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Abréviations 

Ac Anticorps 

ADNc ADN complémentaire 

Ag Antigène 

AGS Syndrome d’Aicardi-Goutières 

ALR AIM2-like receptors 

ARNm ARN messagers  

AUC Area under the curve 

BHN B hors nomenclature 

CBP Centre de biologie pathologie génétique 

cGAS Cyclic GMP-AMP synthase 

CH Centre hospitalier 

CHU Centre hospitalier universitaire 

CLASI Cutaneous lupus area and severity index 

COFRAC Comité français d’accréditation 

CQ Contrôle qualité 

CQI Contrôle qualité interne 

CV Coefficient de variation 

CV% Coefficient de variation en pourcentage 

DM Dermatomyosite 

DS Déviation standard (écart-type) 

EDTA Acide éthylène diamine tétra-acétique 

EFS Etablissement français du sang 

EIL Echanges inter laboratoires. 
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ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

fc Fold change 

FDR False discovery rate  

HLA Antigène des leucocytes humains 

HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 

IC Intervalle de confiance 

IFN Interféron 

IFNAR Interferon α/β receptor 

IgIV Immunoglobuline en intraveineux 

IL Interleukine 

IRF Interferon regulatory factor 

ISG Gène stimulé par les interférons 

JAK Janus kinase 

LCS Liquide cérébro-spinal 

LS Lupus systémique 

NET Neutrophil extracellular trap  

PCR Polymérase chain reaction  

pH Potentiel hydrogène 

PHA Phyohémagglutinine 

PM Polymyosite 

PNN Polynucléaire neutrophile 

POLR2A RNA polymerase II subunit A 

PR Polyarthrite rhumatoide 

PRASS Proteasome-associated auto-inflammatory syndrome 

PRR Pattern recognition receptors 
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RIN RNA integrity number 

RLR RIG-I-like receptors 

ROC Receiver operating characteristic 

RQ Quantité relative 

RT Rétro-transcription 

SAVI Sting associated vasculopathy with onset in infancy 

SD Standard deviation (écart-type) 

Se Sensibilité 

SGS Syndrome de Goujerot-Sjögren 

SIMOA Single-molecule array 

SMS Syndrome de Singleton-Merten 

Sp Spécificité 

SPENCD Spondyloenchondrodysplasie 

SSc Sclérodermie systémique 

TREX1 3’ repair exonuclease 1 

TYK2 Tyrosine kinase 2 (faisant partie de la famille JAK) 

URT Unity real time (logiciel permettant de suivre les CQ) 

VPN Valeur prédictive négative 

VPP Valeur prédictive positive 
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Introduction 

1. Les interférons 

Les interférons (IFN) sont une famille de cytokines notamment impliquées dans la 

réponse antivirale (1). Les IFN sont répartis en trois catégories : type 1, type 2 et type 

3. Les IFN ont tout d’abord été séparés sur la base de leur sensibilité au pH, entre 

IFN de type 1 (stables à pH acide) et de type 2 (dégradés à pH acide) (2,3). 

L’analyse génomique a permis de découvrir plus tard la famille des IFN de type 3 

(IFNλ) (4,5). Au total, il existe aujourd’hui 21 molécules IFN : 16 IFN de type 1 (12 

IFNα, 1 IFNβ, 1 IFNε, 1 IFNκ, et 1 IFNω), 1 IFN de type 2 (IFNγ) et 4 IFN de type 3 

(IFNλ1, IFNλ2, IFNλ3 et IFNλ4) qui ont plusieurs fonctions essentielles. Nous allons 

décrire en particulier les mécanismes impliqués dans la synthèse des IFN de type 1, 

en prenant l’exemple de la réaction à une infection virale (Figure 1).  

 

Figure 1 : Reconnaissance des séquences d’acides nucléiques virales et activation de la synthèse des 
interférons. PRR = pattern recognition receptors. ALR = AIM2-like receptors. RLR = RIG-I-like receptors. 
IRF = Interferon Regulatory Factors. D’après Schneider et al. (6) 
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Lors d’une infection virale, les récepteurs cytosoliques de l’immunité innée (pattern 

recognition receptors, PRR) vont détecter la présence d’ADN ou d’ARN viral simple 

ou double brin dans le cytosol de la cellule infectée. Le signal est ensuite transduit 

dans le noyau afin d’activer des facteurs de transcription (Interferon regulatory 

factors, IRF) qui vont augmenter la synthèse des IFN, puis aboutir à leur sécrétion en 

extracellulaire.  

Toutes les cellules de l’organisme peuvent produire de l’IFN de type 1. Cependant, 

durant une infection, ce sont les cellules dendritiques plasmacytoïdes qui sécrètent la 

majorité de l’IFNα.  

Les IFN de type 1 ont une action antivirale directe, mais également indirecte en 

stimulant l’expression des gènes appelés gènes stimulés par les interférons (ISG), 

qui produisent notamment d’autres effecteurs antiviraux.  

Cette action indirecte est initiée par la liaison de l’IFN à son récepteur IFNAR présent 

à la membrane des cellules, provoquant son hétérodimérisation. Les récepteurs aux 

IFN de type 1 et celui pour les IFN de type 2 sont spécifiques de leur famille (7). 

L’hétérodimérisation du récepteur à la membrane cellulaire active une Janus Kinase 

(JAK), qui initie la cascade de signalisation intra-cellulaire JAK/STAT (8,9). Cette 

cascade aboutit, dans le noyau, à l’activation de la transcription d’une centaine d’ISG 

(10) (Figure 2). 
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Figure 2 : Voie de signalisation intra-cellulaire médiée par les interférons de type 1 et activation de la 
synthèse des ISG, d’après Schneider et al. (6)  

Les ISG sont donc des gènes, dont la transcription en ARN messagers (ARNm) 

augmente avec la réponse aux IFN qui activent les promoteurs de ces gènes. La 

transcription de ces ISG entraine la synthèse de nombreuses protéines classées en 

effecteurs antiviraux, en régulateurs positifs de la réponse aux IFN, et en régulateurs 

négatifs. Parmi les effecteurs, plusieurs ISG contrôlent directement les infections 

virales, bactériennes et parasitaires en ciblant les signalisations et les fonctions clefs 

requises pour la survie du pathogène. Parmi les régulateurs positifs, on peut citer les 

PRR, les IRF, JAK2 et STAT1/2 qui, bien que présents dans la cellule à l’état basal, 

sont aussi des ISG et renforcent la réponse cellulaire médiée par l’IFN. Enfin, des 

ISG vont être responsables d’un rétro-contrôle négatif sur la signalisation de l’IFN, 

afin de faciliter le retour à l’homéostasie de la cellule. D’autres ISG codent pour des 

protéines pro-apoptotiques, qui vont conduire à la mort cellulaire sous certaines 

conditions (6,11). 
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2. Les interféronopathies 

Bien que la sécrétion d’IFN de type 1 soit essentielle pour le développement du 

système immunitaire et pour l’élimination des cellules infectées par des virus, une 

activation trop importante de cette voie peut être délétère (12). Les pathologies liées 

à une augmentation chronique inadaptée de l’IFN de type 1 dans le sang sont 

regroupées sous le terme d’interféronopathies. Une interféronopathie peut être 

héréditaire, donc due à une mutation constitutionnelle dans la voie de signalisation 

des IFN, ou liée à une dysrégulation associée à certaines pathologies auto-immunes 

(lupus systémique (LS), dermatomyosite (DM), syndrome de Goujerot-Sjögren 

(SGS), sclérodermie systémique (SSc), polyarthrite rhumatoïde (PR)).   

 

a. Interféronopathies héréditaires  

Concernant les pathologies héréditaires impliquant la mutation de gènes impliqués 

dans la production d’IFN de type 1, ont été décrits : le syndrome d’Aicardi-Goutières 

(AGS), le Sting associated vasculopathy with onset in infancy (SAVI), le lupus 

engelure, la spondyloenchondrodysplasie (SPENCD), le proteasome-associated 

auto-inflammatory syndrome (PRASS), et le syndrome de Singleton-Merten (SMS). Il 

est aujourd’hui décrit une quarantaine de gènes responsables d’interféronopathies 

de type 1, avec un large spectre d’expression phénotypique (13) (Figure 3). 
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Figure 3 : Classification des mutations génétiques associées aux interféronopathies selon les fonctions 
cellulaires touchées, d’après Crow et al. (13) 

Nous allons détailler l’exemple de la 1ère interféronopathie héréditaire décrite : l’AGS 

Classiquement, les enfants atteints présentent des troubles progressifs du système 

nerveux central avec une spasticité bilatérale et une dystonie, une microcéphalie 

acquise, et une progression rapide vers le décès. Ils présentent également une 

lymphocytose chronique dans leur liquide cérébro-spinal (LCS) (14). Ce syndrome 

est associé avec une élévation du taux d’IFN de type 1 dans le LCS comme dans le 

sérum (15). Nous allons décrire l’exemple de la première mutation génétique 

découverte à l’origine de l’AGS : celle du gène TREX1. L’enzyme TREX1 est une 

exonucléase qui dégrade l’ADN d’origine endogène situé au niveau cytosolique. Cela 

permet de masquer les acides nucléiques endogènes aux PRR afin d’éviter la 

production d’IFN de type 1 de façon constitutive en l’absence d’infection virale. Dans 

l’AGS, la mutation perte de fonction de TREX1 entraine une augmentation des 

acides nucléiques endogènes, indépendamment d’une infection virale et donc une 

production continue d’IFN de type 1 (16) 
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Depuis, d’autres mutations génétiques ont été découvertes, impliquant différents 

mécanismes augmentant la sécrétion d’IFNα.  

 

b. Interféronopathies acquises 

Certaines pathologies auto-immunes, de part leur physiopathologie et leur terrain 

génétique sous-jacent, impliquent une dérégulation de la voie de signalisation des 

IFN, aboutissant à un phénotype d’interféronopathie. C’est le cas du LS dont certains 

variants de gènes de susceptibilité sont communs avec ceux mutés dans l’AGS (17–

19), de la DM (20), du SGS et de la PR (21). Le lien entre interféronopathie et SSc 

est également en train d’émerger (22). 

Nous allons détailler l’exemple du LS, afin de décrire les mécanismes aboutissant au 

phénotype d’interféronopathie. Dans le LS, l’excès d’apoptose ou le défaut de 

clairance des corps apoptotiques va entrainer une source d’auto-antigènes (Ag) 

nucléaires libérés dans la circulation sanguine. Les auto-anticorps (Ac) se fixent aux 

auto-Ag nucléaires pour former des complexes immuns. Ces derniers, par activation 

de la voie classique du complément, accentuent les lésions tissulaires et donc 

amplifient la source d’auto-Ag nucléaires. De même, les polynucléaires neutrophiles 

(PNN) recrutés par chimiotactisme, vont être une source importante d’auto-Ag 

nucléaires par phénomène de « Neutrophil Extracellular Trap » (NET) en excès. La 

NETose est une mort cellulaire propre au PNN, c’est un processus rapide et actif de 

désintégration de sa membrane nucléaire et de sa chromatine. Cela aboutit à la 

formation de longs filaments de chromatine couplés au contenu des granules qui 

prennent la forme de filets. Ces auto-Ag vont entrainer une hyperactivation des 

cellules dendritiques plasmacytoïdes, ainsi que des PNN, par les PRR et par les 
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récepteurs au fragment constant des IgG (Fcγ-R), ce qui va entrainer une 

hyperproduction d’ IFNα (23) (Figure 4) 

 

Figure 4 : Physiopathologie du lupus systémique et mécanisme d’hyperproduction d’IFNα. D’après 
Mathian et al. (23) 

c. Traitements 

Il existe des traitements permettant de limiter la production d’IFN de type 1 ou la 

réponse cellulaire aux IFN. Nous allons nous y intéresser par classe 

médicamenteuse comme énuméré dans la Figure 5 à savoir : les anti-rétroviraux, les 

inhibiteurs de la « Cyclic GMP-AMP synthase » (cGAS), les Ac anti-IFNα et anti-

récepteur de l’IFN de type 1, les inhibiteurs de JAK et les Ac anti-interleukine. Pour 

chaque cas, nous allons voir le mécanisme d’action, l’impact clinique et biologique. 
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Figure 5 : Mécanismes d’action des différents traitements permettant de moduler la voie de l’interféron. 
D’après Tonduti et al. (24) 

- Les anti-rétroviraux (notamment les inhibiteurs de transcriptase inverse) permettent 

d’inhiber la synthèse des acides nucléiques, qu’ils soient d’origine virale ou 

endogène. Or, les acides nucléiques endogènes cytosoliques jouent un rôle central 

dans les interféronopathies car, comme décrit précédemment, ils activent la voie de 

signalisation de l’IFN via leur reconnaissance par les PRR. Diminuer le nombre 

d’acides nucléiques endogènes permet donc de diminuer la production excessive et 

continue d’IFN de type 1 au cours des interféronopathies. Une étude a été réalisée 

chez 11 patients présentant un AGS, qui ont reçu une trithérapie comprenant 3 

analogues nucléosidiques inhibiteurs de transcriptase inverse (zidovudine, 

lamivudine et abacavir) pendant 12 mois. Cela a permis une diminution du taux 

d’IFNα dans le sérum (sans information sur les symptômes cliniques) (25). 

- La « Cyclic GMP-AMP synthase » (cGAS)  est un composant de l’immunité innée 

faisant partie des PRR, destiné à reconnaitre la présence d’ADN double brin dans le 

cytosol des cellules. Il active la voie cGAS-STING, qui stimule la production d’IFN. 
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Certains médicaments inhibiteurs de cGAS, comme l’hydroxychloroquine, inhibent la 

reconnaissance des acides nucléiques endogènes. Ils sont utilisés en traitement 

notamment dans le LS, et dans certaines interféronopathies génétiques. 

- Le sifalimumab est un Ac monoclonal humain anti-IFNα qui permet de former des 

complexes et de neutraliser l’effet de l’IFNα avant qu’il ne se fixe sur ses récepteurs 

cellulaires. Il a été évalué dans le traitement du LS actif modéré à sévère ne 

répondant pas aux traitements classiques (26). L’étude montre une amélioration 

clinique significative et une diminution du taux d’IFNα sous traitement. Cependant, on 

note également une augmentation du risque de zona dans le groupe traité par 

sifalimumab. Le sifalimumab est encore en développement et a terminé la phase II 

d’essai clinique. L’anifrolumab, quant à lui, est un Ac anti-récepteur de l’IFN de type 1 

(IFNAR1), il empêche l’IFN de se lier à son récepteur par compétition. L’anifrolumab 

induit également l’internalisation de l’IFNAR1, ce qui diminue la quantité d’IFNAR1 

présents à la surface cellulaire. Cela permet donc le blocage de l’initiation de la voie 

de signalisation intra-cellulaire médiée par l’IFNα. Il est indiqué en traitement 

additionnel chez les patients atteints d’un LS modéré à sévère actif avec présence 

d’auto-Ac malgré un traitement standard (27).  

- Les vaccins kinoïdes sont des vaccins qui visent à faire produire par l’organisme du 

patient des anticorps de haute affinité dirigés contre les cytokines. Le kinoïde, qui 

représente le principe actif du vaccin, est un immunogène capable d’induire la 

synthèse d’auto-anticorps contre une cytokine donnée. Le kinoïde est donc constitué 

de la cytokine contre laquelle on veut induire la production d’Ac chez le patient (dans 

notre cas : l’IFNα), et d’une protéine porteuse qui a pour rôle de la rendre 

immunogène. Ainsi, des vaccins kinoïdes ont été préparés afin d’entrainer la 

synthèse par le patient d’anticorps anti-IFNα (28). La phase d’essai clinique 2b 
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consistant à évaluer l’efficacité et la sécurité du vaccin kinoïde IFNα chez des 

patients lupiques est terminée. Les résultats de l’étude montrent la production d’anti-

IFNα chez 91% des patients, ainsi qu’une réduction significative de la signature 

interféron à 36 semaines, mais il n’y a pas de différence significative de réponse au 

traitement entre le groupe traitement et le groupe placebo  (29).  

- Les inhibiteurs de JAK permettent de bloquer la voie de signalisation intracellulaire 

en réponse aux IFN. Ces médicaments, comme par exemple le ruxolitinib ou le 

baricitinib, bloquent des Janus kinases telles que JAK1 et TYK2, qui ont un rôle 

central dans la voie de signalisation de réponse aux IFN de type 1. Des études ont 

montré qu’ils permettent de diminuer la réponse inflammatoire et les symptômes 

cliniques chez les patients présentant une interféronopathie (30–32).  

- Les anticorps anti-interleukines (IL) permettent de bloquer les acteurs de 

l’inflammation médiée par la réponse aux IFN. L’IL-6 est une cytokine produite par la 

cascade de l’IFN de type 1. Un anticorps anti-récepteur de l’IL6, le tocilizumab, a été 

testé chez un patient présentant un AGS. Le tocilizumab a permis une régression de 

la vasculopathie cérébrale ainsi qu’une diminution des marqueurs de l’inflammation 

(33). 

 

3. Méthode de quantification des interférons 

Les interféronopathies sont caractérisées sur le plan biologique par une 

augmentation du taux circulant d’IFN de type 1. La concentration sérique en IFN est 

de l’ordre du femtogramme par millilitre (fg/mL), que ce soit à l’état basal ou après 

élévation du taux suite à une infection virale ou à une interféronopathie. Or, les 

techniques conventionnelles de dosage en ELISA ne sont pas assez sensibles pour 

détecter une concentration aussi faible de cytokine dans le sang. D’autres 
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techniques ont donc été développées afin de pouvoir quantifier directement ou 

indirectement l’IFN circulant. 

 

a. Microneutralisation de l’effet cytopathique  

Ce test consiste en la culture de cellules sensibles à l’IFN, en présence de 

différentes dilutions de sang du patient et d’un virus cytopathique (Figure 6). En 

l’absence d’IFN, le virus cytopathique va infecter toutes les cellules de la culture et 

entrainer leur lyse. L’IFN présent dans le sang du patient va empêcher l’infection 

virale et ainsi protéger les cellules de la lyse.  

 

Figure 6 : Plaque de neutralisation d’effet cytopathique. Les colonnes 1 à 10 sont des tests de patients, la 
colonne 11 est le contrôle positif, et la colonne 12 est le témoin négatif. Les puits des colonnes 1 à 11 
comprennent une culture cellulaire infectée par un virus cytopathique. Pour les colonnes patients de 1 à 
10, de haut en bas, est ajouté le sang du patient à différentes dilutions (de 40 à 5120). Dans les puits, la 
couleur bleue correspond à la lyse due à l’effet cytopathique viral sur la culture cellulaire, et la couleur 
blanche à une culture cellulaire saine. D’après Lin et al. (34) 
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Il est alors possible d’en déduire le taux d’IFN dans le sang du patient en fonction de 

la dilution de sang à partir de laquelle on n’obtient plus que 50% de cellules lysées 

en culture.  

 

Cependant, ce test n’est pas spécifique des IFN de type 1, il est long et lourd 

techniquement (plusieurs cultures virales, différentes dilutions du sang du patient), et 

ne rend qu’un résultat semi quantitatif (par correspondance d’un titrage). 

 

b. Single-molecule array (SIMOA) 

La technique Single-molecule array (SIMOA) est une technologie de dosage direct 

dérivé de l’ELISA, par formation de complexes immunitaires dits en sandwich à la 

surface de billes paramagnétiques (Figure 7).  

 

Figure 7 : Les différentes étapes du dosage en technique Single-molecule array (SIMOA) (35). 

L’anticorps de capture à la surface des billes est très spécifique de l’IFNα. Il détecte 

tous les types d’IFNα et ne croise pas avec les autres catégories d’IFN. Un second 

anticorps biotinylé est ajouté et va se coupler à des conjugués d’enzyme 

streptavidine. Les billes sont ensuite mélangées avec un substrat enzymatique afin 

de pouvoir générer un signal fluorescent, et déposées dans des disques de 
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chargement d’échantillons. Le mélange va migrer dans une microplaque contenant 

une centaine de milliers de puits d’une taille de 40 fL, capables d’isoler une seule 

bille par puits. Le signal fluorescent ainsi généré est confiné dans le puits, et est 

produit par une seule bille. Une caméra visualisant tous les puits de la microplaque 

permet de quantifier le signal fluorescent émis de manière simultanée (36).  

Ainsi, le SIMOA est très sensible et permet une quantification d’IFNα de l’ordre du 

fg/mL, pouvant mettre en évidence une différence significative de taux d’IFNα 

sérique entre les patients présentant une interféronopathie et les témoins sains, 

comme illustré dans la Figure 8 (37).  

 

Figure 8 : Quantification d’IFNα par SIMOA par groupes de patients : population de témoins sains (n=20), 
patients présentant une rétinopathie vasculaire avec leucodystrophie cérébrale (RVCL) (n=30), un LS 
(n=72), une DM (n=43), une interféronopathie héréditaire type AGS ou STING (n=27), d’après Rodero et al. 
(37) 

Cependant, c’est une technique très coûteuse qui n’est pas toujours réalisable pour 

le diagnostic et le suivi en routine. 
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c. Signature interféron 

Principe et définition  

Une solution alternative est une mesure indirecte des IFN circulants en passant par 

la quantification des ISG. Pour rappel, les ISG sont des gènes dont la transcription 

en ARNm est activée par la réponse cellulaire aux IFN. L’expression des ISG par les 

leucocytes circulants est corrélée à la concentration d’IFN. Il y a donc une 

augmentation significative de l’expression des ISG dans les interféronopathies 

comme le montre la Figure 9 pour des patients atteints d’AGS comparés à des  

témoins sains (38). 

 

 

Figure 9 : Quantification sur sang total d’ARNm de 6 ISG (IFI27, IFI44L, IFIT1, ISG15, RSAD2, SIGLEC1) 
chez des patients présentant un syndrome d’Aicardi-Goutières (n=82) et des témoins sains (n=29). 
Comparaison de la quantification relative (RQ) entre patients AGS et témoins sains pour chaque ISG. 
D’après Rice et al. (38) 

Un score reposant sur la quantification de différents ARNm des ISG a été proposé, 

appelé le « score interféron ». Il est défini comme le rapport entre la médiane 

d’expression de différents ISG du patient testé par rapport à celle d’un pool de 
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témoins sains. Le score interféron est significativement augmenté chez les patients 

présentant une interféronopathie et est donc utile au diagnostic (Figure 10). 

 

Figure 10 : Score interféron chez des patients avec un AGS et des témoins sains. Dans cette étude, le 
score interféron a été calculé avec un panel de 6 ISG. Le seuil de positivité du score interféron a été établi 
à 2.466 (= moyenne des scores interféron chez les témoins sains + 2DS). D’après Rice et al. (38). 

Choix des ISG étudiés 

Comme expliqué précédemment, il existe une centaine d’ISG. Le score interféron 

étant un rapport de médianes de quantification d’ISG entre patient et témoins, ce 

score est théoriquement réalisable avec n’importe quel nombre d’ISG à quantifier. Il 

faut donc trouver un compromis entre le coût et la lourdeur technique des 

quantifications d’ARNm qui augmentent avec le nombre d’ISG, et les performances 

du score (sensibilité (Se), spécificité (Sp), robustesse … ).  

Pour cela, les ISG permettant de discriminer au mieux les patients atteints 

d’interféronopathie des témoins sains ont été recherchés. Cette différence entre 

patients et témoins peut être exprimée sous la forme de fold change (fc), qui est le 

rapport du niveau moyen d'expression d'un gène dans une condition par rapport à 

une autre. Il est généralement exprimé en log2 (logarithme en base 2). Une équipe a 
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étudié les ISG de patients atteints de LS par micropuce, puis a calculé le fc pour 

chaque ISG entre patients LS et témoins sains (39,40) (Figure 11). Au plus le log2 fc 

est élevé, au plus il existe une augmentation d’expression de l’ISG chez les patients 

LS par rapport aux témoins sains. 

 

Figure 11 : Exemples de fold change (fc) log2 des ISG (parmi les 40 testés dans l’étude) en fonction des 
sondes utilisées entre les patients présentant un LS et des témoins sains. Le « False Discovery Rate » = 
FDR est la proportion attendue de découvertes qui sont fausses. Il s’interprète comme le p, en empêchant 
l’inflation du risque α dans les tests statistiques multiples, D’après Yao et al. (39) 

Une autre étude, réalisée chez des patients présentant un AGS, a retenu le sous-

groupe des 6 ISG les plus exprimés par rapport aux témoins sains afin de calculer le 

score interféron. Ces ISG retenus sont : IFI27, IFI44L, IFIT1, ISG15, RSAD2 et 

SIGLEC1 (41). Depuis cette étude princeps, la plupart des travaux à propos de la 

signature IFN utilisent ces 6 ISG pour le calcul du score IFN. 
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Méthodes de quantification des ISG 

La méthode de quantification des ARNm-ISG considérée comme le gold standard 

pour étudier la signature interféron est la Polymerase Chain Reaction (PCR) 

quantitative après rétro-transcription (RT-qPCR). La RT-qPCR est une technique qui 

permet de faire une PCR quantitative à partir d’un échantillon d’ARN (Figure 12).  

 

Figure 12 : Principe et étapes de réalisation d’une RT-qPCR (42) 

L’ARN est tout d’abord rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNc) grâce à une 

enzyme appelée la transcriptase inverse. Ensuite, la PCR quantitative (encore 

appelée PCR en temps réel) permet de mesurer la quantité initiale d’ADNc des 

gènes étudiés. Elle mesure le nombre d’amplicons (portion d’ADNc amplifiée entre le 

couple d’amorces), et grâce à une courbe d’étalonnage, permet de calculer la 

quantité initiale d’ADNc. Elle permet de suivre en continu, à chaque cycle, le 

processus d’amplification par PCR en détectant la fluorescence émise par les 

produits de PCR néo-formés. La détection en temps réel peut se faire soit à l’aide de 

SYBR green, un composé organique fluorescence qui se lie aux acides nucléiques, 

soit à l’aide de sondes comme par exemple la sonde Taqman (Figure 13). 
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Figure 13 : Principe de révélation d’amplicon grâce à la fluorescence avec la technologie SYBR green et 
avec la sonde Taqman (43) 

Cependant, la RT-qPCR est une technique longue, et les étapes de rétrotranscription 

et d’amplifications peuvent être source de potentiels biais. 

 

La technologie Nanostring est une nouvelle technique de dosage direct des ARNm 

des ISG, c'est-à-dire sans étape de rétrotranscription, ni d’amplification par PCR. A 

partir de sang total, il faut réaliser une lyse des échantillons avant de pouvoir extraire 

les ARNm des leucocytes. Ensuite, la quantité totale d’ARN est dosée par 

spectrophotométrie (par exemple avec l’automate Nanodrop), puis la quantification 

des ISG est réalisée sur un appareil de type Nanostring (Figure 14).  

 

Figure 14 : Etapes de réalisation de la signature interféron avec la technologie Nanostring (44). 

Cette technique utilise des sondes qui comportent deux parties : une partie pour la 

capture de l’ARN cible, et l’autre partie couplée à un code barre (association de billes 
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de différentes fluorescences) qui assure la spécificité de la sonde. En utilisant des 

sondes différentes couplées à des codes barres différents, on va pouvoir multiplexer, 

c'est-à-dire quantifier simultanément, en un seul test, différents ARNm. Les 

différentes étapes de dosage par le Nanostring sont présentées dans la Figure 15. 

Après l’étape d’hybridation des sondes spécifiques aux ARNm à quantifier, l’excès de 

sondes est éliminé. Les couples ARNm/sondes sont ensuite fixés sur la cartouche et 

alignés, puis enfin comptés par l’appareil. Ce test offre un haut niveau de précision et 

de sensibilité (<1 copie (d’ARNm) par cellule). 

 

Figure 15 : Principe du dosage avec le Nanostring (44). L’étape 1 correspond à l’hybridation des sondes 
aux ARN des ISG à quantifier. L’étape 2 correspond à l’élimination de l’excès de sondes, puis à 
l’alignement sur la cartouche des couples ARN/sonde hybridés. L’étape 3 correspond au décompte de la 
cartouche par l’automate nCounter. 

La technologie Nanostring est donc une technique de dosage plus rapide, plus 

adaptée à l’utilisation en routine à l’hôpital par rapport à la technique SIMOA, et 

évitant les étapes de potentiels biais de la RT-qPCR. Une étude a montré 

l’équivalence entre la technologie Nanostring et le gold standard RT-qPCR pour la 

réalisation du score interféron. La corrélation obtenue entre les deux techniques est 

excellente (r = 0.87) (45).  



28 
 

Performances diagnostiques 

Dans une première étude réalisée à Lyon (44), avec la courbe ROC ayant une AUC 

= 0.880 et pour un seuil de positivité optimal fixé à 2.3, le score interféron réalisé 

avec la technologie Nanostring a une bonne sensibilité (Se = 0.895) et une bonne 

valeur prédictive négative (VPN = 0.913) pour le diagnostic des interféronopathies de 

type 1.  

Une seconde étude réalisée à Lyon (45) retrouve des performances diagnostiques 

similaires : Se = 90.5%, VPN = 96.6% (courbe ROC avec une AUC = 0.896, et 

toujours pour un seuil de positivité à 2.3) 

Ce score est également intéressant pour le suivi des pathologies, notamment pour 

évaluer la réponse aux traitements inhibant la production ou la réponse aux IFN (cf 4. 

Intérêt de la quantification des interférons. 

Limites 

Les ISG sont inductibles à la fois par les IFN de type 1 et de type 2, et donc le 

dosage des ISG est moins spécifique que le dosage direct de l’IFNα pour le 

diagnostic des interféronopathies de type 1 (46,47). De même, les autres situations 

pathologiques entrainant une élévation des taux d’IFN circulants telles que les 

infections virales sont une entrave au diagnostic/suivi des interféronopathies, car ils 

entrainent une augmentation significative du score interféron (13,48) 

 

4. Intérêt de la quantification des interférons 

L’étude des IFN de type 1 a plusieurs intérêts en pratique clinique. Tout d’abord, 

comme nous l’avons vu, la quantification des IFN est une aide au diagnostic des 

interféronopathies, qu’elles soient génétiques (Figure 10) ou liées aux pathologies 

auto-immunes (LS, DM).  
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Ensuite, l’étude de l’IFN de type 1 a un rôle au cours du suivi des interféronopathies. 

Il existe une corrélation positive entre le résultat du score interféron et le niveau 

d’activité de la maladie dans le LS et la DM comme le montre la Figure 16 (49,50). 

 

Figure 16 : Score interféron en fonction de l’activité clinique de la maladie dans le LS et la DM. Le score 
CLASI (Cutaneous LS Area and Severity Index) est un score combiné qui réunit l’activité et la sévérité des 
lésions du LS cutané. D’après Braunstein et al. (50) et d’après Baechler et al. (49) 

Enfin, l’étude des IFN de type 1 a un rôle pronostique et prédictif de la réponse au 

traitement. Une étude a mis en évidence que le taux basal d’IFN au diagnostic est 

prédictif du risque de poussée de la maladie dans le LS sur les 5 années suivantes 

(51). La Figure 17 montre qu’il y a significativement moins de poussée dans le 

groupe de patients ayant un score interféron bas au diagnostic (< moyenne des 

témoins sains + 2 déviations standard (DS)) par rapport au groupe de patients ayant 

un score interféron élevé au diagnostic (> moyenne des témoins sains + 2 DS).  

 

Figure 17 : Courbes de survie de poussées de LS sur 5 ans, en fonction du score interféron des patients 
au diagnostic. Le groupe score interféron bas (< moyenne des témoins sains + 2 DS) est en ligne pleine 
versus le groupe score interféron élevé (> moyenne des témoins sains + 2 DS) en ligne pointillée. D’après 
Mai et al. (51) 
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Des auteurs ont étudié le score interféron pour prédire la réponse au Rituximab au 

cours de la PR (52). Dans cette étude, 40 patients présentant une PR (selon les 

critères révisés de l’American College of Rheumatology) avec une maladie active 

(définie par un score DAS > 3.2) ont été inclus au diagnostic et le score IFN a été 

mesuré. Les patients ont reçu 1000 mg de rituximab en intra-veineux à J1 et J15 et 

ont été suivis prospectivement. A 6 mois, la non-réponse clinique était définie de 

deux manières : une variation du score d’activité DAS 28 (ΔDAS28) < 1.2 ou EULAR 

0. Le score d’analyse de réponse EULAR évalue la réponse au traitement en utilisant 

les scores d’activité DAS et DAS28. Il classe les patients en 3 catégories : EULAR 0 

(non répondeur au traitement), EULAR 1 (réponse modérée au traitement) et EULAR 

2 (bonne réponse au traitement). La Figure 18 compare le groupe de réponse et de 

non-réponse au rituximab en fonction du score interféron basal. Le test de Student 

montre une différence significative du score interféron basal entre les patients 

répondeurs et non répondeurs. L’étude montre donc qu’un score interféron élevé au 

diagnostic est prédictif d’une mauvaise réponse au rituximab à 6 mois. 

 

Figure 18 : Comparaison du score interféron basal au diagnostic en fonction de la réponse au rituximab à 
6 mois chez des patients atteints de PR. Dans cette étude, la signature interféron est réalisée en 
quantifiant 8 ISG (LY6E, HERC5, IF44L, ISG15, MxA, MxB, EPSTI1 et RSAD2) par RT-qPCR. D’après 
Raterman et al. (52) 
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5. Objectifs du travail 

En France, la réalisation de la signature interféron en routine n’était réalisée jusqu’ici 

qu’au CHU de Lyon par la technologie Nanostring (centre accrédité COFRAC). 

L’Institut Imagine à Paris réalise également cette analyse mais dans le cadre de la 

recherche. Or, devant l’intérêt diagnostique, de suivi et d’évaluation de réponse aux 

traitements anti-IFN, les demandes de signature interféron sont croissantes. Nous 

avons ainsi travaillé sur la mise en place de l’étude de la signature interféron au CHU 

de Lille en utilisant la technologie Nanostring. Nous avons donc évalué différentes 

conditions pré-analytiques (type de tube, kits, acheminement/transport …) pour 

rechercher les plus adaptées à notre pratique. Ensuite, nous avons comparé nos 

résultats de score interféron avec ceux de Lyon en faisant varier certains paramètres 

permettant d’étudier et de choisir les meilleures conditions d’analyse. Enfin, après 

quelques mois de mise en place de l’analyse en routine au CHU de Lille, nous avons 

fait un retour d’expérience sur les données acquises jusqu’à présent. 
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Mise au point de la technique 

1. Type de tube utilisé pour le prélèvement sanguin 

a. Généralités 

Le prélèvement de sang total est la première étape pour étudier l’ARN intracellulaire.  

Les tubes contenant un sel de potassium de l’acide éthylène diamine tétra-acétique 

(EDTA) sont les plus utilisés pour travailler sur sang total. En effet, l’EDTA est un 

chélateur puissant fixant les ions calcium, inhibant ainsi la coagulation dans le tube. 

Cependant, l’ARN intracellulaire est instable et peut se dégrader rapidement, en 

quelques heures après le prélèvement sanguin, en fonction du tube utilisé pour le 

prélèvement. De plus, certains ARN, par le biais d’un processus d’induction 

génétique, peuvent augmenter in vitro après le prélèvement sanguin. La dégradation 

de l’ARN in vitro et l’induction génétique peuvent entraîner une sous-estimation ou 

une surestimation du nombre de transcrits. Dans une étude, les tubes ETDA ont été 

laissés à température ambiante (18°C-25°C) pendant 24h (T24) ou 48h (T48) avant 

extraction et quantification par RT-qPCR (53). La quantification à ces différents 

temps a été comparée à celle réalisée juste après le prélèvement (T0) (Figure 19). 
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Figure 19 : Évolution dans le temps de la quantité relative des biomarqueurs ARNm prélevés sur tube 
EDTA (exprimés sous la forme d’intervalles de confiance à 95% des log2). D’après Zhang et al. (53)  

Les différences de quantité relative sont exprimées en log2 avec leur intervalle de 

confiance (IC) à 95%. Elles sont dites significatives si la limite basse de l’intervalle de 

confiance > 1 ou si la limite haute de l’intervalle de confiance < -1 (-1 et 1 étant 

respectivement -2 DS et 2 DS). On conclut donc qu’il existe, pour certains ARN, une 

régulation positive et une régulation négative significative in vitro dès 24h sur tube 

EDTA à température ambiante.  

Nous nous sommes donc demandé quel type de tube était le plus adapté pour 

prélever, transporter et conserver le sang périphérique des patients en vue d’une 

extraction d’ARN intracellulaire. Le tube PAXgene Blood RNA contient un additif qui 

lyse les cellules du sang et stabilise l’ARN in vitro. Ainsi, le profil de transcription de 

gènes in vivo est conservé, en réduisant la dégradation d’ARN in vitro et en 

minimisant l’induction de gènes.  
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Nous nous sommes donc intéressés aux différentes caractéristiques de ces tubes 

PAXgene vs EDTA : la stabilité de l’ARN à différentes températures de conservation 

avant l’extraction, le rendement et la qualité des ARN après extraction, leur impact 

sur la durée du protocole d’extraction, et leur coût. 

 

b. Stabilité de l’ARN 

Concernant la stabilité avant l’extraction, l’ARN dans le tube EDTA est instable et des 

variations sont possibles dès les premières heures après le prélèvement. Dans le 

tube PAXgene, l’ARN est stable jusqu’à 3 jours à 18-25°C et jusqu’à 5 jours à 2-8°C 

(54,55) (Figure 20). 

 

Figure 20 : Évolution dans le temps de la quantité d’ARN FOS et IL1B sur tube PAXgene et sur tube EDTA 
après différents temps de conservation à température ambiante (18-25°C) et au frais (2-8°C). L’ARN sur 
tube PAXgene est extrait manuellement avec le kit PAXgene Blood RNA (56)  

La même étude montre que l’ARN sur tube PAXgene est stable au moins 6 ans 

après congélation à -20°C ou à -80°C. Une autre étude comparant différents kits 

d’extraction sur des tubes EDTA conservés à -80°C pendant environ 5 ans semble 

montrer une bonne conservation des ARN après congélation immédiate du tube 

EDTA à -80°C (57). 



35 
 

c. Qualité de l’ARN 

Il existe plusieurs mesures pour estimer la qualité de l’ARN extrait : le rendement, la 

pureté et l’intégrité.  

Le rendement est la quantité d’ARN mesurée par absorbance à 260 nm par 

spectrophotométrie, qui permet de mesurer la concentration en ARN.  

La pureté de l’ARN est calculée par le ratio d’absorbance à 260 nm et à 280 nm. En 

effet, à 260 nm se trouve la zone d’absorbance maximale des acides nucléiques, 

alors qu’à 280 nm se situe la zone d’absorbance maximale des protéines. Un ratio 

d’absorbance A260/280 ≥ 1.8 (1.8 – 2.2) indique une bonne pureté (58). Si A260/280 < 

1.8, cela peut indiquer la présence de protéines ou d'autres contaminants qui 

absorbent à 280 nm. De même, le calcul du rapport d’absorbance A260/230 est utilisé 

comme mesure de la pureté des acides nucléiques. À 260 nm, on mesure 

l’absorbance des acides nucléiques, et à 230 nm, on mesure l’absorbance des 

produits chimiques utilisés pour l’extraction restants dans l’échantillon. La valeur 

A260/230 doit être comprise entre 2.0 et 2.2. Si le rapport est plus faible que prévu, cela 

peut indiquer la présence de contaminants qui absorbent à 230 nm (par exemple : le 

phénol, l’EDTA).  

L’intégrité de l’ARN est calculée par le RNA Integrity Number (RIN). L’utilisation 

d’une méthode électrophorétique, basée sur la séparation en fonction de la taille des 

fragments d’ARN, permet d’évaluer son intégrité et l’importance de sa dégradation. 

L’électrophorégramme montre la quantité de fluorescence mesurée en fonction de la 

taille du fragment d’ARN. Cette fluorescence est corrélée à la quantité d’ARN (taille 

du pic de fluorescence) et à la qualité d’ARN (taille du fragment) (59). Le RIN est un 

algorithme qui traite les données brutes de l’électrophorégramme afin de rendre un 
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score compris entre 1 et 10. Le RIN 1 correspond à un ARN très dégradé et le RIN 

10 à un ARN de très bonne intégrité. 

 

Une étude a comparé le rendement, la pureté et l’intégrité de l’ARN en utilisant des 

kits d’extraction différents : le TRI-reageant, le PAXgene et le NucleoSpin (Tableau 

1).  

 

Tableau 1 : Rendement d’ARN, pureté et RIN en fonction des kits d’extraction utilisés (TRIi-reagent, 
PAXgene et NucleoSpin). Les valeurs sont présentées en moyenne +/- écart type. Les nombres entre 
parenthèses représentent les valeurs minimales et maximales. D’après Kim et al. (57) 

Le sang de 15 patients a été recueilli sur tubes EDTA et conservé à -80°C pendant 

environ 5 ans. Le kit d’extraction Paxgène étant adapté à l’ARN stabilisé par le réactif 

du tube Paxgène, les auteurs ont ajouté, après décongélation et avant extraction, 

dans le tube EDTA, le même ratio de réactif que celui contenu dans les tubes 

PAXgene. Les résultats montrent un meilleur rendement d’ARN avec le kit 

d’extraction TRI-reagent sur tube EDTA, mais une moins bonne pureté et une moins 

bonne intégrité. 

Le kit d’extraction PAXgene présente un bon ratio de pureté A260/280 = 2 ± 0.1, et un 

ratio de pureté A260/230 = 1.1 ± 0.3 moins bon. Ce résultat peut s’expliquer par l’ajout 

du réactif PAXgene dans le tube EDTA. Pour rappel, l’EDTA absorbe à 230 nm et 

peut donc interférer sur cette valeur. L’étude montre également un RIN = 6 ± 1.1 

satisfaisant pour le kit d’extraction PAXgene.  

Cette étude semble montrer une bonne qualité d’ARN extrait avec le réactif 

stabilisateur PAXgene et le kit d’extraction PAXgene, malgré un faible rendement. A 

noter que cette étude n’a été réalisée que sur 15 prélèvements et que le protocole 
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avant extraction de l’ARN est différent de celui utilisé pour la réalisation de la 

signature interféron dans notre centre. 

 

Une autre étude a été réalisée afin d’estimer le rendement et le RIN avec le tube 

PAXgene sur 576 donneurs. L’extraction est effectuée avec le kit PAXgene à la fois 

en suivant un protocole manuel (Annexe 1) et un protocole automatisé utilisant le 

QIAcube (Annexe 2). Afin d’étudier la reproductibilité, 3 personnes différentes (A, B 

et C) ont utilisé 3 lots de kit d’extraction différents (1, 2 et 3) en suivant les 2 

protocoles (Figure 21). 

 

Figure 21 : A) Rendement d’ARN en µg/2.5mL de sang en protocole d’extraction automatisé QIAcube et en 
protocole d’extraction manuelle. B) RIN en fonction des lots, des techniciens et des protocoles. D’après 
www.preanalytix.com. 

Les résultats de la Figure 21.A mettent en évidence un rendement d’ARN similaire à 

l’étude précédente, avec une moyenne de 8.8 µg/2.5mL (soit 3.5 µg/mL) avec le 

protocole automatisé QIAcube et de 9.3 µg /2.5mL (soit 3.7 µg/mL) avec le protocole 

manuel. Les résultats de la Figure 21.B montrent un bon score d’intégrité RIN, une 

bonne reproductibilité d’un lot à l’autre et une faible variabilité interindividuelle. 
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d. Étude comparative lilloise  

Nous avons réalisé, au CHU de Lille, une étude comparative sur 4 témoins sains afin 

d’évaluer la non-infériorité du tube PAXgene par rapport au tube EDTA dans nos 

conditions d’utilisation. Chaque témoin a été prélevé sur tube EDTA et sur tube 

PAXgene. Les tubes ont été conservés à température ambiante (18°C-25°C) et 

l’extraction d’ARN a ensuite été réalisée dans les 48h, grâce aux kits d’extraction 

QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen®) (Annexe 3) pour les tubes EDTA, et 

PAXgene® Blood RNA kit pour les tubes PAXgene. Nous avons comparé la quantité 

d’ARN recueilli avec le Nanodrop (rendement) et sa pureté avec la comparaison des 

ratios A260/280 et A260/230 (Tableau 2). 

 
Paxgène EDTA 

 
Date 

prélèvement 
date 

extraction 
[ARN](ng/µL) 260/230 260/280 

date 
prélèvement 

date 
extraction 

[ARN](ng/µL) 260/230 260/280 

Témoin 1 11/09/23 11/09/23 59 2,07 1,07 27/04/23 27/04/23 39 2,03 0,1 

Témoin 2 11/09/23 11/09/23 81 2,07 1,99 27/04/23 28/04/23 111 1,91 1,17 

Témoin 3 12/09/23 12/09/23 100 2,08 1,9 27/04/23 27/04/23 78 2,01 0,5 

Témoin 4 12/09/23 12/09/23 157 2,07 2,1 31/05/23 01/06/23 101 1,99 1,4 

Moyenne 
  

99,25 2,07 1,77 
  

82,25 1,99 0,79 

Tableau 2 : Concentration d’ARN en ng/µL, A260/230 et A260/230 mesurées par le Nanodrop chez 4 témoins 
prélevés sur tube PAXgene et sur tube EDTA après extraction dans les 48h.  

On obtient un meilleur rendement d’ARN après extraction sur tube PAXgene que 

dans la littérature. Le ratio A260/230 est proche de 2 dans les deux cas.  

Nous avons réalisé un test statistique non paramétrique de Wilcoxon sur valeurs 

appariées afin de rechercher une différence significative entre tube PAXgene et tube 

EDTA (Figure 22). 
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Figure 22 : Comparaison de la concentration d’ARN après extraction, du ratio A260/230 et du ratio A260/280, 
entre le tube PAXgene et le tube EDTA (test non paramétrique de Wilcoxon sur valeurs appariées). L’ARN 
a été extrait avec le kit QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen®) pour les tubes EDTA et avec le PAXgene® 
Blood RNA kit pour les tubes PAXgene. Pour chaque test, p>0.05. 

Les résultats des tests ne démontrent aucune différence significative en termes de 

quantité ou de pureté de l’ARN extrait entre les tubes EDTA et les tubes PAXgene 

dans ces conditions. Cependant dans notre étude, le fait que les prélèvements sur 

EDTA et PAXgene pour chaque témoin n’aient pas été réalisés en même temps est 

critiquable. Cela pose un problème de temporalité pour la comparaison des résultats 

et pourrait être une source de biais. 

 

e. Synthèse 

Nous avons résumé les différentes caractéristiques des tubes EDTA et PAXgene 

dans le Tableau 3. 
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Type de 

tube 

 

Stabilité de l’ARN avant 

extraction. 

Temps du 

protocole 

d’extraction 

 

Coût du 

tube au 

CHU de 

Lille 

 

Quantité et 

qualité de 

l’extraction 

EDTA 

- Dégradation de l’ARN in 

vitro dès les premières 

heures. 

- Stabilité au moins 5 ans 

après congélation à -80°C 

- 1h15 pour 6 tubes 

avec le QIAamp 

RNA Blood Mini Kit 

(manuel) 

- 2h31 pour 12 

tubes en automatisé 

0,08€ 
Dépend de la 

conservation 

PAXgene 

- Stabilité 3 jours à 

température ambiante, 5 

jours à 4°C, au moins 5 

ans après congélation à    

-20°C ou a -80°C 

 

- 1h30 pour 6 tubes 

avec le PAXgene® 

Blood RNA kit 

(manuel) 

- 2h30 pour 12 

tubes en automatisé 

13,20€ 

Non inférieures à 

l’EDTA dans les 

mêmes 

conditions de 

conservation 

Tableau 3 : Résumé des caractéristiques des tubes EDTA et PAXgene. 

En conclusion, par rapport au tube EDTA, le tube PAXgene permet une meilleure 

conservation de l’ARN intracellulaire in vitro avant l’étape d’extraction, tout en offrant 

un bon rendement et une bonne qualité d’ARN pour l’analyse, mais en revanche a un 

coût plus élevé. 

Nous avons choisi d’utiliser des tubes PAXgene, car ce choix rend possible le 

transport des échantillons des Centres Hospitaliers (CH) périphériques (le transport 

en carboglace à -80°C est difficilement accessible, rendant compliqué l’utilisation de 

tubes EDTA). Cela facilite également l’organisation des extractions d’ARN, pouvant 

être réalisées en série de 6 échantillons, plutôt que très rapidement après réception 

du prélèvement comme imposé en cas d’utilisation de tube EDTA. 

 

2. Normalisation et gènes de ménage 

L’automate Nanostring, puis l’analyse par le logiciel associé nSolver, rend, pour un 

patient donné, des décomptes bruts des ARNm pour les 6 ISG sélectionnés. Ce 

décompte dépend de la quantité d’ARNm analysé dans l’échantillon et de 
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l’expression génique variable d’un patient à l’autre. Cependant, afin de pouvoir 

comparer les patients, les témoins et les contrôles positifs, il est nécessaire de 

normaliser les résultats grâce à l’utilisation de gènes de ménage. 

 

a. Choix des gènes de ménage 

Un gène de ménage est un gène qui assure les fonctions indispensables à la vie de 

tous les types de cellules. Son expression constitutive est stable car il ne subit pas 

de régulation spécifique au cours de la vie cellulaire, et ce quelles que soient les 

conditions (infections …). La quantification de gènes de ménage pour un patient 

donné sert de référence de son expression génique. Cependant, plusieurs études 

ont montré que l’expression des gènes de ménage peut varier quantitativement en 

réponse à différents facteurs (60,61). Cela pourrait s’expliquer par le fait que les 

protéines produites par les gènes de ménage ne sont pas seulement impliquées 

dans le métabolisme basal des cellules, mais peuvent également avoir d’autres 

fonctions (60). Afin de mesurer l’expression génique de manière précise, cette étude 

recommande de normaliser sur la moyenne géométrique d’au moins 3 gènes de 

ménage. L’utilisation de la moyenne géométrique par rapport à la moyenne 

arithmétique permet d’être moins sensible aux valeurs extrêmes d’une série de 

données (62). Elle donne, par conséquent, une meilleure estimation de la tendance 

centrale des données. De même, la société Nanostring Technologies recommande 

l’utilisation d’au moins 3 gènes de ménage afin de lisser une éventuelle sur ou sous-

expression de l’un d’entre eux (63). A Lyon, pour la réalisation de la signature 

interféron avec la technologie Nanostring, les gènes de ménage utilisés sont au 

nombre de 3 : l’actine-β, l’HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) et 

POLR2A (RNA polymerase II sub-unit A) (45). Pour suivre les recommandations de 
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Nanostring, et afin d’harmoniser nos pratiques avec le laboratoire de Lyon, nous 

avons décidé d’utiliser ces 3 mêmes gènes de ménage. 

Pour chaque gène de ménage utilisé, la moyenne du compte normalisé ainsi que 

leur écart-type chez l’ensemble des témoins sont calculés. Si, pour un patient, le 

compte normalisé d’un des gènes de ménage (à 

savoir  
                         

                                                  
) n’est pas compris dans l’intervalle 

[moyenne des témoins - 2DS ; moyenne des témoins + 2DS], cela signifie que 

l’expression du gène de ménage de ce patient diffère de la population générale. Ce 

constat augmente l’incertitude du résultat du score interféron et doit être pris en 

compte dans le rendu du résultat. 

 

b. Choix du type de normalisation 

Il existe deux types de normalisation réalisables : la normalisation individuelle et la 

normalisation réalisée par le logiciel nSolver. 

La normalisation individuelle consiste, pour un patient donné sur un run de 12 

patients, à rapporter le décompte brut d’un ISG sur la moyenne géométrique des 

trois gènes de ménage du patient. Dans ce cas, on rapporte un ISG d’un patient aux 

gènes de ménage de ce même patient. 

La normalisation par le logiciel, quant à elle, consiste à rapporter le décompte brut 

d’un ISG d’un patient donné d’un run sur la moyenne géométrique des 3 gènes de 

ménage de tous les patients de ce run. Dans ce cas, on rapporte un ISG d’un patient 

aux gènes de ménage de tous les patients du run.  

A Lyon, le retour d’expérience sur les deux types de normalisation a permis de 

montrer que la normalisation par le logiciel entrainait une augmentation du coefficient 

de variation (CV) du contrôle de qualité interne (CQI) (données non publiées). Le CV 
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est le rapport de l'écart-type à la moyenne. Plus la valeur du CV est élevée, plus la 

dispersion autour de la moyenne est grande. Nous avons donc choisi, comme à 

Lyon, d’utiliser la méthode de normalisation individuelle. 

 

Une fois le décompte normalisé obtenu pour chaque ISG, nous calculons le fold 

change. Il est calculé en rapportant le décompte normalisé d’un ISG du patient sur la 

médiane des décomptes normalisés de cet ISG chez des témoins.  

Une fois le fold change calculé pour chaque ISG, nous pouvons calculer le score 

interféron du patient qui est la médiane des fold change des 6 ISG (Figure 23). 

 

 

Figure 23 : Résumé des étapes de calcul à partir des données brutes rendues par le logiciel nSolver pour 
aboutir au score interféron. Dans cette figure, les 6 ISG sont numérotés d’ISG1 à ISG6. On part de 
l’exemple du calcul pour ISG1. 
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3. Témoins sains et seuil de positivité 

Afin d’interpréter le score interféron d’un patient, il est nécessaire de déterminer le 

seuil de positivité. Le choix d'un seuil de positivité, dans le cas de tests quantitatifs, 

permet de définir la valeur à partir de laquelle le résultat sera considéré comme 

positif. Ce choix dépend de la gravité des conséquences des erreurs de classification 

(faux positifs et faux négatifs). Le choix d'un seuil bas va donc augmenter la 

sensibilité et diminuer la spécificité; alors que le choix d'un seuil haut va augmenter 

la spécificité et diminuer la sensibilité. Dans le cas de la signature interféron, la 

recherche d’une sensibilité élevée va permettre d’exclure le diagnostic 

d’interféronopathie en cas de test négatif par le principe du SNOUT (Sensibilité 

élevée, test Négatif = diagnostic OUT). 

Une étude a été réalisée à Vancouver afin de comparer les scores interféron sur tube 

PAXgene et sur tube Tempus (tube présentant un réactif de stabilisation de l’ARN 

par lyse cellulaire, désactivation des RNases cellulaires) (64). La quantification a été 

réalisée par RT-qPCR, les 6 ISG quantifiés étaient : IFI27, IFI44L, IFIT1, ISG15, 

RSAD2 et SIGLEC1, et les gènes de ménage quantifiés étaient : HPRT1 et l’ARNr 

18s. Le seuil de positivité était fixé en calculant, sur 8 témoins, la moyenne des 

témoins + 2 DS. Le seuil de positivité ainsi calculé était de 1.72 sur les tubes 

PAXgene et de 2.25 sur les tubes Tempus (64). Au vu du faible écart entre ces 

scores interféron, les auteurs concluaient que l’expression des 6 ISG était similaire 

sur tube PAXgene ou sur tube Tempus. Dans l’étude de la signature interféron 

réalisée à Lyon, le seuil de positivité a d’abord été fixé en calculant la moyenne des 

témoins + 2 DS, ce qui correspondait à un score = 2.3 (45). Dans la suite de l’étude 

incluant 21 patients connus comme ayant une interféronopathie et 90 témoins, la 

courbe ROC réalisée présentait une AUC = 0.90 (Figure 24). En se basant sur la 
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courbe ROC, le meilleur seuil afin d’obtenir une bonne VPN était également de 2.3. 

Avec un seuil de positivité fixé à 2.3, les performances diagnostiques de la signature 

interféron avec la technologie Nanostring étaient : Se = 90.5%, Sp = 63.3%, VPP = 

36.5% et VPN = 96.6% (45). 

 

Figure 24 : Courbe ROC de la signature interféron réalisée avec le Nanostring à Lyon. Dans cette étude, 
21 patients présentant une interféronopathie et 90 témoins ont été analysés. D’après Pescarmona et al. 
(45) 

Nous avons réalisé, au CHU de Lille, une étude de la signature interféron de 26 

témoins issus de prélèvements de l’établissement français du sang (EFS), réalisée 

avec le Nanostring. Le score interféron a été calculé en réalisant une normalisation 

individuelle sur les gènes de ménage. Le but de cette étude était de calculer la valeur 

de la moyenne + 2 DS chez des témoins de Lille afin de s’assurer qu’on retrouve un 

seuil de positivité aux alentours de 2.3, comme seuil choisi à Lyon. Les résultats de 

l’étude sont décrits dans le Tableau 4. 

Moyenne du score interféron  

de 26 témoins analysés au CHU 

de Lille 

Ecart-type (DS) Moyenne + 2 DS = seuil de 

positivité 

1,11 0,47 2,05 

Tableau 4 : Etude de la signature interféron par Nanostring au CHU de Lille afin de déterminer le seuil de 
positivité. 

A Lille, la moyenne + 2 DS des témoins sains = 2.05, ce qui est concordant avec la 

littérature.  Pour la suite de l’étude, nous avons donc choisi de nous aligner sur le 
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seuil de 2.3 de Lyon car il est proche du nôtre et cette harmonisation nous permettra 

de comparer au mieux les résultats entre les 2 centres. 

 

4. Contrôles positifs 

Le passage d’un contrôle positif permet de s’assurer que le Nanostring est capable 

de rendre un résultat positif pour un échantillon attendu comme positif, et de vérifier 

la reproductibilité des résultats d’un run à l’autre. 

Pour obtenir un échantillon contrôle positif, nous avons eu le choix entre deux 

options. 

La première option est d’utiliser du sang prélevé sur tube EDTA de donneurs sains 

de l’EFS et de le stimuler avec des IFN. Dans l’étude de la signature interféron 

réalisée à Lyon, les auteurs ont calculé le score interféron de sang de témoin stimulé 

avec 40 000 UI/mL d’IFNα, d’IFNγ ou de phyohémagglutinine (PHA, un mitogène qui 

stimule la production d’IFNγ). Les résultats montrent une élévation du score 

interféron, avec un score interféron très élevé autour de 100 pour le sang de témoin 

stimulé par IFNα, un score interféron qui s’élève autour de 10 avec l’IFNγ et un score 

interféron qui s’élève autour de 5 avec la PHA. Ces données montrent d’ailleurs que 

les ISG sont plus stimulés par les IFN de type 1 que par les IFN de type 2 (45). Afin 

de créer un contrôle positif avec une signature interféron autour de 10, le laboratoire 

de Lyon a choisi dans un premier temps de stimuler le sang de témoin avec de 

l’IFNγ. Nous avons choisi de créer un contrôle à Lille de la même manière. La 

manipulation est rapide et se fait suivant le protocole présenté en Annexe 4. Les 

résultats obtenus des différents passages des contrôles positifs sont présentés dans 

le Tableau 5.  
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N° passage Témoin EFS 1 stimulé IFNγ Témoin EFS 2 stimulé IFNγ Témoin EFS 3 stimulé IFNγ 
1 17,78 8,93 9,46 
2 16,75 8,86 9,1 
3 18,13 9,96 9,51 
4 16,65 8,92 9,03 
5 14,7 8,97 8,96 
6 

 
8,72 8,82 

7 
  

9,89 
8 

  
9,28 

Moyenne 16,80 9,06 9,26 

CV% 7,97 4,96 3,79 

Tableau 5 : Suivi du score interféron des échantillons 1, 2 et 3 de contrôle positif préparé à partir de sang 
EDTA de témoins sains de l’EFS stimulé par de l’IFNγ. 

On remarque une bonne reproductibilité et une stabilité des résultats pour chaque 

échantillon de contrôle positif, comme le montre la Figure 25. Pour chaque 

échantillon, le coefficient de variabilité en pourcentage est : CV%(échantillon 1) = 

7.97, CV%(échantillon 2) = 4.96 et CV%(échantillon 3) = 3.79 

 

Figure 25 : Résultats du score interféron des échantillons 1, 2 et 3 des contrôles positifs préparés à partir 
de sang EDTA de donneurs sains de l’EFS stimulé par IFNγ. 
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Cependant, le contrôle positif préparé à partir de sang de témoin stimulé par IFNγ 

n’est pas optimal. Il est difficile de prévoir l’importance de la stimulation par l’IFNγ, et 

donc de prévoir le score interféron obtenu. On remarque également qu’avec cette 

méthode, les scores interféron obtenus sur les contrôles positifs sont bien plus 

élevés que le seuil de positivité qui se situe autour de 2.3. Or, il est intéressant 

d’avoir un contrôle positif autour du seuil décisionnel (donc viser plutôt un score de 3-

4) afin de s’assurer qu’on est en mesure de détecter les patients faiblement positifs. 

 

La deuxième option est de préparer un contrôle positif à partir d’un pool de patients 

positifs connus avec une signature interféron aux alentours de 4. Cela permet d’avoir 

un contrôle positif plus proche du seuil de positivité, ce qui est intéressant pour être 

discriminant entre les positifs et les négatifs. La limite de cette option est qu’il faut 

avoir un certain nombre de patients positifs connus afin de pouvoir réaliser un pool. 

Au CHU de Lille, nous avons commencé à réaliser un contrôle positif en poolant des 

patients positifs connus avec un score autour de 4. Les résultats sont décrits dans la 

Figure 26. 

 

Figure 26 : Résultats du score interféron du contrôle positif créé à partir d’un pool de patients positifs 
connus. 
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Nous avons une bonne reproductibilité et une stabilité du contrôle positif poolé. Le 

CV% (contrôle poolé) est de 6.12%. De manière générale, nous considérons qu’un 

CV < 15% est acceptable. Dans une étude à Lyon faisant le retour d’expérience sur 

la signature interféron, deux CQI positifs ont été passés et les CV calculés sont 

respectivement de 7.5% (sur 116 passages) et de 7.4% (sur 153 passages) (65). La 

reproductibilité de notre contrôle poolé est donc du même ordre de grandeur que 

celle de Lyon.  

De plus, par cette méthode, il est plus facile de prédire le score interféron du contrôle 

positif qu’en utilisant du sang de témoin stimulé par IFNγ, ce qui permet de 

s’approcher du seuil de positivité de 2.3. 

Nous avons donc choisi la deuxième option en utilisant des pools de patients connus 

afin de réaliser notre contrôle positif. 
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Etudes comparatives des différents paramètres 

d’analyse 

Dans cette partie, afin de choisir les meilleurs paramètres d’analyse du score 

interféron réalisé à Lille, nous allons faire varier ces différentes conditions (type de 

contenant, de normalisation, témoins) et comparer les résultats de score interféron 

obtenus. Le score interféron à Lyon (centre accrédité COFRAC) est calculé en 

utilisant les paramètres suivants : tube PAXgene, normalisation individuelle, témoins 

lyonnais. Nous allons donc faire varier individuellement chacun de ces paramètres 

pour le calcul du score interféron à Lille afin de comparer les scores obtenus à ceux 

de Lyon.  

 

1. Contenant  

a. EDTA Lille versus PAXgene Lyon 

Dans un premier temps, nous avions choisi d’utiliser des tubes EDTA pour la 

réalisation de la signature interféron au CHU de Lille. La majorité des mises au point 

ont donc été réalisées sur ce type de contenant.  

Nous nous sommes demandé dans quelle mesure le résultat du score interféron 

réalisé sur tube EDTA à Lille différait de celui obtenu sur tube PAXgene à Lyon. Pour 

cela, nous avons réalisé une étude sur n = 44 patients afin de comparer pour chacun 

le score interféron obtenus à Lille à partir d’un tube EDTA et à Lyon à partir d’un tube 

PAXgene. L’extraction d’ARN sur tube EDTA a été réalisée dans les 48h après 

prélèvement, et le tube PAXgene a été envoyé à Lyon. 

Dans les deux cas, les autres conditions d’analyse étaient similaires, à savoir la 

réalisation d’une normalisation individuelle et l’utilisation des témoins lyonnais pour le 
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calcul du score interféron. Il est à noter que sur les 44 patients analysés, pour 12 

d’entre eux, un tube STRECK et non PAXgene a été envoyé à Lyon pour réalisation 

du score interféron. Les tubes STRECK contenant également un stabilisateur d’ARN, 

nous avons décidé de ne pas les exclure de l’étude. Les résultats individuels des 

scores interféron sur tube EDTA réalisés à Lille et sur tube PAXgene réalisés à Lyon 

sont présentés dans l’Annexe 5. 

Nous avons réalisé un graphique de Bland-Altman, et calculé le coefficient de 

corrélation de Spearman, qui sont présentés dans la Figure 27. 

 

 

Figure 27 : A) Diagramme de Bland-Altman entre les scores interféron réalisés sur EDTA à Lille et ceux 
réalisés sur tube PAXgene à Lyon. Les pointillés correspondent à la moyenne +1.96DS et -1.96DS  B) 
Calculs du coefficient de corrélation (r) de Spearman et p entre les scores interféron réalisés sur tube 
EDTA à Lille et les scores interféron réalisés sur tube PAXgene à Lyon. L’étude inclut n=44 patients.  

A. 

B. 
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Le Bland-Altman montre une bonne concordance de mesure. De plus, le coefficient 

de corrélation de Sperman à 0.92 (intervalle de confiance (IC) à 95% [0.85 ;0.96]) 

témoigne d’une très forte corrélation linéaire positive et statistiquement significative 

(p < 0.0001) entre les scores interféron réalisés sur tube EDTA à Lille et ceux 

réalisés sur tube PAXgene à Lyon. On remarque que le Bland-Altman semble 

montrer un biais, car la différence moyenne entre les deux mesures est souvent 

positive. Ce biais est discuté dans la partie 5. Comparaison entre Lille et Lyon dans 

les mêmes conditions d’analyse. 

Les tubes EDTA s’avèrent donc être une option fiable afin de réaliser le score 

interféron à Lille.  

 

Cependant, dans un 2ème temps, nous avons finalement choisi d’utiliser des tubes 

PAXgene à Lille au vu de leur meilleure praticité déjà évoquée par rapport aux tubes 

EDTA. Il était donc nécessaire de réaliser ce même type d’étude sur tube PAXgene 

afin de vérifier que les résultats obtenus à Lille ont une bonne corrélation avec ceux 

de Lyon. Cette étude ayant déjà été réalisée sur un nombre important de patients sur 

tube EDTA (n = 44) et les résultats étant satisfaisants, nous les avons complétés sur 

un nombre plus restreint de patients sur tube PAXgene (n = 5). 

 

b. PAXgene Lille versus PAXgene Lyon 

Nous avons donc réalisé une étude afin de comparer les scores interféron obtenus à 

partir de tube PAXgene extrait et analysé à Lille à ceux obtenus à partir d’un autre 

tube PAXgene envoyé, extrait et analysé à Lyon. Nous avons inclus n = 5 patients. 

Dans les deux cas, les autres conditions d’analyse étaient similaires, à savoir la 
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réalisation d’une normalisation individuelle et l’utilisation de témoins lyonnais pour le 

calcul du score interféron. 

Les résultats des scores interféron sur tube PAXgene réalisés à Lille et à Lyon, le 

Bland-Altman, ainsi que le calcul du coefficient de corrélation de Spearman, sont 

présentés dans la Figure 28. 

           A. 

 

 

 

 

Score IFN Lille PAXgene Score IFN Lyon PAXgene 

46,88 82,9 

11,21 21,7 

0,58 1 

0,93 2,1 

8,05 18,2 

B. 
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Figure 28 : A) Tableau des résultats de l’étude des scores interféron réalisés sur tube PAXgene à Lille et 
sur tube PAXgene à Lyon, n=5. Chaque ligne représente un patient. B) Diagramme de Bland-Altman entre 
les scores interféron réalisés sur tube PAXgene à Lille et sur tube PAXgene à Lyon C) Calculs du 
coefficient de corrélation de Spearman r et p entre les scores interféron réalisés sur tube PAXgene à Lille 
et les scores interféron réalisés sur tube PAXgene à Lyon. 

Le Bland-Altman montre une bonne concordance de mesure. De plus, comme le r de 

Spearman = 1, il existe une très forte corrélation linéaire positive et statistiquement 

significative (p = 0.017) entre les scores interféron réalisés sur tube PAXgene à Lille 

et ceux réalisés sur tube PAXgene à Lyon. On remarque que le r entre les scores 

interféron sur tube PAXgene Lille et tube PAXgene Lyon est meilleur (r = 1) que le 

celui entre les scores interféron sur tube EDTA Lille et tube PAXgene Lyon (r = 0.92).  

La faiblesse de cette étude est l’inclusion d’un faible nombre de patients (n=5), ce qui 

nous empêche de calculer l’IC95% autour du r.  

On peut également noter que le Bland-Altman semble montrer un biais car la 

différence moyenne entre les mesures est constamment positive. De plus, on 

remarque qu’il existe un rapport à peu près égal à 2 entre les scores interféron 

obtenus à Lyon et ceux obtenus à Lille. Cette différence est explorée dans la partie 

5. Comparaison entre Lille et Lyon dans les mêmes conditions d’analyse. 

 

C. 
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Devant la bonne corrélation entre les résultats obtenus à Lille et à Lyon, et 

notamment avec les tubes PAXgene, nous avons décidé d’utiliser des tubes 

PAXgene pour la réalisation de la signature interféron en routine à Lille. 

 

3. Type de normalisation : Logicielle versus individuelle 

a. Etude comparative des scores interféron calculés avec une normalisation 

logicielle à Lille, une normalisation individuelle à Lille et une normalisation 

individuelle à Lyon 

Afin d’étudier l’impact du type de normalisation sur le calcul du score interféron, nous 

avons réalisé une étude sur n=5 patients. Cette étude compare les scores interféron 

réalisés à Lille calculés avec une normalisation logicielle et individuelle, à ceux 

réalisés à Lyon calculés avec une normalisation individuelle. Les autres conditions 

d’analyse étaient similaires, à savoir l’utilisation de tube PAXgene et l’utilisation de 

témoins lyonnais pour le calcul du score interféron.  

Les résultats du score interféron de Lille (en normalisation logicielle et en 

normalisation individuelle) et de Lyon sont présentés dans le Tableau 6. 

 

Score IFN Lille  
normalisation logicielle 

Score IFN Lille 
normalisation individuelle 

Score IFN Lyon 
normalisation individuelle 

10,66 46,88 82,9 

2,56 11,21 21,7 

0,12 0,58 1 

0,21 0,93 2,1 

1,88 8,05 18,2 

Tableau 6 : Tableau des résultats des scores interféron réalisés à Lille avec une normalisation logicielle 
et avec une normalisation individuelle, ainsi que des scores interféron réalisés à Lyon avec une 
normalisation individuelle. Dans cette étude, n=5 patients et dans le tableau, chaque ligne représente un 
patient.  

Entre les scores interféron de Lille en normalisation logicielle et ceux de Lyon, on 

calcule un coefficient de régression linéaire r²=0.9981, et entre les scores interféron 
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de Lille en normalisation individuelle et ceux de Lyon un r²=0.9976. Dans les deux 

cas, il existe une très forte corrélation linéaire positive statistiquement significative (p 

du coefficient de corrélation de Spearman < 0.05). 

Cependant, la limite de cette étude est le faible nombre de patients inclus (n=5).   

On remarque que dans les mêmes conditions d’analyse ente Lille (donc en 

normalisation individuelle) et Lyon, on retrouve le rapport de 2 entre les scores (cf 5. 

Comparaison entre Lille et Lyon dans les mêmes conditions d’analyse). Avec la 

normalisation logicielle, le rapport des scores augmente davantage pour être proche 

de 8. 

 

b. Etude comparative du score interféron du contrôle positif entre une 

normalisation logicielle et une normalisation individuelle 

Le CV% permet la comparaison de distributions de valeurs dont les échelles de 

mesure ne sont pas comparables. 

On suppute que la normalisation logicielle, par rapport à la normalisation individuelle, 

entraine un CV% plus élevé pour des valeurs répétées tel que le passage répété du 

contrôle positif car : 

 - Dans l’étude précédente (Tableau 6), on remarque que la plage de valeur du 

score interféron est moins étendue avec la normalisation logicielle (0 à 10) qu’avec la 

normalisation individuelle (Pour Lyon : 1 à 83). Or, une faible variation sur une petite 

échelle de mesure augmente plus facilement la dispersion que sur une grande 

échelle de mesure. 

  - On s’attend à une variabilité plus faible en rapportant les décomptes bruts 

des ISG du contrôle positif aux gènes de ménage du contrôle positif (normalisation 
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individuelle) plutôt qu’à la moyenne des gènes de ménage de tous les patients d’un 

run (normalisation logicielle).  

  - Le retour d’expérience à Lyon sur les deux types de normalisation a permis 

de montrer que la normalisation logicielle entrainait une augmentation du CV% du 

CQI (données non publiées).  

Nous avons donc réalisé une étude afin de comparer le CV% du score interféron du 

contrôle positif de Lille après une normalisation logicielle et après une normalisation 

individuelle. Le contrôle positif choisi est l’échantillon 3 de sang de l’EFS stimulé par 

de l’IFNγ, que nous avons utilisé sur 8 runs différents. Les résultats du score 

interféron du témoin positif et le calcul du CV selon les deux types de normalisation 

sont présentés dans la Figure 29. 

Numéro run 
témoin 3 EFS normalisation 

logicielle 
témoin 3 EFS normalisation 

individuelle 

10 3,86 9,46 

11 2,94 9,10 

12 2,54 9,51 

13 2,10 9,03 

14 2,06 8,96 

15 2,27 8,82 

16 3,19 9,89 

17 2,99 9,28 

 

Figure 29 : Tableau des résultats des scores interféron du contrôle positif (échantillon 3 préparé à partir 
de sang de l’EFS boosté par de l’IFN) calculés par normalisation logicielle et par normalisation 
individuelle sur 8 runs différents. Pour chaque type de normalisation, calcul du CV du témoin 3 EFS. 
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On remarque que le CV% est bien plus élevé pour le contrôle positif avec une 

normalisation logicielle par rapport à une normalisation individuelle (22.6 contre 

3.79). Il y a donc moins de dispersion avec la normalisation individuelle, c’est 

pourquoi nous avons choisi ce type de normalisation pour la réalisation de la 

signature interféron en routine au CHU de Lille. 

 

4. Comparaison des témoins négatifs Lillois versus témoins négatifs Lyonnais 

a. Comparaison pour chaque ISG entre les témoins de Lille et de Lyon 

Nous nous sommes demandé si une éventuelle différence entre la médiane des ISG 

des témoins négatifs de Lille et ceux de Lyon pourrait avoir un impact sur le calcul du 

score interféron.  

La médiane des comptes normalisés (par normalisation individuelle) pour chaque 

ISG des témoins de Lille et de Lyon est présentée dans le Tableau 7. Pour des 

soucis de lisibilité, les résultats ont été arrondis au millième, mais la valeur exacte est 

utilisée pour le calcul du score interféron.  

 

IFI27 IFI44L IFIT1 ISG15 RSAD2 SIGLEC1 
Médiane 

témoins Lille 
0,014 0,051 0,084 0,218 0,035 0,007 

Médiane 
témoins Lyon 

0,008 0,055 0,116 0,217 0,050 0,007 

 
Tableau 7 : Médiane pour chaque ISG calculée dans la population témoins de Lille et témoins de Lyon. 
Les résultats ont été arrondis au millième  

Pour chaque ISG, les médianes des comptes normalisés sont très proches. Il est à 

noter que les comptes normalisés des ISG des témoins Lyonnais ont été réalisés à 

Lyon (extraction + nCounter Nanostring) alors que les comptes normalisés des ISG 

des témoins Lillois ont été réalisés à Lille (extraction + nCounter Nanostring). 
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b. Comparaison des scores interféron réalisés à Lille avec des témoins Lillois 

versus réalisés à Lille avec des témoins Lyonnais 

Nous avons réalisé une étude à Lille sur n = 53 patients comparant le score 

interféron calculé avec des témoins de Lille et des témoins de Lyon afin de s’assurer 

de la concordance des résultats. Dans les deux cas, les autres conditions d’analyse 

étaient similaires, à savoir l’utilisation de tube PAXgene et une normalisation 

individuelle pour le calcul du score interféron.  

Les résultats du coefficient de corrélation de Spearman entre les scores interféron 

calculés avec les témoins de Lille et ceux calculés avec les témoins de Lyon, sont 

présentés dans la Figure 30. 

 

 

Figure 30 : Résultat du calcul du r de Spearman et p entre les scores interféron réalisés à Lille calculé 
avec des témoins de Lyon et avec des témoins de Lille. 

Le r = 0.993 (IC95% [0.988 ; 0.996]) montre une très forte corrélation qui est 

statistiquement significative (p < 0.0001) entre les séries. 

Devant l’équivalence de l’utilisation des témoins de Lille ou de Lyon pour le calcul du 

score interféron au CHU de Lille, nous avons choisi d’utiliser les témoins de Lyon, ce 

qui permet une reproductibilité de mesure d’un centre à l’autre. 
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5. Comparaison entre Lille et Lyon dans les mêmes conditions d’analyse  

Afin de tenter de mieux comprendre le rapport de 2 retrouvé précédemment entre les 

scores interféron réalisés à Lille et ceux réalisés à Lyon dans les mêmes conditions 

d’analyse, nous avons réalisé une étude, sur n = 6 patients, afin de comparer: 

 - Le score interféron réalisé à Lille après extraction des ARN à Lille. 

  - Le score interféron réalisé à Lille après extraction des ARN à Lyon. 

  - Le score interféron réalisé à Lyon après extraction des ARN à Lyon. 

Dans tous les cas, les autres conditions d’analyse étaient similaires, à savoir 

l’utilisation d’un tube PAXgene, la réalisation d’une normalisation individuelle et 

l’utilisation de témoins lyonnais pour le calcul du score interféron. 

Les résultats des scores interféron sont présentés dans le Tableau 8. 

Score IFN Lille extraction 

Lille (date run 26/09/2023) 

Score IFN Lille extraction 

Lyon (date run 23/04/2024) 

Score IFN Lyon  

extraction Lyon 

46,88 80,71 82,90 

11,21 21,86 21,70 

0,58 0,89 1,00 

0,93 1,80 2,10 

8,05 12,42 18,20 

36,99 64,25 69,50 

Tableau 8 : Résultats des scores interféron réalisés à Lille après extraction à Lille et après extraction à 
Lyon, et de ceux réalisés à Lyon après extraction à Lyon.  

On remarque que les scores interféron obtenus à Lille après extractions des ARN à 

Lyon (run le 23/04/2024) sont bien plus proches de ceux obtenus à Lyon que les 

scores interféron obtenus à Lille après extraction des ARN à Lille (run le 26/09/2023). 

Le rapport de 2 qui existait entre les scores interféron de Lille et de Lyon tend à 

s’effacer. On en conclut que ce rapport de score interféron entre Lille/Extraction Lille 

et Lyon/Extraction Lyon des patients lillois n’est pas liée à la méthode de dosage, ni 

aux conditions d’analyses, ni à la méthode de calcul du score interféron. Elle pourrait 

s’expliquer par différentes hypothèses : une différence d’une étape en amont (à 
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savoir le transport des tubes PAXgene à Lyon ou une différence de méthode 

d’extraction entre les différents centres), ou une différence liée à une temporalité 

différente (changement de lot réactif).  

Cependant, comme détaillé précédemment, les ARN congelés sont stables au moins 

5 ans sur tube PAXgene, et les tubes envoyés à Lyon ont fait le trajet aller, tandis 

que les ARN extraits à Lyon et renvoyés à Lille ont fait le trajet aller-retour. Le 

transport des tubes PAXgene entre Lille et Lyon ne semble donc pas expliquer la 

différence entre les scores interféron de Lille et de Lyon.  

Nous avons suspecté une différence de protocole dans l’extraction des ARN entre 

Lille et Lyon puisque l’extraction à Lyon semble corriger le rapport de 2. Cependant, 

nous n’avons pas pu retrouver le protocole détaillé d’extraction de Lyon. De plus, le 

retour d’expérience montre qu’on tend à se rapprocher des résultats antérieurs de 

Lyon (chez les patients a priori stables dans leur pathologie, c'est-à-dire ni en 

poussée ni après initiation d’un traitement), sans aucun changement de protocole 

d’extraction de part et d’autre. Le rapport de 2 ne semble donc pas lié à une 

différence d’extraction entre les deux centres. 

La dernière hypothèse est sur la temporalité, les séries Lille/Extraction Lille et 

Lille/Extraction Lyon ayant été réalisées à des dates différentes (26/09/23 et 

23/04/24 respectivement), un lot de réactif défectueux (par exemple la cassette 

Nanostring) aurait pu être source d’un biais sur tout le lot. Comme nous étions en 

train de tester les différentes possibilités de contrôle positif à Lille, sur différents 

échantillons, ce type de biais lié à un lot réactif aurait pu nous échapper. C’est 

l’hypothèse qui nous parait la plus probable pour expliquer ce rapport de 2 entre les 

scores interféron réalisés à Lille et ceux de Lyon dans les mêmes conditions 

d’analyse pendant notre mise au point. 
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Bien que nos protocoles avec Lyon soient très proches, nous rappelons dans nos 

comptes-rendus de résultats de signature IFN que les résultats de Lille et Lyon ne 

sont pas superposables et qu’il faut en tenir compte dans le suivi du patient. 

 

6. Conclusion sur les conditions d’analyse 

L’ensemble des études comparatives entre Lille et Lyon pour chaque paramètre 

d’analyse nous permet de conclure sur les différentes conditions d’analyse à utiliser 

lors du calcul du score interféron à Lille. Ainsi, nous avons choisi d’utiliser le tube 

PAXgene, la normalisation individuelle et les témoins Lyonnais pour la réalisation du 

score interféron à Lille, ce qui correspond aux mêmes conditions d’analyse que Lyon. 

Pour rappel, dans ces conditions, nous avions un r = 1 statistiquement significatif (p = 

0.017) (Figure 28) pour les mêmes patients (n=5) entre les scores interféron réalisés 

à Lille et à Lyon. De plus, le rapport de 2 existant entre les scores interféron réalisés 

dans les mêmes conditions à Lille et à Lyon pendant notre mise au point s’explique 

probablement par un lot réactif défectueux.  
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Démarrage de l’activité au CHU de Lille 

Afin de démarrer l’activité de la réalisation de la signature interféron au CHU de Lille, 

un ensemble de documents concernant la qualité et de procédures ont dû être 

rédigés. Nous allons les présenter dans les différentes parties, en les classant selon 

qu’ils concernent le pré-analytique, l’analytique ou le post analytique. 

 

1. Pré-analytique 

a. Information aux prescripteurs du CHU de Lille et flashinfo pour les 

prescripteurs extérieurs 

Il a été nécessaire d’informer les médecins prescripteurs que l’analyse de la 

signature interféron, autrefois envoyée à Lyon, était désormais réalisée à l’Institut 

d’Immunologie du CHU de Lille.  

Nous avons donc envoyé un mail groupé aux prescripteurs habituels de signature 

interféron travaillant au CHU de Lille, ainsi qu’un flashinfo aux CH extérieurs 

présenté en Annexe 6.  

Dans ce mail, nous avons transmis le code informatique pour la prescription de 

l’analyse, ainsi que le type de tube à utiliser (PAXgene).  

Nous avons donné le contact de l’équipe logistique du Centre de Biologie Pathologie 

Génétique (CBP), qui gère la problématique de la commande et l’approvisionnement 

en tubes PAXgene pour les services et les CH extérieurs (cf c. Acheminement / 

gestion des tubes PAXgene). 

Nous avons également transmis en pièce jointe le bon de demande (Annexe 7) 

comprenant la feuille de renseignements cliniques qui doit être associée à chaque 

prescription, ainsi que le lien du site du catalogue des analyses du CBP sur lequel le 

trouver (cf b. Catalogue des analyses / Bon de demande). 
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Enfin, nous avons rappelé qu’étant donné le changement d’automate, il fallait 

interpréter avec précaution une éventuelle évolution du score interféron réalisé à Lille 

par rapport à un prélèvement antérieur analysé par Lyon. 

 

b. Catalogue des analyses / Bon de demande  

Le CBP du CHU de Lille tient un catalogue des analyses consultable en ligne sur 

internet. L’analyse « signature transcriptomique de l’interféron » a été ajoutée, 

permettant de diffuser diverses informations (type de contenant, conditions de 

transport, bon de demande, tarification) (66).  

Pour les services de soins du CHU de Lille prescrivant cette analyse, un tube 

PAXgene doit être envoyé au laboratoire dans les 24h à température ambiante. 

Les laboratoires extérieurs prescrivant cette analyse doivent nous faire parvenir un 

tube PAXgene congelé à -20°C. 

Dans les deux cas, le bon de demande (Annexe 7) doit être rempli et joint à la 

demande. Ce dernier reprend les informations du patient, du service prescripteur, 

rappelle les conditions de prélèvement, donne le contact du service d’immunologie 

du CHU de Lille où l’analyse est réalisée, indique l’adresse de réception du 

prélèvement pour les laboratoires extérieurs, et demande les renseignements 

cliniques. 

Les renseignements cliniques sont indispensables pour comprendre et interpréter le 

résultat. C’est pourquoi il est demandé aux prescripteurs de préciser l’indication de la 

prescription (diagnostic retenu ou suspecté), la présence ou non d’une phase de 

poussée de la maladie (augmentation du score interféron), la présence ou non d’une 

infection chronique ou sévère en cours ou récente (possible faux positif du score 
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IFN) et les traitements en cours à visée immunitaire (pouvant influer sur le score 

IFN). 

 

c. Acheminement / gestion des tubes PAXgene  

Comme nous l’avons déjà évoqué, l’acheminement des tubes PAXgene pour les 

demandes internes du CHU de Lille se fait à température ambiante dans les 24h, et 

se fait congelé à -20°C pour les demandes des laboratoires extérieurs. La gestion 

des tubes PAXgene se fait par l’équipe logistique du CBP. Elle s’occupe de la 

commande (13,20€ / unité) et de la distribution des tubes aux prescripteurs (dans les 

services de soins en interne et dans les laboratoires extérieurs). Au démarrage de 

l’activité, le laboratoire prend en charge l’achat et l’envoi des tubes PAXgene pour 

les services prescripteurs qui ne disposent pas de stock propre.  

 

2. Analytique 

Le document qualité interne du CHU de Lille reprenant les étapes de la réalisation 

technique de la signature interféron est présenté en Annexe 8. Il reprend le protocole 

d’extraction d’ARN, le protocole de la technique Nanostring, la récupération / 

traitement des données brutes ainsi que l’interprétation / validation du score 

interféron.  

L’organigramme reprenant la synthèse des étapes de la réalisation de la signature 

interféron au CHU de Lille est présenté dans la Figure 31. 
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Figure 31 : Résumé des différentes étapes nécessaires à l’étude de la signature interféron au CHU de 
Lille. Chaque étape est détaillée dans le document qualité en Annexe 8. 

 

a. Extraction d’ARN 

A leur arrivée dans le laboratoire du CHU de Lille, les tubes sont conservés dans un 

congélateur à -20°C. Si les tubes ont été conservés à +4°C ou congelés à -20°C, ils 

sont ramenés à température ambiante pendant deux heures avant de commencer la 

procédure d’extraction d’ARN. Si l’extraction est réalisée rapidement après le 

prélèvement (sans congélation préalable), les tubes doivent être conservés au moins 
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deux heures à température ambiante après le prélèvement sanguin afin d’assurer la 

lyse complète des cellules sanguines. 

Le protocole requiert un kit PAXgene Blood RNA kit, et est décrit en Annexe 8. Après 

l’extraction d’ARN, la densité optique est mesurée sur le Nanodrop afin d’obtenir la 

concentration d’ARN (nécessaire pour les calculs de volume lors du passage de 

l’échantillon sur le Nanostring) et la qualité d’ARN (A260/280 et A260/230). 

Si, pour un échantillon, la concentration d’ARN est inférieure à 15 ng/µL, un 

commentaire de non-conformité pour quantité insuffisante est ajouté et le 

prescripteur est prévenu afin qu’il envoi d’un nouveau prélèvement.  

 

b. Technique Nanostring 

Après extraction de l’ARN à partir d’un tube PAXgène, la quantification des ISG est 

réalisée grâce à la technologie Nanostring. Le mode opératoire se déroule sur 3 

jours.  

Le premier jour correspond à l’hybridation des sondes sur les ARN des ISG. La 

dilution de l’ARN du patient avec de l’eau « RNAse free » est réalisée directement 

dans le puits de la barrette afin d’obtenir un volume final égal à 7 µL. Les volumes 

sont calculés selon les formules suivantes : « Volume d’ARN (µL/200ng) = 200 / 

[ARN](ng/µL) » et « Volume d’eau RNAse free = 7µL – Volume d’ARN ». Le « Master 

Mix » est créé en reconstituant et en mélangeant : les sondes de capture spécifiques 

des ISG à doser, les sondes « Reporter » couplées aux billes de fluorescence, ainsi 

que les sondes étiquettes (code-barres) pour le multiplexage. 8 µL de Master Mix est 

ajouté dans chaque puits de la barrette. Enfin, la barrette est insérée dans un 

thermocycleur, qui effectue un cycle d’hybridation à 67°C qui dure 18h. 
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Le deuxième jour correspond à la purification et au comptage des ARN. La 

purification / préparation de la cartouche est réalisée sur la Prep Station Nanostring 

et va durer environ 3 heures. Cette station de préparation permet d’éliminer les 

sondes en excès de la barrette, et de transférer les couples ARN-ISG/sondes 

hybridés de la barrette en les alignant sur la cartouche. Une fois la cartouche prête, il 

ne reste plus qu’à l’insérer dans le nCounter de Nanostring pour que les décomptes 

bruts soient réalisés. Les résultats sont récupérés le lendemain matin (au troisième 

jour) sur l’automate nCounter sur une clef USB, importés dans le logiciel nSolver et 

traités afin de calculer le score interféron. Enfin, le technicien saisit les résultats de la 

série dans le logiciel de validation, et transmet la feuille de résultats correspondant à 

la série à valider au biologiste habilité. 

 

3. Post-analytique 

a. Validation biologique 

Les détails sont décrits dans la partie validation biologique du document qualité 

présenté en Annexe 8.  

 

Contrôles qualités (CQ) 

La première étape est la vérification et la validation des CQ. Il existe plusieurs 

niveaux de contrôle de la qualité : CQ des échantillons et CQ de la série. 

Afin de s’assurer de la fiabilité des résultats rendus par le spectrophotomètre 

Nanodrop, un contrôle qualité du dosage des acides nucléiques est passé 

quotidiennement. Le résultat est rentré dans l’URT (Unity Real Time, un logiciel 

permettant de suivre les CQ), par le technicien ayant réalisé l’extraction. Ce CQ est 
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validé quotidiennement par un biologiste habilité du secteur HLA au laboratoire 

d’immunologie du CHU de Lille. 

Pour chaque échantillon, un contrôle de la qualité de l’extraction est réalisé au 

moment du dosage des ARN sur le Nanodrop. Pour rappel, une extraction est dite de 

bonne qualité si le ratio A260/280 est proche de 2, et A260/230 est proche de 1.8. En cas 

de rapport < 0.8, un commentaire correspondant à une anomalie de l’extraction sera 

ajouté sur le compte rendu. 

Au moment du passage sur le Nanostring, des sondes positives et négatives sont 

ajoutées dans les réactifs de chaque échantillon. Elles permettent de détecter un 

problème au niveau de la qualité de l’échantillon et de la série. En cas de problème, 

un drapeau apparait dans le logiciel nSolver au niveau de l’une des colonnes au 

moment de la génération des décomptes bruts. Si ce drapeau apparait dans la 

colonne « Imaging QC flag », il est possible de recommencer uniquement la lecture 

de la cartouche sur le Nanostring. Sinon, il est nécessaire de repasser l’échantillon 

sur une autre série ou de demander un nouvel échantillon de contrôle au 

prescripteur. 

Pour chaque série, un contrôle qualité interne (CQI), obtenu à partir d’un pool de 

patients connus pour avoir un score interféron aux alentours de 4 (cf 4. Contrôles 

positifs), est analysé en parallèle des patients. Le résultat du CQI est saisi par le 

technicien dans l’URT, et validé par le biologiste. 

 

Interprétation du score interféron 

Pour chaque patient, le biologiste de validation vérifie la saisie manuelle de la valeur 

du score interféron effectuée par le technicien.  

Ensuite, le score interféron est interprété comme suit : 
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 Si < 2.3 : « Score interféron négatif. » 

 Si [2.3-3.2] : « Score interféron faiblement positif (compris entre 2.3 et 3.2). A 

contrôler sur un nouveau prélèvement en fonction du contexte clinique. » 

 Si > 3.2 : « Score interféron positif : élévation des ISG (interferon stimulated 

genes) par rapport à une population de témoins. » 

 

Enfin, un commentaire peut être ajouté si besoin en fonction des situations : 

 Si le délai d’acheminement n’a pas été respecté, l’analyse n’est pas réalisée 

et le commentaire suivant est ajouté sur le compte rendu « Le résultat du 

score interféron ne peut être rendu en raison d’un délai pré-analytique non 

respecté. » 

 En cas de mauvaise qualité d’extraction (A260/280 ou A260/230 < 0.8), le 

commentaire suivant est ajouté sur le compte rendu : « La qualité de 

l’extraction de l’ARN de l’échantillon n’est pas optimale, augmentant 

l’incertitude du résultat. » 

 Si les comptes normalisés des gènes de ménage ne sont pas similaires à 

ceux de la population générale, il faut ajouter le commentaire suivant 

« Expression des gènes de ménage différente de celle observée dans la 

population générale augmentant l’incertitude du résultat. » 

Une fois que le score interféron est renseigné dans le dossier informatique du 

prélèvement et vérifié, que l’interprétation est complétée et que les éventuels 

commentaires ont été ajoutés, le biologiste peut valider l’analyse.  
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b. Facturation 

La réalisation de la signature interféron n’est pas un examen inscrit à la 

nomenclature NABM. Le guide des analyses en immunologie (67), dans la fiche 12.2, 

mentionne le dosage des IFN de type 1 ainsi que  l’identification d’une signature IFN 

périphérique par quantification des ARNm issus de gènes dont l’expression est 

induite par les IFN de type 1. Cependant, sur le site de l’Assurance Maladie 

reprenant la table nationale de codage de Biologie (68), la signature interféron n’est 

pas un acte inscrit à la nomenclature NABM. 

A Lyon, l’acte est tarifié en BHN700 (B700 hors nomenclature), nous avons donc 

choisi de fixer la même tarification.  
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Retour d’expérience 

1. Résultats patients 

L’analyse de la signature interféron a débuté le 1er novembre 2023 au CHU de Lille. 

Nous avons recueilli les données de chaque patient analysé sur 6 mois (jusqu’au 1er 

mai 2024) : origine de la demande, contexte clinique, antériorité. 

Au total, sur la période des 6 premiers mois du lancement de l’activité au CHU de 

Lille, nous avons reçu 386 prescriptions de signature interféron (services de soins du 

CHU de Lille et CH extérieurs). Parmi ces 386 demandes, 30 d’entre-elles ont été 

rejetées pour non-conformité et 356 résultats ont été analysés et rendus.  

Sur ces 356 résultats rendus, 86.8% (soit 309 analyses) provenaient de services de 

soins du CHU de Lille, tandis que 13.2% (soit 47 analyses) étaient des prescriptions 

provenant des CH extérieurs. La répartition ainsi que le nombre d’analyses de 

signature interféron réalisées au CHU de Lille sur les 6 premiers mois en fonction 

des sites prescripteurs sont présentés dans la Figure 32.  
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Figure 32 : Répartition des résultats de l’analyse de la signature interféron réalisée à Lille en fonction des 
sites prescripteurs. 

Nous avons également étudié la répartition des prescriptions de la signature 

interféron en fonction des spécialités des services de soins du CHU de Lille. Sur 323 

demandes, la grande majorité a été prescrite par le service de médecine interne (247 

prescriptions, soit 76.5% des demandes). S’en suivent les services de pédiatrie (47 

prescriptions soit 14.6% des demandes, dont 28 prescriptions provenant de la 

pédiatrie générale soit 8.7% et 19 prescriptions venant de la neuropédiatrie soit 

5.9%), et de dermatologie (13 prescriptions soit 4% des demandes). La répartition 

des prescriptions de la signature interféron en fonction des services de soins du CHU 

de Lille est présentée dans la Figure 33. 
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Figure 33 : Répartition des services de soins prescripteurs de la signature interféron au CHU de Lille.  

De même, nous avons étudié la répartition du nombre d’analyses de la signature 

interféron en fonction de l’indication clinique. Les indications cliniques renseignées 

sur le bon de demande étaient soit une suspicion diagnostique, soit un suivi de 

pathologie déjà diagnostiquée. Par souci de classement, nous avons regroupé à la 

fois les pathologies suspectées et diagnostiquées sous le nom de la pathologie ou du 

groupe de pathologies concernées. Sur les 356 résultats rendus par le CHU de Lille, 

la majorité était prescrite dans le cadre d’un LS (169 analyses soit 47.5%). La 

répartition des indications cliniques des analyses de signature interféron rendues par 

le CHU de Lille sur les 6 premiers mois est présentée dans la Figure 34.  
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Figure 34 : Répartition des indications cliniques renseignées sur le bon de demande pour les analyses de 
la signature interféron rendues par le CHU de Lille. Pour chaque catégorie, les suspicions diagnostiques 
et les suivis +/- sous traitement ont été regroupés. 

 

2. Nombre de demandes depuis le démarrage d’activité 

Le nombre croissant de prescriptions de l’analyse de la signature interféron à Lille 

était un argument clef pour la réalisation de l’analyse au laboratoire du CHU de Lille. 

Le nombre annuel de demandes d’analyse de la signature interféron prescrit par Lille  

depuis l’année 2020 est présenté dans la Figure 35. Pour chaque année, nous 

précisons où la demande a été analysée (Lyon / Lille). Le nombre prévisionnel de 

résultats pour l’année 2024 a été calculé en se basant sur le nombre d’analyses 

rendues sur les 4 premiers mois. 
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Figure 35 : Nombre de résultats rendus, respectivement par les laboratoires de Lille et de Lyon, de 
l’analyse signature interféron émanant des demandes de Lille, par année. Pour l’année 2024, les 261 
résultats rendus par Lille correspondent aux 4 premiers mois (période du 1

er
 janvier 2024 au 30 avril 

2024). Nous nous sommes basés sur ces résultats pour le calcul prévisionnel des 8 mois restants (522) 
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Discussion 

 En résumé, les IFN de type 1 sont des cytokines clefs dans le fonctionnement 

du système immunitaire et notamment pour l’élimination de cellules infectées par des 

virus (1). Sous certaines conditions de stress (par exemple une infection virale), un 

signal est transduit dans le noyau des cellules afin d’activer les IRF, qui vont eux 

même augmenter la synthèse et la sécrétion extracellulaire des IFN (Figure 1). L’IFN, 

après fixation sur son récepteur IFNAR, va activer la voie de signalisation intra-

cellulaire JAK/STAT, ce qui aboutit dans le noyau à l’activation de la transcription 

d’une centaine d’ISG (6) (10) (Figure 2). Ces ISG codent pour des protéines qui ont 

plusieurs rôles : effecteurs antiviraux, régulateurs positifs et négatifs. Cependant, une 

augmentation inadaptée, importante et chronique des IFN de type I est délétère et 

responsable de symptômes cliniques (12). Ce phénotype est regroupé sous le terme 

d’interféronopathies, qui peuvent être héréditaires (par mutation génétique 

constitutionnelle) ou acquises (par dérégulation de la voie de signalisation de l’IFN). 

Ces interféronopathies peuvent être traitées par différentes catégories 

médicamenteuses : les anti-rétroviraux (notamment les inhibiteurs de transcriptase 

inverse), les inhibiteurs de cGAS, les Ac anti-IFNα et anti-récepteur de l’IFN de type 

1, les vaccins kinoïdes permettant la production d’Ac anti-IFNα par le patient, les 

inhibiteurs de JAK et les Ac anti-interleukine (24) (Figure 5). L’efficacité clinique est 

variable en fonction des molécules et des pathologies. Certains traitements sont déjà 

prescrits dans cette indication et ont une réponse clinique et biologique prouvée, 

tandis que d’autres sont encore en cours de développement. 

  Il est intéressant de développer un test capable de quantifier le taux circulant 

d’IFN de type 1. Cependant, la concentration sérique en IFN étant de l’ordre du 

fg/mL, elle n’est pas accessible aux techniques conventionnelles de dosage direct en 
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ELISA qui ne sont pas assez sensibles. La signature interféron est une mesure 

indirecte du taux d’IFN circulant par la quantification des ARNm transcrits par les 

ISG. Les ISG ont un fold change significatif entre les patients atteints 

d’interféronopathie et les témoins sains. Le choix et le nombre des ISG à quantifier 

sont basés sur une étude princeps, qui a retenu le sous-groupe des 6 ISG les plus 

exprimés chez les patients atteints d’interféronopathie par rapport aux témoins sains 

(41). Ces ISG retenus sont : IFI27, IFI44L, IFIT1, ISG15, RSAD2 et SIGLEC1. 

Depuis, la plupart des travaux à propos de la signature IFN utilisent ces 6 ISG pour le 

calcul du score IFN.  

  La méthode de quantification des ARNm transcrits des ISG considérée 

comme le gold standard pour étudier la signature interféron est la RT-qPCR. 

Cependant, il s’agit d’une technique longue, et les étapes de rétrotranscription et 

d’amplification peuvent être source de potentiels biais. La technologie Nanostring est 

une nouvelle technique de dosage direct des ARNm des ISG. Après une étape de 

lyse cellulaire, l’ARN est extrait. Cette technique utilise des sondes qui comportent 

deux parties : une partie pour la capture de l’ARN cible, et l’autre partie couplée à un 

code barre (association de billes de différentes fluorescences) qui assure la 

spécificité de la sonde. L’utilisation de différentes sondes couplées à des codes-

barres différents permet de multiplexer, donc de quantifier simultanément plusieurs 

ARNm-ISG (Figure 15). L’équivalence entre le gold standard pour la réalisation de la 

signature interféron a été démontrée. 

  La signature interféron apporte une aide au diagnostic des interféronopathies 

(Figure 10), et permet un suivi des phases de poussée et un suivi des patients sous 

traitement. De plus, le taux basal a un rôle pronostique (risque de poussée dans le 
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LS (51)) et prédictif de réponse au traitement (réponse au Rituximab dans la PR 

(52)). 

 La réalisation de la signature interféron par technologie Nanostring n’était 

réalisée jusqu’ici qu’au CHU de Lyon, qui l’a mise en place en routine en 2018. 

L’Institut Imagine à Paris réalise également cette analyse mais dans le cadre de la 

recherche, en quantifiant un plus grand nombre d’ISG pour le calcul du score. Face à 

l’intérêt de la signature interféron et devant des demandes croissantes émanant des 

services de soins du CHU de Lille, le but de ce travail était la mise en place de 

l’analyse de la signature interféron à l’Institut d’Immunologie du CHU de Lille en 

utilisant la technologie Nanostring. Nous avons donc étudié les conditions pré-

analytiques (contenant, transport, conservation, protocole d’extraction) et analytiques 

(gènes de ménage, normalisation, seuil de positivité, constitution d’un contrôle positif, 

témoins) en les comparant avec celles utilisées à Lyon. Nous avons également 

travaillé sur les étapes post-analytiques : information aux prescripteurs, création d’un 

bon de demande, gestion et validation des contrôles qualités, interprétation et rendu 

des résultats.  

 

 La mise au point de la technique a nécessité des choix sur les paramètres 

utilisés au niveau pré-analytique, analytique et post-analytique.  

 Le tube utilisé pour recueillir le sang contenant les ARN à doser est un 

élément important pour la qualité du résultat. Pour le choix des tubes, nous nous 

sommes demandé quelles sont les différences entre les tubes EDTA, classiquement 

utilisés pour travailler sur sang total, et les tubes PAXgene, contenant un stabilisateur 

de l’ARN.  
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Nous avons donc décidé d’utiliser le tube PAXgene pour la réalisation de la signature 

interféron en routine à Lille car : 

- il offre une meilleure stabilité d’ARN in vitro et donc une conservation avantageuse 

(stable jusqu’à 3 jours à 18-25°C et jusqu’à 5 jours à 2-8°C) par rapport au tube 

EDTA (instabilité dès 24h) (56) (Figure 20). 

 - il est possible de le transporter congelé à -20°C par navette alors qu’il n’est pas 

possible de transporter les tubes EDTA congelés à -80°C en carboglace par navette. 

 - il n’y a pas de différence significative en comparant la quantité et la qualité des 

ARN après extraction sur tube PAXgene et sur tube EDTA (Figure 22). 

 - lors de nos tests comparatifs de score interféron avec Lyon, on obtient un meilleur 

coefficient de corrélation de Spearman avec les tubes PAXgene qu’avec les tubes 

EDTA (r = 1 versus r = 0.92). 

 La normalisation sur les gènes de ménage permet de comparer des comptes 

entre patients, témoins et contrôles, même si les concentrations initiales en ARN sont 

différentes.  

Concernant le choix des gènes de ménage, il est recommandé d’en utiliser 3 et de 

normaliser sur la moyenne géométrique qui est moins sensible aux valeurs extrêmes 

par rapport à la moyenne arithmétique (62) (63). Nous avons choisi d’utiliser l’actine-

β, l’HPRT1 et la POLR2A, qui sont également les gènes de ménage utilisés à Lyon, 

ce qui permet d’harmoniser nos pratiques.  

La normalisation individuelle rapporte le décompte brut d’un ISG d’un patient par 

rapport aux gènes de ménage de ce même patient, alors que la normalisation 

réalisée par le logiciel nSolver rapporte un ISG d’un patient aux gènes de ménage de 

tous les patients de la série.  
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Lors des tests comparatifs des scores interféron avec Lyon, bien que dans les deux 

cas il existe une bonne corrélation statistiquement significative, on remarque qu’avec 

la normalisation logicielle les scores interféron sont plus éloignés (environ divisé par 

8 par rapport à Lyon) qu’avec la normalisation individuelle (environ divisé par 2 par 

rapport à Lyon) (Tableau 6). De plus, on remarque que le CV% est bien plus élevé 

pour le contrôle positif avec une normalisation logicielle par rapport à une 

normalisation individuelle (22.6 contre 3.79) (Figure 29). Il y a donc moins de 

dispersion avec la normalisation individuelle, c’est pourquoi nous avons choisi ce 

type de normalisation pour la réalisation de la signature interféron en routine au CHU 

de Lille. 

  L’analyse de la signature interféron rendant un score quantitatif, il est 

nécessaire de déterminer un seuil de positivité. Or, il n’existe pas de consensus dans 

la littérature pour définir ce seuil. La plupart des études le fixe en utilisant la moyenne 

des témoins sains + 2DS. Une étude réalisée à Vancouver avait défini un seuil à 1.72 

sur les tubes PAXgene et à 2.25 sur les tubes Tempus par Nanostring (64), une 

autre étude avait défini un seuil à 2.47 sur tube PAXgene par RT-qPCR (38). L’étude 

réalisée à Lyon trouvait un seuil de positivité de 2.30 (45), avec de bonnes 

performances diagnostiques (Se = 90.5%, VPN = 96.6%). Dans l’étude réalisée à 

Lille, nous avons trouvé un seuil à 2.05 en utilisant les témoins sains lillois (Tableau 

4), ce qui est concordant avec la littérature. Cependant, nous avons choisi de nous 

aligner sur le seuil de 2.30 (moyenne des témoins sains de Lyon + 2 DS) utilisé à 

Lyon car (i) il est proche du nôtre, (ii) comme expliqué ci-dessous, nous utilisons les 

témoins sains lyonnais et (iii) cette harmonisation nous permettra de comparer au 

mieux les résultats entre les 2 centres.  
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De même, pour le calcul du score interféron, le fold change de chaque ISG du 

patient est calculé en rapportant le décompte normalisé de l’ISG à la médiane de cet 

ISG chez des témoins sains. Nous avons donc regardé s’il existait une différence 

entre les médianes des ISG des témoins sains de Lille et de Lyon, et s’il y avait un 

impact sur le calcul du score interféron. Pour chaque ISG, les données montrent que 

les médianes des comptes normalisés sont très proches (Tableau 7). De plus, la 

comparaison des scores interféron de Lille en utilisant les témoins de Lille ou de 

Lyon montre une très forte corrélation qui est statistiquement significative (Figure 30). 

Devant l’équivalence de l’utilisation de témoins de Lille ou de Lyon pour le calcul du 

score interféron au CHU de Lille, nous avons choisi d’utiliser les témoins de Lyon, ce 

qui permet une reproductibilité de mesure d’un centre à l’autre. 

  Dans chaque série, le passage d’un contrôle positif permet de s’assurer que le 

Nanostring est capable de rendre un résultat positif d’un échantillon attendu comme 

positif, et de vérifier la reproductibilité des résultats d’un run à l’autre. 

Nous avons commencé par créer notre contrôle positif en utilisant du sang de 

donneurs sains de l’EFS prélevé sur tube EDTA et stimulé par de l’IFN. On remarque 

une bonne reproductibilité et une stabilité des résultats pour chaque échantillon de 

contrôle positif (CV% égal à 7.97%, 4.96% et 3.79% respectivement) (Tableau 5, 

Figure 25). Cependant, les scores obtenus avec les contrôles créés par sang de 

l’EFS stimulé par de l’IFN sont difficiles à prédire et sont bien plus élevés que le seuil 

de positivité. Or, il est intéressant d’avoir un contrôle positif autour du seuil 

décisionnel (donc viser plutôt un score de 3-4) afin de s’assurer qu’on est en mesure 

de détecter les patients faiblement positifs. 

Nous sommes ensuite passés sur la préparation d’un contrôle positif à partir d’un 

pool de patients positifs connus avec une signature interféron aux alentours de 4. 
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Cela a pour avantage d’être plus proche du seuil de positivité. Après 20 passages, 

nous obtenons une bonne reproductibilité et une bonne stabilité avec un CV% = 

6.12% (Figure 26). Nous avons choisi d’utiliser un contrôle positif en poolant des 

patients connus ayant un score interféron autour de 4. 

  L’étude comparative dans les mêmes conditions d’analyse que Lyon, à savoir 

l’utilisation d’un tube PAXgene, l’utilisation d’une normalisation individuelle et des 

témoins lyonnais pour le calcul du score interféron, avait une bonne concordance 

statistiquement significative, mais les scores calculés à Lille (série du 26/09/23) 

étaient environ divisés par 2 par rapport à Lyon (Figure 28). 

Nous avons envoyé nos tubes PAXgene à Lyon afin qu’ils réalisent l’extraction et 

nous renvoient les ARN pour calcul du score. Cette série (réalisée le 23/04/24) 

retrouve des scores bien plus proches de ceux de Lyon, et on remarque que le 

rapport de 2 tend à disparaitre (Tableau 8). L’hypothèse la plus probable retenue est 

un lot de réactif défectueux sur la série du 26/09/23, qui aurait entrainé un biais 

systématique non détecté car nous étions en train de tester différents contrôles 

positifs.  

  Au total, pour la mise au point de la technique de l’analyse de la signature 

interféron au CHU de Lille, nous avons fait les choix suivants : 

- prélèvement sur tube PAXgene 

- ARN extrait manuellement en utilisant le PAXgene® Blood RNA kit, avec 

vérification de la quantité et la qualité des ARN sur le nanodrop 

- décompte brut des ISG réalisé par le nCounter par série de 11 en ajoutant 

un contrôle positif composé d’un pool de patients 

- chaque ISG est normalisé individuellement sur la moyenne géométrique des 

3 gènes de ménage, le fold change de chaque ISG est calculé en rapportant le 
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compte normalisé sur la médiane de cet ISG des témoins lyonnais, et le score 

interféron est calculé en réalisant la médiane des fold change des 6 ISG pour chaque 

patient.  

- interprétation du score interféron en fonction du seuil de positivité de 2.3 

comme à Lyon.  

 

  Le démarrage de l’activité de l’analyse en routine en novembre 2023 a 

nécessité la rédaction d’un ensemble de documents d’information, de documents 

qualités et de procédures. 

  Concernant le pré-analytique, nous avons envoyé un mail groupé aux services 

prescripteurs du CHU de Lille, ainsi qu’un flashinfo aux CH périphériques afin de les 

informer que l’analyse de la signature interféron, jusqu’alors envoyée à Lyon, était 

désormais réalisée à l’institut d’immunologie du CHU de Lille (Annexe 6). Nous 

avons rappelé les conditions pré-analytiques (envoi d’un tube PAXgene à 

température ambiante dans les 24h pour les demandes émanant des services de 

soins du CHU de Lille, envoi congelé à -20°C pour les CH périphériques). Nous 

avons également créé et transmis le bon de demande à joindre avec chaque 

prescription (Annexe 7). Celui-ci permet de renseigner des éléments cliniques, 

notamment l’indication de la prescription, la présence ou non d’une phase de 

poussée de la maladie ainsi que la présence ou non d’une infection.   

Nous avons mis à jour le catalogue des analyses consultables en ligne en y ajoutant 

l’analyse du score IFN (66). Sur cette page web, les prescripteurs peuvent retrouver 

les informations pré-analytiques (type de contenant, conservation, transport), ainsi 

que le bon de demande. 
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  Concernant l’analytique, nous avons rédigé le protocole d’extraction manuel 

réalisé par série de 6 avec le PAXgene Blood RNA kit (Annexe 8).  

Nous avons également rédigé le mode opératoire de la réalisation du score 

interféron (Annexe 8). 

  Concernant le post analytique, nous avons rédigé les règles de validation. La 

validation des CQ sont effectués par le biologiste. Il vérifie la saisie manuelle de la 

valeur et l’interprétation du score interféron puis ajoute un commentaire si besoin. 

Sur le compte rendu, il est rappelé qu’il faut interpréter avec précaution une 

éventuelle évolution du score interféron réalisé à Lille par rapport à un prélèvement 

antérieur analysé par Lyon. La signature interféron n’étant pas un acte inscrit à la 

NABM (68), la facturation de l’analyse est tarifiée en BHN700, comme à Lyon.  

 

  Nous avons recueilli sur 6 mois les données de chaque demande de signature 

interféron : origine de la demande, contexte clinique, existence et valeur d’une 

éventuelle antériorité. 

Nous avons reçu 386 prescriptions de signature interféron (services intérieurs du 

CHU de Lille et laboratoires extérieurs). Trente d’entre elles ont été rejetées pour 

non-conformité, nous avons donc rendu 356 analyses. Les prescriptions internes aux 

services de soins du CHU de Lille représentent 86.8% des analyses (soit 309 

analyses), tandis que 13.2% (soit 47 analyses) proviennent des laboratoires / CH 

extérieurs (Figure 32). 

Sur les 323 demandes de services de soins du CHU de Lille, la grande majorité a été 

prescrite par le service de médecine interne (247 prescriptions soit 76.5% des 

demandes de l’intérieur). Sur les 356 résultats rendus par le CHU de Lille, la majorité 
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était prescrite dans le cadre d’un LS (suspicion diagnostique ou suivi) (169 analyses 

soit 47.5%) (Figure 33). 

Le nombre croissant de prescriptions de l’analyse de la signature interféron à Lille 

(CHU Lille et laboratoires/CH périphériques) était un argument clef pour la réalisation 

de l’analyse au laboratoire du CHU de Lille. Les prévisions de résultats rendus par le 

laboratoire de Lille pour l’année 2024 sont de 783 analyses, ce qui confirme la 

tendance à l’augmentation des années précédentes (Figure 35). 
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Conclusion et perspectives 

  

 La mise en place de l’analyse en routine de la signature interféron à l’Institut 

d’Immunologie du CHU de Lille est un succès et permet de répondre à des 

demandes croissantes. Cette thèse a permis de s’approprier chaque étape de la 

technologie de Nanostring, du pré-analytique au post analytique, en passant 

notamment par la compréhension de chaque paramètre et du calcul du score lors de 

la phase analytique. 

 

 Devant l’augmentation croissante des demandes de l’analyse de signature 

interféron, l’extraction manuelle d’ARN est fastidieuse. Il existe un protocole 

d’extraction automatisé en utilisant le PAXgene blood RNA kit. Celui-ci permet 

d’extraire 12 échantillons en 2h30 (comprenant la manipulation initiale des tubes 

PAXgene, à savoir centrifugations, lavage du culot et remise en suspension), avec 

une durée de manipulation par le technicien beaucoup plus faible que pour le 

protocole manuel. Nous avons donc pour projet d’automatiser l’extraction d’ARN, ce 

qui sera plus adapté à la routine et à un nombre croissant de demandes.  

Pour cela, une nouvelle plateforme d’extraction va être mise en place sur le plateau 

commun de biologie moléculaire du CHU de Lille, qui sera dotée de 2 robots 

pipeteurs STARlet Hamilton (1 dédié à l’ADN et 1 à l’ARN) et de 3 extracteurs 

MagnetaPure 32 Plus (2 dédiés à l’extraction d’ADN et 1 à l’extraction d’ARN). Il est 

prévu qu’à terme, la plateforme permette d’extraire de l’ARN à partir de tube 

PAXgene pour nos analyses de signature interféron. 

 

 



88 
 

La mise en place de cette analyse amène de nouvelles perspectives.  

Elle permet notamment la réalisation d’études cliniques au niveau du CHU de Lille. 

Dans ce cadre, un travail analysant la signature interféron au cours de la 

sclérodermie systémique va bientôt débuter. Elle vise à étudier la corrélation entre le 

score interféron et les caractéristiques cliniques de la maladie. 

 

Lors de notre mise au point, nous avons choisi à plusieurs reprises d’utiliser des 

conditions d’analyse similaires à Lyon (témoins Lyonnais, normalisation individuelle, 

seuil de positivité), afin d’harmoniser nos pratiques et de comparer au mieux nos 

résultats. Nous projetons de mettre en place avec Lyon des échanges inter 

laboratoires (EIL), ce qui permettrait d’évaluer en continu la reproductibilité des 

centres, afin notamment de détecter d’éventuelles dérives. 

 

Enfin, nous avons centré notre démarche pour la mise en place de la signature 

interféron de type 1. Qu’en est-il de l’IFN de type 2 ? L'IFNγ, est une cytokine 

essentielle à l'immunité innée et adaptative contre les infections virales, certaines 

bactéries (notamment intracellulaires comme M.tuberculosis) et certains agents 

pathogènes unicellulaires. L'expression anormale d'IFNγ est associée à un certain 

nombre de maladies auto-inflammatoires et auto-immunes. Une étude a mis en 

évidence une élévation significative du taux d’IFNγ dans la DM et la polymyosite 

(PM) (69). De plus, d’autres auteurs ont étudié les sous-populations de lymphocytes 

T et de cellules dendritiques présents dans les biopsies musculaires de patients 

atteints de DM et de PM, ainsi que l’expression de l’IFNγ, de l’IL17, et de la réponse 

à l’injection d’immunoglobulines en intraveineux (IgIV) (70). Dans la biopsie 

musculaire, les résultats montrent une augmentation significative du nombre de 
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cellules produisant de l’IFNγ chez les patients non répondeurs à l’IgIV. Ainsi, une 

signature interféron de type 2 pourrait avoir un intérêt diagnostique et prédictif de 

réponse au traitement par IgIV dans certaines myosites. Il semblerait donc 

intéressant de mettre au point une signature interféron de type 2 avec la technologie 

Nanostring par quantification directe des ARN dont la synthèse est augmentée par 

l’IFNγ afin d’élargir cette méthode à d’autres pathologies. 
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Annexes 

Annexe 1 : Protocole d’extraction manuelle de l’ARN avec le kit « PAXgene 

blood RNA kit » à partir de tube PAXgene 

 

Annexe 1 : Procédure manuelle d’extraction PAXgene Blood RNA (71) 

 

Le protocole manuel, après centrifugation, lavage et remise en suspension du culot, 

utilise le kit « PAXgene blood RNA kit » en passant par une étape de lyse, de 

fixation, de lavage et d’élution. 
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Annexe 2 : Protocole d’extraction automatisée de l’ARN avec le kit « PAXgene 

blood RNA kit » sur QIAcube à partir de tube PAXgene 

 

Annexe 2 : Procédure automatisée d’extraction PAXgene Blood RNA sur QIAcube (71) 

Le QIAcube est un automate équipé d’un agitateur et d’une centrifugeuse, qui peut 

prendre en charge 12 échantillons. Il est capable de réaliser des étapes de lyse, de 

fixation, de lavage et d’élution, permettant d’utiliser le PAXgene Blood RNA Kit pour 

la purification d’ARN. Le protocole automatisé de purification de l’ARN consiste en 2 

parties : Partie A et Partie B, avec une brève intervention manuelle entre les 2 parties 

(71)  

Le culot d’acides nucléiques centrifugé, lavé et remis en suspension est transféré du 

tube PAXgene dans des tubes de traitement, qui sont placés sur l’agitateur 

thermique du QIAcube. L’automate réalise la partie A du protocole jusqu'à l’élution de 
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l’ARN dans le tampon d’élution. Le technicien transfère alors les tubes de 

microcentrifugation qui contiennent l’ARN purifié dans l’agitateur thermique du 

QIAcube, puis l’automate réalise la partie B du protocole en effectuant la 

dénaturation thermique (71).  
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Annexe 3 : Protocole d’extraction automatisée de l’ARN avec le kit « QIAamp 

RNA Blood Mini » sur QIAcube à partir de tube EDTA 

 

Annexe 3 : Procédure d’extraction QIAamp RNA Blood Mini (72) 
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Annexe 4 : Protocole stimulation de sang EDTA de témoin par de l’IFNγ 

 

Annexe 4 : Protocole stimulation de sang EDTA témoin par de l’IFNγ. Les calculs des concentrations et 
des volumes ont été réalisés afin qu’1mL de sang soit stimulé par 40 000UI d’IFNγ. 
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Annexe 5 : Résultats de l’étude des scores interféron réalisés sur tube EDTA à 

Lille et sur tube PAXgene à Lyon 

Score IFN LILLE EDTA Score IFN Lyon PAXgene 
18,78 24,2 
1,18 2,7 
4,34 9,8 
0,99 1,3 

28,15 41,9 
2,8 6,5 

2,18 3,2 
20,23 23,7 
0,88 1,2 
0,93 1,2 
21,4 32,6 

30,58 37,3 
17,91 19,9 

5,5 5,8 
2,48 3,5 
2,25 6,5 

16,19 50,1 
1,71 1,9 

13,62 13,9 
4,62 6,3 
3,88 9,4 

24,75 55,2 
0,86 1,5 
0,89 1,1 
14,9 22,8 
2,13 2,6 
0,63 0,9 
1,5 2,6 

8,28 14,8 
4,01 22,1 
40 57 

7,11 6,5 
4,34 3,9 
0,7 1,3 

1,71 1,3 
20,53 31,2 
1,35 2 
1,58 1,1 
5,52 1,4 
0,51 1,3 
1,03 1,1 
1,38 2,1 

45,73 53 
2,33 3,8 

Annexe 5 : Résultats de l’étude des scores interféron réalisés sur tube EDTA à Lille et sur tube PAXgene 
à Lyon, n=44. Chaque ligne représente un patient.  
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Annexe 6 : Flashinfo à propos de la mise en place de l’analyse de la signature 

interféron au CHU de Lille 
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Annexe 7 : Bon de demande pour la réalisation de la signature interféron 
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Annexe  8 : Synthèse de la procédure de l’étude de la signature interféron
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