par G-CSF

Aprés 1 an de
traitement par

G-CSF
Patient Patient Patient
Facteur Mobilité (15ans) Témoin (18 ans) Témoin (19 ans) Témoin
chimiotactique
Mobilité par 1,48 2,60 1,20 2,76 1,20 2,72
chimiotactisme
ZAS (mm)
(10° M) Mobilité 0,72 1,42 0,50 1,51 0,58 1,37
spontanée
(mm)
Mobilité par 1,24 212 0,96 2,60 1,36 3,52
MLP chimiotactisme
(mm)
(107M)
Mobilité 0,67 1,27 0,55 1,58 0,72 1,10
spontanée
(mm)
Avant traitement par G-CSF Aprés 1 an de
traitement par
G-CSF
Patient Patient Patient
(15 ans) Témoin (18 ans) Témoin (19 ans) Témoin
Zymosan 1,92 7,11 2,74 5,18 1,68 5,72
Chimiluminescence opsonisé
(émission maximale
en mVolt/s/ PMA 0,06 1,50 0,65 1,38 0,49 0,71
10° PNN)
Génération d'ions superoxides 30,4 54,00 14,20 40,80

(nMol 04/10° PNN pendant 30 min)

Avant traitement par G-CSF

Aprés 1 an de traitement par G-CSF

Patient Patient
(18 ans) Témoin (19 ans) Témoin
Taux de 42,9 84,5 95,7 97.1
phagocytose
(% de PNN)

Tableau n°lll-2-2 : Résultats de I'analyse des fonctions des PNN, chimiotactisme,
phagocytose, métabolisme oxydatif, avant et aprés traitement par facteur de
croissance, chez le patient atteint de glycogénose Ib.
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patient before treatment patient after one year of

control
by G-CSF G-CSF therapy
s 30% of PMN 70% of PMN 3. 100% of PMN 8. 100% of PMN )
190x 103 ABC  79.0x 103 ABC 18.0 x 103 ABC 5 34.5x 103 ABC
i 81 &
84
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igure N M-2-8 : Histogrammes de fiuorescence de lexpression des recepteurs d.adnherence a 1a surface des PNN, chez le patient
atteint de glycogénose Ib, avant et aprés un an de traitement par facteur de croissance, par rapport @ un témoin sain.
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Patient Témoins (n = 10)

Avant traitement Apres 1 an de traitement
par G-CSF par G-CSF
% cellules x10°CLA  %cellules x10°CLA % cellules x 10° CLA
CD62L 30% 19,0 100% 18,0 100% 24-43
70% 79,0
CD11b 30% 17,0 100% 123,0 100% 32-53
70% 38,0
CD18 30% 15,0 100% 37,7 100% 11-43
70% 39,0

Tableau n°lll-2-3 : Valeurs quantitatives (en CLA : capacité de liaison de I'anticorps)
de I'expression des récepteurs d'adhérence a la surface des PNN, chez le patient
atteint de glycogénose Ib, avant et aprés un an de traitement par facteurs de
croissance, par rapport a des témoins sains.
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IV- DISCUSSION

Notre observation a décrit le cas d'un patient atteint de glycogénose |Ib,
présentant une neutropénie associée a une altération des fonctions des PNN,
anomalies du chimiotactisme, de la capacité oxydative et du pouvoir de phagocytose.
Ces données sont en accord avec celles rapportées dans la littérature (Beaudet AL,
1980; Anderson D, 1981; Di Rocco M, 1984, Kowen N, 1986; Gitzelmann R, 1993;
Piva E, 1996; Visser G, 2000) et expliquent la susceptibilité de ces patients a
présenter des complications infectieuses.

Pour expliquer cette particularité du type Ib de la glycogénose, une anomalie
du transport du G6P a travers la membrane microsomale a été suggérée au niveau
du PNN, puisqu'elle a été trouvée au niveau des hépatocytes (Lange AJ, 1980;
Bashan N, 1993; Verhoeven AJ, 1999). Une autre explication a été proposée par
Anderson et al., qui ont montré par microscopie électronique, que les PNN de ces
patients n'ont pas une morphologie bipolarisée normale puisqu'ils sont incapables,
aprés stimulation par des facteurs chimiotactiques, de répondre en redistribuant leurs
sites d'adhérence du pdle antérieur (lamélipode) au pble postérieur (uropode).

I a été montré, chez les patients atteints de glycogénose Ib, I'effet
thérapeutique favorable de la greffe de foie qui permet de corriger I'anomalie
métabolique (Matern D, 1999). Cependant, la greffe hépatique ne corrige pas la
neutropénie ainsi que les complications infecticuses, excepté dans un cas
récemment rapporté (Martinez-Olmos MA, 2001). De plus, les anomalies
fonctionnelles des PNN ne sont également pas corrigées (Lachaux A, 1993) ce qui
nécessite la poursuite de I'administration de facteurs de croissance (Donadieu J,
1994; Matern D, 1999; Schroten H, 1991; Calderwood S, 2001).

En plus des anomalies des PNN habituellement rapportées dans la
glycogeénose |b, notre patient présente une anomalie du phénotype d'expression des
récepteurs d'adhérence avec un déficit partiel de I'expression a la fois de CD62L et
de CD11b/CD18 (figure n°lll-2-8 et tableau n°lll-2-3). Ce résultat a été contrblé a
partir d'un deuxiéme prélévement sanguin et ne résulte pas de probléme technique
puisqu'un témoin est analysé en paralléle. Ce profil phénotypique n'a jamais été

observé pour des témoins sains. Une hétérogénéité fonctionnelle des PNN
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concernant la production d'H,O, a été rapportée dans la glycogénose b (Schroten H,
1991), mais notre cas d'hétérogénéité phénotypique de I'expression des récepteurs
d'adhérence est, a notre connaissance, le premier cas rapporté. Ces récepteurs
d'adhérence jouant un réle majeur dans la mobilité et I'adhésion des PNN a la
barriere endothéliale (Carlos TM, 1994), ce déficit, méme partiel, contribue
probablement a la survenue des complications infectieuses présentées par notre
patient.

Ce déficit d'expression ne peut étre directement expliqué par la mutation sur le
chromosome 1123 trouvée chez cette famille (Annabi B, 1998; Veiga-da-Cunha M,
1998) puisque le geéne de la chaine B, des intégrines est localisé sur le chromosome
21q22.3 (Etzioni A, 1999).

Nous proposons une nouvelle hypothése en établissant un parallélisme avec
une récente observation concernant le "LAD" syndrome de type Il. Ce syndrome
résulte, comme nous l'avons détaillé dans la premiére partie (figures n°lll-2-2 et IlI-2-
9), d'une hypofucosylation des produits glycoconjugués comme le sialyl-Lewis X ou
la substance H et est |la résultante d'une anomalie du transport du GDP-fucose dans
le Golgi (Lubke T, 1999; Marquardt T, 1999). En établissant un paraliélisme, la
glycogénose-lb est liée a une anomalie de transport microsomal du G6P. Nous
supposons que cette translocase est physiologiquement présente dans la membrane
leucocytaire afin d'assurer le transport des résidus de glucose depuis le cytosol vers
la lumiére du réticulum endoplasmique. En effet, la biosynthése du dolichol
pyrophosphoryl oligosaccharide des oligosaccharides N-liés nécessite la présence
de trois résidus glucosés qui sont ajoutés au dolichol pyrophosphoryl oligosaccharide
lorsque celui-ci est basculé a la face luminale du réticulum endoplasmique
(Brockhausen |, 1993) (figure n°llI-2-10). Or la L-sélectine et les B, intégrines sont
des oligosaccharides N-liés, dont la biosynthese pourrait étre altérée par une
anomalie de la protéine de transport du G6P.

Il a été dailleurs décrit les GDGS, "carbohydrate-deficient glycoprotein
syndromes" un groupe hétérogéne de pathologies héréditaires présentant une
anomalie de glycosylation des glycoprotéines et regroupant (Hirschberg CB, 1998) :

- les glycogénoses la, Ib, II, 11l, IV, V et
- les "LAD" syndrome type Il
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Pour le "LAD" syndrome type Il, il a été décrit une anomalie du transporteur du
GDP-fucose dans le Golgi (d'aprés Marquardt T, 1999b).

Golgi

Glucose-6-phosphate | @ = gy < Glucose-6-phosphate

Glucose-6-phosphate
translocase

La glycogénose Ib est caractérisée par une anomalie de la
glucose-6-phosphate translocase.

Figure n°lll-2-9 : En faisant un parallélisme avec le "LAD" syndrome type II, la
glycogénose-Ib est liée a une anomalie de transporteur microsomal du glucose-6-
phosphate.
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Figure IlI-2-10 : La biosynthése du dolichol pyrophosphoryl oligosaccharide des
oligosaccharides N-liés nécessite la présence de trois résidus glucosés qui sont
ajoutés au dolichol pyrophosphoryl oligosaccharide lorsque celui-ci est basculé a la
face luminale du réticulum endoplasmique. Ceci nécessite la présence d'un
transporteur du glucose (d'aprés Brockhausen |, 1993).
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Le traitement par facteur de croissance a entrainé une nette amélioration du
statut infectieux du patient associé a une augmentation de la concentration en PNN
(figure n°lll-2-5-B) et une normalisation, in vitro, des tests de phagocytose et de
I'expression des récepteurs d'adhérence (fableau n°lll-2-2 et figure n°lll-2-8), alors
que le chimiotactisme et le métabolisme oxydatif sont restés altérés. La distribution
bimodale de l'expression des récepteurs d'adhérence a disparu et les valeurs
quantitatives sont similaires a celles trouvées pour les témoins. Si le réle du G-CSF
sur la neutropoiése est bien établi et utilisé, son implication sur I'amélioration des
fonctions leucocytaires est également cliniguement importante (Schroten H, 1991;
Yong K, 1992; Hoglund M, 1997; Leavey PJ, 1998; Spiekermann K, 1997). En effet,
le G-CSF posséde une action positive sur la cytotoxycité cellulaire anticorps-
dépendante, la proprieté d'adhérence, la phagocytose et la mort des
microorganismes, aussi bien in vitro qu'in vivo. Par contre, aucun effet n'a été noté
sur le chimiotactisme. La réponse observée pour notre patient au traitement par
facteur de croissance est cohérent avec les données de la littérature, excepté pour le
métabolisme oxydatif. Il a été montré que le G-CSF augmentait I'expression de
CD11b in vitro et in vivo (Yuo A, 1989; Hoglund M, 1997; Spiekermann K, 1997). Des
études cinétiques ont montré que cette augmentation survenait précocement avec un
maximum observé 1 heure aprés administration de G-CSF (Kerst JM, 1993) et
persistait 5 jours aprés (Hoglund M, 1997). Les données sont, par contre,
divergentes concernant l'effet du G-CSF sur l'expression de CD62-L. Certains
rapportent une diminution de son expression (Ohsaka A, 1993; Yong K, 1991) alors
que Griffin et al. (1990) ne montrent aucune variation. Cependant, une augmentation

marquée de I'affinité de CD62L pour son ligand a été décrite (Spertini O, 1991).

La normalisation, aprés traitement par G-CSF, de l'expression des récepteurs
d'adhérence et de la phagocytose associée a une augmentation du nombre de PNN

contribue a la nette amélioration du statut infectieux de notre patient.

Ce déficit d'expression en récepteurs d'adhérence est le premier rapporté
chez un patient atteint de glycogénose |b. La quantification de ces récepteurs, par
une méthode standardisée, chez d'autres patients atteints de glycogénose,
permettrait de comprendre l'implication de ces récepteurs dans la genése des

infections observées dans ce contexte.
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Chapitre IlI-3

APPROCHE FONCTIONNELLE DE LA FLUIDITE MEMBRANAIRE DES
MONOCYTES CHEZ LES SUJETS PRESENTANT
UNE CIRRHOSE ALCOOLIQUE :
QUANTIFICATION DES RECEPTEURS D'ADHERENCE, ETUDE DU
CHIMIOTACTISME ET EXPOSITION DES PHOSPHOLIPIDES MEMBRANAIRES

I-INTRODUCTION- RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Ce travail résulte d'une collaboration entre Dr Marchand-Arvier M, professeur
Vigneron C et moi méme (service d’Hématologie Biologique) et le professeur
JP. Bronowicki (service d'Hépato-Gastro-Entérologie) dont I'une des thématiques de
travail est représentée par I'étude de la mauvaise réponse vaccinale au virus de
I'hépatite B (VHB) des sujets atteints de cirrhose alcoolique. Un travail de thése (H.
Barraud, 2000) a montré une augmentation de la fluidité membranaire profonde des
monocytes chez les sujets non-répondeurs. L'analyse de la fluidité membranaire des
monocytes a été motivée par le fait que, d'une part le monocyte représente un acteur
principal de la réponse immunitaire du fait de son réle en tant que cellule
présentatrice de I'antigéne aux lymphocytes et d'autre part, que la fluidité
membranaire influence directement le comportement des récepteurs par le biais de
la composition lipidique. Cette modification de la fluidité pourrait donc étre impliquée
dans les altérations des phénomenes de reconnaissance cellulaires et transduction
du message survenant dans la réponse immunitaire, ainsi que dans les anomalies
fonctionnelles observées pour les cellules immunes.

Le but de notre travail a été d'étudier les monocytes de ces sujets par une
approche plus fonctionnelle, en explorant ces cellules par des tests dont les
variations impliquent des modifications de la fluidité membranaire. Notre choix s'est
porté sur un test fonctionnel global, le chimiotactisme, et sur deux tests spécifiques,
l'un impliquant des récepteurs membranaires d'activation cellulaire, soit I'expression
des récepteurs d'adhérence, et l'autre impliquant l'organisation des lipides
membranaires par la mesure de 'exposition des phospholipides anioniques.

Aprés un rappel bibliographique sur la mauvaise réponse vaccinale au VHB
chez le sujet cirrhotique alcoolique et sur la fluidité membranaire, nous

commenterons le choix de nos tests et présenterons notre étude.
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I-1- SUSCEPTIBILITE DES PATIENTS ATTEINTS DE CIRRHOSE
ALCOOLIQUE A PRESENTER DES INFECTIONS ET MAUVAISE REPONSE
VACCINALE AU VIRUS DE L’HEPATITE B (VHB)

Les infections bactériennes sont des complications fréequentes et graves
rencontrées chez les patients cirrhotiques. Leur incidence est d’ailleurs plus
importante chez ces patients par rapport aux patients présentant une cirrhose liée a
une autre étiologie (Rosa H, 2000). Trente a 50% d’entre eux présentent une
infection bactérienne a I'admission ou développent un sepsis durant 'hospitalisation
(Iber FL, 1999 ; Navasa M, 1999). Parmi ces infections, beaucoup sont nosocomiales
(15 a 35%), ce qui contraste avec la fréquence des infections acquises durant une
hospitalisation pour la population générale (5 a 7%). Les complications les plus
souvent observées sont les infections spontanées du liquide d’ascite, des voies
respiratoires et urinaires. Ces complications peuvent menacer a court terme le
pronostic vital. Le taux de survie aprés un épisode de péritonite bactérienne
spontanée est en effet respectivement a un et deux ans de 30 a 50% et de 25 a 30%
(Rimola A, 2000).

L’équipe du Pr JP. Bronowicki (Service d’Hépato-Gastro-Entérologie, CHU
Nancy) s’est particulierement intéressée a la réponse médiocre a la vaccination
contre I'hépatite B chez le cirrhotique. Le taux de réponse a la vaccination contre le
VHB est en moyenne compris entre 18 et 50% en cas de cirrhose alcoolique, 44 a
54% en cas de cirrhose non-alcoolique, et de 43 a 82% chez des patients
alcooliques ayant une hépatopathie minime (Degos F, 1986 ; Bronowicki JP, 1997).
Les facteurs démontrés impliqués dans la 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 faibles. Bronowicki et al.
(1997) ont montré que la présence de I'antigéne HLA DR7 et 'absence de I'antigene
HLA DR1 étaient liés avec la non-réponse anti-HBs.

Ces anomalies de réponse sont liées a l'immunodépresion induite par la

maladie hépatique, la toxicité de I'alcool et les carences nutritionnelles.
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I-2- PERTURBATIONS DU SYSTEME IMMUNITAIRE CHEZ LES PATIENTS
ATTEINTS DE CIRRHOSE ALCOOLIQUE

1-2-A- IMMUNITE HUMORALE : HYPERGAMMAGLOBULINEMIE

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 éthylique
(Fischer D, 1980). Cette hypersécrétion par les lymphocytes B peut étre spécifique
(dirigés spécifiqguement contre les antigenes d'origine digestive et les
lipopolysaccharides, LPS) ou aspécifiques (sécrétion accrue de I'ensemble des
immunoglobulines).

Elle semble étre 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 secrétent spontanément des quantités
importantes d’anticorps quand ils sont mis en culture et cette sécrétion augmente
lors de la stimulation par les LPS. Or le taux sérique de LPS est augmenté chez le
cirrhotique éthylique, suite a une altération des fonctions klppfériennes, a un déficit
d’absorption des complexes immuns des antigénes bactériens et viraux, mais aussi

du fait d’'une plus grande permeéabilité de la muqueuse digestive (Parlesak A, 2000).

|-2-B- IMMUNITE CELLULAIRE LYMPHOIDE

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.

Les lymphocytes B semblent peu affectés, avec un nombre proche des
valeurs moyennes physiologiques et une majoration de leur fonction, en partie liée a
la diminution de I'activité des cellules T suppressives (Roselle G, 1995).

Les changements sont plus marqués pour les lymphocytes T, avec une
diminution des cellules T "helper" (CD4) et suppresseur (CD8). La prolifération de
lymphocytes T de patients cirrhotiques est nettement diminuée par rapport a celle de

sujets témoins lors des tests de prolifération lymphocytaires en présence de divers
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mitogénes (Phytohemagglutinine A (PHA), concanavaline) (Giron-Gonzales JA,
1994). Ces altérations ne sont pas expliquées par un défaut de synthése de 'IL-2 ou
par une anomalie du récepteur a I'lL-2 (CD25). Elles pourraient étre liées a un
défaut, lié a l'alcool, dans les mécanismes de transduction membranaire, faisant
intervenir une diminution du calcium et l'altération de la synthese d'IP3. Il est
également montré, pour un faible effectif, qu'apres six mois d'abstinence, la réponse
mitogénique des lymphocytes T revient aux valeurs physiologiques, témoignant de la
réversibilité des altérations observées aprés arrét de 'alcool (Spinozzi F, 1993).

Les autres anomalies lymphocytaires observées sont une expression
augmentée des récepteurs d’adhérence (CD11a/CD18; CD11b/CD18) et des
molécules d’histocompatibilité & la surface des lymphocytes T (CMH 1l). Ces
variations seraient expliquées par un phénoméne d’hyperactivation des lymphocytes
T (Santos-Perez JL, 1996).

I1-2-C- PERTURBATIONS DES CELLULES MONOCYTAIRES ET DES
POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES

La plupart des patients atteints de cirrhose alcoolique présentent une
neutropénie, liee a I'hypersplénisme, ce qui contribue a I'immunodépression. Par
ailleurs, il a été décrit une anomalie fonctionnelle des PNN impliquant une diminution
de leur chimiotactisme, de leur capacité de phagocytose et de leur potentiel oxydatif
(Feliu E, 1977; Laharrague P, 1985; Rajkovic |A, 1986).

Le monocyte représente une acteur important de la réponse immunitaire du
fait de son pouvoir de phagocytose, de son réle en tant que cellule présentatrice de
Pantigéne et de sa capacité a sécréter des cytokines immunomodulatrices (IL-10,
L-12).

Le monocyte est ainsi impliqué dans la réponse vaccinale : il capte, incorpore
les molécules d’antigénes et en diminue la complexité par digestion enzymatique. I
intervient de fagon déterminante en présentant 'antigéne aux lymphocytes et en
secrétant divers facteurs d’activation des cellules lymphoides.

- Perturbations des cytokines
+ Chez les cirrhotiques alcooliques, il a été montré une synthése accrue de

cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8) et de TNFa par les monocytes, en
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réponse a une stimulation par les LPS (Cook RT, 1998; Hong F, 2002;
McClain CJ, 2002). La sécrétion excessive de TNFa contribue a la destruction
cellulaire du fait de son effet toxique direct et de son rdle favorisant
I'engagement vers I'apoptose. Les patients avec hépatite alcoolique aigué ont
d’ailleurs des concentrations en TNFa élevées, qui entrainent la génération
par les mitochondries hépatocytaires d’anions superoxydes toxiques pour les
cellules. Il a été d’ailleurs montré récemment gu’'un traitement par Finfliximab,
un anti-TNFa, diminuait le nombre de décés des patients atteints d’hépatite
alcoolique aigué ; une diminution des cytokines inflammatoires (IL-6, IL-8 et
INFy) a été notée (Jalan R, 2001).
+ La synthése par les monocytes d’IL-10, qui posséde une action anti-
inflammatoire, est inférieure a celle observée pour des sujets sains, ce qui
expliqgue l'absence d’inhibition de la sécrétion des autres cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFa (Le Moine O, 1995).

- Perturbations des fonctions du monocyte

Les monocytes des patients atteints de cirrhose éthylique sont altérés
dans leur capacité de chimiotactisme, de phagocytose et de synthése
d’enzymes lysosomiaux tels que la béta-glucuronidase ou la N-acétyl béta-
glucosaminidase (Holdstock G, 1982).

- Perturbation de son réle de cellule présentatrice de I'antigéne

Il a été montré que I'exposition in vitro de monocytes provenant de
sujets sains a des concentrations variables d’alcool diminuait leur capacité a
présenter 'antigéne aux cellules T (Szabo G, 1993). Cette réduction était
attribuée a un effet de la réduction alcool-dépendante de [I'lL-1f et de
'augmentation du TGFB. Ensuite, il a été démontré que |'absorption d’alcool
chez I'animal (souris) altérait la présentation antigénique in vitro (Mikszta JA,
1995). Si I'exposition a I'alcool survenait aprés la présentation antigénique et
'étape de reconnaissance antigene-monocyte, ['efficacité de la réponse
immunitaire ne semblait pas altérée (Waltenbaugh C, 1997). Ainsi, la
réduction de I'immunité a médiation cellulaire apparalt étre le résultat de la
perte d’'une étape précoce et critique dans la présentation antigénique, liée a
une modification de la fonction des monocytes et/ou a une altération dans les

interactions monocytes/lymphocytes T (Szabo G, 1998).
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- Anomalie d’expression des récepteurs membranaires

I a été moniré une augmentation de I'expression des récepteurs
d’adhérence a la surface des monocytes et lymphocytes périphériques de
patients avec cirrhose alcoolique, cette anomalie étant corrélée avec d'autres
marqueurs inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNF-a, ICAM-1 soluble) et avec la
gravité de la maladie (score de Child-Puch) (Luna-Casodo L, 1997). Ces
données sont en faveur de la présence d'un phénomene inflammatoire au
cours de la cirrhose alcoolique contribuant aux altérations hépatiques.

Les monocytes/macrophages sont capables de lyser les cellules cibles
recouvertes d’anticorps grace a leur récepteur spécifique Fcy (Antibody
Dependant Cellular Cytoxicity, ADCC). Gomez et al. (1994) ont montré qu’une
altération de I'activité ADCC des macrophages, mesurée par la détermination
de la clairance de leur récepteur Fcy, était corrélée au degré d'insuffisance
hépatique. Cette anomalie du récepteur Fcy contribue a expliquer I'incidence

élevée des infections bactériennes chez les patients cirrhotiques.

I-3- ALTERATION DE LA FLUIDITE DES MEMBRANES MONOCYTAIRES
CHEZ LES CIRRHOTIQUES ALCOOLIQUES

L’existence, chez les cirrhotiques alcooliques, d’'une presentation inadéquate
de I'antigéne HBs par les monocytes, responsable d’'une altération de leur interaction
avec les lymphocytes T, d’'une anomalie d’expression de récepteurs membranaires
et d'une diminution du chimiotactisme, nous a orienté vers I'hypothése d’'une
anomalie de la fluiditt membranaire des membranes monocytaires (Thése de
Barraud H, 2000).

I-3-A- LA FLUIDITE MEMBRANAIRE : GENERALITES ET DEFINITION

La structure fondamentale de Ila membrane est la bicouche
phospholipidique. Les protéines noyées dans cette bicouche lipidique remplissent
les fonctions particulieres comme le transport sélectif de molécules et la
reconnaissance intercellulaire (Alberts B, 1999 ; Cooper GM, 1999). C’est le modéle

de la mosaique fluide de J. Singer et G. Nicolson proposé en 1972. La membrane
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plasmique des cellules animales contient quatre principaux types de phospholipides
(la phosphatidylcholine, la phosphatidyléthalonamine, la phosphatidylsérine et la
sphyngomyéline) qui comptent pour au moins la moitié des lipides (figure n°lll-3-1).
Ces phospholipides sont répartis de fagon asymétrique dans les deux moitiés de la
bicouche membranaire : le feuillet externe de la membrane plasmique contient
surtout la phosphatidylcholine et Ila sphingomyéline alors que Ia
phosphatidyléthalonamine et la phosphatidylsérine sont les phospholipides
prédominants du feuillet interne. La membrane plasmique contient également du
cholestérol (méme nombre de moles que les phospholipides) et des glycolipides (2%
des lipides).

La double couche lipidique est un fluide bidimensionnel. |_’environnement
aqueux a l'intérieur et a I'extérieur de la cellule empéche les lipides membranaires de
quitter la double couche lipidique, mais rien n'empéche ces molécules de se
déplacer et d’échanger entre elles leur place dans le plan de la double couche. Cette
propriété s’appelle la fluidité, c'est-a-dire la facilité avec laquelle les molécules
lipidiques se déplacent dans le plan de la double couche lipidique. Il a été montré
que (figure n°lll-3-2) :

+ les molécules de phospholipides basculent trés rarement d'une monocouche
a l'autre. C’est le mouvement de « flip-flop »,

+ du fait des mouvements thermiques, les molécules lipidiques a l'intérieur
d’'une monocouche tournent trés rapidement sur leur grand axe : mouvement de
rotation,

+ elles échangent aussi en permanence leur place avec leurs voisines. C’est

la diffusion latérale.
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Figure n°lll-3-1 : Composants lipidiques de la membrane plasmique. Le feuillet externe comporte surtout de la phosphatidylcholine,
de la sphingomyéline tandis que le feuillet interne contient de la phosphatidyléthanolamine, de la phosphatidylsérine (d'aprés

Cooper GM, La cellule, une approche moléculaire. Ed 1999, DeBoeck Université).
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Figure n°lll-3-2 : Les trois types de mouvement possibles pour les molécules
phospholipidiques dans une double couche lipidique (d'aprés Alberts B. L'essentiel
de la biologie cellulaire. Ed 1999, Flammarion).
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Figure n°lll-3-3: Le réle du cholestérol dans les membranes cellulaires. [A] montre la
structure du cholestérol. [B] montre I'adaptation des molécules phospholipidiques au
sein de la double couche lipidique (d'aprés Alberts B, Bray D, Johnson A, Lewis J,
Raff M, Roberts K, Walter P. L'essentiel de la biologie cellulaire. Ed 1999,

Flammarion).
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La fluidité membranaire est déterminée par la composition de Ila
membrane.

Le cholestérol est incapable a lui seul de former une membrane, mais il va
s'insérer dans la bicouche entre les phospholipides par leurs coudes de leur queue
hydrocarbonée insaturée (Figure n°lll-3-3). Le cholestérol joue un réle clé, puisqu’il
reduit la fluidité membranaire en ordonnant les phospholipides, en réduisant la
distance intermoléculaire les séparant, et en limitant |a flexibilite de leur chaine acyle.
Ainsi, le rapport cholestérol/phospholipides représente un facteur déterminant: il a
été montré par des techniques physico-chimiques variées qu’une augmentation du
taux de cholestérol/phospholipides diminuait la fluidité des membranes biologiques et
artificielles.

La composition des phospholipides (le rapport Iécithine/sphingomyéline), la
longueur et le degré d’insaturation des chaines phospholipidiques des acides gras
affectent la fluidité.

Les interactions lipide-protéine a travers la membrane biologique peuvent

aussi modifier la fluidité membranaire.
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I-3-B- FACTEURS INFLUENCANT LA FLUIDITE MEMBRANAIRE

Les variations des paramétres 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 membranaire
tendant @ maintenir constante la fluidité locale des membranes. En effet, dans les
conditions physiologiques, une membrane donnée posséde une fluidité bien définie ;
toute perturbation qui tendrait @ modifier cette fluidité est compensée par une
modification de la composition lipidique qui s’y oppose. C'est le phénoméne

d’adaptation homéovisqueuse.

I1-3-B-®- L’adaptation membranaire a la présence d’alcool

Il a été démontreé, par des expérimentations chez les rats, que la prise d’alcool
induit initialement une solubilisation de l'alcool dans les membranes avec comme
conséquence une augmentation de la fluidité (La Droitte P, 1984). Puis lors de
I'absorption chronique, la présence continue d'alcool dans les membranes modifie le
métabolisme cellulaire, et par contrecoup, la composition lipidique membranaire avec
une moins bonne dissolution de I'alcool dans les membranes et par conséquent une
fluidification moindre. Ainsi 'administration chronique d’alcool entraine une certaine
adaptation, caractérisée par la restauration partielle de la fluidité. Cette adaptation
passe par une modification du comportement des lipides, liée a sa moins bonne
dissolution dans les membranes. Si I'on interrompt la prise d’alcool (sevrage), le
meétabolisme, puis la composition lipidique reprennent leur état basal. Une nouvelle
prise d'alcool induira une nouvelle fluidification membranaire. Des phénoménes
comparables ont été observés chez 'homme, en étudiant la fluidité membranaire

érythrocytaire de sujets alcooliques chroniques (Beauge F, 1991).
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I-3-B-@- Réle de la maladie hépatique dans les variations de la
fluidité membranaire chez I’alcoolique

Benedetti et al. (1987) ont comparé des membranes érythrocytaires
d’alcooliques chroniques avec dysfonction hépatique minime par rapport a des sujets
sains et ont observé une diminution de la fluidité, une augmentation du rapport
cholestérol/phospholipides et du ratio acides gras saturés/ insaturés.

Gilsanz et al. (1992) ont montré que les variations de fluidité de base des
membranes érythrocytaires dues a l'ingestion chronique d’alcool sont observées
uniguement en présence d’'une maladie hépatique. Aucune variation significative de
la fluidité membranaire des érythrocytes de patients éthyliques chroniques sans
maladie hépatique n’est, en effet, observée. La fluidité membranaire diminue avec la
progression de la maladie hépatique.

Owen et al. (1982) ont observé une diminution de [a fluidit¢é membranaire
associée a une augmentation du rapport cholestérol/phospholipides chez des
patients présentant une pathologie hépatique variée et grave (ictére obstructif intra et
extra-hépatique, cirrhose alcoolique, hépatite alcoolique, hépatite médicamenteuse,
hépatopathie virale). Cette observation montre que la maladie hépatique influence
elle-méme la fluidité des membranes biologiques.

Les modifications de la fluiditté membranaire observées chez les patients
atteints de cirrhose éthylique sont probablement en rapport avec les perturbations du
métabolisme des lipides, des lipoprotéines plasmatiques et la diminution de la LCAT
(Iécithine cholestérol acyl transférase) dont la synthése et la libération sont
diminuées du fait de I'atteinte hépatique.

Les variations de la composition de la membrane lipidique peuvent affecter la
structure et donc les propriétés des érythrocytes; leur configuration et leur
déformabilité sont anormales. Shiraishi et al. (1993) ont montré une corrélation
étroite entre la déformabilité des hématies, leur fluidité membranaire, leur volume
globulaire moyen et les anomalies de la composition lipidique des membranes. Ces
anomalies pourraient étre en partie responsables de la diminution du flux sanguin
sinusoidal dans la maladie hépatique contribuant ainsi aux perturbations des

fonctions métaboliques hépatiques.
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1-3-B-®- Influence de la fluidité des membranes monocytaires sur
la réponse a la vaccination contre [I’hépatite B chez les
cirrhotiques alcooliques.

Ce travail a été réalisé par H. Barrault durant sa thése d'exercice (2000) sous
la direction du Pr Bronowicki (service d'Hépato-Gastro-Entérologie). Il s'est donné
comme objectif d’étudier la fluidité des membranes des érythrocytes et des
monocytes provenant de patients atteints de cirrhose alcoolique et présentant une
mauvaise réponse a la vaccination contre I'hépatite B. L’hypothése reposait sur le fait
que la fluidité des membranes cellulaires influence l'accessibilité des récepteurs
membranaires et la liaison a leur ligand. Un défaut dans la présentation de I'antigéne
HBs, liée a une anomalie de la conformation et de la fonction des récepteurs
monocytaires, par le biais de la perturbation de la fluidité membranaire, pourrait
contribuer a l'altération de la réponse vaccinale.

L'étude de 43 patients atteints de cirrhose ayant répondu a la vaccination a
'antigéne HBs pour 37% a montré que :

+ La fluidité membranaire des monocytes n'était pas statistiquement corrélée
a celle des érythrocytes.

+ Les parameétres nutritionnels tels que l'albumine, la préalbumine, la
transferrine, le cholestérol, les triglycérides, les vitamines A, C, E, le cuivre, le
sélénium et le zinc n'avaient aucune influence statistiquement significative sur la
fluidite membranaire des monocytes.

+ La gravité de la maladie cirrhotique appréciée par le score de Child n’est pas
corrélée a la fluidité membranaire des monocytes.

+ La réponse vaccinale est significativement corrélée a la fluidité
profonde membranaire des monocytes. En effet, cette derniére est augmentée
chez les non-répondeurs a la vaccination. En revanche, aucune influence n'est
montrée pour le parametre fluidité membranaire superficielle.

+ Par contre, la réponse a la vaccination contre le virus de I'hépatite B n'est
statistiguement pas liée a la fluidité membranaire des érythrocytes, ce qui parait

logique puisque ces cellules ne sont pas impliquées dans la réponse vaccinale.

Ces résultats montrent que seul le parameétre fluidité profonde est

corrélé a 'absence de réponse a I’antigéne HBs.
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Or il a été montré que la fluidité membranaire influence la translation
(Klausner RD, 1980), la conformation (Diamond MS, 1994 ; Kakimoto H, 1995),
P’accessibilité (Gimpl G, 1997 ; Bastiaanse EM, 1997) et I’affinité de liaison (Heron
D, 1980 ; Dave JR, 1986 ; Peterson SW, 1992) des récepteurs par le biais de la
variation de la composition lipidique (Gimpl G, 1997). Ainsi lorsque I'augmentation
du ratio cholestérol/phospholipides entraine une diminution de la fluidité, les
récepteurs sont exposés a l'environnement aqueux. A linverse, lorsque ce ratio
diminue, la fluidité membranaire augmente et les protéines s’enfoncent au sein de la
bicouche lipidique, expliquant leur moindre accessibilité (Shinitzky M, 1984). Cet effet
de la fluidité membranaire sur la disponibilité des récepteurs pourrait étre impliqué
dans les anomalies de certaines fonctions spécifiques des membranes cellulaires
telles que la reconnaissance intercellulaire et les phénoménes de transduction
membranaire (Hoek JB, 1990) aboutissant a 'activation et a la prolifération cellulaire.

Ainsi la fluiditt membranaire conditionne les fonctions spécifiques des
récepteurs protéiques :

- la reconnaissance récepteur-ligand, fonction de I'accessibilité et de l'affinité
de liaison,

- la transduction du message, soit par activation d’'une enzyme effectrice, soit
par regroupement polaire (phénoméne de "clusterisation") des complexes ligand-
récepteur et induction secondaire d’'une cascade de réactions intracellulaires.

Une fluidité optimale doit exister pour assurer au mieux ces fonctions puisque
ces deux étapes sont inversement corrélées a la viscosité membranaire :
laccessibilité des récepteurs augmente si la fluidité diminue et I'activation de
'enzyme effectrice ou la translation des récepteurs augmentent si la fluidité

membranaire s’accroit (Shinitzky M, 1984).

Dans ces conditions, I'imprégnation alcoolique chronique agit directement sur
les fonctions des récepteurs membranaires (Heron D, 1982). En effet, il a été montré,
que l'alcool augmentait la fluidité membranaire et par conséquent entrainait une
diminution de [laccessibilité des récepteurs. Puis le phénoméne d’adaptation
membranaire a la présence chronique d’alcool entraine une rigidification de la
membrane par augmentation du cholestérol, rendant les récepteurs disponibles. Lors

du sevrage, se produit un état hyper-rigide. L’accessibilité aux récepteurs, tous
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disponibles, peut expliquer le syndrome d’abstinence. La réversibilité des variations

de la fluidité membranaire nécessite au moins cing a six semaines d’abstinence.

Ces données sont en faveur d’'une altération de la présentation de la fonction
des récepteurs par les monocytes de patients cirrhotiques alcooliques. L’altération de
la réponse vaccinale a I'antigéne HBs chez ces patients pourrait étre 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. Il en est de méme pour expliquer la susceptibilité de ces patients a présenter

des complications infectieuses.

La phagocytose, une autre fonctionnalité des cellules mononucléées
impliquée dans la défense anti-infectieuse, a également été attribuée a des
variations de fluidité membranaire. Une diminution de la fluidité membranaire in vitro,
par augmentation du ratio cholestérol/phospholipides dans la membrane de cellules
mononucléées, s'associait avec une altération de la propriété de phagocytose
(Esfahani M, 1986). A [linverse, l'apport d’acides gras insaturés majorait la
phagocytose (Calder PC, 1990).

Les modifications de la concentration en cholestérol affectent également
'expression et le groupement des molécules HLA de classe | a la surface des
lymphoblastes humains : I'enrichissement de la membrane plasmique en cholestérol
rigidifie la bicouche lipidique, diminue [‘expression des épitopes du CMH | et
augmente leur degré d’association (Bodnar A, 1996). Cette modulation apparait
essentielle dans le contréle de I'efficacité de la présentation antigénique (interaction
du CMH | et des récepteurs des cellules T effectrices) et la lyse cellulaire

conséquente par les cellules T et les cellules NK.

L’augmentation de la fluidité membranaire profonde trouvée chez les patients
cirrhotiques non répondeurs a la vaccination a I'HBs est liée a la modification de la
composition lipidique des membranes monocytaires, dont '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 (diminution

de la synthése et de la biodisponibilité de la LCTA, perturbations des lipoprotéines et
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du métabolisme des acides gras, hypercholestérolémie) influencent tres
certainement la composition des lipides membranaires. Dans ces conditions, des
mesures diététiques s’avéreraient utiles dans la modulation de la fluidité afin de
restaurer les fonctions immunes. D’ailleurs, des premiers travaux sont orientés dans
ce sens. Il a été montré que I'augmentation de la fluidité membranaire de cellules
épithéliales Hep-2 humaines in vitro inhibe I'adhésion des Escherichia Coli entro-
pathogénes, empéchant ainsi le développement d’une infection (Ismaili A, 1999). Le
contréle des acides gras alimentaires semble d’ores et déja une perspective de
recherche intéressante pour moduler les fonctions immunitaires cellulaires liées a la

fluidité membranaire.
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Il- MATERIELS ET METHODES

II-1- BUT DU TRAVAIL : CHOIX DES TESTS UTILISES

Aprés avoir montré une altération du paramétre fluidité membranaire des
monocytes chez les patients atteints de cirrhose alcoolique, le but de cette étude
était d'explorer in vitro les fonctions des cellules monocytaires impliquées dans la
mauvaise reponse infectieuse, au moyen de tests dont le principe implique des
variations de la fluidité membranaire. Notre choix s’est porté sur I'analyse :

- du chimiotactisme des monocytes,

- de l'expression des récepteurs d’adhérence de type sélectine
CD62L et intégrine CD11b/CD18,

- de l'étude de lasymétrie lipidique membranaire par mesure de
I'exposition des phospholipides anioniques.

Nous allons commenter les raisons de ce choix des divers tests.

[I-1-A- FLUIDITE MEMBRANAIRE ET CHIMIOTACTISME DES
MONOCYTES

Les variations de chimiotactisme attribuées a des fluctuations de fluidité
membranaire ont été démontrées, en premier lieu, chez le nouveau-né (Yasui K,
1988). Dans cette population, la diminution du chimiotactisme des PNN est expliquée
par une diminution de la fluidité membranaire de 23% par rapport a la population
adulte (Wolach B, 1992). Cette différence pourrait étre le fait d’'une diminution du
ratio cholestérol/phospholipides de 10% par rapport a l'adulte. De plus, il a été
observé durant I'enfance une amélioration du chimiotactisme des PNN corrélée a la
variation de la fluidité membranaire des PNN (Yasui K, 1990). Ces données ont
ensuite suscité des expériences de modulation de la fluidité membranaire par un
agent rigidifiant (cholesteryl hémissuccinate) dont I'incorporation, dans la membrane
de PNN de nouveau-nés, a entrainé une diminution attendue de la fluidité
membranaire associée a une augmentation du chimiotactisme (Wolach B, 1992).

Une autre démonstration de la relation entre chimiotactisme et fluidité

membranaire a été apportée par I'étude de la capacité métastatique de lignées
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cellulaires chez la souris (Taraboletti G, 1989). En effet, une corrélation entre ces
deux paramétres a été montrée pouvant expliquer le role joué par la fluidité des
membranes cellulaires dans la survenue de cancers métastatiques.

L'implication pathologique de ces variations de fluidité de la membrane
leucocytaire concerne en particulier la maladie vasculaire ischémique ou le réle du
leucocyte sanguin dans la genése des plaques athéromateuses est de plus en plus
démontré. Une étude récente, portant sur des sujets ayant présenté un accident
vasculaire cérébral, a montré une diminution de la fluidit¢ membranaire des PNN
aprés stimulation par des facteurs chimiotactiques (fMLP ou PMA) par rapport a des
sujets témoins (Caimi G, 2000).

Ces variations du chimiotactisme en fonction de la fluidité membranaire sont
attribuées a des modifications des propriétés des récepteurs aux facteurs
chimiotactiques. Il a été montré que des agents modulateurs de la fluidité
membranaire comme des alcools aliphatiques (butanol, propanol) incubés a des
doses faibles non toxiques en présence de PNN entrainait une augmentation de la
fluidité membranaire associée a une augmentation (d’un facteur 1,5) de I'expression
du nombre des récepteurs au fMLP ainsi qu'une augmentation de leur affinité (d’un
facteur 10) sans en altérer leur spécificite. Ainsi une fluidité membranaire accrue
favoriserait la transduction des signaux via le récepteur au fMLP (Yuli I, 1982 ;
Tomonaga A, 1983). Une application pratique de ces données a été apportée par
une étude realisée chez des patients présentant une hypercholestérolémie : dans
cette population, un taux élevé de LDL provoque une altération de la composition
lipidiqgue de la membrane des polynucléaires neutrophiles, entrainant une diminution
de la fluidité de leur membrane et expliquant l'altération du signal de transduction
médié par le R-fMLP (Paragh G, 1999).

Ces données montrent bien que chimiotactisme, comportement des
récepteurs membranaires et fluidité membranaire sont des paramétres corrélés et
que I'étude du chimiotactisme cellulaire représente donc une bonne approche

fonctionnelle de I’étude de la fluidité membranaire.
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1-1-B-  FLUIDITE MEMBRANAIRE ET EXPRESSION DES
RECEPTEURS D’ADHERENCE

Nous avons rapporté ci-dessus que la fluidité membranaire influence Ia
translation (Klausner RD, 1980), la conformation (Diamond MS, 1994 ; Kakimoto
H, 1995), l'accessibilité (Gimpl G, 1997 ; Bastiaanse EM, 1997) et I’affinité de
liaison (Heron D, 1980 ; Dave JR, 1986 ; Peterson SW, 1992) des récepteurs par
le biais de Ila variation de la composition lipidique (Gimpl G, 1997).

La littérature est riche de l'implication de ces données dans la compréhension
de pathologies diverses. Ainsi, il a ét¢ montré que l'infection par le prion entrainait
une diminution d’un facteur 7 de la fluidité des membranes neuronales causant une
réduction de 90% de la fonction de récepteurs membranaires comme ['lP3, second
messager de la réponse a la bradykinine (Wong K, 1996). Ces dysfonctionnements
membranaires pourraient également expliquer la survenue des Iésions de
vacuolisations neuronales rencontrées dans cette pathologie. Dans la maladie
d’Alzheimer, 'augmentation de la fluidité membranaire observée pour les plaquettes
est associée a une diminution de I'expression des récepteurs GPlba et GPIIb/llla
consécutive a un défaut d’accessibilité de ces protéines anormalement enfoncées
dans la bicouche lipidique (Kozubski W, 1999). Cette notion pourrait participer aux
arguments diagnostiques de la maladie. Dans la maladie de Parkinson, il a été
réecemment montré une modulation des propriétés des récepteurs au GABA(A) par
linfluence du cholestérol sur la fluidité membranaire, ce qui laisse entrevoir des
ouvertures d'actions pharmacologiques par un régime modulé en apport en
cholestérol (Sooksawate T, 2001a et b). Dans le domaine de la diététique, un régime
riche en acides gras polyinsaturés influence la fluidité membranaire en agissant sur
le ratio acides gras polyinsaturés/saturés et affecte le récepteur a la leptine, OB-Rb,
c’est-a-dire le récepteur hypothalamique de 'hormone leptine qui est connue pour
son role dans la régulation de I'appétit et du poids (Heshka JT, 2001).

La relation directe entre fluidité membranaire et expression de récepteurs
d’adhérence comme les intégrines a été apportée par une expérience ayant montré
une modulation de [I'expression quantitative et qualitative des récepteurs
CD11a/CD18 et CD11b/CD18 a la surface de monocytes et de lymphocytes incubés

en présence de composants de la paroi bactérienne de Staphylococcus aureus.
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Cette modulation était corrélée aux modifications de fluidité membranaire mesurée
par polarisation de fluorescence (Carratelli CR, 1996).

En conclusion, la fluidité membranaire est un paramétre déterminant dans le
comportement des protéines membranaires. La mesure de I'expression des
récepteurs d’adhérence du monocyte constitue donc un moyen complémentaire

approprié d’étude de la fluidité membranaire de ces cellules.

[I-1-C- FLUIDITE MEMBRANAIRE ET ETUDE DE L’ASYMETRIE
LIPIDIQUE PAR MESURE DE L’EXPOSITION DES PHOSPHOLIPIDES
ANIONIQUES

L’asymétrie lipidique physiologique des membranes plasmiques signifie, a
'état basal, une répartition prédominante de certains aminophospholipides,
phosphatidylcholine et sphingomyéline, au niveau du feuillet externe de la bicouche
lipidique alors que dautres aminophospholipides, phosphatidylsérine et
phosphatidyléthalonamine, sont séquestrés préférentiellement dans le feuillet interne
de la membrane plasmique (Bretscher M, 1972).

Le maintien de cette répartition asymétrique des phospholipides
membranaires résulte d’'un équilibre dynamique entre les deux feuillets du fait de
trois transporteurs (Zwaal RFA, 1997; Bevers EM, 1998a et 1998b) (figure n°lll-3-4).

-® Le transporteur le mieux connu sur le plan fonctionnel est PPamino-
phospholipide translocase. |l est Mg*-ATP-dépendant et transporte
spécifiquement et rapidement les aminophospholipides tels que |la
phosphatidylsérine et la phosphatidyléthalonamine. Dans la membrane a I'état basal,
ce transporteur est responsable du maintien du coté cytoplasmique de Ila
phosphatidylsérine et de la phosphatidyléthalonamine qu’il transporte
spécifiguement, du feuillet externe vers le feuillet interne contre le gradient de
concentration (Devaux PF, 1991 et 1994; Dolis D, 1997). Ce phénomeéne est rapide
(T% : 5-10 min) et nécessite une molécule d'ATP pour une molécule de lipide
transportée. Son activité est inhibée par de fortes concentrations en Ca?".

- @ le deuxieme transporteur est une floppase, ATP dépendante, qui
transporte de fagon moins spécifique, a la fois les aminophospholipides et les
cholinephospholipides, du feuillet interne vers le feuillet externe. Sa T2 est dix fois

plus longue que celle de I'amino-phospholipide translocase.
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- @ le troisieme transporteur est représenté par une scramblase, Ca?
dépendante, qui assure des mouvements transmembranaires, de fagon non
spécifique de l'ensemble des phospholipides, rapidement (en quelques minutes) et
de fagon bidirectionnelle entre les deux feuillets : mouvements de flip-flop. L'activité
de ce transporteur ne nécessite pas d'ATP, mais requiert la présence de Ca® (Sims
PJ, 2001).

Ainsi, a I'état basal, I'action combinée et équilibrée entre la translocase, qui
internalise rapidement la phosphatidylsérine et la phosphatidyléthalonamine, la
floppase, qui extériorise 10 fois plus lentement les phospholipides, et la scramblase,
qui agit rapidement en bidirectionnel, assure la stabilité physiologique de 'asymétrie
membranaire.

Pour des concentrations cytoplasmiques en Ca®* physiologiques (c'est-a-dire
basses), l'aminophospholipide translocase et la floppase sont toutes les deux
actives, permettant le maintien de I'asymétrie membranaire.

Lors de I'activation cellulaire, les fortes concentrations en Ca*" activent la
scramblase lipidique et inhibent I'action coopérative de la translocase et de la
floppase qui sont alors incapables de réinternaliser ces phospholipides. Ceci conduit
a une répartition au hasard des phospholipides, entrainant une déstabilisation locale
de la membrane et du brassage ("scrambling") des phospholipides entre les deux
feuillets au sein de la bicouche lipidique, et une perte de cette asymétrie avec
exposition plus importante des phospholipides tels que la phosphatidylsérine et la
phosphatidyléthalonamine (Zwaal RFA, 1993 ; Bassé F, 1993 ; Zimmerman ML,
1993 ; Williamson P, 1995 ; Gaffet P, 1995).

L'exposition de ces phospholipides anioniques :

- favorise la coagulation, en offrant une surface catalytique aux complexes
enzymatiques vitamine K dépendants, prothrombinase et tenase, a la
surface des plaquettes activées et des microparticules,

- représente un message de reconnaissance pour les macrophages,
favorisant I'élimination de ces cellules par le systéme réticulo-endothélial,

- constitue un signal précoce d'apoptose, précédant méme la fragmentation
de I'ADN.
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Figure n° l11-3-4 : Régulation de I'asymeétrie phospholipidique membranaire (d'aprés Zwaal RFA, 1997).
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Cette asymétrie des phospholipides membranaires dépend directement du
fonctionnement de récepteurs protéiques, dont on a précédemment montré
linfluence de la fluidité membranaire sur leurs expressions quantitative et
fonctionnelle. Une étude a établi la relation directe entre asymétrie membranaire et
fluidité membranaire en montrant, pour des lymphocytes d’origine humaine, que
'asymétrie des membranes plasmiques diminuait avec 'adge et que ce phénoméne
correspondait a une altération de la fluidité membranaire superficielle (Noble JM,
1999). Cette anomalie, montrée ici pour les lymphocytes, pourrait exister pour
d’autres cellules de la réponse immune comme le monocyte, ce qui contribuerait a
I'altération des interactions cellulaires impliquées dans la réponse immunitaire. Il a
été d’ailleurs montré les effets d’'une modulation des phospholipides membranaires
sur l'activité biologique des lymphocytes, PNN et monocytes (Galdiero F, 1991).
Ainsi, les phospholipides contenant des acides gras de C12 a C20, comme la
phosphatidylcholine, entralnent une diminution des capacités de chimiotactisme et
d’adhérence des PNN. Les phospholipides contenant des acides gras de C14 a C17
améliorent la chimiluminescence des PNN alors que phosphatidylcholine et
L-phosphatidyl-glycérol altérent cette chimiluminescence.

L’étude de cette asymétrie membranaire est réalisée, par cytométrie en flux, a
I'aide de la mesure de la fixation d’annexine V (Kuypers FA, 1996 ; Tait J, 1999). En
effet, 'annexine V représente une sonde spécifique des phospholipides anioniques
puisque elle a pour propriété de se fixer, de fagon calcium dépendante,
préférentiellement sur ces phospholipides et en particulier la phosphadidylsérine
(Dachary-Prigent J, 1993). Par conséquent, la quantité d'annexine V mesurée sera
proportionnelle a I'exposition de phosphatidylsérine, témoin de I'asymétrie lipidique.

Ce test représente donc bien une approche fonctionnelle de la fluidité

membranaire des monocytes.
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II-2- PATIENTS ET TEMOINS

lI-2-A- PATIENTS

De mai 2001 a juin 2002, 24 patients atteints de cirrhose alcoolique,
consultants ou hospitalisés dans le service d'Hépato-Gastro-Entérologie du CHU de
Nancy, ont été inclus dans I'étude (1 patient a été exclu du fait de I'absence de
renseignements cliniques). Le diagnostic de cirrhose était cliniguement évident
(hépatomégalie, signes d'hypertension portale (splénomegalie, circulation collatérale
cutanée de type porto-cave) et signes d'insuffisance hépato-cellulaire (angiomes
stellaires dans le territoire cave supérieur, érythrose palmaire)) ou prouvé
histologiquement (fibrose, architecture nodulaire du parenchyme, caractere diffus
des lésions dans tout le foie). Son origine était exclusivement éthylique
(consommation avouée, anomalies biologiques traduisant la consommation
excessive d'alcool (augmentation du volume globulaire moyen et de l'activité de la
y-glutamyl transpeptidase, augmentation de [I'activité des aminotransférases
prédominant sur I'ASAT, rapport ASAT/ALAT >1, présence de lésions histologiques
lies a l'alcool comme la stéatose macrovacuolaire, mitochondries géantes, Iésions
d'hépatite alcoolique); les autres étiologies (virales B et C, hemochromatose, maladie
de Wilson, causes médicamenteuses, et auto-immunes) ayant été éliminées. Aucun
patient ne présentait d'hépatocarcinome (tomodensitométrie hépatique et
concentration d'a foeto-protéine normales). L'hémogramme a été analysé a la
recherche d'un éventuel épisode infectieux intercurrent (hyperleucocytose a PNN) ou

d'un hypersplénisme (thrombopénie et leuconeutropénie).

La gravité de la cirrhose a été appréciée pour chaque patient par la

détermination du score de Child-Pugh, prenant en compte les parametres suivants et

calculé ainsi :

Encéphalopathie non confusion coma
Ascite clinique non modérée abondante
Bilirubine (umol/L) <35 35-50 > 50
Albuminémie (g/L) |>35 28-35 <28

Taux de Quick (%) |> 50 40 a 50 <40
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On définit trois classes:
- classe A : score de 5-6
- classe B : score 7-9

- classe C : score > 10

Il a été analysé également chez ces patients cirrhotiques :
- la fréquence des complications infectieuses (infections
péritonéale, pulmonaire, urinaire),
- la fréquence des complications hémorragiques, digestives et

autres.

1-2-B- TEMOINS
Vingt-deux témoins ont été analysés dans les mémes conditions. Il s'agit de
patients consultant pour des endoscopies de surveillance, ou du personnel du

service, tous sains et volontaires.
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lI-3- DESCRIPTION DES TESTS UTILISES

11-2-A- ANALYSE DU CHIMIOTACTISME DES MONOCYTES

PRINCIPE

L’étude du chimiotactisme des monocytes est I'analyse du procédé par lequel
un facteur chimiotactique, disposé selon un gradient de concentration, induit un
mouvement de migration orientée de cette cellule vers ce facteur. Les monocytes
expriment des récepteurs pour des agents chimiotactiques provenant de la paroi
bactérienne comme les peptides N-formylés, des facteurs provenant de I'activation
complémentaire (C5a), ou dérivant du métabolisme cellulaire, de [I'acide
arachidonique (leukotriene B4) ou de la phosphatidylcholine (facteur activateur
plaquettaire, PAF). Les monocytes présentent également des récepteurs pour les
chimiokines B de type C-C (MIP-1).

Les récepteurs aux facteurs chimiotactiques appartiennent a la famille des
"serpentines” nommeées ainsi du fait de leur structure moléculaire qui "serpente" a
travers la membrane cellulaire grace a 7 domaines transmembranaires, et qui sont
couplés a des protéines G liant le GDP. La liaison d’'un agent chimiotactique a son
récepteur entraine 'échange de ce GDP en GTP et la protéine G ainsi activée, active
a son tour des mécanismes de transduction conduisant, via une mobilisation du
calcium ionisé, a la mobilisation des granules intracellulaires et au chimiotactisme par
réorganisation du cytosquelette nécessaire a la mobilité cellulaire.

Le principe de ce test est de reproduire la migration des monocytes sur un gel
d'agarose en présence de substances attractantes réparties selon un gradient de
concentration. Les facteurs chimiotactiques utilisés dans notre étude est le formyl
méthionyl leucyl phénylalanine (fMLP), peptide synthétique reproduisant une

structure de base des parois bactériennes et le ZAS (sérum activé par le zymosan).

MATERIEL ET REACTIFS

- Boites de Pétri stériles en plastique pour culture cellulaire (Falcon 3002, 60 x 15
mm).

- Réchaud.

- Incubateur a 37°C a atmosphere humide a 5% de CO,,
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- Tubes jaugés de 10 mL, en verre.

- Emporte-piéce pour gélose de 3 mm de diameétre intérieur.

- Eau distillée stérile.

- Milieu MEM 10X (Minimum Essential Medium) concentré 10 fois (Gibco, réf 21430-
020).

- Bicarbonate de sodium a 7,5% (Prolabo, réf 27 778.293).

- Pool de sérum humain inactivé par la chaleur (chauffer le sérum a 56°C pendant 30
min) et conservé a -80°C.

- Agarose = indubiose A37 (Industrie Biologique Francgaise, réf 230 231).

- Zymosan (Sigma, réf Z 4250).

- fMLP (Sigma, réf F 6004).

- Méthanol (Merck, réf MC 310655).

- Formaldéhyde (Prolabo, réf 20 909.290).

- Fuschine (RAL).

- Milieu Lymphoprep (Eurobio, réf 914 630).

- Solution de Percoll (Sigma, réf P 7828).

MODE OPERATOIRE

Prélévement. Sang veineux recueilli en présence de 'anticoagulant héparine
lithium (tube Vacuteiner, Becton-Dickinson). Le délai, entre le prélévement et
I'analyse, doit étre raccourci au maximum afin de limiter 'activation artéfactuelle des
monocytes in vitro (en pratique délai inférieur a 15 min).

Isolement des monocytes
Les monocytes sont séparés des autres cellules sanguines a l'aide de 2 milieux de
separation :
+ milieu Lymphoprep (Eurobio, réf 914 630), densité d = 1,077 + 0,001 g/L,
permettant de récupérer les cellules mononucléées.
+ solution de Percoll (Sigma, réf P 7828), densité d = 1,13 + 0,005 g/L, permettant
de séparer les monocytes des lymphocytes.

Préparation des facteurs chimiotactiques
+ ZAS :

- Suspension de zymosan a 10 mg/mL dans du tampon PBS.

- Ajouter 1 mL de sérum frais a 100 yL de cette suspension.
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Incuber 60 min a 37°C sous agitation.
Centrifuger 5 min a 3500 trs/min et récupérer le surnageant en fractions de
100-200 pL, conservées a - 20°C.

Préparer une solution & 10 M, soit dissoudre 2,2 mg de fMLP dans 5 mL
de milieu MEM.
Faire 2 dilutions au 1/100 pour obtenir une concentration de 107" M.

Congeler a -20°C et attendre au moins 15 jours avant toute utilisation.

Préparation des boites de Pétri

+ Préparation de la gélose (pour 4 boites de gélose) :

Ajouter 0,24 g d’indubiose A 37 a 10 mL d’eau distillée dans un tube jaugé
en verre de 10 mL.

Placer le tube au bain-marie bouillant 5 a 10 min jusqu’a dissolution
complete, en le remuant de temps en temps.

Dans un bécher, déposer de fagon stérile :

. 5,8 mL d’eau distillée stérile
. 2,0 mL MEM 10X

. 2,0 mL de sérum inactivé

. 0,2 mL de NaHCO3 a 7,5%.

Ajouter la gélose dans le bécher et mélanger.

Distribuer rapidement 4,7 mL de ce milieu dans chaque boite de Pétri en
évitant l'introduction de bulles d’air. Homogénéiser les boites et laisser
refroidir en les laissant d'abord sur la paillasse puis en les mettant a 4°C

(30 min minimum et une %2 journée au maximum).

+ Découpe des puits : découper 4 séries de 2 puits de 3 mm de diamétre, séparés

entre eux de 3 mm (figure n°lll-3-5).

Dépot de la suspension cellulaire et des facteurs chimiotactiques

Déposer dans trois puits externes 10 yL de facteur chimiotactique, le
quatrieme restant vide, représentera le contrble. Le ZAS sera déposé 1
heure a 'avance afin d’établir le gradient de concentration ; ce temps de
diffusion préalable n’est pas nécessaire au fMLP.

Déposer dans les quatre puits externes 10 ulL de suspension monocytaire.
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- Laisse incuber les boites dans l'incubateur a 37°C en atmosphére humide
a 5% de CO,, durant 24 heures.

Fixation et coloration
- Fixation : recouvrir les boites de 5 mL de méthanol pendant 30 min ; puis remplacer
le méthanol par 5 mL de formaldéhyde pendant 30 min et vider.
- Décoller soigneusement les géloses et retourner sur un papier absorbant.
- Coloration : mettre 2 a 3 gouttes de fuschine avec de I'eau distillée durant quelques
secondes. Rincer doucement a I'eau distillée et laisser sécher.

Lecture (figure n°lll-3-5)
- Au microscope, objectif x 10, avec un quadrillage de 10 carreaux sur 10 de 0,12
mm de coté.
- Repérer les plages de migration autour des puits des monocytes. En positionnant la
grille en bordure des puits, mesurer les distances A et B de fagon radiaire, en
repérant la bande de la grille qui renferme encore au moins 2 monocytes ayant
migré.
- Faire la moyenne des 3 puits et convertir la distance mesurée en mm, en sachant

que 1 carreau (= 1 bande) = 0,12 mm.

Expression des résultats
- A : migration par chimiotactisme
- B . migration spontanée
- A-B : différentielle chimiotactique

- A/B : index chimiotactique

ANALYSE STATISTIQUE
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type et les comparaisons sont
réalisées a l'aide de test impair de Student. Les différences sont considérées comme

significatives pour p<0,05.
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Découpe des puits - Dépot de la suspension cellulaire et des facteurs

chimiotactiques

Migration des cellules vers le facteur chimiotactique

puits vide

10 uL de suspension cellulaire

10 pL de facteur chimiotactique

Migration par
chimiotactisme
=MC

Migration
spontanée
=MS

Figure n°lll-3-5 : Analyse du chimiotactisme des monocytes.
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Lecture au microscope. Objectif x 10 avec un quadrillage de 10 carreaux x 10
carreaux de 0,12 mm de coté, en plagant le bord du quadrillage au bord du puits de
cellules. Prendre en compte la rangée qui ne renferme plus que 2 cellules.

-
e

Expression des résultats

A : migration par chimiotactisme = moyenne des MC x 0,12 mm
B : migration spontanée = moyenne des MS x 0,12 mm

A-B : différentielle chimiotactique

A/B : index chimiotactique

Figure n°llI-3-5 (suite) : Analyse du chimiotactisme des monocytes.
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lI-2-B- QUANTIFICATION DES RECEPTEURS D’ADHERENCE A LA
SURFACE DES MONOCYTES PAR CYTOMETRIE EN FLUX

PRINCIPE

|’expression des récepteurs d’adhérence a la surface des monocytes est
mesurée a l'aide d'un immunomarquage par immunofluorescence directe par des
anticorps monoclonaux, puis analyse par cytométrie en flux. Les monocytes sont
repérés grace a leurs parametres taille/structure ainsi qu’a l'aide de I'expression de
CD14 (recepteur specifique de la lignée monocytaire). La mesure arbitraire (unité en
intensité moyenne de fluorescence) mesurée a partir de cette population
monocytaire est convertie en unité quantitative (nombres de sites occupés par les
anticorps) a l'aide des billes de calibration. Cette expression est proportionnelle au
nombre de récepteurs présents a la surface de la cellule. Cette mesure est réalisée a
I'état basal et aprés stimulation des monocytes par le zymozan afin d’analyser le
ratio d’activation des monocytes (= expression du récepteur étudié aprés stimulation

/ expression du récepteur a I'état basal).

MATERIEL ET REACTIFS
- Cytometre FACSCalibur (Becton-Dickinson).
- Tubes a fond rond en polypropyléne de 4,5 mL (Becton-Dickinson).
- Centrifugeuse GR 4-12 (Jouan).
- Bain marie.
- 1gG1 souris-FITC (Beckman Coulter, réf IM 0639).
- 1gG1 souris-PC5 (Beckman Coulter, réf IM 2663).
- Anticorps anti-CD62L-PC5 (Beckman Coulter, réf IM 2655).
- Anticorps anti-CD11b-FITC (Beckman Coulter, réf IM 0530).
- Anticorps anti-CD18-FITC (Beckman Coulter, réf IM 1568).
- Anticorps anti-CD14-PE (Immunotech, réf IMO650F).
- Billes de calibration (Quantum Simply Cellular, ref QSC100).
- Zymozan (Sigma, réf Z4250).
- Tampon PBS (Phosphate-buffered saline) glucosé 1 mmol/L, PH=7 4.

- Réactif de lyse des globules rouges (Immunotech, IM 3514).
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MODE OPERATOIRE

Prélévement

Sang veineux recueilli en présence de I'anticoagulant EDTA (tube Vacuteiner,

Becton-Dickinson). Le délai entre le prélevement et I'analyse doit étre raccourci au

maximum afin de limiter I'activation artéfactuelle des monocytes in vitro (en pratique

délai inférieur a 15 mn).

Stimulation des monocytes

Ajouter 500 pL de sang total a 500 uL de zymosan.

Incuber & 37°C, sans agitation pendant 20 min.

Immunomarquage

Dix pL de l'anticorps anti-récepteur d’adhérence marqué (anti-CD62L,
CD11b ou CD18) sont ajoutés a 100 pL de sang total (sans et avec
zymosan). Incuber a température ambiante, a I'obscurité, durant 40 min.
Ajouter [l'anticorps anti-CD14-PE dans tous les tubes. Incuber a
température ambiante, a I'obscurité, durant 20 min.

Ajouter 2 mL de réactif de lyse des hématies dans tous les tubes. Incuber
a température ambiante, a I'obscurité, durant 10 min.

Centrifuger 5 min a 1000 trs/min, décantation du surnageant.

Laver avec 2 mL de PBS, réaliser une 2°™ centrifugation dans les mémes
conditions et décanter le surnageant.

Le culot est resuspendu dans 300 pL de tampon PBS.

Préparation des billes de calibration

Dix pyL de l'anticorps anti-récepteur d’adhérence marqué (anti-CD62L,
CD11b ou CD18) sont ajoutés a 50 uL de suspension de billes. Incuber a
température ambiante, a I'obscurité, durant 60 min.

Centrifuger 5 min a 1000 trs/mn et décanter le surnageant.

Laver avec 2 mL de PBS, réaliser une 2°™ centrifugation dans les mémes
conditions et décanter le surnageant.

Resuspendre le culot dans 300 yL de tampon PBS.

Analyse des cellules et des billes par cytométrie en flux (figure n°lll-3-6)

- Analyse des billes de calibration :

1- Définir la population des billes sur 'histogramme biparamétrique

taille /structure par une fenétre électronique (R1).
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2- Mesurer I'MF géométrique de chaque population de bille sur
Fhistogramme de fluorescence approprié.

3- Construire la droite de calibration, reliant 'MF au nombre de sites
occupés par l'anticorps ou CLA, pour chaque population de billes
(indiqué sur la trousse).

- Analyse des monocytes :

4- Définir la population des monocytes sur Thistogramme
biparamétrique taille /structure (fenétre R1) et sur I'histogramme de
fluorescence FL2 a l'aide de la fluorescence liée a I'expression de
CD14 (récepteur spécifique de la lignée monocytaire) (fenétre R2).

5- Mesurer 'IMF géométrique de cette population définie par la fenétre
R1nR2, sur I'histogramme de fluorescence approprié.

6- Se reporter sur la droite de calibration pour convertir cette valeur de
I'IMF géométrique en nombre de sites occupés par I'anticorps (ou
CLA).

EXPRESSION DES RESULTATS
Les résultats sont exprimés sous forme de ratio d’activation des monocytes
pour l'expression des récepteurs d'adhérence (= expression du récepteur étudié

aprés stimulation / expression du récepteur a |'état basal).

ANALYSE STATISTIQUE
Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type et les comparaisons sont
réalisées a l'aide de test impair de Student. Les différences sont considérées comme

significatives pour p<0,05.
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Figure n° IlI-3-6: Quantification de I'expression du recepteur d'adherence CD11b a la
surface des monocytes, par cytometrie en flux.
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-2-C- MESURE DE L’EXPOSITION DES PHOSPHOLIPIDES
ANIONIQUES A LA SURFACE DES MONOCYTES A L’AIDE DE
L’ANNEXINE V PAR CYTOMETRIE EN FLUX

PRINCIPE

Le but de cette exploration est d’analyser I'asymétrie membranaire a I'état
basal et apres stimulation des monocytes par le zymozan. Pour ce, nous utilisons
Fannexine V, une sonde spécifique des phospholipides anioniques qui a pour
propriété de se fixer, de fagon calcium dépendante, préférentiellement sur ces
phospholipides et en particulier la phosphatidylsérine (Dachary-Prigent J, 1993).
Nous mesurons, par cytométrie en flux, (Kuypers FA, 1996 ; Tait J, 1999),
I'expression d’annexine V a la surface des monocytes, a 'état basal et aprés
stimulation par le zymozan afin d’analyser le ratio d’activation des monocytes pour
'annexine V (= expression d’annexine V aprés stimulation / expression d’annexine V

a I'état basal).

MATERIEL ET REACTIFS
- Cytometre FACSCalibur (Becton-Dickinson).
- Tubes a fond rond en polypropyléene de 4,5 mL (Becton-Dickinson).
- Centrifugeuse GR 4-12 (Jouan).
- Bain marie.
- Anticorps anti-CD14-PE (Immunotech, réf IMO650F).
- Annexine V-FITC (Bioproducts, Boehringer Ingelheim, réf BMS 306 FI).
- Tampon HNKGBC: pour 100 mL d'eau distillée, peser :
. 7,770 g de NaCl
. 0,438 g de KCI
. 0,900 g de glucose
. 2,61 g de Hepes-Na
.1gde BSA
. 0,277 mg de CaCl,
A diluer au 1/10 lors de l'utilisation et ajuster le pH a 7 4.
- Zymozan (Sigma, réf Z 4250).
- Réactif de lyse des globules rouges a base de NH4Cl (Merck, réf 522.A 992945).
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MODE OPERATOIRE (d’'aprés Tait JF, 1999)

Prélévement

Sang total prélevé en présence de l'anticoagulant EDTA (tube Vacuteiner,
Becton Dickinson). Le délai, entre le prélévement et I'analyse, doit étre raccourci au
maximum afin de limiter I'activation artéfactuelle des monocytes in vitro (en pratique
délai inférieur a 15 mn).

Lyse des hématies

- Ajouter 7 volumes de lyse NH;Cl a un volume de sang.

- Incuber 10 min a température ambiante.

- Centrifuger 5 min a 1000 trs/min et décanter.

- Faire un premier lavage avec 40 mL de PBS et centrifuger 5 min a 1000
trs/min puis décanter.

- Faire un deuxiéme lavage dans les mémes conditions avec 10 mL de
HNKGBC et resuspendre le culot dans 600 ul. de HNKGBC.

Numération des leucocytes de la suspension cellulaire a I'aide de 'automate
H, (Technicon). Diluer éventuellement la suspension afin d’obtenir une suspension
de leucocytes a la concentration de 20 x 10°/L.

Stimulation des monocytes

+ Tube "état basal" : ajouter a 200 uL de suspension cellulaire 50 pL de
tampon HNKGBC. Incuber 20 min a température ambiante.

+ Tube "stimulation des monocytes” : ajouter 200 yL de zymosan a 200 L
de suspension cellulaire. Incuber a 37°C, avec agitation pendant 20 min.
Immunomarquage

- Reprendre 40 pL de la suspension cellulaire stimulée ou non, et ajouter
10 uL. d’anticorps anti-CD14 et 6uL. d’annexine V.

- Ajuster a 400 uL avec du tampon HNKGBC et incuber 15 min dans de la
glace et a I'obscurité.

- Faire deux lavages en ajoutant 2 mL de tampon HNKGBC et en
centrifugeant 5 min a 1000 trs/min, puis resuspendre le culot dans 300 pL
de HNKGBC.

Analyse des cellules par cytométrie en flux (figure n°lll-3-7)
1- Définir la population des monocytes sur I'histogramme biparamétrique taille

/structure (fenétre R1) et sur I'histogramme de fluorescence FL2 a l'aide de

169



la fluorescence liée a I'expression de CD14 (récepteur spécifique de la
lignée monocytaire) (fenétre R2).
2- Mesurer I'IlMF de cette population définie par la fenétre R1nR2, sur

I'histogramme de fluorescence FL1 (FITC).

EXPRESSION DES RESULTATS
Les résultats sont exprimés sous forme de ratio d’activation des monocytes
pour I'annexine V (= IMF de I'annexine V aprés stimulation/ IMF de l'annexine V a

I'état basal).

ANALYSE STATISTIQUE
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type et les comparaisons sont
réalisées a l'aide de test impair de Student. Les différences sont considérées comme

significatives pour p<0,05.
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Figure n° llI-3-7: Mesure de I'expression des phospholipides anioniques a la surface
des monocytes a l'aide de l'annexine V, par cytometrie en flux.
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lll- RESULTATS

Il1-1- ANALYSE DESCRIPTIVE

DESCRIPTION GENERALE DES PATIENTS

L'étude descriptive des patients est représentée en fonction :
- des criteres du score de Child et Pugh (tableau n°lll-3-1),
- des données de I'hémogramme et des complications infectieuses et

hémorragiques (tableau n°lll-3-2).

L'age moyen des 23 patients retenus dans I'étude était de 56,00 + 9,73 ans
avec des extrémes allant de 36 a 71 ans. Le sexe masculin prédominait largement
avec 61% (14/23) d'hommes et 39% de femmes (9/22).

La répartition des patients selon le score de Child-Pugh était essentiellement
representée par des stades B et C :

- stade A : 1 patient (4%)
- stade B : 10 patients (44%)
- stade C : 12 patients (52%)
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N° Date de Sexe Date de ascite| Encéphalo |Albumine| Bilirubine TQ Score de Stade de
réalisation de naissance pathie (g/L) (mmol/L) (%) |Child et Pugh|Child et Pugh
I'examen

1 03/05/01] H 25/05/41 1 1 29,6 197 19 15 C
2 15/05/01] H 25/04/46 1 0 26,4 21 77 10 C
3 22/05/01] H 13/12/33 1 0 26,6 12 73 9 B
4 29/05/01] H 29/10/30 1 0 26,9 93 37 13 C
5 12/06/01] F 01/09/46 1 0 25,5 43 44 13 C
6 12/06/01] H 03/04/52 1 0 18,3 18 49 9 B
7 19/06/01] F 26/05/52 1 0 26,8 31 49 11 C
8 21/06/01] H 27/06/40 1 1 24,5 83 36 14 C
9 28/06/01| H 09/12/32 1 0 294 15 84 8 B
10 28/06/01] F 27/12/65 1 0 30,8 5 65 7 B
11 05/07/01] H 02/08/32 1 0 18,6 14 63 9 B
13 12/10/01| F 10/01/37 1 1 234 70 35 14 C
14 15/11/01] H 12/02/43 1 1 25,2 45 36 13 C
15 22/11/01] F 28/06/44 1 0 23,0 17 62 9 B
16 04/12/01] F 06/02/58 0 0 34,9 4 92 5 A
17 06/12/01| F 13/03/37 1 0 27,0 12 47 8 B
18 13/12/01] H 26/02/50 1 0 39,7 18 59 7 B
19 20/12/01f H 06/05/64 1 0 20,1 46 41 12 C
20 15/01/02] F 22/01/44 1 1 23,6 15 41 11 C
21 22/01/02| F 17/04/59 1 1 14,9 12 73 10 C
22 05/02/02] H 18/08/02 1 0 19,7 39 44 12 C
23 07/02/02] H 03/02/37 1 0 33,0 19 58 9 B
24 05/03/02] H 21/12/43 0 0 20,4 12 64 8 B

Tableau n°lll-3-1 : Etude descriptive des patients inclus en fonction des critéres du score de Child et Pugh (pour ascite et
encéphalopathie : 0 signifie absence et 1 signifie présence).
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N°| Date de |Leucocytes PNN Monocytes| Plaquettes Complications Complications hémorragiques
réalisation (G/L) (G/L) (G/L) (G/L) infectieuses
de [VR:4-10] | [VR:2-7,5] | [VR:0,2-1] | [VR:150-400]
I'examen

1 | 03/05/01 12,6 10,4 1,07 77 Infection liquide d'ascite | Volumineux hématome pariétal du
Infection urinaire flanc droit

2 | 15/05/01 4,75 3,37 0,37 200 0 0

3 | 22/05/01 4,90 3,71 0,41 118 0 Hémorragie digestive

4 | 29/05/01 6,73 4,88 0,78 78 0 Hématome post PBH

5 1 12/06/01 3,80 2,68 0,29 99 0 0

6 | 12/06/01 9,13 7,62 0,99 217 0 Hématémeése secondaire a rupture

de varices oesophagiennes
7 1 19/06/01 3,10 1,92 0,34 92 0 Nombreux angiomes stellaires et
hématomes, rectorragies.

8 | 21/06/01 14,8 12 1,52 128 0 0

9 | 28/06/01 5,98 4,51 0,41 160 Pneumopathie base droite | Hématémése secondaire a rupture
Infection urinaire de varices oesophagiennes avec

déces
10 | 28/06/01 6,57 5,09 0,44 82 0 Nombreuses hématémeéese
secondaires a rupture de varices
oesophagiennes
11| 05/07/01 0 0
13| 12/10/01 7,24 5,61 0,51 40 Infection urinaire Hématémeése secondaire a rupture

de varices oesophagiennes

Tableau n°l11-3-2 : Etude descriptive des patients inclus en fonction des données de I'hémogramme, des complications infectieuses
et hémorragiques. (VR : valeurs de référence, si chiffre > VR :en gras, si chiffre < VR : en gras et italique).
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N° | Date de |Leucocytes PNN Monocytes | Plaquettes Complications Complications hémorragiques
réalisation (G/L) (G/L) (G/L) (G/L) infectieuses
de [VR:4-10] |[VR:2-7,5]| [VR:0,2-1] |[VR:150-400]
I'examen
14 | 15/11/01 9,00 5,36 0,86 107 0 0
15 | 22/11/01 6,52 3,73 0,95 138 Infection liquide d'ascite | Hématémése secondaire & rupture
de varices oesophagiennes

16 | 04/12/01 12,4 9,81 0,88 270 0 0

17 | 06/12/01 4,49 2,25 0,30 121 Infection liquide d'ascite 0

18 | 13/12/01 0 0

19 | 20/12/01 476 3,69 0,52 46 Pneumopathie bilatérale 0

Infection urinaire
20 | 15/01/02 3,06 1,67 0,291 50 Nombreuses infections Hématémese secondaire a rupture
urinaires de varices oesophagiennes
Purpura diffus
Nombreuses ecchymoses

21 | 22/01/02 4,04 2,4 0,69 177 Infection liquide ascite Hémorragie sur duodénite d'HTP
22 | 05/02/02 8,98 6,04 0,87 126 0 0

23 | 07/02/02 8,4 4,32 0,73 261 0 0

24 | 05/03/02 6,00 3,00 0,65 91 0 Hématémeése secondaire a rupture

de varices oesophagiennes

Tableau n°llI-3-2 (suite) : Etude descriptive des patients inclus en fonction des données de I'némogramme, des complications
infectieuses et hémorragiques. (VR : valeurs de référence, si chiffre > VR :en gras, si chiffre < VR : en gras et italique).
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IlI-2- RESULTATS DES TESTS - COMPARAISON DES PATIENTS PAR

RAPPORT AUX TEMOINS

Paramétre étudié Patients Témoins p
pour les monocytes (n=23) (n=20)
Test de chimiotactisme au ZAS
- Migration spontanée 1,31+ 0,41 1,37+ 0,50 0,7358
- Migration par chimiotactisme 1,78+ 0,69 1,91+ 0,67 0,56779
- Différentielle chimiotactique 0,47 + 0,41 0,55+ 0,27 0,5289
- Index chimiotactique 1,35+ 0,30 1,42 +0,17 0,4556
Test de chimiotactisme au fMLP
- Migration spontanée 1,28 + 0,36 1,39 £ 0,37 0,3793
- Migration par chimiotactisme 1,71 + 0,46 1,92 + 0,52 0,2175
- Différentielle chimiotactique 0,44 + 0,24 0,53+0,18 0,2645
- Index chimiotactique 1,36 + 0,23 1,38+ 0,11 0,7564
Expression de CD62L (x10° CLA)
- Etat basal 88,70 £ 38,70 133,00 £ 122,82 0,1312
- Stimulation par ZAS 1,62 + 0,99 3,58 + 6,51 0,1728
- Ratio d’activation 69,06 + 53,59 62,95 + 46,53 0,9427
Expression de CD11b (x10° CLA)
- Etat basal 210,07 £ 105,81 149,40 + 63,27 0,0317*
- Stimulation par ZAS 226,64 +7519 303,48 +£140,21  0,0306*
- Ratio d’activation 1,24 + 0,46 2,17 + 1,01 0,0004*
Expression de CD18 (x10° CLA)
- Etat basal 242,93 +129,24 215,16 + 116,17 0,4699
- Stimulation par ZAS 461,05 +227,03 618,70 +360,90  0,0948
- Ratio d’activation 2.01+0,54 3,04 +1,65 0,00797*
Fixation d’annexine V (IMF)

- Etat basal 5,05 + 3,05 3,34 £ 1,76 0,0341*
- Stimulation par ZAS 109,56 + 54,99  120,32+71,48  0,5853
- Ratio d’activation 28,02 + 18,89 42,32 + 25,64 0,0450*

Tableau n°lllI-3-3 : Comparaison des tests des patients par rapport aux témoins.
écart-type. Le signe * signifie un p significatif

Résultats exprimés en moyenne
< 0,05.
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I11-3- ETUDE DES RESULTATS CHEZ LES PATIENTS EN FONCTION DE
LEUR SUSCEPTIBILITE A PRESENTER DES COMPLICATIONS

INFECTIEUSES

Paramétre étudié Patients avec Patients sans p
pour les monocytes infection(s) infection
(n=8) (n=15)

Test de chimiotactisme au ZAS
- Migration spontanée 1,71 +0,76 1,83+ 0,67 0,9188
- Migration par chimiotactisme 1,19+ 0,43 1,39+ 0,40 0,4504
- Différentielle chimiotactique 0,52 + 0,37 0,44 + 0,44 0,43269
- Index chimiotactique 1,42+ 0,22 1,31+ 0,35 0,3891
Test de chimiotactisme au fMLP
- Migration spontanée 1,63+ 0,59 1,76 + 0,39 0,9799
- Migration par chimiotactisme 1,22 +0,37 1,32 + 0,36 0,7578
- Différentielle chimiotactique 0,40 + 0,24 0,46 + 0,25 0,6523
- Index chimiotactique 1,31+0,15 1,40 + 0,27 0,9550
Expression de CD62L (x10° CLA)
- Etat basal 94,91 + 38,97 227,14 + 299,23 0,1672
- Stimulation par ZAS 2,44 + 1,98 416+ 7,74 0,5634
- Ratio d’activation 56,87 + 43,92 76,71 + 52,91 0,3657
Expression de CD11b (x10° CLA)
- Etat basal 247,63 £ 112,22 145,16 + 53,31 0,0003*
- Stimulation par ZAS 247 54+ 85,16 191,87 + 35,25 0,05946
- Ratio d’activation 1,13 + 0,41 1,46 + 0,54 0,0133*

Expression de CD18 (x10° CLA)
- Etat basal 281,47 £ 137,14 175,17 + 90,42 0,0013*
- Stimulation par ZAS 548,66 + 229,44 315,74 +128,43  0,0007*
- Ratio d’activation 2,07 + 0,52 1,97 + 0,61 0,9952

Fixation d’annexine V (IMF)

- Etat basal 548 + 3,79 4,67 £2,85 0,4903
- Stimulation par le ZAS 102,55 + 55,36 107,40 + 57,27 0,9674
- Ratio d’activation 27,61 + 25,04 28,55 + 16,77 0,8569

Tableau n°lll-3-4

. Résultats des tests pour les patients en fonction de leur

susceptibilité a présenter des complications infectieuses. Résultats exprimés en
moyenne t écart-type. Le signe * signifie un p significatif < 0,05.
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lli-2- ETUDE DES RESULTATS EN FONCTION DE LEUR SUSCEPTIBILITE
A PRESENTER DES COMPLICATIONS HEMORRAGIQUES

Parameétre étudié Patients avec Patients sans Jo]
pour les monocytes hémorragie(s) hémorragie
(n=11) (n=12)

Test de chimiotactisme au ZAS
- Migration spontanée 1,74 + 0,69 1,83+ 0,73 0,5863
- Migration par chimiotactisme 1,35+ 0,44 1,28 + 0,41 0,8723
- Différentielle chimiotactique 0,39 + 0,33 0,56 + 0,49 0,1786
- Index chimiotactique 1,28+ 0,18 1,43 + 0,40 0,1851
Test de chimiotactisme au fMLP
- Migration spontanée 1,75+ 0,54 1,67 +0,39 0,9569
- Migration par chimiotactisme 1,34 + 0,45 1,22 +0,23 0,7558
- Différentielle chimiotactique 0,43 +0,23 0,45+ 0,27 0,9306
- Index chimiotactique 1,36 £ 0,25 1,37 +0,22 0,9582
Expression de CD62L (x10° CLA)
- Etat basal 126,81 + 64,97 188,15 + 304,58 0,4469
- Stimulation par ZAS 2,45+1,79 2,10 + 1,56 0,9820
- Ratio d’activation 73,46 + 61,21 73,44 + 4520 0,9937
Expression de CD11b (x10° CLA)
- Etat basal 209,92 +70,45 216,14 £ 131,37 0,4375
- Stimulation par ZAS 227,09 £ 49,32 230,40+ 92,75 0,6783
- Ratio d’activation 1,21 +0,52 1,26 + 0,45 0,7397

Expression de CD18 (x10° CLA)
- Etat basal 264,82 + 108,27 231,95 + 149,84 0,9092
- Stimulation par ZAS 492,60 +£221,62 454,83 +240,49  0,7028
- Ratio d’activation 1,86 + 0,31 2,16 + 0,64 0,2878

Fixation d’annexine V (IMF)

- Etat basal 4,60 + 2,54 4,49 + 2,47 0,3117
- Stimulation par le ZAS 103,69 + 55,05 112,52 + 55,24 0,9802
- Ratio d’activation 28,79 + 24,19 29,61+ 14,86 0,7988

Tableau n°lll-3-5 :

Résultats des tests pour les patients en fonction de leur

susceptibilité a présenter des complications hémorragiques. Résultats exprimés en
moyenne * écart-type. Le signe * signifie un p significatif < 0,05.
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Parameétre étudié Patients avec Patients sans p

hémorragies hémorragie
(n=11) (n=12)
TQ (temps de Quick) 55,82 + 19,17 53,36+ 18,43 0,8404
Numération plaquettaire (G/L) 112,91 + 55,00 143,60 + 75,40 0,6838

Tableau n°lll-3-6 : Influence du TQ et de la numération plaguettaire sur la
susceptibilité a présenter des complications hémorragiques. Résultats exprimés
moyenne * écart-type. Le signe * signifie un p significatif < 0,05.
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IV- DISCUSSION

Cette étude a fait suite a un premier travail réalisé avec le professeur JP.
Bronowicki, service d'Hépato-Gastro-Entérologie (thése d'exercice 2000, H Barraud).
Ce travail a, dans un premier temps, confirmé I'existence d'une mauvaise réponse a
la vaccination contre I'hépatite B (taux de réponse de 37%) chez les patients atteints
de cirrhose éthylique et, dans un second temps, a mis en évidence, chez ces
patients non répondeurs a la vaccination, une augmentation de la fluidité
membranaire profonde des monocytes.

Le but de notre étude est de préciser les conséquences fonctionnelles de
cette altération de fluidité membranaire sur le comportement des monocytes ainsi
que leurs implications dans les complications infectieuses et hémorragiques
présentées par ces patients. Nous avons donc orienté l'exploration des monocytes
par des tests fonctionnels in vitro dont les variations impliquent des modifications de
la fluidité membranaire. Nous avons exploré un ensemble de patients atteints de
cirrhose alcoolique sans connaitre leur statut répondeur vis-a-vis du VHB et sans
analyser en paralléle les paramétres de fluidité membranaire. En effet, le but de cette
premiére étude était de savoir s'il existait, chez ces patients, des perturbations des

fonctions monocytaires qui impliquaient la fluidité membranaire.

Le choix d'explorer les cellules monocytaires repose sur leur rdle
prépondérant dans la défense anti-infectieuse, de par son rdle bactériostatique et
bactéricide vis-a-vis des germes intracellulaires, et dans la réponse immunitaire, de
par son rdle de cellule présentatrice de l'antigene. En effet, de nombreuses cellules
présentatrices de ['antigéne disséminées dans tout l'organisme ont une origine
macrophagique, cellules de Langerhans dans la peau, cellules interdigitées dans le
thymus, cellules réticulaires dans la rate, cellules dendritiques dans les ganglions
lymphatiques. Elles participent au processus de coopération cellulaire avec les
lymphocytes T en présentant I'antigéne en association avec les molécules du CMH
de classe Il et au phénoméne de "processing" antigénique par protéolyse intra-
lysosomale de ['antigéne endocyté. Les monocytes/macrophages possedent
egalement un réle d'épuration de 'organisme et de modulation de I'hémostase, en
synthétisant des facteurs de la coagulation (facteurs Il, V, VII, IX, X) et du facteur

tissulaire. |'altération de ces fonctions, via des anomalies de fluidité membranaire,
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peut donc entrainer des déficits impliqués dans la survenue de complications
infectieuses et hémorragiques.

Les tests utilisés représentent une approche fonctionnelle indirecte d'étude de
la fluidité membranaire et les raisons de leur choix ont été largement commentées

dans la partie "Matériels et Méthodes".

Notre étude a permis d'explorer le chimiotactisme, I'expression quantitative
des récepteurs d'adhérence et l'asymétrie membranaire des monocytes de 23
patients, 4gés de 36 a 71 ans, sexe-ratio de 14/9, présentant une cirrhose

alcoolique, de stades essentiellement B et C de Child et Pugh.

L'analyse du chimiotactisme des monocytes vis-a-vis du ZAS et du
fMLP montre une diminution non statistiguement significative des paramétres
chimiotactiques (différentielle et index chimiotactiques) des patients par rapport aux
sujets témoins (fableau n° 111-3-3). Le faible échantillonnage explique probablement
I'absence de différence statistique. Aucune différence de chimiotactisme n'est notée
pour les patients en fonction de leur susceptibilité a présenter des complications
infectieuses (tableau n°lll-3-4) ou hémorragiques (tableau n°llI-3-5). Une diminution
du chimiotactisme des PNN et des monocytes a été rapportée depuis longtemps
dans la littérature (Blanchard M, 1989; Blusse van Oud A, 1985; Feliu E, 1977;
Holdstock G, 1982; Rajkovic IA, 1984; Van Epps DE, 1975). Le chimiotactisme des
monocytes est un phénomene impliquant a la fois des facteurs sériques et des
récepteurs cellulaires. Parmi les facteurs sériques, on trouve les facteurs
chimiotactiques (peptides N-formylés provenant de bactéries, C5a provenant de
I'activation du complément, le leukotriéne B4, le PAF ou les chimiokines B de type C-
C comme la MIP-1). Les récepteurs cellulaires impliqués appartiennent a la famille
des serpentines (nommeées ainsi du fait de leur structure moléculaire qui "serpente” a
travers la membrane cellulaire grace a 7 domaines transmembranaires et qui sont
couplés a des protéines G liant le GDP). La liaison d’'un agent chimiotactique a son
récepteur entraine I'échange de ce GDP en GTP et la protéine G ainsi activée, active
a son tour des mécanismes de transduction conduisant, via une mobilisation du
calcium ionisé, a la mobilisation des granules intracellulaires et au chimiotactisme par
réorganisation du cytosquelette nécessaire a la mobilité cellulaire. De nombreux

auteurs ont rapporté, chez les patients atteints de cirrhose alcoolique, la présence
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d'une anomalie sérique, soit la présence d'un inhibiteur sérique (Blusse van Oud A,
1985; Feliu E, 1977; Rajkovic IA, 1984; Van Epps DE, 1975), soit la diminution de
facteurs chimiotactiques comme les facteurs complémentaires (CH50, C3, C4), par
défaut de synthése ou par consommation exagérée (Blanchard M, 1989). La nature
du facteur inhibiteur n'a jamais été clairement identifiée, et de nombreux candidats
sont possibles : antiprotéases (o4 anti-trypsine), le "lymphocyte inhibitor factor" (LIF),
le "neutrophil inhibitor factor" (NIF), protéoglycanes (héparine, acide hyaluronique),
cytokines (IL-1, G-CSF). Ces anomalies expliqueraient la faible concentration des
PNN dans l'ascite ou dans les poumons et par conséquence la fréquence des
infections dans ces topographies.

Cependant, les tests utilisés dans notre étude explorent la fonctionnalité des
monocytes en dehors de leur environnement sérique puisqu'ils sont isolés par des
procédures incluant de nombreux lavages et les monocytes ainsi isolés sont mis en
suspension dans du PBS. Les monocytes de patients et de témoins sont incubés en
présence des facteurs chimiotactiques expérimentaux (fMLP et ZAS) selon un
protocole opératoire strictement identique et standardisé. Dans ces conditions, la
diminution de chimiotactisme observée pour nos patients ne peut étre attribuée a une
anomalie des facteurs sériques, mais plutét a un dysfonctionnement des monocytes.
Or, nous avons vu que le chimiotactisme dépendait également du bon
fonctionnement des récepteurs aux facteurs chimiotactiques, eux-mémes sensibles
aux variations de fluidit¢ membranaire (Yuli |, 1982; Tomonaga A, 1983). En effet,
ces auteurs ont montré que des agents modulateurs de la fluidite membranaire
comme des alcools aliphatiques (butanol, propanol) incubés a des doses faibles non
toxiques en présence de PNN entrainait une augmentation de la fluidité
membranaire associée a une augmentation (d'un facteur 1,5) de I'expression du
nombre des récepteurs au fMLP ainsi qu'une augmentation de leur affinité (d'un
facteur 10) sans en altérer leur spécificité. Ainsi, une fluidité membranaire accrue
favoriserait la transduction des signaux via le récepteur au fMLP.

Or, dans la précédente étude (thése H Barraud, 2000), il a été démontré que
les monocytes de patients atteints de cirrhose alcoolique présentaient une
augmentation de la fluidité profonde membranaire. Il se pourrait que cette variation
de fluidité influence le comportement des récepteurs protéiques dans le sens ou
l'augmentation de fluidité membranaire profonde favorise un enfoncement des

protéines au sein de la bicouche lipidique, aboutissant a leur moindre accessibilité
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(Shinitzky M, 1984). Dans ces conditions, cet effet de la fluidité membranaire sur la
disponibilité des récepteurs au fMLP pourrait étre impliqué dans la diminution du
chimiotactisme des patients. Une étude complémentaire incluant un nombre plus
élevé de patients et associant I'étude de la fluidité membranaire des monocytes

semble intéressante pour poursuivre ce travail.

La quantification des récepteurs d'adhérence a la surface des
monocytes a montré, a I'état basal, une augmentation de l'expression des [
intégrines associée a une diminution de celle de CD62L des patients par rapport aux
témoins, puis aprés stimulation des monocytes, une diminution statistiguement
significative du ratio d'activation pour les chaines des intégrines CD11b et CD18
sans différence statistique pour la sélectine CD62L (tableau n°lll-3-3).

L'analyse quantitative de ces récepteurs a l'état basal montre, pour les
témoins, des niveaux d'expression beaucoup plus élevés pour les monocytes que
pour les PNN (tableau n°lll-3-7) avec des écart-types importants. Par ailleurs, les
valeurs trouvées différent de celles trouvées par Bikoue et al. (1996) a la surface des
monocytes (tableau n°lll-3-7). Ces données renvoient a des commentaires d'ordre
méthodologique, abordés lors de la premiere étude et détaillés lors de la cinquieme
étude. Les différences trouvées sont liées a des différences de procédure opératoire
lors du protocole d'immunomarquage : technique directe ou indirecte, site épitopique
de fixation de l'anticorps, rapport fluorescence/protéine de I'anticorps. Bikoue et al.
(1996) utilisent une procédure d'immunofluorescence indirecte (trousse de
quantification QIFIKIT, Dako) avec des anticorps provenant de Biosys alors que nous
avons utilisé, dans ce travail, une procédure dimmunofluorescence directe (trousse
de quantification Quantum Simply Cellular) avec des anticorps de source
commerciale Beckman Coulter. De plus, les protocoles d'immunomarquage sont
différents avec une température d'incubation a 4°C et une fixation au
paraformaldéhyde a 1% pour Bikoue et al. et une incubation a température ambiante
et I'absence de fixation pour notre étude. Ces données illustrent parfaitement la
nécessité d'un protocole méthodologique de quantification standardisé pour assurer

la reproductibilité des mesures multicentriques.
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PNN Monocytes

Nos résultats Bikoue et al Nos résultats Bikoue et al
(1996) (1996)
CD62L 38,50 + 17,30 NR 88,70 + 38,70 NR
CD11b 36,50 + 10,40 45 + 20 149,40 + 63,27 52 +18
CD18 23,00 £ 8,80 49 + 15 215,16 + 116,17 93 +19

Tableau n°llI-3-7 : Comparaison de l'expression quantitative des récepteurs
d'adhérence pour les PNN et les monocytes. Résultats exprimés en x 10°
CLA/cellule. (NR : non réalisé).

La comparaison de l'expression des récepteurs d'adhérence a l'état basal,
montre une augmentation statistiquement significative de CD11b/CD18 associée a
une diminution de CD62L a la surface des monocytes de sujets cirrhotiques par
rapport aux témoins. Ces résultats sont en faveur d'un état d'activation des
monocytes circulants. Aucune étude n'a, a notre connaissance, exploré les
récepteurs d'adhérence a la surface des monocytes dans ce cadre pathologique.
Cependant, les données de la littérature montrent que la pathogenése de I'hépatite
puis de la cirrhose alcoolique serait liée a un processus inflammatoire en réponse a
l'alcool et/ou a ses métabolites (Adams DH, 1994). Taieb et al. (2000) rapportent une
activation des PNN avec une augmentation de CD11b/CD18 associée a une
diminution de CDG62L ainsi que [l'élévation de leur capacité a synthétiser des
cytokines inflammatoires (IL-8 et TNFa). Adams et al. (1994) montrent une activation
des cellules endothéliales, via une élévation de la concentration sérique de
E-sélectine. Cette sélectine est exprimée par les cellules endothéliales et devient
sérique apres un clivage protéolytique. Il a été également rapporté une augmentation
de l'expression de CD11b/CD18, LFA-3 (CD58) et ICAM-1 a la surface des
lymphocytes (Luna-Casado L, 1997; Haydon G, 2002). Nos résultats trouvés pour les
monocytes sont donc cohérents avec ceux de la littérature rapportés pour les autres
cellules de la réponse immunitaire et confortent la présence d'une réaction
inflammatoire dans la pathologie alcoolique hépatique. Cette réaction inflammatoire
serait liée initialement a une augmentation de I'endotoxinémie du fait de la réduction
de la clairance hépatique Kuppférienne et d'une augmentation de la perméabilité
intestinale sous l'effet de I'alcool. Ces endotoxines (essentiellement le LPS) agissent
conjointement avec l'acétaldéhyde, les produits de la peroxidation lipidique, et les

cytokines inflammatoires pour activer les cellules de Kupffer. L'activation de ces
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monocytes/macrophages (cellules de Kupffer) entraine leur hypersécrétion de
cytokines pro-inflammatoires comme le TNFo en réponse au LPS ou I'lL-8 (McClain
CJ, 2002). Ces cytokines sont des inducteurs actifs de la réponse inflammatoire
hépatique. Le TNFa accroit I'expression des B, intégrines a la surface des leucocytes
et I'lL-8 exerce un puissant pouvoir chémotactique sur les PNN. Dans ce contexte
inflammatoire, les récepteurs d'adhérence semblent donc jouer un réle important
dans l'inflammation du tissu hépatique en favorisant le recrutement des cellules
inflammatoires ainsi que leur migration trans-endothéliale vers le parenchyme
hépatique expliquant linfiltration par le PNN lors de la phase aigué de I'hépatite
alcoolique puis du lymphocyte lors de la phase tardive (Haydon G, 2002; Jaeschke
H, 2002). La nature de ces récepteurs d'adhérence pourrait varier en fonction de
I'évolution de la maladie et la connaissance plus précise de ces voies d'activation
pourrait aboutir a I'utilisation de thérapeutiques bloquant ces récepteurs d'adhérence
(Adams DH, 1994).

La stimulation des monocytes par le ZAS entraine, pour les témoins comme
pour les patients, une diminution de l'expression de CDG62L associée a une
augmentation de celle de CD11b/CD18. Cependant, le ratio d'activation de
CD11b/CD18 est statistiquement diminué pour les patients par rapport aux témoins,
alors qu'aucune différence significative n'est notée pour le ratio de CD62L. Cette
moindre réactivité des monocytes des patients par rapport aux témoins peut avoir
plusieurs explications. D'une part, la présence d'une "préactivation" des PNN
circulants chez le cirrhotique alcoolique diminue leur potentiel de réactivité lors de
leur stimulation par des agonistes comme le ZAS. D'autre part, nous avons vu que le
comportement de ces récepteurs glycoprotéiques, comme leur capacité de
translation (Klausner RD, 1980), leur conformation (Diamond MS, 1994 ; Kakimoto H,
1995), leur accessibilité (Gimpl G, 1997 ; Bastiaanse EM, 1997) et leur affinité de
liaison (Heron D, 1980 ; Dave JR, 1986 ; Peterson SW, 1992) pouvait étre influencé
par des variations de fluidité membranaire. La bonne fonctionnalité de ces récepteurs
dépend d'un équilibre stable du paramétre fluidité membranaire. Or, ce facteur est
lui-méme influencé par, d'une part la consommation chronique d'alcool et, d'autre
part le dysfonctionnement hépatique, qui sont tous deux a l'origine de la cirrhose
hépatique. Dans un premier temps, la prise d'alcool induit une solubilisation de
l'alcool dans les membranes avec, comme conséquence, une augmentation de la

fluidité (La Droitte P, 1984). Puis, lors de l'absorption chronique, la présence
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continue d’alcool dans les membranes modifie le métabolisme cellulaire, et par
contrecoup, la composition lipidique membranaire, avec une moins bonne dissolution
de l'alcool dans les membranes et, par conséquent, une fluidification moindre. La
maladie hépatique influence également ce paramétre fluidité membranaire : il a été
rapporté une diminution de Ila fluidité, une augmentation du rapport
cholestérol/phospholipides et du ratio acides gras saturés/ insaturés (Benedetti A,
1987; Owen J, 1982), cette rigidification évoluant avec la progression de la maladie
hépatique. Les modifications de la fluidité membranaire observées chez les patients
atteints de cirrhose éthylique sont probablement en rapport avec les perturbations du
métabolisme des lipides, des lipoprotéines plasmatiques et la diminution de la LCAT
(lécithine cholestérol acyl transférase), dont la synthése et la libération sont
diminuées du fait de [l'atteinte hépatique. L'action combinée de l'alcool et de la
progression de la maladie hépatique aboutissant au stade maximum d'insuffisance
hépatique lors de linstallation de la cirrhose ont pour conséquence une diminution
globale de la fluidité membranaire. Ceci peut altérer le comportement des récepteurs
glycoprotéiques impliqués dans la transduction du signal et expliquer la moindre
réactivité in vitro des monocytes des sujets cirrhotiques alcooliques.

L'analyse des résultats, en fonction de la susceptibilité des patients a
présenter des complications, montre une augmentation significative de I'expression
de CD11b/CD18 associée a une diminution de CD62L chez les patients ayant
présenté une/des complication(s) infectieuse(s) par rapport a ceux sans infection
(tableau n°llI-3-4). Aucune différence n'est par contre notée en fonction de la
survenue de complications hémorragiques (fableau n°lll-3-5). Ces données sont
cohérentes avec les données de la littérature qui ont largement montré que
l'augmentation de l'expression de CD11b leucocytaire représentait un marqueur
précoce et sensible de survenue d'un état septique (Arnaout A, 1990; Lin RY, 1993
et 1994; Maekawa K, 1998; Russwurm S, 2002) (cf. chapitre 1lI-5). D'ailleurs, le
contraste entre la faible symptomatologie des infections survenant chez ces patients,
consistant souvent, pour linfection du liquide d'ascite, en des symptdmes peu
spécifiques limités a une altération de I'état général ou une diarrhée, et la gravité des
complications infectieuses, souligne l'intérét de disposer d'un marqueur infectieux
sensible. La quantification de I'expression de CD11b a la surface des leucocytes
selon un protocole standardisé pourrait étre proposé comme un marqueur de

surveillance systématique dans I'évolution de cette maladie (cf. chapitre 1I-5).
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L'analyse de l'expression des phospholipides anioniques a la surface
des monocytes par la fixation d'annexine V montre, & ['état basal, une
augmentation significative de I'expression des phospholipides anioniques pour les
sujets cirrhotiques par rapport aux sujets témoins. Cette différence est cohérente
avec celle trouvée pour les récepteurs d'adhérence, et est en faveur d'un état
d'activation des monocytes des sujets cirrhotiques du fait d'une réaction
inflammatoire systémique rapportée dans la pathologie alcoolique hépatique. Aprés
stimulation des monocytes par le ZAS, il est noté une diminution significative du ratio
d'activation chez les patients cirrhotiques par rapport aux témoins, ce qui témoigne,
pour les monocytes de ces patients, d'une mauvaise régulation in vitro de |'exposition
des phospholipides anioniques (tableau n°lll-3-3). Aucune différence n'est par contre
notée chez les patients en fonction de leur susceptibilité a présenter des
complications infectieuses (fableau n°lll-3-4) ou hémorragiques (tableau n°lll-3-5).

Cette asymétrie physiologique des phospholipides membranaires résulte d'un
equilibre dynamique entre les deux feuillets, phénoméne régulé par I'action combinée
de trois transporteurs, l'amino-phospholipde translocase, une floppase et une
scramblase, tous trois agissant selon la concentration cytoplasmique en Ca #*. Dans
notre travail, les monocytes de patients cirrhotiques présentent un défaut d'exposition
des phospholipides anioniques aprés stimulation par le ZAS. Cette étude, est, a
notre connaissance, la premiére a avoir mis en évidence une anomalie d'exposition
des phospholipides anioniques a la surface des monocytes de sujets atteints de

cirrhose alcoolique.

La problématique est double :
- Comment expliquer cette anomalie de régulation?

- Quelles en sont les conséquences biochimiques et cliniques?

Cette anomalie de régulation de I'exposition des phospholipides anioniques
apres stimulation cellulaire suppose une anomalie de fonctionnalité des transporteurs
impligués, via une anomalie structurelle ou fonctionnelle ou bien encore de leur
régulation. Ces transporteurs sont des protéines insérées dans la bicouche lipidique
(figure n°lll-3-4). Tout comme les récepteurs d'adhérence, leur comportement ou

celui de leurs protéines régulatrices peuvent étre altérés par des variations de fluidité
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membranaire superficielle et/ou profonde (Noble JM, 1999). Des études paralléles de
la fluidité et de l'exposition des phospholipides anioniques chez ces sujets sont

nécessaires pour rechercher une éventuelle corrélation entre ces deux paramétres.

Ce deéfaut d'exposition des phospholipides anioniques aprés stimulation
cellulaire a des conséquences physiopathologiques essentiellement de deux types
(Bevers EM, 1998a et b).

Cette anomalie entraine, en premier lieu, un défaut d'apoptose ou "mort
programmée" des monocytes. En effet, I'exposition des phospholipides anioniques a
la surface cellulaire représente un signal précoce et sensible d'apoptose, précédant
méme la fragmentation de I'ADN, et constituant un message de reconnaissance pour
les macrophages aboutissant ainsi a leur élimination par le systéme réticulo-
endothélial. Ce phénomeéne d'apoptose est physiologiquement programmé pour
I'ensembles des cellules humaines et constitue un processus d'élimination cellulaire
spontané, afin de réguler I'noméostasie cellulaire et tissulaire de fagon opposée a la
mitose. Durant tout le déroulement de 'apoptose, il est important de signaler que la
membrane cellulaire reste intacte. Les phagocytes endocytent soit la cellule entiere,
soit des fragments de celle-ci mais restant toujours limités par une membrane. Cette
intégrité membranaire et la rapidité d'élimination cellulaire, font que I'apoptose, méme
massive, n'induit aucune inflammation. Elle se distingue de la nécrose qui est une
forme de mort cellulaire passive, déclenchée par une agression et qui aboutit a
I'éclatement de la cellule qui déverse son contenu enzymatique au sein des tissus,
suivi d'une réaction inflammatoire. L'apoptose prévient donc la lyse cellulaire et la
survenue d'une inflammation tissulaire. Un excés d'apoptose des hépatocytes a été
largement décrit dans la maladie hépatique alcoolique (Cardin R, 2002; Casey CA,
2001; Higuchi H, 1996; Nanji AA, 1998; Natori S, 2001; Rust C, 2000; Takahashi T,
2000; Ziol M, 2001). Elle serait déclenchee, soit par la production de dérivés
oxygénés induite par l'absorption d'alcool, via l'activation du cytochrome P450
mitochondrial, soit via I'activation du récepteur CD95 (Fas-ligand) (Minana JB, 2002).
Elle expliquerait la destruction progressive du tissu hépatique. Les bases
moléculaires restent encore peu élucidées et des études sur les mécanismes
régulateurs sont en cours. Il a été récemment montré, par exemple, que I'lL-6 inhibait
l'apoptose induite par I'alcool en stimulant des molécules a effets antiapoptotiques

comme Bcl2 et Bcl-xL (Hong F, 2002). L'effet inhibiteur de ces protéines
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membranaires s'exercerait en contrélant, d'une part, l'ouverture des mégacanaux et
la fuite des produits tels que le cytochrome c, et d'autre part, en piégeant le
complexe APAF-1/caspase 9 sur la paroi mitochondriale, empéchant I'activation de la
protéase.

Notre étude a mis en évidence un défaut d'exposition des phospholipides
anioniques des monocytes pouvant conduire a un défaut d'apoptose. Dans ces
conditions, ce défaut d'apoptose empécherait I'élimination des monocytes, ce qui
contribuerait a 'entretien et I'ampilification de la réponse inflammatoire observée dans
I'hépatite alcoolique et conduisant au remodelage fibrotique de la cirrhose. Ce défaut
d'apoptose montré ici pour les monocytes, pourrait atteindre également d'autres
cellules de la réponse inflammatoire comme le PNN ou le lymphocyte et expliquer
l'infiltration du tissu hépatique par ces cellules lors de la maladie alcoolique. La perte
de I'homéostasie cellulaire pourrait jouer alors un rble déterminant dans le
développement et la persistance de l'inflammation et I'évolution vers la fibrose. Ces
premiéres données, a notre connaissance jamais rapportées dans la littérature,
meéritent d'étre complétées par I'étude de I'exposition des phospholipides anioniques
des autres cellules inflammatoires ainsi que par l'exploration des molécules
impliqguées dans les différentes phases d'initiation, d'exécution et de dégradation
protéolytique et nucléaire de l'apoptose comme le Fas-ligand, les membres de la
famille Bcl-2 (Bcl-2, Bel-xL, Bax, Bad) ou bien les caspases, protéases impliquées
dans la dégradation de I'ADN.

En second lieu, ce défaut d'exposition des phospholipides anioniques expose
a une diminution de l'activité procoagulante de la surface cellulaire des monocytes.
En effet, cette activité procoagulante, initialement décrite pour les plaquettes, existe
également, bien que de fagon moins prononcée, a la surface des monocytes (Tracy
PB, 1985 & 1988). Les phospholipides anioniques, principalement Ila
phosphatidylsérine, sont nécessaires a lI'assemblage des complexes enzymatiques
caractéristiques du systéme de la coagulation. Une fois exposés a la surface de la
plaquette activée et de celle des microparticules qui s'en détachent, les
phospholipides procoagulants complexent les facteurs vitamine K-dépendants Vi,
X, X, Il par lintermédiaire de leurs radicaux y-carboxyglutamiques, ainsi que les
cofacteurs Vlla et Va. Il s'en suit une réponse rapide du systéme, car autoamplifiée
par la thrombine, enzyme ultime de la cascade. Une séquestration de ces

phospholipides anioniques procoagulants dans le feuillet interne aboutit donc a une
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insuffisance de production de la thrombine, qui ne peut assurer une hémostase
normale. La conséquence pathologique de cette situation est donc la survenue
d'hémorragies. Cette pathologie a été caractérisée et nommée, du nom de la
premiére famille atteinte, par "Scott syndrome”. Les sujets atteints ne présentent
aucune activité procoagulante et des épisodes hémorragiques graves alors que les
parents, hétérozygotes, possédent une activité intermédiaire et ne présentent
aucune complication hémorragique (Toti F, 1996). Notre hypothése était que ce
défaut d'exposition de phospholipides anioniques, observé pour les monocytes,
pouvait contribuer a la survenue des complications hémorragiques survenant chez le
sujet cirrhotique alcoolique. Cependant, dans notre étude, aucune différence de
fixation d'annexine V n'a été mise en évidence chez les sujets en fonction de leur
susceptibilité a présenter des complications hémorragiques (tableau n°ll/-3-5). Le TQ
et la numération plaquettaire ne semblent pas influencer également la survenue
d'hémorragie, bien que notre effectif d'étude soit faible (tableau n°lll-3-6). Ces
données semblent en cohérence avec la réalité clinique puisque I'hémorragie du
cirrhotique est essentiellement représentée par I'hémorragie digestive haute
consécutive a la rupture de varices oesophagiennes et/ou gastriques. Le risque de
saignement est corrélé a la persistance d'une intoxication alcoolique active, au score
de Child-Pugh, et surtout a la taille des varices oesophagiennes et a la pression
portale. La cause de ces hémorragies semble donc étre d'ordre mécanique et non
liée directement & une anomalie cellulaire. Dans ces conditions, il ne nous semble
donc pas opportun d'étudier I'exposition des phospholipides anioniques a la surface

des plaquettes dans ce cadre pathologique.

En conclusion, cette étude des monocytes de sujets atteints de cirrhose
alcoolique a permis de mettre en évidence une anomalie de réactivité de ces
cellules, tant au niveau de I'expression des récepteurs d'adhérence qu'au niveau de
['exposition de phospholipides anioniques. Ces données, jamais rapportées a notre
connaissance dans la littérature, ouvrent des nouvelles voies explicatives de cette
maladie a la pathogénie encore peu connue. Corrélation de ces anomalies avec des
variations de fluidité membranaire, étude de I'apoptose des cellules inflammatoires

semblent des etudes perspectives intéressantes.
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CHAPITRE lli-4

QUANTIFICATION DES RECEPTEURS D'ADHERENCE DU PNN: UN
MODELE D'ETUDE /N VITRO DE L'EFFET DES HEMOGLOBINES DE
SYNTHESE SUR LES PNN

TOUSSAINT M, LATGER-CANNARD V, CARON A, LECOMPTE T, STOLTZ JF,
VIGNERON C, MENU P.
Effect of three hemoglogin-based oxygen-carrying solutions on neutrophil activation

in vitro : quantitative measurement of the expression of adherence receptors.
Transfusion, 2001, 41: 226-231.

Cette étude s'inscrit dans le cadre de la thématique, menée par le professeur
Vigneron C et Mr Menu P, concernant I'évaluation, in vitro puis in vivo, des substituts
d'hémoglobines, afin de remplacer a plus ou moins long terme, l'utilisation de
produits sanguins dont on connait les limites en terme d'incompatibilité, de risque
infectieux et de risque de pénurie (Nucci M, 1998).

Ce chapitre n'a pas pour dessein de présenter les substituts d’'hémoglobine
(thématique de thése de Toussaint M.), mais de montrer que la quantification de
I'expression des récepteurs d'adhérence pouvait représenter un outil simple

d'utilisation et reproductible, de I'étude de I'activation leucocytaire.

Le but de ce travail est d'évaluer I'effet de transporteurs d'oxygéne a base
d'hémoglobines modifiées sur le comportement in vitro des PNN et en particulier sur
leur état d'activation. Or, nous avons précédemment montré que le niveau
d'expression des récepteurs d'adhérence leucocytaires était directement fonction de
leur état d'activation. Nous avons donc utilisé l'outil développé dans ce mémoire et
représenté par la quantification de I'expression antigénique par cytométrie en flux,
pour mesurer ces variations d'activation cellulaire.

Du sang total provenant de sujets sains a été incubé, a température
physiologique (37°C), en présence de trois hémoglobines modifiées, a savoir I'Hb-
Dex-BTC (Hémoglobine dexiran-benzéne-tétracarboxylate), ['ao-Hb et une
hémoglobine polymérisée, la o-raffinose-poly-Hb, durant 60 min. L'expression

quantitative des récepteurs d'adhérence CD62L et CD11b/CD18 a été mesurée a 15,
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30 et 60 min. L'effet de ces hémoglobines modifices a été comparé a celui de
d'hémoglobine libre purifiée, des diluants de ces hémoglobines modifiées
(saccharose et solution de Ringer) et de solution d'expansion volumique
habituellement utilisée en clinigue pour maintenir une tension convenable en
attendant la perfusion des produits sanguins (solution d'Elohes). Le contrble positif
est représenté par le TNFa, agoniste fort de I'activation des PNN.

Aucune variation statistiquement significative n'a été notée dans l'expression
quantitative des récepteurs d'adhérence a la surface des PNN, pour les trois
hémoglobines modifiées testées, par rapport aux différents contréles négatifs. Ces
résultats semblent en faveur de I'absence d'activation in vitro des PNN par les
hémoglobines modifiées. Dans les conditions analytiques testées, I'effet oxydant de
I'hnémoglobine avec production de radicaux libres potentieliement activateurs des
leucocytes n'est pas mis en évidence. Par ailleurs, ces expériences ne permettent
pas de savoir si ces hémoglobines se fixent ou non a la surface des PNN.

En conclusion, ces résultats encourageants semblent favorables a ['utilisation
clinique de ces substituts sanguins et devraient mener a des études in vivo, chez

|'animal.

192



Effects of three Hb-based oxygen-carrying
solutions on neutrophil activation in vitro:
quantitative measurement of the expression of adherence receptors

Marie Toussaint, Veronique Latger-Cannard, Alexis Caron, Thomas Lecompte, Jean-Francois Stoltz,
Claude Vigneron, and Patrick Menu

BACKGROUND: Hb-based oxygen carriers {(HbOCs)
are currently under investigation as RBC substitutes.
These solutions have vasoactive properties and may
modify the behavior of the RBC in vitro. The effects of
these agents on other blood cells have not been exten-
sively investigated. The aim of this study was to evaluate
the potential effect(s) of three differently moditied
HbOCs on the activation of PMNs.

STUDY DESIGN AND METHODS: Whole blood from
humans was incubated with Hb dextran-benzene-
tetracarboxylate, aa-Hb, or o-raffinose-poly-Hb for 15,
30, and 60 minutes. The expression of adherence recep-
tors CD62L, CD18, and CD11b, which reflects the acti-
vation state of the neutrophils, was assessed in vitro by
a direct immunofluorescence method using calibration
beads measured by flow cytometry.

RESULTS: The observed expression of each of the
three adherence receptors for each solution at each
time point was similar to that noted with the RPM! con-
trol. Decreases in CD62L and increases in CD18 ex-
pression were noted at 15 minutes of incubation but,
when those values were compared to the values ob-
tained with TNFa as the positive control of PMN activa-
tion, the profile of expression of adherence receptors
obtained with HbOC solutions did not conform to the ex-
pected activation profile of PMNs.

CONCLUSION: Hb solutions modified by a variety of
methods, as obtained and employed in this study, did
not appear to activate neutrophils in vitro,
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emoglobin-based oxygen carriers (HbOCs) are

a new class of compounds currently under in-

vestigations as RBC substitutes or oxygen-car-

rying plasma expanders. These HbOC solu-
tions are prepared from purified cell-free Hb with subse-
quent chemical modification of the globin to increase their
intravascular half-life and oxygen release properties. The
chemical modifications used include polymerization, inter-
nal cross-linking, and conjugation.!

Understanding the impact of the different HbOCs on
peripheral blood cells is desirable, as some HbOCs are un-
dergoing Phase III clinical trials and may shortly become
therapeutic agents for use in humans. Previous studies have
shown that Hb solutions produced some in vitro modifica-
tions in RBC behavior, including changes in aggregation
tendency.2® However, the influence of Hb solutions on WBC
activation and behavior has not been extensively investi-
gated, although in vitro studies have shown that cell-free Hb
stimulates MNCs, leading to the release of IL-6, IL-8, and
TNFa and to an increase in their procoagulant activity.+

The first aim of this work was to evaluate by quantita-
tive flow cytometry the potential effect(s) of different
HbOCs on the expression of adherence receptors (CD62L,
CD11b, CD18) on neutrophils (PMNs), because quantitative
expression varies as a function of the WBC activation state.®

ABBREVIATIONS: Hb-Dex-BTC = Hb dextran-benzene-
tetracarboxylate; HbOC(s) = Hb-based oxygen carrier(s); HES =
hydroxyethyl starch. ’
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" |he expression profile of activation was determined with a
puit ive control using TNFa, known to enhance PMN acti-

" yation.” For comparative purposes, we also performed simi-
@& 1. Jclerminations on Ringer’s lactate and saccharose so-
¥ \.ions, which are used in the preparation of the different

g |11 (s tested, and on hydroxyethyl starch (HES), because
R i inextensive clinical use as a plasma expander. Second,
& .l 1he aim of determining the nature of the chemical
B nohification of the globin moiety and the consequent
; b wolecular size, we compared the expression of adherence
¥ .porsin PMNsin the presence of three different HbOCs.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the institutional review board
b of 11 Brabois University Hospital Center (Nancy, France).
I'MNs were obtained from the whole blood of nine
¥ healthy adult volunteers who gave informed consent to
" - their participation in the study. The volunteers were cho-
f sen with respect to two criteria: they were not undergoing
F amcdical treatment except estrogen-progesterone combi-
¢ pation, and they did not have any inflammatory syndrome.
¥ \enous blood was drawn by venipuncture into sterile plas-
E 1 tubes containing 1 mg per mL of K, EDTA (Vacutainer,
¥ Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

E Solutions

, Reference solution. Sterile medium (RPMI 1640) without
phenol red, without glutamine, and with-NaHCO, (endo-
¥ texin level <0.1 ng/mL; pH = 7.3) was purchased (Sigma-

. med to preserve the cells during the experiments.
) : Control solutions. TNFa was also purchased (Sigma-
® Mcrich). Itwas used as positive control of PMN activation™®
B ¥ : concentration of 100 Ul per mL. Ringer's lactate solu-
B &n was purchased (Bieffe Medital, Sobinanigo, Spain).
$accharose solution (50 g/L) prepared in sodium chloride
#lution (0.45%) was obtained from Pasteur Mérieux
f $¢rums et Vaccins (MarcyI'Etoile, France). Because HbOCs
#-re suspended in Ringer’s lactate or saccharose, these so-
poions were used as controls to test their effects on PMNs
Qd to allow comparison between the different HbOCs. HES
_ W< purchased (Elohes 6%, Fresenius France Pharma, Louvier,
nce). HES is a polysaccharide plasma-volume expander
#ch an average molecular weight of 200 kDa.* Purified cell-
! human Hb (purified free Hb) (50 g/L) (Pasteur Mérieux
B> rums et Vaccins) consisting of a solution of native Hb was
acted from outdated RBCs as described previously.!°
Phis solution had the same purity as Hb dextran-benzene-
acarboxylate (Hb-Dex-BTC) solution (Table 1).
HbOCs. Three solutions of human Hb prepared ac-
ding to various chemical modifications were studied.
First was Hb Dex-BTC, which was developed for pre-
nical studies and used as a mode! of Hb conjugated to
acromolecules. 1t was prepared from stroma-free Hb ex-
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j Aldrich, St-Quentin Fallavier, France). This solution was '

TABLE 1. The physical and chemical properties of

the HbOCs*
Purified o-raffinose-
free Hb Hb-Dex-BTC aa-Hb  poly-Hb

Hb concentration
(g/dL) 7.9 8.5 8.2 10.0
Dituted solution Tyrode Saccharose Ringer's Ringer's
lactate lactate
Average molecular

weight (kDa) 64 200 64 128
Pt (torr) 19 23 295 34
pH 7.4 7.2 7.5 7.3
Endotoxins
(UE/mL) <0.5 <0.5 0.25 <0.06
* Data are provided by the manufacturers of the different solu-
tions.

t Oxygen half-saturation pressure of Hb measured at 37°C.

tracted from outdated human RBCs by hemolysis, which
was followed by centrifugation and microfiltration to re-
move membrane particles. The stroma-free Hb was then
purified by chromatography, pasteurized, and conjugated
with Dex-BTC and suspended in a solution of NaCl with
saccharose (50 g/L). It was frozen at -20°C until its use.!! The
level of group A substances in the solution used is <0.78 pg
per mL and that of group B substances is <0.31 ng per mL.
The other characteristics were given in Table 1. Hb Dex-BTC
was obtained from Pasteur Mérieux Sérums et Vaccins.
Second is the aa-Hb solution, which is not clinical
grade, but is described as identical to the diaspirin cross-
linked Hb (DCLHb, Baxter Corp., Deerfield, IL) that has
been tested in Phase I clinical trials.!?The aa-Hb was pre-

* pared from outdated human RBCs.!? Stroma-free Hb was

extracted from RBCs by lysing with hypertonic salt solution,
which was followed by centrifugation and filtration to elimi-
nate the membrane particles. The a-subunits of tetramer
were intramolecularly crosslinked at the a-99 lysine resi-
dues through the reaction of deoxyhemoglobin with
bis(3.5-dibromosalicyl) fumarate. The product was purified
by a heat-treatment process, concentrated to 8.2 g per dL,
and diafiltered into Ringer's lactate solution. It was frozen
at -80°C until its use. The level of phospholipids of the so-
lution used is 1.0 ug per mL, and that of free iron is 3.01 x
107 mol of Fe per mol of heme. The other data concerning
the purity of the solution were given in Table 1. The co-Hb
was a gift from Abdu Alayash, PhD (Center for Biologics
Evaluation and Research, FDA, Bethesda, MD).

Third is o-raffinose-poly-Hb (Hemolink, Hemosol,
Toronto, ON, Canada). currently in development, which is
in Phase 11l clinical trials.'* It was prepared from human
stroma-free Hb extracted from outdated RBCs by hemoly-
sis, which was followed by centrifugation and microfiltra-
tion to eliminate the membrane particles and then by
pasteurization. Thus, the purified stroma-free Hb was poly-
merized and internally cross-linked with o-raffinose and
suspended in Ringer's lactate solution. lt was frozen at -80°C
until its use.'® The phyvsical and chemical characteristics
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were given in Table 1. O-raffinose-poly-Hb was a gift, pro-
vided by Hemosol.

Although all materials were not clinical grade, the so-
lutions used in this study were highly purified, and, conse-
quently, their activation patterns should be similar to those
of the solutions with clinical grade as far as impurities and
stroma residue content.

Antibodies

Mouse MoAbs against human L-selectin (CD62L) and against
human B,-integrin CD18 conjugated with a fluorochrome FITC
and mouse MoAbagainsthuman f,-integrin CD11b (C3birecep-
tor) conjugated with PE were purchased (Dako, Trappes, France).
Forisotypic control, mouse IgG conjugated with FTTC and mouse
IgG conjugated with PE (Dako) were used. Calibration beads were
obtained from the manufacturer (Quantum Simply Cellular, Flow
Cytometry Standards Corp., San Juan, PR).

Suspension preparation

Immediately after collection, 2 mL of human venous blood
collected in EDTA was mixed with the solutions described
above (saccharose solution, Ringer’s lactate solution, purified
free Hb solution, Hb-Dex-BTC, ax-Hb, or o-raffinose-poly-
Hb), all diluted in RPMI medium to obtain a final Hb con-
centration of 16 g per L. This value corresponds to the plas-
matic Hb concentration after volemic compensation of one-fifth
of the total blood volume by an 80 g per L HbOC solution.
This Hb concentration in the plasma simulates that ob-
served in clinical situations of hemodilution, such as car-
diopulmonary bypass or resuscitation from hypovolemic
shock. So that the data may be comparable, all solutions
were tested on the same blood sample for each experiment.

The reference solution was prepared with 2 mL of
whole blood and RPML. The positive control of PMN acti-
vation was prepared with 2 mL of whole blood mixed with
TNFa at a concentration of 100 Ul per niL.

These suspensions were incubated at 37°C in closed.
polypropylene tubes under gentle stirring (with a three-
dimensional agitator) for 15, 30, or 60 minutes. After incu-
bation, 1 mLofeach solution was collected in a polypropy-
lene tube, washed with 4 mL of cell wash solution, and
centrifuged at 450 x g for 5 minutes.

To check the capacity of PMNs for activation after in-
cubation with Hb solutions, some experiments were per-
formed with the protocol described above. However, after
incubation, one part of the solution collected was incubated
with TNFo (100 Ul/mL) for 15 minutes at 37°C and then
washed and stained; the other part was washed and then
stajned immediately after sampling.

Direct immunofluorescence labeling and flow
cytometric analysis

Quantification of cell surface antigens was performed ac-
cording to the quantitative direct immunofluorescence

2
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method using the calibration beads.'"!” All MoAbs were
applied under previously determined saturating condi-
tions'®: for each sample, 10 pl of MoAb was added to 100
uL of cell suspension (previously incubated with the test
solutions), and the cells were stained by contact for 40 min-
utes at room temperature (20-22°C) in darkness. The RBCs
were then lysed with ammonium chloride (Ortho-mune
Lysing Reagent, Ortho Diagnostic System, Issy les Moulineaux,
France) for 10 minutes in darkness. After two washes in 5
minutes, the remaining cells were suspended in 300 pL of
PBS solution. Calibration beads were incubated for 40 min-
utes in the same conditions as PMNs with 10 pL of MoAb
againstCD62L, CD11b, and CD18. After washing, the beads
were resuspended with 300 pL of PBS solution and main-
tained in darkness until they were analyzed by flow
cytometry. The time between cell preparations and analy-
sis by flow cytometry did not exceed 30 minutes, to avoid
artefactual activation.

Flow cytometric analysis was performed on 3000 cells
using a flow cytometer (FACSCAN, Becton Dickinson) and
software (PC Lysis, Becton Dickinson). Under saturating
conditions, F(ab), fragments of the antibodies bind to sur-
face antigens through monovalent interactions; the num-
ber of antigenic sites per bead is pyoportional to the MFI
measured.'® Thus, for each sample, corrected MFI (i.e., spe-
cific MFI minus that of the negative contro! measured un-
der the same conditions) could be converted to antibody-
binding capacity per cell (i.e., the mean number of cell
surface molecules recognized by antibodies per cell).

WBC count

The absence of cell loss during washing was checked by
performing a peripheral blood count by routine analyzer
(H2-Technicon, Bayer) on three blood samples from three
volunteers. The count was repeated three times for each
blood sample. The blood samples were prepared under the -
same conditions as in the experiment but without antibod-

" ies. After lysis of the RBCs, the WBCs were washed, centri-

fuged, and then resuspended into 2 mL of a wash solution,
and a peripheral blood count was performed again.

Data analysis and statistics

Allresults are expressed as mean  SEM. For each solution,
values of adherence receptor expression on PMNs were com-
pared at each time point by repeated-measures ANOVA. For
each time point, differences of adherence marker expres-
sion in the solutions were analyzed by a one-way ANOVA,
with post-test assessment done with the Bonferroni
method. Statistical significance was assumed at p<0.05.

RESULTS

The variations of expression observed for each solution at
each of the three time points were similar to those noted
with the RPMI control for the three adherence receptors
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studied (n = 9). The receptor expression in the presence of
both saccharose and Ringer’s lactate solutions was identi-
cal to the expression measured with the reference solution
(RPMI medium). As these solutions have the same effect on
PMN receptor expression, chemically modified Hb diluted
in these vehicles could be compared.

Neither the three HbOCs nor purified free Hb solution
had any effect on PMN activation: adherence receptor ex-
pression on neutrophils was equivalent to that observed
with the control RPMI (Fig. 1). Comparison between HbOCs
and HES revealed no difference in the PMN activation state
(Fig. 1).

For all solutions, after 15 minutes of incubation, a de-
crease in CD62L receptor (p<0.05) and an increase in CD18
receptor (p<0.05) expression were noted, whereas there was
no variation for CD11b. After 30 minutes’ incubation,
CD62L and CD11b showed constant expression, whereas
CD18 expression decreased to the baseline level (p<0.05).
After 60 minutes of incubation, no further variations in the
expression of CD62L, CD11b, and CD18 were noted.

The positive control (n = 5}, TNFq, induced at 15 min-
utes a decrease in CD62L (p<0.0001), an increase in CD11b
(p<0.0001), and an increase in CD18 (p<0.0001). At 30 and
60 minutes, the values of expression of these adherence
receptors were identical to those noted at 15 minutes (Fig.
1). The variations in adherence receptor expression induced
by the positive control were significantly different from
those measured with all test and reference solutions at each
time point (Fig. 1). The expression of adherence receptor
on PMNs incubated with all the various Hb solutions and
then stimulated with TNFa is identical to the expression
measured on PMNs incubated with TNFa only (data not
shown).

We have checked the absence of significant cell loss
during washing by taking a WBC count of three blood
samples, whose results, expressed as mean + SE of the con-
centration of the PMNs (x 10%/L), are 1358.8 + 15.8, 1304.3
+21.3,and 1673.9 £ 19.6 versus 1259.7 £ 20.6, 1207.7 £ 25.2,
and 1537.1 + 54.0 before and after washing, respectively.

These results showed that the loss of cells induced by
washing did not exceed 8 percent of the total of the WBCs.

DISCUSSION

Some HbOCs have been observed to induce modifications
of the in vitro rheologic behavior of RBCs, such as hyper-
aggregability.?? To further characterize the action of these
solutions on bloaod cells, it is therefore desirable to evalu-
ate whether Hb solutions have an in vitro effect on WBCs,
and pa&icularly on neutrophils. Indeed, we hypothesized
that the infusion of cell-free Hb into the bloodstream may
lead to PMN activation: the presence of a high concentra-
tion of free Hb in the plasma, the high molecular weight of
some of these solution components, and/or the various
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Fig. 1. Effect In vitro of the different solutions tested on the
expression of adherence receptor CD18 (A), CD11b (B), and
CD62L (C) by PMNs according to time (n = 9 for all solutions
except for TNFa [n = 5]). These results are expressed as mean
values + SEM. ABC = antibody-binding capacity.

chemical modifications to the Hb molecule are factors that
could potentially activate WBCs.
To assess a potential activation of the PMNs in the pres-

" ence of different HbOCs, we measured the expression of

three adherence receptors: CD62L, a molecule of the
selectin family, basically expressed on the cell surface and
involved in the rolling step, whose expression decreases
immediately when PMNs are activated®!®; and CD11b and
CD18, a and B chains of B,-integrin molecules, that are in-
volved in the firm adhesion, whose expression increases
later with PMN activation.®?° CD11b/CD18 may be induced
by oxidative stress. To assess these expression measures, we
have chosen quantitative flow cytometry, which is an ap-
propriate method of studying WBC function.® This method
has the advantage of allowing a direct evaluation of the
cellular response to the presence of Hb solutions, which has
not yet been studied; previous studies on this subject used
indirect methods, such as procoagulant activity measure-
ment or quantification of cytokine release, to assess WBC
activation 452!
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[n this study, the Hb concentration used is higher than
the concentrations used in previous studies*3-?!; it was cho-
sen to mimic a concentration that is likely to be presentin
the plasma after hemodilution of one-fifth of the total blood
volume (i.e., the concentration that may occur in clinical
applications).

The diluted HbOC solutions were tested to check the
lack of effect on the PMNs. The results were not different
from those with the RPM] medium. Saccharose and Ringer’s
lactate did notinduce activation of the PMNs. These results
indicated that it is possible to compare all the Hb solutions
tested in this study, regardless of the vehicle used. All Hb
solutions exhibited an identical response and showed no
difference from the control solution (RPMI mediumj.

The decrease in CD62L associated with an increase in
CD18 (p<0.05) at 15 minutes with these solutions may rep-
resent an activation profile of PMNs. However, the activa-
tion profile induced by the positive control (TNFa), which
is known to enhance PMN activation,’ is significantly dif-
ferent (p<0.0001) from the expression profile of PMN ad-
herence receptors measured with all solutions tested and
RPMImedium (Fig. 1). Thus, this result appears to be a phe-
nomenon that may be associated with the preparation (stir-
ring conditions, addition of solutions). The constant values
at 30 and 60 minutes may reflect an adaptation of the cells
to the new conditions. The investigations were stopped af-
ter 1 hour of incubation because, after that time, a degra-
dation of PMNs was observed by optical microscopy on
blood smears stained with May-Grumwald-Giemsa proto-
col {data not shown).

The profile of PMN receptor expression in the presence
of both purified free Hb solution and modified HbOCs is
similar to that observed with RPMI medium (Fig. 1). This
suggests that neither the Hb molecule and its associated
capacity to transport oxygen and potentially to generate
oxygen radicals nor the various chemical modifications
applied to Hb molecule (polymerization, internal cross-
linking, or conjugation) activate PMNs in a manner that
would result in their interaction and adherence to the vas-
cular endothelium.

These results are in agreement with those of previous
studies. McFaul et al.! reported an effect of Hb solutions on
cytokine release by MNCs, but they did not observe any
direct effect on chemotaxis or on the adherence of PMNs.
Investigating the relationship between the presence of Hb
and the proliferation of infection with Escherichia coli, Kim
et al.?! showed an inability of neutrophils to react against
bacteria in the presence of Hb. We therefore show in this
study that cell-free Hb does not inhibit the capacity of
PMNs to express their adhesion receptor and then to be
activated; the contact with TNFa after incubation with the
various Hb solutions leads to the same activation profile as
in PMNs incubated with TNFa alone.

Moreover, Kim et al.?' hypothesized that Hb could be
bound to neutrophils, but, in our study, no difference in
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adherence receptor expression was noted in the cells incu-
bated with RPM! and all Hb solutions tested. We can there-
fore suppose that the binding of the Hb molecule to the
WBC membrane may impair accessibility to the receptor
binding sites and/or may decrease their expression.

To evaluate the influence of the presence of a macro-
motlecule, two ranges of molecular weights were tested: on
the one hand. tetrameric aa-Hb and purified free Hb, which
in dilute solution is present in the dimeric and tetrameric
forms, and, on the other hand, oligomeric Hbs, those cross-
linked with o-raffinose poly-Hb, Hb-Dex-BTC, and HES,
which is a nonprotein macromolecule. Regardless of the
molecular weight of the solution components, no differ-
ences were observed in the profiles of the PMN responses.
These findings suggest that the presence of macromol-
ecules does not induce specific changes in adherence re-
ceptor expression in our model. They also suggest that the
physical interaction of the macromolecules (such as inter-
nal friction) with the cells did not induce any activation of
PMNs.

Within the limitations of the methods presented here,
this in vitro study shows that the presence of high concen-
tration of various Hb solutions (purified free Hb, aa-Hb, Hb
Dex-BTC, and o-raffinose-poly-Hb) mixed with blood led
neither to neutrophil activation nor to neutrophil inactiva-
tion. In addition, no difference in adherence receptor
(CD62L, CD11b, and CD18) expression was noted with the
various Hb solutions, regardless of the modification applied
to the protein.

These results appear favorable for the therapeutic use
of HbOCs, and they must be confirmed in vivo to evaluate
the effects of HbOCs on neutrophil adherence receptor
expression and any subsequent effects upon neutrophil-
endothelial cell interaction.
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CHAPITRE 1lI-5

DEVELOPPEMENT D'UNE TROUSSE STANDARDISEE
DE QUANTIFICATION DE L'EXPRESSION DE CD11b
A LA SURFACE DES POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES.
APPLICATION EN PATHOLOGIE INFECTIEUSE.

I-INTRODUCTION
L'augmentation de I'expression de CD11b a la surface des cellules représente
un marqueur sensible de l'activation leucocytaire in vivo. Cette variation a été utilisée

dans de nombreuses situations pathologiques impliquant ces cellules.

I-1- VARIATION DE L'EXPRESSION DE CD11B ET PATHOLOGIE
INFECTIEUSE

Il a été montré une augmentation de I'expression de CD11b/CD18 a la surface
de leucocytes de patients infectés par le VIH par rapport a des sujets témoins ; cette
augmentation de densité du récepteur étant d'autant plus importante que la
concentration en lymphocytes CD4 était plus basse, ce qui signifie une corrélation
entre 'augmentation de l'expression de CD11b/CD18 et I'évolutivité de la maladie
(Elbim C, 1995; Palmer S, 1993). Ainsi, il se produirait une activation leucocytaire par
un facteur sérique (aucune corrélation n'a été trouvée entre l'expression de
CD11b/CD18 et la concentration sérique de TNFa), aboutissant & une augmentation
de l'expression des récepteurs d'adhérence des leucocytes périphériques ce qui
favorise leur extravasation et leur agrégation observée dans cette maladie.

De nombreuses études ont rapporté [l'augmentation progressive de
I'expression de CD11b leucocytaire (PNN et monocytes) dans les états septiques
dés la 3°™ heure, cette augmentation étant d'autant plus prolongée que survenait un
état de choc septique, I'activation leucocytaire contribuant a I'état de défaillance
multiviscérale (Lin RY, 1993 et 1994; Maekawa K, 1998; Russwurm S, 2002).
L'augmentation de CD11b a la surface des PNN a d'ailleurs été proposée comme
marqueur précoce de surveillance de complication infectieuse aprés intervention
chirurgicale (Wakefield CH, 1993; Klava A, 1997).
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Des études récentes ont montré que l'expression de CD11b a la surface des
PNN pouvait étre utilisée comme marqueur précoce du diagnostic de survenue
d'infection néonatale bactérienne et virale (Weirich E, 1998; Nupponen |, 2001).
L'expression de CD11b était élevée chez tous les nouveaux-nés présentant une
infection confirmée et l'intensité d'expression était corrélée avec la concentration de
protéine C réactive (PCR) (= 0,76). Le marqueur CD11b était élevé le jour de
l'admission, alors que la PCR n'augmentait qu'a partir du 2°™ jour d'hospitalisation,
faisant de ce parameétre un marqueur précoce d'infection néonatale. De plus, la
valeur prédictive négative de ce récepteur chez les nouveaux-nés suspects ou
porteurs d'infection était de 99%. La quantification de CD11b du PNN est donc
proposée comme un test d'exclusion d'infection néonatale, plus précoce que les
paramétres habituellement utilisés (PCR, leucocytose) et dont I'utilisation permettrait
de réduire la durée d'hospitalisation ainsi que la consommation abusive

d'antibiotiques.

[-2- VARIATION DE L'EXPRESSION DE CD11B ET PATHOLOGIE
INFLAMMATOIRE

La polyarthrite rhumatoide représente une maladie inflammatoire chronique
caractérisée cellulairement par une infiltration de ila membrane synoviale par des
cellules mononucléées, associée a une accumulation de PNN dans le liquide
synovial des articulations pathologiques. |l a été montré, dans cette maladie, une
augmentation de l'expression de CD11b a la surface des PNN périphériques
(McCarthy D, 1992; Macey MG, 1993), ainsi qu'une augmentation de ce récepteur a
la surface des PNN provenant du liquide synovial témoignant de leur activation in
vivo (De Clerck LS, 1995). Ces données ont contribué a la compréhension du réle du
PNN dans la destruction des articulations.

Il a été rapporté également une augmentation de lintensité d'expression de
CD11b/CD18 a la surface de tous les types de leucocytes de patients atteints de
sarcoidose par rapport a un groupe témoin (Shakoor Z, 1992). Cette surexpression
des récepteurs d'adhérence pourrait contribuer a l'extravasation et [l'agrégation
cellulaire expliquant la formation du granulome non-caséeux, caractéristique de cette

maladie.
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I-3- VARIATION DE L'EXPRESSION DE CD11B ET PATHOLOGIE
VASCULAIRE

Le réle du PNN dans la pathologie vasculaire artérielle ischémique initiale ou
aprés revascularisation (syndrome de resténose aprés dilatation) a été largement
décrit (Ernst E, 1987; Hansen PR, 1995). L'athérosclérose a été considérée comme
une maladie inflammatoire des vaisseaux artériels (Alexander RW, 1994) et
augmentation, dans cette maladie, de I'expression des récepteurs d'adhérence
leucocytaires, en particulier de CD11b/CD18, a largement contribué au fondement de
cette explication (Mazzone A, 1993 et 1997 et 2001; De Servi S, 1995; Kassirer M,
1999). La mesure de l'expression de ce récepteur a méme été proposée comme
marqueur de surveillance d'ischémie myocardique asymptomatique en association
avec le dosage de cytokines anti-inflammatoires (TNFao, INFy, IL-18 et IL-6)
(Mazzone A, 2001).

Une autre pathologie touchant les vaisseaux, la pré-éclampsie a été associée
a une réaction inflammatoire avec activation leucocytaire comme en témoigne
I'expression augmentée de CD11b/CD18 (Barden A., 1997; Gervasi MT, 2001;
Mellembakken JR, 2002). Ces données suggérent que la pré-éclampsie résulte d'un
dysfonctionnement des cellules endothéliales associé a une réaction inflammatoire
chronique de la membrane déciduale et du placenta, entrainant une stimulation
locale des leucocytes. Ces PNN activés libérent des radicaux libres et des protéases
ce qui perpétue la réaction inflammatoire en entretenant le cercle vicieux de
perturbation de I'endothélium local puis systémique.

De méme dans le diabéte, il a été montré une perturbation des fonctions du
PNN et en particulier une adhésivité spontanée associée a une augmentation de
I'expression des récepteurs d'adhérence CD11b/CD18, ces perturbations étant
majorées chez les patients présentant des complications vasculaires (Delamaire M,
1995). Ainsi, ces anomalies pourraient favoriser la survenue des complications

vasculaires aussi bien que celles d'épisodes infectieux.
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L'expression de CD11b leucocytaire représente donc un marqueur potentiel
de diagnostic positif et d'évolutivité de pathologies variées Cependant, sa mesure
dépend fortement des conditions préanalytiques de préparation des PNN et des
conditions analytiques puisque il est bien connu que le PNN est trés sensible a
l'activation artéfactuelle in vitro (Barnett D, 1994 et 1998 et 2000; Gratama JW, 1998;
Lenkei R, 1998, Smith KB, 1999). La liste des paramétres trouvés dans la littérature,
pouvant influencer la mesure de ce marqueur, est détaillée en début du paragraphe
discussion. L'absence de méthodologie standardisée réduit la valeur prédictive de ce
marqueur et en limite donc son utilisation clinique malgré les nombreux domaines

d'application.

Le but de cette étude est donc d'utiliser la méthode de quantification par CMF
a l'aide de billes de calibration, développée dans ce travail, pour mettre au point une
technique standardisée, d'utilisation rapide, aisée, et reproductible d'un laboratoire a
un autre, pour mesurer l'expression de CD11b a la surface des PNN. Afin de tester la
validation clinique de cet outil, il sera ensuite appliqué a une population d'adultes
présentant des infections bactériennes et virales confirmées. Ce travail s'est déroulé
au sein d'un partenariat avec, d'une part la société Biocytex, représentée par Dr
|. Besson, qui a fourni les réactifs et d'autre part, le Dr T. Lecompte du service de

Maladies Infectieuses et Tropicales du CHU de Nancy (Professeur P. Canton).
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Il- MATERIELS ET METHODES

II-1-PRINCIPE

L'expression de CD11b a été quantifiee par CMF a la surface de PNN
provenant de sang total (sans étape de séparation), selon une méthode de
quantification par immunofluorescence indirecte, sans étape de lavage et a l'aide de

billes de calibration.

II-2- MATERIELS ET REACTIFS

Matériels
- Cytométre FACSCalibur (Becton-Dickinson).
- Tubes a fond rond en polypropyléne de 4,5 mL (Becton-Dickinson).
- Centrifugeuse GR 4-12 (Jouan).
Réactifs

Les réactifs ont été fournis par la société Biocytex afin de constituer une
trousse standardisée (hommée WB-QFC) qui comprend :

- L'anticorps anti-CD11b (clone Bear1, Beckman Coulter et clone 2LMP19C,
Dako).

- Le contrble isotypique IgG1 (clone PMPQOS5, Serotec).

- L'anticorps de révélation, fragments F(ab')2 de chévre anti-souris, couplé au
FITC (clone DDAF, Silenus).

- Les billes de calibration (billes de polystyrene de 9 pym de diamétre,
représentant 3 populations coatées en IgG de souris selon 3 densités différentes,
croissantes et connues) (systéme fabriqué par Biocytex, selon un brevet Byocytex).

- La solution de lyse des globules rouges.

1I-3- MODE OPERATOIRE
Préléevement sanguin

Le sang veineux a été collecté dans des tubes contenant I'anticoagulant EDTA
(tubes Vacuteiner®, Becton Dickinson). Cinquante trois témoins sains, ne présentant
aucun symptome infectieux et 9 adultes souffrant d'infection ont été inclus dans notre
étude. Les criteres clinico-biologiques des patients infectés sont présentés dans le

tableau n°l{I-5-1. Pour ces patients, les échantillons veineux ont été prélevés le jour
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de leur admission et avant toute administration thérapeutique. Ces conditions strictes
de recueil, absolument nécessaires pour notre étude, expliquent le faible
échantillonnage de la popuiation de malades, la plupart des patients admis a I'hopital
ont déja regu une antibiothérapie de premiére intention prescrite lors d'une
consultation de ville. Le délai, entre le prélevement et I'analyse, doit étre raccourci au
maximum afin de limiter l'activation artéfactuelie des PNN in vitro (en pratique délai

inférieur a 15 min).

Iimmunomarquage
- Vingt cinq plL de sang total sont incubés durant 10 min, a température ambiante,
avec 25 pL d'anticorps (soit 1IgG1, soit anti-CD11b) (concentration finale saturante a
2,5 ug/mL).
- Rajouter 25 L d'anticorps secondaire et incuber 10 min, a température ambiante, a
l'obscurité.
- Rajouter 2 mL de solution de lyse des globules rouges et incuber 10 min, a
température ambiante, a I'obscurité.
- Pour chaque série d'analyse, est ajouté un tube de billes de calibration.

Préparation des billes de calibration

Les mémes étapes d'immunomarquage sont réalisées a partir de 25 ul de
suspension de billes; le flacon de billes aura préalablement été bien agité afin de
resuspendre les billes sédimentées et de les homogénéiser.

Etude de I'influence de la concentration en PNN

Deux échantillons veineux provenant de patients ftraités par facteur de
croissance (G-CSF, granulocyte-colony-stimulating factor) et ayant pour
concentration en PNN 45 x 10%L et 37,9 x 10%/L respectivement, ont été utilisés. Ces
prélevements sont divisés en 2 aliquotes, le premier étant centrifugé a 3 500 g durant
10 min afin d'obtenir du plasma, le deuxiéme étant dilué au 2, 4, 1/8 et 1/10 avec le
plasma autologue.

Comparaison a la technique d'immunomarquage indirecte avec lavages

Cette procédure est celle utilisée dans la partie "Méthodologie générale”,

proposée par la trousse QIF! (Bikoue A, 1996).
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Analyse des cellules et des billes par cytométrie en flux (Figure n° Ill-5-1)
- Analyse des billes de calibration :

1- Définir la population des billes sur I'histogramme biparamétrique
taille /structure par une fenétre électronique (A).

2- Mesurer 'IMF géométrique de chaque population de billes sur
histogramme de fluorescence approprié et construire la droite de
calibration, reliant 'lMF géométrique et le nombre de sites occupés
par ['anticorps pour chaque population de billes (indiqué sur la
trousse).

- Analyse des PNN :

3- Définir la population des PNN sur I'histogramme biparamétrique
taille /structure par une fenétre électronique (E).

4- Mesurer I'IMF géométrique de cette population définie sur
I'histogramme de fluorescence approprié et se reporter sur la droite
de calibration pour convertir cette valeur de I'lMF géométrique en

nombre de sites occupés par 'anticorps.

Il-4- EXPRESSION DES RESULTATS
Les résultats sont exprimés en nombre de sites occupés par l'anticorps
(antibody binding capacity (ABC), ou capacité liante de I'anticorps (CLA), ce nombre

étant considéré proportionnel au nombre de sites du récepteur analyseé.

II-5- ANALYSE STATISTIQUE
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type et les comparaisons sont
réalisées a l'aide de test impair de student. Les differences sont considéerées comme

significatives pour p<0,05.
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lll- RESULTATS

lll-1- INFLUENCE DU MODE DE CONSERVATION DU PRELEVEMENT
SANGUIN

Deux échantillons veineux provenant de sujets sains ont été conservés durant
90 min, 3 h, 6h et 24 h aprés le prélévement selon 3 modes de conservation : a
température ambiante, immédiatement a 2-8°C et a 2-8°C aprés 30 min a
température ambiante (afin de reproduire un éventuel délai d'acheminement du
tube). Dans tous les cas, I'immunomarquage a ensuite été réalisé a température
ambiante.

Figure n° 11l-5-2 :

La conservation a température ambiante durant 3 heures est associée a une
augmentation de l'expression de CD11b de 10% (par rapport a la valeur trouvée a 90
min) pour I'échantillon n°1 et de 6% pour I'échantillon n°2. Les deux autres modes de
conservation entrainent une augmentation de plus de 26%.

La conservation a température ambiante durant 6 heures est associée a une
augmentation de I'expression de CD11b de 20% (par rapport a la valeur trouvée a 90
min) pour I'échantillon n°1 et de 23% pour I'échantillon n°2.

La conservation a température ambiante durant 24 heures est associée a une
augmentation importante de l'expression de CD11b d'un facteur 2 (par rapport a la
valeur trouvée a 90 min) pour I'échantillon n°1 et d'un facteur 6 pour I'échantillon n°2.

La conservation, selon les deux autres modes, est associée a des variations

similaires mais d'ordre plus important.

Il-2- INFLUENCE DE LA CONCENTRATION SANGUINE EN PNN
La quantification de CD11b a été réalisée a la surface de PNN provenant de
patients traités par facteur de croissance. Differentes dilutions ont été réalisées a
l'aide du plasma autologue, la dilution au 1/10 correspondant a une concentration
physiologique en PNN (4,5 et 3,8 x 10%L). Comme le montre la figure n° I-5-3,
aucune variation dans la mesure de l'expression de CD11b n'est notée en fonction
de la concentration en PNN, attestant que la concentration utilisée de 2,5 ug/mL en

Ac primaire anti-CD11b pour le clone Bear 1 est saturante dans les conditions
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d'hyperleucocyose a PNN. Ce test est donc applicable en cas de pathologie

infectieuse avec polynucléose.

lll-3- INFLUENCE DE LA FIXATION ASPECIFIQUE
Les mesures de quantification de CD11b avec et sans fixation aspécifique ont
été comparées pour 30 échantillons sanguins. Cette fixation aspécifique correspond
a I'IMF liee a la fixation de I'lgG1, de méme classe et de méme isotype que
I'anticorps anti-CD11b, par son fragment Fab. Les résultats montrent une valeur
moyenne de 26,84 x 10° CLA alors qu'elle est de 26,13 x 10° CLA en retranchant la
valeur du contréle isotypique, soit une fixation aspécifique inférieure a 5%. Afin de

simplifier la procédure, le contrdle isotypique a été retiré de la trousse.

ill-4- COMPARAISON DE DEUX CLONES D'ANTICORPS ANTI-CD11B
La quantification de CD11b a été réalisée pour 18 échantillons sanguins, a
l'aide des deux clones anti-CD11b, Bear 1 et LMP19C. Les résultats (figure n° Ill-5-4)
ne montrent pas de différence significative (p = 0,18) entre le clone Bear 1
(IMF moyenne = 20,11 + 8,17x 10° CLA) et le clone LMP19C (IMF moyenne = 20,77
+ 8,92 x 10° CLA).

llI-5- COMPARAISON ENTRE LES PROCEDURES D'IMMUNOMARQUAGE
INDIRECT SANS LAVAGE (TROUSSE WB-QFC) ET AVEC LAVAGE
(TROUSSE QIFI)

Les deux procédures ont été testées pour 14 échantillons sanguins, a l'aide de
I'anticorps anti-CD38 (l'expression de CD38 n'étant pas variable avec ['état
d'activation cellulaire) et de l'anticorps anti-CD11b (clone Bear 1). La figure n°lll-5-5
ne montre aucune différence significative (p = 0,14) pour I'expression de CD38
(valeur moyenne pour la procédure sans lavage = 2,41 + 0,53 x 10° CLA ; valeur
moyenne pour la procédure avec lavage = 2,49 + 0,43 x 10° CLA). Une différence
significative est, par contre, trouvée pour l'expression quantitative de CD11b (valeur
moyenne pour la procédure sans lavage = 28,09 + 7,47 x 10° CLA ; valeur moyenne

pour la procédure avec lavage = 33,16 + 8,50 x 10° CLA).
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lll-6- CONTROLE DE QUALITE INTERNE
La trousse WB-QFC a été testée pour la quantification de CD11b sur un
échantillon de sang total stabilisé (IMMUNOTrol®, Beckman Coulter) dans deux
centres différents (laboratoire Biocytex et le nbtre). Les valeurs obtenues a l'aide du
clone Bear 1 sont reproductibles (moyenne = 7,83 + 0,73 x 10° CLA avec des valeurs
allant de 7,31 a 8,35 x 10° CLA). Cependant ces valeurs sont plus faibles que celles

trouvées a partir de sang frais.

llI-7- QUANTIFICATION DE CD11B A LA SURFACE DE PNN DE TEMOINS
ET DE PATIENTS INFECTES

Comme l'illustre la figure n°ll-5-6, les valeurs de CD11b sont plus importantes
pour les patients infectés (n = 9; 45,29 + 21,91 x 10° CLA par rapport aux témoins
(n=18; 22,01 £ 8,21 x 10° CLA). Le patient n°8 ayant une valeur comprise dans
celle des témoins, présente en fait une infection par le virus VIH asymptomatique
(tableau n° 11I-5-1). Il est a noter que le patient qui présente une méningo-encéphalite
herpétique (n°3) montre une augmentation de I'expression de CD11b (37,33 x 10°
CLA) alors que la vitesse de sédimentation (vs) et la PCR sont encore comprises
dans les valeurs de référence (< 6 mm/H et < 5 mg/L respectivement). Par ailleurs,
I'expression de CD11b peut étre élevée en I'absence méme de phase septicémique
comme le montre deux cas d'infections localisées, pneumonie a Staphylococus
aureus (cas n°6) et Pseudomonas aeruginosa (cas n°9), avec hémocultures

négatives et CD11b augmenté.
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Figure n°lll-5-1 : Méthodologie de la quantification de I'expression de CD11b a la
surface des PNN par CMF, a l'aide de la trousse (WB-QFC, Biocytex).
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Figure n°lll-5-2 : Influence des modalités de conservation de I'échantillon sanguin sur I'expression quantitative de CD11b a la
surface des PNN, mesurée a l'aide de la trousse (WB-QFC, Biocytex).
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Figure n°lll-5-4 : Quantification de I'expression de CD11b a la surface des PNN,
selon la trousse (WB-QFC, Biocytex), a I'aide de deux clones d'anticorps anti-CD11b
différents.
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Cases Pathology PMN count Erythrocyte CRP Blood / broncho-alveolar ~ CD11b quantitation

(G/L) sedimentation rate (mg/L) liquid (BAL) analysis (x 10° ABC)
(mm,
(first hour)

| Aspergillus septicemia 8.640 21 6.2 Antigenic reaction positive 79.440
post renal transplantation

2 Septicemia Streptococcus bovis post 12.390 22 72.3 Blood culture positive 80.090

valvuloplasty infection
3 Meningo-encephalitis 12.340 6 <5 Herpetic serology positive 37.330
to Herpes viridae

4 Aortic endocarditis 2.790 40 239.0 Blood culture positive 36.060
Streptococcus agalactiae

5 Septicemia 2.260 16 394 Blood culture positive 53.430

Streptococcus mitis

6 Pneumopathy 13.570 119 251.7 Blood culture negative 36.050
to Staphylococcus Aureus BAL culture positive

7 Pneumonia 3.420 30 79.7 Chlamydiae serology 37.790

Chlamydiae psittaci positive
8 Human Immunodeficiency Virus 1.790 6 <5 HIV positive serology 14.300
(HIV) infection

9 Pneumonia 4.890 48 40.9 Blood culture negative 34.090

Pseudomonas aeruginosa BAL culture positive

Tableau n°llI-5-1 : Caractéristiques cliniques et biologiques des patients présentant une pathologie infectieuse et expression
quantitative de CD11b a la surface des PNN (trousse WB-QFC, Biocytex).
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IV- DISCUSSION

Le but de ce travail a été de mettre au point un outil d'utilisation facile,
standardisé et reproductible de quantification de CD11b membranaire, puisque sa
variation d'expression est un bon témoin d'activation du PNN. Il a été montré, par de
nombreuses études dans des domaines variés, que la technique de CMF est tout a
fait adaptée a l'étude de l'expression d'antigénes membranaires, donnant des
informations sur I'état fonctionnel cellulaire (Lavabre-Bertrant T, 1994; Farahat N,
1995, Denny TN, 1996; Ginaldi L, 1996; Liu Z, 1996; Poncelet P, 1996). Cependant,
les tests développés par CMF sont encore peu standardisés, ce qui a réduit leur
intérét clinique (Barnett D, 1998 & 2000; Gratama JW, 1998, Lenkei R, 1998; Smith
KB, 1999). De plus, l'expression de CD11b est trés sensible aux conditions
d'analyses pré et analytiques. En effet, de trés nhombreux facteurs sont connus pour
influencer le comportement des PNN, leur état d'activation et par conséquent le
niveau d'expression de CD11b :

- Au niveau du recueil sanquin et de la conservation de I'échantillon :

- Le type d'anticoagulant utilisé pour le recueil du sang (Repo H,
1995; Conklyn MJ, 1996).

- Les conditions de conservation de |'échantillon et le délai d'analyse
apres le recueil sanguin.

- Au niveau de la procédure d'immuno-marquage :

- Le mode de préparation de I'échantillon (analyse en sang total ou
apres isolement cellulaire).

- La procédure d'immuno-marquage (Gratama JW, 1998; Lenkei R,
1998).

- Le nombre de lavages (Smith KB, 1999).

- Lavitesse de centrifugation (Kuijpers TW, 1991).

- La procédure de lyse des globules rouges (Barnett D, 1998; Styrt B,
1998).

- Les temps et la température d'incubation.

- Le pH des solutions utilisées.

- L'origine et la concentration des anticorps utilisés.

- Le type de fluorochrome et le rapport fluorochrome/protéine.
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- Au niveau de la procédure d'analyse cytométrique :

- L'utilisation d'une analyse mono- ou multi-paramétrée.
- La prise en compte pour I''MF de la moyenne ou de la médiane,
d'autant plus si la distribution de l'expression de ['antigéne n'est pas

gaussienne (Barnett D, 1998).

L'addition de tous ces facteurs explique la divergence des résultats trouvés
pour un méme marqueur et souligne [l'intérét d'une technique standardisée, du
prélevement au rendu des résultats, pour assurer la reproductibilité des mesures et
permettre leur exploration dans des domaines cliniques (Lavabre-Bertrand T, 1994;
Farahat N, 1995).

Nous allons discuter les parametres étudiés dans notre travail et ainsi

argumenter les choix de notre procédure.

Parameétres pré-analytiques

Il a été décrit que les variations de température pouvait stimuler les PNN,
entrainant une augmentation de I'expression de CD11b, consécutive a la
translocation a la membrane de cet antigene depuis les granules intracytoplasmiques
(Forsyth KD, 1990; Macey MG, 1992; Youssef PP, 1995; Latger-Cannard V, 2000).
Certains auteurs préconisent de réaliser I'ensemble de la procédure de conservation
et d'immunomarquage dans de la glace (Repo H, 1993 & 1995; Fearon DT, 1983).
D'autres auteurs recommandent d'éviter tout changement de température durant la
procédure en conservant I'échantillon a température constante, du prélévement a
I'analyse cytométrique (Barnett D, 1998). Notre étude (figure n°lll-5-2) montre bien
que la conservation au froid (2-8°C) immédiatement apres le prélévement ou aprés
30 min a température ambiante est associée a une augmentation de I'expression de
CD11b plus importante que lorsque I'échantillon sanguin est conservé a température
ambiante. La condition de conservation a température ambiante est celle qui
entraine le moins d'élévation artéfactuelle de I'expression de CD11b. Afin de
simplifier la procédure de réalisation de notre test, nous préconisons de réaliser

toutes les étapes de la procédure a température ambiante (20 + 1°C).
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De plus, comme lillustre la figure n°lll-5-2, l'expression de CD11b augmente
progressivement apres 1h30 de conservation. I nous semble donc nécessaire
d'analyser le prélevement rapidement aprés le recueil, le délai prélevement-
marquage devant étre minimisé au maximum a une heure, ce qui a été réalisé pour

I'exploration des témoins et des patients.

Il a été rapporté que la concentration cellulaire présente dans I'échantillon
sanguin pouvait influencer la fixation des anticorps et par conséquent l'intensité de
fluorescence (Smith KB, 1999). En effet, pour que I'ensemble des récepteurs étudiés
a la surface des cellules ciblées soit reconnu par l'anticorps spécifique, il faut que ce
dernier soit en concentration saturante par rapport a la concentration cellulaire.
Comme lillustre la figure n°lll-5-3, aucune variation significative des valeurs de
quantification de I'expression de CD11b n'est notée en fonction de la concentration
leucocytaire des échantillons sanguins. Ces résultats montrent que la concentration
d'anticorps utilisée dans la trousse est saturante en cas de polynucléose et permet
de valider son utilisation clinique dans les états pathologiques avec hyperleucocytose
a PNN jusqu'a 45 x 10°/L..

Parametres analytiques

Il a été démontré que le mode de préparation des PNN pouvait influencer
leur état d'activation et ainsi I'expression membranaire de CD11b (Gratama JW,
1998; Lenkei R, 1998). L'analyse des PNN en sang total est plus physiologique
qu'aprés une phase d'isolement ; de plus les étapes de centrifugation sont
susceptibles d'activer les PNN (Kuijpers TW, 1991). Pour ces raisons, la trousse
développée permet une quantification de CD11b, a partir de sang total et sans
aucune phase de lavage. Comme cette trousse propose un immuno-marquage
indirect, l'excés d'anticorps anti-CD11b n'est pas retiré avant que l'anticorps
secondaire (de souris anti-lg humaines marqué au FITC) soit ajouté. Smith KB et al.
(1999) ont montré une diminution de l'intensité de fluorescence en I'absence d'étapes
de lavage. Ce fait est probablement di a un excés d'anticorps primaire qui, par un
phénomene d'encombrement stérique, empéche l'anticorps secondaire de venir
saturer les Ig. Dans notre étude (figure n°lll-5-5), aucune différence significative

entre les deux procédures (sans lavage, WB-QFC et avec lavage, QIFl) n'est notée
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pour l'antigene CD38, récepteur dont [l'expression n'est pas sensible a [I'état
d'activation cellulaire. Ce résultat démontre bien que dans nos conditions de
réalisation du test, I'absence de lavage n'inhibe pas la fixation de l'anticorps
secondaire et donc n'entraine pas d'altération de 'expression du récepteur étudié.
Par contre, I'expression de CD11b est significativement plus élevée avec la
procédure avec lavage par rapport a celle de notre trousse sans lavage. Ceci
démontre bien que les étapes de lavage avec centrifugation activent les PNN,
influengant artéfactuellement I'expression de CD11b. Le choix de notre trousse avec
immunomarquage sans étape de lavage est plus adapté a la quantification de
récepteurs comme CD11b, dont l'expression est influencée par ['état d'activation

celiulaire.

La trousse WB-QFC utilise un marquage en simple couleur (utilisation d'un
simple fluorochrome), ce qui évite les éventuelles interactions liées a I'utilisation du
multimarquage (Barnett D, 1998). En effet, il a été rapporté que des multimarquages
a l'aide d'anticorps différents pouvaient empécher [a saturation des sites
antigéniques par encombrement stérique, si les récepteurs étudiés étaient trop
proches. De plus, la présence de plusieurs fluorochromes situés a proximité favorise
le phénomeéene de "transfert d'énergie par résonance". Ces arguments montrent
que, 'analyse en simple couleur utilisée dans notre test, assure une meilleure

reproductibilité.

Les deux clones d‘'anticorps anti-CD11b (Bear 1 et 2LMP19C) ont été
utilisés en conditions saturantes par rapport a la concentration cellulaire. Dans ces
conditions, il a été établi qu'une molécule d'anticorps se liait a son antigéne de fagon
monovalente (Poncelet P, 1996). Ainsi, la capacité de liaison de [l'anticorps
monoclonal est considérée équivalente au nombre de sites antigéniques disponibles.
Cependant, il faut garder a I'esprit, que méme en conditions saturantes, I'expression
antigénique peut varier si I'anticorps se fixe a des épitopes répétés ou bien localisés
dans des sites cryptiques qui ne peuvent étre saturés que par des anticorps de forte
affinité (Lenkei R, 1998; Bikoue A, 1996). Ainsi, lors de la realisation d'études
multicentriques, il est préférable d'utiliser une seule procédure, développée avec un
seul clone d'anticorps, en particulier lorsque I'antigéne étudié est fonction de ['état

fonctionnel cellulaire. La standardisation de notre trousse assure la reproductibilité
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des mesures nécessaire a des études inter-laboratoires. Dans notre étude, les
résultats de quantification de CD11b étaient similaires avec les deux clones
d'anticorps utilisés (figure n°lll-5-4), suggérant que les deux anticorps se fixent au

récepteur CD11b avec la méme valence et la méme affinité.

La valeur de la capacité de liaison de l'anticorps peut étre également
influencée par le choix des résultats statistiques d'analyse des graphes de
distribution de fluorescence : soit la meédiane, soit la moyenne représentée
respectivement par I'IMF arithmétique ou géométrique. Ces données seront
similaires pour une distribution gaussienne mais différent en cas de distribution
hétérogéne (Barnett D, 1998). La littérature recommande d'utiliser la moyenne
géomeétrique qui prend en compte I'hétérogénéité de distribution du paramétre étudié.
Cette indication fait partie intégrante du protocole analytique de standardisation de
quantification de CD11b et est mentionnée dans la fiche technique de la trousse.
Dans notre étude, la distribution de I'expression de CD11b semble étre homogene
aussi bien pour les témoins que pour les patients mais nous avons utilisé la moyenne
géomeétrique afin de prendre en compte des différences mineures d'état d'activation
du PNN.

Les résultats de quantification de CD11b a [l'aide de la trousse
dimmunomarquage indirect avec lavage (QIFI) sont plus élevés par rapport a ceux
trouvés dans la littérature avec la méme méthodologie (Bikoue A, 1996) (moyenne =
45,00 + 20 x 10 CLA, CV = 44% pour |'étude d'A. Bikoue contre 33,16 + 8,50 x 10°
CLA, CV = 26%). La comparaison du protocole analytique montre que les anticorps
sont similaires mais que le mode de préparation des cellules, la température, les
temps d'incubation et I'étape finale de fixation différent, ce qui contribue aux
divergences rencontrées. Ces données renforcent la nécessité d'un protocole
méthodologique standardisé pour assurer la reproductibilité des mesures multi-

centriques.
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Contréle de qualité

Un contréle de qualité interne et externe, a l'aide de sang stabilisé, est
conseillé pour le contrdle des immunophénotypages (Barnett D, 1996 et 1998 et
2000, Peloquin RG, 1994). La quantification de CD11b a la surface des PNN par
deux équipes différentes montrent des résultats similaires, ce qui permet de valider
ce contréle de qualité. La présence de valeurs plus basses, par rapport a celles
trouvées pour du sang frais, s'explique probablement par une altération de la
membrane des PNN de type plissement, entrainant la formation d'antigénes

cryptiques.

Application clinique

Cette trousse standardisée nous a permis de confirmer l'augmentation
d'expression de CD11b a la surface de PNN provenant de patients infectés
(moyenne = 45,29 £ 21,91 x 10 CLA) par rapport aux sujets sains (moyenne = 22,01
+ 8,21 x 10° CLA (figure n°lll-5-6).

L'augmentation du niveau d'expression de CD11b peut donc étre considérée
comme un marqueur spécifique d'infection, puisque aucune valeur élevée n'a été
notée pour les témoins sains.

La variation de CD11b semble étre un marqueur précoce d'infection puisque le
patient atteint de méningo-encéphalite a Herpes viridae (tableau n°ll-5-1, patient
n°3) présente une élévation de I'expression de CD11b alors que la vs et la PCR sont
comprises dans les valeurs de références.

De plus, une augmentation de CD11b a été observée, dans deux cas
d'infection localisée, pour des patients ayant présenté une pneumonie sans
septicémie (hémocultures négatives) (fableau n°llI-5-1, patients n°6 et 9). Ces
résultats sont concordants avec ceux de la littérature qui rapporte une augmentation
de l'expression de CD11b chez des patients présentant des pneumopathies
communes (Wang S, 1998) ou des bronchiolites a VRS (virus du syncytium
respiratoire) (Glynn P, 1999).
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En conclusion, les conditions expérimentales que nous avons définies pour
notre trousse de quantification de l'expression membranaire de CD11b permettent
d'éliminer les variations liées aux facteurs méthodologiques. Cette trousse
standardisée permet des études multicentriques et longitudinales. La quantification
de I'expression de CD11b a la surface des PNN a l'aide de la trousse (WB-QFC)
représente un test de réalisation facile, rapide, nécessitant trés peu de sang (25 pL).
Dans ces conditions, la mesure du niveau d'expression de CD11b pourrait éfre
proposée comme un nouveau marqueur de ['activation des PNN, dans la recherche
diagnostique d'un état infectieux. Ce marqueur présente un intérét particulier chez
les nouveaux-nés pour lesquels les marqueurs inflammatoires sont souvent pris en
défaut et la quantité de sang est limitée. Un travail de validation de cette trousse
chez les nouveaux-nés suspects d'infection est en projet avec le Dr O. Fenneteau
(Service d'Hématologie Pédiatrique, Pr N. Schlegel, I'hdpital Robert Debré, Paris).
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QUATRIEME PARTIE : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les récepteurs d'adhérence constituent les acteurs essentiels de l'interaction
leucocyte-cellule endothéliale. Leur fonctionnalité implique des variations
quantitatives du niveau de leur expression ainsi que des redistributions spatiales. Ce
travail a permis, d'une part, de mettre au point une double approche méthodologique
pour explorer ces deux phénomeénes et d'autre part, d'appliquer la cytométrie en flux

quantitative dans plusieurs domaines d'application clinique.

Dans la premiere partie méthodologique, nous avons élaboré un protocole de
mesure quantitative, par cytométrie en flux, de I'expression des récepteurs
d'adhérence a la surface des polynucléaires neutrophiles. Cette premiere phase du
travail nous a permis d'appréhender l'importance de l'influence des parameétres pre-
analytiques sur cette mesure, ce qui nous a conduit, par conséquent, a développer
un protocole de mesure standardisé. A l'aide de ce dernier, nous avons établi les
valeurs de références pour des témoins (sujets sains), a I'état basal et aprés
stimulation leucocytaire par un agoniste de la réaction inflammatoire (TNFa).

L'utilisation de la microscopie a sectionnement optique a fluorescence 3D
nous a permis de connaitre la distribution spatiale de ces récepteurs. Le
regroupement en "clusters" des B, intégrines, trouvé dans notre étude lors de
I'activation leucocytaire, est corrélé aux résultats de la littérature et correspond a un
remaniement du cytosquelette dans le but de renforcer la liaison de ce récepteur a
son ligand endothélial. Par contre, I'hétérogénéité de distribution observée a I'état
basal est d'interprétation plus délicate. La topographie en couronne et polarisée pour
certains polynucléaires neutrophiles correspond a un phénotype d'activation, ce qui
suggére la possibilité d'un début d'activation artéfactuelle, in vitro, lors du
prélévement et/ou du marquage de ces cellules. Ces résultats remettent en cause la
pertinence de I'analyse biologique dans la caractérisation des états "basal" et "activé"
et soulignent la nécessité de prendre en compte avec précision I'ensemble des
paramétres pré- analytiques et analytiques lors de l'interprétation des résuitats. Nous
n'‘avons pas, au cours de ce travail et par manque de temps, appliqué la microscopie
a sectionnement optique a fluorescence 3D dans les domaines pathologiques.

Cependant, elle représente une approche méthodologique intéressante pour
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caractériser les anomalies de redistribution spatiale des récepteurs d'adhérence, ce
qui pourrait déefinir un nouveau "LAD" syndrome. La possibilité d'analyser en paralléle
d'autres parametres comme les protéines du cytosquelette, le flux calcique ou des
protéines de la transduction sont des perspectives que nous envisageons pour des

patients présentant un tableau d'infections récurrentes, restant inexpliqué.

La pathologie des récepteurs d'adhérence leucocytaires est représentée, soit
par un défaut d'expression, soit par une surexpression des B, intégrines associée a
une diminution d'expression de la L-sélectine, ce qui correspond a un état
d'activation leucocytaire. Nous avons pu, au cours de ce travail, nous impliquer dans

ces deux types d'anomalies.

La seule pathologie déficitaire en récepteurs d'adhérence est illustrée par les
"LAD" syndrome qui restent une entité rare. La mise en place de la recherche
systématique d'un déficit quantitatif d'expression de ces récepteurs chez les enfants
présentant un tableau infectieux chronique non expliqué, nous a permis de mettre en
évidence un déficit portant a la fois sur I'expression de B, intégrines CD11b/CD18 et
de la sélectine CD62L, chez un patient atteint de glycogénose Ib. Ce résuitat, a notre
connaissance rapporté pour la premiére fois, contribue a expliquer, en association
avec les autres anomalies fonctionnelles leucocytaires, la survenue des
complications infectieuses. L'aspect régressif de ce déficit apreés traitement par
facteur de croissance permet également de comprendre l'efficacité de cette thérapie
sur I'évolution favorable du tableau infectieux. Ces résultats nouveaux nous incitent a
poursuivre I'exploration d'autres cas de glycogenose |b ainsi que d'autres pathologies

caractérisées par la survenue d'infections récurrentes.

Les pathologies associées a un phénotype d'activation leucocytaire, sont plus
nombreuses et diversifiées (pathologie inflammatoire, infectieuse, vasculaire...).

Nous nous sommes intéressés aux fonctions des monocytes chez des
patients atteints de cirrhose alcoolique, maladie caractérisée par une fibrose du foie
précédée d'une phase d'hépatite. Notre étude a permis de mettre en évidence, chez
ces patients, un phénotype d'activation pour les monocytes circulants avec une

diminution du ratio d'activation pour I'expression de CD11b/CD18. Ces resultats,
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rapportés pour la premiére fois pour les monocytes, sont cohérents avec ceux de la
littérature qui ont montré une activation des polynucléaires neutrophiles, des
lymphocytes et des cellules endothéliales. Ces données illustrent que la
pathogenése de I'hépatite puis de la cirrhose alcoolique est probablement liée a un
processus inflammatoire en réponse a l'alcool et/ou a ses métabolites. La diminution
du potentiel réactif des monocytes contribue a expliquer la susceptibilité de ces
patients a présenter des complications infectieuses. D'ailleurs, il est également
montré, dans notre série de patients, que les sujets ayant une complication
infectieuse présentent une augmentation statistiquement significative des B,
intégrines associée a une diminution de celle de la L-sélectine, par rapport aux
patients non infectés. Ces résultats sont cliniguement intéressants puisque ces
parameétres peuvent étre considérés comme des marqueurs infectieux sensibles,
chez des patients présentant habituellement une symptomatologie a minima et peu
spécifique en cas d'infection. La quantification de I'expression de CD11b a la surface
des leucocytes selon un protocole standardisé pourrait étre proposé comme un
marqueur de surveillance systématique dans I'évolution de cette maladie, afin de
pouvoir dépister précocement la survenue d'une complication infectieuse.

L'analyse de I'exposition des phospholipides membranaires anioniques par
cytométrie en flux, a l'aide de l'annexine V, a montré une augmentation de leur
expression a I'état basal, ce qui conforte la présence d'un phénotype d'activation. La
diminution du ratio d'activation de I'expression de ces phospholipides, observée chez
ces patients par rapport aux témoins, témoigne d'une anomalie de régulation par les
transporteurs spécifiques de ces lipides et pourrait évoquer un défaut d'apoptose des
monocytes. Ces premiéres données, a notre connaissance jamais rapportées dans
la littérature, méritent d'étre complétées par [I'étude de [I'exposition des
phospholipides anioniques des autres cellules inflammatoires ainsi que par
l'exploration des molécules impliquées dans les difféerentes phases d'initiation,
d'exécution et de dégradation protéolytique et nucléaire de I'apoptose comme le Fas-
ligand, les membres de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bel-xL, Bax, Bad) ou bien les

caspases, protéases impliquées dans la dégradation de I'ADN.
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Enfin, nous avons utilisé la méthodologie de quantification de I'expression des
récepteurs d'adhérence dans un autre domaine d'application clinique, représenté par
I'évaluation d'hémoglobines modifiées sur le comportement des polynucléaires
neutrophiles. Nous avons ainsi montré que ces nouveaux transporteurs d'oxygéne
n'entrainaient pas, in vitro, de variation de l'expression de ces récepteurs, ce qui
témoigne de I'absence d'activation leucocytaire. Cette étude nous a donc permis de
montrer que cette méthodologie était tout a fait adaptée a I'exploration du phénotype
leucocytaire, en terme de marqueur d'activation. Ces résultats encourageants nous
ont incités a poursuivre cette investigation in vivo, chez le cobaye (étude en cours).
Par ailleurs, la méthodologie de quantification antigénique comme moyen d'étude de
l'activation cellulaire est également applicable a d'autres cellules comme les
plaquettes. Ainsi, nous avons quantifié |'expression de récepteurs comme CDG62-P,
GPlibllla, GPIb a la surface plaquettaire, dans les mémes conditions analytiques que
I'étude sur les leucocytes, pour mesurer l'influence des hémoglobines modifiées sur

le comportement et la fonctionnalité des plaquettes (étude en cours).

L'ensemble des applications cliniques rapportées dans ce mémoire montrent
que la quantification de I'expression des récepteurs d'adhérence représente une
méthodologie utile pour connaitre le phénotype d'activation leucocytaire. Cette
méthodologie, d'utilisation facile et rapide pour un laboratoire d'hématologie doté d'un
cytométre en flux, fournit des résultats reproductibles a condition d'utiliser un
protocole standardisé au niveau des parameétres pré-analytiques et analytiques. Or,
cette condition est rarement appliquée lors d'études multicentriques, chaque
laboratoire utilisant "son protocole" habituel. Et de nombreuses références de la
littérature ont rapporté l'influence de ces facteurs pré-analytiques et analytiques.
Aprés avoir fait une revue bibliographique de ces facteurs, le but du cinquiéme
chapitre a été d'élaborer, en collaboration avec une société commerciale, une
trousse de quantification de I'expression de CD11b afin de standardiser au maximum
sa mesure et de pouvoir réaliser des comparaisons inter-laboratoires et/ou
longitudinales. Son application dans le domaine de la pathologie infectieuse a permis
de valider son utilisation en terme de sensibilite, spécificite et facilité d'utilisation. Les
perspectives d'application de cette trousse sont nombreuses, dans toutes les

situations impliquant une variation de CD11b, soit la pathologie inflammatoire,
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infectieuse, cardio-vasculaire, diabétique... L'intérét de la quantification de CD11b
comme marqueur précoce d'infection chez le nouveau-né a été rapporté par certains
auteurs et nous envisageons, en collaboration avec le laboratoire d'hématologie de

I'hdpital Robert Debré, de mener prochainement cette étude.

En conclusion, ce travail nous a permis de pratiquer cette nouvelle application
de la cytométrie en flux que représente la quantification antigénique a l'aide d'un
calibrant standardisé, d'en connaitre les intéréts et les limites, a travers une
approche fondamentale puis une application clinique dans des domaines diversifiés.
Ce travail a constitué la premiere étape d'une utilisation plus large de la cytométrie
quantitative. En effet, ce travail se poursuit par I'application de cette méthodologie
pour d'autres cellules comme les plaquettes (Toussaint M, en cours de rédaction) et
les cellules progénitrices CD34+ dans le domaine de la greffe de moelle (Gigant C,
2001).
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l.) Présentation générale :

Pour toute demande de conseils relatifs a I'utilisation pratique du Cellscan, il est considéré que chaque utilisateur a
parcouru les notices d'utilisation du Cellscan, CellView et EPR server, disponibies auprés du responsable.

1.a) Introduction

Un microscope optique conventionnel associé a un dispositif de déplacement axial nanométrique et & de puissants
algorithmes de restauration et de reconstruction d'images permet de visualiser des échantilions biologiques en trois
dimensions. L'objet est illuminé en entier (lampe), 4 ia différence de I'approche confocale (laser).

Cette technique a été développé pour contourner les problémes liés a I'utilisation de la microscopie confocale soit :

- une vitesse de balayage du laser insuffisante pour suivre des cinétiques rapides (ex: Ca2+)

- une concentration du faisceau laser en un point de focalisation entrainant une photodégradation du marqueur sonde.
- un faible rendement quantique des capteurs : 0,1 a 0,35 pour un photomultiplicateur et 0,6 & 0,8 pour des caméras de
type SIT ou CCD,

Lb) Principe

et & un module de traitement.

Le systéme Cellscan est compatible avec tout type de microscopes (modele et marque). Un systéme de déplacement
piezoélectrique est intercalé entre I'objectif et la tourelle porte-objectifs.

- Piézo-électrique: Physik Instrumente (Pl), type P-721.1, plage : £ 50 pm; pas minimum : 0,25 ym (0,125 um dans
certains cas).
Pas minimum avant asservissement : 100 nm.
- Obturateur Unblitz Electronic, Vincent Associates (temps acquisition minium : 0,1 s).
- Tourelle porte-filtres.
- Micro-ordinateur Pentium DELL OPtiGX pro 200 MHz, 320 Mo RAM, Disque dur.
- Lecteurs lomega ZIP (100 Mo) et JAZZ (1 et 2 Go) et Graveur CD.
- Sytéme d'exploitation : Microsoft Windows 95.
- Logiciel d'acquisition par coupes sériées Cellview.

Une série d'images 2D est acquise en déplacant le plan focal a travers l'objet et chacune des images 2D contient des
informations de son plan focal (partie "nette") et de tous les autres plans (partie "floue").

La partie "nette” de I'image correspond aux informations relatives au plan focal, le "flou" dans l'image provient des
informations de tous les autres plans.

Ces informations peuvent étre séparées par traitement d'image afin d'estimer la vraie structure 3D de I'objet étudié.

Il.) Etapes
La procédure suit 3 étapes :

I1.a) acquisition de coupes 2-D (module d'acquisition)
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Le découpage optique consiste 4 déplacer le plan focal & travers I'échantillon, grice a un systéme de déplacement en z
(piezo-électrique, figure 1) contr6lé par ordinateur.
Des images sont acquises & chaque position le long de I'axe optique (figure 2).

Objectif

Filtre d "arét

% |- Miroir dichroigue

Lsm.p.e Filtre passe-bande d “excitation

Figure | : Systéme de nodéplacement piézo monté sur l'objectif Figure 2 : Acquisition des coupes dériées
2D par sectionnement optique
(déplacement du plan de mise

au point dans I'axe optique).

I1.b) Déflouage des coupes 2-D (x

En microscopie optique, chaque image contient des informations des plans inférieurs et supérieurs au plan de
focalisation. Il a été déterminé qu'environ 1% a 2% de l'information provenait effectivement de ce plan.

Afin de supprimer l'information hors plan de focalisation, il est nécessaire de bien connaitre les propriétés optiques de
formation d'images (Figure 4) en mesurant ou calculant la fonction de transfert optique (ou point spread function, PSF)
du systéme complet (microscope/détecteur).

Le volume de données est traité informatiquement par des algorithmes de déconvolution, fondés sur l'équation classique
de formation optique des images en utilisant la fonction de transfert préalablement déterminée (voir restauration
d'images).

objechf wbidi - 1.4
g onuHie k2%
«_ bplanchngua 025 um

Exemple de Disques d'Airy d'une

microsphére

file://C:\Véro%20CANNARD%201\THESE%20SCIENCES%20VERO\Mat%20et%20n... 19/01/03



cellscan Page 3 de8

Figure 4: Représentation des clichés de diffraction (disque d'Airy) dans l'axe z.
Il.c) Restauration d'images

Le traitement d'image concerne la manipulation et I'analyse d'image (restauration, reconstruction et réhaussement ;
numérisation et compression ; description et reconnaissance de formes). Le but de la restauration d'image est de
retrouver la scéne originelle a partir d'observations dégradées (Figure 5). Ces techniques sont orientées vers la
modélisation des phénomenes de dégradation (défocalisation, bruit) et I'application de procédures inverses afin d'obtenir
une approximation de la scéne originale. Les différentes approches de restauration dépendent de I'hypoyhése particuliére
faite & propos du modele de dégradation et de formation de I'image (modele linéaire ou non linéaire avec un bruit additif
ou dépendant du signal). Les origines mathématiques de la restauration d'image sont intimement liées au domaine des
équations intégrales car le principe physique d'un modéle linéaire de formation d'image peut se décrire par une intégrale
de convolution. Le probleme qui est 4 la base de la restauration d'image est de construire une estimée de I'objet observé

en utilisant I'image de la PSF.
g=h®f+n

g : image formée a travers le systeéme , h : PSF, ® : symbole de convolution , f : objet réel et n : sources de bruit.

ohservations dé

Y Fomaion de comvdusion

i

Fonation de déonvokition

f :realobject

nonoisss

h: Poird Spre ad Amatian (PSF)
@ :decormroltionsyrrbol

Figure 5 : Restauration d'image par déconvolution 3D itérative.

Fonction de transfert optique

La fonction de transfert optique décrit comment une source ponctuelle est déformée lorsqu'elle est imagée par un
systéme optique. La source ponctuelle est en général tranformée en une tiche diffuse qui est due & la limite de diffraction
du systéme (voir annexe). Elle dépend de plusieurs paramétres (ouverture numérique de I'objectif, optiques, alignement
de la source d'excitation, indice de réfraction du milieu intra-échantillon et du milieu a immersion, longueur d'onde
d'émission...).

La réponse en fréquence, ou fonction de transfert optique (OTF) est fréquemment utilisée pour caractériser un systéme
optique. L'OTF 3D est la transformée de Fourrier en trois dimensions de la PSF.

Mesure de la fonction de transfert

La PSF est généralement mesurée a partir de billes fluorescentes dont le diamétre est inférieur a la limite de résolution
du systéme.
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Images en coupes sériées en microscopie de fluorescence. On fait l'acquisition d'un ensemble d'images 2D en déplagant
le plan focal jusqu'a ce que l'on ait traversé tout 'objet. La modélisation de la chaine d'acquisition compléte permettra de
traiter ces images afin d'obtenir une estimée 3D de l'objet.

Condiditons non-standard

Les principes énoncés ci-dessus sont valables dans des conditions d'utilisation dites standard. Les conditions deviennent
non-standard dés que l'un des paramétres (épaisseur et indice de l'huile ou de la lamelle, position de I'objet) est modifié :

- I'épaisseur des lamelles peut varier de 0,13 & 0,19 mm d'une série a I'autre. L'indice de réfraction des lamelles change
selon le type de verre utilisé dans leur fabrication.

- L'indice de réfraction de I'huile utilisée (pour immersion) varie avec la température.

- Pour I'étude des spécimens biologiques, souvent épais (> 5 um), comparés 2 la profondeur de champ du microscope
(0,4 nm environ & 530 nm), l'indice de réfraction est varible (plus proche de I'eau n=1,33, que de I'huile 4 immersion
n=1,516).

Le chemin optique des rayons traversants un tel systéme est différent de celui emprunté par les rayons correspondant &
un systéme standard. De plus, une onde provenant d'une source ponctuelle positionnée a une cettaine profondeur dans le
spécimen n'est plus sphérique et l'image 3D comportera alors des aberrations sphériques.

Précautions a prendre lors des mesures

Une source de lumiére d'excitation stable est essentielle a la mesure de spécimens fluorescents. Pour une lampe & vapeur
de mercure, le temps de préchauffage est d'une trentaine de minutes environ avant que les conditions optimales
d'utilisation ne soient atteintes. Les variations & court terme sont dues aux papillotements de I'arc au niveau des
électrodes qui peuvent alors produire un "papillotement" de la lumiére. Ce phénoméne est amplifié fors du vieillissement
de la lampe (aprés 200 heures d'utilisation).

L'homogénéité de I'éclairage du champ de mesure (en terme d'intensité et de longueur d'onde) est également & vérifier.
Celle-ci dépend de I'alignement optique du systéme d'illumination, du degré de focalisation de la lentille de projection
vers le plan image de sortie -pupille de sortie dans un microscope a épifluorescence). Le centrage de la lampe et
l'ajustement de la lentille du collecteur sont réalisés en observant I'image projetée sur une feuille blanche placée dans le
chemin de la lumiére aprés la lentille de projection.

Toute lumiére extérieure parasite est & supprimer, et les manipulations s'effectue 4 'obscurité ou en cherchant a
minimiser certains éclairages (lumiére des moniteurs, voyants de contréle...).

Une table anti-vibration est recommandée pour éviter les vibrations mécaniques.

Le spécimen doit de préférence étre repéré sous une lumiére de longueur d'onde plus grande pour limiter le fading. On
peut aussi utiliser la lecture par contraste de phase (éclairage en lumiere blanche au dessus de la préparation).

La mesure de l'intensité de fluorescence du standard de référence doit, en toute rigueur, étre réalisée sous les mémes
conditions que le spécimen :

- taille du standard de référence

- spectre d'excitation et d'émission de fluorescence

- pas de fading pendant la mesure

- quantité de fluorophore connue avec précision

Erreurs de mesure
- Le photobleaching qui caractérise la perte de fluorescence du spécimen pendant ['excitation.
- La température

- Les poussiéres fluorescentes sur l'optique du microscope

- Le quenching de concentration ou "effet de peau”

- Le transfert d'énergie
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- Une répartition non-uniforme de la sonde dans le champ de mesure

- Le bruit de fond (courant d'obscurité de la caméra, bruit électronique dans le systéme de mesures, lumiere parasite
d'excitation, lumiére parasite due a des fuites dans le systéme optique, autofluorescence de l'optique, autofluorescence du
spécimen).

Logiciels diponibles mais versions antérieures (pouvant présenter des fonctionnalités interessantes non reprises dans les
versions ulétrieures)

Trois versions de CellView sont disponibles :

Ver.2.1 : Premiére version. Logiciel sobre, complet et sans problémes particuliers si ce n'est I'impossibilitté d'acquérir un
ensemble de plans dont la taille image totale dépasse 16 MB.

Ver 2.1.3. : Interface légérement différente de la version 2.1. La gestion des curseurs pose des problemes (piézo : 0.01
um, intégration : 0.01 s pour des limites inférieures respectivement de 0.25 pum et 0.1 s). Méme limitation au niveau de la
taille image que la version précédente.

Ver 2.5. 1l s'agit d'une version béta qui permet I'acquisition d'une image sans restriction du nombre de plans. La taille
mémoire (RAM) et la capacité du disque de stockage restent des limites a ne pas dépasser (25 MB).

11 est recommandé¢ d'utiliser la version 2.1.30 sauf avis contraire. Ces trois versions fonctionnent avec le logiciel EPR.
Configuration logicielle :

Avant toute expérience, s'assurer que les paramétres du fichier de configuration sont conformes aux paramétres de
l'objectif (ex: x100, N.A: 0,95) et figurent bien sur l'interface CellView.

Calibration logicielle :

Toute modification matérielle en particulier un changement d'objectif doit étre suivie par une nouvelle calibration. La
correspondance pixel / um est une constante (pour chaque objectif) et tient compte du binning (ex: 0.24 um/pixel en
binning 2 pour un objectif 100/0.95 et 0.12 um/pixel en binning 1). Cette correspondance est utilisée lors de la
reconstruction du volume.

Mode d'utilisation 2D ou 3D :
3 modes d'utilisation du CellScan sont disponibles : 2D, Enhanced-2D et 3D.

Les deux premiers modes s'utilisent en fixant le temps d'intégration de la caméra (> 0.1 s), les répétitions et les délais
entre cahque série, et ceci pour chaque filtre (cinétique ou marquage multiple). Le mode Enhanced-2D produit une
déconvolution rapide & partir du plan focal et quatre plans adjacents (2 inférieurs et 2 supérieurs). Ce mode nécessite un
fichier PSF.

En mode 3-D; les curseurs répétitions et délais ne sont pas actifs (pas de cinétique).

Déconvolution EPR

Sur le principe des acquisitions par "coupes optiques", le systéme CellScan met en ceuvre une étape de déconvolution
numérique a l'aide d'algorithmes. Cellscan fait appel & une technologie de pointe en matiére de corrections d'image :
I'E.P.R ("Exhaustive Photon Reassignement" ou restitution quantitative des photons issus d'un point source 4 leur plan
d'origine. Elle consiste en une minimisation au sens des moindres carrés avec contraintes, qui conduit & une
déconvolution 3D itérative. Cette méthode de restauration d'image est née de la collaboration du Pr.Fay (University of
Massachusetts Medical Center) et d'un industriel CSPI-Scanalytics, IPLAB actuellement. Cet algorithme est un des
premiers mis sur le marché et donne de bons résultats a condition de ne pas sortir de son domaine de validité. 11 est trés
utilisé en restauration d'images de fluorescence. L'algorithme nécessite la connaissance préalable de Ia PSF du systéme,
mesurée en plusieurs points du champ & 'aide de sources ponctuelles calibrées afin d'évaluer les déformations
spécifiques (aberration) du systéme complet. Cette fonction décrit la fagon dont le systéme optique déforme le signal d'un
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objet ponctuel qui a son origine au-dessus ou au-dessous du plan de netteté. Pour chaque image, les photons
"défocalisés” sont évalués et ré-insérés a leur point d'origine. Dans la méthode de I'E.P.R, les propriétés de distorsion et
de profondeur de champ du microscope sont analysées et réversées mathématiquement afin d'obtenir des images plus
nettes et plus contrastées.

Principe : on cherche a minimiser la fonction suivante :

avec les contraintes d'un espace convexe:

La qualité du déflouage (déconvolution des plans 2D a l'aide de I'algorithme EPR) dépend directement des paramétres :
convergence (10-5 recommandé), itération (entre 20 et 100), lissage (15) et essentiellement de la qualité du fichier PSF.

PSF

La PSF (réponse impulsionnelle) caractérise la fonction de transfert du microscope pour des conditions expérimentales
particulidres, propres & chaque expérience (incrément entre chaque plan, O.N, milieu de montage, objectif, filtres, sondes
fluorescentes, longueurs d'ondes...). On utilise des billes fluorescentes en latex dont la longueur d'onde d'émission est la
méme que celle des spécimens biologiques a étudier. La taille des billes doit étre inférieure a la limite de résolution du
microscope.

Théoriquement, elles devraient étre aussi petites que possible et posséder l'intensité la plus forte possible (quasi Dirac).
Dans la littérature, on adopte communément le compromis suivant : le diamétre de la bille (D bille)oit étre inférieur ou
égal & la moitié du diamétre du premier disque d'Airy ou encore

D bille=0,61 (I/NA).

Une fois le diamétre de la bille déterminé en fonction de la longueur d'onde et de I'ouverture numérique (D bille £ 0,25
pm pour 1=530 nm et NA=1,25), la préparation de billes (suffisamment diluée) est placée sur la Jame (ou entre lame et
lamelles, comme le spécimen). L'acquisition des données s'effectue selon la procédure détaillée en annexe. On fait
l'acquisition de Ia PSF du bas vers le haut de la bille afin de minimiser 'influence du bleaching. La normalisation permet
d'avoir la méme quantité d'énergie lumineuse dans chacun des plans et de compenser un éventuel bleaching du signal
et/ou le papillotement de la source d'excitation.

Bien que certaines régles aient été établies de maniére a obtenir des fichiers PSF de bonne qualité (cf.annexe), seule la
pratique et I'expérience permettent d'estimer la validité de tels fichiers (en coupe XZ ou YZ).

Profondeur de champ et échantillonnage 3D
La profondeur de champ d'un objectif peut étre exprimée selon :
D =1/ (4nsin2(a/2)) avec a = sin-1 (NA/n)

La profondeur de champ représente la distance physique le long de I'axe optique a travers laquelle le spécimen
biologique fluorescent observé se trouve focalisé. 11 s'agit du déplacement possible selon I'axe z d'un point de I'objet
avant que l'image ne change (voir annexe). Pour un objectif x100, NA=1,25 et n=1,515, pour 1 = 530 nm, D = 0,4 pm.
Certains auteurs considérent qu'il n'est pas utile d'échantillonner selon l'axe z avec un pas inférieur 4 la profondeur de
champ. Mais d'autres affirment cependant qu'une infinité de plans selon z est nécessaire pour arriver a une reconstruction
correcte de l'objet.

Avec les caractéristiques de I'objectif ci-dessus, & 530 nm, le pas d'échantillonnage théorique est de dz = 0,248 um et dx=
dy = 0,09 um. En pratique, dz = 0,125 um (ou 0,25 um) et dx= dy = 0,06 um pour l'utilisation de la caméra en binning 1.
Ces valeurs respectent, pour cet objectif, les conditions énoncées dans le théoréme de Shannon appliqué au microscope.
En binning 2, dz = 0,25 um et dx=dy = 0,12 pm, ce qui reste satisfaisant.

Organigramme de la procédure d'acquisition d'une image 2D
avec le systéme CELLscan
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Capteur :

Deux détecteurs CCD Kodak sont disponibles, présentant des capacités de refroissement (-20 °C pour la Caméra
KUV1400 de Princeton Inc; +10°C pour la caméra Sensys de Photométrics) et de performances différentes,

1) Sensys, Photometrics

2) Kodak KAF-1400UV

Format : 1317 (H) x 1035 (V) ; 8,98 x 7,04 mm ; 6,8x6,8 um pixels.
Capacité : 45000 électrons/puits.

Spectre : 190-1080 nm

Grade 0.

Température : -40°C (air),

Temps de lecture : 1,4 s 4 IMHz.

Contrdleur : ST138

Caméra CCD refroidie (Princeton Instruments), trés sensible (10-7 lux) pour la détection de signaux de fluorescence
faible. I est donc nécessaire d'accumuler (intégrer) le signal pendant des temps relativement long, ce qui engendre une
élévation de température au niveau du capteur. Il est donc nécessaire de refroidir le capteur CCD (par circulation d'air, 3
étages Peltier), ce qui améliore considérablement le rapport signal/bruit.

La caméra Princeton, dédiée au bas niveau de lumiére, est intégrée par défaut dans CellView. La configuration du fichier
CellScan.cfg doit étre 1a suivante :

50.00
60.00
206
01

10
AQ0
0 800

Utilisation de la Caméra Princeton et de Winview :

Winview correspond au logiciel d'acquisition et de traitement dédié & la caméra Princeton.
Les parametres sont les suivants (3 ne modifier sous aucun pretexte)

Controller : ST138 Detector : Kodak 1035x1317
Rate : IMHz Shutter type : Small
Type : Slow Readout Mode : Full Frame
Resolution : 12 Bits Interface Type : High Speed ISA
Bit Adjust : NONE 1/0 Adress : AOGOH

IL:IRQ 10

CellView et Winview ne peuvent fonctionner en méme temps. Quitter I'application en cours. Pour utiliser Winview,
déconnecter le cable du contréleur ST138 (hors tension) du connecteur J5 et NORM 2/SHUTTER MON. Dans tous les
cas, ce cible doit étre replacé en fin d'expériences.

Jean Claude Chétain. "Amélioration du contraste et de la netteté des images en microscopie par fluorescence avec la
Déconvolution Vidéo Microscopie". Spectra Analyse, 172, (1993).

W.A. Carrington. "Image restoration in 3D microscopy with limited data" SPIE Bioimaging and Two-Dimensional
Spectroscopy, 1205, 72-83, (1990).

Alain Chomik. "Déconvolution 3D orientée vers la reconstruction d'objets biologiques observés en microscopie optique
de fluorescence”. Spécialité E.E.A. Thése de Doctorat. Laboratoire Lab.El. Mulhouse.
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RESUME

IMPLICATION DE LA CYTOMETRIE EN FLUX QUANTITATIVE ET DE LA' MICROSCOPIE A
SECTIONNEMENT OPTIQUE 3D A FLUORESCENCE DANS L'EXPLORATION DES RECEPTEURS
D'ADHERENCE LEUCOCYTAIRES.

APPLICATIONS A DIFFERENTS DOMAINES PATHOLOGIQUES.

Les récepteurs d'adhérence constituent les acteurs essentiels de l'interaction leucocyte-cellule
endothéliale. Leur fonctionnalité implique des variations quantitatives du niveau de leur expression
ainsi que des redistributions spatiales. Ce travail a eu pour but d'explorer ie comportement de ces
récepteurs pour des leucocytes de sujets sains et pathologiques a l'aide d'une double approche
méthodologique.

Dans la premiére partie méthodologique, nous avons mis au point un protocole standardisé de
mesure, par cytométrie en flux quantitative, de I'expression des B, intégrines CD11a,b,c/CD18 et de la
L-sélectine, a la surface des polynucléaires neutrophiles. Ceci nous a permis d'appréhender
l'importance de l'influence des paramétres pré-analytiques sur cette mesure et d'établir les valeurs de
références pour des témoins. L'utilisation de la microscopie & sectionnement optique a fluorescence
3D nous a permis de connaitre la distribution spatiale de ces récepteurs, avec une distribution
hétérogene a I'état basal et'un regroupement en "clusters" aprés stimulation par le TNFgq.

Dans une deuxiéme partie, nous avons utilisé la cytométrie en flux quantitative, pour explorer
ces récepteurs d'adhérence leucocytaires dans difféerents domaines pathologiques impliquant, soit un
défaut d'expression, soit un état d'activation leucocytaire (surexpression de l'expression §, intégrines
associée a une diminution de la L-sélectine).

Nous avons ainsi trouvé un déficit,portant a la fois sur l'expression de B, intégrines
CD11b/CD18 et sur la sélectine CD62L, et régressif sous G-CSF, chez un patient atteint de
glycogénose Ib. Ce résultat, rapporté a notre connaissance pour la premiére fois, contribue a
expliquer, en association avec les autres anomalies fonctionnelles leucocytaires, la survenue des
complications infectieuses ainsi que l'efficacité dé la thérapie par facteurs de croissances.

Ensuite, notre étude sur les monocytes de patients atteints de cirrhose alcooliqgue nous a
permis de mettre en évidence un phénotype d'activation pour les monocytes circulants avec une
diminution du ratio d'activation pour CD11b/CD18. Ces données illustrent que la pathogenése de cette
maladie est probablement liée & un processus inflammatoire en réponse a l'alcool et/ou a ses
métabolites. La diminution du potentiel réactif des monocytes contribue a expliquer la susceptibilité de
ces patients a présenter des complications infectieuses.

La quantification de 'expression des récepteurs d'adhérence a la surface de polynucléaires
neutrophiles incubés en présence dhémoglobines modifiées a montré que ces nouveaux
transporteurs d’'oxygene n'entrainaient pas, in vitro, d'activation leucocytaire. Cette étude nous a donc
permis de montrer que cette méthodologie était tout a fait adaptée a I'exploration du phénotype
leucocytaire, en terme de marqueur d'activation.

Enfin, nous avons élaboré, en collaboration avec une société commerciale, une trousse de
quantification de I'expression de CD11b afin de standardiser au maximum sa mesure et de pouvoir
réaliser des comparaisons inter-laboratoires et/ou longitudinales. Son application dans le domaine de
la pathologié infectieuse a permis de valider son utilisation en terme de sensibilité, spécificité et facilité
d'utilisation.

. L'ensemble de ces études nous a permis de connaitre les intéréts et limites de la
quantification antigénique a l'aide d'un calibrant standardise et d'envisager élargir son application pour
d'autres types cellulaires et d'autres domaines d'applications.

Mots clés : récepteurs d'adhérence, intégrines, sélectine, leucocyte, polynucléaire neutrophite,
monocyte, cytométrie en flux, quantification, microscopie fluorescence 3D, glycogénose Ib, cirrhose
alcoolique, transporteurs d'oxygéne, maladies infectieuses.
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