LABORATOIRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DE BRUXELLES
UNIVERSITAIR LABORATORIUM BRUSSEL

Les tests d'immunologie utiles au diagnostic
des immunodeéficiences primaires

Dr J. Smet
Laboratoire d’Immunobiologie
LHUB-ULB
Site Horta



Immunodéficiences primaires

 Susceptibilité aux infections mais aussi auto-immunité, maladies auto
inflammatoires, allergies et/ou néoplasies,

* Phénotype dépend du déficit sous-jacent
* Un méme phénotype peut étre causé par différents déficits

* Rare mais

* 1:500 hypolgA
 1:500 000

* 1:2000 (toutes PID)




Immunodéficiences primaires

* >480 déficits décrits =
 Défaut expression ou fonction
protéines, ou mutation GOF
* Mécanisme physiopath dépend o
de la nature du variant et du
’ e N° Gef]oeotic defects ::gorted . e
mode de transmission ® =
* Mutations du méme geéne: ) ) )
« Différents modes de transmission - 1 -
* Différents phénotypes “"“"SHEEEEEEE

J Clin Immunol 42, 1473-1507 (2022).



Réles du laboratoire d'immunologie dans le diagnostic
des immunodéficiences primaires

* Orienter la mise au point
* Immunité innée
* Immunité adaptative

* Mise en évidence déficit et/ou marqueurs plus ou moins spécifiques



Orientation de la mise au point:

 Bactéries extra-cellulaires: ] HYypogammaglobulinémie
H. Influenzae non typable Déficit en complément
Streptococcus pneumoniae

pfs Staphylococcus aureus .
Meningocoque Asplenie
Streptocoque groupe A
M pneumoniae, U urealyticum
Giardia lamblia, Campylobacter jejuni

...Infections des VRS/ VRI
Staphylococcus aureus el  Deficit des poly neutro
pfs Klebsiella
E Coli

Enterobacter, serratia
Pseudomonas, Salmonella

...Infections cutanées/ abces



« Bactéries intra cellulaires ————sme=-  Déficit lympho T

Mycobacterium spp
salmonella

 Protozoaires
toxoplasme
microsporidium
cryptosporidium

« Champignons
SUPERFICIEL candidose
aspergillus, cryptocoque
histoplasme
Pneumocystis jiroveci/carinii

INVASIF candidose dissemince s Déficit des poly neutro
aspergillus
nocardia



Orientation de la mise au point:
Age du patient et frequence du déficit

déficit phagocytes Age au moment du diagnostic:

<lan: 17% des cas
1-15 ans: 41% des cas

complément
> 15 ans: 42% des cas
< 6 mois j
Délai diagnostic?
ya (

A tout age

déficit en

m hypogamma =T =T-B = déficit en complément = déficit phagocytes
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LHUB-ULB Stages of Testing

for Primary Immunodeficiency

e History and F;rvhysiccjl examination, height and weight
1 < CBC and differential
* Quantitative Immunoglobulin levels IgG, IgM, IgA (related to age)

* Specific antibody responses (tetanus, diphtheria)
2. Response to pneumococcal vaccine (pre/post] (for ages 3 and up)
* IgG subclass analysis

® Candida and Tetanus skin tests
* Lymphocyte surface markers CD3/CD4,/CD8/CD19/CD16/CD56
3 « Mononuclear lymphocyte proliferation studies
(using mitogen and antigen stimulation)
 Neutrophil oxidation burst (if indicated)

® Complement screening CH50, C3, C4
® Enzyme measurements
(adenosine deaminase, purine nucleoside phosphorylase)

* Phagocyte studies (surface glycoproteins, mobility, phagocytosis)
4 * K cytotoxicity studies

® Further complement studies AH50

* Neo antigen to test antibody production

® Other surface/cytoplasmic molecules

e Cytokine receptor studies

* Family/genetic studies

Presented as a public service by:
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These warning signs were developed by the Jeffrey Modell Foundation Medical Advisory Board
Consultation with Primary Immunodeficiency experts is strongly suggested. ©® 2016 Jeffrey Modell Foundation
For information or referrals, contact the Jeffrey Modell Foundation: infodpi.org
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LHUB-ULB 4 Stages of Testing

for Primary Immunodeficiency

e History and é)hysiccl examination, height and weight
1 ¢ CBC and differential
® Quantitative Inmunoglobulin levels IgG, IgM, IgA (related to age)

* Specific antibody responses (tetanus, diphtheria)
‘ 2. Response to pneumococcal vaccine (pre/post) (for ages 3 and up)
* I9G subclass analysis

¢ Candida and Tetanus skin tests
* lymphocyte surface markers CD3/CD4/CD8/CD19/CD16/CD56
3 « Mononuclear lymphocyte proliferation studies
(using mitogen and antigen stimulation)
* Neutrophil oxidation burst (if indicated)

e Complement screening CH50, C3, C4
® Enzyme measurements
(adenosine deaminase, purine nucleoside phosphorylase)

® Phagocyte studies (surface glycoproteins, mobility, phagocytosis)
4 * K cytotoxicity studies

e Further complement studies AH50

* Neo antigen to test antibody production

e Other surface/cytoplasmic molecules

® Cytokine receptor studies

e Family/genetic studies
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. HYPOGAMMAGLOBULINEMIES

Signes cliniques suspects: Pathogénes suspects:

- infections oto-broncho-pulmonaires - surtout des bactéries avec capsule polysaccharidique:
récurrentes Haemophilus influenzae type b- Pneumocoque
Méningocoque
- parfois diarrhée chronique
- parfois d ’autres bactéries:
- parfois méningite Campylobacter — Pseudomonas

- parfois septicémie - certains parasites:
Giardia — cryptosporidium

- certains virus:
herpes zoster - virus écho (polio) - rotavirus



HYPOGAMMAGLOBULINEMIES

e

A- HYPO- Ig tot.normales
gammaglobulinémies gammaglobuliénmies

. lige a X (BTK)

« autosomique récessif * 1isotype: 19A

* transitoire de ’enfance » anticorps polysacch: SAP
« |D commune variable

Ig totales

A
v

Anticorps spécifiques

A
v

Jeunes enfants Enfants / Enfants /
Adultes Adultes

* 1 sous-classe: I1gG1 / IgG2...



HYPOGAMMAGLOBULINEMIES

U sous-classe d’lgG

Hypo IgG 3 Hypo lgG4

Hypo 1gG2:

-Normes difficiles a établir

- souvent asymptomatique

- rechercher déficit associé:
SYNTH Ac >< POLYSACCH.

1gG1: hypo IgG




HYPOGAMMAGLOBULINEMIES

|

HYPO-
gammaglobuliénmies

enfants < 4 ans

Hypogammaglobulinémie Immunodéficience commune

TRANSITOIRE variable
de ’enfance
lIgG, lIgA, l IgM lIgG, lIgA, l IgM
Synthese d’anticorps spécifiques ABSENCE de synthese d’Ac spécifiques

généralement N

Spontanément résolutif Traitement substitutif indispensable
Complications:

- Manifestations auto-immunes

- Lymphoprolifération

- Affections granulomateuses



Quels ANTICORPS rechercher ?

...anticorps normalement présents chez des enfants du méme age
sans hypogammaglobulinémie.....

<6 mois >6—12 mois > 12 mois

? Ac >< antigene protéique: Ac >< antigene polysaccharidique
IgG anti-anatoxine tétanique
-Ac acquis : 1gG anti-polysaccharides
du pneumocoque



T-indépendant

T-dépendant

A Spleen or lymph node

Polysaccharide
a Decreased number

o

of marginal zone B cells

P

Marginal zone
B cell

|a Decreased levels of ‘
_Cm‘?“d TACI expression |

Clonal

B cell

b Decreased expression |
of co-stimulatory
molecules and immature |
interactions between
DCs, T cells and B cells

expansion

@

expansion

SO

©@ &)

Differentiation @
Op 7
@ (and 1gG)

Plasma cell
- Bone marrow
_Irﬂc_egtre 4 .8 cel Long-lived K\
=5 e v
Follicutar @ plasma cell @ :
T helper cell e Limited access Et‘:m:ﬁw

to survival niches;
decreased survival

\ | d Preferential
_\| differentiation
1l to memory B cells

€ Immature
FDC network

IgG {persistence of

antibody response) antibody response)

@ Dxfferennatoon

Nature Reviews | Immunology



e SErum

Taux d’anticorps spécifiques >< antigene protéigue

Les 1gG anti-anatoxine tétanique

*Technique ELISA robuste; kit commercial

* Taux protecteur 0.01 U/ml

» remboursé par I’INAMI (évaluation de la réponse spécifique contre des antigénes protéiques, max 1)

6 months

100 -

CALENDRIER DE VACCINATION

2022-2023'

Enfants et adolescents
Bsem. 12sem. lssem. 12 IEE 5-& 782 1314 1516 Femmes Tousles 45
2 mols) [Imois) 4 mois] mols  mois  ans ans ans ans  encentss 10ans  ans

° 5
® )

Q
o
o

Poliomyélite
Diphtérie —
=
. [
Tetanos =
Coqueluche g
==
Haemophilus influenza de type b
Hepatite B
Rougeole
=3
Rubéole &=
o=
Oreillons

Men; r;c-::cuals}@

Pneumocoques

Rotavirus (vaccin oral)

Papillomavirus (HPY}

0.1

. Grippe (Influenzal
. . o Recommande & tous et gratuit
Recommandé & tous
. . . Waccin combing (une seule inject
[ ] dose supplémentaire de vaccin contre le pneumocogque
est recommandeée a 3 mois et les
L L Y
mois seront administrés a 13 mois
gocogue C).

Hexavalent : Vaccin qui confére une protection contre & maladies

@ Depuis septembre 2020, la deuxiéme dose du vaccin RRO
est administrée & 7-8 ans. Les enfants plus 3gés qui n'ont
pas encore recu la vaccination peuvent Btre vaccinés a

o 11-12 ans.

D Pour les bébés nés avant 37 semaines de Orossesse, une 1D En 2 ou 3 doses en fanction du vaccin administre.

Vaccination en 2 doses a & mois d'intervalle

waccins prévus a 15 {minimum & mois d'écart).

(hexavalent et ménin- (8 A partir de 24 semaines et idéalement avant 32 semaines
de grossesse.

® Pendant lasaison grippale, guel que soit le stade de [3 grossesss.

D Unvaccn contre le meningecoque C est disponible gratuitement
dans |e cadre du Programme.

Ce calendrier est
susceptible d'étre
meodifié au fil des ans.
Votre médecin pourra

éventuellement
I'sdapter a votre
enfant, n'hésitez pas
2 discuter vaccination
avec lui.

Pour plus d'infos :

Consultez votre médecin

traitant ou le site

www.vaccination-info.be




Taux d’anticorps spécifigues
lgG anti-polysaccharides du pneumocoque:

2 tests existent:;

RN

Test global « 23-valent » ac spécifiques de sérotypes

&Test différent selon le statu vaccinal du patient

Pneumovax® : Pneumo23: POLYSACCHARIDIQUE (non conjugué)
1,2,3,4,5,6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F,

33F
N . . 7 . P tone 4 o - g
Vaccins conjugués : i WI ’ i
sérotypes conjugués a une protéine CRM197 5’.3@ ' .
. . , . e s § | o
(toxine diphtérique modifiee) A -
=T A5
8 10A 1IA|12F 15B | 22F 33F 2 9N 17F | 20
PCV13 (Pfizer)® | =S
PCVI5 (MSDF® |
PCV20 (Pfizer)*
PPV23 (MSDY




a Polysaccharide

Differentiation ]

\

Depletion of
memory B-cell pool

S \> No production of \

memory B cells Plasma cell
b Polysaccharide
Carrier IgG1 and
protein 18G3

Polysaccharide- }
specific plasma cell 7r Y S

)\ Polysaccharide-
\ \ specific B cell

Internalization

and processing

of carrier protein 4
— MHC

| class I

CcD8o

CD28
~—TCR

Polysaccharide-
specific memory
) B cell

T-cell helB I

- Carrier-peptide-
specific T cell

Nature Reviews | Immunology



Influence de la vaccination prealable

e Patient préalablement vacciné par un vaccin conjugué

Pour étre sOr que les anticorps proviennent d’une voie T-
indépendante:

Doser les anticorps spéciilques de sérotypes NON inclus dans le vaccin
conjugué

| Ordre d’administration des vaccins:
Pneumo23 - min 1 an avant PCV
PCV 2 min 8 sem avant Pneumo23



En pratique

— gy

Ant anti cc harides
Screening

O 7170 1gc pneumocogue (X3 valent)
AVANT wvaccin PPV

O 7172 Ac anti-sérotypes spec
APRES vaccin PPV (2-8 zem.)

0 7173 Ac anti-sérotypes spec



Taux d’anticorps spécifigues

lgG anti-polysaccharides du pneumocoque:
Test global

 ELISA indirect Bigfiret 1 Patient 2
« Dosage des IgG >< polysaccharides [incubation)]
du vaccin pneumo 23 7 { *

PNEUMO 23° 7 A A A A A A

Vaccin pneumococcique polyosidique /Polysaccharide Pneumokokkenvaccin
Pneumokokken-Polysaccharid-Impfstoff

Solution injectable/Oplossing voor injectie/Injektionslésung rinéaée
Seringue préremplie avec aiguille/Voorgevulde spuit met injectienaald/Fertigspritze mit Injektionsnadel A ‘l
1 dose/dosis/Dosis = 0,5 ml C
Voie intramusculaire ou sous-cu‘onée/llmvomuscuiolr of subcutaan gebruik/Intramuskulére oder subkutane Anwendung sanloﬁ pasteur MSD ‘r{ )" )7\
A A A A A A
. 7
 test non standardisé
i i A incubation
« Kits commerciaux non standardisés incubation
o ./ T < . &
! " o %
L) r f
4 %X A
rincage
REVELATION
| Acll ,
e il

I PAS cut-off de protection! of Ty



http://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjnnLTJkePTAhWBmBoKHXK7CK4QjRwIBw&url=http%3A%2F%2Faxiomcafe.fr%2Ftest-elisa&psig=AFQjCNEFg7o8qnCGqBK7Z6NxM6sUKYoZbg&ust=1494430367558082
https://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjkl9-csuDTAhUJMBoKHYfxCDcQjRwIBw&url=https%3A%2F%2Fwww.pharmaciedesprovinces.com%2Fshop%2Fproduct%2F168596&psig=AFQjCNFl0R973HdCkOigNaW2-UDYZKnO4Q&ust=1494336172989584

lgG spécifigues de sérotypes du pneumocoque:

avant/ 4-6 sem apres vaccin polysaccharidique

Dosage des Ac >< différents sérotypes

stechnique standardisée:
standard international, protocole WHO

*choix des sérotypes :évolue avec les vaccins

- nombre de sérotypes testés :
(vaccin Apexxnar)

limité :4

T T

oy L]
-_—
—
—_—
- /_\
000000 = f \
3 \
EO00CT | (5 EE\\(ggggg%)
CODEED o )
[ =] =] \\\
VACCIN POLYSACCHARIDIQUE VACCIN CONJUGUE " ”
23.VALENT - PPV23 13-VALENT - PCV13 % de maladies ives
Pneumovax 23 Prevenar 13 pneumocoques causées
ccin

par les sérotypes du va

I 3 | & 5 v 18C 19A | 19F 23F 8 |10A 11A | 12F 15B | 22F 33F| 2 9N 17F | 20
PVI3(Pfizer)* | @ (@ (@[ ® (@0 |0 0 0 0|0 0 0 o | | F— %1
POVISIMSDF: (@ (@ (@ (0 (0|0 00 0 0 o 0 o | - o o =
PVOPfzer’* (@ (@ @ 6 @0 0 0 @ 0 0 o o 00 0o 0 o o o
PV23(MSDY (@ (@ (@ | ® | ® 060 00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




lgG spécifiques de sérotypes du pneumocoque;

avant/ 4-6 sem apres vaccin polysaccharidique

e difficultés d’établissement des normes

—> recours a la réponse vaccinale :
comparaison des titres d’Ac aprés/avant vaccination Pneumo23

* MAIS: comment définir une réponse normale:
- ratio : x2? X3? X47?
- nombre de réponses spécifiques? 50% 2-5 ans
>70 % > 5 ans
- nombre de sérotypes testés?

 Colt des tests:
non vacciné (test global) : 19 E facturé au patient
apres vaccin: remboursé par 'INAMI- (max 3 tests)




lgG spécifiques de sérotypes du Pneumocoque

Tester serum pré-vaccinal et post-vaccinal en méme temps (variabilité inter-run)

Anti-human

Chromogenic
substrate

Non-protective 1gG
antibodies antlbody
(preabsorbed) \

Unknown Pneumococcal
antigenin 22F capsular
polysaccharide polysaccharide

Serum
pneumococcal
1gG antibody

-> incubation 12h

Antigen Antibody ~ Enzyme-labelled antibody
@ /L Substrate
l _j ) ;'{}_J

i

&étf

Courbe établie d’aprés dilutions
successives du standard
international

Densité ophique
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LHUB-ULB 4 Stages of Testing

for Primary Immunodeficiency

* History and F?hysicol examination, height and weight
1 e+ CBC and differential
* Quantitative Immunoglobulin levels IgG, IgM, IgA (related to age)

* Specific antibody responses (tetanus, diphtheria)
2. Response to pneumococcal vaccine (pre/post) (for ages 3 and up)
* IgG subclass analysis

¢ Candida and Tetanus skin tests
* lymphocyte surface markers CD3/CD4/CD8/CD19/CD16/CD56 L.
3 « Mononuclear lymphocyte proliferation studies Cytometne
‘ (using mitogen and antigen stimulation)
* Neutrophil oxidation burst (if indicated)

* Complement screening CH50, C3, C4 CUltu res
® Enzyme measurements
(adenosine deaminase, purine nucleoside phosphorylase)
* Phagocyte studies (surface glycoproteins, mobility, phagocytosis)
4 * K cytotoxicity studies
e Further complement studies AH50
* Neo antigen to test antibody production
* Other surface/cytoplasmic molecules
e Cytokine receptor studies
e Family/genetic studies

Presented as a public service by:
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Consultation with Primary Immunodeficiency experts is strongly suggested. © 2016 Jeffrey Modell Foundation
For information or referrals, contact the Jeffrey Modell Foundation: infodpi.org



Phénotypage des lymphocytes circulants :
CYTOMETRIE

* « TBNK » : CD3-CD4-CD8-CD19-CD16/CD56

«Agammaglobulinémie: absence de lymphos B CD19+ circulants

« CVID (Immunodéficience commune variable): sous-populations B

* Le phénotypagae des lymphos B est la base d’une classification
Tentatives d’associations de certains marqueurs phénotypiques aux complications

CD19 CD27 Igh apparition de CD27 sur les lympho B MEMOIRES
disparition de I’IgD sur les lympho b « switches »

CD21 non exprime sur les B immatures

Treg

«Autres marqueurs (spécifiques)



Les sous-populations lymphocytes B periphériques

cD21low B cell
CD 19hi

CD21neqg

SplE‘ migM+/- e
(Lymph node)

b Transit 2-3

Bone marrow

P8 UL 2313:

. Marginal &
.. cp2o
, ; * zone B cell &
. ek : cD19 +
laHgenes Pre-Bl cD 21+
Igl-genes g&o CD19 + CD 24 ++
o cp27+
Vpeiind |
/ orat a8 /o020 CD3s. folluculm'
, . ‘ migh = | | gcely Co21 s
Stem cell ' s o1+

CD24+
CD 27 -

o ® gg 3;: 4 Plasmablast / migM =t o 33 +
. cD22+ y mlgD

\cmu

cD19- D21+

Plasma.cell Cp 7 coMlo \ GC ;o 284+
CD 24 - coD 21 o \ migh - 7CD 27 +
CD 27 +r CD 24— “.migD<” CD38+
CD 38 +++ CD 27 4+ migG or A+
CD138 + CD3B+++ <

1 Trans B transitionnels> 2 MZB B meémoires zone marginale de la rate
3 B folliculaires matures naifs

- 4 B mémoires centre germinatif des ganglions

-5 plasmablastes, plasmocytes IgG, A, E a longue durée de vie

6 unusual B cells, DN B cells (exhausted?)



Maturation du lymphocyte B: marqueurs diagnhostiques
et pronostiques des CVID

¢ 06

B immature B transitionnel B transitionnel B mature

Plasmablaste
CD19+CD38high

IgM-

meémoire

CD19* Immature CD19* Naf CD19*
CD21low CD19* CD38high CD19* CD27+
CD27- CD38high |g Mhigh CD27-

splénomégalie Y
P 9 Maladies

l CD21low CD27- IgD*IgM* / \
CD27- l
)

o=

lymphoprolifératives

A 1gm
B mémoire

er lgD B memoire Non switché

switché CD19+CD27+
ﬁr 19G Auto-immunité, Splénomégalie CD19*CD27* lgD* IgM*
Maladies granulomateuses gD




CVID: exemple d’'une augmentation de la sous-populatior
B transitionnels

[D] CD38 / IGM

L) o ¢ e ) [D] CD38 / CD21 1%
e 10° 5
E-+ E++ E

10F 107

107 A

Ch21
IGM

@
cD27

E+- . ; .
— | a 10 10° 10 1
10 10° CD38
Gate %GCated Gate %Gated
AllL 100.00
E 812 All 100.00
. F 6.84
013 / (037 . €038 £ Co21 = Eui oL
........ 1
"+ E coz7-
st 10" ! :
T g E CD21-CD35-
= = 10’
P = £
DICV :° g
107
10°
0 e - :
=
=5 = -
R s B TRANSITIONNELS CO21- ; ; . T r
. P e — = - + T T . -1 0 1
2l - L= _ o r_n3;3- = (ai5]
r 1 wr Gate Kumber %Gated
Gate Number %Gated all E.211 100.00
all E.212 100.00 B TRAHSITIONMELS  1.567 30.07
& Ch21-C035- 455 538

E TRANSITIOMMELS CD21- 1.561 I%.%E

Déficit B CD27+ % élevé de B transitionnels



DICV: Exemple d’'une augmentation de la sous-populatior
CD21lowCD38low

L] 1 e

10°- ) [D] CD38 ¢ CD21 _ [D] CD38 / IGM
E-+ E++ 10 108
10° 1004 1084
~ 104 — 10
o o~ =
o
C - - -
1074
.’E+- 04
o 10 0 10 10 108
CD38
Gate %Gated Gate %Gated
All 100.00 All 100.00
E 8.13 F 6.84
"5 iGD-Cozre B 1GD+C0Z7+ " i
104 1 174 —
-' s Co3srighyguAigh
DICV g Loy ‘-Iu g W A
o L ¥ k! -
i e i e 7
1774 l_l' -
E 1G0-CL27- e AL B 1G0+C0I7- o BLDZILOWCDIELOW
.; UM ' S '
G k] CLa
Gate %Gated Gate Kumber %Gated
all 100,00 all 4676 100,00
E CDZILOWCDIBLOW  31.03 CD38highigMhiah % 0H

Déficit B CD27+ % éleve B CD21lowCD38low



B CD27* (%CD19)

Chez les enfants: maturation

” 1 . . w Y -
. 30 4
% 5 25.0 -
.. ..
30 4 .: e . 225 1 S .
.. -
. . ~ 200 4 7 4
25 4 .:: 2 .
¢ == e o 8 175 4 . ‘e
o e .: 4 2 . : o, :
20 4 o o :' —.o.— _°._ ; 15.0 4 . ., -
. . ¥ * . °
. % % & 4284 i *
‘e : . (18 .
il ° . e \ c:: : g * : ’ ..: _l;'_
: o . o . . (5] 10.0 1 * o . ‘e
— - ege . » . . -
10 4 od P . T =".-__l.|.--_n_'-__..l_-
e :.ﬂ Det . 75 1 . o, . .,
? . . o’ .\ - e ®
. 5.0 4 . pd) ‘er ‘e o
s R . .
3¢ ] —. M * .
M .. . .. g
. 2.6-_:.‘___..4,_"" ______________ S aNE SR
0 . . - : . - . X
imdy 12y 28y 510y 1015y 15-18y 0.0 I L0 . v v v v
AGE 0-im 1m-1ly 1.2y 2.5y 5-10y 10-15y 15-18y
AGE

-> normes adaptées a l'age

CD21° (%CD19%)

40.0
37.51
35.0 1
3251
30.04
27.51
25.0 1
2251
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1. EXPLORATION DES DEFICITS DES LYMPHOS T:

Déficits immunitaires cellulaires et combinés T-B



Réponse immunitaire spécifique

-

Que mesurer ?

Prolifération

Sécrétion
de cytokines:
Th1/Th2

Activation

\ Perforine @ —/>°
Secretion IFN-y ] Granzymes
TNF-a

de cytokines

Cytotoxicite




Types de prélevements

Sang peériphérique

T

EDTA calparine, héparine Na/L.i
1 l
tests non fonctionnels tests fonctionnels
sang total sang total cellules isolées

cytométrie cytomeétrie, TTL



Activation des lymphocytes T

N

CD69 Marqueurs d’activation précoces
CD25 production de cytokines

Marqueurs d’activation tardifs
HLA-DR - Qyntheése d’ADN

\
s \

mltOS@S’ ’ ’ Marqueurs de différenciation

T régulateurs T mémoires T effecteurs

JS/GZ

TTL




Le TTL en pratigue

»manipulations en milieu ambiant stérile, avec mateériel sterile



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/13/UV-ontsmetting_laminaire-vloeikast.JPG

> prélevement de sang hépariné ou calpariné stérile

. le patient et un témoin (sain) du jour

»adition de l'activateur

»incubation a 37° C dans une atmosphere humide, 5 % CO,
pendant 24h (mitogenes) a 3 jours (antigenes)
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Activateurs polyclonaux, non specifiques

Mitogenes:
Lectines: glycoprotéines multimériques d’origine végétale
se liant aux oligosaccharides situés a la surface des lymphocytes

Phytohémagglutinine: PHA (lymphocytes T)
Concanavaline A: ConA (lymphocytes T)
Mitogene du pokeweed: PWM (lymphocytes T et B)

Anticorps anti-lymphocytes T: spécifiques d’épitopes de molécules
transmembranaires des lymphocytes T

Globulines anti-lymphocytaires: GAL

Anti-CD2/2R

Anti-CD3 souvent utilises ensemble

Anti-CD28

Agents inducteurs de signaux intracellulaires
lonophore calcique (A23187 ou ionomycine) et phorbol ester acetate (PMA)



Activateurs clonaux, immunisation prealable

(<1% des lymphocytes T)

Antigenes de rappel (« recall »):

Tuberculine (PPD, purified protein derivative<M.tuberculosis)
(équivalent in vitro du test a la tuberculine)

Anatoxine tetanique (TT, toxine détoxifiee<Clostridium tetani)
Candidine (<Candida albicans)

Toxine pertussique (PTX, <Bordetella Pertussis)....;.



Indications du TTL en biologie clinique

Mitogenes et antigenes de rappel

-diagnostic et monitoring des immunodéficiences primaires et secondaires
-monitoring des thérapies immunomodulatrices ex anti-CD3

-suivi de reconstitution immune post-transplantation de moelle ou de cellules
souches



Collaboration avec le [aboratoire de géenétique

Protocol 1

Step 1 Rule out severe antibody deficiency and neutropenia

E—) rosults step 3

Perform Blood count and differential (check platelet volume, absolute lymphocyte, neutrophil
and eosinophil counts). IgG, IgA, and IgM. IgE.

Next step Neutropenia: go to protocol 3, step 2. Agammaglobulinaemia: go to step 4.
Hypogammaglobulinaemia: go to step 2a. Other: go to step 2b

Step 2a Predominantly antibody deficiencies

Hypogamma If not secondary to drugs, lymphoid malignancy, thymoma, immunoglobulin loss

globulinaemia (urine, faeces), perform: booster responses (tetanus; unconjugated pneumococcal
vaccine if >2-3 years of age; a rise in titre 3—4 weeks after vaccination appropriate
for age to above a defined level should be considered a positive response),
consider: 1gG-subclasses (when 1gG>4g/l) and M-proteins

Next step Go to step 4.

Step 2b Predominantly antibody deficiencies or complement deficiencies

Normal resulls When positive family history or problems persist, perform. booster responses, CHs,y

step 1 and APs,, consider. IgG-subclasses and M-proteins; MBL, asplenia
In case of angioedema. C1-inhibitor level, C4 during attack

Next step Normal resulls. Wait and see. Repeat total IgG, IgA, IgM, and IgG-subclasses after
1-2 years (6 months if <1 year of age), and booster responses after 3-5 years.
Consider step 3. Consider lymphocyte subpopulations (Table 4), consider protocol
3
Abnormal resulls: go to step 4

Step 3 Other potential PIDs

Normal results | When symptoms or signs from Table 1 are present. consult an immunologist to

steps 1&2 determine a specific work-up. Other potential explanations for recurrent infections do
not always automatically exclude PID

Step 4 Final diagnosis

Abnormal Agammaglobulinaemia. lymphocyte subpopulations (Table 4), consider lymphocyte

resullts step 1 proliferation tests (Table 4), B cell maturation analysis in bone marrow. Genetic
determination of defect if possible

Abnormal lgG-subclass deficiency, IgA deficiency. abnormal booster responses, andjor

results step 2 hypogammaglobulinaemia. lymphocyte subpopulations (Table 4), consider
lymphocyte proliferation tests (Table 4), chromosomal analysis, o-fetoprotein.
Genetic determination of defect if possible. /f stil undefined. consider step 3;
consider protocol 3; repeat total IgG, IgA, IgM and IgG-subclasses after 1-2 years,
and booster responses after 3-5 years
Abnormal CHsy and/or APs: determination of individual complement components
(e.g. C1q,C2,C4,C5-C9, properdin, factor B/I/H). ANA
In case of angioedema. C1-inhibitor function (if level is normal). Genetic
determination of defect if possible

Abnormal Follow appropriate work-up guided by clinical presentation and laboratory resuilts.

Genetic determination of defect if possible

Stages of Testing

for Primary Immunodeficiency

e History and ﬁhysiccﬂ examination, height and weight
1 ° CBC and differential
* Quantitative Immunoglobulin levels IgG, IgM, IgA (related to age)

* Specific antibody responses (tetanus, diphtheria)
2. Response to pneumococcal vaccine (pre/post (for ages 3 and up)
* IgG subclass analysis

® Candida and Tetanus skin tests
* lymphocyte surface markers CD3/CD4,/CD8/CD19/CD16/CD56
3 « Mononuclear lymphocyte proliferation studies
(using mitogen and antigen stimulation)
* Neutrophil oxidation burst (if indicated)

® Complement screening CH50, C3, C4
® Enzyme measurements
(adenosine deaminase, purine nucleoside phosphorylase)

* Phagocyte studies (surface glycoproteins, mobility, phagocytosis)
4 * NK cytotoxicity studies

e Further complement studies AH50

* Neo antigen to test antibody production

e Other surface/cytoplasmic molecules

e Cytokine receptor studies

— * Family/genetic studies

Presented s a public service by:

eyt | Gotel
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These waming skons were developed by the Jelfrey Modell Foundation Medicol Advisory Boord
with Primary | deficiency experts is strongly suggested. © 2016 Jeffrey Modell Foundation
For information or referrals, contact the Jeffrey Modell Foundation: infodpi.org




ETAPES DU DIAGNOSTIC i
GENETIQUE W \(@ (&\‘ Consultation de génétique/spécialisée:

Phénotypage — consentement éclairé

Compte-rendu

F\\ 'lé

-

:k" 'B\/a
o B

Préparation échantillon:
1 semaine

2 a 6 mois

Analyse: Sequencage NovaSeq
+/- 90 mn par patient Genomics Core (KUL): : ,".
Eventuelle ré-analyse 6 jours v‘:
»
BRIGHT
core

Brussels Interuniversity Genomics High Throughput core

Traitement informatique: 1 semaine + 2 jours importation
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Variant Variant
probablement bénin probable.ment
pathologique

Genetics
st ot otns s sons. NCIMIG STANDDARDS AND GUIDELINES | inMedicine

Standards and guidelines for the interpretation of sequence
variants: a joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the

Association for Molecular Pathology

Sue Richards, PhD', Nazneen Aziz, PhD*'8, Sherri Bale, PhD?, David Bick, MD*, Soma Das, PhD?,
Julie Gastier-Foster, PhD®"%, Wayne W. Grody, MD, PhD*"™"", Madhuri Hegde, PhD"?,
Elaine Lyon, PhD3, Elaine Spector, PhD', Karl Voelkerding, MD" and Heidi L. Rehm, PhD'5;

on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee

Variant de signification
clinigue indéterminée

Variant bénin

IV Vv

l

Variant pathologique



Conclusions

Un diagnostic et un traitement précoces des immunodeéficiences
primaires sauve des vies, diminue la morbidité et améliore la qualité
de vie des patients

Dépend notamment d’une bonne collaboration clinicien-biologiste pour
e Orienter la mise au point
* Nature des prélevements

* Jours de prélevements

* Dépend également d’'une bonne collaboration avec le labo de génétique
pour confirmer les anomalies trouvées



En pratique

Remboursement:

* TBNK: 5 marqueurs

* Autres: max 12 (556474):

Régle diag 69 : La prestation 556474 -
556485 ne peut étre portée en compte que
pour le diagnostic et le suivi d’hémopathies
malignes et des immunodéficiences
congénitales.

Formulaire disponible sur
http://brglab.chu-
brugmann.be/sitesq/appPublic/f
r/pub-orderform.htm
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