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La cytotoxicité a médiation cellulaire est un mécanisme utilisé par les
cellules immunitaires pour se défendre contre les pathogenes
les cellules tumorales et les greffes de tissus
Les cellules tueuses naturelles (NK) sont
généralement considérées comme des éléments de la défense
immunitaire innée, car elles sont dépourvues de récepteurs de surface
spécifiques a l'antigéne [2, 4]. Les lymphocytes NK effectuent une
cytolyse dépendante du contact cellulaire des cellules cibles, notamment
celles qui expriment des molécules étrangéres du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH). 1l a été démontré que les lymphocytes NK
articipent au controle précoce d’une l'infection virale [1] et a
I'immunosurveillance [5] chez I'numain et chez la souris. Contrairement
aux lymphocytes T cytotoxiques, les lymphocytes NK sont capables
d'induire la mort directe des cellules tumorales et des cellules infectées
ar un virus en l'absence d'immunisation spécifique. En outre, dans de
ombreuses états physiologiques et pathologiques, les lymphocytes NK
ont été identifiées comme des producteurs majeurs de cytokines, telles
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Résumé

Les lymphocytes Natural killer (cellules tueuses naturelles, NK) jouent un rdle
important non seulement dans la défense de premiére ligne contre les infections
virales et bactériennes, mais aussi dans la surveillance immunitaire des cellules
malignes ; la cytotoxicité des lymphocytes NK est donc un indicateur primaire de
la fonction immunitaire. Bien que le test de libération du chrome soit reconnu
comme « 'étalon-or » pour mesurer l'activité des lymphocytes NK, il présente des
inconvénients tels que I'utilisation de composés radioactifs, une faible charge et une
forte libération spontanée. Il est difficile d'effectuer ce dosage en laboratoire
clinique en raison des difficultés liées a 1'élimination des déchets radioactifs et des
problémes de normalisation. Nous décrivons une méthode de dosage basée sur la
cytométrie de flux visant & mesurer l'activité des lymphocytes NK en incorporant
un colorant fluorescent, le DiO, dans les membranes des cellules cibles. L'activité
des lymphocytes NK a été mesurée au départ, puis aprés 1 et 4 semaines de suivi
chez 20 personnes en bonne santé qui prenaient un complément alimentaire
immunomodulateur destiné a améliorer la fonction des lymphocytes NK. Le
pourcentage moyen d'activité des lymphocytes NK a la référence (21,5 ; ET =9,3)
a augmenté de manicre significative pour atteindre un niveau maximal a une
semaine (31,3% ; ET =7,9; p=0,007), puis est revenu au niveau de référence a 4
semaines (21,5 ; ET = 8,3). Une caractéristique importante des tests basés sur la
cytométrie de flux est leur capacité a distinguer les cellules effectrices des cellules
cibles et leur potentiel a expliquer les interactions moléculaires qui sous-tendent la
lyse des cellules cibles. Dans un contexte clinique, ce test sera intéressant pour
surveiller fréquemment le statut immunologique des patients sous traitement pour
diverses pathologies qui affectent leur statut immunitaire. Le test est facile a réaliser
sans utiliser de matériel radioactif et pourrait donc devenir un outil de suivi de la
pathogenése et de la reconstitution immunitaire.

facteur de nécrose tumorale-o (TNF-a) et I’interleukine IL-
10 [3, 6]. La destruction des cellules cibles par les
lymphocytes NK renforce la réponse des lymphocytes T,
soit en diminuant la charge antigénique [7], soit en aidant a
la présentation de l'antigéne aux lymphocytes T
cytotoxiques grace aux débris créés par 1'élimination des
cellules NK [8]. Méme si la plupart des lymphocytes NK
présentes dans 1'organisme sont au repos, une fois activées,
leurs actions cytotoxiques deviennent vigoureuses.

Un indicateur important et fréquemment mesuré de la
fonction immunitaire est la cytotoxicité des lymphocytes
NK, qui serait plus faible dans certains états de santé,
comme l'immunodéficience primaire, les infections par le
VIH & un stade avancé et les femmes enceintes [4, 9-11].
La cytotoxicité des lymphocytes NK est trés variable chez
les individus apparemment en bonne santé et peut étre
classée en niveau ¢élevé ou faible [12].
Récemment, l'analyse du nombre et de la fonction des
lymphocytes NK est devenue une pratique plus courante
dans certaines maladies. En outre, un faible niveau
d'activité des lymphocytes NK peut étre utile pour prédire
I'issue de la maladie [10, 13].
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Le test « étalon-or » pour 'activité des lymphocytes NK est le test
de libération de chrome. Depuis 1968, la méthode de libération du
chrome radioactif (51Cr) est utilisée pour déterminer l'activité
cytolytique des populations de cellules effectrices. Le test de libération
du chrome présente de nombreuses limites, notamment : (1)
radioactivité dangereuse ; (2) coit élevé ; (3) courte demi-vie ; (4)
exigences accrues en mati¢ére de personnel pour la formation a la
radioprotection et 1'octroi des autorisations ; et (5) élimination des
déchets. La méthode au 51Cr ne peut étre utilisée que pour un nombre
limité de cibles qui se marquent immédiatement avec des quantités
adéquates pour la détection définitive de la lyse (c'est-a-dire que le test
ne peut étre interprété avec une libération spontanée élevée de Cr). La
variabilité inter-laboratoires de ce test est également préoccupante,
d'autant plus que des programmes de tests de compétence ne sont pas
systématiquement mis en place. La derniére limite de test est que la
mort n'est pas mesurée au niveau d'une seule cellule. Pour toutes ces
raisons, le processus de développement et de validation de nouveaux
tests susceptibles de remplacer la libération de Cr est en cours, et
plusieurs méthodes alternatives ont été introduites [14-17].

L'objectif de la présente étude était de normaliser et d'évaluer un
test basé sur la cytométrie de flux dans les laboratoires cliniques de
routine pour mesurer l'activité des lymphocytes NK. Les tests par
cytométrie en flux évitent les problémes liés a I'utilisation de la
radioactivité et sont rapides et plus pratiques pour la standardisation.

Nous décrivons comment la cytométrie de flux peut étre utilisée
pour déterminer l'activité des lymphocytes NK au fil du temps dans un
groupe d'individus participant & un essai clinique. Ce test utilise deux
colorants fluorescents pour distinguer les cellules effectrices des
cellules cibles et les cellules cibles vivantes des cellules mortes. Le
premier colorant, le perchlorate de 3,3'- dioctadécyloxacarbocyanine
(DiO) [18], est un colorant fluorescent vert qui a été utilisé pour
marquer les membranes plasmiques de K562, une lignée de cellules
tumorales érythroleucémiques humaines utilisée comme population
cible. Le second colorant, Iiodure de propidium (IP), un colorant
fluorescent rouge imperméable aux membranes, a été ajouté au cours
du test, lorsque les membranes des cellules cibles ont été perturbées
par des lymphocytes de type NK (I’IP s'est 1lié¢ a I'ADN des cellules
dont la membrane était compromise). Bien entendu, les goudrons
compromis dans la membrane et les effecteurs ont été marqués par IP
et ont présenté une fluorescence rouge ; cependant, seules les cibles
prémarquées par DiO ont présenté une fluorescence verte et ont été
capables de différencier les cellules effectrices et les cellules cibles.
Les cellules cibles intactes non affectées par les effecteurs étaient
simples positives (et présentaient uniquement une fluorescence verte),
tandis que les cibles tuées par des effecteurs portant des membranes
perturbées étaient doubles positives (et présentaient une fluorescence
verte ainsi qu'une fluorescence rouge). Nos résultats indiquent que ce
test modifié basé sur la cytométrie de flux est hautement reproductible
et qu'il permet de différencier les personnes présentant une activité
faible ou élevée des lymphocytes NK au départ et également apres la
prise d'un complément alimentaire immunomodulateur connu pour
renforcer l'activité des lymphocytes NK. Ce test prend moins de temps
et est facilement adaptable dans un laboratoire clinique.

Matériels et méthodes

Sujets et échantillons. Des adultes sains (n = 20) ont été recrutés par
référence a University of Miami Miller School of Medicine en 2010,
apres approbation de I'étude par le comité d'examen institutionnel. Les
sujets ont recu un complément alimentaire renfor¢ant le systéme
immunitaire pendant 30 jours. Le complément alimentaire utilisé était
le Rice Bran Arabinoxylan Compound (RBAC), un complément
nutritionnel qui s'est avéré avoir un effet modificateur de la réponse
biologique sur la fonction du systéme immunitaire dans des études sur
des souris et chez ’humain [19, 20]. Du sang veineux a été prélevé a
trois moments différents (référence, 1 semaine et 4 semaines) chez tous
les participants et les cellules mononucléaires du sang périphérique
(PBMC) ont été isolées par centrifugation en gradient Ficoll-Hypaque
et cryoconservées a -140 °C.

Réactifs. Les cellules K562 de leucémie myélogéne chronique
humaine (ATCC #CCL-243) ont été utilisées pour le test NK. Le
perchlorate de 3,3'dioctadécyloxacarbocyanine (DiO) (Invitrogen, San
Diego, CA, USA) a été dissous dans du sulfoxyde de diméthyle (Sigma,
St. Louis, MO, USA) a une concentration de 3 mM. Des aliquotes ont
été congelées a -20 °C et décongelées pour chaque expérience. Les
milieux du Roswell Park Memorial Institute (RPMI) avec et sans rouge
de phénol ont été obtenus aupres de Gibco (Invitrogen). Le milieu
complet (MC) était constitué¢ de milieu RPMI complété par 1076 de
sérum bovin feetal, 100-Udde pénicilline, 100-mg/ml de streptomycine
et 50-mgml de gentamicine. L'iodure de propidium (IP) (Sigma) a été
dissous dans du MC pour obtenir une solution de travail de 10
mg100ml. Le sérum bovin feetal a été obtenu aupres de Cellgro
(Manassas, USA).

Le dénombrement des sous-ensembles de lymphocytes NK par
cytométrie de flux a été effectué a I'aide d'anticorps contre CD45, CD3
et CD16* CD56*. Tous les anticorps ont été achetés a BD Biosciences,
CA. L'analyse de I'activité des lymphocytes NK par cytométrie de flux
a été modifiée a partir de méthodes précédemment publiées pour
mesurer l'activité des lymphocytes NK [18, 21].

Préparation des cellules cibles. Des cultures en phase logarithmique
de cellules de leucémie myélogene chronique humaine K562 (ATCC
#CCL-243) ont été remises en suspension a une concentration de 10°
cellulesd dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBSA) et
marquées en ajoutant 2 ul de 3 mM de chlorate de
dioctadécyloxacarbocyanine (DiO)ml de cellules K562, incubées a
37 C dans un incubateur 576 COz pendant 20 minutes, puis lavées et
remises en suspension a une concentration finale de 108 cellulesl
dans un milieu RPMI-1640 avec 1076 sérum de veau feetal (R-10) sans
rouge de phénol.

Préparation des cellules effectrices. Les PBMC ont été testés en
méme temps afin d'éviter toute variation entre les tests. Les PBMC
décongelés et au repos pendant une nuit ont été lavés et remis en
suspension a une concentration finale de 10° cellules/nl dans un milieu
R-10 sans rouge de phénol.

Test d'activité des lymphocytes NK. Des cellules effectrices et des
cellules cibles ont été ajoutées dans des tubes pour créer quatre rapports
effecteur/cible (E:C) différents : 25:1, 12,5:1, 6,25:1 et 3,125:1.
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Une solution de 0,15 mM d’IP (130 pl) a été ajoutée aux tubes et
centrifugée pendant 30 s a 1000 g pour culotter les cellules et a été
incubée pendant 2 h a 37 °C dans un incubateur a 5% de CO; et
analysée par le cytométre de flux FACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, CA, Etats-Unis). Au total, 20 000 événements ont été enregistrés.
Les données ont été analysées a 1'aide du logiciel CELLQUEST pro
(v5.2) (BD Biosciences). Les contrdles étaient constitués de cellules
cibles uniquement et de Pl et de cellules effectrices uniquement et de
PI et ont été utilisés pour détecter la lyse spontanée et les cellules
effectrices non viables, respectivement.

Calcul du pourcentage de lyse, des unités Iytiques et de l'activité
lytique. Le pourcentage de lyse a été calculé comme suit : [Cellules
positives pour la DiO et I’IP/total des cellules marquées a la DiO] *
100 — lyse spontanée.

Unités Iytiques. L'unité lytique a été définie comme le nombre de
cellules effectrices nécessaires pour lyser un pourcentage donné de
cellules cibles [22]. Le niveau de lyse de référence a été¢ considéré
comme étant de 15 %. Unités lytiques = rapport E:C entrainant une
lyse de 15 % * nombre de cibles.

Activité lytique. L'activité lytique a été définie comme le nombre
d'unités lytiques contenues dans 107cellules effectrices (Nombre
d'unités lytiques//107 effecteurs =107/T*Xp(T, nombre de cellules
cibles ; p, niveau de lyse de référence (15%) ; Xp, rapport E:C
nécessaire pour lyser % des cibles)). Les unités lytiques ont été
calculées comme le nombre de cellules effectrices nécessaires pour
lyser 15% de 2 x 10* cellules cibles, les résultats étant exprimés en
nombre d'unités lytiques contenues dans 1 x 10° PBMC. Le
pourcentage de lyse spécifique a été calculé pour 15 %

de cellules cibles pour chaque rapport E:C. Le pourcentage de lyse
spécifique a ensuite été utilisé pour calculer les unités lytiques.

Analyse statistique. L'activité des lymphocytes NK a été évaluée a
l'aide de tests t pour échantillons appariés entre la référence, 1 semaine
et 4 semaines.

Résultats
Fréquence et nombre absolu de NK

La fréquence et le nombre absolu de lymphocytes NK n'ont pas changé
apres la prise d'un complément alimentaire immunomodulateur. Un
diagramme de points représentatif montrant la coloration par
cytométrie de flux des sous-ensembles de lymphocytes NK du sang
périphérique est illustré a la figure 1A. Les lymphocytes ont été classés
en tant que cellules CD45*, et les lymphocytes NK ont été identifiés en
tant que cellules CD45" CD3-CD16* CD56™* Les fréquences (Fig. 1B)
et les nombres absolus (Fig. 1C) de lymphocytes NK n'ont pas changé
apres la prise de modulateurs immunitaires chez des adultes sains (Fig.
1), quel que soit le moment testé.

Pourcentage d'activité spécifique des lymphocytes NK

Le pourcentage d'activité spécifique des lymphocytes NK a différents
rapports E:T au départ, 1 semaine et 4 semaines apres la prise du
complément alimentaire immunomodulateur était constant pour chaque
point dans le temps. Comme le montrent les Figures 2A et B, 1'activité
des lymphocytes NK était clairement évidente avec différents rapports
E:C a différents moments.
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Figure 1 Fréquence et nombre absolu de lymphocytes NK pendant la prise de compléments alimentaires : La fréquence et le nombre absolu de lymphocytes NK n'ont pas changé apreés la
prise de compléments alimentaires chez des adultes sains. Le sang total (100 1) a été coloré avec des anticorps anti CD45, CD3 et CD16* 56 pendant 30 minutes a température ambiante.
Aprés lyse des GR, les cellules ont été lavées, fixées et analysées par cytométrie de flux. (A) Les lymphocytes ont été classés en tant que cellules CD45 et les cellules NK ont été identifiées
en tant que cellules CD45* CD3-CD16* CD56". Diagramme a barres montrant (B) les fréquences moyennes et (C) les nombres absolus moyens de lymphocytes NK a la référence et 1
semaine et 4 semaines apres la prise du complément alimentaire. Chaque barre représente la valeur moyenne et les barres d'erreur sont basées sur I'erreur standard de la valeur moyenne de

chaque point temporel.
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Figure 2 Test d'activité des lymphocytes NK basé sur la cytométrie de flux : Des cellules effectrices (PBMC) et 10 000 cellules cibles (cellules K562 marquées a la DiO) ont été ajoutées
a des tubes pour créer quatre rapports effecteur-cible (E:C) différents : 25:1, 12,5:1, 6,25:1 et 3,125:1. Une solution de 130 pl (0,15 mM) d'iodure de propidium (IP) a été ajoutée aux tubes
et incubée pendant 2 h a 37 °C dans 5 % de CO; et analysée par cytométrie de flux. Au total, 20 000 événements ont été enregistrés. Les contrdles étaient constitués de cellules cibles
uniquement et d’IP et de cellules effectrices uniquement et de PI et ont été utilisés pour détecter la lyse spontanée et les cellules effectrices non viables, respectivement. (A) Diagrammes
de points représentatifs montrant les rapports E:T a 25:1, 12,5:1. 6,25:1 et 3,125:1 ainsi que le contrdle de viabilité qui ne contenait que des PBMC avec IP et le contréle de lyse spontanée
qui ne contenait que des K562 avec DiO et IP. (B) Chaque barre représente la moyenne du pourcentage de lyse spécifique a 25:1, 12,5:1. 6,25:1, 3,125:1 pour la référence, 1 semaine et 4
semaines et les barres d'erreur sont basées sur l'erreur standard de la valeur moyenne de chaque point temporel.

L'activité maximale des lymphocytes NK a été observée a 1 semaine
par rapport aux autres points dans le temps.

Activité des lymphocytes Naturel Killer

Les modifications de I'activité des lymphocytes NK apres la prise d'un
complément alimentaire immunomodulateur ont été détectés par le test
basé sur le flux. Des diagrammes de points représentatifs montrant la
détermination par cytométrie de flux de l'activité des lymphocytes NK
d'un participant sont illustrés a la Figure 3A. Les modifications
d’activité des lymphocytes NK entre le début et la quatriéme semaine
étaient mesurables par ce test. Pendant la prise du complément
alimentaire immunomodulateur, le pourcentage moyen de base de
l'activité des lymphocytes NK était de 21,5 + 9,3, qui a augmenté de
maniére significative aprés 1 semaine (31,3 + 7,9, P = 0,007) et a
ensuite diminué jusqu'a son niveau de référence aprés 4 semaines (21,5
+ 8,3 ; Fig. 3B).

Pourcentage de lyse spécifique et détermination des unités lytiques

Les unités lytiques ont été calculées comme deuxiéme indice de I'activité
des lymphocytes NK. Nous avons calculé les unités lytiques par PBMC
et les unités lytiques obtenues ont également montré un schéma similaire
a l'activité des lymphocytes NK. Le pourcentage de lyse spécifique pour
15 % des cellules cibles était plus élevé apres une semaine (Fig. 3C), ce
qui indique une nette différence dans le pourcentage de lyse spécifique
apres la prise du complément alimentaire. Les unités lytiques obtenues
a la référence, 1 semaine et 4 semaines aprés la prise
d'immunomodulateurs pour chaque participant a I'étude sont indiquées
dans le Tableau 1. Les unités lytiques moyennes aprés une semaine
étaient de 168,2 + 68,9, ce qui était significativement plus élevé que les
niveaux de référence (115,7 + 56,8 ; P = 0,017). Les unités lytiques ont
diminué jusqu'a des niveaux proches de la référence a 4 semaines (95,5
+ 444 ; P = 0,008) (Fig. 3D). Aucun changement significatif n'a été
observé dans le nombre absolu de lymphocytes NK.
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Figure 3 Pourcentage d'activité des lymphocytes NK et unités lytiques aprés une semaine de prise de complément alimentaire : (A) Diagrammes de points représentatifs montrant l'activité
des lymphocytes NK basée sur la cytométrie de flux a la référence, a 1 semaine et a 4 semaines chez un participant a I'étude. (B) Pourcentage d'activité des lymphocytes NK enregistré pour
les échantillons aux points de référence, 1 semaine et 4 semaines et (C) Graphique linéaire montrant le pourcentage de lyse spécifique pour 15% cellules cibles a différents rapports E:C
pour les points a la référence, 1 semaine et 4 semaines d'un participant a I'étude. (D) Diagramme a barres montrant les unités lytiques calculées sur la base du pourcentage de lyse spécifique
pour 15% cellules cibles pour les échantillons au départ, a 1 semaine et a 4 semaines. Chaque barre représente la valeur moyenne et les barres d'erreur sont basées sur l'erreur standard de

la valeur moyenne de chaque point temporel.

Discussion

Les lymphocytes Natural Killer sont des composants importants du
systéme immunitaire inné en raison de leur production de cytokines et
de leur activité cytolytique contre les cellules cibles. Les lymphocytes
NK semblent jouer un réle crucial dans la défense immunologique innée
et la régulation de la réponse immunitaire sans restriction de CMH [3-
5]. En clinique, l'activité des lymphocytes NK in vitro est un indicateur
important des corrélations possibles entre l'activité des lymphocytes
NK et I'issue ou la progression de la maladie [2, 3, 5, 23, 24]. L'essai de
référence pour 'activité des lymphocytes NK est I'essai de libération de
51Cr. Dans ce test, le chrome radioactif internalisé libéré par les cellules
cibles lors de la cytolyse par les lymphocytes NK a été quantifié en
mesurant la quantité de radioactivité libérée a l'aide d'un compteur
gamma [10, 18, 25, 26]. Cependant, d'innombrables difficultés liées a
ce test l'empéchent d'étre utilisé de maniére routiniére en milieu
clinique. 11 est difficile a standardiser, colteux, prend du temps, utilise
des réactifs a courte demi-vie et nécessite 1'élimination des déchets

2011 Les auteurs.
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de matiéres radioactives et dangereuses. Par conséquent, le
développement d'une méthode alternative pour mesurer l'activité des
lymphocytes NK serait souhaitable en milieu clinique. Dans un
contexte clinique, un test d'activité des lymphocytes NK basé sur la
cytométrie de flux serait intéressant pour surveiller fréquemment 1'état
immunologique des patients sous traitement pour différentes maladies

[21]. Les avantages de cette approche comprennent: (1) pas
d'utilisation de matériaux radioactifs ; (2) facilité d'utilisation d'un
grand nombre d'échantillons ; et (3) possibilité de réaliser plusieurs
points temporels ensemble pour réduire la variabilité intra- et inter-tests

[18, 21, 25, 26]. Dans la présente étude, I'activité des lymphocytes NK
basée sur la cytométrie de flux était hautement reproductible, et ces
données de flux ont pu étre utilisées pour calculer les unités lytiques,
qui sont conventionnellement utilisées pour exprimer la cytotoxicité
des lymphocytes NK.

Dans cette étude, nous avons sélectionné un groupe de 20
personnes saines qui prenaient un complément alimentaire connu pour
renforcer l'activité des lymphocytes NK. Nous avons évalué 1'activité
des cellules NK sur trois points temporels par une approche modifiée

basée sur la cytométrie de flux décrite précédemment [18, 21]. Notre
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Tableau 1 Unités lytiques a la référence, a 1 semaine et a 4 semaines lors la prise d'un
complément alimentaire.

Sujet Référence LU 1 semaine LU 4 semaines LU
1 161 250 80
2 108 161 124
3 156 238 111
4 99 357 64
5 172 100 63
6 113 52 113
7 83 138 100
8 42 93 93
9 89 192 71
10 20 156 85
11 208 64 52
12 42 208 16
13 54 179 63
14 50 102 46
15 208 147 156
16 156 185 192
17 119 200 104
18 100 156 119
19 172 185 111
20 161 200 147
Moyenne + ET 115,66 + 56,79 168,17 + 69,89* 95,486 + 41,44

*Les unités lytiques moyennes a une semaine étaient significativement plus élevées que
celles de la référence (P = 0,017).

était de normaliser le test et d'explorer la faisabilité de ce test dans notre
laboratoire clinique. Nous avons sélectionné des sujets sains et
normaux pour les raisons suivantes. Tout dabord, comme ces
personnes étaient en bonne santé, les résultats des données reflétent
l'effet réel du complément alimentaire sur les lymphocytes NK, et les
changements détectés dans les données peuvent étre comparés entre
I'amélioration pré- et post-immunitaire. Deuxiémement, les variations
mineures dans les données sont le reflet de I'amélioration immunitaire
due au complément alimentaire dans un groupe de sujets dont le
systéme immunitaire est au repos. Nous n'avons pas comparé nos
données avec la libération classique de 51Cr, car nous avons évalué les
résultats avant et aprés la prise du complément alimentaire. Ainsi, les
résultats des données basées sur le flux effectué¢ simultanément ont
reflété les changements réels de l'activité des lymphocytes NK en
raison de I'effet du complément alimentaire. Contrairement a d'autres
études utilisant une approche basée sur le flux, notre échantillon de
sujets nous a permis de valider les résultats du test en analysant
simultanément l'activit¢ des lymphocytes NK chez les mémes
personnes avant et apres I'immunomodulation.

De nombreux rapports ont documenté les méthodes basées sur la
cytométrie de flux pour mesurer l'activité des lymphocytes NK [10, 18,
26, 27]. La méthode décrite ici utilise l'incorporation d'un colorant
fluorescent lipophile vert, le DiO, dans les membranes des cellules
cibles cultivées. Ce colorant permet de distinguer facilement les
cellules cibles des cellules effectrices par cytométrie de flux. En outre,
l'incorporation d’IP permet d'identifier les cellules mortes grace a
l'intercalation de I'IP dans I'ADN nucléaire [18]. L’IP est fluorescent
dans le spectre orange-rouge,

le pourcentage de cellules cibles endommagées par les lymphocytes NK
effecteurs a pu étre déterminé avec précision par une analyse en double
fluorescence.

Cette méthode utilise des éléments de travaux déja publiés sur les

flux [18, 21] , mais nous avons testé cette approche dans un laboratoire
clinique avec des échantillons de sujets chez lesquels I'amélioration de
l'activité des lymphocytes NK était attendue puisqu'il s'agissait
d'humains normaux et sains ne présentant aucune pathologie clinique
affectant le systéme immunitaire. Nous avons inclus les cellules cibles
et les cellules effectrices dans 'analyse de l'activité des lymphocytes
NK plutot que d'utiliser uniquement les cellules cibles. Cette approche
permet de prendre en compte les changements dans les propriétés de
diffusion de populations effectrices et cibles moins distinctes, au fur et
a mesure que les cellules sont endommagées. Dans notre analyse, nous
avons défini les cellules cibles comme étant celles qui conservent une
coloration brillante de la DiO (double fluorescence). Nous avons estimé
que les lymphocytes NK pouvaient également présenter une intégrité
membranaire affaiblie aprés incubation avec I'lIP et que le pourcentage
de lyse des cibles pouvait étre surestimé si les cellules colorées avec
I'IP mais pas avec la DiO étaient incluses. De méme, la population cible
totale a été utilisée comme dénominateur pour déterminer le
pourcentage de lyse par les lymphocytes NK. Le choix de la DiO
présente un avantage en termes de spectres d'émission, car la DiO
marque les cellules rapidement et efficacement et ne fuit pas de manicre
appréciable pendant la durée du test de cytométrie de flux [10, 25].
Nous avons également utilisé avec succes les données dérivées
de ce test pour le calcul des unités lytiques. L'unité lytique est
principalement utilisée pour exprimer les niveaux dactivité des
lymphocytes NK. Les unités lytiques peuvent étre considérées comme

un deuxiéme indice de l'activité cytotoxique [22]. Les unités Iytiques
ont été calculées comme le nombre de cellules effectrices nécessaires
pour lyser 15 % de 2 - 10* cellules cibles, exprimé comme le nombre
d'unités lytiques contenues dans 1 - 10 PBMC. Outre I'utilisation des
données brutes de cytotoxicité, I'unité lytique a été la méthode la plus
courante de présentation des données dans les études immunitaires sur
les tumeurs humaines et animales impliquant des lymphocytes NJ, des
lymphocytes tueurs activés par lymphokine et des lymphocytes T

cytotoxiques [22, 28]. Nous avons observé que nos données sur les
unités lytiques étaient comparables a celles de l'activité des
lymphocytes NK, ce qui indique que les modifications observées par ce
test refletent des modifications réelles.

Dans le contexte clinique, il serait utile de rapporter 'activité des
lymphocytes NK en unités lytiques, car les cliniciens pourraient
analyser les données sous différents angles afin de maximiser leur
utilité avec un minimum de variabilité. Les résultats du test calculés en
pourcentage de lyse spécifique aux quatre différents rapports E:C
peuvent étre convertis en unités lytiques, comme c'est généralement le
cas pour le test de libération de 51Cr. Il est également possible de
présenter les données de cytotoxicité par cellule effectrice, en utilisant
les valeurs absolues du nombre de cellules déterminées dans 1'essai
(LUombres absolus de lymphocytes NK ou PBMC). Cela permet de
distinguer les personnes présentant peu de lymphocytes NK, mais une
forte activité des lymphocytes NK, de celles présentant beaucoup de
lymphocytes NK, mais une faible activité des lymphocytes NK. En
outre, comme pour le test de libération du 51Cr, le
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test basé sur le flux peut étre utilisé en clinique, car il permet de
distinguer les patients présentant une immunodéficience sous-jacente
chez lesquels l'activité des lymphocytes NK peut étre réduite [21]. Nos
données ont également montré que le test est suffisamment sensible
pour mesurer les variations biologiques, comme l'indiquent les
modifications observées de I'activit¢ des lymphocytes NK des
participants individuels évalués en série au fil du temps et/ou a la suite
d'une immunomodulation.

La découverte récente de récepteurs inhibiteurs et activateurs sur les
lymphocytes NK a suscité un intérét croissant pour la biologie et
l'activité des lymphocytes NK dans des contextes pathologiques [29-
31]. Les lymphocytes NK sont programmées pour interagir avec les
cellules tissulaires ou hématopoiétiques et jouent un role majeur dans
la régulation de l'immunité innée [5, 32]. L'hétérogénéité phénotypique
et fonctionnelle des sous-ensembles de lymphocytes NK a recentré
l'attention sur leur activité lytique et sur les interactions moléculaires
entre les effecteurs et les lymphocytes NK. Les nouveaux tests
multiparamétriques basés sur la cytométrie de flux permettent de
mesurer simultanément le phénotype NK et l'activité des lymphocytes
NK de différents sous-ensembles de NK. L'essai décrit ici pourrait étre
adapté pour inclure la mesure simultanée d'autres marqueurs
phénotypiques et fonctionnels des cellules NK ainsi que I'activité des
cellules NK par le biais d'une approche multiparamétrique. Un autre
avantage est que le test n'est pas radioactif. Le test basé¢ sur la
cytométrie de flux utilisé dans cette étude peut étre utilisé de maniére
reproductible comme test de routine de l'activité des lymphocytes NK
dans les laboratoires cliniques en remplacement du test de libération
du 51Cr. 1l pourrait également fournir des données sur l'activité des
lymphocytes NK par rapport au nombre absolu de lymphocytes NK ou
de PBMC présents dans I'échantillon.
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