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1) Principe du test de transformation
lymphoblastique (TTL) :

Le principe de la technique repose sur
la découverte faite par Nowell (1960) que
la phytohémagglutinine (PHA) transforme
in vitro les petits lymphocytes en cellu-
les prolifératives.

En effet, des lymphocytes cultivés in
vitro se transforment en cellules prolifé-
ratives ou lymphoblastes sous ’effet d’une
stimulation par des substances mitogenes
spécifiques ou non. Cette transformation
est d’ailleurs un stade obligé lors de toute
réponse immunitaire chez un animal et
précede la différenciation en cellules
effectrices de I'immunité. In vitro, la pro-
lifération est estimée par I’addition de thy-
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midine tritiée au milieu de culture et par
la mesure de son incorporation dans le
DNA des cellules filles.

Parmi les mitogénes figurent les phyto-
mitogénes : ce sont des lectines d’origine
végétale, dont les plus couramment utili-
sées sont la concanavaline A (Con A), le
pokeweed mitogen (PWM) et la phyto-
hémagglutinine (PHA) ; ils exercent une
action stimulante peu spécifique sur I’en-
semble de la population lymphocytaire.

Une stimulation beaucoup plus spéci-
fique, limitée & un nombre restreint de
clones lymphocytaires provenant d’un ani-
mal préalablement sensibilisé est induite
par l'utilisation d’antigenes (viraux, bac-
tériens, cellulaires, ...).

En outre, testant la réponse des lym-
phocytes humains et porcins en présence
de PHA, Forsdijke a, en 1967, établi que
I’addition de sérum au milieu de culture
était indispensable a la bonne survie et
a la prolifération des lymphocytes.
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Le test de transformation lymphoblas-
tique permet donc de sonder I'aptitude des
lymphocytes a se multiplier en réponse a
certains stimuli ; il s’agit d’un test fonc-
tionnel des lymphocytes.

Les caractéristiques de base du TTL
pratiqué a I'aide de lymphocytes d’origine
bovine ont été étudiées par Lazary et al.
(1974) et Muscoplat et collaborateurs
(1974). 11 a été largement utilisé depuis
(Kristensen et al., 1982).

La figure 1 illustre la transformation
d’un lymphocyte en lymphoblaste (forme
proliférative) alors que la figure 2 donne

le schéma du test tel qu'il est générale-
ment pratiqué.

2) Intérét du TTL:

En immunologie clinique, le TTL per-
met d'évaluer I'immunocompétence des
animaux (Barta et Oyekan, 1981) ou une
part des fluctuations immunitaires qui
accompagnent de nombreuses maladies
animales (Kristensen et al., 1982). Le
TTL permet notamment de détecter un
déficit fonctionnel immunitaire (Biber-
feld et al., 1974) sans pour cela qu'une
lymphopénie soit décelée (Lopez et al.,
1975).

1. A.

1. 8!

Fig. 1. — A : population de cellules sanguines mononuclées isolées sur coussin de Ficoll-Paque, avant

sa mise en culture. B : méme population aprés 3 jours de culture en présence de PHA (50 pg/ml).

Préparations colorées au Diff-Quick aprés centrifugation sur lame en cytocentrifugeuse (CYTOSPIN).
Grossissement 400 .

Le=Ilymphocyte, Lb=Iymphoblaste, Mc=monocyte et E=érythrocyte.
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Fig. 2. — Schéma du test de transformation lymphoblastique.
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3) Facteurs qui influencent les résultats
obtenus par le TTL :

L’ensemble des variables influencant le
test est donné au tableau 1.

TABLEAU 1. Variables dépendantes de la
technique utilisée qui influencent les résultats
du test.

Variables influencant les résultats du test :

— LYMPHOCYTES :
— technique d’isolement
— concentration finale dans le milieu
— durée d’incubation.
— SERUM :
— origine
— quantité ajoutée au milieu.
— MITOGENES :
— type
— concentration.
-— MARQUAGE A LA THY —H,:
— durée d’incorporation
— concentration.

a) Sérum (origine et concentration dans
le milieu) :

Le sérum contient des macromolécules
et des facteurs de faible poids moléculai-
re qui exercent des effets de régulation
sur la multiplication des cellules (Fors-
dijke, 1973 ; Walker et Lucas, 1971 ;
Yachnin et Raymond, 1975).

Ces facteurs sériques sont encore mal
définis et I’effet complexe du sérum entier
n’est quimparfaitement compris.

Chez ’animal, la compétence immuni-
taire dépend donc a la fois de la capacité
fonctionnelle des lymphocytes, et de la
présence dans les liquides organiques de
facteurs susceptibles d’influencer les fonc-
tions lymphocytaires. L’action suppressive
du sérum est, par exemple, rapportée

pour de nombreuses maladies infectieuses
(Barta et Oyekan, 1981).

En immunologie clinique, la distinction
entre un déficit fonctionnel des lympho-
cytes et une action suppressive du sérum
nécessite dés lors ’addition au milieu de
culture de plusieurs types de sérum : du
sérum autologue, frais et inactivé, du
sérum homologue et/ou du sérum de
veau foetal.

Le rapport entre les concentrations de
sérum et de mitogene exerce également
une influence (Forsdijke, 1967).

b) Mitogeénes :

Influence de la multiplication sponta-
née des lymphocytes :

La multiplication spontanée des lym-
phocytes (background de stimulation),
c’est-a-dire en ’absence de mitogéne, est
systématiquement mesurée en vue de cal-
culer l'indice de stimulation, mais cons-
titue également une information a elle
seule car elle varie en intensité.

De nombreux facteurs influencent cette
activité spontanée des lymphocytes ; cer-
tains ont pu étre déterminés (ex. : age et
état sanitaire de ’animal, environnement,
corticostéroides, ...) mais beaucoup
d’entre eux sont encore inconnus.

Chez les bovins sains que nous avons
examinés, les valeurs de multiplication
spontanée variaient d’environ 200 a plu-
sieurs milliers de coups par minute. Des
variations d’une telle amplitude ont éga-
lement été observées au cours du temps.

Influence qualitative des mitogenes :

Chez le bovin, les trois lectines les plus
couramment utilisées (Con A, PWM et
PHA) stimulent préférentiellement Ia
population lymphocytaire thymodérivée



(lymphocytes T), alors que les lymphocy-
tes B répondent a un moindre degré a
la Con A et au PWM et trés faiblement
a la PHA (Rouse et Babiuk, 1974 ; Laza-
ry et al., 1974 ; Muscoplat er al., 1974a
et b; Pearson et al., 1979).

Cette caractéristique influence néces-
sairement le test.

Influence quantitative des mitogénes :

La prolifération maximale des cellu-
les dépend également de la concentration
du milieu nutritif en mitogéne. L’utilisa-
tion de plusieurs concentrations de cha-
que mitogeéne permet d’établir les courbes
dose-réponse correspondantes et ensuite
d’estimer les doses optimales et subopti-
males a utiliser ultérieurement.

La concentration optimale est celle qui
induit une stimulation maximale des lym-
phocytes, la concentration suboptimale
correspond & une stimulation équivalent
a 50 % de celle obtenue par la dose opti-
male. Les concentrations de stimulation
propres a chaque phytomitogene utilisé
sont données par le tableau 2.

TABLEAU 2. — Concentrations optimales et
suboptimales de stimulation, propres aux trois
mitogénes utilisés,

R dose

mitogene suboptimale optimale
CON A S pg/ml 15 pg/ml
PWM 2 pg/ml 10 pg/ml
PHA 25 pg/mil 50 pg/ml

4) Interprétation des résultats :

La mesure d’incorporation de la thy-
midine tritiée dans le DNA des lympho-
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cytes en multiplication est exprimée en
coups par minute (cpm). Les chiffres
obtenus sans stimulation (multiplication
spontanée) et avec chacun des mitogénes
sont comparés entre eux et examinés
séparément.

Les réponses aux mitogénes, observées
dans les cultures lymphocytaires stimu-
lées, sont comparées entre elles en vue
de mesurer I'influence éventuelle du type
de mitogene utilisé, de sa concentration,
et également du type de sérum ajouté.

L’indice de stimulation (IS) est calcu-
l1é en divisant la valeur obtenue pour les
cellules stimulées par celle obtenue pour
des cellules non stimulées. L’interpréta-
tion des résultats d'un TTL doit se faire
en comparant les valeurs obtenues chez
I’animal testé avec celles obtenues chez
d’autres animaux témoins testés simultan-
nément.

Il est également souhaitable, pour
s’assurer de la reproductibilité de la tech-
nique, de comparer les résultats obtenus
a I'issue d’une manipulation antérieure.

5) Conclusions

Le test de transformation lymphoblas-
tique doit étre interprété avec beaucoup
de précautions. L’ utilisation simultanée de
plusieurs types de sérums (Barta et al.,
1982) évite les erreurs qui pourraient
résulter des effets modulateurs du sérum.
L’emploi simultané des doses optimales
et suboptimales des différents mitogénes
permet de réunir les conditions propres
a une bonne standardisation du test. Les
valeurs de multiplication spontanée des
lymphocytes constituent une information
en soi et doivent étre examinées soigneu-
sement avant de considérer I'indice de
stimulation.
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Quoi qu’il en soit, le TTL, correcte-
ment utilisé, est un excellent instrument
pour évaluer l'immunocompétence des
animaux, car il renseigne sur la capacité
fonctionnelle des lymphocytes et autorise
la comparaison d’animaux contemporains.

Lorsqu’il s’agit d’étudier les profils
immunologiques accompagnant certaines

maladies ou de mesurer l'influence de
divers facteurs (environnementaux, endo-
criniens, ...) sur la fonction lymphocy-
taire, il nous semble préférable de consi-
dérer de maniére plus approfondie et
absolue les valeurs du background et des
réponses aux différents mitogenes.
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