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Résumé 

Les Th17, un sous-type de lymphocytes T (LT) CD4+, sont impliqués dans la pathogenèse de 

différentes maladies inflammatoires chroniques dont la Bronchopneumopathie Chronique 

Obstructive (BPCO) qui est associée au tabagisme; les mécanismes responsables ne sont pas 

connus.  Les susceptibilités différentes au stress oxydatif des LT conventionnels (Tconv) et 

régulateurs (Treg) et l’existence de LT circulants sénescents chez les fumeurs supposent que 

les Th17 seraient plus sensibles à la sénescence que les autres sous-populations en raison 

d’une susceptibilité accrue aux agressions oxydatives.  Nous avons donc comparé les profils 

oxydatifs et l’expression des marqueurs de sénescence des sous-populations de LT issus 

d’individus sains traités par du condensat de fumée de cigarette (CFC). Nos données 

indiquent un lien entre l’augmentation du taux d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) par le 

CFC et l’induction de l'expression de p16 dans les Tconv en particulier dans les Th17. Cette 

susceptibilité particulière des Th17 à la sénescence induite par le tabac pourrait contribuer au 

caractère inflammatoire des LT dans la BPCO ; une piste importante à explorer serait de 

déterminer le rôle de l’Il-4i1, une enzyme synthétisant des ERO, surexprimée dans les Th17. 

 

Mots clés : Th17, Tabagisme, BPCO, ERO, sénescence, IL-4i1, inflammation. 

 

Abstract 

Th17, a subtype of T Lymphocytes CD4+, are implicated in different chronic inflammatory 

diseases like Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) which is related disease to 

smoking; the mechanism is unknown. The different susceptibility to oxidative stress of 

regulators (Treg) and conventional T lymphocytes (Tconv) and the existence of senescent T 

Lymphocytes (LT) in smokers may imply that Th17 are more susceptible to senescence 

compared to Treg because of their more susceptibility to oxidative stress. So we have 

compared the level of reactive oxygen species (ROS) and the expression of senescence 

markers of LT sub type treated with cigarette smoke extract (CSE). Our results show that 

there is a link between the increase of ROS induced by CSE and the induction of p16 in Th17. 

This susceptibility of Th17 to senescence induced by tobacco could participate in the 

inflammatory process driven by LT in COPD; a better understanding of IL-4i1, an enzyme 

implicated in the production of ROS and overexpressed in Th17 will help. 

 

Key words: Th17, Smoking, COPD, ROS, senescence, IL-4i1, inflammation. 
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Abréviations 

 

 
1
O2 : oxygène singulet   

7-AAD : 7-actinomycin D 

BPCO : Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive  

Carboxy-DCF-DA  : 5-(and-6)-carboxy-2',7' -dichlorofluorescein  
CFC : condensate de fume de cigarette 

CMF : Cytométrie en flux 

DHE  : Dihydroéthidine 

ERO: espèces réactives de l’oxygène 

FCCP  : carbonylcyanide-p-trifluorométhoxy-phénylhydrazone  

FOXP3 : Forkhead box P3  

GATA3 : GATA binding protein 3 

GPX : Glutathion peroxydase 

GR : glutathion réductase 

Grx : Glutarédoxine 

GSH: glutathion 

H2DCF-DA : 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

H2O2 : peroxide d’hydrogène  

IFN-γ : Interféron-γ  

IL-17 : Interleukine 17 

ITAM : Immuno-receptor Tyrosine activation motif 

iTreg : Lymphocyte T régulateur induit en périphérie 

JAK : Janus kinase 

KO : knock out 

LAAO : L-acide aminé oxydase  

LT : Lymphocytes T 

MAPK : Mitogen-activated protein kinase 

http://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinase
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MFI : Moyenne de fluorescence 

NAC : N-acétyl-cystéine 

NADPH oxidase  : Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxydase  

NFkB : nuclear factor-kappa B 

nTreg : Lymphocyte T régulateur provenant du thymus 

O2- : l’anion superoxyde 

OH- : radical hydroxyle 

ONOO- : peroxynitrite 

PCR : polymerase chain reaction 

PMT : photomultiplicateurs 

Prx : Péroxyrédoxines 

RLO : radicaux libre de l’oxygène 

RORγT: retinoic acid-related orphan receptor T 

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription  

SOD : Superoxyde Dismutase 

Tbet : T box expressed in T cells 

Tconv naïfs : Lymphocyte T conventionnel naïf  

TCR : le récepteur des lymphocytes T spécifique d’antigène 

Teff : Lymphocyte T effecteur 

TGF-β: Transforming growth factor TGF-β 

Th : Lymphocytes T LT auxiliaires ou « helpers »  

THBP : tert- butyl hydroperoxide 

TLR  : Toll like receptor 
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Avant-propos 

 

 

 

Il y a bien longtemps que les risques pour la santé liés au tabagisme sont connus. En effet, la 

feuille de tabac contient de nombreuses substances toxiques dont la nicotine, le goudron et les 

différents additifs. De plus, sa combustion génère de nombreuses autres substances 

chimiques, des gaz (monoxyde de carbone et d’azote…), des métaux lourds mais également 

des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et des oxydants… Le tabagisme est un 

facteur de risque pour différents cancers, et pour de nombreuses maladies inflammatoires 

chroniques. En particulier, le tabagisme est responsable de 85 % des cancers du poumon, et de 

80% des décès par maladies pulmonaires, provoquant 60 000 décès par an en France. Malgré 

les différentes mesures gouvernementales en faveur de la lutte anti-tabac, la loi Veil de 1976, 

la loi Evin de 1991 et le décret de 2006 ; la prévalence du tabagisme ne fait qu’augmenter en 

France, ainsi que dans les autres pays industrialisés. 

 

La Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) est l’une des maladies 

pulmonaires dont le tabagisme chronique est le principal facteur étiologique. Elle est en 

constante progression dans les pays développés, et les prévisions de l’OMS la placent au 3
ème

 

rang des causes de mortalité mondiale en 2020. La BPCO est caractérisée par l’emphysème 

pulmonaire, l’obstruction bronchique, et une inflammation chronique. Sa physiopathologie est 

complexe, faisant intervenir plusieurs mécanismes pathologiques dont un stress oxydatif 

déclenché par l’exposition à la fumée de cigarette, une réaction inflammatoire et une 

sénescence cellulaire exagérées. Des anomalies des populations lymphocytaires T jouent un 

rôle majeur dans la réaction inflammatoire dans la BPCO. Notamment, une augmentation 

systémique et pulmonaire importantes de lymphocytes inflammatoires cytotoxiques T CD8+ 

activés, et de lymphocytes T CD4+ Th1 et Th17 sont observées chez les patients porteurs de 

BPCO post-tabagique. L’accumulation de ces cellules dans le poumon corrèle négativement 
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avec la fonction pulmonaire. Cependant les mécanismes à l’origine de ce phénomène sont peu 

connus. 

 

Des données de la littérature montrent l’induction de marqueurs de sénescence au niveau des 

lymphocytes circulants, chez des sujets fumeurs par rapport aux non-fumeurs. Ce phénomène 

est très probablement en rapport avec le stress oxydatif induit par le tabagisme chronique. Les 

cellules sénescentes sont caractérisées par un arrêt irréversible de la prolifération, l’induction 

de différentes voies moléculaires impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, l’induction 

d’un sécrétome contenant des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires.  

 

L’existence d’une sensibilité accrue à la sénescence induite par la fumée de cigarette au 

niveau des lymphocytes T CD4+ activés, Th1 et Th17 par rapport aux autres sous-populations 

de lymphocytes T, et notamment aux lymphocytes T CD4+ T (Treg), pourrait être un 

mécanisme expliquant, au moins en partie, leur augmentation périphérique et/ou leur 

recrutement accru dans le poumon chez les patients avec BPCO post-tabagique. Cependant, la 

réponse des différentes sous populations de lymphocytes T à l’agression oxydative, et 

particulièrement à la fumée de cigarette, et la relation de ce processus avec la sénescence 

cellulaire n’ont pas encore été examinées. Néanmoins, il est intéressant de noter que certaines 

données de la littérature appuient l’existence d’une réponse différente. En effet, la résistance 

au stress oxydant a été décrite comme moindre dans les lymphocytes T CD4+ auxiliaires 

(« helper ») que dans les lymphocytes CD4+ Treg chez le sujet sain (Mougiakakos, 2009 ; 

2011). Ainsi, l’hypothèse qui sous-tend mon travail de thèse, est qu’il existe une sensibilité 

accrue au stress oxydatif et à la sénescence cellulaire induits par la fumée de cigarette au 

niveau des T CD4+ de type Th17 par rapport aux autres T CD4+, notamment les Treg. Ce 

processus pourrait avoir comme conséquence l’existence d’un phénotype inflammatoire 

exacerbé au niveau des lymphocytes le plus sensibles (lymphocytes T CD8+ activés, Th1, et 

Th17), induisant par exemple l’augmentation du potentiel cytotoxique des T CD8+ par les 

cytokines inflammatoires sécrétées par les Th17 comme décrit dans un modèle murin 

d’emphysème (Duan M-C, Mediators of Inflammation, 2012), et/ou expliquant leur 

recrutement accru dans le poumon de patients avec BPCO. 
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L’objectif de mon travail de thèse a été ainsi de caractériser en condition basale et après 

exposition à la fumée de cigarette, la relation entre réponse oxydative et apparition de 

marqueurs de sénescence au niveau de différentes sous-populations lymphocytaires T du sang 

périphérique et d’identifier les sources productrices d’oxydants, chez des sujets volontaires 

sains.  

Dans le présent document est présenté en première partie, un état actuel de la littérature 

décrivant les différentes sous-populations lymphocytaires étudiées, le stress oxydatif et sa 

relation avec la sénescence cellulaire, ainsi qu’une description de la physiopathologie de la 

BPCO. La deuxième partie présente les différentes techniques  utilisées dans cette étude, ainsi 

que les modèles cellulaires mis en œuvre dans ce  travail. Les résultats de cette étude font 

l’objet de la troisième partie, et la quatrième comprend une discussion, suivie d’une 

conclusion générale et de perspectives. Ce travail de thèse a été réalisé au sein de l’équipe 4 

de l’unité Inserm 955 à la Faculté de Médecine de  l’Université Paris Est Créteil, sous la 

direction du Dr  Sabine Le-Gouvello (MCU-PH) et du Dr Jorge Boczkowski (DR1 Inserm). 

Les deux premières années de cette thèse ont été financées sur les fonds propres à l’équipe. La 

dernière année a bénéficié d’une bourse du Fonds de Dotation "Recherche en Santé 

Respiratoire" (FRSR). 

 

Les résultats obtenus font l’objet d’un article en cours d’écriture : 

Baskara-Yhuellou I., Ke S., Guguin A., Dagouassat M., Berréhar F., Duprez C., Cherai M., 

Lemoine F., Boczkowski J., & Le Gouvello S. Th17 lymphocytes are more susceptible than 

regulatory T lymphocytes to cigarette smoke induced-oxidative stress and senescence. 

Il est également prévu d’envoyer un abstract au congrès 2014 de l’European Respiratory 

Society. 

 

Par ailleurs, compte tenu de mon expertise dans le domaine de la sénescence, j’ai contribué 

pendant mon stage doctoral à un autre travail portant sur le rôle de la protéine p53 dans la 

physiopathologie de l’emphysème pulmonaire expérimental. Ce travail a donné lieu à 2 

communications au congrès annuel de l’American Thoracic Society (2011 et 2014) et à un 

article en cours d’écriture (titre similaire au 2
e
 abstract). 
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Transcription factor p53 plays a pivotal role in protection against elastase-induced 

pulmonary inflammation and emphysema. Boyer, L Chrusciel S, Baskara I, Caramelle C, 

Kerbrat S, Belade E, Lanone S, Gary-Bobo G, Dagouassat M, Lanone S, Giraudier S, Le 

Gouvello S, Boczkowski J. Am J Respir Crit Care Med. 2011, pp 5801 

p53 modulates emphysema development through a MMP12/TNF-alpha pathway in alveolar 

macrophages. Chrusciel S, Zysman M, Baskara I, Caramelle P, Clayette V, Bregant S, Le 

Gouvello S, Dive V, Boczkowski J, Boyer L. 
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1. Les différentes populations lymphocytaires T CD4 

 

Le corps possède une protection naturelle contre les agressions venant de l’extérieur, la 

première physique est constituée par la peau, la deuxième chimique est représenté par les 

fluides corporels (sueur, larmes, mucus).  Une fois ces barrières contournées, l’intrus ou la 

molécule du non-soi se retrouve face à un système plus complexe. Ce système est formé d’un 

ensemble de cellules et molécules, largement disséminé dans l’ensemble du corps, qui protège 

à la fois des agressions extérieures (agents infectieux, bactéries, toxines …) et intérieures  

qu’ils génèrent (VIH par infection, ou cancer …), c’est le système immunitaire. Les acteurs 

du système immunitaire sont constamment en mouvement, que ce soit dans les circulations 

lymphatique et sanguine mais aussi dans les tissus. Le système immunitaire apparaît donc 

comme un réseau dynamique. Ce réseau immunitaire est composé de l’immunité innée, la 

première ligne de défense contre les microbes, et de l’immunité acquise ou adaptative, 

hautement spécifique et douée de mémoire. L’immunité innée est l’événement initial de la 

réponse adaptative. L’immunité adaptative permet de reconnaître et d’éliminer sélectivement 

des micro-organismes étrangers spécifiques ou des antigènes étrangers. Cette réponse immune 

met en jeu deux types de populations cellulaires : les lymphocytes et les cellules 

présentatrices de l’antigène. Concernant la population lymphocytaire, il existe deux types de 

lymphocytes : les lymphocytes B et les lymphocytes T. Dans cette dernière population qui 

exprime l’antigène membranaire CD3, on distingue les lymphocytes T CD8 et les CD4.  

 

1.1. Les lymphocytes T « helper » (Th) 

 

Les lymphocytes T (LT) CD3+ exprimant la molécule membranaire CD4 se divisent en 2 

groupes : Les lymphocytes T (LT) auxiliaires ou « helpers » (Th), et les lymphocytes T 

régulateurs (Treg). Les Th ont un rôle central dans la régulation des réponses immunitaires 

par leur capacité à « aider » les cellules de l’immunité adaptative (lymphocytes T CD8 et 

lymphocytes B) (Allison JP, 1987) et de l’immunité innée. D'autres LT CD4 ont comme 

fonction d'inhiber les réponses immunes, ce sont les  Treg.  Le concept de différentes lignées 

de Th spécifique est introduit pour la première fois, en 1986, par Mosmann et Coffman 

(Mosmann TR, 1989). Il repose sur le fait que les lymphocytes T CD4+ peuvent être 

différentiés sur la base de leur profil de sécrétion cytokinique en 5 sous-populations. Suite à la 
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reconnaissance d’un antigène, les LT naïfs provenant du thymus s’activent et se différencient 

dans les organes lymphoïdes secondaires principalement en trois sous-classes ayant des 

fonctions différentes et sécrétant des cytokines caractéristiques (Gabert J, 1987 ; Garcia KC, 

1999). 

 

La première, les Th1, permet d’amplifier l’activation des macrophages et initie l’immunité à 

médiation cellulaire, la seconde, les Th2, participe à la commutation de classes des 

immunoglobulines par les lymphocytes B et déclenche l’immunité humorale, la troisième, les 

Th17, est impliquée dans certaines infections bactériennes et fongiques, ainsi que dans des 

maladies autoimmunes, inflammatoires chroniques et les tumeurs chez l’homme. Ces Th 

expriment des récepteurs spécifiques de cytokines qui sont à l’origine de leur différenciation 

en cellules effectrices.  

 

1.1.1. Activation des LT CD4+naïfs 

 

Les LT matures à la sortie du thymus n’ont pas rencontré d’antigène (LT naïfs), sont non 

activés ou quiescents. Ce phénotype est caractérisé par l’expression membranaire de la 

molécule CD45RA (CD45RA+) ou l’absence de CD45RO (CD45RO-) (Reiner SL, 2001) et 

de CD25, la chaîne  du récepteur de l’IL-2 (CD25-). Les LT naïfs conventionnels 

CD4+CD45RO-CD25- (Tconv naïfs), communément appelés Th0, reconnaissent les peptides 

antigéniques présentés par des molécules du complexe majeure d’histocompatibilité II (CMH 

II) de la surface des CPA et se différencient en une sous-population effectrice de Th au niveau 

des organes lymphoïdes secondaires (OLII). L’activation et la différenciation des Th0 sont 

contrôlée par 3 signaux distincts. 

 

 Le 1
er

 consiste dans la reconnaissance du complexe antigène-CMH II par le récepteur T 

spécifique d’antigène (TCR) en présence du corécepteur CD4, et la transmission du signal 

d’activation par le complexe CD3 ; le 2
nd

 est la transmission d’un signal de co-stimulation 

généré par la liaison de la molécule CD28 présente à la surface des LT  aux molécules B7.1/2 

(CD80/86) présentes à la surface des CPA. A l’issue de cette étape, les cellules entrent en 

phase G1 du cycle cellulaire (Reiner SL, 2001).  La liaison des molécules co-stimulatrices 

stimule la synthèse de l’interleukine 2 (IL-2), facteur de croissance important pour la survie et 

la prolifération des TCD4+, et induit l’expression de la chaîne  du récepteur à l’IL-2 

(CD25+). Les cellules naïves n’ayant pas été activées sont CD25-. Enfin, le 3éme signal, à 
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l’origine de la différenciation fonctionnelle des Th0 en Th1, Th2 ou Th17, dépend du 

microenvironnement conditionné par les cytokines sécrétées par les cellules dendritiques du 

système immunitaire inné (DC) activées en réponse aux antigènes (Boyton RJ, 2002). Les 

voies de différenciation des Th peuvent être influencées par de nombreux facteurs tels que la 

dose et la nature de l’antigène, l’affinité du TCR pour le peptide antigénique, et les 

interactions avec les molécules de costimulation qui interviennent dans la durée de la 

stimulation du TCR. Deux systèmes sont couramment utilisés pour l’étude des facteurs 

conduisant à la différenciation fonctionnelle des Th : i) l’activation polyclonale des 

lymphocytes T avec, par exemple, un anticorps anti-CD3 associé à un anticorps dirigé contre 

la molécule de costimulation CD28, ou la stimulation des lymphocytes T dérivés de souris 

transgéniques pour un TCR particulier, avec un antigène spécifique et des cellules 

présentatrices d’antigène (Figure 1). 

 

Figure 1. Processus d’activation et différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs vers les lignées Th1, Th2, 

Th17, par les cellules dendritiques.  La différentiation des Th est initiée par l’interaction entre une cellule 

dendritique (DC) présentant l’antigène (complexe antigène /CMHII)   et le TCR des Tconv naïfs (signal 1), puis 

la reconnaissance des molécules de co-stimulation (CD80/86 et CD28) (signal 2) et les Th s’oriente vers un type 

particulier en fonction des cytokines (signal 3) produites par les DC induits (Liaskou E 2012). 
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1.1.2. Les lymphocytes Th1 

 

Les lymphocytes Th1 ont été définis comme des cellules productrices d’interféron-γ (IFN-γ), 

L’IFN- en association avec l’IL-12, secrétée par les macrophages et les cellules dendritiques, 

permet la différenciation des Th1 (Del Prete GF, 1991; Rogge L, 1997). La différenciation Th1 

est dépendante  de la voie de signalisation JAK/STAT, par l’activation de STAT1 par l’IFN-γ 

et STAT4 par l’IL-12, qui favorise la transcription  du facteur de transcription T-bet qui 

permet l’expression de l’IFN- et augmente l’expression de la chaîne IL-12R2 sur la cellule 

T. L’activation du récepteur de l’IL-12 potentialise la production d’IFN- et induit 

l’expression de la chaîne IL-18R. Les lymphocytes Th1 matures peuvent alors répondre à 

l’IL-18 (Lighvani AA, 2001 ; Szabo SJ, 2000 ; Afkarian M, 2002). Les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes, les cellules NK (Natural Killer) et les cellules NKT (Natural Killer T cell) 

semblent être impliquées dans la production précoce des interférons nécessaires pour le 

développement des Th1. La réponse Th1 est souvent accompagnée par la production par les 

lymphocytes B d’anticorps d’isotype IgG2a fixés au complément, en parallèle de l’activation 

des cellules NK et des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, également producteurs d’IFN-. 

(Romagnani S, 1997 ; Mosmann TR, 1996) (Figure 2). Les Th1 coordonnent la réponse 

immune aux microorganismes intracellulaires, bactéries, parasites, levures et virus. Ils sont 

aussi associés aux réactions d’hypersensibilité retardée. 

 

1.1.3. Les lymphocytes Th2   

 

Les Th2  produisent de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-13 (Zheng W, 1997 ; Agarwal S, 1998). Les 

lymphocytes Th2 permettent la commutation de classe des IgG1 et IgE, et le recrutement des 

éosinophiles, notamment pour l’élimination des helminthes et de différents pathogènes 

extracellulaires. Les cellules Th2 sont également impliquées dans des pathologies allergiques 

comme l’asthme (Romagnani S, 1997 ; Mosmann TR, 1996). La différenciation des Th2 initiée 

par les voies de signalisation activées par le TCR et le récepteur à l’IL-4 implique le facteur 

de transcription STAT6. Ces signaux conduisent à l’activation du facteur de transcription 

GATA-3, régulateur majeur de la différenciation des Th2 (Zhu J, 2010) ; ce facteur de 

transcription est capable d’induire sa propre expression, et permet la synthèse des cytokines 

IL-4, IL-5 et IL-13 ; c’est la démonstration d’une boucle d’amplification autocrine (Figure 2). 

Les cellules produisant initialement l’IL-4 ne sont pas clairement identifiées, cependant les 
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basophiles, éosinophiles, mastocytes et le cellules NKT sont des sources d’IL-4 (Min B, 2004). 

Récemment un autre facteur, le TSLP (Thymic Stromal LymphoPoietin) a également été 

impliqué dans la différenciation des Th2 (Zhang Y, 2012). 

 

 

Figure 2. Modélisation de la différenciation des sous-populations de Th.  Les Tconv naïfs s’activent et se 

différencient en plusieurs sous-types de Th ayant des fonctions différentes et sécrétant des cytokines 

caractéristiques.  Les Th1 sont induits en présence d’IFNγ+IL-12,  lesTh2 en présence IL-4 et les  Th17 en 

présence de TGFβ+IL-6,21 (dépendant du contexte, voir plus loin) (Jinfang Z et  al,  2010). 

 

 

1.1.4. Les lymphocytes Th17 

 

De nombreuses études suggéraient que le développement de pathologies autoimmunes telles 

que la sclérose en plaques (SEP), le diabète auto-immun ou l’arthrite rhumatoïde résultait 

d’une activation incontrôlée d’effecteurs Th1 spécifiques d’antigènes du « soi ». Le rôle 

critique attribué aux effecteurs Th1 reposait sur l’observation d’un recrutement de cellules 

Th1 et non pas Th2, dans les organes cibles de la pathologie. De plus, dans les modèles 

murins de ces maladies, la pathologie était induite après transfert dans les souris de clones 

autoréactifs Th1, mais pas Th2. Par ailleurs, l’administration d’IL-12 augmente la sévérité et 

l’incidence de maladies comme le diabète ou l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale 

(EAE ; modèle murin de SEP). A l’inverse, des souris génétiquement modifiées et rendues 

déficientes pour la chaîne IL-12p40 de l’IL-12, sont résistantes à ces pathologies 

autoimmunes. Cependant, des souris déficientes pour la chaîne IL-12p35, ayant ainsi une 
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perte d’expression de l’IL-12 et un défaut de différenciation des Th1, continuent de pouvoir 

développer une EAE (Gran B, 2002). De même, des souris déficientes pour l’IFN-, le 

récepteur à l’IFN- ou le facteur de transcription STAT1 activé par l’IFN- restent sensibles à 

l’induction de l’EAE (Bettelli E, 2004 ; Ferber IA, 1996). En revanche, des souris déficientes 

pour T-bet, le facteur de transcription initiateur de la différenciation Th1, ou pour STAT4, le 

facteur de transcription intervenant en aval du récepteur à l’IL-12, sont résistantes à l’EAE 

(Chitnis T, 2001). Il était difficile de concilier les conclusions de ces résultats contradictoires 

avec un rôle direct des lymphocytes Th1 dans ces pathologies autoimmunes. La découverte de 

l’IL-23 a permis de mieux comprendre certains de ces paradoxes.  

1.1.4.1. Découverte des Th17 

 

 En 2000, Oppman et collaborateurs découvrent une nouvelle cytokine, l’IL-23, apparentée à 

la famille de l’IL-12. C’est une cytokine hétérodimérique composée d’une chaîne 

transductrice p19, et d’une chaîne réceptrice p40, chaîne commune au récepteur de l’IL-12 

(Oppmann B, 2000). Il est donc apparu que les études de blocage de l’IL-12 par des anticorps 

dirigés contre la chaîne p40 ciblaient le récepteur à l’IL-12 mais également le récepteur à l’IL-

23, d’où les résultats discordants des études sus-citées. L’étude comparative de l’induction de 

l’EAE sur des souris déficientes pour le gène codant pour la chaîne IL-23p19 ou pour l’IL-

12p35, a permis de distinguer l’action des deux cytokines, et de démontrer que l’IL-23 est 

impliquée dans le développement de l’EAE (Cua DJ, 2003 ; Murphy CA, 2003). Par la suite, il 

a été montré que l’IL-23 était capable de générer des lymphocytes T producteurs d’IL-17A  

(Aggarwal S, 2003). De plus, des cellules CD4+ Th17 induisent l’EAE quand elles sont 

injectées dans des souris sauvages naïves (Langrish CL, 2005). Par ailleurs, le nombre de 

cellules productrices d’IL-17A diminue significativement dans le système nerveux central des 

souris déficientes pour l’IL-23p19. Deux études « princeps » proposent alors la définition 

d’une nouvelle population de lymphocytes effecteurs CD4+ producteurs d’IL-17A, les Th17, 

distincts des Th1 et Th2 (Figure 2) (Harrington LE, 2005 ; Park H, 2005). L’IL-23 permet 

l’expansion in vitro d’une population Th17 rendue préalablement déficiente pour les gènes 

des facteurs de transcription majeurs des Th1 et Th2 (T-bet et GATA-3) ; ceci confirme que 

les Th17 sont une population distincte des Th1 et Th2. Cependant, le récepteur de l’IL-23 

n’étant pas exprimé sur les lymphocytes T CD4+ naïfs, cette cytokine n’est donc pas 

impliquée dans la différenciation des Th17 chez la souris (Langrish CL, 2005).  
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1.1.4.2. Différentiation des Th17 chez l’homme et la souris 

 

La première différenciation des lymphocytes TCD4+ vers la lignée Th17 qui a été caractérisée 

est celle qui s’effectue à partir de lymphocytes T CD4+ naïfs en réponse à une stimulation par 

l’antigène et des cytokines dans les organes lymphoïdes secondaires ; ces Th17 sont des Th17 

inductibles (iTh17), et leurs conditions de différenciation sont différentes entre l’humain et la 

souris. C’est à cette catégorie d’iTh17 que nous nous sommes intéressés, et à laquelle se 

réfère le terme « Th17 » dans ce manuscrit. Cependant, il convient de mentionner que très 

récemment, une autre sous-population de lymphocytes T CD4+, les nTh17, a été décrite chez 

la souris, qui acquiert la capacité à sécréter de l’IL-17 dans le thymus. Les nTh17 partagent de 

nombreuses caractéristiques avec les iTh17, en particulier l’expression du facteur de 

transcription RORt, du marqueur d’activation et de mémoire CD44, du récepteur de 

chimiokine CCR6, et la capacité à sécréter de l’IL-17A et –F, et de l’IL-22 (Marks BR, 2009). 

On sait encore peu de choses sur les nTh17, si ce n’est que ce ne sont pas les mêmes 

isoformes de la kinase Akt et des complexes mTOR qui interviennent dans la différenciation 

des nTh17 et des iTh17 (Kim JS, 2013).  

 

Chez la souris, la différenciation des Th17 requiert le Transforming growth factor (TGF- 

ainsi que des cytokines produites par les cellules myélo-monocytaires telles que l’IL-1, l’IL-

6 et le TNF-Figure 3Bettelli E2008. Le TGF- est produit par les lymphocytes T, les 

macrophages et les cellules dendritiques. Dans les souris déficientes pour le récepteur du 

TGF-, les cellules Th17 ne sont pas générées et les souris sont résistantes à 

l’encéphalomyélite expérimentale autoimmune (l’équivalent murin de la sclérose en plaques) 

(Veldhoen M, 2006). L’IL-6 est produite par les lymphocytes B et T, les macrophages, les 

cellules stromales de la moelle osseuse, les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules 

mésenchymateuses, ainsi que les astrocytes et les cellules endothéliales. La combinaison 

incluant IL-6 / TGF-β serait la plus efficace pour induire des lymphocytes Th17, car ces deux 

cytokines permettent l’activation des facteurs de transcription RORt et ROR (« Retinoid-

Related Orphan Receptor »), principaux marqueurs des cellules Th17 murines (Ivanov II, 

2006 ; Zhou L, 2007 ; Kimura A, 2007).  

 

L’IL-1 est synthétisée majoritairement par les monocytes activés et en plus faible quantité 

par les cellules dendritiques activées, dérivées de monocytes.  

 



Chapitre I.1.Les différentes populations lymphocytaires T CD4 

 
 

33 

Le Tumor necrosis factor (TNF- est exprimé par un grand nombre de cellules telles que les 

macrophages, les lymphocytes B et T, les mastocytes et les cellules NK. L’IL-1 et le TNF- 

agissent de manière synergique avec l’IL-6 et le TGF- pour augmenter la différenciation des 

Th17 mais ne sont pas essentielles. Il y a une autre alternative décrite qui est la combinaison 

IL-21 /TGF-β (Korn T, 2007). En effet, des modèle murins KO pour l’IL-6 présentent une 

population de LT majoritairement constituée de LT Foxp3+ potentiellement de type 

régulateur (cf. plus loin) ; la mise en culture de ces cellules dans un environnement riche en 

IL-21 /TGF-β, induit des Th17 ; l’IL-21 étant elle-même sécrétée par les Th17, jouerait un 

rôle autocrine (Korn T, 2007 ; Hirota K, 2007).  

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Conditions de polarisation des Th17 in vitro chez la souris (Korn T,  2009) 
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Chez l’homme les données concernant la différenciation des Th17 ont été controversées dans 

un premier temps. De fait, les premières études montrent qu’un microenvironnement pro-

inflammatoire constitué de l’IL-1β  induit des Th17 avec une potentialisation en présence 

d’IL-6 et que contrairement à la souris, le TGF-β aurait une action négative (Acosta-

Rodriguez EV, 2007 ; Wilson NJ, 2007). Ces résultats ont été contestés en raison de l’absence 

dans ces études, de véritables précurseurs naïfs et de la présence de TGF-β dans le sérum 

utilisé dans les milieux de culture. De nouvelles expériences ayant corrigé les biais précédents 

(utilisation de sang de cordon pour l’isolement de précurseurs naïfs, et de milieu de culture 

sans sérum), montrent  que  la combinaison du TGF-β avec une cytokine pro-inflammatoire 

l’IL-21 (Yang L, 2008), ou avec IL-1β et IL23 ou IL-6 (Manel N, 2008 ; Volpe E, 2008) ou IL-

21 (Manel N, 2008), promeut une polarisation Th17. Enfin, il est établi que l’IL-23 est 

essentielle pour la survie des lymphocytes Th17 et le maintien du phénotype Th17 (Figure 4) 

(Wilson NJ, 2007).  

 

 

 

 

 

Figure 4. Conditions de polarisation des Th17 in vitro chez l’homme (Korn T,  2009) 
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Par ailleurs, les travaux de Cosmi et collègues suggèrent que les Th17 humains sont 

différenciés à partir de précurseurs naïfs CD4+CD161+, issus du sang de cordon ombilical ou 

du thymus, en absence de TGF- exogène, mais en présence d’IL-1 et d’IL-23 (Cosmi L, 

2008), et montrent un profil d’expression de gènes (RORC2, CCR6, IL-1R1 et IL-23R) 

caractéristique du phénotype Th17 en comparaison de la population CD4+CD161-. Les 

cellules CD4+CD161+CCR6+ issus d’adulte sains produisent plus d’IL-17A (Figure 5). Ce 

même groupe propose que le TGF- n’est pas impliqué directement dans le développement 

des Th17 mais favorise leur expansion relative en inhibant les cellules Th1 (Santarlasci V, 

2009). Enfin, d’autres études montrent que différents facteurs du microenvironnement 

cellulaire peuvent favoriser la différenciation des Th17. Des études montrent que la 

prostaglandine E2 (PGE2) favorise l’expansion des Th17 humains en augmentant l’expression 

des récepteurs de l’IL-23 et de l’IL-1 sur les cellules T naïves. De plus PGE2 agirait en 

synergie avec l’IL-23 via une phosphorylation accrue du facteur de transcription STAT3 

(Chizzolini C, 2008 ; Boniface K, 2009 ; Napolitani G, 2009).  

 

 

Différents facteurs de transcription contrôlent la différenciation des Th17. Une première étude 

montre que le facteur de transcription RORt, un récepteur nucléaire orphelin, est exprimé par 

une population productrice d’IL-17A, chez la souris. De plus, des LT naïfs issus de souris 

déficientes pour ce facteur de transcription, et mis en culture en présence de TGF-β/IL-6,  

présentent une diminution significative des LT produisant de l’IL-17, alors que dans les cas de 

surexpression du gène RORγt,  la réponse Th17 est améliorée (Ivanov II, 2006 ; Yang XO, 

2008). Cependant, une étude plus récente a montré que dans les souris déficientes en RORt, 

il n’y a pas une inhibition complète d’expression des cytokines associées aux Th17, ce qui a 

amené à l’identification d’un autre facteur de transcription RORYang XO, 2008.  
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Figure 5. Modélisation de la différentiation des précurseurs naïfs de Th17 vers les phénotypes effecteurs 

mémoires Th17/Th1.  Les précurseurs des Th17 proviennent d’une sous-population originaire du thymus ; ces 

cellules sont CD161+ et expriment le facteur de transcription RORC, CCR6, le récepteur à IL-1 (IL-1R) et le 

récepteur à l’IL-23 (IL-23R) mais pas l’IL-17A. Pendant l’ontogenèse, ces cellules migrent en périphérie pour 

atteindre les tissus lymphoïdes de la muqueuse, notamment l’intestin. En présence  d’inflammation (IL-1βet Il-

23), les cellules CD161+CCR6+ acquièrent la capacité d’exprimer et sécréter l’IL-17A. Cependant, en présence 

d’IL-12 ces Th17 peuvent produire de l’IFNγ en plus de l’IL-17A ; ce qu’on appelle les Th1 non classique 

(Annunciato,  2012). 
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Chez l’homme, l’analogue de RORt, RORC2 est impliqué dans la différenciation des Th17 

par des expériences de surexpression de ce gène inséré dans un vecteur lentiviral, dans des 

cellules TCD4+ naïves humaines, mises ensuite en culture avec de IL-1β/IL-6/IL-23, à la 

suite de quoi ces cellules montrent une expression stimulée de l’IL-26, CCR6, IL-17A/F 

associées au phénotype Th17, et une régulation négative des cytokines Th1 (Manel N, 2008 ; 

Crome SQ, 2009). Il a été montré que le TGF- est nécessaire à l’expression du facteur de 

transcription RORC2 (Burgler S, 2009). De plus, les cellules CD4+CCR6+CD161- 

transfectées par RORC2 surexpriment CD161 et produisent de l’IL-17A. (Maggi L, 2010). 

L’expression des facteurs de transcription RORC2 et ROR, est activée par le facteur de 

transcription STAT3, qui n’est pas spécifique des Th17 mais qui joue un rôle important dans 

la différenciation des Th17 (Yang XO, 2007 ; Mathur AN, 2007 ; Durant L, 2010). En effet, le 

syndrome d’hyper-immunoglobuline E (IgE) associé  à une mutation dans le gène codant pour 

STAT3, est associé à une différenciation altérée de la sous-population Th17, et à une 

production diminuée d’IL-17A et d’IL-22 (Ma CS, 2008 ; Milner JD, 2008). Enfin, les facteurs 

de transcription IRF4 (interferon-regulatory factor), BATF et Runx1 sont également requis 

pour la différenciation des Th17 (Brüstle A, 2007 ; Hirahara K, 2010 ; Ciofani M, 2012).  

Différentes cytokines empêchent le développement des Th17. L’IFN- et l’IL-4 préviennent la 

différenciation des Th17, mais n’ont pas d’effet sur les Th17 différenciées (Harrington LE, 

2005 ; Park H, 2005). L’IL-27, initialement décrite comme une cytokine « pro-Th1 », a été 

décrite comme cytokine suppressive de la différenciation Th17 via l’activation de STAT1 

et/ou l’inhibition de l’expression de RORt (Batten M, 2006 ; Stumhofer JS, 2006). L’IL-2, 

facteur de croissance des lymphocytes T activés et des Treg, contrarie la différenciation Th17 

via l’activation de STAT5 (Laurence A, 2007), et il a été montré que la déficience en IL-2 

induit l’augmentation de l’infiltration de la peau par des cellules produisant de l’IL-17 dans 

un modèle murin d’autoimmunité (Lohr J, 2006). L’IL-10 et l’IL-25 sont aussi capables 

d’inhiber les réponses immunitaires associées aux Th17, via un effet indirect mettant en jeu 

les cellules myélo-monocytaires, cellules dendritiques et macrophages. Par exemple, il a été 

montré que la déficience en IL-10 chez la souris conduit à une augmentation de la production  

d’IL-12 et d’IL-23 par les cellules myélo-monocytaires, et favorise les maladies chroniques 

inflammatoires du tube digestif dépendantes des Th17 (Yen D, 2006) ; de même, la déficience 

en IL-25 chez la souris résulte dans un niveau systémique important d’IL-23 associé à une 

augmentation de l’infiltration tissulaire par des lymphocytes T producteurs d’IL-17, TNF- et 

IFN- dans le CNS, et l’aggravation de l’encéphalomyélite expérimentale autoimmune 
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(Kleinschek MA, 2007). Par ailleurs, il a été montré que l’oxyde nitrique (NO) inhibe la 

différenciation des Th17 murins (Niedbala W, 2011).  

1.1.4.3. Phénotype et caractérisation des Th17 

 

Les lymphocytes Th17 expriment différents récepteurs pouvant être utilisés comme 

marqueurs de surface pour caractériser ces cellules qui peuvent être hétérogènes sur le plan 

fonctionnel. Acosta-Rodriguez et collègues montrent qu’une population de lymphocytes T 

mémoires producteurs d’IL-17A et exprimant RORC2, exprime à sa surface les récepteurs de 

chimiokines CCR6 et CCR4 (Acosta-Rodriguez EV, 2007 ; Singh SP, 2008). Le marqueur 

CCR6 est également exprimé par les lymphocytes B et certaines cellules dendritiques. Les 

lymphocytes Th17 CCR6+ CCR4+ humains mais pas les CCR6+ CCR4-, suppriment les 

réponses immunitaires des lymphocytes T  CD8+ (Figure 6) (Zhao F, 2012). De plus, 

l’expression de CCR6 associé au CXCR3  permet  de discriminer les Th17 mémoires humains 

(CCR6+CXCR3-) des Th1 (CCR6-CXCR3+) (Hirota K, 2007 ; Annunziato F, 2007 ; Acosta-

Rodriguez EV, 2007). L’expression de CCR2 en l’absence de CCR5 (Yang D, 1999 ; Sato W, 

2007) est également représentative des Th17.  

 

 

Figure 6. Phénotype des T effecteurs mémoires CD45RO+ Th17. Les Th17 se caractérisent par le facteur de 

transcription RORγt, au niveau membranaire par l’expression de CCR6, CCR4, IL-23R, IL-6R et par la sécrétion 

d’IL-17A/F, Il-21, IL22 (d’après Sallusto F and al, 2009). 

 

Par la suite, un autre récepteur exprimé par les Th17 a été identifié, le CD161 initialement 

observé sur une population de cellules NK (Cosmi L, 2008). Comme nous l’avons exposé 
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précédemment les effecteurs mémoires Th17 CD4+CD45RO+CCR6+CD161+ circulants sont 

issus de précurseurs naïfs CD4+ CD161+, et la culture in vitro des CD4+CD161+ naïves en 

présence d’IL-1β / IL23 stimulent la sécrétion d’IL-17A. Cette étude est corroborée par celle 

de Kleinschek et collègues, qui montre de surcroît que des cellules Th17 

CD4+CD161+CCR6+ sont retrouvées de façon physiologique dans la circulation sanguine et 

au sein du parenchyme intestinal chez les individus sains et les patients atteints de la maladie 

de Crohn. Par ailleurs, il a été montré que cette population de Th17 est principalement 

CD45RO+CCR6+. L’exposition à des cytokines inflammatoires comme l’Il-23, active ces 

cellules qui deviennent des Th17 agressives pro-inflammatoires participant à l’inflammation 

locale et systémique à l’origine de la destruction tissulaire (Kleinschek MA, 2009).  

 

Plus récemment, notre équipe a contribué à la description d’une nouvelle sous-classe de Th17 

qui expriment le marqueur CD90, et sont contenues dans les cellules 

CD4+CD45RO+CCR6+CD161+. Ces cellules expriment les mêmes  cytokines que la lignée 

Th17 : IL-17A, IL-6, CCL20, TNF-α et GM-CSF, et l’IL-22 à un niveau plus important, et 

présentent le même profil moléculaire (RORC2+) (Guillot-Delost M, 2012).  

 

Un autre récepteur, intracellulaire, semble être impliqué dans la différenciation des Th17, 

l’AHR (« aryl-hydrocarbon receptor »), le récepteur pour la dioxine. La présence d’acides 

aminés aromatiques, agonistes naturels de l’AHR dans le milieu de culture, augmente la 

différenciation des Th17. Les souris déficientes pour ce récepteur montrent un développement 

restreint de la population Th17 et une absence de production d’IL-22 (Veldhoen M, 2008 ; 

Veldhoen M, 2009). Une autre étude a montré que l’activation du récepteur AHR en fonction 

du ligand, contrôle soit la différenciation des Th17, soit celle des lymphocytes Treg (Quintana 

FJ, 2008).  

 

Les lymphocytes Th17 humains et murins produisent différentes cytokines et chimiokines, 

parmi lesquelles deux cytokines de la famille de l’IL-17, l’IL17A et l’IL-17F qui ont une forte 

homologie protéique (50%) ; l’analyse en cytométrie en flux (CMF) du marquage 

intracellulaire de la production d’IL-17A/F peut être utilisée en combinaison des marquages 

membranaires décrits dans le paragraphe précédent, pour identifier les Th17 au sein d’une 

population cellulaire hétérogène. L’IL-17A est une cytokine clonée sous le nom de CTLA-8 à 

partir d’une banque d’ADNc de lymphocytes T (Rouvier E, 1993 ; Yao Z, 1995). L’IL-17F 

humaine a été clonée en 2001 (Starnes T, 2001). Des études montrent l’existence 
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d’hétérodimères formés de l’IL-17A et L’IL-17F, qui ont une activité intermédiaire comparée 

à celle des homodimères respectifs (Chang SH, 2007). Des cellules CD4+ humaines activées 

de manière polyclonale par des anticorps dirigés contre le CD3 et le CD28, et dans des 

conditions de cultures favorisant la sécrétion d’IL-17A, produisent de l’IL-17A et de l’IL-17F 

sous forme d’homodimères ou d’hétérodimères. Le complexe IL-17A/F est donc bien une 

forme naturelle de la cytokine (Wright JF, 2007). L’IL-17A se fixe sur un récepteur 

homodimère de l’IL-17RA, exprimé sur les cellules épithéliales, endothéliales et les 

fibroblastes. Récemment, il a été rapporté que les deux cytokines partagent le même récepteur 

composé des chaînes IL-17RA et IL-17RC (Toy D, 2006). L’IL-17A et l’IL-17F induisent 

l’expression de diverses cytokines pro-inflammatoires et chimiokines par les cellules 

exprimant leur récepteur. Initialement, L’IL-17A a été montrée comme inductrice de 

l’expression de l’IL-6 et de l’IL-8 par les fibroblastes (Yao Z, 1995). D’autres études ont 

montré son implication dans la production de facteurs de croissance, de chimiokines et de 

métalloprotéases, ainsi que sa capacité à mobiliser, recruter et activer les polynucléaires 

neutrophiles. D’autres cellules sont également capables de sécréter de l’IL-17, parmi 

lesquelles des lymphocytes T , des lymphocytes T CD8+, des cellules NKT, des cellules 

NK, des polynucléaires neutrophiles et éosinophiles.   

 

Les Th17 peuvent également sécréter un large répertoire d’autres cytokines telles que l’IL-21 

(Nurieva R, 2007 ; Harrington LE, 2005 ; Durant L, 2010)  (effet autocrine sur la génération 

des lymphocytes Th17 en présence de TGF-β), l’IL-22 (Chung Y, 2006), l’IL- 26 (pas 

d’homologue murin), l’IL-6 (Eyerich S, 2009 ; Zheng Y, 2007 ; Geri G, 2011),  le TNF-α et le 

GM-CSF (Lubberts E, 2008 ; Pelletier M, 2010 ; Codarri L, 2011 ; El-Behi M, 2011). Les Th17 

sécrètent également la chimiokine CCL20 (MIP-3), ligand du récepteur CCR6. CCL20 est 

exprimée par les tissus épithéliaux, y compris pulmonaires, et facilite la migration des cellules 

immunes dans ces tissus (Williams IR, 2006 ; Demoor T, 2011 ; Botelho FM, 2012). 

L’expression par les Th17 du ligand CCL20 et de son récepteur peut indiquer que les Th17 

régulent leur propre recrutement dans les tissus enflammés par un mécanisme paracrine. De 

plus, CCL20 est aussi induite par l’IL-17A au niveau tissulaire, ce qui indique que l’IL-17A 

pourrait avoir un rôle important dans le maintien de l’inflammation tissulaire provoquée par 

les Th17 (Dong C, 2008).  
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1.1.4.4. Rôle physiologique des Th17 

 

D’une manière générale, la réponse immune protectrice est de type Th1 lors d’une infection 

provoquée par des agents pathogènes intracellulaires, et de type Th2 quand il s’agit 

d’organismes extracellulaires. Cependant les lymphocytes Th17 jouent également un rôle 

dans la défense de l’hôte contre certaines infections fongiques et bactériennes extracellulaires 

(Peck A, 2010), principalement via la mobilisation et l’activation de phagocytes parmi lesquels 

les polynucléaires neutrophiles, mais aussi par la stimulation de la production de peptides 

antimicrobiens par les cellules épithéliales (Matsuzaki G, 2007). La réponse immunitaire est 

particulièrement importante au niveau de l’épithélium et de la surface des muqueuses, en 

raison des récepteurs aux chimiokines et de cytokines effectrices qu’ils expriment (Ouyang W, 

2008). En effet, des cellules épithéliales issus du poumon, de la peau ou encore de 

l’intestin  et d’autres types cellulaires (cellules endothéliales, fibroblastes…) possèdent des 

récepteurs (IL-17RA, RC) sensibles aux cytokines de la lignée Th17 (IL-17, IL-22, IL-26) qui 

les stimulent pour produire la chimiokine CXCL8 conduisant au recrutement des neutrophiles 

dans ces tissus (Figure 7).  

 

Un certain nombre de pathogènes sont recensés comme inducteurs de réponses de type Th17 

chez la souris, notamment des bactéries gram positive (Propionibacterium acnes), des 

bactéries gram négative (Citrobacter rodentium et Klebsiella pneumoniae) des mycobactéries 

(Mycobacterium tuberculosis) et certains champignons dont Candida albicans (Infante-

Duarte C, 2000 ; Chung DR, 2003 ; Huang W, 2004 ; Khader SA, 2007 ; Aujla SJ, 2008). En 

effet, des modèles murins déficients pour des gènes essentiels à la fonction des lymphocytes 

Th17, montrent une susceptibilité élevée à un type d’infection bactérienne. Les souris 

déficientes pour le gène de l’IL-23p19, ou de l’IL-17A sont très sensibles à une infection à 

bactérie gram négatif : K. pneumoniae (Happel KI, 2005 ; Aujla SJ, 2008) et les souris 

déficientes pour le gène de l’IL-17RA sont susceptibles à des infections par des champignons 

type C. Albicans (Huang W, 2004). Chez des patients atteints de Syndrome d’hyper IgGE, 

chez lesquels le gène STAT3 est muté ce qui empêche une différenciation des Th17, 

l’incidence des infections aux pathogènes C. Albicans ou S aureus est élevée (Mangan PR, 

2006 ; Milner JD, 2008 ; Ma CS, 2008). 
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A côté de leur action bénéfique contre les microbes, la réponse effectrice des sous-populations 

Th17, en association avec les Th1, contribue aux dommages tissulaires associés à 

l’inflammation via le recrutement et l’activation des macrophages et des neutrophiles. 

 

 

 
 
Figure 7. Production de cytokines et chimiokines par les Th17.   Les Th17 produisent des cytokines et 

chimiokines qui agissent sur des cellules immunes et non-immunes. L’IL-17A/F induit la production de CXCL8 

par les cellules épithéliales, cellules endothéliales et les fibroblastes. Or, CXCL8 est crucial pour le recrutement 

des neutrophiles au niveau des sites inflammatoires. En outre, l’IL22 et 26 ont le même effet que l’IL-17 ; ces 

cytokines peuvent induire la production de CCL20 par les cellules épithéliales. CCL20 à son tour recrute les 

Th17. L’IL-21 active les NK, TCD8+ et cellules B mais a également un effet autocrine sur les Th17 (Annunciato 

F, 2012). 
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1.1.4.5. Implications des Th 17 dans les maladies  

 

Sur la base d’études de pathologies expérimentales dans des modèles animaux, de nombreux 

travaux ont permis de montrer l’implication des lymphocytes Th17 et des cytokines associées 

dans diverses maladies auto-immunes ou inflammatoires chroniques dont les principales sont 

le psoriasis, l’arthrite rhumatoïde, la sclérose en plaques, les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin  et l’asthme ; de plus les Th17 jouent un rôle bénéfique ou délétère 

selon les tumeurs (Figure 8) (Kikly K, 2006 ; Zhang Z, 2006 ; Hirota K, 2007 ; Zheng Y, 2007).  

 

Comme il a été indiqué précédemment, les récepteurs (IL-17RA, RC) sont aussi bien 

exprimés par les cellules hématopoïétiques que des cellules non immunes (Figure 7). Au 

niveau du site inflammatoire, les lymphocytes Th17 vont induire la production de diverses 

chimiokines dont CXCL8. CXCL8 est responsable de l’arrivée de nombreux LT effecteurs et 

des polynucléaires neutrophiles au niveau du tissu d’intérêt. La combinaison de l’IL-1β, le 

TNF-α et IL-17 est génératrice de CCL20, un puissant chimio-attractant pour les Th17, par le  

récepteur CCR6 (Annunziato F, 2007). Une boucle d’amplification est mis en place et le 

système est perturbé,  c’est l’inflammation chronique (Figure 7). 

 

Dans le modèle  murin de sclérose en plaques, les souris déficientes pour le gène de l’IL-17 

(Yang XO, 2008) présentent un moindre recrutement des neutrophiles dans les sites 

inflammatoires alors que les souris déficientes pour le gène codant l’IL-23 sont protégées des 

atteintes du système nerveux central (Cua DJ, 2003). De même les souris déficientes pour 

l’IL-17 sont résistantes au développement  de l’arthrite induite par injection de collagène   

(Nakae S, 2003). 

 

De façon identique, chez les patients développant une maladie auto-immune (psoriasis, 

sclérose en plaques), il est constaté un accroissement des réponses de type Th17 avec une 

augmentation de la production d’IL-17 qui est directement corrélée à la sévérité de la maladie 

(Ishizu T, 2005 ; Kirkham BW, 2006 ; Wolk K, 2006). La réponse Th17 induit la production de 

cytokines pro-inflammatoires par les cellules de structure. En effet, la signalisation initiée par 

le récepteur à l’IL-17 induit des facteurs pro-inflammatoires comme l’IL-6, l’IL-1β, le TNF-α, 

IL-8 et des métalloprotéinases (MMP) qui détruisent la matrice extracellulaire (Figure 8) 

(Park H, 2005). 
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Dans  le cas de la polyarthrite rhumatoïde, les fibroblastes et les synoviocytes issus de patients 

produisent de l’IL-6 in vitro (Chabaud M, 1998). Dans des modèles murins d’arthrite 

rhumatoïde, les cellules du liquide synovial produisent du CCL20 et  les Th17/IL17-A+ 

expriment majoritairement le marqueur CCR6 qui est le récepteur de cette chimiokine. Les 

expériences de migration transmembranaire in vitro révèlent que seules les cellules 

CD4+CCR6+IL-17A+ issus des synoviocytes articulaires peuvent migrer en présence de 

CCL20. Dans la même étude il a été établi une forte corrélation entre la production de CCL20 

et les taux d’IL-17 dans les synoviocytes issus des articulations des souris et patients atteints 

de la maladie. De plus, le traitement des souris par des anticorps bloquant CCR6 inhibe le 

développement de l’arthrite.  Ces données nous démontrent que le recrutement des cellules 

Th17/IL-17A+/CCR6+ au niveau du site inflammatoire (articulations) se fait par 

l’intermédiaire de la chimiokine CCL20 produite dans le microenvironnement pathologique  

(cellules synoviales) (Hirota K, 2007). Au final, le récepteur CCR6 est primordiale à la 

fonction des cellules Th17, et il peut être utilisé comme marqueur membranaire dans 

l’identification des Th17 lorsqu’il est associé à d’autres molécules. 

 

Les maladies inflammatoires de l’intestin sont aussi associées aux cellules Th17. De 

nombreuses études ont montré l’implication de ces cellules dans la maladie de Crohn. Cette 

pathologie était initialement associée aux cellules Th1. En effet de nombreuses observations 

indiquaient la présence d’IL-12 et d’IFN- au niveau de la muqueuse gastrique ou des cellules 

de la paroi intestinale des patients (Parronchi P, 1997 ; Berrebi D, 1998). Ces pathologies sont 

caractérisées par un emballement de la réponse immunitaire chez des sujets ayant une 

prédisposition génétique (Barrett JC, 2008). Une étude montre une association entre le gène 

de l’IL-23R, principalement exprimé sur les Th17, et les gènes de susceptibilité de la maladie 

de Crohn (Duerr RH, 2006). Dans un modèle murin de colite inflammatoire, les souris 

déficientes pour l’IL-23p19 ou l’IL-12/IL-23p40, sont protégées contre le développement de 

la maladie alors que les souris déficientes pour l’IL-12p35 ne le sont pas, montrant ainsi le 

rôle important de l’IL-23 dans cette pathologie (Kullberg MC, 2006). Cependant, des cellules 

Th17 productrices d’IFN-g ont été identifiées au niveau du site inflammatoire, ce qui suggère 

que l’IFN-g ne permet pas toujours d’inhiber la production d’IL-17 mais peut au contraire 

contribuer aux fonctions inflammatoires et pathogènes des cellules Th17 (Annunziato F, 

2007 ; Brand S, 2009).  
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Figure 8. IL-17 et son implication dans diverses pathologies auto-immunes et inflammatoires chroniques  

(Miossec P, 2009) 

 

1.1.4.6. La réponse immunitaire des Th17 dans le poumon 

 

L’IL-17A/F et 22 stimulent la production de CXCL8, CXCL1, CXCL5, IL-6, GM-CSF et 

GM-CSF par les cellules épithéliales du poumon. Ces facteurs sont responsables de 

l’expansion des neutrophiles à partir de la moelle osseuse mais aussi de leur survie et en 

particulier leur recrutement au sein des voies respiratoires. Ceci souligne l’importance de la 

réponse adaptative médiée par les lymphocytes Th17 dans la régulation de l’inflammation et 

l’immunité pulmonaire (Aujla SJ, 2007 ; Aujla SJ, 2008 ; Nembrini C, 2009). Une étude sur des 

souris exposées à un pathogène Mycobacterium tuberculosis, démontre un rôle protecteur des 

Th17 dans les infections pulmonaires, suite à la vaccination par le BCG. Des chimiokines sont 

produites et recrutent  rapidement des neutrophiles au niveau du poumon pour l’éradication du 

pathogène (Khader SA, 2007). Les Th17 privilégient et renforcent la réponse des cellules de 

l’immunité innée. En dehors de leur rôle protecteur anti-infectieux au niveau des voies 
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respiratoires, les Th17 sont également associés au développement de maladies inflammatoires 

pulmonaires, l’asthme, la BPCO et la fibrose kystique. Ces maladies sont caractérisées par un 

recrutement massif de polynucléaires neutrophiles dans les voies aériennes pulmonaires 

(Linden A, 2005). Les neutrophiles sécrètent des protéases (MMP) dans le poumon impliquées 

dans le remodelage tissulaire qui est à l’origine de l’insuffisance respiratoire. Les études in 

vitro à partir de cellules épithéliales pulmonaires humaines ou murines, ont en commun la 

mise en évidence de la production de chimiokines  (cités précédemment)  recrutant les 

neutrophiles par les Th17 et la formation de molécules favorisant la polarisation Th17 dans le 

poumon (Figure 9). Une boucle d’amplification se met en place avec l’auto entretien du 

processus d’inflammation liée au recrutement continu des neutrophiles  et des Th17 dans le 

poumon, l’inflammation chronique est établie (Dragon S, 2007 ; McKinley L, 2008).  

 

 

 

 

Figure 9. Les réponses immunitaires Th dans le poumon. A : Infections dépendant d’un pathogène ; B : 

Affections non pathogéniques  (adapté de Nembrini C and al, 2009) 
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1.2. Régulation négative des réponses immunes Teffectrices  

 

Le contrôle de l’auto réactivité des lymphocytes Teffecteurs (Teff) vis-à-vis de l’organisme 

commence  au cours de la sélection thymique, par induction de l’apoptose des thymocytes 

autoréactifs les plus affins, c’est l’induction de la tolérance centrale. D’autres mécanismes de 

sélection génèrent des lymphocytes T dits « régulateurs » et ce dès la vie fœtale, comme il a 

été démontré chez l’homme (Darrasse-Jèze G, 2005). Initialement, il a été décrit 3 catégories 

de lymphocytes Treg (Treg) : les Treg naturels (nTreg), et les Treg issus de la différenciation 

des T CD4+ naïfs conventionnels (iTreg) qui se subdivisent en Treg induits (Th3) et 

lymphocytes régulateurs de type1(Tr1). Ces Treg assurent la tolérance aux antigènes du soi en 

périphérie par suppression des Teff spécifiques.  

 

1.2.1. Découverte des lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg) 

 

Le concept d’immunosuppression a été proposé pour la première fois dans les années 1970, 

par RK Gershon qui avait proposé que des « lymphocytes T suppresseurs » pourraient inhiber 

les fonctions médiatrices d’autres Teff, et par conséquent, induire la tolérance immunitaire 

notamment lors de la discrimination entre le soi et le non-soi. L’existence d’une  telle 

population a été sujet à controverse et a été abandonnée en raison du manque de 

caractéristique et d’un postulat erroné sur le mode d’action de ces cellules dans leur 

description par RK Gershon (Gershon RK, 1972). Puis le concept est réapparu dans les années 

1990, grâce aux travaux de Sakaguchi et al qui démontrent que le transfert adoptif d’une 

population de LTCD4+ déplétée en cellules LTCD4+CD25+ (CD25= Récepteur à l’IL-2) à 

des souris immunodéprimées (nude) induit diverses pathologies auto-immunes (gastritis, 

insulitis, polyarthritis…) (Sakaguchi S, 1995). En revanche, l’injection simultanée de la 

population LTCD4+ avec les cellules déplétées LTCD4+CD25+ prévient le développement 

des maladies. Les divers travaux qui ont suivi sur la caractérisation phénotypique et 

fonctionnelle de ces cellules, ont confirmé leur rôle dans la prévention de l’auto-immunité, et  

le maintien de l’homéostasie immunitaire par suppression des Teff autoréactifs vis-à-vis des 

antigènes du soi, et ont amené à les rebaptiser « Lymphocytes T régulateurs ». 
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1.2.2. Origine et caractérisation des nTreg 

 

Les Treg originaires du thymus sont sélectionnés via la présentation des antigènes du soi, sont 

appelés Treg naturels (nTreg), et se distinguent de ceux induits en périphérie ou iTreg. Chez 

l’homme, les nTreg représentent 5 à 10 % des LTCD4+ dans le sang périphérique, dont 

environ 2% sont constitués par les populations nTreg naïves (Seddiki N, 2006).  De même que 

les populations décrites précédemment, les nTreg ne peuvent pas être identifiés au moyen de 

marqueurs de surface spécifiques. Cependant, les nTreg expriment de façon constitutive à 

l’état basal CD25, la sous-unité α du récepteur de haute affinité à l’IL-2 laquelle est critique 

pour leur survie et leur différentiation dans le thymus (Sakaguchi S, 1995). En effet, les nTreg 

présentent une incapacité à proliférer et à produire de l’IL-2 suite à une stimulation du TCR 

(Malek TR, 2002).  De plus, l’IL-2 joue un rôle crucial dans l’homéostasie périphérique des 

lymphocytes T régulateurs, les souris en étant dépourvues succombant rapidement, 

probablement par atteintes auto-immunes. En outre, les souris déficientes en Il-2 ou pour le 

récepteur à l’IL-2 ont un défaut d’apoptose Fas-dépendante des lymphocytes T CD4+, ce qui 

induit un syndrome lymphoprolifératif (Sadlack B, 1993 ; Setoguchi R, 2005).     

 

Un autre grand pas dans l’identification des Treg a été franchi avec la découverte de Foxp3, le 

facteur de transcription clé dans le développement et la fonction des Treg (Zheng Y, 2007). 

Des études menées chez la souris et chez l’homme ont prouvé que c’est un régulateur du 

développement et de la fonction des Treg. En effet, une mutation du gène est associée à un 

dysfonctionnement des nTreg, à l’origine du syndrome dysimmunitaire IPEX associant, 

polyendocrinopathies, entéropathies auto-immunes, et lié au chromosome X , provoquant 

chez ces patients diverses maladies auto-immunes telles que des entéropathies ou du diabète 

de type 1 (Gambineri E, 2003 ;  Zheng Y, 2007). De façon identique, des modèles murins 

(scurfy) portant des mutations avec une perte de fonction du gène codant Foxp3 au niveau du 

chromosome X, montrent un syndrome lymphoprolifératif apparenté sur le plan clinique à 

l’IPEX. Les souris femelles hétérozygotes ne développent pas de manifestations auto-

immunes. Ces observations associent ces mutations de Foxp3 à une absence de Treg 

fonctionnels aussi bien chez les patients IPEX que chez les souris scurfy (Zheng Y, 2007). Des 

tests fonctionnels in vitro montrent que les Treg CD4+ CD25
high

 de ces patients IPEX ont une 

altération importante de leur potentiel suppresseur des Teff autologues (Bacchetta R, 2007). 

Ces résultats attestent du rôle de Foxp3 dans les fonctions effectrices des Treg. Foxp3 agit en 
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collaboration avec d’autres facteurs de transcription. Le maintien de l’expression de Foxp3 est 

dépendant de l’IL-2 via la signalisation médiée par le facteur de transcription STAT5 (Zorn E, 

2006 ; Laurence A, 2007).  Le facteur de transcription Foxp3 est donc le marqueur 

intracellulaire qui a permis d’identifier les Treg de manière spécifique (Figure 10). Mais la 

détection de ce marqueur requière des étapes de fixation/perméabilisation qui fragilisent les 

cellules, et il ne peut être utilisé pour l’isolement de cellules viables ainsi que pour les tests 

fonctionnels de co-culture. Pour ce faire, de nombreux marqueurs de surface ont donc été 

proposés par différents groupes afin de mieux discriminer les Treg des T conv  tels que GITR, 

CTLA-4, CD62L, CD27 (Godfrey WR, 2004 ; Ruprecht CR, 2005 ; Setoguchi R, 2005), mais 

leur utilisation est limité par le fait qu’après activation les Tconv ont des niveaux d’expression 

de ces marqueurs similaires aux Treg.  

 

En 2006, Seddiki N et collaborateurs, et l’équipe de Liu et collaborateurs,  font une 

découverte majeure dans l’identification spécifique des Treg.  En effet, ils montrent que les 

Treg CD4+ CD25+ Foxp3+ sont CD127-/
 low

 alors que les T conv activés (CD25+) ou non 

activés (CD25-) sont CD127
high

.  CD127 est la chaîne α du récepteur à l’IL-7, qui est une 

cytokine produite localement sur le site de l’inflammation qui assure une survie ainsi qu’une 

prolifération accrue des Teff. Le faible niveau d’expression de CD127 sur les Treg apparaît 

donc comme logique. Chez l’homme, la proportion de lymphocytes CD4+CD25
high

CD127
-/low

 

est de 5 à 10%  des lymphocytes T CD4+ périphériques totaux chez un donneur sain dont 

environ 2% sont constitués par les populations nTreg naïves CD45RA+ (Seddiki N, 2006 ; Liu 

W, 2006). De plus, il y a une très forte corrélation entre le niveau d’expression de Foxp3 et la 

faible expression de CD127 (CD127
-/low

) dans les TCD4+CD25
high

. Par ailleurs, le modèle de 

souris transgéniques surexprimant Foxp3 présente une population de cellules exprimant 

faiblement CD127, et dotée de propriétés suppressives (Liu W, 2006). En conclusion, CD127 

est un très bon marqueur de surface permettant, par son absence relative sur les Treg, 

d’identifier et d’isoler en combinaison avec CD25/CD4 des populations pures de Treg chez 

des individus sains pour une utilisation ultérieure pour des tests fonctionnels ou autres… 

 

Dernièrement Miyara et collaborateurs ont défini plusieurs sous-populations de nTreg sur la 

base de l’expression des marqueurs CD25, CD45RA et Foxp3. En effet, les nTreg se 

définissent en 3 sous classes : Treg naïfs comme CD25
high

 CD45RA+ FOXP3 
high

, les Treg 

effecteurs CD25
high

 CD45RA- Foxp3
high

 ainsi qu’une population de cellules non régulatrices 

CD25
high 

CD45RA- Foxp3
low

 (Miyara M, 2009). 
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D’autre part, il a été décrit que la déméthylation complète d’une région d’ADN, Treg-specific 

demethylated region (TSDR), est associée à la stabilité d’expression de Foxp3 chez les nTreg 

(Polansky JK, 2008). 

 

Au final les nTreg  représentent une population minoritaire au sein des TCD4+, caractérisée 

par leur incapacité à proliférer en l’absence d’IL-2, et à produire de l’IL-2. Leur fonction 

physiologique principale est le maintien de l’homéostasie immunitaire en périphérie par 

inhibition de la prolifération des Teff et des cellules de l’immunité innée (DC, NK). D’autres 

cellules régulatrices sont générées de novo en périphérie, les Treg induits. 

 

1.2.3. Les lymphocytes T régulateurs  induits (iTreg) 

 

Les iTreg (ou Th3) sont plus souvent retrouvés au niveau des sites inflammatoires où ils sont 

convertis en cellules suppressives à partir des lymphocytes Tconventionnels naïfs Th0.  La 

différenciation a lieu  en périphérie sous l’influence d'une stimulation antigénique, en 

présence de signaux dépendant de la voie Signal Transducer and Activator of Transcription 5 

(STAT-5), d’un milieu cytokinique favorable (TGF-β, acide rétinoïque et IL-2) et en l'absence 

de l’intervention des signaux de co-stimulation (CD80/86 et CD28). Ces cellules ont les 

mêmes caractéristiques que les nTreg sur le plan de l’expression de marqueurs membranaires 

et intracellulaires, et de l’inhibition des réponses immunes Teffectrices. Ils se distinguent des 

nTreg par la méthylation incomplète du gène Foxp3 et leur manque d’expression de la 

protéine Helios (Figure 10) (Chen W, 2003 ; Ohkura N, 2010). 

 

Un autre type de Treg, les Tr1, sont générés suite à l’engagement du TCR en présence d’IL-

10 (Groux H, 1997) ou d’IL-27 (Awasthi A, 2007). Ils ont été découverts lors d'expériences de 

culture cellulaire in vitro suite à une stimulation antigénique chronique en présence de fortes 

doses d’IL-10 (Figure 10). Ces iTreg de type1, ne possèdent pas de marqueur spécifique dont 

FOXP3, et sont identifiés au moyen d’un profil cytokinique particulier (IL-10 +, IL-4-, TGF-

β+, IL-5+, IL-2 low /- et IFNγ low/-).   L’IL-10 et le TGF-β ne constituent pas à elles-seules 

le mécanisme de suppression  des Teff par les Treg (Bettini ML, 2010). Dans le paragraphe 

suivant, nous allons décrire les différents mécanismes d’inhibition de l’activité des Teff.  
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Figure 10. Différentiation des sous-populations de Treg  (LANE N and al, 2010) . Les Treg sont classés en 

fonction de leur origine et de leur mécanisme d’action. Les nTreg dérivent directement du thymus tandis que les 

iTreg (Tr1 et Th3) sont induits en périphérie. Ils se caractérisent par une expression constitutive du CD25. De 

plus, leur marqueur le plus spécifique est le facteur de transcription Foxp3 qui est absent chez les Tr1 
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1.2.4. Mécanismes de suppression des Treg 

 

Plusieurs systèmes expérimentaux in vitro et in vivo ont mis en évidence que les nTreg 

CD4+CD25+Foxp3+ préviennent le développement de pathologies auto-immunes. Dans un 

second temps, différentes stratégies expérimentales in vitro ont visé à la compréhension du 

mécanisme utilisé par les nTreg pour l’induction de la tolérance périphérique. Les résultats de 

ces études indiquent très clairement l’implication des nTreg dans la suppression de 

l’activation, de la prolifération et/ou des fonctions effectrices des LT (production des 

cytokines, cytotoxicité) de la lignée CD4+ et CD8+, après une stimulation antigénique par un 

système utilisant des CPA ou par un système polyclonal mimant les mêmes effets (anticorps 

CD3/CD28) (Thornton AM, 1998 ; Godfrey WR, 2004 ; Game DS, 2005). L’action des Treg 

affecte aussi bien les cellules T naïves, effectrices que les LT mémoires. La tolérance 

périphérique médiée par les nTreg ne se limite pas aux LT, elle s’exerce  sur les LB (Lim HW, 

2005), les cellules NK (Azuma T, 2003), et les CPA (DC) (Misra N, 2004). Dans un troisième 

temps, les recherches expérimentales se sont tournées vers le rôle du facteur de transcription 

Foxp3 dans la régulation du mécanisme de suppression. Hori S, et  Sakaguchi S et 

collaborateurs, démontrent qu’une induction de l’expression de Foxp3 rend les Tconv naïfs 

immunosuppressives vis-à-vis des Teff (Hori S, 2003). Ceci démontre que Foxp3 pourrait 

contrôler l’expression des molécules clés régulatrices de la fonction de suppression.  

 

 

1.2.4.1. Molécules immunosuppressives 

 

Les nTreg sécrètent des molécules immunosuppressives impliquées dans la fonction de 

suppression envers les LT autoréactifs. Les plus connues et largement décrites sont l’IL-10 et 

le TGF-β qui sont des cytokines aux propriétés anti-inflammatoires et immunosuppressives. 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, l’IL-10 est également secrétée par un sous-type 

de Treg, les Tr1, dont elle induit la différenciation. Elle est primordiale dans le contrôle de 

l’inflammation. Des études sur des modèles murins de pathologie in vivo avec une 

composante inflammatoire élevée confirment ces conclusions ; notamment des nTreg isolés 

de souris KO IL-10 dans un modèle de colite, sont dans l’incapacité de contrôler le 

développement de la maladie (Annacker O, 2001). Dans des modèles de rejet de greffe, 

l’utilisation d’anticorps bloquants IL-10 prouve également son rôle dans la suppression des 

autres lymphocytes (Figure 11) (Kingsley CI, 2002).   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=Hori%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12522256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=Sakaguchi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12522256
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Quant au  TGF-β, il contrôle de façon générale la différenciation des Treg en induisant 

l’expression de Foxp3. Cette cytokine est connue pour inhiber la prolifération des Th1 et Th2, 

et pour induire des iTreg en périphérie afin de  maintenir la stabilité des nTreg. Des arguments 

en faveur du maintien de l’homéostasie des nTreg par le TGF-β sont fournis par des études in 

vitro, montrant que l’addition de la molécule associée à une stimulation du TCR, permet chez 

l’homme et la souris la conversion de lymphocytes naïfs T CD4+ CD25- Foxp3- en 

lymphocytes T CD4+ CD25+ Foxp3+ régulateurs (Rao PE, 2005). 

 

Certaines études mettent en avant l’influence du microenvironnement sur la signature 

cytokinique des nTreg et sur les fonctions suppressives mises en place. En effet, des modèles 

murins de colite montrent que les nTreg empêchant le développement de la maladie via la 

production d’IL-10 (anticorps bloquant) sont localisés au niveau de la lamina propia de 

l’intestin uniquement (Uhlig HH, 2006). Un autre argument en faveur de cette hypothèse, est 

que le traitement par un anticorps bloquant TGF-β n’inhibe pas les fonctions Treg lors de tests 

in vitro de suppression (Piccirillo CA, 2002).  D’autre part, le TGF β peut être sécrété par des 

types cellulaires différents et favoriser un environnement immunosuppressif.  

 

Par ailleurs, il a été montré que d’autres molécules sécrétées sont impliquées dans le 

mécanisme immunosuppresseur des lymphocytes Treg, l’IL-35 et la galectine-1 (Collison LW, 

2007 ; Garín MI, 2007). Elles causent l’arrêt du cycle cellulaire et inhibition de la production 

des cytokines pro inflammatoires.  

De surcroit, les Treg utilisent l’adénosine, dont les propriétés  immunosuppressives sont 

établies (Sitkovsky MV, 2004). Le CD39 dégrade l’adénosine-5'-triphosphate (ATP) en 

Adénosine Mono-Phosphate (AMP) dans le milieu extracellulaire et le CD73 dégrade l’AMP 

en adénosine. Ces 2 ectoenzymes CD39 et CD73 ont récemment été mises en évidence à la 

surface des Treg chez la souris (Deaglio S, 2007) et chez l’homme (Borsellino G, 2007). La 

liaison de l’adénosine au récepteur A2A des Tconv supprime leur prolifération in vitro et in 

vivo (Figure 11).  
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1.2.4.2. Mécanisme de suppression avec contact cellulaire 

 

La nécessité d’un contact cellulaire pour le potentiel suppresseur des Treg a été mise en 

évidence par le test de suppression de la prolifération des Teff in vitro, qui est devenu le test 

de routine dans l’évaluation du potentiel suppresseur des cellules. Différentes molécules 

intervenant dans un contact entre les Treg et les Teff ont été impliquées dans le potentiel 

suppresseur des Treg. 

 

Des travaux ont montré que CTLA-4 exprimé à la surface des Treg pouvait interagir avec les 

molécules CD80 et CD86 des DC afin d’induire l’expression de IDO, enzyme responsable du 

catabolisme du tryptophane. Le catabolisme du tryptophane va conduire à la synthèse de 

métabolites toxiques comme les kynurénines, de plus la déplétion locale du milieu 

extracellulaire en tryptophane va pénaliser la prolifération cellulaire (Grohmann U, 2002 ; 

Fallarino F, 2003). (Shevach EM, 2009). Les Souris CTLA4-/- souffrent d’un syndrome 

lymphoprolifératif.  

LAG3 est une protéine de surface homologue de CD4, qui interagit avec le CMH II avec une 

forte affinité (Figure 11). Leur interaction avec une cellule comme DC empêche leur 

maturation et supprime leur capacité stimulatrice. Les nTreg isolés de modèle murins LAG3-

/- et l’utilisation d’anticorps bloquants montrent  une activité altérée des cellules régulatrices 

lors de tests fonctionnels (Liang B, 2008).  

Un autre mécanisme de suppression serait médié par la génération de molécules associées à la 

cytotoxicité cellulaire, perforine et granzymes A et B (Grossman WJ, 2004).  

Des publications ont également suggéré que suite à une expression constitutive du CD25, les 

Treg détournent à leur profit l’IL-2 présent dans le milieu extracellulaire ; cette capture 

empêche la prolifération des Teff (Figure 11) (Oberle N, 2007).  

Depuis peu, de nouveaux mécanismes de suppression des Treg ont été identifiés. En effet, des 

études  in vitro  ont mis en avant l’intervention des nTreg dans la synthèse de glutathion 

(GSH), un antioxydant intracellulaire important pour la prolifération des Teff. L’inhibition de 

la synthèse de GSH passe par la consommation par les Treg de la cystéine nécessaire à la 

synthèse de GSH et la rendant ainsi indisponible aux Teff (Yan Z, 2010 ; Yan Z, 2009).  Une 

autre équipe a montré l’induction par les Treg de la sénescence des Teff stimulés par de l’anti-

CD3 dans des tests classiques de suppression in vitro. La sénescence consiste en un état 
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d’arrêt permanent de la prolifération (Ye J, 2012). Ce point sera plus détaillé dans le chapitre 

sur le stress oxydatif.  

Au total, il ne semble pas qu’il y ait un mécanisme d’action principal des Treg, mais 

plusieurs selon le contexte expérimental physiopathologique et la fonction effectrice 

régulée. 

 

Figure 11. Mécanismes de suppression par les Treg. De multiples mécanismes moléculaires et cellulaires ont 

été décrits à ce jour : Influence du contact cellulaire avec l’interaction CTLA-4 et des molécules de co-

stimulation CD80/CD86 sur la CPA et l’induction d’IDO via CTLA-4 dans les DC ; interaction entre LAG3 et 

les molécules de CMH de classe II ; sécrétion de cytokines immunosuppressives : IL-10, TGF-β, IL-35 ;  

Cytotoxicité des Treg sur les cellules T effectrices et sur les CPA via granzyme A/B ou CD39/79 avec la 

production d’adénosine ou privation en IL-2 (LANE N, 2010).  
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1.2.4.3. Fonctions physiopathologiques des Treg  

 

De nombreux modèles expérimentaux murins, et études in vitro/ex vivo réalisés chez l’homme 

présentant une  délétion ou une  altération des marqueurs CD25 ou Foxp3 des Treg, les ont 

montrés comme responsables du développement de pathologies auto-immunes.  

Mais ces populations Treg dont le rôle est primordial dans l’immunosurveillance 

périphérique, sont aussi impliquées dans le développement de cancers et d’infections 

chroniques (Chatila TA, 2005) car elles inhibent les réponses immunitaires à médiation 

cellulaire des CTL nécessaire à l’éradication des cellules tumorales (Nishikawa H, 2010).  En 

effet, une augmentation de la fréquence des lymphocytes Treg a été décrite dans de très 

nombreux types de cancers (notamment pulmonaire, ovarien, colorectal, du sein et 

mélanome). Cette augmentation de la fréquence est souvent en corrélation avec un mauvais 

pronostic (à l’exception des cancers hématopoïétiques), notamment pour les carcinomes 

ovariens (Curiel TJ, 2004). De nouvelles stratégies thérapeutiques sont donc développées dans 

le but de réguler leurs prolifération et fonctions.   

Les infections chroniques (virus, bactéries et parasites) ont également été associées à une 

augmentation du nombre de lymphocytes Treg Foxp3+. L’induction ou l’expansion de 

lymphocytes Treg durant l’infection, afin de limiter les dommages tissulaires, serait 

responsable de l’échec de l’élimination complète de l’infection, avec pour conséquence 

l’établissement d’une phase chronique (Wohlfert E, 2008).  

En conclusion, le moindre déséquilibre dans la fonction ou la fréquence des lymphocytes Treg 

conduit au développement de graves pathologies, un excès dans leur nombre ou leur fonction 

favorisant le développement de cancers tandis qu’un défaut semble impliqué dans la 

physiopathologie de nombreuses maladies auto-immunes et dans les maladies allergiques. 
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Figure 12. Différentiation des sous-populations de Th et iTreg  à partir des Tconv naïfs.   Les Tconv naïfs 

provenant du thymus s’activent et se différencient en plusieurs sous-types de Th ayant des fonctions différentes 

et sécrétant des cytokines caractéristiques. Les Th1 médient les réponses anti-infectieuses contre les pathogènes 

intracellulaires et les Th2 contre les pathogènes extracellulaires ; la réponse anti-infectieuse des Th17 est 

restreinte aux muqueuses ; les nTreg  ou induits (iTreg et Tr1) contrôlent le développement des Th1/2/17 (John J 

and al, 2010). 

 

1.3. Microenvironnement et plasticité fonctionnelle  

 

Le microenvironnement a été mis en avant dans la régulation des fonctions effectrices des 

populations régulatrices et donc dans la plasticité fonctionnelle. Précédemment nous avons 

détaillé le choix initial de lignages effecteurs Th (Th1, Th2 et Th17) pour une cellule T CD4+ 

naïve en fonction de la nature du pathogène (Figure 12, Tableau 1). En effet, la plasticité des 

Tconv naïfs permet de moduler la nature et l’intensité de la réponse immunitaire en fonction 

de la nature de l’agression et du microenvironnement. Cette description suit un schéma très 

précis, mais de nouvelles données nous montrent  que ce lignage peut encore gagner en 

complexité et en plasticité avec l’intervention du microenvironnement dans des situations 

pathologiques.   
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Module 
Cytokines de 

polarisation 

Facteur de 

transcription 

Récepteurs 

membranaires 

Cytokines 

effectrices 
Cellules cibles 

Fonction 

immune 

Th1 IL-12, IFN T-bet CXCR3 IFNγ Macrophages Bactéries 

Th2 IL-4 GATA-3 CCR4 / CRTh2 
IL-4, IL-5, 

IL-13 
Eosinophiles Parasites 

Th17 
IL-6, IL-1 β, 

TGF-β 
ROR-γt CCR6 / CCR4 IL-17, IL-22 Neutrophiles Fungi 

Treg ? FOXP3 CCR7 / CCR6 TGF-β DC / LT Régulation 

Tr1 IL-10 ? CCR7 / CCR6 IL-10 LT Régulation 

 

Tableau 1 : Récapitulatif de la caractérisation des Th et Treg  (Sallusto F and al, 2009) 

 

1.3.1. Phénotype Th17/Th1 et Th17/Th2 

 

La différentiation in vitro de TCD4+ naïfs dans un environnement IL-4+ ou IFN-γ, en 

l’absence de TGF-β génère des Th17 produisant de l’IFNγ et de l’IL-12 en supprimant la 

sécrétion d’IL-17 dans un contexte dépendant des voies de signalisation Tbet/STAT3 (Lee YK, 

2009). Chez des patients atteints de la maladie de Crohn, 50 % des populations Th produisant 

de l’IL-17A sécrètent également de l’IFN-γ au niveau de l’intestin (Annunziato F, 2007). De 

même des clones cellulaires de T générés à partir de Th17 (CD4+CCR6+CD161+) circulants 

de patients atteints d’asthme chronique,  contiennent des cellules avec un phénotype bivalent 

Th17/Th1, et des Th17/Th2 produisant de l’IL-4 et de l’IL-17 en faible proportion. Il s’est 

avéré que l’expansion in vitro des CD4+CD161+ naïfs (provenant de sang cordon ombilical ) 

se différencie en cellules avec une signature cytokinique et moléculaire (GATA3 /RORC2) de 

type Th17/Th2, en présence de l’ IL-4  (Cosmi L, 2010) .  
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1.3.2. Phénotype Th17/Treg 

 

Chez la souris, il a été montré que les Treg se différencient en Teff, dans un environnement 

inflammatoire dépendant de l’IL-6. De plus, ces Treg produisent de l’IL-17 A en l’absence de 

TGF-β (Radhakrishnan S, 2008 ; Lee YK, 2009) ; et l’IL-6 supprime l’effet suppresseur des 

nTreg (Korn T, 2007 ; Xu L, 2007).  Des études in vitro chez l’homme, révèlent qu’en plus 

d’une sécrétion d’IL-17A les Treg activés dans des conditions inflammatoires perdent leur 

fonction immunosuppressive de manière réversible (Beriou G, 2009) . Ces résultats 

complètent les données précédentes obtenues chez la souris et prouvent l’existence d’un 

phénotype bivalent Th17/Treg lorsque que les Treg activés sont cultivés dans un 

environnement pro-inflammatoire. Cette redirection de la différenciation Th17/ Treg 

s’effectue grâce à la plasticité de la régulation transcriptionnelle via l’environnement. 

Aujourd’hui un intérêt particulier est accordé à l’étude de la balance Th17/Treg, et à leur 

relation dans différentes maladies inflammatoires et auto-immunes. Ces cellules sont liées par 

leur origine commune avant différenciation (pour les iTreg), par les phénomènes de plasticité 

qui peuvent provoquer un changement de phénotype et aussi par l’ambivalence de leur rôle. 

Les Th17 sont pro-inflammatoires alors que les Treg sont immuno-régulateurs. 

 

1.3.3. Balance Treg / Th17 et maladies inflammatoires chroniques 

 

Les nTreg et les différentes sous-populations de iTreg contrôlent les réponses effectrices des 

Teff auto-réactifs et préviennent le développement de maladies auto-immunes et limitent les 

dommages tissulaires. Précédemment, nous avons décrit les conditions de génération des 

sous-populations Treg et Th17 qui sont très liées par le TGF-β, alors que l’addition de 

cytokines pro-inflammatoires IL-6 et/ou IL-1β et/ou TNF-α, favorise la différenciation vers 

un phénotype Th17.  Cette différence très fine suggère l’existence d’une balance critique, 

gouvernée par l’IL-6 (et autres cytokines pro-inflammatoires), dans la différenciation entre les 

Treg et Th17.D’autant plus que l’IL-6 seule stimule la différentiation Th17 (sous certaines 

conditions cf. §1.1.4.1) et le TGFβ celle des Treg. Des études in vitro chez la souris mettent 

en évidence la différentiation des Tconv naïfs vers la lignée Th17 dans un environnement 

inflammatoire IL-6 dépendant en présence  de Treg stimulés dans des conditions 

mitogéniques (CD3/CD28).  De plus,  pour la première fois des tests de co-culture  montrent 

une génération d’IL-17A par ces Treg murins (Lee YK, 2009). Cette observation met en garde 
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contre les stratégies d’immunothérapies basées sur le transfert adoptif de Treg afin de réguler 

les réactions inflammatoires. Les Tr1 avec leur  production de cytokine anti-inflammatoire 

l’Il-10 capable de neutraliser les réponses de type Th1 serait une alternative. La balance 

Th17/Treg peut expliquer les dysfonctionnements des Treg inflammatoires et le recrutement 

excessif de Th17 au niveau des sites inflammatoires, à l’origine des maladies auto-immunes 

inflammatoires. 
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Synthèse : Les sous-populations de TCD4+ 

 

 

 

Les lymphocytes Th se distinguent grâce à une signature moléculaire spécifique :  

(i) les Th1 expriment les facteurs de transcription T-BET/STAT4 et sécrètent de l’IFNγ et IL-

12. Ils régulent les réponses immunes contre les pathogènes intracellulaires et sont également 

responsables des dommages tissulaires observés pendant les maladies inflammatoires ;  

(ii) les Th2 sont identifiés grâce aux facteurs GATA3/STAT6 et la production d’IL-4 et 

protège des pathogènes extracellulaires (helminthes) ; (iii) les Th17 (CCR6+CCR4+CXCR3-) 

sont des cellules mémoires issus de précurseurs naïfs (CCR6+CD161+) ou pas   produisant de 

l’IL-17A/F, IL-21 ; IL-22, IL-23 dépendant des facteurs  de transcription RORC/STAT3. Ils 

assurent le maintien de la barrière homéostatique au niveau des muqueuses et protège des 

infections bactériennes. Ils sont souvent impliqués dans le développement des maladies 

inflammatoires chroniques et auto-immunes ; (iv) les Treg se détachent en 3 sous-populations 

les n Treg originaire du thymus (FOXP3+ CD25
high

CD127
-/low

) et les iTreg induits en 

périphérie (Tr1 et Th3). Ils maintiennent la tolérance immunitaire aux antigènes du soi en 

périphérie et sont peu recrutés au niveau des sites inflammatoires.  

 

 

 

L’existence d’une  balance Treg/Th17, en faveur d’une augmentation des Th17 et une 

diminution des Treg est souvent associée au développement de maladies auto-immunes et 

inflammatoires. Ces dysfonctionnements lymphocytaires sont observés dans la 

Bronchopneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) mais le mécanisme à l’origine n’est 

pas connu. Cependant, l’équipe de Mougiakakos et collaborateurs ont démontré une résistance 

des Treg à un stress oxydatif induit par l’H2O2, par rapport aux lymphocytes T conventionnels. 

Cette résistance des Treg est directement liée à une expression plus importante des systèmes 

antioxydants (Thiorédoxine) en comparaison des Tconv ; ceci suggère que le stress oxydatif 

secondaire au tabagisme chronique pourrait expliquer les anomalies Treg/Th17 observées 

durant la BPCO. 

 



62 

Dans le chapitre suivant nous allons d’abord définir le stress oxydatif puis décrire les 

systèmes de synthèse et de réduction des oxydants ainsi que les effets physiologiques et 

néfastes sur les cellules dont les lymphocytes. 

 

2. Le stress oxydatif 

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre les systèmes producteurs d’oxydants 

et les capacités anti-oxydantes d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire, en faveur des 

entités oxydantes (Sies H, 1991). C’est avant tout  une réponse à un changement par rapport 

aux conditions physiologiques d’une cellule. Au départ, la synthèse d’oxydants ne modifie 

pas ses propriétés biologiques. Si les oxydants s’accumulent, la cellule va s’adapter par la 

mise en place d’une détoxication via des molécules et enzymes participant à l’élimination des 

oxydants associés à une répression  des systèmes libérant les oxydants, c’est le maintien du 

statut redox (Morel Y, 1999 ; Barouki R, 2001). Lorsque le taux d’oxydants devient trop 

important par rapport aux défenses, un stress oxydatif cellulaire s’installe. La mise en place 

du stress oxydatif cellulaire sera décrite, à travers des données de la littérature, en  faisant le 

lien entre le niveau d’oxydants et d’antioxydants et leur conséquence réversible ou non sur 

des cibles biologiques impliquées dans des fonctions cellulaires primordiales. Au préalable, 

les différentes espèces oxydantes et systèmes antioxydants seront détaillés. 

 

2.1. Les espèces réactives de l’oxygène 

Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) regroupent l’ensemble des dérivés radicalaires de 

l’oxygène mais également les composés non radicalaires. 

 

2.1.1. Les espèces radicalaires de l’oxygène 

 

Les espèces radicalaires ou radicaux libres de l’oxygène (RLO) possèdent un électron non 

apparié. Du fait de leur très grande réactivité, leur durée de vie est très courte. Il existe aussi 

des espèces radicalaires dérivant de l’azote mais appartenant à la classe des espèces réactives 

oxygénées. On peut distinguer les radicaux primaires des radicaux secondaires comme les 
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radicaux peroxyles (ROO°) et les radicaux alkoxyles (RO°) issus de la réaction des radicaux 

primaires avec d’autres entités (lipides, protéines, glucides) (Tableau 2). 

Dénomination Formule chimique 

Anion superoxyde O2°- 

Radical hydroxyle OH° 

radical perhydroxyle HO2° 

Radical peroxyle ROO° 

Radical alkoxyle RO° 

 

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des espèces radicalaires de l’oxygène 

2.1.2. Les espèces non radicalaires oxygénées 

Les dérivés non radicalaires ne possèdent pas d’électron célibataire, ce sont des espèces 

activées  dérivant de l’oxygène ou de l’azote ou chlore. Ils réagissent avec des métaux 

(Tableau 3).   

Dénomination Formule chimique 

Oxygène singulet 
1
O2

 

Peroxyde d'hydrogène H2O2 

Nitreperoxyde ONOOH 

Peroxynitrite ONOO- 

ion hypochlorite HOCl 

 

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des espèces non radicalaires oxygénées 
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2.2. Les principales ERO et leur mode de production  

 

L’essentielle de la production (physiologique ou pathologique) d’ERO est associée  aux  

réactions d’oxydo-réduction et au métabolisme cellulaire de l’oxygène. Les principales 

ERO comme l’
1
O2,  l’O2-, l’ H2O2, OH°, le peroxynitrite sont sous la dépendance de 

différentes réactions que nous décrirons en insistant sur le mode de production, la source et le 

type cellulaire de chacun d’entre eux. 

 

2.2.1. L’oxygène singulet 

 

Sous l’influence de rayonnements à ultraviolets (sources extérieurs), la liaison entre les 

molécules d’oxygène est fragilisée et une inversion des électrons peut s’effectuer donnant 

naissance à une forme plus réactive, l’oxygène singulet (
1
O2) dont la durée de vie est 

extrêmement courte. Il réagit avec les bases nucléiques, lipides non saturés et amino-acides. 

Au niveau de l’ADN, son  interaction avec la guanine génère le 8-oxo-7,8-dihydro-2'-

deoxyguanosine (8-oxodGuo), le marqueur de stress oxydatif (Ravanat JL, 2000). 

 

 

2.2.2. L’anion superoxyde (O2
-
) 

 

 

L’O2
-
  est un radical libre de l’oxygène chargé négativement, qui résulte d’une réduction 

monovalente de l’oxygène. Cette réaction s’effectue entre l’oxygène (O2) et un électron, en 

présence de métaux, de molécules organiques ou d’enzymes (oxydases ou complexes de la 

chaîne respiratoire). Il est relativement peu réactif, il peut agir en solution aqueuse comme 

base en devenant un accepteur d’H+. Il peut provenir de plusieurs sources présentes dans 

toutes les cellules vivant en aérobie.  
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2.2.2.1. Principales sources de production  

 

Les deux principales sources responsables de la production d’O2- sont la mitochondrie et la 

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate oxidase (NADPH oxydase). Elles seront 

exposées de manière exhaustive, en mettant l’accent sur leur rôle dans les lymphocytes.  

 

A. La chaîne respiratoire mitochondriale  

 

En aérobiose, pour son fonctionnement une cellule produit de l’énergie par des réactions 

d’oxydo-réduction. Ces réactions font intervenir des oxydants ou accepteurs d’électrons, et 

des réducteurs ou donneurs d’électrons. Elles ont lieu au niveau de la chaine respiratoire de la 

mitochondrie, un organite cellulaire qui fournit environ 90% de l’énergie nécessaire sous 

forme d’ATP (Rolfe DF, 1997).  Son rôle est crucial pour le fonctionnement de la cellule et 

représente une des sources principales d’ERO d’une cellule. Chez l’homme, la plupart des 

cellules contiennent un nombre variable de mitochondries en fonction du type cellulaire et des 

besoins énergétiques (Jakobs, 2006).  

 

i. Structure et production d’ERO par la mitochondrie 

 

La mitochondrie possède deux compartiments : l’espace intermembranaire et la matrice 

mitochondriale délimités par deux membranes, la membrane interne et externe.   

 

L’espace intermembranaire a une  composition très proche de celle du cytosol. De plus, ce 

dernier a une charge positive en raison du gradient de protons (H+).  La matrice 

mitochondriale est le siège de nombreuses réactions métaboliques, telles que le cycle de 

Krebs, la β-oxydation des acides gras. La dégradation des nutriments (glucides, acides gras et 

acides aminés)  va  donc fournir à la chaîne respiratoire des équivalents réduits, sous forme de 

la Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NADH) et de la Flavine adénine dinucléotide 

(FADH2),  nécessaires à la synthèse d’ATP.   

 

La membrane externe est perméable aux molécules et permet le transport des protéines de 

taille importante via des translocases.  
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La membrane interne possède de nombreux replis qui forment les crêtes mitochondriales où 

sont enchâssés les 4 complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale et l’ATP synthase, 

responsable de la production d’ATP. Chaque complexe contient plusieurs transporteurs 

d’électrons agissant séquentiellement :  

 

 Le complexe I ou NADH-ubiquinone oxydoreductase catalyse le transfert de deux 

électrons du co-facteur NADH à l’ubiquinone (ou Co-enzymeQ), couplé à la 

translocation de quatre protons au travers de la membrane interne vers l’espace 

intermembranaire. Ceci contribue à la force protonmotrice (Sazanov LA, 2007).   

 

 Le Complexe II ou Succinate-ubiquinone oxydoréductase qui oxyde la succinate en 

fumarate. Il permet le transfert de deux électrons au 3éme complexe, par 

l’intermédiaire de l’oxydation du FADH
2 

et d’un pool d’ubiquinone (Brière JJ, 2005).  

 

 Le Complexe III ou Complexe b-c1 (ubiquinol-cytochrome C réductase) catalyse le 

transfert de deux électrons de l’ubiquinol au cytochrome c, directement associée à 

l’expulsion de  4 protons.   

 

 Le Complexe IV ou Cytochrome c oxydase catalyse la dernière réaction 

d’oxydoréduction qui réduit l’O
2 

en H
2
O par 4 électrons et 4 protons qui sont 

transloqués de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire (Wikström M, 

2007).   

 

Les cofacteurs (NADH, FADH2)  issus de la dégradation des nutriments vont être réoxydés 

par transfert de leurs électrons sur un accepteur final : l’O2, au niveau de la chaîne 

respiratoire. Le transfert des électrons sur les différents complexes s’accompagne d’un 

pompage de protons de la matrice vers l’espace intermembranaire qui est ensuite utilisé par 

l’ATP synthase pour la phosphorylation de l’ADP en ATP (Figure 13). 
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Figure 13. La chaîne respiratoire mitochondriale.  La chaîne respiratoire, au niveau de la membrane interne, 

est constituée de 4 complexes (I-IV) contenant les transporteurs d’électrons et permettant la réduction de l’O2 en 

H2O. Lors de la réduction il se créé un gradient de protons au niveau de l’espace intermembranaire ainsi qu’une 

production d’ERO dans la matrice au niveau des complexes I et III. La force du pompage des protons vers la 

matrice permet la synthèse d’ATP  via le complexe V (ATP synthase). 
 

Au final, l’oxygène est transformé en molécule d’eau : 

 

O2 + 4e- + 4H
+
 → 2H2O 

 
 

Cependant, les imperfections de la chaîne respiratoire peuvent générer des ERO en condition 

physiologique. En effet, le système peut laisser échapper quelques électrons qui vont réduire 

partiellement l’oxygène. Environ 2 à 3% de l'oxygène subisse une réduction mono 

électronique (addition d'un seul électron) conduisant à la formation du radical O2- ( Figure 13) 

(Boveris A, 1972 ; Koppenol WH, 2001 ; Chapman KE, 2005) :  

 

O2+ 1 e- → O2
-
 

 

Cette production radicalaire se perçoit donc comme un phénomène physiologique naturel, 

strictement lié au métabolisme aérobie, qui est permanent et ubiquitaire, excepté dans les 

cellules dépourvues de mitochondries. Le débit de la  synthèse d’ERO est dépendant du flux 

d’électrons de la chaîne respiratoire et du degré de réduction des transporteurs d’électrons. 

Ainsi, une réduction accrue des transporteurs d’électrons du côté du substrat par rapport au 

reste de la chaîne respiratoire (coté oxygène) est très oxydé, et favorise une  importante 
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production  de radicaux. Dans la situation inverse, une oxydation accrue des transporteurs 

d’électrons (ajout de l’ADP) réduit de manière drastique la production d’ERO (Herrero A, 

1997 ; Servais S, 2003). En effet, l’ajout d’ADP mime les mêmes effets obtenus qu’avec un 

agent découplant, tel que le carbonylcyanide-p-trifluorométhoxy-phénylhydrazone (FCCP) 

(décrits plus loin).  

 

En outre, les sites de production de l’O2
-
, au sein de la chaine respiratoire, sont identifiés 

grâce à des inhibiteurs spécifiques : la roténone (complexe I),  l’antimycine A  ou le 

myxothiazol (complexe III), dans des cellules du muscle cardiaque (Barja G, 1999 ; Liu X, 

2002 ; Chen Q, 2003). Chacun des traitements ont montré une surproduction d’ERO, ils ont en 

commun des quinones qui sont des sources d’ERO. De plus, l’identification de dysfonctions 

au niveau des complexes I-III a clairement établi un lien  entre l’augmentation de la 

production d’ERO, par la mitochondrie et les dommages spécifiques d’un stress oxydatif, 

dans de nombreuses maladies neurodégénératives (Schapira AH, 1998).  

 

Ces traitements pharmacologiques sur des lymphocytes périphériques stimulent également 

une production d’ERO qui reste plus élevée au niveau du complexe III (Kamiński MM, 2012).  

Le rôle du complexe III dans la genèse d’ERO mitochondriaux par les lymphocytes T a été 

démontré chez des souris déficientes pour un gène codant pour le complexe III (Uqcrf1) (Sena 

LA, 2013). Par ailleurs, ces études mettent en évidence un rôle essentiel des ERO 

physiologiques dans l’activation des lymphocytes T (décrits plus loin).  De même, la 

surexpression de la protéine BCLxl (B-cell lymphoma x1), impliquée dans la régulation des 

ERO produits par la mitochondrie, diminue de façon significative la synthèse d’O2- par les LT 

activés (Esposti MD, 1999 ; Devadas S, 2002). 

 

ii. Régulation  de la phosphorylation oxydative mitochondriale 

 

 

Le système de phosphorylation oxydative est composé de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (les 4 complexes) et de l’ATP synthase ou complexe IV (Figure 13). En 

fonction des besoins en ATP, la cellule s’adapte en modifiant le fonctionnement global de la 

chaîne respiratoire ou en  modifiant un des éléments (phosphorylation) qui contrôle le 

fonctionnement de la chaîne ou encore en  jouant sur la quantité d’enzymes (Devin A, 2007). 

La phosphorylation oxydative peut être régulée à deux niveaux : le taux de synthèse d’ATP et 



Chapitre I.2.Le stress oxydatif 

 
 

69 

l’efficacité de cette synthèse (Kadenbach, 2003). L’efficacité de la synthèse d’ATP varie soit 

par modification de la force du gradient de protons (découplage extrinsèque) soit par 

modification de l’efficacité de pompage des protons (découplage intrinsèque). Nous 

limiterons la description à la régulation de la phosphorylation oxydative, via le découplage 

extrinsèque, impliqué dans la régulation des niveaux d’ERO de la mitochondrie (en rapport 

avec mon projet).  

 

L’énergie libérée par la chaîne de transporteurs d’électrons (ETC) va permettre de pomper les 

ions H+ à partir de la matrice mitochondriale au travers de la membrane interne vers l’espace 

intermembranaire. Le gradient de protons va représenter une force poussant les protons à 

retourner dans la matrice mitochondriale pour la synthèse d’ATP (Figure 13). Cependant, la 

force du gradient de protons peut être modifiée par un découplage extrinsèque grâce à une 

augmentation de la perméabilité membranaire interne aux protons et aux cations, et donc 

entraîner  une diminution du gradient de protons à travers cette membrane. La fuite de protons 

à l’origine de ce découplage peut être basale, c’est-à-dire influencée par les propriétés 

physicochimiques  de la membrane (teneur en acides gras) ou inductible (Bobyleva V, 1997 ; 

Brand MD, 1992).  

 

La fuite inductible est réalisée par une famille de protéines les « Uncoupling proteins »(UCP). 

Il existe plusieurs isoformes dont  la première UCP1 a été découverte en 1980  (Lin CS, 

1980), sa fonction découplante liée à sa capacité à transporter les protons est dépendante des 

acides gras. Les autres isoformes UCP2 à UCP5 ont ensuite été identifiées sur la base de leur 

homologie avec la séquence d’UCP1 (UCP2 : Fleury C, 1997, UCP3 : Boss O, 1997, UCP4 : 

Mao W, 1999, UCP5 : Yu XX, 2000). Une activité de transport de protons a également été 

attribuée pour les isoformes UCP2 et UCP3 (Jabůrek M, 1999) et leur expression dans des 

cellules de mammifères permet un découplage du gradient (Figure 14).   

 

Ces protéines (UCP2, UCP3) auraient un rôle dans la limitation de production d’ERO 

mitochondriale. Cette hypothèse s’appuie sur différentes expériences de modulation de 

l’expression des UCP. En 1996, Skulachev V et collaborateurs ont proposé le concept de 

découplage modéré basé sur une augmentation assez faible de la perméabilité aux protons qui 

a pour effet une diminution des ERO.   En effet, une élévation de la force du gradient de 

protons  induit une augmentation de la synthèse d’O2- (Turrens JF, 1997). De plus, la 
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production d'H
2
O

2 
est réduite dans des macrophages surexprimant UCP2 (Nègre-Salvayre A, 

1997). De la même façon, des souris dont les gènes codant UCP2 ou UCP3 sont inactivés 

présentent une production d’ERO plus importante que les souris contrôles (Arsenijevic D, 

2000 ; Vidal-Puig AJ, 2000). D’autre part, une équipe montre que l’O2- est capable d’activer 

les protéines UCP1, 2 et 3 par un mécanisme dépendant des acides gras. Donc les UCP 

régulent les ERO mais sont également leurs cibles (Echtay KS, 2002).   
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D’autre part, le découplage peut être produit artificiellement par l’utilisation de molécules 

chimiques produisant les mêmes effets que les UCPs, comme le 2,4 dinitrophénol (DNP) et 

ses dérivés CCCP (carbonylcyanide-m-chlorophénylhydrazone) ou le FCCP (§2.2.2.1. A.i).  

Le FCCP est un puissant découplant du gradient de protons. Il peut agir à des concentrations 

beaucoup plus faibles que le DNP. Ces 2 agents sont les plus utilisés dans la dissipation 

expérimentale du gradient de protons. Le FCCP et le DNP sont des acides organiques avec 

une charge négative délocalisée qui les rend plus hydrophobe. Ainsi cette charge leur permet 

de traverser plus facilement dans un milieu non polaire, tel que la bicouche lipidique de la 

membrane pour atteindre l’espace intermembranaire où elle capte un proton. La molécule 

retourne ensuite dans la matrice mitochondriale ou l’ion H+ est relargué. Au final, le gradient 

de protons est dissipé et la synthèse d’ATP n’a pas lieu (Figure 14) (Kadenbach, 2003).  

 

 

 

 

Figure 14. Régulation de la phosphorylation oxydative mitochondriale.  Le découplage physiologique du 

gradient de protons via  les UCP ou artificiel via le FCCP entraîne une fuite de protons dans la matrice 

empêchant la synthèse d’ATP et inhibant la production d’ERO.  
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Le traitement de TCD4+ murins par du FCCP, dans des conditions mitogéniques,  voit leur 

production d’ERO mitochondriaux  diminuée (sena l, 2013). De même des lignées de Jurkat T 

(Lignée cellulaire immortalisée de T) traitées par le FCCP présentent une diminution d’ERO 

mitochondriaux (Josse C, 1998 ; Tirosh O, 2003). Cependant, dans d’autres types cellulaires 

comme les fibroblastes, il a été montré que le FCCP inhibe la prolifération cellulaire et induit 

une sénescence cellulaire prématurée (Hutter E, 2004). Ce vieillissement précoce serait lié à 

une augmentation de la production d’ERO. Ces résultats montrent que l’effet de la fuite de 

protons  est dépendant du type cellulaire considéré ainsi que de l’intensité de cette fuite. En 

effet, une fuite de protons trop importante et l’augmentation du transfert d’électrons ne 

peuvent plus compenser le retour des ions H+ dans la matrice mitochondriale, le potentiel 

membranaire mitochondrial s’effondre et le niveau d’ERO est élevé. 

 

La mitochondrie ne constitue pas la seule source productrice d’O2
-
. la NADPH oxydase est 

une autre source importante.   

 

 

B. La NADPH OXYDASE 

 

La nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase (NADPH oxydase) ou « Neutrophil 

oxydase » (NOX)  est un complexe enzymatique multi protéique, associé à la membrane 

plasmique, initialement décrit dans les phagocytes (polynucléaires neutrophiles et 

éosinophiles, monocytes et macrophages) et dans certaines cellules non phagocytaires 

(lymphocytes). La plus connue est Nox2 identifiée dans les cellules phagocytaires comme le 

neutrophile, le macrophage et l’éosinophile ; elle joue un rôle fondamental dans les réactions 

de défense immunitaire.  

 

La NADPH oxydase est formée d’un coeur membranaire, le cytochrome b558, constitué des 

protéines p22
phox

 et gp91
phox 

(NOX2), et de facteurs cytosoliques p47
phox

, p67
phox

 et p40
phox

 

ainsi que de la protéine G monomérique Rac. Au repos, le complexe multimérique est 

dissocié, il s’agit d’un stade de pré-activation de la NADPH oxydase (Lapouge K, 2002). 

L’activation de la NADPH oxydase met en jeu la translocation des protéines p47
phox

(NCF1), 

p67
phox

 et p40
phox

 associées dans le cytosol au cytochrome b558 membranaire (Figure 15) 

(Groemping Y, 2005).  

  



Chapitre I.2.Le stress oxydatif 

 
 

73 

Récemment, la famille des Nox (sous-unités gp91 phox) compte 7 isoformes dans les cellules 

non-phagocytaires : Nox1, Nox2, Nox3, Nox4 et Nox5, ainsi que deux Duox : Duox1 et 2 

(Krause KH, 2004). L’activité des NOX requière également la présence de la GTPase Rac, 

dans le cytoplasme des cellules. Cependant, l’implication de Rac1 dans l’activité des NOX 

dépend des isoformes (décrits plus loin). 

 

Au final, cette enzyme catalyse le transfert d'électrons de son substrat le NADPH à l'accepteur 

final l'oxygène (réduction) entraînant la production d’O2- :  

 

NADPH + 2O2→ NADP+
  +  H+  + O2 – 

 

 

 

 

Figure 15. Structure de la NADPH oxydase.  La NADPH oxydase est constitué d’un cœur membranaire le 

cytochrome b558 (gp91phox  et p22 phox) et de facteurs cytosoliques (p40/47/67phox) et rac qui sont 

transloqués au niveau de la membrane après activation.  

 

Des données de la littérature ont clairement établi un lien entre la genèse d’ERO et la NOX2 

(Griendling KK, 2000 ; Suh YA, 1999) ; ainsi la stimulation de récepteur spécifique aux 

phagocytes amène à une formation d’O2
-
 via l’oxydase, qui donnera naissance à l’ H2O2 après 

dismutation.   
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NOX1 quant à lui partage 56% d’homologie avec NOX2.  L’expression de  NOX1 se 

concentre au niveau de tissus tels que  le colon, l’estomac, l’utérus et pourrait être induite 

dans d’autres types cellulaires tels que les cellules musculaires lisses aortiques par le Platelet 

derived growth factor (PDGF), la prostaglandine E2α et l’angiotensine II (Bánfi B, 2004).  De 

plus, des études in vitro indiquent que la délétion génétique de p22phox abolit totalement la 

production d’O2- par les NOX, à l’exception des NOX1.  En effet, son activité est diminuée 

de manière drastique mais une production  résiduelle subsiste ; l’expression de p22Phox est 

essentielle à l’activation complète des NOX1 (Cheng G, 2004 ; Takeya R, 2003 ; Martyn KD, 

2006). En outre, des données de la littérature témoignent d’un lien entre l’expression de Rac1 

et la régulation de l’activité de Nox1 (Park HS, 2004). 

 

L’expression de NOX3  est quasiment réduite à l’oreille interne dans les otoconies ; sa 

structure générale est assimilée à celle de Nox1 et Nox2. L’activation de NOX3 dépend 

entièrement de p22phox  mais pas de Rac1 (Takeya R, 2003 ; Ueno N, 2005). 

 

Le rôle des NOX4 dans la production d’ERO est attesté par plusieurs études expérimentales. 

Par exemple, la transfection d’une lignée humaine de pneumocytes de type 2 avec un ARN 

d’interférence (siRNA) spécifique de NOX4 diminue la production d’ERO, en réponse à 

l’exposition aux particules de diesel (Amara N, 2007).  NOX4 est exprimée de façon 

ubiquitaire et est  impliquée dans la prolifération, différentiation cellulaire et les défenses 

immunitaires.  

 

NOX5 est une enzyme sensible au calcium et son expression est limitée aux cellules de la rate 

et des spermatozoïdes dont elle assure la maturation. Elle est également présente dans les 

lymphocytes tissulaires mais absente dans les lymphocytes circulants (Bánfi B, 2001) .  

 

Les DUOX 1 et 2 sont respectivement isolées dans l’épithélium respiratoire / thyroïde et dans 

les glandes du tractus gastro intestinal / glande thyroïde. Elles possèdent 83% d’homologie 

avec les NOX2 et sont impliquées dans la synthèse des hormones thyroïdiennes mais aussi 

dans la défense des épithéliums (Geiszt M, 2004).  
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L’interaction des isoformes Nox-1 et Nox-4 avec TLR4 après traitement par le LPS (ligand de 

TLR4) dans différents types cellulaires, comme les cellules embryonnaires rénales HEK293, 

suggère un rôle de ces isoformes dans les défenses immunitaires (Park HS, 2004). En 

revanche, d’autres données indiquent que la surexpression ou la dérégulation des Nox1, 4 et 5 

pourrait avoir un rôle dans la croissance importante des cancers (angiogenèse) ; les Nox 

pourraient ainsi constituer de nouvelles cibles thérapeutiques en oncologie (Lambeth JD, 

2004). 

 

Au niveau des lymphocytes T, les expériences sur des modèles murins déficients pour les 

gènes codant les sous-unités  p47
phox

 ou gp91
phox 

ont révélé une diminution de la production 

d’H202 issue de la dismutation d’O2-, en réponse à une activation du TCR (Jackson SH, 2004). 

De même, des expériences avec Rac1 muté (N17) montrent une diminution significative d’O2-  

par des  LT activés  (Devadas S, 2002). Ces données suggèrent que la production d’O2- par les 

NOX est essentielle à l’activation des lymphocytes T. D’autre part, cette production 

d’oxydants par les NOX, à l’issue d’une stimulation du TCR, est essentielle à la fonction 

immunosuppressive des Treg. En effet, des Treg issus d’un modèle murin délétère pour le 

gène codant Ncf1 (p47
phox

)  ne peuvent plus inhiber la prolifération des Teffecteurs. Le 

traitement par des antioxydants (comme la N-acétyl-cystéine (NAC)) reproduit les mêmes 

résultats (Efimova O, 2011).  

 

 

2.2.2.2. Autres sources d’anion superoxyde 

 

 

Les autres enzymes synthétisant des ERO sont la xanthine oxydase, les cyclo-oxygénases 

(COX), les lipo-oxygénases, et les enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochrome 

P450)  (Cai H, 2000). La xanthine oxydase catalyse l’oxydation de la xanthine en acide 

urique, nécessitant pour cela la réduction de l’O2 et la production d’O2- (Harrison, 2002). La 

xanthine oxydase est essentiellement exprimée par les cellules endothéliales vasculaires dans 

le foie et l’intestin. L’administration d’un inhibiteur de l’enzyme diminue la genèse d’ERO 

dans le poumon de rat et indique leur importance dans ce tissu (Saito S, 2005). 

 

Xanthine + 2O2 + H2O →Acide urique + 2O2
·-
 + 2H+ 
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L’acide arachidonique (AA) ou acide eicosatétranénoïque peut être libéré par des lipides 

membranaires sous l’action de lipases. Elle peut subir l’action d’oxygénases telles que les 

lipoxygénases (LOX) et les cyclooxygénases (COX) (Kuehl FA Jr, 1980 ; Cai H, 2000 ; Kim 

C, 2008) qui la convertissent en prostaglandine E2 (PGE2) et leucotriènes, des médiateurs 

lipidiques.  

Cette réaction libère de l’O2
-
.L’isoforme COX-1 est présente dans une majorité de cellules. La 

COX-2 est essentiellement présente dans les cellules endothéliales, où elle participe au 

processus inflammatoire et elle est également retrouvée dans les fibroblastes pulmonaires. En 

outre, notre équipe a montré que l’exposition des fibroblastes à la PGE2 accentue la 

production d’ERO, chez des patients atteints de BPCO  (Dagouassat M, 2013).  

 

L’apparition d‘O2- peut aussi résulter de l'oxydation spontanée de composés tels que des 

catécholamines (dopamine). Ces composés sont facilement oxydables en présence d’ions 

métalliques (Fe2+ ou Cu2+), au niveau de leur structure dihydroquinone (Klegeris A, 1995 ; 

Stokes AH, 1999). L’ H2O2 constitue une autre ERO  qui est très impliquée dans les fonctions 

physiologiques et également délétères d’une cellule (voir plus loin). 

 

 

2.2.3. Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et ses sources de production  

 

L’H2O2 se forme par dismutation de l’O2- sous l’action d’enzymes : 

  

O 2
 ·-

 + O2 
·-
 + 2H

+
 → H2O2 + O2 

 

Ou par la réduction bivalente de l’oxygène : 
 

O 2  + 2 e- → H2O2 

 

Contrairement à l’O2
-
, il est relativement stable et peut diffuser à travers la membrane 

plasmique et reste plus stable en dehors de la cellule qu’à l’intérieur en raison d’un 

environnement plus réducteur (Rutault K, 1999). Il existe ainsi un effet paracrine de cette 

ERO qui peut diffuser d’une cellule à l’autre (van Reyk DM, 2001 ; Matsue H, 2003). De plus, 

il réagit généralement avec des protéines avec une préférence particulière pour les résidus 

cystéines (SH) (décrit plus loin). Dans ce paragraphe sera exposé l’ensemble des systèmes 

enzymatiques impliqués dans la formation du peroxyde d’hydrogène : les superoxydes 
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dismutase 1 à 3 (SOD), le cytochrome p450, les peroxysomes et la famille des amino-acides 

oxydases (Figure 16). 

 

2.2.3.1. La superoxyde dismutase (SOD) 

 

Il existe trois isoformes chez l’homme : la SOD à cuivre ou zinc (SOD1 ou Cu Zn -SOD) se 

trouvant dans le cytoplasme, la SOD à manganèse (SOD2 ou Mn-SOD), dans les 

mitochondries et la SOD extracellulaire (SOD3 ou EC-SOD) (Shull S, 1991 ; Fridovich I, 

1995 ; Okado-Matsumoto A, 2002).  

 

L’élaboration d’une molécule de synthèse (Mitovitamine E), mimant les effets de la SOD-2  

(Dhanasekaran A, 2005 ; Covey MV, 2006), a montré une diminution drastique de la 

formation d’H2O2 dans les TCD4+ de souris sauvages (Sena LA, 2013). De même, des LT 

périphériques activés ou des lignées de Jurkat T, traités directement par du MnSOD, montrent 

également une diminution significative du niveau d’H2O2 (Kaminski M, 2007 ; Kaminski MM, 

2010 ; Kamiński MM, 2012 ; Gill T, 2013). Comme nous l’avons décrit précédemment cette 

production d’ERO par la mitochondrie est essentielle à l’activation antigène spécifique des 

lymphocytes (Sena LA, 2013). De plus, une surexpression de MnSOD prévient une activation 

exacerbée des LT et démontre un effet paracrine de l’ERO (Kamiński MM, 2012) (Figure 16). 

Mises à part les SOD, d’autres enzymes comme les mono-oxygénases sont capables de produire 

l’H2O2. Nous décrirons brièvement ces enzymes. 

 

 

2.2.3.2. Le Cytochrome P450 et le peroxysome 

 

Les enzymes de la famille cytochrome P-450 (CYP) sont des hémoprotéines du réticulum 

endoplasmique qui catalysent une mono oxygénation à partir de l’O2, un atome d'oxygène 

étant transféré au substrat (RH) et l'autre étant réduit. Au cours de la réaction de synthèse  de 

l’O2
−
  et de l’H2O2 peuvent être produites.  

 

Le peroxysome est un organite possédant une membrane unique et contient des enzymes 

dégradant les acides gras et des acides aminés qui conduisent à former un dérivé secondaire 

http://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9moprot%C3%A9ine
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l’H2O2. Les ERO étant toxiques une importante quantité de l’enzyme anti-oxydante la catalase 

(cf. plus loin) est également localisée dans l’organite.  

 

 

2.2.3.3. Les aminoacides oxydases.  

 

La voie principale de la dégradation des acides aminés met en jeu une étape de transamination 

(transfert du groupement amine à un α-cétoacide) suivie d’une étape de désamination 

oxydante par la glutamate déshydrogénase. Néanmoins, il existe une voie mineure qui 

implique l’oxydation directe de l’acide aminé par une L-acide aminé oxydase (LAAO) ou 

amine oxydase qui utilise des coenzymes la Flavine Mono Nucléotide (FMN) ou la Flavine 

Adénine Dinucléotide (FAD). La forme réduite des cofacteurs à l’issue de la désamination 

FMNH2 ou FADH2 est réoxydée par l’O2 pour former l’H2O2 (Mondovì B, 1984 ; Gaweska H, 

2011) (Figure 16).  

 

Elles sont classées selon trois groupes : 

 FAD-amine oxydases (monoamines, les polyamines) (MOA) 

 les amines oxydases carbonylés dépendantes (di-amine oxydases (DAOs) 

 les amine-oxydases sensibles au semicarbazide (SSAO))  

 

Elles sont impliquées dans des mécanismes cellulaires comme la prolifération, la 

différenciation cellulaire et l’apoptose (Vindis C, 2000 ; Toninello A, 2004 ; Polgár E, 2007). 

Ces enzymes catalysent la désamination oxydative des amines primaires aliphatiques et 

aromatiques issus des acides-aminés, ainsi que des amines secondaires et tertiaires. Elles sont 

généralement localisées au niveau de la membrane externe des mitochondries (Gaweska H, 

2011 ; Upadhyay AK, 2008).  Des expériences de mutagénèse dirigée et la construction de 

protéines chimériques ont permis d’identifier les séquences de l’enzyme responsable de la 

liaison avec des substrats et de leur activité catalytique. Plusieurs acides aminés ont été 

identifiés, nous porterons l’attention sur  la phénylalanine qui correspond à une partie de 

l’étude de mon projet.  En effet, un rôle pour la spécificité au substrat correspondant à la 

phénylalanine 208  de la MAO-A a été montré (Tsugeno Y, 1997).  

  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Flavine_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Flavine_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide
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A. L’enzyme IL-4i1 

 

Une première étude a identifié une séquence d’ADNc issus de cellules B murines activées par 

l’IL-4, apparentée aux MAO et résistante à un antifongique, la cycloheximide (Chu CC, 1997) 

; elle est nommée mFig1 ou mIL-4i1. De plus, elle partage 37% d’homologie avec la structure 

primaire du venin de serpent ayant une activité MAO (Raibekas AA, 1998). Chez l’homme, 

hFig1 partage 43% d’homologie avec mFig1 au niveau de la région codant l’activité LAAO 

alors que les séquences carboxy-terminal ne montrent que 11% de similarité ; elle est 

également exprimée par les LB  (Chavan SS, 2002). D’autre part, il est démontré que 

l’expression de mFig1 est restreinte aux tissus lymphoides spécifique des cellules B activés, 

mais qu’elle est également induite dans les lymphomes médiastinaux à grandes cellules b 

(Copie-Bergman C, 2003).  

 

L’équipe de Boulland ML et collaborateurs  montre pour la première fois une spécificité pour 

l’acide aminé L-phénylalanine. Dans cette étude, une activité anti-proliférative de l’IL-4i1 sur 

les TCD8+et TCD4+ est mis en évidence par les DC et suggèrent une fonction 

immunorégulatrice (Boulland ML, 2007). Par la suite, l’enzyme est identifiée dans les 

lysosomes (Mason JM, 2004) et dans les tumeurs associées aux macrophages (Carbonnelle-

Puscian A, 2009). Il est montré in vitro que son expression est induite en réponse à des stimuli 

inflammatoires,  l’activation de NFkB et/ou STAT1 (Marquet J, 2010). En raison de son 

implication dans les tumeurs associées aux macrophages et sa capacité à inhiber la 

prolifération des LT, Lasoudris.F et collaborateurs ont mis en place un modèle de mélanome 

murin  coexprimant IL-4i1 de manière constitutive et GP33 (épitope de la tumeur). Les 

résultats indiquent que les cellules exprimant IL-4i1 développent plus la tumeur ; l’IL-4i1 

supprime la réponse anti-tumorale des TCD8+  (Lasoudris F, 2011). 

 

Depuis peu, Santarlasci et collaborateurs ont montré que l’IL-4i1 diminue l’expression de la 

chaine zeta du CD3 via l’H2O2 responsable des anomalies de prolifération des Th17, après 

une stimulation CD3/CD28. De plus, cette surexpression de l’IL-4i1 explique leur faible 

proportion dans les sites inflammatoires ; il pourrait être utilisé comme un marqueur 

caractéristique des Th17 (Santarlasci V, 2012).  Récemment, il a été mis en évidence que  

l’H2O2 issu de la dégradation de la L-phénylalanine participe aux propriétés antibactériennes 

des cellules dendritiques et macrophages (Puiffe ML, 2013).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=Boulland%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17356132
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2.2.4. Le radical hydroxyle OH· 

 

L’OH
- 
est la plus réactive des ERO. Il est particulièrement délétère et se forme par : 

 la réaction de Fenton en présence du Fe
2+

 

 la réaction de l’H2O2 avec l’O2- (réaction de Haber-Weiss)  

 Sous l’effet de radiations ionisantes (rayons X ou gamma).  

 

De par sa demi-vie courte, il diffuse peu et agit directement sur le site de production. La 

réaction de Fenton implique des métaux de transition ion ferreux Fe2+. L’oxydation de Fe2+, 

en ion ferrique Fe3+ en présence de peroxyde d’oxygène H2O2, génère le radical hydroxyle. 

 

Réaction de Fenton (Figure 16): 

 

H2O2 + Fe 
2+

 → OH· + Fe 
3+

 + OH- 

 

 

2.2.5. Monoxyde d’azote et les peroxynitrites 

 

En dehors des ERO, il existe les espèces réactives de l’azote (ERN) dont le représentant 

principal est le monoxyde d’azote (NO) qui est synthétisé par les NO synthases (NOS) selon 

la réaction : 

 

L- Arginine + O2→ L-Citrulline + NO. 

 

NO. + O 2 
·- 

→ ONOO
•−

 

 

Le NO est peu réactif mais peut réagir avec  l’O2
-
 pour former des molécules plus toxiques 

comme le peroxynitrite (ONOO•−) (Figure 16). Ce dernier est capable d’oxyder des cibles, 

(Lefer AM, 1999) telles que les thiols, certaines protéines, les bases de l’ADN, et d'affecter 

l’intégrité mitochondriale (Beckman JS, 1996).  

 

Les dommages à l’ADN se font au niveau des bases purines et pyrimidines dont la guanine est 

la cible privilégiée. L’oxydation de la guanine génère de la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-

deoxyguanosine (8-oxodGuo) (Helbock HJ, 1999 ; Cadet J, 1999 ; Cadet J, 2002).  
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 La chaîne respiratoire et ses différents composants mitochondriaux (complexe de la chaîne 

respiratoire, membrane, ADN…)  sont également affectés par le ONOO•−  (Shiva S, 2004). La 

nitration des protéines secondaire à la formation de peroxynitrite participe à de nombreux 

processus pathologiques mais représente aussi un des marqueurs du stress nitrosatif. Lors de 

réactions inflammatoires, une augmentation de la production d’O2
- 

et de NO peut être 

observée, et augmenter le taux de ONOO
− 

(Pacher P, 2007). De surcroît, le NO amplifie cette 

réaction  en inhibant la chaîne respiratoire mitochondriale ce qui empêche le transfert des 

électrons du cytochrome c à la sous-unité I du cytochrome oxydase, et aboutit à une 

production accrue d’O2
- 
et de fait de ONOO

−
 (Poderoso JJ, 1996). 

 

D’autre part, il a été démontré que la fumée de cigarette contient des taux élevés de ce 

composé (Pryor WA, 1991 ; Heitzer T, 1996 ; Yamaguchi Y, 2007). La fumée de cigarette 

constitue donc une source exogène d’ERO. 

 

 

Figure 16. Voie métabolique de l’oxygène et des ERO (sans le système antioxydant).  Ce schéma résume 

l’ensemble des systèmes producteurs d’ERO. La production d’O2
-
 par les complexe I et III de la mitochondrie ou 

la NADPH oxydase ; en ce qui concerne l’H2O2, il provient principalement de la dismutation de l’O2
- 
via SOD 

mais peut être également produit par les mono-oxygénase dont IL-4i ; l’ONOO- provient de la réaction entre le 

NO et l’O2
- 
; l’OH- provient de la réaction de fenton. 
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2.3. Sources exogènes d’oxydants 

 

A côté des sources endogènes d’ERO que nous venons de décrire, les ERO peuvent également 

être générées sous l’effet d’oxydants environnementaux auxquels nous sommes exposés : la 

pollution atmosphérique, le tabagisme, les métaux lourds, l’exposition prolongée aux 

raditaions UVB du soleil ou les xénobiotiques, entre autres. 

 

Les métaux lourds comme le cadmium, le mercure ou l’arsenic sont souvent trouvés dans 

l’environnement (sol, air et eau). Il a été montré que ces métaux lourds ont la capacité de 

générer des ERO, provoquant des dommages cellulaires importants en diminuant les activités 

enzymatiques, et au niveau de l’ADN (Flora SJ, 2008). Les radiations UV, notamment les UV 

B, génèrent de l’oxygène singulet et provoquent des dommages au niveau de l’ADN 

(Sutherland BM, 1980). L’exposition à des xénobiotiques (pesticides, amiante, antibiotiques) 

favorise la production de radicaux libres, par voie mitochondriale, ou via le cytochrome p450 

(Halliwell B, 1999).  

 

La fumée de cigarette constitue une source importante d’oxydants exogènes, surtout dans le 

cadre de la physiopathologie de la BPCO. Nous allons décrire sa composition en détail. 
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2.3.1. Composants de la fumée de cigarette 

 

La fumée de cigarette peut être définie comme un aérosol constitué d’une phase gazeuse et 

d’une phase particulaire. La phase particulaire représente une fraction minoritaire comprise 

entre  4 à 9% de la masse  totale de la fumée alors que la phase gazeuse constitue les 91-96% 

restants. Ainsi,  la combinaison des deux forme la fumée totale (Figure 17) (Clunes LA, 2008). 

 

 
 

Figure 17. La composition de la fumée de cigarette totale 

 

L’analyse chimique des composants de la fumée de cigarette se fait au moyen d’une machine à 

fumer constitué d’un filtre en verre, appelé filtre de Cambridge, qui permet la rétention de la 

phase particulaire correspondant au goudron. Nous nous intéresserons à la phase gazeuse et plus 

particulièrement aux composants solubles. Le tableau 4 permet une appréciation des constituants 

les plus importants dans la phase gazeuse de la fumée tels que la nicotine, l’acroléine, les dérivés 

nitrés, les dérivés oxygénés, benzène, du nickel … ainsi que d’autres composés (isoprène, 

acrylonitrile) (Hoffmann D, 1997). Il est également identifié de très grandes quantités de radicaux 
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libres, environ 10
14

 par bouffée, dont la majorité sont des radicaux alkoxyl (RO•) et peroxyl 

(RO2-) (cf. annexes ) (Church DF, 1985 ; Laugesen M, 2005).  

 

Classe Nombre d’espèces dans la classe 

Arnides, irnides, lactarns 237 

Acides Carboxyliques 227 

Lactones 150 

Esters 474 

Aldéhydes 108 

Ketones 521 

Alcools 379 

Phénols 282 

Arnines 196 

N-Hétérocyles 921 

Hydrocarbones 705 

Nitriles 106 

Anhydrides 11 

Carbohydrates 42 

Ethers 311 

Inorganiques 50 

Total 4720 

 

Composition En phase gazeuse (%) 

Acétaldéhyde 98 

Acroléine 93 

Benzène 78 

Formaldéhyde 68 

HCN 50 

Acétone 34 

Organique < 2 

 

Tableau 4 . Les principaux constituants de la fumée de cigarette (Chuan Liu 2011) 

Dans les études expérimentales, y compris celles effectuées pendant ma thèse (voir chapitre II), 

des extraits de la fumée de cigarette sont récupérés par un système de « bullage », qui consiste à 

mélanger la phase gazeuse de la fumée dans un milieu de culture, c’est  le condensat de fumée de 
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cigarette (CFC). Il représente 5% des particules solubles de la phase gazeuse de la fumée totale  

(la phase particulaire est filtrée) (St-Laurent J, 2009).   Le choix de ce modèle est justifié par le 

faite qu’immédiatement après l’inhalation de la fumée celle-ci entre dans un environnement plus 

humide et que les espèces réactives formées en solution aqueuse sont différentes de celles 

formées dans l’air ambiant. 

 

2.3.2. Composants du condensat de fumée de cigarette (CFC)  

 

 De nombreux composants sont suggérés, comme acteur,  dans la production d’espèces 

réactives de l’oxygène. Parmi eux, le dihydrobenzène est un bon candidat. En effet, 

l’oxydation des hydroquinones (QH2) par l’oxygène génère une semi-quinone et de l’anion 

superoxyde, en solution aqueuse.  

 

QH2 + O2→ Q
–•

 + O2
–•

 + 2H+ 

Une dismutation de l’O2- spontanée ou catalytique par la SOD produit de l’H2O2. 

O2–• + 2H+→ H2O2 

En présence, d’ions métallique de transition comme Fe2+, il se forme le radical hydroxyle 

H2O2 + Fe2+→ •OH + OH– + Fe3+ 

 

2.3.2.1. L’anion superoxyde (O2
-
) 

 

L’équipe de Frejaville a identifié l’O2- dans le CFC issu d’une  solution contenant le 5-

Diethoxyphosphoryl-5-methyl-1-pyrroline-N-oxide (DEPMPO) (Frejaville C, 1995). Le 

DEPMPO piège l’O2-. 
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2.3.2.2. Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et l’OH
-
 

 

Grâce à une méthode polarographique, Nakayama et collaborateurs découvrent que le CFC  

formée dans une solution phosphate (PBS) a des niveaux élevés d’H2O2. Au bout de 4h les 

concentrations passe de 37 à 123 µM. Cependant,  la technique fluorimétrique AMplex Red a 

montré que les niveaux d’H2O2 du CFC de PBS sont négligeables par rapport à ceux issus de 

la fumée totale (Yan F, 2005).  

 

2.3.2.3. Peroxynitrite 

 

Le NO et le ONOO
−
 sont les composants majeurs de la fumée de cigarette (Counts ME, 2005). 

Dans les solutions de CFC, les composants réagissent entre eux pour former les alkyls 

peroxynitrite. En effet,  l’oxydation de l’hydroquinone génère de l’O2- qui réagit avec le NO 

pour former le ONOO
−
 (Halliwell B, 1999 ; Church DF, 1985 ; Pryor WA, 1983 ; Pryor WA, 

1984). Ce composé est identifié comme un marqueur du stress oxydatif (ou Nitrosatif) induit 

par les particules solubles de la fumée. Après avoir déplété une partie du contenu en 

glutathion intracellulaire, il réagit avec des cibles biologiques : la tyrosine (nitrotyrosine) ou 

les guanines ou les lipides  (Müller T, 1994 ; Müller T, 1998 ; Muller T, 1997).   

En résumé, les constituants de la fumée de cigarette ont une forte capacité  à induire des 

oxydations irréversibles délétères et à dépléter les contenues en glutathion. Les dommages 

causés par la fumée de cigarette et CFC in vivo et vitro au niveau de l’ADN, des lipides, et 

des protéines, sont largement décrits. Certains composés réactifs de la cigarette (ERO ou 

acroléine) peuvent interagir avec les composants cellulaires pour former des espèces comme 

le  4-hydroxynonenal ou des ERO intracellulaires. 

En effet, les composant du CFC dont l’acroléine est capable d’induire une production d’O2- 

via la xanthine oxydase ou NADPH oxydase des cellules endothéliales (Czernin J, 1995 ; 

Orosz Z, 2007 ; Jaimes EA, 2004). Le CFC (l’acroléines et ONOO
−
) induit également un stress 

oxydatif au niveau de la mitochondrie des cellules épithéliales pulmonaires  (Hara H, 2013 ; 

Anbarasi K, 2005 ; Jia L, 2007; Slebos DJ, 2007; Pacher P, 2007). Ces composés activent des 

voies de signalisations sensibles aux concentrations élevées d’ERO, comme la voie des 

MAPK (Pacher P, 2007) et surtout la voie NFkB (Csiszar A, 2005 ; Orosz Z, 2007). De plus,  

l’activation de la voie NFkB des PBMC totaux issus de fumeurs prime sur celle des non-
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fumeurs. Ceci démontre une hyperactivation de la voie de signalisation NFkB impliquée dans 

les réactions inflammatoires, par les composants de la fumée de cigarette (van den Berg R, 

2001). 

2.4. Systèmes de détoxification des ERO 

 

Les stratégies anti oxydantes à la fois enzymatiques et non enzymatiques sont nombreuses 

dans les différents compartiments cellulaires.  Les composés antioxydants non enzymatiques 

regroupent des petites molécules hydro et liposolubles chargées de piéger les espèces 

radicalaires, « scavengers » alors que les enzymes antioxydantes dégradent les ERO. Tout 

d’abord une première ligne de défense correspondant aux  systèmes non-enzymatiques et les 

systèmes enzymatiques. Puis une deuxième ligne de réponse formée par les systèmes de 

dégradation et de réparation de l’ADN, des lipides et des protéines. Enfin, la dernière ligne de 

réponse est un processus conduisant à la mort cellulaire. 

 

2.4.1. Systèmes non enzymatiques 

Les antioxydants sont des molécules produites par notre organisme ou apportées par 

l’alimentation, pour combattre les effets toxiques des ERO. Les molécules anti-oxydantes 

interagissant directement avec les ERO pour les réduire.  

2.4.1.1. Les vitamines A, E et C 

La vitamine E (á-tocophérol), liposoluble, piège les radicaux libres organiques provenant de 

l’oxydation des lipides, et contribue à diminuer la peroxydation lipidique (Kamal-Eldin A, 

1996).  

La vitamine C (acide L-ascorbique) réduit l’anion superoxyde, le radical hydroxyle, l’oxygène 

singulet et réduit le peroxyde d’hydrogène en eau ,via l’ascorbate peroxydase (Noctor G, 

1998). 

 Et pour conclure, le précurseur de la vitamine A, la β-carotène capture l’oxygène singulet  

O2
1 

(Stahl W, 2002) formé par les radiations solaires, ainsi que les radicaux OH
- 

via leurs 

chaînes carbonées riches en double liaison. Les acides gras polyinsaturés et les flavonoïdes 

sont aussi des « scavengers » des ERO. Les métaux se comportent indirectement comme des 

antioxydants en se fixant sur le site actif des enzymes anti-oxydantes. Un bon exemple est le 
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sélénium qui est un cofacteur enzymatique essentiel aux systèmes du glutathion et de la 

thiorédoxine (Ganther HE, 1999).  

 

2.4.1.2. Le glutathion (GSH) 

 

Le glutathion (GSH) est un tripeptide, formé d'acide glutamique, de cystéine et de glycine qui 

contient un groupement thiol (R-SH) (cystéines) qui lui confère ses principales  propriétés 

antioxydantes.  La glutathione synthétase et la sous-unité catalytique de la glutamylcystéine 

ligase (GCLC), mobilisent l’acide aminé cystéine, le glutamate et la glycine dans la synthèse 

du GSH. Ces deux enzymes sont limitantes dans la biosynthèse de novo du GSH 

(Soltaninassab SR, 2000).  Le potentiel redox d’une cellule est indiqué par le ratio GSH 

couplée à sa forme oxydée GSSG (forme disulfure oxydée). Ce ratio est déterminé par les 

enzymes glutathion peroxydases (GPx) (§2.4.2.2.C Systèmes enzymatiques) impliquées dans  

la catalyse de la réaction de réduction de l’H2O2 et la glutathion réductase (GR) (Figure 21) 

(Ostergaard H, 2004).  

 

GSSG + 2H+ + 2e- →  2GSH (action de GR) 

 

Sous sa forme réduite,  le GSH interagit avec presque toutes les ERO (OH-, 
1
O2, H2O2, HOCl, 

ONOO-, RO-, RO2-) directement ou indirectement via la réaction couplée à la glutathion 

peroxydase et occupe donc une place de pivot dans la mise en jeu des voies de défenses anti-

oxydative (Griffith OW, 1999) (Griffith et Mulcahy, 1999).  

En condition normale, l’état redox intracellulaire est très réduit par la présence des thiols. Une 

diminution  du ratio GSH/GSSG indique un état oxydant élevé comme un stress oxydatif, et 

dans le cas contraire qu’un environnement réducteur prend l’ascendant. De plus, une étude a 

montré que la modulation de ce ratio par des traitements antioxydants comme la N-acétyl 

cystéine (précurseur du glutathion) ou des inducteurs d’oxydants, la Pyrrolidine 

dithiocarbamate (PDTC), définit vers une voie de signalisation particulière,  sur des 

cellulaires épithéliales alvéolaires. Un environnement pro-oxydant stimule la voie NFkB 

(Haddad JJ, 2000).  
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Des travaux récents ont montré qu’un environnement réducteur favorise la prolifération des 

LT. En outre, les LT effecteurs sont incapables de produire leur propre GSH intracellulaire et 

dépendent des DC qui leur fournissent les cystéines. Les Treg interfèrent dans ce mécanisme 

en inhibant les DC, ce mécanisme constitue l’un des mécanismes immunosuppresseurs des 

cellules T régulatrices. (Yan Z, 2010).  

 

2.4.1.3. La Thiorédoxine (Trx) 

Il existe également les Thiorédoxines (Trx) qui sont des dithiols-disulfides (SH)2 

oxydoréductases catalysant la réduction des disulfures en leurs formes sulfhydryles 

correspondantes. Sur le même principe que le GSH, le système Trx comprend une 

sélénoenzyme réductase TrxR pour le maintien de la forme réduite Trx et des autres protéines 

disulfures (Figure 21) (Arnér ES, 2009). Les Trx interviennent dans un nombre important de 

phénomènes cellulaires comme la prolifération. Elles réduisent l’H2O2 en collaboration avec 

les peroxyredoxines §2.4.2.2 E) 

 

TrxS2+ + NADPH + H+ → Trx(SH) 2 + NADP+ 

 

Les thiorédoxines sont en faible concentration par rapport aux GSH et aux autres anti-

oxydants. Elles semblent être spécifiques de certains types cellulaires. Cependant, un lien 

potentiel entre la Trx, le GSH et la GR a été établi dans des cellules primaires de testicule. La 

formation de pont disulfure entre les 2 protéines pourrait avoir un rôle important dans les 

voies de signalisation lors d’un stress oxydatif (Casagrande S, 2000).  

 

L’équipe de Mougiakakos et collaborateurs a montré que dans la sous-population régulatrice 

Treg le contenu en thiol est plus important que les populations T effecteurs ; ce qui les protège 

de la mort cellulaire induite par un stress oxydatif (Mougiakakos D, 2009). Une étude 

complémentaire de la même équipe montre que les niveaux de Thiorédoxine et de fait de la 

thioréductase réductase sont responsables de cette résistance à la mort cellulaire induite par le 

stress oxydatif (Mougiakakos D, 2011). 
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2.4.2. Systèmes enzymatiques 

 

2.4.2.1. Le Nuclear factor erythroid-derived 2-like (Nrf2) 

 

Nrf2 est un facteur de transcription sensible à une augmentation d’oxydants. Dans les 

conditions physiologiques, Nrf2 est lié à kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1), une 

protéine qui empêche sa translocation nucléaire et participe à sa dégradation par le 

protéasome (culin3).  Des études sur des modèles murins déficients pour Keap1
-/-

 montrent 

une létalité postnatale des souriceaux due à une surproduction des protéines anti-oxydantes, 

en l’absence de toute stimulation (Wakabayashi N, 2003). Cette réponse anti-oxydante élevée 

est également observée in vitro dans des kératinocytes dont l’expression de Keap1 est 

supprimée par interférence ARN, en condition basale (Devling TW, 2005). Une étude in vitro 

montre qu’un traitement par un anti oxydant CuDIPSH, mimant l’activité de la  SOD, 

augmente l’expression de  Nrf-2 alors qu’un traitement par la catalase supprime l’expression. 

Ces faits démontrent qu’un stress induit par l’H2O2 est susceptible d’induire Nrf2 (Pi J, 2003). 

De plus, une perturbation du ratio  GSSG/2GSH par un stress oxydatif active également Nrf2 

(Li T, 1997). En effet, Nrf2 exerce un rôle de signal en induisant, à un niveau transcriptionnel, 

la réponse cellulaire adaptée au stress oxydant par la mise en place d’un système de défense 

via la transcription  des gènes codant les enzymes anti-oxydantes (Figure 18). De nombreuses 

enzymes anti-oxydantes dépendant de Nrf2 (Tableau 5) 

 

En situation de stress oxydatif (augmentation des niveaux d’ERO), le facteur de transcription  

DJ-1 stabilise Nrf2 en provoquant sa translocation nucléaire et le libérant de Keap1 pour qu’il 

interagisse avec un élément de réponse antioxydant (ARE) sur les promoteurs de gènes codant 

pour les protéines antioxydantes (Figure 18) (Wasserman WW, 1997). Les séquences  ARE  

peuvent aussi se fixer  à BACH1 et activating transcription factor 3 (ATF3). Lors d’une 

augmentation du niveau d’ERO  intracellulaire, il a été montré que BACH1 et ATF3, de la 

famille des b leucine zipper, se détachent des ARE et sont exportés dans le cytoplasme, 

permettant l’accessibilité de la séquence ARE pour NRF2 (Sun, 2002 ; Dhakshinamoorthy S, 

2005 ; Brown SL, 2008).  

 

Par ailleurs, l’oxydation des cystéines de Keap1 et la phosphorylation de Nrf2 permettent la 

dislocation du complexe et Nrf2 peut être transloqué au noyau et jouer son rôle de facteur de 



Chapitre I.2.Le stress oxydatif 

 
 

91 

transcription en se liant au domaine ARE Nrf-2, en collaboration avec un complexe 

transcriptionnel. Ce dernier induit la transactivation de gènes codant : les enzymes impliquées 

dans la biosynthèse du glutathion (GCLC, GR et glutathion S-transférase), du NADPH, les 

Trx, TrxR, Prx, de même que l’Hème Oxygénase-1(HO-1) (Boutten A, 2010 ; Kwak MK, 

2003) (Tableau 5).  

 

 

 

 

 

Figure 18. Régulation de la translocation nucléaire de Nrf2  . A l’état basal, l’expression de Nrf2 est 

maintenue à un niveau bas dans la cellule par sa liaison à Keap1, permettant son adressage au protéasome. Lors 

d’un stress oxydatif, les ERO oxydent des cystéines de Keap1 et la phosphorylation de Nrf2 permettent la 

dislocation du complexe et Nrf2 peut être transloqué au noyau et jouer son rôle de facteur de transcription en se 

liant au domaine ARE pour induire l’expression des enzymes anti-oxydantes. ATF3 et BACH1 sont des 

inhibiteurs transcriptionnels. Un niveau élevé d’ERO les exporte dans le cytoplasme afin de libérer l’accès à la 

séquence ARE pour Nrf2 (adapté de T. Satoh, 2006). 
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Des modèles murins déficients pour Nrf2 présentent : 

- Une protection face à l’emphysème induit par l’exposition à la fumée de cigarette 

(Iizuka T, 2005)  

- Une susceptibilité aux asthmes allergiques via une augmentation de la réponse Th2  

Cette dernière étude a montré que la délétion du gène Nrf2 dans les cellules dendritiques 

augmente la production d’ERO et favorise une différentiation Th2 des lymphocytes Th0, 

après une exposition aux aéropolluants. En revanche, les DC issus de souris Nrf2+/+ 

produisent moins d’ERO que les souris Nrf2 -/- et induisent une réponse Th1. L’absence de 

Nrf2 et de ce fait l’augmentation d’ERO favoriserait la susceptibilité aux maladies allergiques 

(Williams MA, 2008). 

 

 

Classification fonctionnelle Description des gènes 

Enzymes antioxydantes Superoxyde dismutase (SOD1, SOD2, SOD3), 

Catalase, 

Glutathion peroxydase (GPx2, GPx3, GPx4), 

Glutathion reductase (Gr), 

Thioredoxine (Trx), 

Thioredoxine reductase (TrxR), 

Peroxyredoxine (Prx1, Prx3), 

Glutamate cysteine ligase (GCL) 

Enzymes antioxydantes de la phase Glutathione-S-Transférases (GSTs, GSTA, 

GSTT, GSTP, GSTM, GSTO), 

UDP-glucoronyl transférase (UGT), 

Epoxyde hydrolase, 

NAPD(H) : quinone oxydoréductase 1 (NQO1) 

Protéines et enzymes cytoprotectrices Hème oxygénase 1 (HO-1), Ferritine 

 

Tableau 5. Enzymes anti-oxydantes régulées par Nrf2 

 

 

 

 



Chapitre I.2.Le stress oxydatif 

 
 

93 

2.4.2.2. Enzymes anti-oxydantes 

 

Le système de la SOD et la catalase sont les systèmes antioxydants les plus importants en 

comparaison du GSH et de la  Trx. 

 

A. La superoxyde dismutase 

 

Le radical superoxyde qui présente une toxicité élevée et une réactivité importante est réduit 

de façon à être maintenu à un niveau de concentration assez bas par des enzymes appelées 

superoxyde dismutases (SOD) qui catalysent sa réduction par dismutation (Figure 19) : 

 

O 2 ·- + O2·- + 2H + → H2O2 + O2 

 

Trois isoformes sont présentes chez l’homme : la SOD à cuivre et zinc (SOD1 ou Cu Zn -

SOD) se trouvant dans le cytoplasme, la SOD à manganèse (SOD2 ou Mn-SOD) au niveau de 

la mitochondrie, et la SOD extracellulaire (SOD3 ou EC-SOD) (Fridovich I, 1995). 

 

B. La catalase 

 

Comme nous l’avons précisé précédemment (§2.2.2.2), cette enzyme est présente dans les 

peroxysomes. Il s’agit d’un tétramère formé de quatre hèmes, chacun atome de Fer pouvant 

réagir avec une molécule d’H2O2. L’enzyme  réagit donc très rapidement avec le peroxyde 

d’hydrogène  pour former de l’eau et de l’oxygène (Figure 20) : 

 

H2O2→ 2 H2O + O2 
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Cette enzyme est l’une des plus efficaces des enzymes anti-oxydantes, elle n’est pas saturable. 

Le fer étant son cofacteur, la catalase est essentiellement présente dans les peroxysomes 

hépatiques, mais aussi dans les hématies et les mitochondries de cellules cardiaques (Putnam 

CD, 2000). Takashi et collaborateurs ont montré que les lymphocytes TCD4+ et TCD8+ 

humains surexprimant la catalase (vecteur rétroviral) sont protégées de la mort cellulaire 

induite par le stress oxydatif (H2O2 et 4-HNE) (Ando T, 2008). 

 

 

 

Figure 19. Voie métabolique de l’oxygène et ERO incluant les antioxydants. Les ERO issus de différentes 

systèmes enzymatiques ou non (mitochondrie, NADPH oxydase, IL-4i1…) sont réduits par les protéines 

protéines thiols (enzymes anti-oxydantes (SOD, catalase, Gpx) (Trx, GSH) et les molécules non thiols 

(vitamines). 

 

C. Le glutathion peroxydase (GPx) 

 

Le GPx constitue une des défenses antioxydantes majeures de l’organisme (§2.5.1.2). Des 

GPx à sélénium sont présentes dans le cytosol (cGPx), dans le plasma (pGPx) et au niveau de 

la membrane cellulaire (HPGPx). Il joue un rôle important dans la prévention de la 

peroxydation lipidique (Arthur JR, 2000) (Figure 21). Elles accélèrent également la réaction 

d'oxydation du glutathion (thiol peptidique, symbolisé par GSH) par l'eau oxygénée selon la 

réaction suivante : 
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H2O2 + 2GSH → GSSG + 2H2O 

 

Elle agit également sur les peroxydes organiques toxiques formés par oxydation des acides 

gras ou du cholestérol (Ursini F, 1995). 

 

D. La glutathion réductase (GR) 

 

La GR (§2.5.1.2) est une flavoprotéine membranaire dépendante de NADPH et FAD. Elle 

assure la régénération du glutathion sous sa forme réduite et a un rôle capital dans le maintien 

des pools de GSH ; le GSH est aussi dépendant de la voie des pentoses phosphates pour la 

production de NADPH. 

 

GSSG + NADPH + H+ → 2 GSH + NADP+ 
 

 

E. Peroxyredoxines (Prx) 

 

Les peroxyredoxines (Prx) ou thiorédoxine peroxydase ont été découvertes récemment. 

(Wood, 2003). Elles possèdent deux sites catalytiques comportant des résidus de cystéines, ne 

dépendant pas du sélénium, et sont localisées dans le cytosol, les mitochondries, les 

peroxysomes,  ou associées au noyau et aux membranes. Ces protéines exercent leur rôle 

antioxydant par réduction des ERO comme l’H2O2, le peroxynitrite, de nombreux 

hydroperoxydes mais  également les alkyl hydroperoxydes, le peroxynitrite et les 

hydroperoxydes dérivés de phospholipides ou d’acides gras, en  utilisant la Trx comme 

réducteur (Rhee SG, 2005). De plus, les Prx joueraient un rôle dans la réponse à un stress 

oxydant pulmonaire (Figure 21)  (Kim HS, 2001).  
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F. Thiorédoxine Réductase (TxnR) 

 

La TxnR est une sélénoenzyme qui permet de renouveler les stocks de Trx sous sa forme 

réduite (§2.4.1.3) (Figure 21).  

 

La réaction se fait en deux temps :   

Thiorédoxine réductase-S2 + NADPH + H+ → Thiorédoxine réductase-(SH)2 + NADP+ 

 

Thiorédoxine-S2 + Thiorédoxine réductase-(SH) 2 → Thiorédoxine (SH)2 + Thiorédoxine 

réductase-S2 

 

 

G. Glutaredoxine 

 

Les glutaredoxines (Grx) sont aussi des (SH)2-disulfides oxydoréductases comme les Trx, 

dont les fonctions catalytiques requièrent la présence de GSH. Elles catalysent la réduction 

des protéines disulfures en leurs formes sulfhydriles respectives (Figure 20 et 21). La forme 

oxydée de la Grx est alors re-réduite grâce aux équivalents réduits du GSH selon la réaction :  

 

GrxS2+ + 2GSH → Grx (SH)2 + GSSG 

 

Prot—S—S—Prot + Grx (SH)2 → 2Prot—SH + GrxS2+ 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Réduction des ponts disulfures par les Glutaredoxines avec l’aide du GSH. 

  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Thior%C3%A9doxine_r%C3%A9ductase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide_phosphate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thior%C3%A9doxine_r%C3%A9ductase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide_phosphate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thior%C3%A9doxine_r%C3%A9ductase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thior%C3%A9doxine_r%C3%A9ductase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thior%C3%A9doxine_r%C3%A9ductase
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Figure 21. Schéma récapitulatif des systèmes antioxydants dépendant des thiols.  Les systèmes antioxydants 

dépendants des groupements thiols sont constitués du système du glutathion (GR, GPx et Grx) et du système de 

la thiorédoxine (TrxR, Trx, Prx). Les molécules GSH et Trx réagissent directement avec les ERO et sont 

régénérés via les enzymes réductases et la NADPH (voie pentose phosphate) 

 

 

2.5. Rôles des espèces réactives de l’oxygène 

 

Les ERO ont longtemps été décrites comme délétères mais des études publiées les 2 dernières 

décades ont montré que leur existence est nécessaire pour le maintien du potentiel redox 

d’une cellule et la signalisation cellulaire. En effet, dans les conditions physiologiques 

normales, la production de radicaux libres est parfaitement contrôlée par une réponse  

antioxydante fine, autorisant une adaptation subtile aux niveaux de radicaux générés 

(Halliwell B, 1994).  Ces ERO peuvent donc exercer à de faibles concentrations, un rôle de 

messager secondaire permettant de réguler des fonctions cellulaires, et de fournir une 

protection contre les infections (Halliwell B, 1999 ; Sies H, 1993 ; Dikalov S, 2007). La 

production accrue d’ERO se traduit par des oxydations irréversibles au niveau des 

groupements thiols des protéines et non protéines, de l’ADN ou de lipides ; ceci est 

caractéristique d’un stress oxydatif responsable de l’altération des fonctions physiologiques 
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d’une cellule (Figure 22). Nous allons décrire d’abord les rôles physiologiques, puis les rôles 

physiopathologiques des ERO.  De plus, l’inhibition des systèmes de détoxication tels que la  

catalase et l’ascorbate peroxydase, active certaines voies de signalisations (Durzan DJ, 2002). 

 

 

 

 

 

Figure 22. Nature ambivalente des ERO.  A des faibles niveaux, les ERO assurent des fonctions 

physiologiques (inflammation, prolifération…) et à des concentrations élevées (stress oxydatif) deviennent 

délétères en modifiant la structures des protéines, lipides à l’origine de différentes maladies liées au 

vieillissement (adapté de Barouki R, 2002) 
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2.5.1. Rôle physiologique des ERO  

 

Les ERO sont importants dans les fonctions cellulaires telles que la prolifération, les défenses 

immunitaires et la régulation des voies de signalisation. Dans un premier temps, les 

mécanismes biochimiques à l’origine de l’oxydation médiée par les ERO sera décrite puis les 

différentes fonctions seront détaillées en fonction des niveaux de stress oxydatif (Figure 23). 

 

 

 

 

 

Figure 23. Modèle hiérarchique des voies de signalisations induites par les taux d’ERO. De faibles quantités 

d’ERO induisent le facteur de transcription Nrf-2, impliqué dans l’induction de gènes codant les antioxydants. 

Des niveaux moyens d’ERO activent une réponse inflammatoire et/ou hypoxique via  NF-kB. Des niveaux 

importants  provoquent la mort cellulaire par apoptose ou encore la sénescence via p16/p21. 
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2.5.1.1. Mécanismes d’action des ERO 

 

Les cibles protéiques qui peuvent être oxydées de manière réversible par les ERO  sont celles  

qui leur permettent également d’assurer un rôle physiologique. Les cystéines représentent des 

cibles d’intérêts, en raison de la présence des groupements thiols. En effet, les groupements 

thiol sont très sensibles à l’oxydation par les ERO. L’oxydation de la cystéine catalytique 

provoque sa réduction et la formation d’un  acide sulfénique (SOH). Puis l’attaque de l’acide 

sulfénique par une cystéine de recyclage ou un thiol externe donne un pont disulfure qui sera 

régénéré à l’état initial, par réduction du pont disulfure par les thiorédoxines , glutarédoxines, 

glutathion (Figure 25) (Lee SR, 2002 ; Leslie NR, 2003 ; Hiroaki H, 2011). Cette étape marque 

le maintien du statut redox et des fonctions physiologiques.  Cependant, il peut se produire 

une suroxydation aboutissant à la formation d’acides sulfinique (SO2H) ou sulfonique 

(SO3H), inactivant la protéine, après réaction  avec une deuxième ou une troisième molécule 

de peroxyde (Wood LG, 2003) ; cette étape marque le stress oxydatif et une phase irréversible 

(Bedard K, 2007) (Figure 24 et 25).  

 

 

Figure 24. Mécanisme d’action des ERO au niveau des groupements thiols 

 

 

Donc les groupements thiols des protéines (phosphatase)  et non–protéines (vu 

précédemment) sont des cibles pour les ERO. En effet, les Protéines tyrosine phosphatase 

(PTP) possèdent un centre catalytique avec une séquence cystéine (HCxxGxxRS/T) dont la 

régulation est redox dépendante. L’oxydation de la séquence par les ERO (H2O2) rend la 
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protéine inactive or ce type de protéine a un rôle clé dans la transduction de différentes voies 

de signalisation (Xu D, 2002 ; Andersen JN, 2001). En général, l’oxydation par les ERO 

perturbe l’activité d’une protéine dont l’activité maximale existe lorsqu’elle est dans son état 

le plus réduit au niveau du groupement R-SH. Comme nous l’avons décrit précédemment (§ 

2.1.2 H2O2), les groupements thiols réduits SH sont très sensibles aux ERO. 

 

 
 

 
Figure 25. Mécanisme d’actions  ERO et des antioxydants.  Les ERO engendrent 3 niveaux d’oxydation : 

réversible via les groupements sulfényles où les systèmes antioxydants peuvent intervenir GSH/Trx ; la 

thiolation pour la protection des groupements SH ; la phase irréversible via les groupements sulfinyles et 

sulfonyles.  
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2.5.1.2. Rôles de Messagers secondaires 

 

Les ERO ,secondaires à l’activation d’un récepteur membranaire (Hansen et al., 2006),  sont 

impliquées dans les voies de signalisation liées aux mécanismes d’activation, prolifération, 

différenciation/migration cellulaire, … (Sundaresan M, 1995 ; Lander HM, 1997). Ceci est 

possible grâce à leur rôle de second messager qui oxyde de manière réversible les protéines 

comme les kinases liées aux voies de signalisations. Des nombreuses protéines jouant un rôle 

de facteurs de transcription sont sensibles aux ERO dont p53, AP-1, JNK, Fos, NRF-2, NF-

Kb… (Takada Y, 2003).  

 

A. Cellules non lymphocytaires  

 

Les ERO participent aux cascades de signalisation intracellulaire dans de nombreuses cellules 

comme les fibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, le tissu 

thyroïdien et les phagocytes (Dröge W, 2002). NF-kB est un facteur redox-sensible (H2O2) qui 

répond directement au stress oxydant au moyen de la voie IkB kinase (IKK) (Gloire G, 2006). 

L'activation de NF-kB régule divers transcrits de gènes codant pour des cytokines, des 

chimiokines, des molécules d'adhésion et des facteurs pro-/anti-apoptotiques impliqués dans 

les phénomènes inflammatoires (Martin MU, 2002).  

 

Une autre fonction physiologique assurée par les oxydants est l’élimination des cellules 

endommagées, par l’induction de l’apoptose au travers de la voie signalisation des récepteurs 

du  Tumor Necrosis Factor-α  (TNF-α) et  de Fas L ,CD95/Fas (Kroemer G, 1998) et des 

caspases. Finalement, le NO a la capacité d’activer la guanylate cyclase, générant un second 

messager important dans de nombreuses réponses physiologiques, le GMPc. Dans les cellules 

musculaires lisses, l’activation de la protéine kinase GMPc dépendante permet la 

phosphorylation et l’activation de canaux potassiques calcium dépendants responsables de la 

relaxation des vaisseaux sanguins (Archer SL, 1994). Ils peuvent aussi activer des protéines 

issues de la famille des MAP kinases, impliquées dans la prolifération des cellules 

(Sundaresan M, 1995 ; Arnold RS, 2001). 
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B. LYMPHOCYTES 

Plusieurs études ont confirmé la génération d’ERO par les LT, en réponse à une stimulation 

par des mitogènes (Tatla S, 1999), superantigènes (Staphylococcal enterotoxin A, B…) (Pani 

G, 2000) et en particulier par un anticorps anti-CD3 (Devadas S, 2002 ; Kwon J, 2003)  ou anti-

CD28 (Lahdenpohja N, 1998). Ces études se sont servies, pour la plupart d’entre elles, de 

sondes métaboliques spécifiques des ERO (DHR, DCFDA et DHE). En effet, leur oxydation 

libère la fluorescence qui est dépendante des ERO. L’utilisation de ces sondes en CFM facilite 

la détection des ERO dans des sous-populations lymphocytaires de LT, grâce à l’association 

du marquage de la sonde avec les marqueurs membranaires propre à une sous-population (c.f. 

Matériel et Méthodes). 

 

La cinétique de la formation d’oxydants dans les LT dans ces différentes études est effectuée 

sur des temps courts de 1 à 60 minutes. Les expériences de liaison spécifique du TCR 

(crosslinking) montrent une oxydation rapide des sondes à partir de 2-4 min, sur des lignées 

cellulaires immortalisées de LT (Jurkat) ou des cellules primaires issus de LT murins ou des 

LT activés humains. Ceci sous-entend que la signalisation liée au TCR et celle qui conduit à 

l’activation des LT sont impliquées dans la production d’ERO. Ce dernier  aurait un rôle dans 

la régulation de la transduction du signal liée à l’activation des LT via le CD3 (Kwon J, 2003 ; 

Jackson SH, 2004). En d’autres termes, des stimuli visant l’activation des LT conduisent à la 

génération intracellulaire d’oxydants. 

 

 Il est important de préciser que la plupart de ces équipes ont pris le soin  d’isoler les 

populations de LT ou d’utiliser des lignées de LT, car l’utilisation de populations mixtes 

(cellules phagocytaires, monocytaires) peut être à l’origine des ERO et interférer dans les 

résultats. En effet, dans une population mixte, les LT activés sécrètent et expriment en surface 

des protéines (TNF-, CD40L) qui peuvent aboutir à la formation d’ERO par des cellules non 

T (LB, cellules myéloïdes) (Sundaresan M, 1996 ; Lee JR, 1998). En outre, il existe un effet 

paracrine des ERO qui peuvent diffuser d’une cellule non T à une cellule LT chez l’homme 

mais également dans les modèles murins (Matsue H, 2003 ; Rabesandratana H, 1992). 

L’emploi d’anti-CD3 et/ou CD28 permet de sélectionner dès le départ la population cellulaire 

à activer, à savoir les LT, et facilite donc leur production d’ERO de manière spécifique (Pani 

G, 2000 ; Nagy G, 2003 ; Gergely P Jr, 2002).  
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D’autre part, l’H2O2 active la voie de signalisation des Mitogen Activated Protein Kinases 

(MAPK) impliquée dans l’activation et prolifération des cellules T. L’action d’antioxydants 

tels que la catalase ou la Thioredoxine Peroxydase diminue le niveau d’H2O2 issu de 

l’activation du TCR. Ceci  évoque un lien entre la production d’ERO et la régulation de la 

voie de signalisation liée au TCR et CD3, et donc un rôle de l’H2O2 dans l’activation des LT 

via la voie des MAPK. De plus, le traitement par des antioxydants diminue la phosphorylation 

de la MAPK Erk1/2 des LT (Devadas S, 2002). Une étude réalisée sur des LT préactivés 

montre que le traitement par un antioxydant spécifique de l’H2O2 augmente la 

phosphorylation d’ERK indiquant l’existence d’une boucle de rétrocontrôle négatif de la voie 

MAPK par le niveau d’H2O2 produit. Ainsi les ERO dans cet exemple ont une fonction dans 

la régulation de l’activation des LT (Kwon J, 2003). 

 

 

D’autre part, Devadas S et collaborateurs  montrent que les voies de signalisation activées 

dépendent de la nature de l’entité oxydante. En effet,  l’O2- active la voie FAS Ligand (FASL) 

associée à un phénomène de mort cellulaire programmée,  l’apoptose. Le traitement par des 

antioxydants (MnSOD) spécifique du RLO diminue la proportion des LT apoptotiques et 

l’expression de FasL.  

 

 

2.5.1.3. Rôles dans les Défenses immunitaires 

 

Les polynucléaires neutrophiles (PN), participent à la défense de l’organisme notamment 

contre les bactéries par le phénomène de « burst oxydatif » via les entités oxydantes. Ils 

phagocytent les microorganismes par le phagolysosome à l’intérieur duquel les particules 

infectieuses sont digérées. Cette activation des neutrophiles permet la libération de protéines 

cationiques d’enzymes lytiques, et implique la NADPH oxydase ( myéloperoxydase (MPO)  

dans les polynucléaires) et la NOS (production de NO). La NADPH oxydase relargue une 

importante quantité O2- qui est ensuite dismutée en H2O2 dans le  phagosome contenant du 

chlorure à forte concentration. Ainsi, l’interaction de l’acide hypochlorique (HOCl),  issus des 

MPO, peut réagir avec l’O2- pour former le radical hydroxyle nécessaire à l’éradication des 

micro-organismes (Serteyn D, 2003).  
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A côté de leurs effets positifs aux doses physiologiques, les ERO produits en excès sur une 

longue période ne peuvent plus être compensées par des systèmes de détoxification, ce qui 

conduit à un stress oxydatif cellulaire (Sies H, 1991). Les dégâts cellulaires atteignent 

l’ensemble des macromolécules biologiques (membranes cellulaires, protéines, ADN) et en 

conséquence aboutissent à des altérations structurelles et fonctionnelles (apoptose, 

sénescence, production de cytokines pro inflammatoires…) (Adler V, 1999 ; Buttke TM, 1995). 

 

2.5.2. Effets des ERO 

 

2.5.2.1. Cibles biologiques 

 

A. Lipides 

 

Par leurs nombreuses doubles liaisons les acides gras polyinsaturés, comme l'acide 

linolénique ou l'acide eicosapentenoïque constituent des cibles de prédilection pour une 

oxydation  par les ERO (Pamplona R, 2000 ; Hulbert AJ, 2005).  Les réactions radicalaires 

avec les lipides sont à l'origine de la peroxydation lipidique par le radical OH- 

(hydroperoxydes lipidiques) qui se traduit in vitro par l’accumulation de l’isoprostane, le 

malondialdéhyde (MDA), 4-hydroxynonénal (4-HNE) et de Low Density Lipoprotein (LDL). 

Le 4-HNE et MDA peuvent interagir avec les protéines et l’ADN. Une augmentation 

prolongée des taux d'hydroperoxydes lipidiques membranaires peut avoir de nombreux effets 

négatifs dans les compartiments lipidiques mais varient suivant les types de lipides affectés. 

Lorsque les phospholipides membranaires sont touchés, la peroxydation est responsable 

d’altérations physiques, telles que la diminution de la fluidité, création de pores hydrophiles. 

La peroxydation peut égaler entraîner des altérations fonctionnelles au niveau des récepteurs 

ou des transporteurs à la membrane (y compris la membrane mitochondriale interne) et de la 

transduction des signaux cellulaires (Hong J, 2004). Ces marqueurs (MDA, 4-HNE, LDL, et 

MDA) sont retrouvés en proportion importante, chez les sujets âgés (Chowdhury PK, 2004) et 

chez les patients atteints d’ athérosclérose,  de maladies rénales chroniques, de diabète et de 

BPCO (Fraley AE, 2006 ; Grimsrud PA, 2007 ; Montuschi P, 2000 ; Rahman I, 2002). 
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B. Protéines 

 

Les protéines (et acides aminés), au même titre que les lipides, subissent des modifications 

par les oxydants (OH-). Les acides aminés touchés par l’oxydation sont principalement les 

méthionines et tyrosines générant de la méthionine sulfoxyde et de la nytrotyrosine. Les 

protéines les plus touchées sont celles portant le groupement sulfydryle (thiol : SH) important 

dans les fonctions de détoxication des molécules anti-oxydantes (Peng J, 2000 ; Levine RL, 

2002). Lors d’atteintes oxydatives, les altérations structurales occasionnées sur les protéines 

engendrent leur inactivation et affectent leurs propriétés biologiques (protéines antioxydantes, 

phosphatase…). De plus, les protéines oxydées sont facilement détectables par le protéasome 

pour leur dégradation (Dean RT, 1997).  

 

C. ADN  

 

L’oxydation de l’ADN par l’OH 
–
 ou le peroxynitrite  au niveau des bases, induit des cassures 

des brins, des mésappariements, et des pontages ADN-protéines (Cadet J, 2002). Leur cible 

privilégiée est la guanine donnant lieu à la 8-oxoguanine, 8-nitroguanine et 8-oxoadénine, qui 

sont des marqueurs du stress oxydatif (Favier A, 2003). En outre,  l’ADN mitochondriale de 

par sa proximité avec les sites de production d’ERO  et son manque de ressources de 

réparation est plus exposé aux attaques oxydantes (Wallace DC, 2008). Ces faits sont 

confirmés par la présence élevée de marqueurs mutagènes.  

 

Ces effets délétères affectant les différentes macromolécules peuvent s’accumuler avec l’âge 

pouvant conduire à des pathologies et aux manifestations du vieillissement. 

 

2.5.2.2. ERO et maladies 

 

Nous avons décrit l’importance des entités oxydantes à des doses faibles dans les fonctions 

physiologiques ainsi que leurs effets néfastes à des doses élevées sur les lipides, les protéines, 

l’ADN qui conduit à un profond remaniement des fonctions cellulaires de base.  Le 

microenvironnement prooxydant généré en réponse à une production importante d’ERO 

intracellulaires (ou exogènes comme nous verrons plus loin) joue un rôle clé dans la 

pathogénèse de nombreuses maladies. En effet, le stress oxydatif est impliqué dans 

l’ischémie/re-perfusion, les maladies neurodégénératives, les cancers, l’infarctus, le diabète, 

l’hypertension mais aussi dans la formation des lésions vasculaires de l’athérosclérose 



Chapitre I.2.Le stress oxydatif 

 
 

107 

(Madamanchi NR, 2005 ; Mueller CF, 2005). Notons que ces pathologies sont intimement 

liées au vieillissement. 

 

Lors d’ischémie, le glucose sanguin diminue entraînant une augmentation de la synthèse 

d’ERO mitochondriales et l’activation de xanthine oxydase produit davantage d’ERO (H2O2 

et O2-).  

 De la même façon, l’athérosclérose résulte d’une accumulation de LDL oxydées dans la paroi 

artérielle les macrophages captent les LDL et produisent des ERO (Sorg O, 2004). 

Dans les cancers, les entités oxydantes sont à l’origine de dommages et mutations de l’ADN 

(§2.4.2.1 C) qui constituent en soi un  facteur de risque dans l'initiation et le développement 

de la maladie (Migliore L, 2002). Les ERO  interviennent dans l’activation des carcinogènes, 

créant des lésions de l’ADN, inhibant des gènes suppresseurs de tumeurs, comme p53 et  

amplifiant ainsi les signaux de prolifération (Favier A, 2003). 

Dans les maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson, l’auto-oxydation de la 

dopamine produit le radical O2- et H2O2 qui renforceraient la dégénérescence des neurones 

dopaminergiques, à l’origine de la pathologie. Enfin, les patients souffrant de la maladie 

d’Alzheimer présentent des niveaux élevés de marqueurs de stress oxydatif (Rao AV, 2002 ; 

Hardy J, 2002).  
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2.5.2.3. Rôle des ERO dans le vieillissement cellulaire 

 

Les dommages causés  par les ERO, au niveau de l’ADN, stimulent les systèmes de  

réparation de l’ADN et entraîne un  arrêt transitoire du cycle cellulaire.  Dans certains cas,  cet 

arrêt est permanent, c’est la sénescence cellulaire. Dans un premier temps, nous allons décrire 

le déroulement du cycle cellulaire puis nous décrirons la sénescence cellulaire. 

 

A.  Régulation  du cycle cellulaire 

 

 

Au cours du cycle cellulaire, quatre phases se succèdent dans cet ordre: G1, S, G2 et M.  La 

phase S correspond à la réplication de l’ADN, la phase M celle de la division cellulaire.  Les 

phases G1 et G2 sont respectivement des phases de préparation à la réplication et à la mitose.  

La progression du cycle cellulaire est liée aux cyclines et aux kinases cyclines dépendants, 

CDK qui sont des sérines thréonines kinases, et aux molécules qui les régulent.  Les CDK 

sont activées par liaison à une cycline. Différents complexes cycline/CDK sont formés et 

activés au cours des étapes successives du cycle cellulaire. Elles catalysent les réactions de 

phosphorylation en provoquant l’activation ou l’inhibition de protéines cibles.   

 

Le cycle cellulaire compte 6 complexes cycline/CDK intervenant à un moment précis.  Les 

cyclines de type D vont activer les CDK4 et 6 et faciliter la transition durant la phase G1. 

Puis, les cyclines de type E en association avec les CDK2, vont faciliter le passage de la phase 

G1 à la phase S du cycle. Les cyclines de type A activent les CDK2 et 1 à la fin de la phase S 

permettant le passage en G2. Enfin, les cyclines de type B permettent l’entrée en mitose 

(Figure 26). 

 

Afin de s’assurer de l’efficacité du cycle cellulaire et de l’intégrité de l’ADN à chaque étape , 

il existe un système de contrôle (Hartwell LH, 1989) : 

 

 En fin de Phase G1, une vérification de l’intégrité de l’ADN et de la présence d’une 

éventuelle lésion est effectuée. En l’absence d’anomalie, les cellules poursuivent le 

cycle cellulaire en phase G1/S. Ce point de surveillance est appelé « DNA damage 

checkpoint » (DDP) 
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 En fin de phase G2 et phase S, la transition G2/M ne se fait que si l’ADN est 

correctement dupliqué. Cette étape se nomme « replication checkpoint »(RCP) 

 

 Pendant la métaphase, les chromosomes doivent être correctement alignés au niveau 

de la plaque métaphasique pour la transition métaphases/ anaphase, c’est le « Mitotic 

checkpoint » (MCP).  

 

Parmi les mécanismes de surveillance, d’autres kinases différentes des CDK interviennent, 

l’ataxia-telangiectasia mutated (ATM), l’ « ataxia-telangiectasia related » (ATR), les 

protéines sérine-thréonine kinases check-point protéine kinases 1 et 2 (Chk1 et Chk2) et la 

protéine Mitotic arrest deficient-2 (Mad2). Lorsque l’ADN est endommagé, ATM/ATR et 

Chk1/Chk2 sont activés. 

 

Lorsqu’une phase est non achevée ou lors d’un dommage au niveau de l’ADN qui nécessite 

une réparation, le cycle cellulaire est arrêté. Cet arrêt est la conséquence directe  de la 

régulation  de l’activité des CDK par des activateurs, les cyclines, et des inhibiteurs, les CDK 

inhibitors (CKI). 

 

La protéine du rétinoblastome (Rb) est un inhibiteur du cycle cellulaire. Pendant la phase G1 

du cycle cellulaire et après un stress, Rb est hypophosphorylée et séquestre les facteurs de 

transcription de la famille E2 Factor (E2F) (Narita M, 2003 ; La Thangue NB, 1994). E2F 

induit l’expression de nombreux gènes codant des protéines nécessaires à la phase S du cycle 

cellulaire (les cyclines, l’ADN polymérase α, la thymidine kinase). La séquestration d’E2F 

par Rb empêche son activité transcriptionnelle  et les cellules sont retenues en phase G1.Une 

phosphorylation de Rb par les complexes cyclines D/CDK 2,4 ou 6 libère E2F et les cellules 

peuvent entrer en phase S  (Figure 26) (Sherr CJ, 1999 ; Ewen ME, 1993).  

 

La protéine p53 est un facteur de transcription jouant un rôle majeur dans le blocage du cycle 

cellulaire, c’est un gène suppresseur de tumeur. En condition physiologique, p53 est présent 

en très faible quantité car l’ubiquitine ligase, la murine double minute (MDM-2), conduit à sa 

dégradation par le protéasome (Haupt, 1997). Lorsque l’ADN est endommagé (UV ou 

raccourcissement des télomères), Mdm2 est séquestrée par p14 (décrit plus loin) ce qui réduit 

la dégradation de p53. 
 
De plus, ATM/ATR et Chk1/Chk2 phosphoryle p53  (d'Adda di 
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Fagagna F, 2003 ; Wahl GM, 2001) qui active l’expression des gènes codant pour les 

protéines impliquées dans l’arrêt du cycle cellulaire les CKI comme p21 (Figure 26).. 

 

 

Les CDK sont également régulées par des protéines de la famille INK4 et KIP.  Chez 

l’homme, les inhibiteurs de la famille INK4 comprennent p16
INK-4A

, p15
INK-4B

, p18
INK- 4C 

et 

p14
INK-4D

 qui inhibent les CDK4 et CDK6. Les différents membres INK4 se distinguent par 

des profils d’expression différents en réponse aux divers signaux externes. Ils exercent leur 

action inhibitrice de deux manières distinctes soit en empêchant la liaison de la cycline 

activatrice, soit en bloquant l’interaction du complexe cycline/CDK avec son substrat (Hirai 

H, 1995).  En effet, p16
INK-4A 

(p16) inhibe l’association de CDK4 et CDK6 avec la cycline D 

ou provoque la dissociation du complexe et inhibe la phosphorylation de la protéine du 

rétinoblastome (Rb) substrat (Hirai H, 1995). Ce mécanisme empêche la sortie de la phase G1 

et donc l’entrée en phase S, le cycle cellulaire est bloqué en phases G1(Figure 26). 
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Les inhibiteurs de la famille de KIP, tels que p21
WAF-1

, p27
KIP-1

 et p57
KIP-2

 peuvent inhiber 

tous les complexes cycline/CDK présents en phase G1 mais également le complexe cycline 

B/CDK1 en phase G2 (Dulić V, 1994). En présence de stress (dommage de l’ADN), la 

protéines p21
WAF-1

(p21) peut inhiber toutes les CDK ayant un rôle en phase G1 et en phase S 

du cycle cellulaire : CDK2, CDK4 et CDK6 (Harper JW, 1995 ; Kulju KS, 1995 ; Wong H, 

1996). Or, ces CDK sont nécessaires à l’inactivation de la protéine Rb et donc à la libération 

d’E2F pour la poursuite du cycle cellulaire.  L’hypophosphorylation de Rb empêche la 

libération d’E2F et le cycle cellulaire est arrêté  en phase G1. Au final, p21 permet l’arrêt du 

cycle cellulaire en phase G1 mais également en phase G2 via l’hypophosphorylation de Rb 

(Figure 26) (Drané P, 2002). 

 

 

 

Figure 26. Régulation du cycle cellulaire.  Le cycle cellulaire est constitué des phases G1, S, G2 et M. Le 

passage de la phase G1 à S nécessite  le facteur E2F qui est séquestré à l’état basal par pRB. L’hyper 

phosphorylation de la protéine pRB par les cyclines D CDK4/6 et cycline E CDK2 libère E2F et permet la 

progression du cycle cellulaire. Il existe des inhibiteurs de ces cyclines dont p53, p21 ou p16 qui vont inhiber 

cette phosphorylation et ainsi empêcher l’avancée du cycle cellulaire. 

 



112 

Le tableau ci-dessous résume les différents complexes sollicités pour chaque phase et leur 

rôle. 

 

 

Tableau 6 . Complexes cycline/CDK régulant le cycle cellulaire 

 

  

Phase 

du 

cycle / 

Protéine 

inhibant 

cdk 

 

 

Complexe cycline/cdk 

 

Effets du complexe 

G1 

 

p16 

 

Cycline D/CDK4 

Cycline D/CDK6 

 Inactivation de RB par phosphorylation  

 Libération d’E2F nécessaire à la synthèse des 

cyclines des phases G1/S et S 

G1/S 

 

p21 Cycline E/ CDK2  Transition G1/S et phosphorylation de RB 

S 

 

p21 Cycline A/ CDK2  Phosphorylation substrat pour la phase S 

 Inhibition facteurs transcription phase G1 

 Arrêt de la dégradation de la cycline B 

G2/M  Cycline B/CDK1  Phosphorylation et transition vers la mitose 
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Le stress oxydatif génère des dommages de l’ADN réversible ou non pouvant entraîner un 

blocage transitoire en phase G1/S ou un arrêt permanent, c’est la sénescence. 

 

 

B. Sénescence cellulaire  

 

Définition 

 

La sénescence cellulaire consiste en un état d’arrêt permanent de la prolifération qui limite le 

renouvellement des tissus et participe aux processus de vieillissement (Ben-Porath I, 2005). Il 

fut décrit pour la première fois en 1961 par l’équipe d’Hayflick. Ce dernier  découvre que le 

nombre de division des fibroblastes embryonnaires humains est limité (Hayflick L, 1961). En 

effet, la prolifération des cellules ralentit jusqu’à un arrêt complet. 

 

Il existe deux types de sénescence : la sénescence réplicative en réponse à un 

raccourcissement des télomères et la sénescence prématurée secondaire à un stress oxydatif 

(ou autre stress par UV, hyperoxie, stimulation oncogénique) (Di Leonardo A, 1994).  

 

 

Caractéristique des cellules sénescentes 

 

Les cellules sénescentes présentent  des caractéristiques communes : 

 perte complète et irréversible de la capacité réplicative 

 

 métabolisme actif 

 

 augmentation de l’activité de la ß-galactosidase 

 

 changements morphologiques (aplatie, granuleuse, augmentation de la taille) 

 

 production augmentée de protéases  et de médiateurs de l’inflammation  (chimiokines, 

cytokines) 

 résistance à l’apoptose 



114 

A la différence des cellules en quiescence, les cellules sénescentes sont métaboliquement 

actives (Matsumura T, 1979). Leur profil de sécrétion est modifié par rapport aux cellules non 

sénescentes, notamment avec une sécrétion majorée de médiateurs pro-inflammatoires (Coppé 

JP, 2008). Ce profil est relativement conservé d’un type cellulaire à l’autre et entre les espèces 

(Coppé JP, 2010).  

La ß-galactosidase (ß-gal) est une hydrolase lysosomale qui présente une activité à pH 6 et 

non à PH acide (pH 4-4,5 optimale), dans les cellules sénescentes (Dimri GP, 1995). 

L’activité accrue de l’enzyme résulte de l’augmentation du volume lysosomal (Kurz DJ, 

2000).  

Enfin, le changement morphologique s’explique par des modifications du cytosquelette, tel 

que la surexpression de la vimentine qui augmente l’étalement cellulaire (Goldstein S, 1990 ; 

Nishio K, 2001). La résistance à l’apoptose des cellules sénescentes est justifiée par une 

augmentation de bcl-2, une protéine anti-apoptotique (Wang E, 1995). 

 

Sénescence réplicative 

 

La sénescence peut être la conséquence directe d’un raccourcissement de la longueur des 

télomères : c’est la sénescence réplicative.  

Les télomères sont des régions composées de séquences répétées et situées aux extrémités de 

l’ADN. Ils protègent l’ADN d’éventuels agressions et alertent le système de réparation 

lorsque leur taille atteint une taille critique qui peut aboutir à un arrêt du cycle cellulaire. Le 

raccourcissement de la longueur de la taille des télomères peut être dû aux divisions 

successives, c’est un processus physiologique. Cependant, il existe une enzyme permettant de 

réparer les télomères, la télomérase (Greider CW, 1985). Des études ont montré un lien entre 

le raccourcissement de la longueur des télomères et l’apparition des marqueurs de sénescence. 

En effet, la surexpression de la sous-unité catalytique de la télomérase (TERT) dans des 

cellules humaines normales prévient l’apparition de la sénescence alors que leur inhibition 

favorise la transformation en cellule tumorale (Bodnar AG, 1998 ; Hahn WC, 1999). 
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Sénescence prématurée 

 

La sénescence peut également être due à un endommagement de l’ADN, causé par des stimuli 

extérieurs, c’est la sénescence prématurée ou accélérée. Cette sénescence se met en place sans 

altération de la taille des télomères et peut être induite par divers types de stress. 

L’implication des ERO dans le processus de vieillissement est proposée pour la première fois 

par Harman et collaborateurs (Harman D, 1998). 

 Par la suite, des études ont montré que les marqueurs de stress oxydatif sont plus importants 

dans les cellules sénescentes : (i) l’augmentation de la production des ERO telles que l’H2O2, 

(ii) des niveaux élevés d’oxo8dG (oxydation de l’ADN) (Lee KW, 1999 ; Chen Q, 1995). Ceci 

démontre que le stress oxydant a un rôle essentiel dans l’induction de la sénescence. Afin de 

confirmer ce rôle, différents types cellulaires  sont cultivés in vitro soit en condition 

hyperoxie, soit en présence  de doses uniques ou répétées  d’inducteurs de stress oxydatif 

(H2O2, Tert-butyl hydroperoxide (THBP), CFC). Les résultats montrent qu’il y a une 

induction de sénescence (Michiels C, 1990  ; Horikoshi T, 1991 ; Wang Y, 2004 ;  Duan J, 

2005 ; Nyunoya T, 2006) . D’autre part, le lien des ERO avec la sénescence a aussi été mis en 

évidence par des traitements antioxydants qui préviennent l’apparition des marqueurs liés au 

stress oxydant (Chen Q, 1995). De plus, la présence d’ERO mitochondriaux à des taux élevés 

chez les personnes âgées soutient également cet argument (Sohal RS, 2002).  

D’autres facteurs sont aussi responsable de l’induction de la senescence prématurée comme 

les UV, irradiation au cobalt,  agents pharmacologiques (bléomycine, actinomycine D) ou 

encore une privation en sérum dans les milieux de culture (Serrano M, 1997  ; Zhu J, 1998 ; Di 

Leonardo A, 1994 ; Chainiaux F, 2002 ; Ramirez RD, 2001). De même, un certain nombre 

d’oncogènes sont décrits comme inducteur de la sénescence accélérée, ce sont des  oncogene-

induced senescence (ou OIS). Ils appartiennent à la famille des ras (petites GTP-binding 

proteins) (Serrano M, 1997), des Raf (sérine/thréonine kinases) (Zhu J, 1998), ou de la voie 

MEK/MAPK (Lin AW, 1998), qui sont liés dans la transduction des signaux mitogéniques. 
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C. Mécanismes moléculaires impliqués dans la sénescence  

 

La sénescence se traduit par un arrêt du cycle cellulaire entre les phases G1 et S, aboutissant à 

un arrêt permanent de la prolifération. Les mécanismes moléculaires impliqués dans 

l’induction de la sénescence sont identiques à ceux sollicités pour un arrêt provisoire du cycle 

cellulaire, lors de la réparation de l’ADN endommagé.   

i. Implication de p53 et p21 dans la sénescence 

 

De nombreuses données dans la littérature démontrent un rôle de p53 dans l’induction de la 

sénescence. En effet, l’inhibition de la fonction de p53 (oligomères anti-sens ou inhibition 

pharmacologique de p53 ou mutation)  induit une augmentation de la capacité de prolifération 

mais prévient également la sénescence induite par l’indoxyl-sulfate des cellules (fibroblastes, 

cellules endothéliales) (Hara E, 1991 ; Bond JA, 1994 ; Komarov PG, 1999).  

 

L’augmentation de l’expression de p53 est observée dans les fibroblastes sénescents mais 

également dans ceux qui ne le sont pas (ADN endommagé). Cependant, il est possible de les 

distinguer par le taux de protéine p53 modifiées post-traductionnellement (phosphorylation 

des sérines thréonines) qui reste plus élevée chez les cellules sénescentes (Atadja P, 1995 ; 

Webley K, 2000).  Comme nous l’avons décrit précédemment, en condition physiologique, 

p53 est peu exprimée du fait de son association avec MDM2 ; elle devient active et assure sa 

fonction de facteur de transcription qu’une fois phosphorylé par les kinases, ATM/ATR ou 

Chk1/Chk2 elles-mêmes stimulées par un stress (Jabbur JR, 2000 ; Sakaguchi K, 2000 ; Schon 

O, 2002). La protéine p53 phosphorylée active l’expression de p21 dont l’expression est 

augmentée dans les cellules sénescentes (Stein GH, 1999 ; Herbig U, 2004) (Figure 27).  

 

Comme nous le savons, la protéine p21 entraîne l’arrêt du cycle cellulaire en G1 via 

l’hypophosphorylation de Rb (§A.i). L’expression de p21 dans la sénescence a été mise en 

cause dans différentes études. Notamment, chez des fibroblastes embryonnaires murins 

délétés pour p21 qui ne présentent pas un arrêt du cycle cellulaire en réponse à des oncogènes 

(Deng C, 1995) ou à des radiations (Brugarolas J, 1995) alors qu’une surexpression  augmente 

les marqueurs de sénescence  (cellules positives pour le marquage à la β-galactosidase) 

(McConnell BB, 1998). Par ailleurs, il a été constaté que les voies ERK1/2  induisent la 

sénescence via l’expression de p21 (Woods D, 1997). De plus, la coopération d’ERK1/2  avec  
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p38 stimule également p21 dans des lignées cellulaires de fibroblastes de Hamster (CCL39) et 

des cellules de rats (Todd DE, 2004).  Récemment, une étude sur les lymphocytes humains et 

murins a révélé que les Treg stimulent la sénescence des lymphocytes Teffecteurs via 

l’induction des voies de signalisation TLR8 et MAPK (ERK1/2 et p38); l’induction de la 

sénescence serait une des nouvelles fonctions immunosuppressives des Treg (Ye J, 2012).  

 

 

ii. Implication de p16 dans la sénescence 

 

Chez l’homme, le locus INK4a/ARF est  situé sur le chromosome 9 en 9p21 et comporte deux 

gènes, INK4a et ARF, qui expriment respectivement les transcrits α et β codant pour les 

protéines p16 INK4a et p14ARF (p19ARF chez la souris) distinctes sur les plans structural et 

fonctionnel (Kim WY, 2006). La protéine p16INK4a est impliquée dans l’inhibition de CDK4 

et CDK6 (§ précédent) et dans l’activation de Rb entraînant l’arrêt du cycle cellulaire en 

phase G1. Toutefois, l’expression de p16 ne varie pas au cours du cycle cellulaire mais elle 

est augmentée lors de l’activation de certaines voies oncogéniques induisant une sénescence 

accélérée (Serrano M, 1997) ou encore au cours de la sénescence réplicative (Alcorta DA, 

1996 ; Hara E, 1996 ; Stein GH, 1999). L’induction de la protéine p16 est plus longue à se 

mettre en place que celle de la protéine p21 (Robles SJ, 1998 ; Stein GH, 1999).  Bien qu’une 

régulation post-transcriptionnelle de p16 ait été décrite (Gump J, 2003), l’analyse conjointe de 

l’ARNm et de la protéine montre que c’est essentiellement au niveau transcriptionnel 

qu’intervient sa régulation (Hara E, 1996).  

 

Les inducteurs transcriptionnels sont les protéines Ets1 et Ets2 qu’activent le promoteur de 

INK4a, en réponse à l’activation de la voie Ras/Raf/MEK et la protéine bHLH E47 (Kim WY, 

2006). Les inhibiteurs de la transcription de p16 sont des protéines HLH Id et la Protéine 

Bmi1. Dans les fibroblastes diploïdes humains jeunes, l’expression de p16INK4a est faible ; 

en réponse à l’activation de la voie Ras/Raf/MEK, Id-1 contrebalance l’action de Ets1/2 et de 

E47 sur le promoteur de INK4a (Ohtani N, 2001). Lors de la sénescence accélérée provoquée 

par l’activation de l’oncogène Ras, la forte activation d’Ets1/2 entraîne une augmentation de 

l’expression de p16INK4a. Au cours de la sénescence réplicative, l’expression de E47 ne 

varie pas, celle de Ets1 augmente, tandis que l’expression de Id-1 et de Ets2 diminue ; 

parallèlement, l’expression de p16INK4a augmente (Ohtani N, 2001). De même, au cours de 
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la sénescence réplicative, une augmentation de l’expression d’Ets-1, mais pas de Ets-2 est 

observée (Zheng W, 2004) (Figure 27). 

 

En 2006, Takashi et collaborateurs montrait que la voie p16 était induite par les ERO, en 

coopération avec des signaux mitogéniques et que cette induction induisait et maintenait un 

état de sénescence cellulaire (Takahashi A, 2006). La voie p38 MAPK semble être impliquée 

dans l’induction de la protéine 16 par les ERO (Iwasa H, 2003 ; Ito K, 2006). Par ailleurs, des 

études sur des mélanocytes traités par de l’H2O2 décrivent une augmentation rapide de 

l’expression de p16 (Jenkins NC, 2011). 

 

Depuis peu, l’équipe de Ye a montré que les Treg induisent la sénescence chez les Teffecteurs  

via l’augmentation de l’expression p16 et p21, dans des conditions mitogèniques. De plus, 

dans cette même étude il a été démontré que la voie p38 et ERK1/2 sont responsable du 

phénotype sénescent (cellules positives pour le marquage à la β-galactosidase, p16, p21 et 

p53) (Ye J, 2012). Cependant, l’implication des ERO dans l’apparition des marqueurs de 

sénescence n’a pas été étudiée.  En outre, dans un modèle de fibroblastes isolés à partir de 

souris délétées pour p53, une augmentation de l’expression protéique de p16 est observée. 

Ceci indique une coopération entre les deux voies. (Leong WF, 2009). 

 

La protéine p14ARF, quant à elle, s’associe à MDM2 et régule le cycle cellulaire en 

stabilisant indirectement p53. Celui-ci sous sa forme phosphorylée active la transcription de 

p21 (Kim WY, 2006) (Figure 27). 
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Figure 27. Voies moléculaires d'induction de la sénescence.  Un stress (oxydatif, UV, endommagement de 

l’ADN…) active les kinases ATM/ATR et Chk1/2 qui vont phosphoryler p53 qui à son tour active p21. La 

protéine p21 inhibe les cyclines impliquées dans la phosphorylation de pRb et ainsi empêche la progression du 

cycle cellulaire. Les protéines Ets1, 2 induisent la transcription  de p16 qui inhibe les cyclines D/CDK4, 6 ; 

l’expression de p16 survient lors de stress. Il existe des inhibiteurs de la transcription de  p16,  HLH Id et Bmi1. 
La protéine p14ARF provoque l’arrêt du cycle cellulaire en se liant à MDM2 et libérant ainsi p53 ; la 

transcription de p14 peut être inhibée par E2F3 et twist. 
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2.5.2.4. Immunosénescence 

La sénescence des lymphocytes se caractérise par une détérioration du système immunitaire 

dans le temps avec l’âge qui est en rapport avec la susceptibilité et la sévérité augmentées des 

personnes âgées aux maladies infectieuses, auto-immunes et cancéreuses (Papagno et al, Plos 

Biology, 2004).  Chez les sujets âgés, les populations mémoires sont en quantité importante 

par  rapport aux populations  naïves et empêchent les cellules de répondre à de nouveaux 

antigènes. De plus, une diminution de l’expression des molécules de co-stimulation (CD27-

CD28) et une augmentation de CD57 sont associées à un raccourcissement de la longueur des 

télomères chez les sujets âgés et ceux atteints d’une infection comme le HIV. Différentes 

études montrent des caractéristiques de sénescence des lymphocytes T périphériques dans 

différentes pathologies: 

• La déficience en p53 augmente la réponse des lymphocytes T spécifiques d’antigène 

et la sévérité des lésions dans un modèle murin de diabète de type I (Simelyte, 

Arthritis Rheum, 2005 ; Zheng, Diabetes, 2005) 

 

• La longueur des télomères est plus courte dans les lymphocytes T CD8+ que dans les 

lymphocytes T CD4+ avec l’âge (Son, J Immunol, 2000) ;  

 

• L’activité télomérase décroit de façon plus importante avec l’âge en corrélation avec 

la baisse de l’expression du co-récepteur d’activation CD28 à la surface des 

lymphocytes TCD8+ (Valenzuela, Clin Immunol, 2002).  

 

• L’augmentation chez les LTCD8+ de patients HIV de l’expression de CD57, un 

marqueur de l’incapacité de prolifération des LTCD4+ et LTCD8+. Cette 

augmentation de l’expression de CD57 est associée à un raccourcissement de la 

longueur des télomères et donc à la sénescence réplicative (Brenchley and al 2003). 

De plus ces cellules sont CD27- qui est un autre marqueur de stimulation.  
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Synthèse : Le stress oxydatif 

 

 

Les espèces réactives de l’oxygène ont des effets pléiotropiques sur les cibles biologiques 

(Protéines, lipides, ADN). A des niveaux faibles ou moyens, ils assurent des fonctions 

physiologiques, telles que la régulation des voies de signalisation impliquées dans la 

prolifération (MAPK) ou l’inflammation (NFkB), via une oxydation réversible des 

groupements thiols. Ce système est maintenue à l’équilibre grâces aux systèmes antioxydants 

non enzymatiques (vitamines, GSH, Trx) et enzymatiques (GPx, TxR, Prx…) dont 

l’expression est  régulée par le facteur de transcription NRF2 (en partie). A des concentrations 

élevées les oxydations des ERO sont irréversibles et engendrent des dommages au niveau de 

l’ADN (8-oxodGuo), la formation de protéines modifiées et non fonctionnelles. Les cassures 

au niveau de l’ADN causé par les ERO sont parfois responsables de l’induction de la 

sénescence via l’induction de p53, p16 et p21. Ces cellules présentent des caractéristiques 

communes au niveau morphologique, du métabolisme (activité ß-galactosidase) et un 

sécrétome pro inflammatoire. 

 

  



122 

Dans ce chapitre, nous décrirons à la fois, l’effet du tabagisme chronique sur des individus 

sains par rapport à des non-fumeurs ainsi que son implication dans  la Bronchopneumopathie 

Chronique Obstructive (BPCO). 

 

3. La Bronchopneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) 

 

3.1. Définition et évolution 

 

La BPCO est une maladie respiratoire en constante progression dans les pays développés le plus 

souvent secondaire à une intoxication tabagique (Celli BR, 2004 ; Pauwels RA, 2004). D’ici 2020 

la BPCO sera la 3éme cause de mortalité dans les pays occidentaux (Figure 28) (Roche N, 2004). 

Elle est caractérisée par un trouble ventilatoire obstructif non complètement réversible, 

habituellement progressif, associé à une réaction inflammatoire anormale et à des conséquences 

systémiques, en réponse à des toxiques inhalés. Un remodelage bronchique et une destruction 

des cloisons alvéolaires, appelé emphysème pulmonaire, constituent le substratum anatomique de 

la maladie, les deux altérations ne coexistant pas toujours chez le même malade (Rabe KF, 2007). 

Le développement de la maladie se fait par l’aggravation progressive des lésions, aboutissant une 

réduction des échanges gazeux au niveau des alvéoles et  à une insuffisance respiratoire 

chronique amenant à  un handicap sévère et au décès dans un grand nombre de cas.  
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A ce jour, la BPCO est une maladie incurable les traitements sont symptomatiques. L’arrêt du 

tabagisme ainsi que l’oxygénothérapie permettent un ralentissement du déclin respiratoire. Les 

bronchodilatateurs et les corticoïdes contrôlent les symptômes (Calverley PM, 2007 ; Tashkin 

DP, 2008 ; Celli B, 2009). Il n’existe pas de traitement curatif pour cette pathologie. Un effort de 

recherche visant à l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques paraît nécessaire compte 

tenu de l’impact majeur en termes de santé publique.   

 

 

Figure 28. Physiopathologie de la Bronchopneumopathie Chronique obstructive (BPCO). La BPCO est 

caractérisée par un remodelage bronchique, via un épaississement des parois bronchiques, une inflammation et 

une hypersécrétion de mucus, et par un remodelage alvéolaire  via une destruction des parois alvéolaires, appelé 

emphysème (Adapté de http://www.devilbisshc.fr/informations-patient/copd/). 

 

3.2. Etiologie 

La principale cause de la BPCO est l’exposition à la fumée de cigarette, cependant seuls 15 à 

20 % des fumeurs vont développer une BPCO. Parmi les composés contenus dans la fumée de 

cigarette, de nombreuses espèces radicalaires, en particulier des espèces réactives de l’oxygène 

(ERO) et du monoxyde d’azote, semblent jouer un rôle clé dans la physiopathologie de la BPCO 

en général et de l’emphysème en particulier  (Thielen A, 2008). En effet, les oxydants de la fumée 

de cigarette font partie des facteurs exogènes induisant un stress oxydatif chronique qui constitue 

http://www.devilbisshc.fr/informations-patient/copd/


124 

un des mécanismes physiopathologiques que nous décrirons plus tard.   D’autres composés tels 

que le cadmium et la nicotine ont été également impliqués dans la  pathogénie de la BPCO. 

Cependant, d’autres facteurs de risques environnementaux de cette maladie ont été reconnus, 

comme les expositions professionnels (travaux publics, métiers agricoles ou encore particules 

des moteurs diesels) (Eisner MD, 2010).   

 

3.3. Mécanismes physiopathologiques  

 

Dans ce chapitre, seuls les mécanismes participant à la physiopathologie de l’emphysème 

pulmonaire seront exposés (Figure 29). Nous décrirons en détail les mécanismes en rapport avec 

mon projet de thèse : le stress oxydatif et les systèmes antioxydants, les rôles des lymphocytes, et 

la sénescence des cellules de structure et lymphocytaire. Le déséquilibre de la balance protéase/ 

anti-protéase et l’apoptose des cellules alvéolaires participant également au développement de la 

maladie seront décrits très brièvement. 

 

Figure 29.  Cellules immunes impliquées dans la physiopathologie de la BPCO. Le stress oxydatif, généré 

par le tabagisme chronique,  active les cellules de l’immunité innée (macrophages) qui à leur tour produisent des 

ERO et chimiokines (CXCL8, CXCL10) et cytokines capable de recruter les cellules de l’immunité adaptative 

(TCD8+, TCD4+…). Par ailleurs, la production de protéases par les macrophages (elastase, MMP) est à l’origine 

de la production de fragments d’élastine et de la production d’autoanticorps par les Lymphocytes B. 
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3.3.1. Le stress oxydatif 

 

Comme nous l’avons décrit précédemment, c’est un déséquilibre de la balance 

oxydant/antioxydants en faveur des oxydants. Des bio marqueurs caractéristiques d’un stress 

oxydatif sont retrouvés aussi bien chez des fumeurs sains que chez des patients avec une 

BPCO post-tabagique. Nous décrirons d’abord les altérations observées au niveau de la 

production d’espèces réactives de l’oxygène et des marqueurs de stress oxydatif, puis nous 

ferons le point sur les altérations de systèmes antioxydants. 

 

 

3.3.1.1. Profil oxydatif des individus sains : fumeurs et non-fumeurs 

 

Des études réalisées chez l’homme révèlent que les fumeurs présentent des niveaux 

d’oxydants plus élevés que les non-fumeurs. En effet, les niveaux d’H2O2 du condensat de 

l’air exhalé  des fumeurs sont supérieurs aux individus non-fumeurs (Kharitonov SA, 2001; 

Rahman I, 2003). D’autres données montrent une augmentation des marqueurs de stress 

oxydatif comme l’isoprostane, les taux d’acide thiobarbiturique (TBARS) et l’ONOO
- 
dans le 

plasma sanguin (Morrow JD, 1995; Ichinose M, 2000 ; Kanazawa H, 2003; Rahman I, 1996 ; 

Morrison D, 1999 ) et le condensat de souffle expiré (Montuschi P, 2003) des fumeurs par 

rapport aux non-fumeurs.  Ces résultats démontrent une induction de stress oxydatif par le 

tabagisme chronique.  

De plus, l’exposition aigue à la fumée de cigarette a des effets immédiats sur le niveau 

d’oxydants du plasma sanguin des fumeurs. Une heure après la consommation d’une 

cigarette, le taux d’H2O2  (Guatura SB, 2000), de nitrate et nitrite (Balint B, 2001) du 

condensat d’air exhalé des fumeurs augmente de manière significative par rapport au temps 

T=0 ainsi que les niveaux de 8-OHdG (Montuschi P, 2000).  

Des études in vitro chez l’homme ont montré que l’exposition au condensat de fumée de 

cigarette induit également une augmentation de la production d’O2- par les monocytes du sang 

périphérique, les cellules épithéliales alvéolaires, les fibroblastes mais également par les LT 

totaux circulants, par rapport à la condition non stimulée (Pinot F, 1999 ; Hobson J, 1991 ; 

Tsuchiya M, 1992 ; Carnevali S, 2003 ; Hernandez CP, 2013; Hubbard RC, 1987 ; Hubbard 

RC, 1987 ; Morrison D, 1999 ).  
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Un modèle murin exposé 1h à la fumée de cigarette présente un lavage broncho alvéolaire 

(LBA) avec des concentrations importantes de 8-OHdG et de 4HNE par rapport aux souris 

non exposées (Aoshiba K, 2003).  

L’ensemble de ces études souligne le rôle du tabagisme chronique dans l’augmentation des 

marqueurs de stress oxydatif. 

 

 

3.3.1.2. Profil oxydatif des patients atteints de BPCO  

 

Le  taux d’H2O2 du condensat de souffle expiré des patients atteints de BPCO est plus 

important que les individus sains comprenant les fumeurs et non-fumeurs   (Dekhuijzen PN, 

1996 ; Dekhuijzen PN, 2004 ; Murata K, 2013). Cependant, des études ont fait la distinction 

entre les fumeurs et non-fumeurs ainsi qu’entre les patients à des stades différents de la 

maladie. Les résultats mettent en évidence que les taux d’H2O2 restent plus élevés chez les 

patients à un stade avancé de la maladie en comparaison des fumeurs sains (Kharitonov SA, 

2001; Rahman I, 2003).  

 

En accord avec ces données, des biomarqueurs du stress oxydatif, comme les produits de la 

peroxydation lipidique, sont détectés à des taux élevés dans le condensat de l’air exhalé 

(Montuschi P, 2000), le tissu pulmonaire (Rahman I, 2002) , l’expectoration (Rytilä P, 2006) et 

les PBMC totaux (Ceylan E, 2006) des fumeurs atteints de BPCO par rapport à des fumeurs 

indemnes de BPCO et des non-fumeurs. Il est également détecté une augmentation de la 8-

Hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OH-dG), marquant les dommages oxydatifs de l’ADN par la 

présence d’ERO dans le poumon périphérique des patients emphysémateux (Deslee G, 2009 ; 

Aoshiba K, 2012).  

 

L’activité de l’enzyme, la xanthine oxidase,  reflète la production d’O2-. Or, cette activité  est 

augmentée dans le LBA de patients BPCO par rapport aux non-fumeurs sains  (Pinamonti S, 

1996). L’augmentation des marqueurs de stress oxydant de patients avec BPCO post-

tabagique par rapport aux témoins est accompagnée d’une production accrue d’ERO par des 

cellules pulmonaires et systémiques obtenues de ces patients.  
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La relation causale entre la production accrue d’ERO et la survenue de la maladie, et 

particulièrement de l’emphysème, est mise en évidence dans des modèles animaux. 

Effectivement, le traitement par des antioxydants tels que la N-acetyl-cysteine (Rubio ML, 

2004) ou la thioredoxine (Kinoshita T, 2007) protègent les animaux contre l’emphysème 

induit par l’élastase. De même, des modèles murins surexprimant la CuZnSOD, une enzyme 

détoxifiant l’O2-, sont  protégées de l’emphysème induit par la fumée de cigarette ou par 

l’élastase (Foronjy RF, 2006).  

 

En conclusion, les marqueurs de stress oxydatif sont surexprimés par les individus exposés à 

un tabagisme chronique (Patients BPCO et fumeurs sains), en comparaison des individus 

sains non-fumeurs. Ces résultats sont confortés par les différentes modèles murins. En outre, 

les patients à un stade très avancée de la maladie présentent un stress oxydant plus important 

que les fumeurs sains ; ce qui explique que le stress oxydatif soit l’un des mécanismes 

responsable du développement de la maladie.  

 

 

3.3.2. Les systèmes antioxydants 

 

 

Comme nous l’avons vu précédemment ( § 2.4.2.2), les systèmes de détoxication présents 

dans le poumon sont multiples et incluent à la fois des éléments extracellulaires tels que le 

glutathion et des éléments intracellulaires tels que la SOD, la catalase ou l’hème-oxygenase-1 

(HO-1) dépendant du système Nrf2 (Cho HY, 2006). 

 

3.3.2.1. Systèmes antioxydants des fumeurs par rapport aux non-fumeurs 

 

 

L’analyse de prélèvements sanguins  issus des fumeurs comparés à celle des non-fumeurs 

révèlent : 

 

 une augmentation du GSSG (Muscat JE, 2004) 

 

 une diminution des taux d’ascorbate (Lykkesfeldt J, 2000) 
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 une diminution drastique du GSH (Morrison D, 1999 ; Rahman I, 2000 ; Rahman I, 

1995) 

 

Cependant, les niveaux d’antioxydants dans le tissu pulmonaire des fumeurs  sont très élevés 

comparés à ceux des individus sains. En effet, les systèmes antioxydants tels que le  GSH sont 

surexprimés dans le poumon des fumeurs par rapport aux sujets sains non-fumeurs (cellules 

épithéliales) (Rusznak C, 2000 ; Barnes PJ, 2004; Rahman I, 1999). D’autre part, certaines 

études montrent qu’un supplément d’ascorbate réduit les marqueurs de stress oxydatif dans le 

plasma sanguin des fumeurs par rapport aux non-fumeurs (Dietrich M, 2003 ; Barnes PJ, 

2004; Rahman I, 1999) ; ceci suggère  un rôle du tabagisme chronique dans l’induction du 

stress oxydatif. De plus, l’exposition aigue à la fumée de cigarette diminue les niveaux de 

cystéines intracellulaires de façon transitoire dans le plasma sanguin  et confirme le rôle du 

tabac (Tsuchiya M, 1992). 

   

En accord avec ces données, des études in vitro d’exposition aigue (entre 1-24h) au CFC sur une 

lignée cellulaire de pneumocytes de type II A549 montrent une diminution du niveau de 

glutathion ainsi que dans le LBA des rats  instillés en intratrachéal par du CFC alors que les 

poumons des animaux présentent des niveaux élevées de GSH (Li XY, 1994 ; Carnevali S, 2003). 

En revanche, des souris exposées à la fumée de cigarette, ont des taux de glutathion et thiols 

élevés dans le LBA par rapport à des souris non exposées (Bilimoria MH, 1992). 

L’étude comparative des profils oxydatifs (marqueurs de stress oxydatif) entre les fumeurs et 

non-fumeurs confirment l’implication du tabagisme dans la diminution des systèmes 

antioxydants dans la circulation sanguine. Cependant,  il est observé  une augmentation de ces 

systèmes dans le tissu pulmonaire plus exposée aux constituants de la fumée de cigarette ; ceci 

pourrait expliquer l’induction des systèmes du GSH dans le poumon.    

 

3.3.2.2. Systèmes antioxydants des patients atteints de BPCO 

 

Chez les patients avec BPCO l’expression de certains systèmes antioxydants est dépendante de la 

sévérité de la maladie. En effet, l’expression pulmonaire de la MnSOD, HO-1/HO-2 et du GSH  

augmente au niveau des cloisons alvéolaires au stades modérés  de la maladie (Harju T, 2004 ;  

Drost EM, 2005).  
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En revanche, les macrophages alvéolaires des sujets atteints de BPCO sévère expriment l’HO-1 à 

un niveau inférieur à celui des macrophages alvéolaires de sujets fumeurs sains (Maestrelli P, 

2003).  

De même, l’expression de Nrf2 est plus faible dans le poumon emphysémateux humain par 

rapport au poumon de sujets fumeurs indemnes d’emphysème ou non-fumeurs (Goven D, 2008). 

Les mécanismes moléculaires à l’origine de la diminution de l’expression pulmonaire de Nrf2 et 

HO-1 chez les patients avec BPCO ne sont pas bien connus à l’heure actuelle, mais semblent 

impliquer le facteur de transcription DJ-1 (Malhotra D, 2008). Quoiqu’il en soit, la diminution de 

l’expression de ces systèmes est probablement impliquée dans la physiopathologie de 

l’emphysème post-tabagique chez l’homme. En effet, des expériences sur des modèles murins 

ont montré que ces systèmes protègent les souris de l’emphysème (Foronjy RF, 2006).  

Des souris invalidées pour Nrf2 présente une susceptibilité accrue à l’emphysème induit par 

l’élastase (Ishii Y, 2005) et la fumée de cigarette (Iizuka T, 2005).  La même susceptibilité accrue 

est observée chez les souris invalidées pour le gène HO-1. 

 

3.3.3. Relation entre stress oxydatif et inflammation 

 

Le stress oxydatif déclenché par l’exposition à la fumée de cigarette participe à la réaction 

inflammatoire pulmonaire observée dans l’emphysème post-tabagique via, entre autres, le 

recrutement pulmonaire de cellules inflammatoires. Une relation entre les marqueurs de stress 

oxydatif dans l’air exhalé et le nombre de neutrophiles dans le LBA a pu être observée (Drost 

EM, 2005).  

De plus, la comparaison des niveaux de GSH et IL-8 (inflammation) indique un lien dans la 

physiopathologie de l’emphysème. En effet, la diminution des niveaux de GSH corrèlent avec 

l’augmentation de la production d’IL-8 ; ces observations sont spécifiques des patients aux  

stades avancés de la maladie (Schulz C, 2003 ; Schulz C, 2004). 

 

L’infiltrat inflammatoire pulmonaire est composé de polynucléaires neutrophiles, de 

macrophages et de lymphocytes TCD8+ activés (Drost EM, 2005). Il est présent dans le poumon 

emphysémateux au niveau des parois alvéolaires et sont associés à la maladie.  
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L’augmentation des macrophages et LT dans le poumon des fumeurs est corrélé négativement 

avec les fonctions respiratoire / aux non-fumeurs (Finkelstein R, 1995 ; O'Donnell R, 2006). 

 L’intensité de la réaction inflammatoire pulmonaire est corrélée à la destruction des cloisons 

interalvéolaires (Eidelman D, 1990). Il est intéressant de noter la présence d’une composante 

immune caractérisée par des Lymphocytes activés et effecteurs.  

 

3.3.4. Rôle des lymphocytes dans la maladie 

 

3.3.4.1. Lymphocytes T 

 

Le tissu pulmonaire (parenchyme, artères ou bronches périphériques)  des patients 

emphysémateux montrent une augmentation du nombre de lymphocytes TCD3+ et CD8+ 

(O'Shaughnessy TC, 1997). D’autre part, l’augmentation du nombre de TCD8+ activés 

pulmonaire (Saetta M, 1998 ; Saetta M, 1999) et périphérique est directement corrélée à 

l’insuffisance respiratoire et donc la sévérité de la maladie (Zhu X, 2009). Par ailleurs, les 

patients BPCO présentent une expression importante des cellules CXCR3+ au niveau de 

l’épithélium bronchique (Saetta M, 1998).  Or, nous avons décrits précédemment les 

populations Th1 qui sont caractérisés par ce marqueur. Toutes ces données sur les 

lymphocytes soulignent leur importance dans le développement de la maladie. Depuis peu, 

des sous-populations TCD4+ régulatrices Treg et inflammatoires effectrices Th17 sont 

identifiés dans le LBA, poumon ou encore dans le sang périphérique.  

De plus, des modèles chez la souris déficiente pour  CD8 sont protégés de l’emphysème 

induit par la fumée de cigarette (Maeno T, 2007). Les Lymphocytes TCD8+ activés semblent 

avoir un rôle important dans la pathogenèse de la maladie mais également les TCD4+ en 

raison de leur rôle direct dans l’activation des autres lymphocytes. En effet, des souris ayant 

été exposées à la fumée de cigarette et préalablement déplétées en  TCD4+ ou TCD8+ sont 

protégés de façon identique de la destruction alvéolaire causée par la fumée de cigarette 

(Podolin PL, 2013). En outre, le pourcentage des Th17 dans le poumon diminue dans les 

souris déplétées à la fois pour TCD4+ et TCD8+. Ces données ouvrent de nouvelles 

perspectives thérapeutiques dans l’inhibition de réponses inflammatoires liées aux 

lymphocytes. 
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3.3.4.2. Balance Th17/Treg (§ 1.4. 6) 

 

Les lymphocytes Th17 privilégient et renforcent la réponse des cellules de l’immunité innée.  

Les échantillons de prélèvements sanguins ou de biopsies pulmonaires ou de LBA issus de 

patients atteints de BPCO, montrent aussi une augmentation de la production d’IL-17 par des 

lymphocytes TCD4+ qui est directement corrélée à l’insuffisance respiratoire observée 

pendant la maladie (Di Stefano A, 2009 ; Doe C, 2010 ; Vargas-Rojas MI, 2011; Zhang J, 

2013). Une proportion élevée des populations Th17 circulantes et pulmonaire chez les patients 

atteints de BPCO confirment le rôle de ces lymphocytes dans la contribution à l’inflammation 

chronique. Des études in vitro montrent que les cellules dendritiques issus de patients BPCO  

favorise une différenciation des TCD4+naïfs vers un phénotype Th17 (IL17-A+, 

CCR4+CCR6+CXCR3+) (Shan M, 2009) Des modèles murins d’exposition à la fumée de 

cigarette mimant les effets observés durant la BPCO, ont montré une augmentation  de la 

production d’IL-17 par des cellules CD4+CCR6+ dans le LBA et tissu pulmonaire (Harrison 

OJ, 2008).  De plus, les souris déficientes pour le récepteur CCR6, et exposées à la fumée de 

cigarette (FC), sont partiellement protégées de l’emphysème pulmonaire avec une réponse 

inflammatoire atténuée associée à des niveaux de chimiokines et cytokines proinflammatoires 

diminués (Bracke KR, 2006). De même, la déficience pour le récepteur de l’IL-17, l’IL-17RA, 

prévient l’installation de l’emphysème chez les souris exposées à la fumée de cigarette (Chen 

K, 2011). 

 

Les données concernant les populations Treg sont controversées mais semblent tout de même 

indiquer qu’il y a une anomalie au niveau proportionnelle de cette population dans le tissu 

pulmonaire. En effet,  certaines équipes ont montré qu’il y a un défaut de recrutement  de ces 

populations dans le poumon des patients atteints de la maladie par rapport à des fumeurs sains 

(Barceló B, 2008 ; Isajevs S, 2009 ; Smyth LJ, 2007). Au contraire d’autres études présentent 

une augmentation de la fréquence des cellules CD4+CD25high au niveau du parenchyme 

pulmonaire chez les sujets emphysémateux. En revanche, ces Treg révèlent des anomalies 

fonctionnelles : une diminution de l’expression de CD27 (Smyth LJ, 2007) ou une 

augmentation de l’expression de CD127 (Isajevs S, 2009). Depuis peu, de nouveaux travaux 

de recherche ont affirmé les données précédentes en se basant sur les données de Miyara et al 

(Miyara M, 2009). Effectivement, comme nous l’avons présenté précédemment il existe 3 

sous-populations de nTreg : Treg naifs (CD25high CD45RA+ FOXP3 high), les Treg 

effecteurs (CD25high CD45RA- Foxp3high) et les cellules non régulatrices (inflammatoires) 
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CD25high CD45RA- Foxp3low. Ces résultats montrent que le pourcentage des sous-

populations régulatrices issues des nTreg circulants est diminué par rapport à la sous-

population inflammatoire chez un patient atteint de BPCO en comparaison des témoins non-

fumeurs et fumeurs sains. Ce déséquilibre pourrait expliquer la progression de la maladie en 

partie (Hou J, 2013). 

 

L’ensemble de ces données démontrent que le tissu pulmonaire des patients BPCO et des 

souris issus des modèles expérimentaux de BPCO présente : un défaut de recrutement des 

Treg et une proportion importante des Th17.  Un déséquilibre de la balance Th17/Treg 

pourrait contribuer à l’inflammation chronique observée durant la BPCO. Mais les données 

sur ces dysfonctionnements lymphocytaires sont limitées. Cependant, une étude récente met 

en évidence l’existence de la balance Treg/ Th17, dans un modèle murin d’exposition à la 

fumée de cigarette ( Figure 30) (Wang H, 2012). 

 

  

Figure 30. Modélisation hypothétique de la dérégulation Treg / Th17 dans la BPCO  
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3.3.5. Sénescence cellulaire et vieillissement accéléré 

 

La sénescence cellulaire consiste en un état d’arrêt permanent de la prolifération et participe aux 

processus de vieillissement (Collado M, 2007), et présentent également un phénotype pro-

inflammatoires par la sécrétion des nombreuses cytokines, chimiokines, qui modifient 

l’environnement cellulaire (Kuilman T, 2009). L’implication de la sénescence dans le 

développement de a BPCO a déjà été mis en évidence.  Cependant, les mécanismes moléculaires 

impliqués de la sénescence par la fumée de cigarette et le rôle causal de la sénescence dans le 

développement de l’emphysème sont peu connus à l’heure actuelle.  

 

3.3.5.1. Comparaison entre les fumeurs et non-fumeur sains 

 

Augmentation de l’expression de p53 dans le poumon des fumeurs par rapport aux non-fumeurs. 

Cependant, l’arrêt du tabac provoque  une légère diminution de p53, chez les patients atteints de 

BPCO  (Morissette MC, 2008).  

 Chez l’homme, des données de la littérature montrent l’existence de marqueurs de sénescence 

cellulaire (raccourcissement des télomères, induction de l’expression de la protéine p53) au 

niveau de leucocytes circulants chez des sujets fumeurs par rapport à des non-fumeurs (Morlá M, 

2006). Des données expérimentales reproduisent ce type de résultat au niveau pulmonaire, 

soulignant le rôle de l’exposition à la fumée de cigarette.  

En effet, in vivo chez la souris, il a été mis en évidence une sénescence accélérée dans les 

cellules alvéolaires après 15 jours d’exposition à la fumée de cigarette (Tsuji T, 2004). Par 

ailleurs, l’exposition in vitro de cellules épithéliales alvéolaires murins et de fibroblastes 

humains à la fumée de cigarette induit une sénescence accélérée (Tsuji T, 2004 ; Nyunoya T, 

2006), inhibée par des antioxydants (Tsuji T, 2004).  

Au final, ces études suggèrent l’existence d’une sénescence accélérée, secondaire à un stress 

oxydant.  
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3.3.5.2. Comparaison des patients aux sujets sains 

 

Des études récentes ont mis en évidence des marqueurs de sénescence (raccourcissement des 

télomères et expression protéique augmentée de p21 et p16) dans les cellules épithéliales 

alvéolaires in situ et dans des fibroblastes in vitro issus de poumons de patients avec emphysème 

post-tabagique (Tsuji T, 2006 ; Muller KC, 2006). De même, l’expression de p53 est augmentée 

in situ au niveau pulmonaire dans l’emphysème post-tabagique en comparaison des non-fumeurs 

et fumeurs sains (Morissette MC, 2008) . 

 

 Concernant les télomères, des études ont montré que le raccourcissement de leur longueur  est 

associé à une diminution de l’activité de la télomérase dans les cellules pulmonaires issues de 

patients atteints de BPCO en comparaison des témoins sains. (Amsellem V, 2011; Tsuji T, 2006).  

Par la suite, d’autres équipes ont mis en évidence un lien entre la longueur des télomères, la 

fonction respiratoire et la susceptibilité à la maladie dans les PBMC totaux de patients atteints de 

BPCO par rapport aux témoins fumeurs ou non (Savale L, 2009 ; Houben JM, 2009; Morlá M, 

2006; Lee J, 2012; Rode L, 2013). Un lien a été aussi établie entre la longueur des télomères des 

leucocytes circulants et le taux plasmatique de cytokines inflammatoires dont IL-6 (IL-8, IL-1β, 

IL-6…) qui est plus important chez les fumeurs BPCO et fumeurs que les sujets sains (Savale L, 

2009). Cet ensemble d’éléments montre clairement l’existence d’une sénescence accrue au 

niveau pulmonaire et systémique chez les patients avec BPCO par rapport aux témoins non-

fumeur, mais aussi par rapport aux témoins fumeurs.  

 

Finalement, une étude récente propose un lien entre des télomères courts et la susceptibilité  

accrue à développer un cancer chez les patients BPCO (Lee J, 2012). Le raccourcissement des 

télomères joue probablement un rôle dans la physiopathologie de l’emphysème. En effet,  Adler 

et collaborateurs ont montré une sensibilité accrue à développer un emphysème post-tabagique 

chez des souris avec des télomères raccourcis suite à la délétion de la sous unité catalytique de la 

télomérase (Alder JK, 2011).  
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De plus on observe des marqueurs d’immunosénescence chez les patients atteints de BPCO : 

• Lymphocytes du sang périphérique, diminution du ratio de LT CD4+/CD8+ avec une 

augmentation du nombre de TCD8+ périphériques (Barceló B, 2008). 

•  Lymphocytes du sang périphérique, augmentation de la proportion LTCD4+CD28- et  

LTCD8+CD28- (Hodge G, 2011) et augmentation de la sécrétion de molécules de 

cytotoxicité (Granzyme B, perforine)  (Lambers C, 2009 ; Barceló B, 2008). 

• Leucocytes du sang périphérique, raccourcissement de la longueur des télomères 

(Savale L, 2009 ; Houben JM, 2009 ; Morlá M, 2006 ; Lee J, 2012 ; Rode L, 2013)  

 

3.3.6. Les autres mécanismes  

 

Le déséquilibre de la balance protéase / antiprotéase est responsable d’une dégradation excessive 

des protéines de la matrice extra-cellulaire, en particulier de l’élastine. Les protéases impliquées 

dans l’emphysème sont essentiellement des sérines protéases telles que l’élastase du 

polynucléaire neutrophile et des métalloprotéases de la matrice (MMP). Dans le poumon des 

patients atteints de BPCO, l’élastase du neutrophile est co-localisée avec les lésions 

d’emphysème (Damiano VV, 1986). Les  MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-12 et MMP-14 ont été 

retrouvées à un taux plus élevé dans le LBA des sujets emphysémateux.  

 

Les modèles animaux ont souligné le rôle causal d’un excès de ces protéases dans la survenue de 

l’emphysème. L’instillation d’élastase dans la trachée est un modèle classique d’emphysème 

expérimental qui mime les effets observés pendant la phase aigüe (Gross P, 1965). L’invalidation 

du gène codant pour l’élastase du polynucléaire neutrophile chez la souris diminue de 59 % 

l’emphysème induit par la fumée de cigarette (Shapiro SD, 2003) alors que l’invalidation du gène 

codant pour MMP-12 les protège complètement (Hautamaki RD, 1997). 

 

D’autre part, certaines études ont mis en avant le rôle d’une apoptose accrue des cellules 

alvéolaires dans la survenue de la maladie. En effet, des cellules alvéolaires apoptotiques ont été 

mises en évidence dans le poumon des sujets emphysémateux (Yokohori N, 2004 ; Imai K, 2005). 

Beaucoup d’arguments sont en faveur d’une implication directe de l’apoptose dans le 
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développement de l’emphysème et l’apoptose des cellules endothéliales pouvant induire une 

destruction des espaces aériens chez la souris (Kasahara Y, 2000 ; Petrache I, 2006).  
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Synthèse du chapitre : La BPCO 

 

 
 

La BPCO est une maladie secondaire à l’exposition à la fumée de cigarette. Cette maladie est 

caractérisée par un trouble ventilatoire obstructif fixé associé à un remodelage bronchique 

(bronchite) et alvéolaire (emphysème).  Plusieurs mécanismes physiopathologiques sont 

décrits dont le stress oxydatif, la dérégulation des populations lymphocytaires et la 

sénescence. Le tabagisme chronique chez les individus sains induit une  surexpression des 

marqueurs du stress oxydatif  restreints au poumon et au plasma sanguin (oxydation de 

l’ADN, lipides, taux d’ERO ; diminution des systèmes antioxydants). Contrairement aux 

patients atteints de la BPCO, les fumeurs sains sont capables d’activer les systèmes de 

détoxication dans le poumon exposé à de fortes concentrations d’oxydants. De plus, le 

tabagisme induit également des réponses inflammatoires initiées par les cellules de 

l’immunité innée mais également adaptive de type Th1/Th2/Th17 et Treg. Cependant, les 

réponses inflammatoires Th en particulier Th17 sont majorées chez les Fumeurs atteints de 

BPCO en comparaison des fumeurs sains. Cette augmentation de Th17 est compensée grâce à 

l’action immunosuppressive des Treg chez les fumeurs sains alors qu’elle est déficiente  chez 

les patients atteints de BPCO en particulier au stade avancée de la maladie. Les mécanismes 

ne sont pas connus.  
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HYPOTHESE et OBJECTIFS 

 

 L’hypothèse qui détermine mon travail de thèse est que les lymphocytes Th17 ont une 

sensibilité accrue face aux agressions oxydatives par rapport autres lymphocytes T CD4+ 

conventionnels et aux lymphocytes T régulateurs, et que cette sensibilité accrue induit une 

susceptibilité accrue à la sénescence.  

 

Le premier objectif de ma thèse a été de mettre au point les outils techniques, nécessaires à la 

réalisation du deuxième objectif  dont :  

- l’identification en cytométrie en flux, des sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

du sang périphérique, les T conventionnels mémoires Th17 et non-Th17 (Th1 et Th2), et des 

lymphocytes T régulateurs (Treg), au sein d’une suspension lymphocytaire T enrichie par tri 

magnétique en lymphocytes T CD4+ ;  

- la mesure des taux d’oxydants, à l’aide de différentes sondes métaboliques en 

cytométrie en flux, dans les différentes sous-populations lymphocytaires T CD4+, en réponse 

à différentes agressions oxydatives (THBP, condensat de fumée de cigarette, H2O2) ;   

Le deuxième objectif a été de mesurer les niveaux d’oxydants des différentes populations 

lymphocytaires T CD4+, et d’identifier les mécanismes potentiellement responsables de leur 

production, en condition basale  et après une agression oxydatif aiguë. 

Le troisième objectif a été d’analyser la relation éventuelle entre l’agression oxydative et la 

sénescence dans la sous-population Th17 en comparaison des TCD4+ conventionnels 

mémoires non-Th17 et des Treg.  
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1. Préparation des suspensions cellulaires 

 

1.1. Isolement des cellules mononucléées du sang périphérique  

 

Principe  

 

L’isolement  des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) sur gradient de Ficoll 

repose sur les densités respectives différentes des constituants  du sang (plasma, cellules 

mononucléées, érythrocytes et granulocytes) et du Ficoll. Après centrifugation, les cellules 

mononuclées sont localisées dans un anneau opaque à l’interface plasma/ Ficoll (Figure 31). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Matériel et mode opératoire 

 

Dans notre étude, l’isolement de PBMC totaux est effectué à partir de culots cellulaires riches 

en leucocytes, résidu de filtration de don de cytaphérèse, issus de donneurs volontaires sains 

(D.V.S) et provenant de l’Etablissement Français du Sang (EFS) de Créteil. Le contenu du 

culot cellulaire (8-10 ml) après dilution au demi avec du milieu RPMI (Gibco), est déposé à 

volume égal dans un tube contenant du milieu de séparation des leucocytes ou Ficoll (Tube 

unisep), et centrifugé (2200 rpm, 15 min). Les PBMC concentrées dans un anneau à 

l’interface plasma / Ficoll (Figure 31) sont récupérées et lavées 1 fois dans 50ml de milieu 

complet (RPM1 1640 + 10% SVF + 1% de L-glutamine + 1%  acide aminé non essentiel 

(AANE) + 1% sodium pyruvate +1% pénicilline/streptomycine) par centrifugation à 1500 

rpm pendant 10 minutes, puis récupérées et diluées dans un volume approprié du même 

milieu.  

 
 

 

 
 

 

 

Sang 

Ficoll 

Plasma 

Cellules mononuclées 
Ficoll 

Erythrocytes et 
granulocytes 

Centrifugation 

Figure 31. Séparation des cellules mononucléées sur gradient de Ficoll 
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Le nombre de PBMC et la viabilité cellulaire sont évalués dans du bleu Trypan à 0,4% 

(Sigma) et à l’aide d’une cellule de MALASSEZ au microscope optique (décrits plus loin). 

Les cellules sont ensuite congelées dans un milieu approprié (milieu complet avec 80% SVF 

+ 20% DMSO) à -80°C puis dans l’azote liquide. Pour des raisons d’organisation, l’ensemble 

des travaux présentés dans ce document a été fait sur des cellules décongelées, après 

vérification préalable des premiers résultats obtenus faits en parallèle sur des PBMC « frais » 

et des PBMC décongelées. 

 

1.2. Purification des Lymphocytes TCD4+ par tri magnétique 

 

Principe 

 

Le tri cellulaire magnétique consiste à sélectionner un type cellulaire marqué avec un 

anticorps spécifique couplé à des billes magnétiques, et l’isoler dans une colonne contenant 

des particules ferromagnétiques (colonne LS), grâce au champ magnétique d’un aimant. Les 

cellules non marquées  par l’anticorps et donc dépourvues de billes magnétiques ne sont pas 

retenues dans la colonne et sont éluées dans une première fraction de l’éluat « la fraction 

négative ».  Les cellules marquées positivement par l’anticorps sont retenues dans la colonne 

placée dans l’aimant ; elles sont récoltées, après élimination de la « fraction négative » en 

retirant la colonne de l’aimant, au moyen d’une seringue fixée au sommet de la colonne ; c’est 

ce qu’on appelle « la sélection positive ». Cette technique de sélection peut induire 

l’activation des cellules triées par stimulation du récepteur reconnu par l’anticorps couplé aux 

billes magnétiques (Figure 32).   

 

Il existe aussi des tris magnétiques par sélection négative, qui  consistent à marquer les 

cellules non ciblées avec un cocktail d’anticorps conjugués à de la biotine et avec des billes 

magnétiques conjugué avec un anticorps anti-biotine ; les cellules d’intérêt sont donc 

contenues dans la « fraction négative. Cette technique de déplétion est utilisée pour éviter une 

activation des cellules par l’anticorps de tri, ou pour garder la membrane cellulaire libre 

d’anticorps pour un marquage ultérieur par des anticorps d’analyse par cytométrie en flux. 
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Matériel et mode opératoire 

L’enrichissement de PBMC en lymphocytes T CD4+est réalisé par une déplétion négative 

immunomagnétique, en suivant le protocole donné par le fournisseur (Miltenyi Biotech, 

Human CD4+ Tcell isolation Kit). Les PBMC totaux sont reprises par 40µl/ 10
7
 cellules d’un 

tampon de tri (PBS 1X, 2mM EDTA, 0.5% SVF), puis marquées avec 10µl/10
7
 cellules d’un 

cocktail d’anticorps conjugués à de la biotine anti-CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, 

CD56, CD123, TCR γ/δ, and CD235a (Glycophorin A), pendant 10 min à 4°C. Ce cocktail 

d’anticorps permet d’isoler toutes les cellules mononucléées du sang périphérique excepté les 

lymphocytes T CD4+. Puis la suspension cellulaire est incubée avec 20µl /10
7
 cellules d’un 

mélange de billes magnétiques conjuguées avec un anticorps anti-biotine, pendant 15 min à 

4°C. Après le marquage avec les billes magnétiques, les cellules sont lavées, resuspendues 

dans 500µl/10
8 

cellules du tampon de tri et sont déposées sur une colonne de tri de type LS 

(Miltenyi Biotech), positionnée à l’intérieur d’un support aimanté (Figure 32).  

 

Sous la force du champ magnétique, les cellules marquées autres que T CD4+ sont retenues à 

l’intérieur de la colonne LS. La fraction négative, contenant les cellules TCD4+ non 

marquées, est collectée en premier. La pureté du tri magnétique et la viabilité cellulaire sont 

vérifiées par cytométrie en flux (CMF), à l’aide de 2 anticorps un anti-CD3 -FITC et un anti-

CD4 -l’APC efluor780 (e-Biosciences) combiné à un marquage 7-AAD (décrits plus loin). On 

estime que le tri est de bonne qualité lorsque 95-98 % des cellules triées sont positives pour le 

marqueur CD4. Les cellules triées sont ensuite mises au repos pendant la nuit dans du milieu 

complet, dans une étuve à 37°C et 5% CO2. Le lendemain les cellules sont lavées et remises 

en suspension dans du milieu complet contenant 2,5% SVF, et sont utilisées dans les 

différentes expériences de caractérisation du niveau d’ERO, du stress oxydatif et les 

marqueurs de sénescence (décrites plus loin). 
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magnétique 
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Cellules non TCD4+ marquées et 
retenues dans la colonne 

PBMC totaux marqué avec le 
cocktail anticorps-biotine et 
billes magnétiques anti-biotine  

Enrichissement de la fraction cellulaire 
en T CD4+ non marquée 
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1  
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4  

Figure 32. Purification des Lymphocytes TCD4+ par tri magnétique (sélection négative) 
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1.3. Evaluation de la viabilité  

 

1.3.1. Coloration au Bleu de Trypan 

 

Principe 

 

La coloration au Bleu de Trypan est une méthode de coloration spécifique des cellules mortes. 

En effet, le bleu de trypan a tendance à s’accumuler dans le cytoplasme  des cellules dont les 

membranes sont lésées et donc perméables au colorant, comme les cellules mortes. Au 

contraire, les cellules vivantes possèdent une membrane cellulaire intacte qui empêche 

l’entrée du colorant. La distinction se fait au microscope optique, les cellules mortes 

deviennent bleues et les cellules vivantes restent blanches. 

 

Matériel et mode opératoire 

 

Un aliquot de 20µl des cellules (PBMC totaux (avant et après décongélation) ou LTCD4+ 

triés) complété par 80µl de bleu trypan à 0,4% dans NaCl, est déposé sur une cellule de 

Malassez dont le volume est connu, pour la numération des cellules vivantes et mortes. Après 

numération, les cellules sont lavées et la densité cellulaire est ajustée à 10.10
6
cellules /ml 

(pour congélation) ou à 10.10
6
cellules /40µl  (pour tri cellulaire) ou à 1.10

6
cellules/ml (pour 

mise au repos des cellules pendant la nuit). 
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1.3.2. Evaluation de la viabilité par cytométrie en flux (CMF)  

 

L’estimation de la viabilité des cellules peut se faire, soit sur des cellules non marquées via les 

paramètres FSC/SSC (décrits plus loin), soit à l’aide de marqueur fluorescent spécifique. 

 

1.3.2.1. Utilisation des propriétés de diffusion de la lumière 

 

Principe 

 

La diffusion de la lumière est sensible aux variations de taille, de structure interne de la 

cellule. Lorsque la membrane plasmique des cellules est endommagée,  les signaux de 

diffusion aux petits angles (FSC) sont faibles ce qui est caractéristique des cellules mortes 

mais insuffisant comme critère dans une population hétérogène. La combinaison du paramètre 

FSC au paramètre de diffusion aux grands angles (SSC) permet d’améliorer cette 

discrimination entre cellules mortes et vivantes (cf. Fonctionnement d’un CMF).  

 

Matériel et protocole opératoire 

 

Le contrôle « cellules non marquées », important dans le réglable des paramètres FSC/SSC, 

utilisés pour séparer les lymphocytes des monocytes humains, permet aussi de visualiser les 

cellules mortes (Figure 33). En raison des problèmes de compensation de fluorescence 

engendrés par les différents fluorochromes utilisés dans les protocoles 5 et 6 couleurs (tri des 

sous-populations lymphocytaires et détection des niveaux d’ERO),  cette méthode de 

détection de la viabilité cellulaire est privilégiée face à l’utilisation de marqueurs fluorescents. 
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1.3.2.2. Le 7-Aminoactinomycin  D  (7-AAD) 

 

Principe 

 

Le 7 -AAD est un agent intercalant de l’ADN, dont la fluorescence est proportionnelle à  

l’augmentation du complexe 7-AAD/ADN. L’intégrité de la membrane des cellules est une 

caractéristique essentielle à l’incorporation de ce marqueur à l’intérieur des cellules. 

L’estimation de la viabilité cellulaire se fait donc par exclusion de la fluorescence du 7-AAD 

(Figure 33). 

 

 

Matériel et mode opératoire 

 

Les LTCD4+ triés non marqués ou marqués avec un anti-CD3 FITC et CD4 APCefluor780 

(vérification de la pureté du tri magnétique Cf. Annexe, résultats supplémentaires) sont 

incubés 5 min avec 3µl de 7-AAD (eBiosciences) à température ambiante et la lecture de 

fluorescence se fait sur le cytomètre de flux CyAn
TM

 ADP (Dako, Glostrup, Danemark) à une 

longueur d'onde d'excitation de 488 nm  (longueur d'onde d'émission de 610 nm). 
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Figure 33. Identification des cellules mortes par le marquage 7-AAD et les paramètres  FSC/SSC. 
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1.4. Isolation des populations lymphocytaires par CMF 

 

Principe de la cytométrie en flux (CMF) 

La cytométrie en flux est une technique qui permet de mesurer simultanément la réaction à un 

rayonnement laser de plusieurs paramètres de particules individuelles (cellules, bactéries, 

billes…) en suspension dans un liquide et entraînée dans un flux. Ces paramètres peuvent être 

physiques tels que la taille, la granularité mais aussi n’importe quel composant (protéine 

membranaire ou interne) ou fonction qui puisse être détecté à l’aide d’un composé 

fluorescent. Il est donc possible d’identifier dans une suspension cellulaire hétérogène, une 

sous-population rare, et /ou possédant une fonction cellulaire particulière, grâce à des 

marqueurs détectables par fluorescence ou via les caractéristiques physiques  de la cellule, et 

éventuellement de la séparer physiquement des autres cellules. 

1.4.1. Fonctionnement d’un analyseur et trieur de cellules 

Les cellules en suspension défilent rapidement les unes derrière les autres dans un flux de 

liquide (liquide gaine), grâce à un système de pression.  Chaque cellule va passer devant un 

ou plusieurs faisceaux lasers (sources lumineuses) et émet des signaux lumineux  de 

différentes natures : 

 la diffusion aux petits angles dans l’axe du laser, renseigne sur la taille des cellules 

(FSC) 

 la déviation aux grands angles à 90°C par rapport au laser, renseigne sur la structure 

interne et la granularité des cellules  (SSC) 

 

 la fluorescence émise à 90°C par rapport au laser, par un anticorps couplé à un 

fluorochrome ou un autre composé fluorescent lié spécifiquement à la cellule 

 

Ces signaux optiques et physiques sont dirigés vers des détecteurs (PMT) grâce au banc 

optique qui est constitué de miroirs, de filtres. Le rôle du banc optique est de sélectionner 

uniquement les longueurs d’ondes destinées à chaque type de PMT. Chaque PMT collecte une 

fluorescence spécifique (FL) et va la transformer en signal électrique qui sera à son tour 

numérisé (Figure 34). Les données numérisées recueillies se présentent sous forme de 
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graphiques (dot-plot) ou d’histogrammes, auxquels s’ajoutent des statistiques concernant les 

populations cellulaires et les paramètres étudiés (%, intensité de fluorescence, ...).   

 

 

 

Figure 34. Principe de la cytométrie en Flux 
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Les données obtenues en FSC et SSC (sans anticorps couplé à un fluorochrome)  permettent 

d’isoler les cellules en fonction de la taille et structure. Les résultats ci-dessous sont présentés 

sous forme de dot-blot (Figure 35). 

 

 

Figure 35. Identification de types cellulaires en fonction des paramètres FSC et SSC 

 

 

L’analyseur permet la visualisation de populations spécifiques, grâce à un multimarquage 

d’anticorps couplés à des fluorochromes (Figure 36). Le trieur de cellules, quant à lui, se 

distingue de l’analyseur, par sa capacité supplémentaire à séparer physiquement un type 

cellulaire d’une population hétérogène en plus de son identification. Les cytométres que nous 

avons utilisés pour notre étude, sont un analyseur avec 2 sources lumineuses (CyAn
TM

 ADP 

(Beckman Coulter), et 7PMT qui peuvent analyser 7 fluorescences différentes sur une même 

cellule, et un trieur de cellules avec 7 PMT également (Moflow, Beckman Coulter) (trajet 

optique du cyan en annexe).  

 

 

Neutrophiles 

Monocytes 

Lymphocytes 

SS
C

 

FSC 
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Figure 36. Données recueillies au niveau des PMT à partir de cellules marquées  

 

 
 

1.4.2. Caractérisation des sous-populations lymphocytaires 

L’isolement par un trieur de cellules de sous-populations lymphocytaires à partir d’une 

suspension cellulaire enrichie par tri magnétique en LTCD4+ nécessite de déterminer 

préalablement la stratégie de tri à adopter. Pour ce faire, il faut avoir une connaissance des 

différentes caractéristiques de ces sous-populations d’intérêt : % parmi la population mère, 

type de marqueurs membranaires ou intracellulaires spécifiques de la sous-population 

d’intérêt. 

 

 

 

 



152 

Choix de la combinaison d’anticorps 

Dans notre projet, nous nous sommes intéressés aux sous-populations lymphocytaires : 

 Treg totaux (naïfs et mémoires), identifiés par les marqueurs membranaires CD4+, 

CD25
high

, CD127 
low 

 Tconv naïfs, caractérisés par les marqueurs CD4+, CD25-, CD127+, CD45RO- 

 Th17, décrits comme étant CD4+, CD25-, CD127+, CD45RO+, CCR6+ 

 Non Th17, qui sont CD4+, CD25-, CD127+, CD45RO+, CCR6- 

La connaissance de la littérature sur l’expression membranaire de ces marqueurs pour chaque 

sous-population, nous a permis de mettre au point un protocole 5 couleurs pour leur 

visualisation par cytométrie en flux.  

L’association de l’immunofluorescence à la cytométrie en flux est donc un élément clé dans la 

caractérisation de sous-populations. En effet, dans une suspension de LTCD4+ l’utilisation 

d’anticorps couplés à un fluorochrome, dirigés contre des marqueurs membranaires ou 

intracellulaires permet d’identifier des sous-populations lymphocytaires. Le trieur, que nous 

utilisons, permet d’utiliser 7 anticorps de couleurs différentes.  

Le point limitant est l’utilisation simultanée de plusieurs anticorps dans une même suspension 

cellulaire. En effet, il existe un phénomène de chevauchement des spectres d’émission de 

fluorescence des différents fluorochromes. Ce chevauchement peut entraîner par exemple une 

contamination du canal PMT2 par la fluorescence d’un fluorochrome qui se lit en PMT1 

(Annexe Résultat 1), et entraîner un faux marquage. Il existe donc un système de 

compensation de fluorescence qui permet de corriger ce phénomène, en soustrayant la 

fluorescence contenue dans le canal contaminé. Une compensation supérieure à 50% peut 

interférer dans la détection d’une population faiblement représentée, il est donc important de 

tester au préalable différentes combinaisons d’anticorps et fluorochromes. Des tubes de 

cellules monomarquées/ anticorps (ou billes de compensations) sont nécessaires pour 

effectuer la compensation. La combinaison d’anticorps utilisée dans l’identification de sous-

populations lymphocytaires, ainsi que les témoins de marquage utilisés, sont détaillées dans le 

tableau 7 et 8. 
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Tube Description CD127-PE CD45RO 

ECD 

CCR6-Pecy7 CD25 APC CD4 

APCeFluor780 

1 Cellules non 

Marquées 

- - - - - 

2 Tube 

expérimental 

X X X X X 

3 Contrôles de 

compensation 

X     

4  X    

5   X   

6 
   

X 
 

7 
    

X 

8 FMO-CD127 Iso type 

contrôle-PE 

X X X X 

9 FMO-

CD45RO 

X Iso type 

contrôle-ECD 

X X X 

10 FMO-CCR6 X X Iso type 

contrôle-

Pecy7 

X X 

11 FMO-CD25 X X X Iso type 

contrôle-APC 

X 

12 FMO-CD4 X X X X Iso type 

contrôle-APC 

eFluor780 

 

Tableau 7 . Descriptif  des témoins de marquage utilisés pour un marquage 5 couleurs 

 

En cytométrie de flux, certains contrôles sont indispensables. En effet, l’ajustement du voltage 

de chaque PMT à un niveau seuil et des paramètres FSC/SSC pour la visualisation des 

populations cellulaires, est effectué sur un tube de cellules non marquées. D’autre part, 

comme nous l’avons décrit précédemment, les contrôles de compensation sont d’une 

importance capitale dans le contrôle du phénomène de chevauchement des spectres de 

fluorescence. De plus, en cytométrie en flux, les résultats sont généralement présentés sous 

forme d’histogrammes mono ou biparamétriques et il est alors possible de définir une région 

autour des cellules d’intérêts. La délimitation d’une région sur un histogramme nécessite pour 

certains marquages un contrôle « FMO ou Fluorescence Minus One ou Fluorescence Moins 

une » (« décrits dans la partie « Analyse conditionnée»). Dans chacun des contrôles FMO-
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antigène X, un des anticorps anti-antigène X est remplacé par l’anticorps de contrôle 

isotypique correspondant (Tableau 7).  

 

 

Matériel et mode opératoire 

 

 

Les PBMC totaux (2.10
6
 cellules/condition) ou L TCD4+ triés (1.10

6
 cellules/condition) sont 

lavés (1400 rpm, 10 min) puis remis en suspension dans 100µL de tampon de tri avec 5µl de 

Fc Block (prévention du marquage non spécifique en bloquant les sites FcR des cellules), 

(Miltenyi Biotech), pendant 10min à 4°C. Ensuite, la suspension cellulaire est incubée avec 

un milieu (mix) contenant les différents anticorps (Tableau 8) pendant 20min à 4°C. En 

parallèle, des tubes de contrôle des compensations (Billes BD Biosciences) par anticorps, de 

cellules non marquées ainsi que des contrôles « FMO » sont préparés (Tableau 7). A la fin de 

l’incubation, les cellules sont lavées par ajout de 1 ml de PBS froid et reprise dans environ 

400µl  de tampon de tri. Les cellules sont prêtes pour la lecture de fluorescence à l’analyseur 

(Cyan ADP, Beckman Coulter).  
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Anticorps Fluorochrome Source 

d’excitation 

(nm) 

Canal de 

lecture de 

fluorescence 

Volume anticorps 

(µl)/réaction 
(Après titration des 

différents 

anticorps) 

Fournisseur 

Anti-CD27 FITC 488  

(laser bleu) 
FL-1 4 eBiosciences 

Anti-CD127 PE 488  

(laser bleu) 
FL-2 15 Beckman coulter 

Anti-CD45RO ECD 488  

(laser bleu) 
FL-3 5 Beckman coulter 

Anti-CCR6 Pecy7 488 

 (laser bleu) 
FL-5 4 BD Biosciences 

Anti-CD25 APC 633  

(laser rouge) 
FL-8 3 BD Biosciences 

Anti-CD4 APC efluor780 633 

 (laser rouge) 
FL-9 3 eBiosciences 

 

Tableau 8. Informations relatif aux anticorps utilisés pour l’identification des populations lymphocytaires 

 

1.4.3. Principe de l’analyse conditionnée multiparamétrique 

 

 

Comme il a été mentionné plus haut, les résultats de cytométrie en flux se présentent souvent 

sous la forme d’histogrammes monoparamétriques (un paramètre décrivant un marqueur en 

abscisse ; en ordonnée le nombre d’événements ou nombre relatifs de cellules) ou encore 

biparamétriques (un paramètre en abscisse et un autre en ordonnée) et dans ce cas, le nombre 

d’évènements est représenté sous-forme de nuage de points (un point = une cellule ou un 

événement) (Figure 37). Pour un marquage ou une combinaison de marquages, l’analyse peut 

révéler plusieurs sous-populations, il est alors possible de tracer une région autour d’elles et 

de limiter la suite des analyses à l’une ou chacune d’entre elles. C’est ce qu’on appelle 

l’analyse conditionnée ou encore « stratégie de gating ».  
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Figure 37. Type d’histogrammes en CMF monoparamétrique (gauche) et bi-paramétrique (à droite) 
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1.4.3.1. L’analyse conditionnée du projet 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 38.  Stratégie de tri adoptée pour l’isolation des 3 sous-populations d’intérêts à partir de LTCD4+ 

triés 

LTCD4+ triés 

Treg totaux 

Tconv totaux 
TCD4+ 

Treg totaux Tconv totaux 

naïfs mémoires naïfs mémoires 

Tconv mémoires 

Th17 Non Th17 

1 
 2 

 
3 
 

4 
 5 

 

6 
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En 1, les lymphocytes ainsi que la viabilité sont identifiées  sur les paramètres FSC (taille) 

/SSC (structure), sur un histogramme bi-paramétrique (appelé « dotblot »). Puis  en 2, la 

fenêtre (conditionnée sur les lymphocytes) est sélectionnée sur les paramètres CD4 et FSC, ce 

sont les lymphocytes TCD4+ (LT CD4+) (Figure 38).   

En 3, deux populations sont visibles et des régions sont tracées autour d’elles, l’une contient 

des LT CD4+ qui sont CD25
high

CD127
-
, ce sont les Treg totaux ; l’autre contient les Tconv 

totaux de phénotype CD4+CD25-CD127+. 

En 4, la fenêtre est conditionnée sur les Treg totaux et analysés sur les paramètres CD4 / 

CD45RO. Le dot-blot présente deux populations CD4+,  l’une négative pour le marqueur 

CD45RO-  les Treg naïfs, et l’autre positive pour CD45RO+,  les Treg mémoires.  

En 5, les Tconv naïfs (CD4+CD45RO-)  sont différenciés des mémoires (CD4+ CD45RO+) 

parmi les Tconv totaux au moyen du marqueur CD45RO. 

Pour conclure sur cette description d’analyse, en 6 l’histogramme sélectionné sur le marqueur 

CCR6 se présente sous la forme d’un dot blot, chaque région représente une population parmi 

les Tconv mémoires. La délimitation de chaque région est faite à l’aide du tube FMO-CCR6, 

les cellules CCR6- identifient les non Th17 et les CCR6+ les  Th17.  L’analyse de ces sous-

populations dans chaque fenêtre, nécessite au minimum 3000 événements, ce qui donne une 

précision suffisante statistiquement pour des populations représentant plus de 1% des 

LTCD4+. 

Une stratégie d’identification des sous-populations représentée dans la Figure 38 similaire 

permet la séparation physique des Treg totaux, Th17 et non Th17 par le trieur de cellules. Les 

sous-populations cellulaires ainsi isolées, sont utilisées pour des analyses 

d’Immunocytochimie ou de RT-PCR quantitative (décrites plus loin). 
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1.5. Vérification du tri cellulaire 

La vérification du tri cellulaire peut se faire à la fois par une nouvelle analyse en CMF et par 

un marquage additionnel spécifique de la population. 

 

1.5.1. CMF 

 

La pureté du tri est contrôlée par prélèvement d’une petite fraction de la suspension triée 

suivie d’une  analyse en CMF à nouveau. La vérification repose sur l’identification des 

marquages dans les fenêtres correspondants à chaque sous-population (Annexe, résultats 

supplémentaires).  

1.5.2. Marquage intracellulaire de Foxp3 

 

De plus, la population « Treg totaux » est contrôlée par CMF,  par la positivité d’un marquage 

supplémentaire intracellulaire de Foxp3, un facteur de transcription spécifique de cette 

population (décrit dans l’introduction) (Annexe, résultats supplémentaires). 

 

Matériel et mode opératoire 

 

Le marquage FOXP3, est réalisé à l’aide d’un kit de marquage spécifique Foxp3 

(Foxp3/Transcription Factor Staining buffer set, eBiosciences). Les Treg totaux triées 

(minimum de 50.10
3 

cellules/tube), sont lavées (5min, 1500rpm) dans du tampon de tri puis 

les cellules sont fixées dans une solution de fixation/perméabilisation pendant 30min à 

température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées dans 2ml de la solution de 

perméabilisation 1X puis incubées avec 5µl de l’anticorps Foxp3 FITC (eBiosciences) 

pendant 30min à température ambiante, à l’abri de la lumière. Le marquage est stoppé par 

deux lavages avec une solution de perméabilisation 1X, et la reprise des cellules s’effectue 

dans 300µl de PBS. Le marquage Foxp3 est visualisé par CMF (Cyan ADP). 
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1.6. Analyse de l’expression du marqueur d’activation CD27 

 

Mode opératoire 

 

Les LTCD4+ soumis à une agression oxydante aiguë ou chronique exogène, ou mis en culture 

dans des conditions de prolifération (2µg/ml d’anti-CD3 +/- CFC +/-NAC) pendant 72h, sont 

marqués à l’aide de 6 anticorps membranaires différents dans du PBS pendant 20min à 4°C 

selon le protocole de marquage membranaire (cf. caractérisation des sous-populations 

lymphocytaires). Le multimarquage 5 couleurs (Tableau 8), utilisé dans l’identification des 

sous-populations lymphocytaires est combiné au marquage membranaire anti-CD27 FITC. La 

lecture de la fluorescence, les concentrations des anticorps et l’analyse des résultats sont 

indiquées dans les tableaux 7 et 8. 

 

2. Modèles in vitro d’agression oxydatif aigue 

 

Principe 

Le stress oxydatif est la réponse cellulaire à une rupture de l’équilibre des systèmes 

oxydants/anti-oxydants en faveur des oxydants. Un stress oxydatif peut être induit par une 

agression oxydante, et se traduire par une augmentation des niveaux cellulaires d’ERO.  

 

2.1. Traitement par des inducteurs de stress oxydatif 

 

Les LTCD4+ triés sont traitées avec du Tert –butyl hydroperoxide (THBP), un inducteur de 

stress oxydant. Une concentration non toxique a été déterminée par le test des effets de 

différentes concentrations du THBP sur des LTCD4+ marquées avec des sondes métaboliques 

que l’oxydation rend fluorescentes. Une augmentation significative de la fluorescence 

(reflétant le niveau d’ERO libérés) des sondes après traitement des TCD4+ avec le THBP par 

rapport aux cellules non traitées, indique un stress oxydatif (Ghosh M 2011 ; Labiós M 2008). 

Ces conditions sont atteintes pour 250µM (THBP) pendant un temps déterminé. Le contrôle 

de la viabilité cellulaire est déterminé en CMF par un multimarquage CD3/CD4/7-AAD. Les 

cellules ont également été traitées par une dose d’H2O2 (125µM) connue pour induire un 

stress oxydatif. Ces conditions constituent les témoins positifs de nos expériences. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=Ghosh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21391895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=Labi%C3%B3s%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18385744
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2.2. Exposition in vitro  au condensat de fumée de cigarette  

 

La préparation de condensat de fumée de cigarette (CFC) se fait par un système de « bullage 

d’air » qui consiste à dissoudre les particules solubles de la fumée de cigarette (FC) dans un 

milieu (Tsuji T,2004 ; Jason Adamson 2011). La FC est aspirée au moyen du piston d’une 

seringue de 50ml contenant 10ml de milieu complet sans serum, et reliée à une tubulure qui 

est elle-même liée à un filtre directement fixé à un porte-cigarette. A chaque aspiration, le 

milieu est mélangé avec la FC pendant 30 secondes puis la fumée est relarguée à l’extérieur. 

Ce procédé est répété plusieurs fois jusqu’à consommation de la cigarette (Research Cigarette 

University of Kentucky) jusqu’à légèrement avant le  filtre (Figure 39) (Tsuji T,2004 ; Jason 

Adamson 2011).  

 

Le CFC obtenu est complété à 2,5% de SVF puis filtré sur une membrane 0,45µM, la 

concentration de CFC obtenue est la référence « 100% ». Ce dispositif reproduit les 

conditions de consommation d’une cigarette (aspiration de la fumée) chez l’homme. Le 

niveau d’augmentation de fluorescence de la sonde déterminant un stress oxydatif  décrit 

précédemment, est obtenu par exposition des LTCD4+ à 5% ou 10% de CFC dilué dans du 

milieu complet 2,5% SVF, pendant un temps déterminé. Les doses toxiques de CFC ont été 

déterminées préalablement par une courbe-test dose/réponse évaluée par un multimarquage 

CD3/CD4 et 7-AAD (décrit précédemment) des LTCD4+. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=Tsuji%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15333326
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=Tsuji%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15333326
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Figure 39. Schéma décrivant la préparation du condensat de fumée de cigarette.  A. La fumée de cigarette 

est aspirée au moyen d’un piston ;  B.   La fumée est mélangée au milieu de culture ; C. le mélange est filtré. 

 

Matériels et protocole opératoire 

 

Les LT CD4+triés magnétiquement sont traités pendant 30min à 37°C avec un milieu  

contenant : +/- 250µM THBP ou H2O2 ou 10% CFC. L’induction de stress oxydatif  est 

mesurée par CMF au moyen de la fluorescence émise par les sondes métaboliques DHE ou 

H2DCF-DA (décrites plus loin) pré-incubés avec les LTCD4+.  

L’effet des inhibiteurs d’oxydants est testé par traitement des LTCD4+  avant le marquage 

avec les sondes, puis rajoutés durant la phase de stimulation par CFC ou THBP (cf. plus loin).  
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2.3. Exposition prolongée aux inducteurs de stress oxydatif 

 

L’augmentation des ERO dans les LTCD4+ a été analysée de deux façons, l’une induite par 

l’exposition exogène au CFC, et l’autre après stimulation du complexe CD3/TCR des 

LTCD4+ (Cf. intro TCR et production d’ERO). 

 

2.3.1. Condensat de fumée de cigarette 

 

Les LT CD4+ ou les différentes sous-populations triées de LT CD4+, sont mises en culture 

dans un milieu complet à 1.10
6
cellules/ml, dans des plaques 96 puits à fond rond pendant 72h 

à 37°C, après stimulation ou non par 5% CFC. Le niveau d’ERO est mesuré par CMF via 

l’oxydation de la sonde H2DCF-DA (décrit plus loin) après isolement des cellules (J0) et 

après 72h de culture.  

 

2.3.2. Stimulation du complexe antigénique TcR/CD3 

 

Les LT CD4+ isolés magnétiquement, sont mises en culture dans un milieu complet à 

1.10
6
cellules/ml, dans des plaques 96 puits à fond rond recouvert avec un anticorps anti-CD3 

(2µg/ml), pendant 72h à 37°C. Les cellules sont lavées après 72h de culture puis sont 

incubées dans un milieu complet en présence de la sonde H2DCF-DA pendant 30min à 4°C. 

Le niveau de d’ERO est mesuré par CMF via l’oxydation de la sonde H2DCF-DA (décrit plus 

loin) à J0 et après 72h de culture.   

 

3. Analyse qualitative du métabolisme oxydatif par CMF   

 

3.1. Les sondes métaboliques : H2DCF-DA et DHE 

 

Principe 

 

La sonde H2DCF-DA (2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate), composé non fluorescent 

lipophile, traverse la membrane plasmique des cellules et se retrouve au niveau des régions 

lipidiques hydrophobes. Les estérases cellulaires hydrolysent les groupements acétates, 

libérant ainsi la molécule non fluorescente H2DCF. Ce composé a la particularité de rester 
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dans la cellule contrairement au composé parent, à cause de sa polarité. Une fois piégée dans 

la cellule après la désacétylation, la sonde H2DCF non fluorescente s’oxyde en présence 

d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) et de peroxydases ou Fe2+ ou cytochrome c, pour 

former le DCF qui est fluorescent. Aussi l’intensité de fluorescence est directement 

proportionnelle à la quantité d’ERO présents dans la cellule (Tsuchiya M, 1994 ; LeBel CP, 

1992 ; Rothe G, 1990). Le composé non fluorescent a l’avantage d’être perméable aux 

membranes cellulaires, la fluorescence est donc détectée à l’intérieur de la cellule dans les 

différents compartiments cellulaires (cytosol, espace intermembranaire mitochondrial…) 

(Karlsson M, 2010) (Figure 40). Plusieurs données indiquent que cette oxydation est le fait 

préférentiellement du peroxyde d’hydrogène (H2O2), en conséquence, le niveau d’H2O2 d’une 

cellule spécifique peut être déterminé. 

Suivant le même principe, la sonde DHE (Dihydroéthidium) non fluorescente, pénètre 

facilement dans les cellules, et est ensuite oxydée en présence d’ O2- en BET, un agent 

intercalant de l’ADN (Stowe DF, 2009).  

 

 
 

Figure 40. Principe  de  la sonde H2DCF-DA 

 

L’association du multimarquage des sous-populations lymphocytaires T parmi les LTCD4+ 

(décrit dans « Analyse conditionnée multiparamétrique ») avec le marquage par des sondes 

métaboliques va permettre la mesure qualitative (en fonction de la sonde utilisée) et 

quantitative (via la MFI) des ERO pour chacune d’entre elles. A l’instar du multimarquage 

membranaire avec 5 couleurs, la principale difficulté de cette technique réside dans le 
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contrôle de la fuite de fluorescence des sondes oxydées dans les PMT voisins. L’utilisation de 

faibles concentrations de la sonde  à une basse température a permis de mettre au point ce 

protocole 6 couleurs, permettant l’analyse des ERO dans des lymphocytes (Kwon J, 2003 ; 

Devadas S, 2002). 

 

 

Matériel et mode opératoire 

 

Les LTCD4+ triés magnétiquement et mis au repos pendant la nuit, sont mis en suspension 

dans du milieu complet comportant 2,5%SVF, dans des tubes de 5ml à fond rond (Falcon). 

Une pré-incubation des cellules (1.10
6
cellules/ml) avec 0,25 μM de sonde H2DCF-DA (Life 

technologies, C3168) ou 1µM de DHE (Life technologies), est réalisée pendant 30 min dans 

du milieu complet comportant 2,5% SVF à 4°C. Les traitements pharmacologiques avec la 

NAC (1h30 d’incubation) ou avec le FCCP (30min d’incubation) sont faits juste avant la 

phase d’incubation avec la sonde. Les expériences sont réalisées en prenant soin d’exposer le 

moins possible la sonde métabolique à la lumière. 

 

L’agression oxydante aigüe est induite soit par l’addition de 250µM THBP (contrôle positif) 

soit par l’addition de 10% de  CFC, pendant 30min à 37°C, dans des cellules préalablement 

incubées avec 0,25µM de la sonde H2DCF-DA ou 1µM de DHE. Cette étape est critique, les 

cellules doivent être bien homogénéisées ; ceci permet d’obtenir un marquage homogène des 

LTCD4+ avec les différentes sondes. Puis le milieu pro-oxydant est retiré, et les cellules sont 

lavées deux fois avec du PBS froid. Les cellules sont finalement reprises dans 100 μL de PBS 

et marquées avec les 5 différents anticorps pour l’identification des sous-populations 

lymphocytaires T (décrit dans la partie «  Préparation des suspensions cellulaires »).  

 

 

 

Concernant les expériences d’analyse de l’effet d’une agression oxydante prolongée, le 

marquage des cellules avec les sondes est pratiqué à J0 et 72h selon le même mode opératoire 

que précédemment décrit, excepté en ce qui concerne les concentrations de CFC (Cf. 

agression oxydante chronique). La vérification de l’absence de toxicité des oxydants (THBP, 

CFC) est évaluée à chaque fois par CMF via l’analyse des paramètres FSC/SSC, au moment 

de la lecture de fluorescence émise par la sonde utilisée. La fluorescence émise par les sondes 
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est lue immédiatement au CMF après une absorption de la lumière à 488 nm (laser1), celle de 

DCF dans le PMT1 (ou FL-1), et celle du BET dans le PMT4 (ou FL-4). Le traitement des 

résultats dans ce projet est fait au moyen du logiciel d’analyse FLOW JOW (BD Biosciences).  

 

De plus, l’analyse des résultats en CMF permet d’extraire des données de statistiques comme 

le pourcentage que représente une sous-population cellulaire donnée au sein de la population 

mère analysée. Les intensités de fluorescence (MFI) émises par les sondes par une population 

particulière,  permettent une évaluation quantitative de son taux d’ERO., L’augmentation du 

% d’oxydation d’une sonde après une agression oxydante aigüe ou chronique peut être 

calculée par cette formule :    

 

% OXYDATION = 

[MFI (condition d’agression)- MFI (condition non stimulée)] 

_____________________________ 

MFI (condition non stimulée) 

         

Les problèmes de variation dans le marquage ou de dé-estérification de la sonde sont évalués, 

par l’utilisation  d’une forme oxydée de la sonde, la Carboxy-DCFDA (Life technologies)  à 

0,25µM (Harlin H, 2007 ; Mougiakakos D, 2009).   

3.2. Mesure d’ERO des populations de TCD4+ par CMF 

 

Nous avons utilisé la stratégie de tri des populations lymphocytaires T (décrite dans  

« Analyse conditionnée multiparamétrique) en la combinant à l’analyse du marquage par des 

sondes métaboliques.    

Un histogramme mono-paramétrique conditionné sur chacune des sous-populations 

lymphocytaires T est sélectionné en abscisse sur l’une des sondes. Un pic uniforme (ou 

plusieurs selon les marquages) de distribution gaussienne, indique le niveau de fluorescence 

d’une population pour la sonde utilisée. Puis les histogrammes spécifiques de chaque 

population sont superposés (« overlay ») afin de comparer les pics de fluorescence entre eux 

et donc les niveaux d’ERO via les valeurs de  MFI (Figure 41).  

  



Chapitre II.3.Analyse qualitative du métabolisme oxydatif par CMF 
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Figure 41. Caractérisation des ERO de chaque sous-population lymphocytaire  
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4. Traitements par des inhibiteurs d’ERO  

 

Principe 

 

La N-acétylcystéine (NAC) est un précurseur du glutathion, un antioxydant puissant. 

La concentration optimale d’utilisation de la NAC a été déterminée par des tests d’effet dose 

de la NAC sur le niveau d’ERO des LTCD4+ marqués avec le H2DCF-DA, en présence ou 

non de CFC. Des tests de toxicité utilisant le 7-AAD ont préalablement été réalisés. La 

concentration choisie à l’issue de ces tests est de 3mM de NAC.  

 

Le FCCP est un agent découplant du gradient de protons de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (cf. introduction). Les conditions optimales de son emploi  ont été obtenues 

par des tests d’effet dose comme décrit pour la NAC. La concentration choisie à l’issue de ces 

tests est 2µM.  

 

Matériels et mode opératoire 

 

Les LTCD4+ ou les sous-populations de LTCD4+ triées ont pré-traités pendant 1h30 avec 

3mM de NAC (solution stock 610mM diluée dans de l’eau distillée) à 37°C puis lavées.  

Selon les expériences, les cellules sont incubées dans un milieu complet-2.5%SVF contenant 

à nouveau de la NAC pendant 30min (+/-  CFC pour analyse du niveau d’ERO) ou 24h (+/-  

CFC pour analyse en ICC des marqueurs de sénescence) ou 72h (+/-  CFC  ou anti-CD3) à 

37°C. La procédure d’utilisation du FCCP est identique à celle de la NAC : les cellules ont été 

incubées pendant 30min avec 2µM de FCCP (solution stock à 10mM diluée dans du DMSO) 

et puis le FCCP a été ajouté aux milieux de stimulation. De plus, l’effet du DMSO seul sur les 

différentes conditions expérimentales a été contrôlé. 

  



Chapitre II.5.Détection  des marqueurs de sénescence par microscopie 
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5. Détection  des marqueurs de sénescence par microscopie 

 

Principe de l’immunocytochimie (ICC) 

 

C’est une  technique qui permet d’identifier une protéine ou un antigène particulier  dans des 

cellules et de le révéler  par immunofluorescence. Un anticorps primaire reconnaît l’antigène 

d’intérêt puis dans un second temps un anticorps secondaire couplé à un fluorochrome (ou 

une enzyme)  et spécifique de l’anticorps primaire est utilisé pour la révélation de la réaction. 

C’est une méthode de détection indirecte qui présente une plus grande sensibilité pour l’ICC 

que la méthode directe où l’anticorps primaire est directement couplé à un fluorochrome 

(Figure 42). 

 

Matériels et mode opératoire 

 

Les sous-populations lymphocytaires Treg, Th17 et non Th17 isolées par le trieur de cellules 

(Mo Flow), sont mises au repos pendant la nuit (1.10
6 

cellules/ml) dans une plaque 96 puits à 

fond rond, dans un milieu complet comportant 10% SVF à 37°C. Le lendemain les cellules 

sont lavées puis repris dans un milieu complet comportant 2,5% SVF et mises en culture à 

1.10
6
cellules/ml dans une plaque 96 puits à 37°C pendant 24h en présence ou non de 5% CFC 

avec ou non de la NAC. Le lendemain, les cellules sont lavées dans du PBS1X et reprises 

dans du PBS à 1.10
5
 cellules/5µl.  
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La suspension cellulaire est déposée sur une lame « Superfrost Ultra plus » sous forme de spot 

(un spot par condition analysée). Les spots sont laissés à sécher à température ambiante, puis 

les cellules sont fixées par dépôt de 50µl d’une solution de PFA à 4% pendant 10min. Après 3 

lavages de 5 min au PBS, les cellules sont incubées pendant 1h à température ambiante dans 

100µl d’un milieu de perméabilisation (PBS1X + 0.3% triton+ 5% sérum  de l’espèce dont 

l’anticorps secondaire est originaire). Puis les cellules sont incubées sur la nuit à 4°C en 

présence de l’anticorps primaire p21 ou p16 (Santa Cruz) dilué au 1/50 dans un milieu 

(PBS1X+ 0.3% triton+ 0.1% BSA). Le lendemain les spots cellulaires sont lavés 3 fois en 

PBS1X puis sont incubés pendant 1h à température ambiante avec l’anticorps secondaire 

marqué à l’AlexaFluor 594 dilué au 1/200 dans un milieu (PBS1X+ 0.3% triton+ 0.1% BSA). 

Les spots cellulaires sont lavés, et la lame est montée par dépôt de 3µl du milieu de montage 

Prolong + avec addition de Dapi pour marquage des noyaux sur chaque spot cellulaire, la 

lamelle est déposée. La fluorescence peut être lue au microscope à fluorescence par une 

source dont la longueur d'onde d'excitation de 594 nm  et une longueur d'onde d'émission de 

610 nm. 

 

 

 

Figure 42. Principe de l'immunocytochimie 

 

  



Chapitre II.6.Analyse de l’expression des gènes impliqués dans le système oxydant/antioxydant 
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6. Analyse de l’expression des gènes impliqués dans le 

système oxydant/antioxydant 

 

6.1. PCR quantitative : principe 

 

La PCR classique est un système d’amplification en chaîne de l’ADN, mimant in vitro le 

mécanisme de réplication cellulaire et tirant profit des propriétés de l’ADN polymérase, 

capable de synthétiser un brin d’ADN à partir d’une amorce nucléotidique. Le processus 

d’amplification nécessite :  

 une matrice d’ADN double brin contenant la région à amplifier 

 un couple d’amorces sens et anti-sens spécifiques de la séquence d’intérêt  

 l’enzyme Taq Polymérase (ADN polymérase),  thermorésistante aux variations de 

températures importantes imposées à chaque cycle 

 des désoxyribonucléotides (dNTP), qui sont les éléments de base utilisés par la Taq 

Polymérase pour synthétiser les brins d'ADN complémentaires 

Une réaction de PCR correspond à une succession de cycles comportant chacun une étape de 

dénaturation, d’hydridation et d’élongation. A chaque cycle, la séquence d’ADN 

nouvellement synthétisée servira de matrice cible au cycle suivant (Figure 43).  
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1 er cycle 

 

 

2éme cycle                                               n cycles… 

 

 

A la fin de la réaction, les amplicons ou produits d’amplifications (en théorie 2
n
) sont 

détectables sur gel d’agarose. 

 

Figure 43. Déroulement d’une réaction de PCR classique 
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PCR quantitative en « temps réel » 

Principe de la technique :  

La PCR en « temps réel » ou encore PCR quantitative est une application de la PCR 

traditionnelle. Elle consiste à suivre en continu l’amplification des produits de PCR néo 

formés,  via la détection de la fluorescence émise par ces dernières. En effet,  la différence 

avec la PCR classique réside dans la mesure des produits d’amplification à la fin de chaque 

cycle. Cette mesure est possible grâce à l’utilisation d’un marqueur fluorescent (exemple : 

Syber Green) dont l’émission est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons 

produits (Figure 44). Ainsi une  cinétique de la réaction est effectuée et donc une 

quantification de l’ADN or la PCR classique ne donne qu’une indication de la présence ou 

non de la séquence nucléotidique d’intérêt.  

Dans notre étude, nous avons quantifié l’expression de gènes d’intérêt donc la quantité 

d’ARN. Une étape de rétro-transcription des ARN extraits à partir des homogénats cellulaires 

a donc été faite avant la PCR quantitative afin d’obtenir de la matrice d’ADNc issu d’ARNm. 

La quantification des gènes d’intérêt a été faite  par rapport à celle d’un ARN de gène de 

référence d’expression stable dans les cellules, ce qui permet de s’affranchir des variations de 

rendement d’extraction d’ARN. Les comparaisons des quantifications des différents gènes 

entre les échantillons sont rendues possibles par comparaison des résultats de chaque 

échantillon à un échantillon calibrateur  (« PCR quantitative relative »).  
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1 er cycle 

 

 

2éme cycle                                               n cycles… 

 

 

 

 

 

  

Figure 44. Déroulement d’une réaction de PCR quantitative 
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6.2. Extraction d’ARN totaux et synthèse d’ADNc 

 

6.2.1. Mode opératoire 

 

Les ARN totaux des différentes sous-populations lymphocytaires triées sont extraits sur 

colonne d’affinité à l’aide du kit d’extraction RNeasy Mini Kit (QIAGEN). Les cellules (1.10
6
 

cellules/condition) sont lysées par ajout de 350 µL de tampon RLT contenant 1 % (v/v) de β-

mercaptoéthanol (SIGMA). Après homogénéisation, 350 µL d’éthanol à 70 % sont ajoutés 

puis la totalité de échantillon est déposée sur une colonne « RNeasy mini spin » placée sur un 

tube collecteur de 2 mL. Le culot cellulaire récupéré est lavé deux fois dans 350 µL de 

tampon RW1 (10000 rpm, 30 secondes) et deux fois avec 500 µL de tampon RPE (10000 

rpm, 2 min). Les ARNs totaux sont ensuite élués dans des tubes de 1,5 mL par ajout de deux 

fois 30 µL d’eau ne contenant pas de RNase (10000RPM, 1 min) et congelés à -80°C avant 

leur dosage et vérification de leur pureté.  

 

6.2.2. Contrôle qualité et dosage des ARN totaux 

 

La qualité des ARN est contrôlée par électrophorèse sur gel d’Agarose 1% (Life 

technologies), dans du TBE 0,5X (Life technologies), avec 3µl de SYBER SAFE 10000X 

(Life technologies), qui est un agent intercalant de l’ADN non toxique, après addition de 

glycérol aux échantillons (100 à 500ng). La migration s’effectue pendant 50 minutes à 100 V. 

Lors de la révélation sous ultra-violets (UV), l’absence de dégradation des ARN ribosomaux 

majoritaires (18S et 28S) est attestée par la présence de deux bandes nettes et distinctes. Puis 

les ARN sont dosés par une méthode fluorimétrique (kit Quant-iT RNA, life technologies réf 

Q10211), par un fluorimètre Qubit (Life technologies).  
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6.2.3. Transcription inverse (Reverse transcription - RT) 

 

Les ARN totaux (500ng d’ARN totaux dans un volume de 25µl (20ng/µl)) sont ensuite rétro 

transcrits en ADNc à l’aide d’une transcriptase inverse MMLV (Life technologies), d’une 

amorce nucléotidique et des désoxyribonuclétides vérifier (10mM final) sont indispensables 

(GE HEALTHCARE). Nous savons que les ARNm à amplifier sont polyadénylés en 3', 

l'amorce choisie pour la reverse transcrition peut simplement être une séquence polyT (50µM 

final),  constituée d'une succession de désoxythymidines  (Life technologies). Dans ce cas, 

tous les ARNm sont a priori copiés en ADNc. L’étape d’hybridation avec l’amorce se fait à 

65°C durant 5 minutes puis l’étape d’élongation avec les désoxyribonuclétides (dTTp, dATP, 

dGTP et dCTP) et la Reverse transcriptase pour la synthèse d’ADNc dure 50 min à 37°C puis 

la réaction de RT est finalisée par une incubation de 15min à 70°C. Les échantillons sont 

dilués au 1/10 pour les réactions de qPCR (2ng/µl) et conservés à -20°C avant la PCR. La 

Figure 45 illustre le déroulement d’une réaction de RT. 

 

 

 

Figure 45 : Une réaction de reverse transcription de l’ARNm en ADNc 
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6.3. Déroulement de la réaction de qPCR 

  

Pour la réalisation d’une qPCR, nous avons utilisé un volume réactionnel (« mix ») qui 

comporte de l’ADNc synthétisé par RT, auquel sont ajoutés un couple d’amorces spécifiques 

de la séquence des gènes à amplifier (annexes), des dNTPs, une TAQ polymérase, et un 

marqueur fluorescent, le Sybr Green, un agent intercalant de l’ADN double brin. La 

particularité de cet agent repose sur sa faible fluorescence à l’état libre, et son accroissement 

de fluorescence lorsqu’il est lié à l’ADN double brin. L’augmentation de la fluorescence 

mesurée pendant l’étape de polymérisation est donc proportionnelle au nombre de produits 

amplifiés formés (Figure 44). Le SYBR® Green PCR Master Mix (contenant l’Ampli Fast 

DNA polymérase, SYBR GREEN DYE, Uracil-DNA Glycosylase (UDG), les dNTPs) est 

utilisé pour nos expériences de qPCR (Applied Biosystems). Les qPCR sont pratiquées dans 

des plaques 384 puits FAST (Applied Biosystems), après répartition des différents éléments 

nécessaires à la réaction par un automate (Hamilton). Le mix de la réaction comprend : 1µl 

d’ADNc, 5µL du Master Mix, 0.3µL du couple d’amorces nucléotidiques (10µM) et 3.4µl 

d’eau RNASE free. La PCR est réalisée sur un thermocycleur (Applied Biosystems 7900HT) 

selon le protocole suivant : une phase de dénaturation à 96°C  qui dure 20 puis 1 seconde,  

suivie d’une phase d’hydridation et d’élongation qui dure 20 secondes (40 cycles) et une étape 

de dissociation par une augmentation progressive de la température de 60°C à 95°C.  

  

http://www.ilm.pf/print/1987
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6.4. Analyse d’une PCR quantitative relative 

 

Le profil détecté en temps réel d’une réaction de PCR classique et quantitative comporte 3 

étapes (Figure. 46) :  

 le bruit de fond 

 la phase exponentielle  

 le plateau 

Le bruit de fond correspond à une quantité d’amplicons et donc ici une fluorescence 

indétectable par l’appareil utilisé. Lorsque que ce niveau de fluorescence est supérieur au 

seuil de détection de l’appareil, la fonction exponentielle de l’amplification par PCR est 

détectable. La valeur de CT est le nombre de cycles de PCR nécessaires pour que le début de 

la phase exponentielle soit détecté, c’est-à-dire le point où le seuil de détection est atteint. 

Cette ligne de seuil est placée au niveau de la phase exponentielle, de façon à se distinguer 

clairement du bruit de fond .Le plateau indique que l’un ou des composants de la réaction sont 

limitants ce qui empêche la PCR d’avoir une efficacité maximale. Au final, le profil de la 

PCR quantitative est donc une augmentation de la fluorescence (augmentation des produits de 

PCR) au cours du temps. Par conséquent, plus l’échantillon est concentré en molécules cibles 

(séquences d’intérêts) et moins de cycles sont nécessaires pour parvenir au Ct. 
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Cette valeur de Ct va permettre de calculer le ratio d’expression d’un gène cible en 

normalisant par l’expression d’un gène de référence via une formule arithmétique, le 2
-∆∆CT

.  

 Pour ce faire, l’expression des gènes cibles est normalisée par rapport à celle d’un gène de 

référence dont l’expression est stable (« housekeeping gene » ou gène de ménage) pour les 

différentes conditions expérimentales (∆CT).  Les gènes de ménage sont un groupe de gènes 

qui codent pour des protéines dont la fonction est essentielle à la viabilité de la cellule. 

L’utilisation de ce contrôle endogène permet en théorie de contrôler toutes les étapes du 

protocole expérimental, son expression reflétant la quantité et la qualité de l’ARN utilisé. 

Dans notre étude, le gène SF3A1 a été sélectionné pour sa stabilité d’expression dans les 

différentes conditions expérimentales. L’étape précédente est finalisée en rapportant le ∆CT à 

celui d’un calibrateur (échantillon de référence). Il s’agit d’un échantillon utilisé comme base 

pour comparer les résultats des différents échantillons. Le ratio normalisé de chaque 

échantillon est divisé par le ratio normalisé du calibrateur. Ainsi, le calibrateur devient la 

référence 1x, et tous les autres échantillons sont exprimés sous forme de ratio par rapport au 

calibrateur. Donc, la ligne seuil des CT est fixée par rapport au calibrateur pour chaque gène 

d’intérêt ainsi que pour le gène de référence. La valeur de CT obtenu pour le calibrateur sera 

toujours identique pour le même gène dans les différents échantillons, ce qui permettra de 

comparer les résultats des différents échantillons entre eux. 
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Figure 46 : Profil d’amplification d’une réaction de PCR et Ct 
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Méthode de calcul de l’expression d’un gène d’intérêt par rapport à un gène de 

référence : 

∆CT (éch) = CT  (gène intérêt) échantillon - CT (gène référence) échantillon 

∆CT (calibrateur) = CT (gène intérêt) calibrateur - CT (gène référence) calibrateur 

Ensuite, le ∆∆CT entre le contrôle et l’échantillon est calculé: 

∆∆CT = ∆CT (éch) - ∆CT (calibrateur) 

Quantification relative de l’expression du gène d’intérêt /gène de référence : 

2-∆∆CT 
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Résultats 
 

Les figures de cette partie se trouvent dans les Annexes
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CHAPITRE   III 

 

Mise au point de la mesure d’ERO des sous-populations 

lymphocytaires par CMF 

 

 

 

 Mise au point de la mesure d’ERO des sous-III.

populations lymphocytaires par CMF
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Les figures de la partie « Résultats » se trouvent dans les Annexes. 

 

Les sondes non fluorescentes diacétate de dihydrodichlorofluorescéine (H2DCF-DA) et 

dihydroéthidine (DHE) dont la fluorescence dépend de l’oxydation par des espèces réactives 

de l’oxygène (ERO), respectivement, l’H2O2 et l’anion superoxyde O2- ont été utilisées. La 

principale difficulté de cette mise-au-point en cytométrie en flux a résidé dans le fait d’avoir à 

combiner des marquages membranaires à l’aide d’anticorps couplés à des fluorochromes 

particuliers, et spécifiques des Treg et Tconv à un marquage intracellulaire par des sondes. En 

effet, en cytométrie en flux, les longueurs d’ondes d’émission des principaux fluorochromes 

couplés à des anticorps sont bien connues contrairement à celles des sondes oxydées qui sont 

peu connues et dépendent fortement des conditions de l’expérience. La forte fluorescence des 

sondes oxydées entraîne une « contamination » des canaux adjacents de lecture de 

fluorescence et complique voire empêche ainsi l’utilisation de ces derniers, malgré l’existence 

de système de compensation de lecture numérique de fluorescence qui revient à soustraire la 

fluorescence de la sonde du canal contaminé. 

 

 

1. Marquage par les sondes métaboliques 

 

Différentes conditions de marquage des cellules par les sondes intra-cytoplasmique ont été 

testées (températures et durées d’incubation des cellules avec les sondes ; concentrations 

variés des sondes) en s’appuyant sur la littérature. Un marquage effectué à 37°C avec la sonde 

H2DCF-DA rend impossible la compensation en FL-2 (Résultat 1). Les conditions optimales 

se situent à 4°C pour une concentration de la sonde à 0,25µM. 



Chapitre III. Mise au point de la mesure d’ERO des sous-populations lymphocytaires par CMF
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L’autre difficulté technique que j’ai eu à résoudre a été la sélection des clones d’anticorps 

membranaires CD4/CD25/CD127 associés à des fluorochromes qui soient compatibles avec 

les sondes rendues fluorescentes par leur oxydation, afin d’obtenir un multi-marquage optimal 

pour distinguer la population Treg des Tconv, et la quantité d’oxydation des sondes par les 

ERO dans ces deux sous-populations. 

2. Caractérisation des sous-populations 

 

Dans le sang périphérique des D.V.S, la proportion de Treg varie entre 1-6% des LT CD4+ ; 

avec la combinaison n°2 d’anticorps, les résultats présentés indiquent que nous sommes dans 

les bonnes conditions d’évaluation (Résultat 2). 

La combinaison n°2 d’anticorps est compatible avec un marquage par la sonde DCF à 4°C 

pour visualiser la susceptibilité ou non d’une population à une agression oxydative. Ces 

conditions expérimentales permettent d’analyser la sensibilité à une agression oxydative des 

sous-populations de lymphocytes Treg, Th17, non Th17 au sein de la population mononucléée 

totale ou d’une population pré-enrichie en TCD4+.  

 

3. Caractérisation des ERO des sous-populations 

 

D’autre part, des mises au point additionnelles ont été nécessaires pour la visualisation du 

marqueur CCR6. En effet, les marquages membranaires ont été effectués après le marquage 

des cellules par la sonde. D’après le Résultat 3, les marquages CCR6 sont optimales post 

marquage par la sonde.  
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CHAPITRE   IV 

 

Production normale d’ERO dans les sous-populations 

lymphocytaires 

 

 

 

 

 Production normale d’ERO dans les sous-IV.

populations lymphocytaires 
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Méthodologie : 

 

 

La figure ci-dessous illustre la démarche expérimentale adoptée pour évaluer la production 

normale d’ERO des sous-populations de TCD4+. 
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Les figures de la partie « Résultats » se trouvent dans les Annexes. 

 

1. Dosage des ERO en condition basale 

 

L’analyse des niveaux d’ERO des sous-populations de TCD4+, Treg totaux et Tconv totaux, 

est réalisée en CMF à l’aide des sondes H2DCF-DA ou HE. Rappel : ces sondes deviennent 

fluorescentes en présence des ERO, BET (forme oxydée de l’HE) pour l’O2-, et DCF (forme 

oxydée de l’H2DCF-DA) pour l’H2O2. Les moyennes de fluorescence (MFI) des sondes 

traduisent leur niveau d’oxydation par les ERO.  

 

 

1.1. Analyse au sein des PBMC totaux 

 

Le niveau d’oxydation de l’ H2DCF-DA par  les Tconv totaux  est plus important que les Treg 

au sein des PBMC totaux, cette différence est significative. Nous en déduisons que les Tconv 

disposent d’un niveau basal d’H2O2 plus important que les Treg, en l’absence de toute 

stimulation exogène (Résultat 5. A).  

D’après le Résultat 5.B, l’analyse de l’oxydation de la sonde DHE dont la fluorescence est 

dépendante de la présence de l’anion superoxyde (O2-),  ne montre aucune différence entre 

ces 2 sous-populations. Ces populations lymphocytaires ont donc des taux équivalents d’O2-.  

Les PBMC totaux  contiennent principalement des lymphocytes totaux, monocytes et 

neutrophiles. L’analyse sur une population hétérogène permet de se rapprocher des conditions 

physiologiques, mais la présence de populations monocytaires et neutrophiles peut interférer 

dans les différentes conditions expérimentales. En effet, l’H2O2 est aussi identifiée dans les 

monocytes/neutrophiles (Résultat 4) à des niveaux plus élevées que dans les lymphocytes 

totaux. Rappel : L’ H2O2 contrairement à l’O2-, diffuse à travers la membrane plasmique des 

cellules et peut passer d’un type cellulaire à un autre dans le but d’activer les cellules (1-3).  

La suite des expériences est effectuée sur des lymphocytes TCD4+ (TCD4+) préalablement 

triés magnétiquement parmi les PBMCs totaux.   Ainsi les TCD4+ sont isolées des monocytes  

ainsi que des autres populations lymphocytaires telles que les lymphocytes TCD8+, NK, B ... 
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1.2. Analyse au sein des TCD4+ triés magnétiquement 

 

Comme dans l’analyse faite sur les PBMC totaux, nous observons également des niveaux de 

MFI du DCF des Tconv supérieurs à ceux des Treg issus de lymphocytes TCD4+ triés 

(Résultat 6. A). Cette différence de MFI entre les Treg et Tconv totaux est significative. Ceci 

montre que les Tconv totaux disposent naturellement de niveaux plus élevés en H2O2 que les 

Treg  totaux.  

 

D’autre part, les niveaux de MFI du BET quasi-identiques entre les Treg et Tconv totaux issus 

des TCD4+ triés (Résultat 6. B) dans les différentes conditions indiquent des taux d’O2- 

équivalents. A l’instar de ce qui a été trouvé avec les PBMC totaux, les Treg et Tconv issus de 

TCD4+ triés ont des niveaux équivalents d’O2-.  En raison de l’absence de différence avec la 

sonde DHE, nous nous sommes focalisés sur le niveau d’H2O2 au sein de populations 

particulières de Tconv totaux, les Th17 et non Th17.  L’identification de telles populations en 

CMF est possible, grâce à des marquages membranaires spécifiques à l’aide de l’anti-

CD45RO (populations mémoires) et de l’anti-CCR6 (Résultat 7.A). Les Th17 sont des Tconv 

mémoires exprimant le marqueur CCR6+ alors que les non Th17 en sont dépourvus (Résultat 

7.A). 

 

Les Treg mémoires sont plus fonctionnels dans l’inhibition des autres cellules, en 

comparaison des naïves. De ce fait, nous avons comparé les MFI du DCF des sous-

populations de Treg afin de mettre en évidence une différence. Le Résultat 7.B  montre une 

oxydation similaire de la sonde entre les divers Treg. Par conséquent, la suite des expériences 

considèrera les Treg dans leur ensemble (Treg totaux). 

Comme précédemment, les Treg présentent une capacité d’oxydation de la sonde inférieure 

aux différentes populations T conventionnelles (Résultat 8.A). La comparaison des LT 

conventionnelles entre elles révèle que les Tconv naïfs oxydent plus la sonde que les Th17 et 

non Th17. Ces différences sont significatives (Résultat 8.B). En conclusion,  au sein des 

Tconv mémoires, les Th17 oxydent significativement plus la sonde que les non-Th17, Treg 

(Résultat 8.B).  
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Synthèse du chapitre IV 

Production normale d’ERO dans les sous-populations 

lymphocytaires 

 

 Les Tconv totaux disposent de plus d’ERO que les Treg totaux.  

 Nous montrons également que cette différence des niveaux basals d’ERO entre les 

sous-populations est spécifique de l’H2O2 et non l’O2- 

 Pour la première fois, il est montré que la capacité d’oxydation de la sonde H2DCF-

DA par les Th17 est plus importante que celle des Treg et des non-Th17. Ceci indique 

que les Th17  (et Tconv naïfs) ont des taux basales d’ H2O2  significativement  

supérieurs aux Treg et non-Th17.  

Dès lors, nous pouvons nous interroger sur les mécanismes responsables de ces différences. 

 

Pour répondre à cette question, nous avons analysé l’expression des systèmes producteurs 

d’ERO ainsi que des systèmes antioxydants de détoxification enzymatiques et non 

enzymatiques.
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CHAPITRE   V 

 

Mécanismes à l’origine de la production d’ERO en 

condition basale 

 

 

 

 . Mécanismes à l’origine de la production d’ERO V.

en condition basale 
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Méthodologie : 

 

 

La figure ci-dessous illustre la démarche expérimentale adoptée  pour analyser les mécanismes à 

l’origine de la production normale d’ERO des sous-populations de TCD4+. 
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Les figures de la partie « Résultats » se trouvent dans les Annexes. 

 

Afin de mieux comprendre les différences de taux basales d’ERO observés entre les sous-

populations lymphocytaires, notamment l’H2O2, une analyse de l’expression des principaux 

systèmes de synthèse d’ERO et de détoxification est réalisée. 

 

1. Analyse de l’expression des systèmes synthétisant des 

ERO 

 

De nombreuses sources endogènes sont à l’origine des EROs dont les NOX, L-acide aminé 

oxydases et la mitochondrie. 

 

1.1. Les NADPH oxydases  (NOX) 

 

 

Le Résultat 9  ne montre aucune différence d’expression des sous-unités (p22phox, p47phox, 

p40phox) formant NOX, dans les différentes sous-populations de LT. DUOX-1, une isoforme 

de NOX est difficilement détectée (résultat non montré). Nous avons également quantifié 

l’expression de NOX2 qui est uniquement exprimée dans les Tconv naïfs (résultats non 

montrés). En résumé, ces enzymes ne seraient pas à l’origine du taux d’ERO oxydante 

(sonde) plus important des Th17 par rapport aux non-Th17 et Treg. 
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1.2. La mitochondrie 

 

La mitochondrie est une des principales sources d’ERO dans la cellule. Une anomalie 

fonctionnelle de la chaîne respiratoire mitochondriale inhiberait la production d’ERO (cf. 

introduction). Pour ce faire, le FCCP, un agent découplant du gradient de protons de la chaîne 

respiratoire, est utilisé. Cette expérience permettra de montrer ou non un lien causal entre la 

mitochondrie et la production plus importante d’ERO par les Th17 versus Treg/non Th17. 

 

1.2.1. Le p-trifluoromethoxy-carbonyl-cyanide-phenyl hydrazone 

(FCCP) 

 

 

D’après le Résultat 10. A,  les MFI du DCF des sous-populations de TCD4+ traités au FCCP 

semblent diminuer par rapport aux contrôles.  De ce fait, l’agent découplant aurait une action 

inhibitrice sur la production physiologique d’ERO  intra cellulaires mitochondriales des 

différentes sous-populations. En revanche,  le Résultat 10. B montre que les pourcentages 

d’oxydation de la sonde, après traitement au FCCP, sont quasiment identiques. Ceci indique 

que le FCCP provoquerait une réduction d’ERO similaire dans les différentes populations 

lymphocytaires, à l’exception des Tconv naïfs. Nous en concluons que la plus grande fraction 

d’ERO physiologiques, dans les sous-populations de TCD4+,  serait produite par la 

mitochondrie mais qu’elle n’est pas responsable des différences de niveaux observées. De 

plus, ces résultats semblent être confirmés par l’utilisation de la sonde MITOSOX, spécifique 

de l’O2- de la mitochondrie, qui semble montrer des oxydations de la sonde identique entre les 

sous-populations (Résultat 10.C).   
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1.2.2. L-phénylalanine oxydase : IL-4I1 ou Fig1 

 

Rappel : L’IL4I1 est une enzyme impliquée dans le catabolisme de la L-phénylalanine, 

générant de l’ H2O2  et du phénylpyruvate. 

 

1.2.2.1. Expression en ARNm 

 

Il apparaît que l’expression basale d’IL-4I1 pourrait être plus importante dans les Th17 que 

les autres populations. Afin de renforcer ces données, nous avons mesuré l’activité de 

l’enzyme dans les mêmes sous-populations que celles étudiées précédemment (Résultat 11. 

A). 

 

1.2.2.2. Mesure de l’activité enzymatique de l’IL-4I1 

 

 

Le Résultat 11.B présente une activité enzymatique basale d’IL-4I1 des Th17 qui semble 

supérieure aux autres populations. De plus, dans des conditions d’activation mitogénique 

(anti-CD3 + anti-CD28+ IL-2) et dans le milieu de culture, l’activité enzymatique de l’IL4I1 

des Th17 semble majorée, tout en conservant sa supériorité face aux autres sous-populations 

lymphocytaires (Résultat 11.C, D). Alors l’importante production homéostatique d’H2O2 des 

Th17 serait potentiellement liée à une expression et une forte activité de l’IL-4I1. 
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1.3. Analyse de l’expression des systèmes de détoxification non 

enzymatiques 

 

Nous avons analysé l’expression des enzymes impliquées dans le métabolisme du glutathion 

(GSH) et de la thioredoxine (Trx).  

 

1.3.1. Le métabolisme du Glutathion 

 

  

Le Résultat 12 montre que l’expression de GPX 1 est semblable entre les différentes sous-

populations lymphocytaires. Nous avons également analysé l’expression des sous-unités de 

l’enzyme Glutamyl cystéine ligase (GCL, non montré), de GCLM (sous-unité régulatrice), et 

GCLC (sous-unité catalytique, non montré), qui n’ont montré aucune différence. Il semble 

que les systèmes liés à la synthèse du glutathion ne soient pas responsables des différences de 

niveaux physiologiques d’ERO entre les sous-populations étudiées. Cependant, GPX2 semble 

plus exprimé dans les Treg par rapport aux Th17 et non Th17. 

1.3.2. Le métabolisme de la thiorédoxine 

 

 

L’expression en ARN de la Trx est quasi-identique entre les différentes sous-populations 

lymphocytaires (Résultat 13). En revanche, la thiorédoxine réductase 1 (TrxR1-2-3), 

impliquée dans le renouvellement de la Trx, tend à être plus exprimée dans les Treg que dans 

les autres sous-populations, en particulier les Th17. De plus, TrxR3 semble plus exprimé dans 

les non-Th17 que les Th17. Ces différents résultats expliqueraient les faibles niveaux basals 

d’H2O2 des Treg , non Th17 ainsi que ceux des Th17 qui sont nettement supérieurs.  

  



Chapitre V. Mécanismes à l’origine de la production d’ERO en condition basale 

 
 

199 

1.4. Analyse de l’expression des Systèmes de détoxification 

enzymatiques 

 

Rappel : Nrf2 est un facteur de transcription sensible aux modifications oxydatives dans la 

cellule. Il est impliqué dans la synthèse d’enzymes anti-oxydantes, lors d’une agression 

oxydative. L’expression des molécules et enzymes anti-oxydantes, dépendantes de Nrf2, est 

étudiée par RT-qPCR. 

 

1.4.1. Le système Nrf2 

             

D’après le Résultat 14, aucune différence d’expression de Nrf2 n’est constatée entre les 

différentes sous-populations. De même, l’expression de DJ1 est similaire dans les populations 

lymphocytaires. Le profil d’expression des molécules Keap1, ATF3 et BACH1, empêchant la 

synthèse d’enzymes anti-oxydantes par Nrf2, n’est pas comparable. En effet, Keap1 ne 

montre pas de différence d’expression entre les différentes populations, alors qu’ATF3 et 

BACH1 paraissent respectivement plus exprimés dans les Th17 et Treg. Nous pouvons en 

déduire que les Th17 disposeraient de plus d’oxydants que les Treg, en raison d’une une 

expression plus marquée en ATF3, en condition basale. 

 

1.4.2. Les enzymes anti-oxydantes dépendantes de Nrf2 

   

Le Résultat 15 ne montre aucune différence d’expression des enzymes, catalase et SOD1-2, 

dans les différentes populations lymphocytaires. Les seules différences observées concernent 

HO-1 qui semble plus exprimée dans les Treg par rapport aux Th17. En un mot, en raison 

d’une expression plus élevée en HO-1, les Treg possèderaient moins d’oxydants basales que 

les Th17. 
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Synthèse du chapitre V 

Mécanismes à l’origine de la production d’ERO en condition 

basale 

Les Th17 et Tconv naïfs ont des niveaux basals d’H2O2 supérieurs aux Treg et non Th17. La 

recherche parmi les systèmes producteurs d’ERO nous révèle une production équivalente 

basale d’oxydants par les sous-populations LTCD4+ qui proviendrait de la mitochondrie. Nos 

résultats indiquent également que l’excès d’H2O2 dans les Th17 par rapport aux non-Th17 et 

Treg pourrait provenir soit d’une surexpression de l’IL-4I1, soit d’une faible expression de 

TrxR3 ou HO-1.  

En introduction, nous avons décrit l’importance des Th17 dans de nombreuses pathologies 

inflammatoires chroniques dont la BPCO, où un environnement pro-oxydant élevé induit par 

le tabagisme est à l’origine des dégâts tissulaires pouvant se propager au niveau systémique. 

Afin de mieux comprendre le comportement des Th17 circulants de D.V.S dans un 

environnement pro-oxydant, nous les avons étudiés dans un modèle in vitro d’exposition au 

condensat de fumée de cigarette (CFC) en comparaison des Treg et non-Th17. En effet, un 

stress oxydant (élévation du niveau d’ERO) est souvent mis en évidence lorsque les cellules 

sont exposées au CFC. 

Nous allons donc étudier dans le chapitre VI, la réponse des sous-populations lymphocytaires 

T, à l’exposition au condensat de fumée de cigarette.   
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CHAPITRE   VI 

 

Caractérisation de la réponse des sous-populations de 

TCD4+ à une agression oxydative 

 

 

 

 

 Caractérisation de la réponse des sous-populations VI.

de TCD4+ à une agression oxydative 
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Méthodologie : 

 

 

 

La figure ci-dessous illustre la démarche expérimentale adoptée  pour caractériser la production 

d’ERO des sous-populations de TCD4+, après une agression oxydative. 
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Dans les différentes sous-populations traitées ou non, nous avons analysé les niveaux d’ERO 

intracellulaires, par DCF. 

 

1. Caractérisation des ERO intracellulaires de sous-

populations lymphocytaires T 

 

1.1. Exposition aigue au CFC, THBP  

 

Les cellules TCD4+ sont traitées par 10% CFC et 250µM THBP (Contrôle positif), pendant 

30min. 

Une exposition à un inducteur de stress oxydant, le THBP, augmente l’oxydation de la sonde 

H2-DCF-DA des cellules de façon significative, par rapport à la condition basale (Résultat 

16.C et D) ; ce qui indique qu’un stress oxydatif serait induit (A confirmer par d’autres 

expériences, cf. discussion). L’ajout de 10% de CFC induit également une augmentation 

significative de la MFI du DCF  dans les différentes sous-populations, en comparaison de la 

situation non traitée (Résultat 16. B et D). Nous en déduisons que l’exposition aigüe des 

cellules TCD4+ à du CFC génèrerait également un stress oxydatif. Cependant, l’existence du 

stress oxydatif n’a pas été démontré (oxydation de l’ADN, peroxydation lipidique…), donc il 

serait plus correcte d’utiliser le terme agression oxydatve. 

Les différences d’oxydation de la sonde entre les sous-populations de LT, observées en 

condition basale,  sont maintenues en situation de stress oxydatif (Résultat 16. D). Cette 

différence entre les sous-populations est significative.  Nous en déduisons que les Th17 et 

Tconv naïfs maintiennent des taux d’ERO supérieurs à ceux des Treg et une tendance apparaît 

par rapport aux non-Th17, après une agression oxydative.  

Cependant, le Résultat 17 montre que cette agression oxydative (CFC ou THBP) est identique 

dans les différentes populations. En effet, les pourcentages d’oxydation de la sonde sont 

quasi-identiques entres les sous-populations, dans les différentes conditions. Nous concluons 

que l’agression oxydative, induite par l’exposition au CFC ou au THBP, agit de façon 

identique sur les Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17. 
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1.2. Agression oxydative aigue  et traitement anti-oxydant 

 

Le rôle causal du stress oxydatif, induit par le CFC ou THBP, dans l’augmentation de la MFI 

de la sonde est démontré  grâce au traitement par un anti-oxydant, la N-acétylcystéine (NAC). 

 

Le Résultat 18.A récapitule les données précédentes en situation basale et d’agression 

oxydative oxydatif (CFC ou THBP), où les Tconv naïfs et en particulier les Th17 ont une 

capacité oxydante plus importante de la sonde que les Treg et non-Th17.  

Le traitement par la NAC diminue la capacité d’oxydation de la sonde DCF-DA, des 

différentes sous-populations de lymphocytes T, en comparaison des conditions sans NAC. 

Cette diminution est significative après une agression oxydative induite par le CFC ou le 

THBP (Résultat 18. B). D’autre part, la réduction d’ERO par l’antioxydant maintient les 

différences de MFI du DCF entre les Tconv naïfs et surtout les Th17 versus Treg  avec une 

tendance qui semble s’exprimer par rapport aux non-Th17.  

 

Le résultat 19. A permet de montrer que la NAC a le même effet sur les différentes 

populations lymphocytaires. En effet, le traitement par la NAC n’induit pas de différence 

d’oxydation de la sonde entre les populations de LT. Ceci est attesté par des pourcentages 

d’oxydation de la sonde équivalents entre elles, dans les différentes conditions 

expérimentales.  

D’après le Résultat 19.B, la NAC réduit de 20% les taux  de base d’ERO  des LT. En 

revanche, en condition d’agression oxydatif induit par l’exposition au CFC ou au THBP, les 

niveaux d’ERO  sont respectivement diminués de 40 et 50%. 

Au total, la NAC diminue les ERO intracellulaires, produits après l’exposition au CFC mais 

cette diminution est identique dans les différentes populations. Le CFC est bien responsable 

de l’augmentation similaire des niveaux d’ERO intracellulaires dans les LT.   
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1.3. Agression oxydative aigue  et traitement au FCCP 

 

L’implication de la mitochondrie dans la production d’ERO induite par le CFC,  est étudiée 

par le traitement au FCCP. 

 

 

Il a été précédemment montré que la mitochondrie est la principale source physiologique 

d’ERO,  mais qu’elle n’est pas responsable des différences de MFI des sondes oxydées entre 

les sous-populations de LT.   De la même manière, le FCCP réduit aussi de manière 

significative les MFI du DCF dans chaque sous-population lymphocytaire, après l’induction 

d’un stress oxydatif par le CFC ou THBP (Résultat 20. A et B).  

De plus, cette diminution de MFI se fait en conservant les différences entre Th17 versus 

Treg/non Th17, alors que la diminution de MFI des Tconv naïfs traités par le THBP en 

présence de FCCP est plus importante et modifie l’écart relatif entre les Tconv naïfs et les 

autres sous-populations de LT. (Résultat 21.A). Il réduit de 80% les niveaux d’ERO produits 

par les LT,  lors de l’exposition par le CFC (Résultat 21.B). L’effet du FCCP est majoré en 

présence de CFC 

Le FCCP diminue à l’identique dans l’ensemble des lymphocytes, les niveaux d’ERO 

produits à l’issue de la stimulation exogène par le CFC. Nous concluons que le CFC induit 

une production égale d’ERO mitochondriales entre les sous-populations de LTCD4+. 
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Synthèse du Chapitre VI 

Caractérisation de la réponse des sous-populations de TCD4+ à 

une agression oxydative 

L’exposition au CFC induit un taux plus élevé d’ERO intracellulaires par les différentes sous-

populations lymphocytaires. En comparant au THBP, un inducteur du stress oxydatif, cette 

augmentation peut être assimilée à un stress oxydatif aigu. De plus, cette production d’ERO 

est identique dans chaque population de LT, car leur pourcentage d’oxydation sont quasi-

identique. L’antioxydant NAC diminue le taux d’ERO intracellulaires induits après le 

traitement au CFC, et  prouve que ce dernier est bien responsable du stress oxydatif des 

différents LT. De la même manière, le FCCP diminue le taux d’ERO induit après l’agression 

au CFC, ce qui suggère que cette augmentation se fait par l’intermédiaire de la mitochondrie. 

Dans les deux cas, les inhibiteurs ont le même effet sur leurs cibles (ERO et mitochondrie) 

issues des différents LT. En résumé, les taux supérieurs d’oxydants des Th17/Tconv naïfs sont 

toujours maintenus par rapport aux Treg et il semble qu’ils le soient aussi pour les non-Th17 

dans les différentes conditions. 
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CHAPITRE   VII 

 

Corrélation entre une agression oxydative et la 

sénescence lymphocytaire 

 

 

 

 

  Corrélation entre une agression oxydative et la VII.

sénescence lymphocytaire 
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Méthodologie : 

 

 

La figure ci-dessous illustre la démarche expérimentale adoptée  pour établir une éventuelle 

relation entre l’agression oxydative et la sénescence des sous-populations de TCD4+. 
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Les figures rattachées à la partie « Résultats » se trouvent dans les Annexes. 

La sénescence cellulaire peut être une des conséquences du stress oxydatif induit par le CFC. 

Pour tester cette hypothèse, la population mixte lymphocytaire TCD4+ est traitée par une dose 

unique de CFC, puis les marqueurs associés à la sénescence sont mesurés sur des temps courts 

et longs. Au préalable, l’expression des marqueurs liés à la sénescence sont mesurés à l’état 

basal, dans chaque population lymphocytaire isolée des autres par un tri cellulaire réalisé à 

l’aide d’un cytomètre en flux. 

1. Condition basale 

 

D’après les Résultats 22 et 23, les Th17 semblent exprimer plus de p21 et moins de CD27 par 

rapport aux Treg, Tconv naïfs et non-Th17 ; ceci suggère  un phénotype pré-sénescent à l’état 

basal des Th17 par rapport aux autres lymphocytes en particulier les Treg. En revanche, nous 

n’observons aucune différence pour les marqueurs p16, p19, CD28 et CD57. Nous avons 

ensuite analysé l’expression de ces différents marqueurs dans une situation d’agression 

oxydative aigue.  

 

2. Sénescence et exposition aigue au CFC 

 

D’après le Résultat 24.A, l’expression de CD27 serait plus faible dans les Th17 et les non -

Th17, par rapport aux Treg et Tconv naïfs ; ceci est confirmé par des MFI de CD27 (Résultat 

24.B), en condition basale et après traitement au CFC. En revanche, en termes de pourcentage 

de populations exprimant CD27, les Th17 sont celles qui possèderaient l’expression la plus 

faible (78%) dans les différentes conditions (Résultat 25.A et B). 

A la suite des traitements par le CFC (ou THBP) l’expression de CD27 n’est pas modifiée, à 

la fois en MFI et en pourcentage dans les sous-populations (Résultats 24 et 25). Les temps 

d’exposition courts (30min) n’ont aucun effet sur l’expression de CD27. Nous avons donc 

regardé l’effet d’une exposition unique au CFC obtenu après 72h. Les conditions 

expérimentales sont optimisées (concentration et toxicité) pour cette période. 
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D’après le Résultat 26, les conditions optimales se situent entre les concentrations 2,5 et 5% 

de CFC. Au-delà, la mortalité des cellules est évaluée à plus de 20%, par rapport à la 

condition non stimulée. 

La suite des expériences sont effectués à partir des conditions optimales : 5% de CFC. 

3. Exposition prolongée au CFC et sénescence 

 

D’après le Résultat 27.A et B, les MFI du DCF des sous-populations lymphocytaires, traitées 

pendant 72h par le CFC, sont légèrement augmentées par rapport aux conditions sans 

traitement. Les cellules ne sont plus  soumises à une agression oxydative. De façon 

remarquable, à 72h  la NAC diminue l’oxydation de la sonde dans les différentes sous-

populations en condition stimulée ou non. Les différents traitements (CFC et NAC) ont les 

mêmes effets  sur les différentes sous-populations. Cependant, les différences d’oxydation de 

la sonde entre les Th17 et Treg sont maintenues (Résultat 27.B). 

Les Résultats 28.A et B indiquent que  l’expression du  marqueur CD27 n’est pas diminuée, 

après une exposition de 72h au CFC, en comparaison des cellules non stimulées. De plus, le 

traitement avec l’antioxydant diminue l’expression de CD27 (MFI et pourcentage). 

Cependant, les différences d’expression du marqueur entre les Th17 et Treg sont maintenues. 

Une exposition prolongée des LT à une dose unique de CFC n’a aucune conséquence sur 

l’expression de CD27. 

 

4. Exposition prolongée au CFC en condition mitogénique 

et sénescence 

 

La baisse d’expression du CD27 a été associée à l’activation chronique des LT.  L’expression 

de CD27 a donc été analysée dans les LT soumises aux conditions mitogéniques (Huan Y, 

2011) (anti-CD3 2µg/ml), en présence de CFC. Nous avons préalablement analysé l’effet de 

la stimulation par l’anti-CD3 sur le taux d’ERO intracellulaires des différentes sous-

populations de LT. 
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D’après les Résultats 29.A et B, une stimulation du TCR des sous-populations lymphocytaires 

par l’anti-CD3 est responsable d’une augmentation significative de l’oxydation de la sonde, 

par les sous-populations Th17, non-Th17 et Treg ; l’augmentation de l’oxydation de la sonde 

induite par la stimulation via CD3 est plus importante dans les non-Th17 que dans les 

Th17.Par ailleurs, la NAC diminue de manière significative les ERO produites par l’activation 

du TCR.  L’exposition des cellules au CFC exogène, augmente légèrement le taux d’ERO. De 

plus, l’oxydation de la sonde est majorée dans les non-Th17 par rapport aux autres sous-

populations (CD3 +/- CFC +/- NAC) ; ceci suggère que les non-TH17 sont plus sensibles à 

l’activation du TCR (Résultat 29.C). 

 

D’après le résultat 29.B, la NAC diminue de manière significative les MFI du DCF des LT 

qui conservent les niveaux basals d’ERO. La NAC agit de la même façon sur les différentes 

sous-populations. 

 

D’après le Résultat 30.A, l’expression de CD27 est augmentée en MFI et pas en pourcentage 

de cellules CD27+ dans les Treg, les non-Th17 et Th17, en condition de stimulation par 

l’anti-CD3 ; l’induction de l’expression de CD27 via le TCR est significative (Résultat 30.B).  

Ceci indique que ces cellules sont plus activées. En revanche, seulement 45% des Th17 

activées expriment CD27, cette valeur est diminuée d’environ 35%, par rapport à la condition 

basale (Résultat 30.C et D). Cette diminution est significative par rapport à la condition non 

stimulée (Résultat 30.D) Cette dernière observation suggère que seule une fraction des Th17 

répond à l’activation du TCR, alors que les Treg et non Th17 sont pour la plupart activées.  

L’exposition du CFC augmente modérément l’expression de CD27 dans tous les LT activés. 

De plus, la diminution du pourcentage de Th17qui expriment CD27n’est pas modifiée en 

présence de CFC. Le traitement par la NAC diminue l’expression de CD27 (MFI) de 

l’ensemble des LT, les cellules sont moins activées. 

Nous dirons que  le CFC n’augmente pas la production d’ERO et ne modifie pas l’expression 

de CD27 des sous-populations, en condition mitogénique. Le phénomène à la fois  

responsable, de la diminution du pourcentage de Th17 qui exprime CD27, et de 

l’augmentation d’ERO peut être alors attribué à la stimulation du TCR et non au CFC. 
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5. Exposition prolongée au CFC et sénescence : expression 

de p16 

 

Le résultat 31 montre que l’expression de p16 augmente dans les différentes populations, par 

rapport à la condition basale après traitement au CFC. Cependant, l’induction de p16 est plus 

importante dans les Th17 que dans les non-Th17 et les Treg. De plus, l’augmentation de p16  

n’est pas significative dans les Treg traités au CFC, ce qui suggère qu’ils sont résistants à la 

sénescence. D’autre part, la NAC semble prévenir l’expression de p16 induite par le CFC. 

Ceci suggère que  le CFC est responsable  de l’expression de p16, dans les différentes sous-

populations, en particulier les  Th17, via l’augmentation du taux d’ERO intracellulaires.  

Afin de conclure ce chapitre, nous dirons que le CFC semble avoir un effet direct sur 

l’induction de la sénescence des Th17 isolées via la surexpression de p16.  
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Synthèse du Chapitre VII 

Corrélation entre une agression oxydative et la sénescence 

lymphocytaire 

En condition basale, les Th17 semblent présenter des caractéristiques proches des cellules 

sénescentes par rapport aux autres sous-populations : une expression de p21 qui tend à être 

plus important ainsi qu’une expression du marqueur d’activation CD27 qui paraît plus faible. 

Une agression oxydative aigue et une exposition prolongée à une dose unique de CFC  ne 

semblent pas avoir d’effet sur le marqueur d’activation CD27 en présence ou non d’anti-CD3. 

En revanche, le traitement par le CFC pendant 24h augmente de manière significative 

l’expression du marqueur de sénescence p16 chez les Th17 par rapport aux non-Th17 et Treg. 

Cette augmentation semble être inhibée par le traitement par un anti-oxydant. Il semble qu’il y 

ait une relation entre l’agression oxydative et l’induction du marqueur de sénescence 

prématurée des Th17. 
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CHAPITRE   VIII 

 

Discussion 

 

 

 

 

 

  Discussion VIII.
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Le tabagisme chronique est un facteur de risque majeur pour le développement de différents 

cancers, et est associé à une plus grande incidence de différentes maladies inflammatoires 

chroniques, l’athérosclérose, la maladie de Crohn, l’arthrite rhumatoïde, ainsi que la 

bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) dont il est le principal facteur 

étiologique. Différentes études tendent à montrer que la sénescence participe à la genèse et au 

développement de la BPCO, en rapport avec le stress oxydatif induit par le tabagisme 

chronique au niveau des cellules du parenchyme pulmonaire.  

Les lymphocytes Th17 sont un sous-type de lymphocytes T CD4+ pro-inflammatoires 

impliqués dans la pathogénèse de différentes maladies inflammatoires chroniques au cours 

desquelles les Th17 qui infiltrent le tissu-cible, deviennent délétères. Une augmentation 

pulmonaire et systémique des lymphocytes T CD4+ Th17 est observée chez les patients 

atteints de BPCO post-tabagique, en rapport avec la sévérité de la maladie, mais les 

mécanismes par lesquels ils interviennent dans la BPCO sont peu connus. Par ailleurs, des 

données de la littérature montrent l’induction de marqueurs de sénescence au niveau des 

lymphocytes T circulants chez des sujets avec BPCO par rapport aux non-fumeurs. 

Cependant, la relation entre la réponse oxydative à la fumée de cigarette et l’induction d’une 

sénescence des lymphocytes Th17 susceptible de modifier leurs caractéristiques 

fonctionnelles, n’a jamais été établie, que ce soit chez le sujet sain ou chez les patients atteints 

de BPCO.  

Nos résultats montrent pour la première fois l’existence d’une capacité oxydante des 

lymphocytes Th17 plus importante que celle des autres lymphocytes CD4+ T conventionnels 

et T régulateurs chez le sujet sain. De plus, les lymphocytes Th17 sont plus sensibles à la 

fumée de cigarette qui induit l’augmentation de l’expression du marqueur de sénescence p16,  

qui est inhibée par les anti-oxydants. L’expression d’enzymes productrices d’H2O2 come 

l’IL4I1, pourrait contribuer à la capacité oxydante plus importante des lymphocytes Th17, et à 

l’induction de leur sénescence. Au total, nos résultats suggèrent un lien entre l’augmentation 

des ERO induite par la fumée de cigarette et la sénescence des Th17, et contribuent à une 

meilleure compréhension des mécanismes par lesquels le tabagisme module les réponses des 

lymphocytes T.   
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Discussion méthodologique 

 

1. Modèle in vitro de l’exposition au condensat de fumée de cigarette 

Dans notre étude, nous traitons des populations hétérogènes lymphocytaires de lymphocytes T 

CD4+ provenant de leucocytes mononucléés périphériques (PBMC) de donneurs volontaires 

sains (D.V.S.), avec du condensat de fumée de cigarette  (CFC), milieu de culture contenant 

des oxydants stables et des particules solubles de la fumée de cigarette. Puis nous comparons 

l’effet rapide (30min) et à long terme du CFC (72h) sur le niveau d’ERO intracellulaires et sur 

des marqueurs associés au vieillissement cellulaire, dans les lymphocytes Th17 par rapport 

aux autres lymphocytes T CD4+ conventionnels mémoires (« non-Th17 »), aux lymphocytes 

T régulateurs (Treg) et aux lymphocytes T conventionnels naïfs (« T conv naïfs ») de D.V.S. 

Cette procédure correspond d’un point de vue physiologique, à l’analyse de l’effet direct des 

composants du CFC sur les sous-populations de lymphocytes T CD4+ circulants chez un 

individu sain ayant fumé une cigarette. Le fait que la fumée de cigarette est capable 

d’atteindre la circulation sanguine et que ses constituants (oxydants stables entre autres…) 

peuvent se retrouver dans le sang et agir sur les leucocytes circulants est attesté par différentes 

études. Une étude chez le rat, a montré que le stress oxydatif engendré par la fumée de 

cigarette mais également par le CFC est détectable dans le plasma sanguin. De même, des 

données chez l’homme ont montré que le plasma sanguin des fumeurs contient plus de 

biomarqueurs liés à un stress oxydatif (8-Hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OH-dG) et 

peroxydation lipidique) ou nitrosatif (nitrosylation des tyrosines), mais également des 

oxydants, tels que le peroxynitrite, en comparaison avec les non-fumeurs. Certaines études ont 

regardé les effets induits, 2h après la consommation d’une cigarette, et décelé la présence 

d’un stress oxydatif via l’identification de biomarqueurs spécifiques. En ce qui concerne les 

expériences in vitro avec du CFC, une  équipe a récemment montré qu’après 2h d’exposition 

à une dose de 5% de CFC, il y a une augmentation significative des niveaux d’ERO dans des 

lymphocytes T (Hernandez CP, 2013). Nous avons utilisé la même concentration de CFC pour 

des temps d’expositions longs, mais utilisé 10% de CFC pour les temps courts ; la 

concentration de 10% de CFC est non toxique aux instants t, comme il a été présenté dans la 

partie « Résultats ».  Nous avons vérifié que la dose de 5% induit également une 

augmentation significative d’ERO (résultats non montrés) sur des temps courts dans notre 

système expérimental. Dans notre étude, le temps d’exposition des sous-populations de 
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lymphocytes  T CD4+ au CFC est court (30 min) par rapport aux données rapportées par  

(Hernandez CP, 2013). Nous avons montré que l’exposition à 5 et 10% de CFC induit une 

augmentation significative d’ERO, à différents temps d’exposition 30min, 6h, 18h; la 

production d’ERO est constante entre 0 et 6h, et s’abaisse jusqu’au niveau basal à partir de 

18h (résultats non montrés). Enfin, à la différence de l’étude de C. Hernandez et coll. dans 

laquelle 10% de SVF est utilisé pour les cultures, nous avons minimisé la concentration de 

SVF dans nos milieux de culture à 2.5%, car le sérum contient beaucoup d’éléments pouvant 

activer les cellules et constituer un biais.  

 

2. Suspensions cellulaires utilisées 

Il a été antérieurement montré que les cellules d’origine myéloïde, issues de PBMC totaux, 

produisent des quantités d’H2O2, nettement supérieures à celles produites par les populations 

lymphocytaires. Cet oxydant est un composé stable pouvant diffuser à travers les membranes 

cellulaires et agir sur les populations cellulaires environnantes. Bien que l’analyse des taux 

d’ERO faites sur des PBMC totaux se rapproche des conditions physiologiques, il serait 

impossible d’en déduire l’effet direct de la fumée de cigarette sur les sous-populations de 

lymphocytes T CD4+. Effectivement, le CFC peut agir directement sur la production d’ERO, 

de cytokines et de chimiokines monocytaires pouvant majorer ou diminuer les effets de 

l’agression oxydative sur les lymphocytes T. C’est la raison pour laquelle nous avons isolé les 

populations lymphocytaires T CD4+ des populations monocytaires, afin d’analyser le 

comportement lymphocytaire T dans un environnement oxydatif maîtrisé.  

D’autre part, dans cette étude les expériences sont effectuées sur une population 

lymphocytaire hétérogène de lymphocytes T CD4+ ; les populations de Treg, Tconv naïfs et 

mémoires (Th17 et non-Th17) sont réunis dans la même suspension cellulaire, dans des 

proportions spécifiques du sang périphérique les lymphocytes Th17 ne représentant que 3-6%  

des lymphocytes T CD4+. Nous sommes conscients que la production d’ERO et l’expression 

de différentes molécules par les populations représentées dans notre travail sont le résultat 

d’interactions entre ces populations cellulaires, en particulier que les Treg peuvent inhiber les 

Teff via une privation en GSH ou par un autre un mécanisme de suppression. Cette 

communication entre les lymphocytes T est pourtant nécessaire pour leur survie, et c’est la 

raison du choix de faire nos analyses sur cette population hétérogène circulante dans le but de 

mieux comprendre l’effet du CFC.  Cette remarque ne s’applique pas aux analyses de 
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quantification de l’expression des systèmes synthétisant les ERO et des systèmes anti-

oxydants, ainsi que celles d’ICC. En effet, dans ces expériences,  les analyses sont faites sur 

les populations d’intérêt isolées des autres sous-populations. Cette différence méthodologique 

pourrait expliquer à la fois le recours à l’utilisation d’une concentration élevée d’H2O2 

(250µM)  par rapport à la littérature, et l’induction de p16 dans les Th17 après seulement 24h 

d’exposition au CFC. Dans la littérature, une concentration d’H2O2 comprise entre 5-20µM  

est suffisante pour augmenter de manière significative l’oxydation de la sonde H2-DCF-DA 

dans les Treg isolés, par rapport à la condition basale. Or, dans notre cas ces doses n’ont 

aucun effet sur l’oxydation de la sonde dans les Treg présents parmi une population 

hétérogène de lymphocytes T CD4+ (résultats non montrés). L’isolement des Treg des autres 

lymphocytes T circulants les rend probablement plus sensibles à de faibles concentrations 

d’H2O2 tandis que dans une population hétérogène de lymphocytes T CD4+ périphériques au 

sein desquels ils sont faiblement représentés, l’effet de cette dose n’est pas détectable. De 

même, le CFC ne montre pas d’effet sur l’expression de CD27 sur les Th17 analysés au sein 

d’une population hétérogène de lymphocytes T CD4+, alors que les mêmes cellules isolées 

expriment plus de p16, un autre marqueur de sénescence, après seulement 24h d’exposition. 

Ceci pourrait être expliqué par l’induction de la sénescence par le CFC, via un mécanisme 

indépendant du marqueur CD27, ou encore par un effet protecteur de la population 

hétérogène, au travers de communications intercellulaires. 

 

3. Combinaison d’anticorps utilisée dans l’identification des sous-populations 

lymphocytaires présentes dans le sang périphérique 

Lors des analyses réalisées concernant le métabolisme oxydatif des lymphocytes T CD4+, les 

différentes sous-populations de lymphocytes T sont identifiées sur la base de l’expression de 

marqueurs membranaires, de manière non exhaustive. Les nTreg sont identifiés sur la base de 

l’expression  de 3 marqueurs membranaires CD4, CD25 et CD127 ; leur phénotype est 

CD4+CD25
high

CD127
-/low .

En introduction, nous avons décrit la caractérisation des nTreg, au 

moyen des marqueurs cités ci-dessus, mais également par le facteur de transcription Foxp3 

qui est essentiel pour la fonction immunosuppressive des Treg. Le marquage simultané par 

des sondes métaboliques et du facteur de transcription intracellulaire est impossible, en raison 

du risque de perte de la sonde et de son importante fluorescence ; les compensations sur le 

cytomètre en flux seraient impossibles. Nous avons donc vérifié séparément l’expression de 
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Foxp3 dans les cellules de phénotype CD4+CD25
high

CD127
-/low 

(cf. dans « matériels et 

méthodes »).
 
Les populations de lymphocytes T effectrices sont des populations mémoires 

ayant déjà rencontré un antigène ; elles expriment le marqueur CD45RO+ alors que les 

cellules naïves sont CD45RO- (ou CD45RA+) car elles n’ont pas été stimulées par un 

antigène. Dans notre projet, la visualisation du métabolisme oxydatif des lymphocytes T naïfs 

est justifiée par la présence accrue de lymphocytes mémoires, chez les personnes âgées versus 

jeunes ; rendant ainsi impossible de répondre à de nouveaux antigènes.  

Dans notre travail, nous focalisons nos analyses sur les Th17 identifiés comme ayant un 

phénotype de surface CD4+CD25-CD127+CD45RO+CCR6+. Des études montrent que les 

cellules possédant ce phénotype sécrètent de l’IL-17. Attention IL-17 seul ne permet pas 

d’identifier les Th17. Une caractérisation plus fine de cette sous-population nécessite le 

recours à des marqueurs membranaires supplémentaires, tels que le CXCR3, absent des Th17, 

ainsi que le CCR4. Le marqueur CD161 est également préconisé pour l’identification des 

Th17, notamment issus du thymus. La restriction à la détection simultanée de 7 paramètres 

imposée par le cytométre en flux disponible dans notre unité INSERM, nous empêche 

d’utiliser les marqueurs membranaires supplémentaires évoqués. En conséquence également, 

les « non-Th17 » qui regroupent les Th1 et les Th2 sont caractérisés par défaut dans notre 

étude car ni le marqueur CXCR3 (membranaire) et ni le marquage intracellulaire de l’IL-4 qui 

permettraient de les identifier n’ont pu être utilisés. 

Enfin, l’utilisation du marqueur d’activation CD27 pour la détection de cellules sénescentes 

est justifiée par des études réalisée chez l’homme, montrant l’accumulation des populations 

TCD4+CD45RO+CD27- chez des personnes âgées ou  atteintes de maladies inflammatoires 

liés au vieillissement tel que l’arthrite rhumatoïde (Kovaiou RD, 2006 ; Di Mitri D, 2011 ; 

Papagno L, 2004 ; Brenchley JM, 2003). De plus, la perte de l’expression de CD27 est liée à 

un raccourcissement de la longueur des télomères, dans les populations de lymphocytes T 

CD4+effecteurs mémoires arrivés à un stade terminal de différenciation.  
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4. Les sondes métaboliques 

Les résultats concernant la sonde H2DCF-DA peuvent être discutés en ce qui concerne la 

spécificité de la sonde vis-à-vis des différentes ERO produites. En effet, dans les expériences 

utilisant l’H2O2 comme stimulus exogène, l’augmentation de la MFI du DCF est spécifique de 

l’oxydant. En ce qui concerne les expériences utilisant le THBP et le CFC, la spécificité de la 

sonde est mise en doute. L’émission de fluorescence de cette sonde est majoritairement due à 

son oxydation par l’H2O2, mais des études ont montré que l’ion HO- ou des dérivés de l’azote 

comme le peroxinitrite peuvent également induire une fluorescence de la sonde. D’autre part, 

des précautions particulières ont été prises vis-à-vis de cette sonde car une autofluorescence 

est possible en présence de lumière. Nous avons également vérifié qu’une différence 

d’estérification de la sonde n’est pas à l’origine de la différence de son oxydation entre les 

sous-populations. Pour ce faire, nous avons vérifié sur des populations isolées de Treg, Th17 

et non-Th17 les différences de MFI, à l’aide d’une sonde-contrôle déjà oxydée montrant que 

la MFI était identique entre les différents lymphocytes, ce qui indique que l’oxydation de la 

sonde H2-DCF-DA résulte de la présence d’oxydants et non d’une variation de pH.  D’autre 

part, il est important de mesurer la fluorescence dans les cellules vivantes, car les cellules 

mortes peuvent montrent une MFI plus élevée. L’utilisation de la sonde en CFM nous permet 

de s’affranchir de ce problème, car les analyses et tris cellulaires sont toujours faits après 

présélection des populations cellulaires vivantes. Les résultats concernant la spécificité de la 

sonde DHE ne posent pas de problème, car sa spécificité par rapport à l’anion superoxyde a 

été prouvée dans des études.  

 

5. Concentration des différents réactifs utilisés pour le traitement des cellules 

Les concentrations de THBP et d’H2O2 utilisées dans notre étude, sont celles décrites dans la 

littérature, pour induire un stress oxydatif,  dans  des macrophages ou des fibroblastes 

(Furukawa A, 2007 ; Zdanov S, 2006). Nous avons procédé de la même manière pour les 

concentrations de CFC (Baglole CJ, 2008 ; Nyunoya T, 2006 ; Hernandez CP, 2013), de 

NAC (Efimova O, 2011) et de FCCP (Sena LA, 2013). 
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Discussion générale et perspectives 

Synthèse 

Nos résultats montrent d’une part que les lymphocytes Tconv naïfs présentent en condition 

basale, des taux de peroxyde d’hydrogène (H2O2) supérieurs à ceux des populations 

lymphocytaires mémoires conventionnelles Th17, non Th17,  et des Treg.  

De plus, un taux d’H2O2 supérieur en condition basale dans les populations lymphocytaires T 

mémoires conventionnelles par rapport aux Treg est également rapporté ; de plus nos résultats 

montrent pour la première fois que la différence de taux d’ERO basal observée entre 

lymphocytes T conventionnels et Treg incombe aux lymphocytes Th17.  

En revanche, aucune différence du taux d’anion superoxyde (O2-) n’est constatée entre les 

différentes sous-populations lymphocytaires. Ces résultats sont en accord avec les données de 

la littérature (Mougiakakos D, 2009) qui attribuent cette différence entre lymphocytes T 

mémoires conventionnels et Treg, à une capacité anti-oxydante vis-à-vis de l’H2O2 supérieure 

des Treg, en raison d’un système anti-oxydant dépendant de la thioredoxine plus performant 

(Mougiakakos D, 2011).  

Nos résultats de quantification de l’expression des systèmes de détoxification d’ERO 

semblent confirmer que les lymphocytes T mémoires conventionnels, Th17 et non-Th17, 

exprimeraient moins de thioredoxine réductases TXRD1 et TXRD2 que les Treg en condition 

basale. En revanche, nos résultats semblent montrer pour la première fois que les Th17 

exprimeraient moins d’enzyme anti-oxydante HO-1 que les Treg, ce qui pourrait contribuer au 

taux basal d’H2O2 plus important observé en condition basale dans les Th17.  

Le traitement par l’anti-oxydant NAC diminue de façon équivalente les MFI du DCF dans les 

différents lymphocytes T CD4+ tout en maintenant un taux d’ERO plus important dans les 

Th17 par rapport aux non-Th17, ce qui pourrait suggérer que le système anti-oxydant 

dépendant de la thioredoxine, régulant également le niveau de glutathion, dont le niveau 

d’expression est similaire dans les Th17 et les non-Th17, n’est pas responsable du taux 

d’ERO plus important dans les Th17. Enfin, les résultats préliminaires du traitement par le 

FCCP des lymphocytes T CD4+ triés montrent que les taux d’H2O2 sont fortement diminués 

pour toutes les sous-populations de lymphocytes T CD4+ analysées, et qu’en particulier le 

pourcentage d’oxydation de la sonde des Tconv naïfs est considérablement atténué. Ce 
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résultat doit être confirmé par l’analyse de DVS supplémentaires permettant une analyse 

statistique des résultats. Nos résultats montrant que la production basale d’ERO par les 

lymphocytes T serait majoritairement mitochondriale sont en accord avec les résultats 

d’études récentes réalisées sur des souris déficientes pour un gène régulant la production 

d’oxydants mitochondriaux (Sena LA, 2013), et également sur une lignée cellulaire de Jurkat 

(Gill T, 2013).  L’effet du FCCP est semblable sur la production d’H2O2 mitochondriale ; ceci 

implique que l’ H2O2 résiduel provient d’une autre source.  

 

1. Constituants du CFC 

L’addition de CFC ou de THBP (production d’H2O2 exogène) pendant un temps court 

augmente de manière significative les taux d’H2O2 dans toutes les sous-populations 

lymphocytaires T analysées.  

Le traitement par la NAC induit une forte diminution des taux d’H2O2 dans toutes les sous-

populations de lymphocytes T CD4+ traitées par du CFC, et supprime les différences de taux 

d’H2O2 entre les Th17 et les Treg observés à l’état basal. La persistance d’un taux résiduel 

d’ERO dans les cellules stimulées par du CFC en présence de NAC suggère une source 

d’ERO indépendante du glutathion qui reste à déterminer. Afin de discriminer l’effet potentiel 

de l’H2O2 diffusible contenu dans le CFC d’une production endogène d’H2O2 consécutive à la 

stimulation des lymphocytes T par d’autres composants du CFC, ces expériences seront 

reproduites en présence de catalase.  

2. La stimulation du TCR et l’exposition unique au CFC 

Nos résultats confirment ceux d’une autre équipe qui a récemment montré qu’après 2h 

d’exposition à une dose de 5% de CFC, il y a une augmentation significative des niveaux 

d’ERO dans des lymphocytes T. Cependant, dans cette étude, l’exposition au CFC ralentit la 

prolifération des lymphocytes T en association avec une diminution du potentiel membranaire 

mitochondriale et une apoptose cellulaire, ce qui n’est pas ce que nous observons dans nos 

cellules (Hernandez CP, 2013). L’utilisation de lymphocytes T activés de façon mitogénique 

par un cocktail d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 dans cette étude, pourrait expliquer la 

différence en terme d’effet fonctionnel de l’exposition au CFC des lymphocytes T.   
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Enfin, les données concernant les expositions de longue durée au CFC (72h), avec ou 

stimulation du TCR, supposent que la génération d’ERO intracellulaires par le CFC est 

transitoire. Ceci peut être expliqué par le faite que nous travaillons sur des D.V.S et que les 

systèmes antioxydants sont recrutés. De plus, une exposition unique ne suffit peut-être pas à 

maintenir des niveaux élevés d’ERO ; des expositions chroniques seraient plus adaptées ; les 

études sur les maladies respiratoires liées au tabagisme montrent un lien entre une exposition 

chronique et le stress oxydatif.  

 

3. Cibles biologiques du CFC  

Nos résultats concernant l’effet de l’agent découplant de la mitochondrie, le FCCP, montrent 

pour la première fois que l’exposition d’une population lymphocytaire T CD4+ hétérogène, 

au CFC induirait une production d’ERO, par la mitochondrie. Cette production est transitoire 

et revient au niveau basal, au bout de 18h (non montrés). Différentes études montrent qu’il 

existe un lien entre la fumée de cigarette et un stress oxydatif mitochondrial (Anbarasi K, 

2005 ; Gairola C, 1973). La fumée de cigarette contient de nombreuses substances chimiques 

et le CFC contient 5% des particules solubles de la fumée dont le peroxynitrite et l’acroléine.  

Ces constituants sont capables d’induire une production d’ERO intracellulaires via la 

mitochondrie (Jia L, 2007). Cependant, la sonde DCFDA utilisée ne nous permet pas 

d’affirmer la provenance mitochondriale des ERO produits par les lymphocytes T activés par 

le CFC. Nos résultats préliminaires sur la sonde MitoSOX ciblant préférentiellement la 

mitochondrie semble le confirmer. 

 

4. Immunosénescence et CD27 

Les lymphocytes T CD4+ mémoires en stade de différenciation terminale présentent une perte 

de l’expression de marqueurs de co-stimulation, tels que CD27 et CD28, un raccourcissement 

de la longueur des télomères, un défaut de prolifération et une augmentation de la production 

molécules inflammatoires (IFNγ, perforine…).  Ces caractéristiques définissent la sénescence 

cellulaire et en particulier celles des lymphocytes.  

Concernant l’analyse des marqueurs de la sénescence, la comparaison des profils d’expression 

de p21 et CD27, entre les sous-populations lymphocytaires isolées,  propose un profil pré-
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sénescent des Th17, à l’état basal. Des données dans la littérature indiquent que les Th17 

présentent des caractéristiques propres aux lymphocytes T effecteurs  mémoires, à un stade de 

différenciation terminale avec une expression diminuée de CD27 sur les Th17, par rapport 

aux autres sous-populations de lymphocytes T (Kryczek I, 2011 ; Muranski P, 2011). Les 

lymphocytes Th17 sont également décrits comme des cellules avec un phénotype pro-

inflammatoire, et comme possédant une faible capacité de prolifération.  De plus, les Th17 

sont souvent retrouvées en proportions importantes chez les personnes âgées, et chez les 

personnes atteintes de maladies liés au vieillissement cellulaire (infections virales chroniques, 

maladies chroniques inflammatoires) (Kovaiou RD, 2005 ; Kovaiou RD, 2006). En accord avec 

les données de la littérature qui montrent que les Th17 ont une expression de CD27 plus faible 

que les autres sous-populations, nous avons montré qu’une stimulation du TCR diminue la 

proportion de Th7 exprimant CD27 d’environ 35% ; ceci pourrait indiquer que les Th17 sont 

à un stade de différenciation terminale (Schiött A, 2004).  

De surcroit, nous montrons que les Th17 à l’état basal, exprimerait plus de p21 que les Treg, 

les « non Th17 » et les Tconv naïfs, ce qui est cohérent avec un état pré-sénescent des Th17. 

Cependant, le traitement par le CFC ne montre aucun effet sur l’expression de CD27 des 

différents types de lymphocytes T après une exposition aigüe, et longue, ou en association 

avec une stimulation via le complexe TCR/CD3.  

En revanche, la  stimulation du TCR/CD3 engendre une synthèse accrue d’ERO 

intracellulaires et une diminution de l’expression de CD27 dans les Th17, en comparaison de 

la condition non stimulée. Cette production d’ERO par l’anti-CD3 est inhibée de manière 

significative par la NAC.  

5. Sénescence et p16 

De plus, après une exposition de 24h au CFC, l’expression du marqueur de sénescence p16 

dans les Th17 triés est nettement supérieure aux autres sous-populations de lymphocytes ; le 

traitement par la NAC préviendrait cette induction. Nos résultats montrent donc que les 

lymphocytes Th17 sont plus sensibles à l’induction de la sénescence, et que cette induction 

serait dépendante de la production d’ERO issues du  CFC.  En effet, la présence des oxydants 

contenues dans le CFC et ceux induits par la mitochondrie favorisent un environnement très 

oxydatif qui favorise probablement l’expression de p16 dans les Th17. Cependant, 

l’expression de p16 pourrait également résulter d’un dommage au niveau de l’ADN, que nous 

n’avons pas démontré.  
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La voie des MAPK a un rôle important dans la production d’oxydants endogènes des 

lymphocytes T, suite à une stimulation du TCR (Devadas S, 2002). De plus, le rôle de cette 

voie a également été incriminé dans l’induction de sénescence dans les lymphocytes T 

effecteurs. Nos résultats montrent que le CFC ne majore pas la production d’ERO des 

lymphocytes T CD4+ stimulés par l’anti-CD3. De plus, l’induction d’ERO par la stimulation 

du CD3/TCR en présence de CFC est d’une amplitude similaire dans les Th17 et les non-

Th17 ; seule la stimulation via le CD3/TCR est responsable de cette production d’ERO ce qui 

suggère que la voie des MAPK n’est pas recrutée par le CFC pour la production d’ERO et ne 

peut expliquer la différence d’expression de p16 induite par le CFC de façon plus importante 

dans les Th17 par rapport aux autres sous-populations de lymphocytes T CD4+.   

6. IL-4i1 et Th17 

L’Il4i1 est une L-amino -oxydase dont l’activité génère de l’H2O2 par dégradation de l’acide 

aminé L-phénylalanine. Il a été décrit que l’IL4I1 est surexprimée dans les Th17 et qu’elle est 

à l’origine de leur incapacité à proliférer en réponse à une stimulation du TCR.  La production 

d’H2O2 par l’IL4I1 diminue l’expression de CD3 (chaine zeta) inhibant ainsi la voie de 

signalisation liée au TCR et donc l’activation (production d’Il-2) et la prolifération des Th17 

(Santarlasci V, 2012). Ces données indiquent qu’en plus d’une production plus importante en 

oxydants, ces cellules présentent naturellement une anomalie des voies de signalisation du 

TCR les empêchant de proliférer. L’augmentation de sénescence des Th17, induite par le CFC 

et attestée par l’augmentation de p16 dans les Th17 traitée par du CFC qui pourrait être la 

résultante de ce défaut de prolifération intrinsèque des Th17, majoré par les niveaux élevées 

d’oxydants, induits par le CFC en plus de ceux produits par l’IL-4i1. Le CFC pourrait 

également majorer l’activité de l’IL-4i1 afin d’accentuer la production d’oxydants ; ceci 

pourrait favoriser l’induction de sénescence. La mesure de l’activité de l’IL-4i1 en présence 

de CFC pourrait éclaircir ce point. 

L’ensemble de ces données semblent indiquer qu’il existe une susceptibilité accrue des Th17 

à la sénescence, en réponse à une production élevée en oxydants intracellulaires via le CFC et 

l’IL-4i1.   
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Perspectives 

Dans ce travail de Thèse, j’ai pu mettre en évidence pour la première fois l’existence d’une 

différence de production basale d’oxydants entre les Th17 versus les non-Th17 et Treg. Par 

ailleurs, l’IL-4i1 pourrait être à l’origine de cette différence d’oxydation de la sonde entre les 

différentes sous-populations. Cependant, son rôle dans cette différence de production basale 

n’a pas été étudié. Mes résultats indiquent également qu’en présence d’un environnement pro 

oxydant, comme l’exposition au condensat de fumée de cigarette,  les lymphocytes issus 

d’une population hétérogène répondent de la même manière. Néanmoins, j’ai montré que 

l’exposition au CFC des Th17 induit une surexpression du marqueur de sénescence p16, en 

comparaison des autres sous-populations. Le traitement des Th17 et des autres populations par 

la NAC inhibe complétement l’expression de p16, indiquant que le CFC est responsable de 

l’induction de sénescence.  

 

Les perspectives à court terme de ce projet seraient atteintes par la validation du phénotype 

sénescent des Th17 exposés au CFC. Pour ce faire, l’expression de différents marqueurs 

associés à la sénescence serait analysée dans les Th17 traités par le CFC en comparaison des 

autres sous-populations lymphocytaires TCD4+,  tels que : 

 p21  

 β-galactosidase 

 éventuelle anomalie de prolifération en comparaison de la condition basale 

 cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-α, IFNγ) 

Il faudrait également mesurer l’activité enzymatique de l’IL-4i1, HO-1 ou TrxR3 des sous-

populations lymphocytaires exposées au CFC ; ceci permettrait dans un premier temps 

d’identifier la molécule impliquée dans l’induction de sénescence. Dans un second temps, son 

rôle dans la sénescence serait déterminé par une stratégie d’inhibition d’expression de la 

molécule, au moyen d’inhibiteurs pharmacologiques ou encore par des outils moléculaires 

(siRNA). 

 

Etant donné l’implication de l’IL-4i1 dans la production d’H2O2, il serait intéressant d’établir 

un lien  entre  l’ H2O2 contenu dans le CFC et l’induction de sénescence. Pour cela, les 

différentes sous-populations de lymphocytes TCD4+ seraient préalablement traitées par de la 

catalase, un antioxydant spécifique de l’H2O2. 
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Concernant les perspectives à moyen terme, la pertinence des résultats obtenus pourrait être 

évaluée chez des patients atteints de BPCO (stade sévère et modérée) en comparaison de 

sujets sains fumeurs et non-fumeurs. En effet, la comparaison des profils d’expression des 

marqueurs de sénescence et la mesure de l’activité enzymatique des différentes cibles 

pourraient révéler une éventuelle majoration chez les patients atteints de BPCO en 

comparaison des sujets sains fumeurs et non-fumeurs. 

 

Par ailleurs, le rôle physiopathologique des Th17 rendus sénescents par le CFC pourrait être 

exploré dans l’emphysème pulmonaire in vivo sur des modèles murins exposés ou non à la 

fumée de cigarette. Les Th17 rendus sénescents pourraient induire les symptômes observés 

durant l’emphysème pulmonaire, tels que la destruction des cloisons inter alvéolaires et 

l’augmentation du phénotype inflammatoire, chez des souris saines ou être majorés chez des 

souris exposées à la fumée de cigarette. 

Pour aller encore plus loin dans ces perspectives, il serait intéressant d’évaluer ces effets à 

partir de Th17 déficientes pour le gène de l’IL-4i1 ou les autres cibles (HO-1 ou TrxR3), en 

fonction de leur implication dans la sénescence. 
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Résultat 1. Mise au point du marquage intracellulaire H2DCF-DA. (A) Les PBMC totaux 

sont incubées avec 0,25µM de la sonde métabolique H2DCF-DA pendant 30min à 37°C et à 

(B) 4°C. (A)La compensation est effectuée à 100% sur le canal adjacent (FL-2), la florescence 

est très importante. (B) La fluorescence de la sonde est soustraite de 35% dans FL-2, le 

marquage est visible. 
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Résultat 2. Mise au point du multimarquage membranaire CD4/CD25/CD127. Les 

PBMC totaux d’un même donneur sont marqués avec deux combinaisons d’anticorps 

différentes, (A) Panel1 et (B) panel 2. (A) Les Treg totaux (ou nTreg totaux) du panel 1 sont 

estimés à 0,91% et la population n’est pas visible. (B) La population Treg se distingue du 

reste des cellules (Tconv), elle représente 5,01%.  
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Résultat 3. Mise au point du multimarquage membranaire CD4/CD25/CD127 combinée 

à CCR6 et la sonde H2DCF-DA. Les PBMC totaux d’un même donneur sont marqués avec 

les anticorps CD4 /CD25 /CD127 /CCR6. Ce marquage est effectué (A) post ou (B) avant 

l’incubation avec la sonde H2DCF-DA. Les marquages CCR6 réalisés sur le même donneur 

sont différents. (A) Celui réalisé post incubation avec la sonde est optimale et celui réalisé 

avant (B) est plus faible. 
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Résultat 4. Dosage d’ERO intracellulaire dans les sous-populations de LTCD4+ et les 

monocytes/neutrophiles en condition basale. Les PBMC totaux sont marqués au niveau 

membranaire (CD4/25/CD127) et intracellulaire avec H2DCF-DA. La moyenne de 

fluorescence (MFI) de la sonde est visualisée dans les populations Treg, Tconv et 

monocytes/neutrophiles, n=1. 
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Résultat 5. Dosage d’ERO intracellulaire dans les sous-populations de LTCD4+ en 

condition basale. Les PBMC totaux sont marqués au niveau membranaire (CD4/25/CD127) 

et intracellulaire avec H2DCF-DA (A) ou dihydroéthidine (DHE) (B) ; les résultats sont 

représentés pour n=1 et Moyenne +/-SEM n=4. 
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Résultat 6. Dosage d’ERO intracellulaire dans les sous-populations de LTCD4+ en 

condition basale. Les TCD4+ triés  sont marqués au niveau membranaire (CD4/25/CD127) 

et intracellulaire avec H2DCF-DA (A) ou (B) DHE, les résultats sont représentés pour n=1 et 

Moyenne +/-SEM n=4. 
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Résultat 7. Dosage d’ERO intracellulaire dans les sous-populations de Treg totaux, en 

condition basale. (A) Stratégie de l’analyse conditionnée pour l’identification des 

populations mémoires et naïves parmi les Treg et Tconv.  
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Résultat 7. Dosage d’ERO intracellulaire dans les sous-populations de Treg totaux, en 

condition basale. (B) Comparaison des MFI des Treg totaux par rapport aux Treg mémoires 

et naïfs ; n=1 
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Résultat 8. Dosage d’ERO intracellulaire dans les sous-populations de LTCD4+ en 

condition basale. (A) Comparaison des MFI des Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17 

n=1 (B) et  Moyenne +/-SEM n=10. ;  Mann-Whitney U test, Significativité  *<p 0,05, **<p 

0,01, ***<p 0,001 par rapport à Treg et Th17. 
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Résultat 9. Expression des gènes codant pour les sous-unités de la NADPH oxydase. 

Quantification de l’expression des sous-unités de la NADPH oxydase (p22phox, NOX2, p40-

47-67 phox) par RT-qPCR, dans les sous-populations lymphocytaires isolées par un trieur de 

cellules, et  Moyenne +/-SEM n=3. 
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Résultat 10. Dosage d’ERO intracellulaire dans les sous-populations de LTCD4+ traitées 

+/- FCCP en condition basale, par le H2DCF-DA lu en CMF. (A) Les TCD4+ triés 

magnétiquement, traités par 2µM de FCCP ou l’éluant seul (DMSO) puis marqués au niveau 

membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et intracellulaire avec H2DCF-DA. 

Comparaison des MFI des Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17n=1 et  Moyenne +/-

SEM n=3.  
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Résultat 10. Dosage d’ERO intracellulaire dans les sous-populations de LTCD4+ traitées 

+/- FCCP en condition basale, par le H2DCF-DA lu en CMF. (B) % oxydation : (MFI 

traité –MFI non traité)/MFI non traité x 100.Moyenne+/- SEM. (C) Les TCD4+ triés 

magnétiquement sont traités par 2µM de la sonde MITOSOX. 
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Résultat 11.  Expression et dosage de l’activité IL-4i1. (A) Quantification de l’expression 

de l’IL-4i1 en condition basale par RT-qPCR, dans les sous-populations lymphocytaires 

isolées par un trieur de cellules, moyenne +/-SEM n=3. (B) Dosage de l’activité IL-4I1 par le 

kit ultra Amplex red sur 10
5
 cellules totales des populations cellulaires triées en l’absence de 

stimulation, après une stimulation de 6 jours avec de l’anti-CD3 (5 μg/ml, clone OKT3) + 

anti-CD28 (1 μg/ml)  + IL-2(600 U/ml) (C) et dans le milieu de culture (D). Moyenne +/-

SEM n=2. 
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Résultat 12.  Expression des gènes codant pour les enzymes impliquées le métabolisme 

du glutathion. Quantification des gènes (GCLM, GPX1-2) par RT-qPCR, dans les sous-

populations lymphocytaires isolées par un trieur de cellules, moyenne +/-SEM n=3. 

 

 

 
 

Résultat 13.  Expression des gènes codant pour les enzymes impliquées dans le 

métabolisme de la thioredoxine. Quantification des gènes (Trx, TrxR1-3) par RT-qPCR, 

dans les sous-populations lymphocytaires isolées par un trieur de cellules, moyenne +/-SEM 

n=3. 

  



Annexes 

 

289 

 
 

Résultat 14.  Expression des gènes codant pour les régulateurs de Nrf2. Quantification 

des gènes (Nrf2, DJ-1, Keap1, Bach1 et ATF3) par RT-qPCR, dans les sous-populations 

lymphocytaires isolées par un trieur de cellules, moyenne +/-SEM n=3. 
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Résultat 15. Expression des gènes codant pour les enzymes anti-oxydantes. Quantification 

des gènes (catalase, SOD1-2 et HO-1) par RT-qPCR, dans les sous-populations 

lymphocytaires isolées par un trieur de cellules, moyenne +/-SEM n=3. 
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Résultat 16. Dosage d’ERO intracellulaires dans les sous-populations issus de 

LTCD4+triés exposées +/- CFC ou +/- THBP. Les TCD4+ triés magnétiquement, traités ou 

(A) non par (B) 10% de condensat de fumée de cigarette (CFC) ou (C) 250µM THBP puis 

marqués au niveau membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et intracellulaire 

avec H2DCF-DA, n=1 et (D) moyenne +/-SEM n=5;  Mann-Whitney U test, Significativité  

*<p 0,05, **<p 0,01 par rapport à Treg ; $<p 0,05, $$<p 0,01 par rapport au non traité. 
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Résultat 17. Pourcentage d’oxydation de la sonde des cellules traitées (CFC, THBP) par 

rapport aux cellules non traitées. % oxydation : (MFI traité –MFI non traité)/MFI non traité 

x 100.Moyenne+/- SEM. n=5 
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Résultat 18. Dosage d’ERO intracellulaires dans les sous-populations issus de 

LTCD4+triés exposées +/- CFC ou +/- THBP +/- NAC. Les TCD4+ triés magnétiquement, 

sont pré incubées 2h avec 3mM de NAC puis sont traités ou (A) non par 10% de condensat de 

fumée de cigarette (CFC) ou 250µM THBP puis marqués au niveau membranaire par anti-

CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et intracellulaire avec H2DCF-DA, n=1 
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Résultat 18. Dosage d’ERO intracellulaires dans les sous-populations issus de 

LTCD4+triés exposées +/- CFC ou +/- THBP +/- NAC. Les TCD4+ triés magnétiquement, 

sont pré incubées 2h avec 3mM de NAC puis sont traités ou (B) non par 10% de condensat de 

fumée de cigarette (CFC) ou 250µM THBP puis marqués au niveau membranaire par anti-

CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et intracellulaire avec H2DCF-DA , moyenne +/-SEM n=5;  

Mann-Whitney U test, Significativité  *<p 0,05, **<p 0,01 par rapport à Treg ; $<p 0,05, 

$$<p 0,01 par rapport au non traité ; £<p 0,05, ££<p 0,01 effet de la NAC. 
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Résultat 19. Pourcentage d’oxydation de la sonde des cellules traitées (CFC, THBP, 

NAC) par rapport aux cellules non traitées et effet de la NAC. (A) % oxydation : (MFI 

traité –MFI non traité)/MFI non traité x 100.Moyenne+/- SEM. n=5. (B) % inhibition de la NAC : 

(MFI traité CFC ou THBP  NAC-MFI non traité NAC)/MFI non traité NAC x 100. 
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Résultat 20. Dosage d’ERO intracellulaires dans les sous-populations issus de 

LTCD4+triés exposées +/- CFC ou +/- THBP +/- FCCP. Les TCD4+ triés 

magnétiquement, sont pré incubées 2h avec 2µM de FCCP puis sont traités ou (A) non par 

10% de condensat de fumée de cigarette (CFC) ou 250µM THBP puis marqués au niveau 

membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et intracellulaire avec H2DCF-DA, 

n=1 
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Résultat 20. Dosage d’ERO intracellulaires dans les sous-populations issus de 

LTCD4+triés exposées +/- CFC ou +/- THBP +/- FCCP. Les TCD4+ triés 

magnétiquement, sont pré incubées 2h avec 2µM de FCCP puis sont traités ou (B) non par 

10% de condensat de fumée de cigarette (CFC) ou 250µM THBP puis marqués au niveau 

membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et intracellulaire avec H2DCF-DA, 

moyenne +/-SEM n=3 
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Résultat 21. Pourcentage d’oxydation de la sonde des cellules traitées (CFC, THBP, 

FCCP) par rapport aux cellules non traitées et effet du FCCP. (A) % oxydation : (MFI 

traité –MFI non traité)/MFI non traité x 100.Moyenne+/- SEM. n=3. (B) % inhibition du FCCP : 

(MFI traité CFC ou THBP  FCCP-MFI non traité FCCP)/MFI non traité FCCP x 100. 
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Résultat 22.  Expression des gènes codant pour les marqueurs de sénescence. 
Quantification des gènes (p53, p21, p16 et p14) par RT-qPCR, dans les sous-populations 

lymphocytaires isolées, en condition basale par un trieur de cellules, moyenne +/-SEM n=3. 
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Résultat 23.  Expression des gènes codant pour les marqueurs d’immunosénescence. 
Quantification des gènes (CD27, 28 et 57) par RT-qPCR, dans les sous-populations 

lymphocytaires isolées par un trieur de cellules, moyenne +/-SEM n=3. 
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Résultat 24.  Expression de CD27 dans les sous-populations au sein de LTCD4+triés. Les 

TCD4+ triés magnétiquement, sont pré incubées ou non 2h avec 3mM de NAC puis sont 

traités ou (A) non par 10% de condensat de fumée de cigarette (CFC) ou 250µM THBP puis 

marqués au niveau membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et l’anti-CD27, 

Comparaison des MFI CD27 des Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17n=1 
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Résultat 24.  Expression de CD27 dans les sous-populations au sein de LTCD4+triés. Les 

TCD4+ triés magnétiquement, sont pré incubées ou non 2h avec 3mM de NAC puis sont 

traités ou (B) non par 10% de condensat de fumée de cigarette (CFC) ou 250µM THBP puis 

marqués au niveau membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et l’anti-CD27, 

Comparaison des MFI CD27 des Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17n=1 et  

Moyenne +/-SEM n=3. 
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Résultat 25.  Expression de CD27 dans les sous-populations au sein de LTCD4+triés. Les 

TCD4+ triés magnétiquement, sont pré incubées ou non 2h avec 3mM de NAC puis sont 

traités ou (A) non par 10% de condensat de fumée de cigarette (CFC) ou 250µM THBP puis 

marqués au niveau membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et l’anti-CD27 et 

comparaison des % de Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17 exprimant CD27 n=1 
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Résultat 25.  Expression de CD27 dans les sous-populations au sein de LTCD4+triés. Les 

TCD4+ triés magnétiquement, sont pré incubées ou non 2h avec 3mM de NAC puis sont 

traités ou (B) non par 10% de condensat de fumée de cigarette (CFC) ou 250µM THBP puis 

marqués au niveau membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et l’anti-CD27 et 

comparaison des % de Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17 exprimant CD27 Moyenne 

+/-SEM n=3.  
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Résultat 26.  Evaluation de la toxicite de différentes doses de CFC sur des  LTCD4+ 

totaux triés. La viabilité des TCD4+ triés magnétiquement traités par différentes doses de 

CFC est évaluée par un marquage 7-AAD, lu en CMF. n=3. 
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Résultat 27.  Dosage d’ERO intracellulaires dans les sous-populations au sein de 

LTCD4+triés exposées +/- CFC+/- NAC pendant 72h. Les TCD4+ triés magnétiquement, 

sont pré incubées ou non 2h avec 3mM de NAC puis sont traités ou (A) non par 5% de 

condensat de fumée de cigarette (CFC) puis marqués au niveau membranaire par anti-

CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et intracellulaire avec H2DCF-DA,lu en CMF à 72h, n=1 
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Résultat 27.  Dosage d’ERO intracellulaires dans les sous-populations au sein de 

LTCD4+triés exposées +/- CFC+/- NAC pendant 72h. Les TCD4+ triés magnétiquement, 

sont pré incubées ou non 2h avec 3mM de NAC puis sont traités ou (B) non par 5% de 

condensat de fumée de cigarette (CFC) puis marqués au niveau membranaire par anti-

CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et intracellulaire avec H2DCF-DA,lu en CMF à 72h, 

moyenne +/-SEM n=4;  Mann-Whitney U test, Significativité  *<p 0,05, **<p 0,01 par 

rapport à Treg. 
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Résultat 28.  Expression de CD27 dans les sous-populations au sein de LTCD4+triés. Les 

TCD4+ triés magnétiquement, sont pré incubées ou non 2h avec 3mM de NAC puis sont 

traités ou (A) non par 5% de condensat de fumée de cigarette (CFC) puis marqués au niveau 

membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et l’anti-CD27. Comparaison des 

MFI CD27 des Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17, Moyenne +/-SEM n=4 (B) et des 

% CD27 Moyenne +/-SEM n=4.  

  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

JO 72h 2h 72h 72h 72h

non traité non traité+3mM NAC 5% CFC 5% CFC+3mM
NAC

%
 C

e
llu

le
s 

C
D

2
7

+ 

0

20

40

60

80

100

120

JO 72h 2h 72h 72h 72h

non traité non traité+3mM NAC 5% CFC 5% CFC+3mM
NAC

M
FI

 C
D

2
7

 

Treg totaux 

Tconv naïfs 
 

Th17 

Non Th17 

A. 

B. 



Annexes 

 

309 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultat 29.  Dosage d’ERO intracellulaires dans les sous-populations au sein de 

LTCD4+triés magnétiquement exposées +/- CFC+/- NAC pendant 72h et stimulées via 

anti-CD3. Les TCD4+ triés magnétiquement, sont pré incubées ou non 2h avec 3mM de 

NAC (A) et mis en culture dans une plaque coaté +/- 2µg/ml d’anti-CD3+/- 5% CFC ; A 72h 

les cellules sont marquées au niveau membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, 

et intracellulaire avec H2DCF-DA,lu en CMF à 72h, comparaison des MFI des Treg totaux, 

Tconv naïfs, Th17 et non Th17 n=1 
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Résultat 29.  Dosage d’ERO intracellulaires dans les sous-populations au sein de 

LTCD4+triés magnétiquement exposées +/- CFC+/- NAC pendant 72h et stimulées via 

anti-CD3. (B) Comparaison des MFI des Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17, 

moyenne +/-SEM n=4. (C) % oxydation : (MFI traité –MFI non traité)/MFI non traité x 

100.Moyenne+/- SEM. n=4 ; Mann-Whitney U test, Significativité  *<p 0,05, **<p 0,01 par 

rapport à Treg; $<p 0,05, $$<p 0,01 par rapport au non traité ; £<p 0,05, ££<p 0,01 effet de la 

NAC 
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Résultat 30.  Expression de CD27 dans les sous-populations au sein de LTCD4+triés 

exposées +/- CFC+/- NAC pendant 72h et stimulées via anti-CD3. Les TCD4+ triés 

magnétiquement, +/- NAC +/- CFC +/- 2µg/ml d’anti-CD3 sont marqués au niveau 

membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et l’anti-CD27 à 72h. (A) 

Comparaison des MFI CD27 des Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17 n=1, les barres 

au niveau des histogrammes délimitent le marquage CD27 positif, les pourcentages indiqués 

concernent les Th17 exprimant CD27. 
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Résultat 30.  Expression de CD27 dans les sous-populations au sein de LTCD4+triés 

exposées +/- CFC+/- NAC pendant 72h et stimulées via anti-CD3. Les TCD4+ triés 

magnétiquement, +/- NAC +/- CFC +/- 2µg/ml d’anti-CD3 sont marqués au niveau 

membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et l’anti-CD27 à 72h. Comparaison 

des MFI CD27 des Treg totaux, Tconv naïfs, Th17 et non Th17, Moyenne +/-SEM n=4 

Significativité  *<p 0,05, **<p 0,01 par rapport à Treg; $<p 0,05, $$<p 0,01 par rapport au 

non traité. 
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Résultat 30.  Expression de CD27 dans les Th17 au sein de LTCD4+triés exposées +/- 

CFC+/- NAC pendant 72h et stimulées via anti-CD3. (C) Comparaison des % CD27 des 

Th17, n=1  
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Résultat 30.  Expression de CD27 dans les sous-populations au sein de LTCD4+triés 

exposées +/- CFC+/- NAC pendant 72h et stimulées via anti-CD3. Les TCD4+ triés 

magnétiquement, +/- NAC +/- CFC +/- 2µg/ml d’anti-CD3 sont marqués au niveau 

membranaire par anti-CD4/25/CD45RO/CCR6/ CD127, et l’anti-CD27 à 72h. (D) 

Comparaison des % CD27 des sous-populations de TCD4+, Moyenne +/-SEM n=4. Mann-

Whitney U test, Significativité  *<p 0,05, **<p 0,01 par rapport à Treg; $<p 0,05, $$<p 0,01 

par rapport au non traité. 
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 Résultat 31. – Expression de p 16 dans les sous-populations lymphocytaires isolées, en 

condition basale, n=1. 
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Résultat 31. – Expression de p 16 dans les sous-populations lymphocytaires isolées, en 

condition basale +traitement à la NAC, n=1. 
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Résultat 31. – Expression de p 16 dans les sous-populations lymphocytaires isolées, après 

exposition à 5% CFC pendant 24h, n=1. 
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Résultat 31. – Expression de p 16 dans les sous-populations lymphocytaires isolées 

prétraitées à la NAC puis exposées 24h au CFC, n=1. 
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Résultat 31. – Expression de p 16 dans les sous-populations lymphocytaires isolées. Les sous-

populations lymphocytaires isolées traitées ou non par 5% CFC pendant 24h +/-NAC, par ICC et lu au 

microscope. Condition NS, NS ISO, FC et FC iso n=5 et les conditions avec la NAC n=2. Mann-

Whitney U test, Significativité $<p 0.05, $$<p 0.01 par rapport au non traité.  *<p 0.05 et **<p 

0.01 par rapport aux autres sous-populations. 
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Résultats supplémentaires 
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Figure. Vérification du tri TCD4+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. Vérification du tri Treg effectué par le trieur de cellules. Les cellules 

CD4+CD25highCD127-/low triées expriment le facteur de transcription FOXP3 (93,1%) 
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Figure. Contrôle isotype p 16 en condition basale 
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Figure. Contrôle isotype p 16 en condition basale +NAC 
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 Figure. Contrôle isotype p 16 après traitement au CFC 
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