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Avant-propos. 
 

Le tabac est une cause de morbidité et de mortalité très importante dans notre société et 

représente de loin le facteur de risque le plus simple à éviter pour de nombreuses pathologies. 

En plus de son rôle démontré dans certains cancers, le tabagisme est un facteur étiologique ou 

péjoratif important dans de nombreuses maladies inflammatoires chroniques, dont la 

bronchopneumopathie obstructive chronique (BPCO). 

La plupart des composés de la fumée de cigarette sont connus pour leur effet carcinogène ou 

toxique pour les cellules. Les voies aériennes supérieures et les poumons sont les premiers 

organes exposés à la fumée de cigarette. Ce sont aussi un des principaux lieux d’exposition de 

l’organisme à des pathogènes et des antigènes environnementaux. Divers mécanismes de 

défenses de l’organisme, en particulier le système immunitaire sont impliqués dans 

l’éradication de ces agressions dans le poumon. Cependant, le tabagisme est à l’origine 

d’anomalies de la réponse immunitaire innée et adaptative, conduisant à une plus grande 

susceptibilité des fumeurs aux infections.  

En effet, la consommation de tabac est associée à la production à la fois de médiateurs pro-et 

anti-inflammatoires par les cellules endothéliales pulmonaires. Cependant, la fumée de 

cigarette provoque une altération des fonctions des cellules mononucléées impliquées dans 

l’immunité innée : monocytes et macrophages, polynucléaires neutrophiles et cellules 

dendritiques. De plus, l’effet de l’exposition des cellules du système immunitaire adaptatif à la 

fumée de cigarette consiste en un mélange d’inflammation et d’immunosuppression. Un défaut 

de capacité de prolifération ajouté à une susceptibilité à l’apoptose accrue des lymphocytes T 

CD4+ Th1, serait la cause d’une susceptibilité plus importante des fumeurs à certaines infections 

virales ou bactériennes dépendant de la réponse Th1 et des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 

(Hernandez CP, 2013, Shaler CR, 2013).  

D’autre part, chez les fumeurs asymptomatiques, on observe une augmentation en nombre et 

en proportion des lymphocytes Th17 dans les tissus pulmonaires et dans le sang périphérique, 

et cette augmentation est plus importante chez les fumeurs atteints de BPCO, maladie dont le 

principal facteur étiologique est le tabagisme (Di Stefano A, 2009, Shan M, 2009 & 2012, Doe 

C, 2010, Wang H, 2014). Les lymphocytes Th17 sont impliqués dans la défense immunitaire 

contre certains champignons et bactéries extracellulaires. Cependant, leur rôle pathogène a été 

mis en évidence dans différentes pathologies inflammatoires chroniques, parmi lesquelles la 

BPCO. La prolifération des lymphocytes Th17 est finement contrôlée afin de limiter leur 
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activité pro-inflammatoire dangereuse. Chez les fumeurs, et encore plus chez les patients 

atteints de BPCO, cette augmentation des lymphocytes Th17 est une composante importante de 

l’inflammation chronique observée, et est associée à la sévérité de la maladie. Cette 

augmentation des lymphocytes Th17 chez les fumeurs, contraste avec la rareté habituelle de ces 

cellules dans les tissus périphériques-sites d’inflammation. Le rôle pathogène de 

l’augmentation des Th17 dans les poumons de fumeurs atteints de BPCO a été confirmé à l’aide 

de modèles animaux d’exposition à la fumée de cigarette reproduisant l’augmentation des Th17 

(Harrison OJ, 2008) ; les souris déplétées des populations cellulaires exprimant le récepteur 

CCR6 (Chemokine receptor 6), incluant les Th17, sont partiellement protégées de 

l’inflammation et de la destruction des tissus alvéolaires pulmonaires (Brusselle GG, 2006, 

Bracke KR, 2006, Shan M, 2012). Les mécanismes permettant d’expliquer l’augmentation des 

Th17 chez les fumeurs sont encore inconnus. 

La sénescence consiste dans un arrêt permanent de la prolifération cellulaire en rapport avec le 

raccourcissement des télomères (sénescence réplicative), ou en réponse à plusieurs autres 

formes de stress (sénescence accélérée), mais les cellules sénescentes restent métaboliquement 

actives. De plus le sécrétome des cellules sénescentes présente un profil de type pro-

inflammatoire. La sénescence des cellules pulmonaires est associée à la pathogénèse de la 

BPCO. 

A l’instar de ce qui a été décrit dans différentes cellules pulmonaires (Tsuji T, 2004, Nyunoya 

T, 2006, Tomita K, Amsellem V, 2011, Aoshiba K, 2012, Dagouassat M, 2013) des données 

existent concernant des caractéristiques compatibles avec la sénescence des lymphocytes du 

sang périphérique de fumeurs sains ou atteints de BPCO : un raccourcissement des télomères a 

été observé dans les PBMCs de patients atteints de BPCO (Savale L, 2009, Houben JM, 2009) 

et dans les lymphocytes circulants de fumeurs asymptomatiques ou atteints de BPCO (Morlà 

M, 2006, Song Z, 2010).  

Dans notre étude, nous avons donc fait l’hypothèse que les lymphocytes Th17 présentent une 

susceptibilité augmentée à la sénescence induite par le tabac, en comparaison des autres 

lymphocytes T CD4+, qui serait responsable de l’augmentation en nombre et en proportion des 

Th17 chez les fumeurs, et contribuerait à aggraver les maladies inflammatoires chroniques 

impliquant les Th17 chez les fumeurs. Nous avons donc analysé la susceptibilité des Th17 à la 

sénescence induite par l’exposition à la fumée de cigarette, et le rôle de l’activation de la voie 

de signalisation ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases 1/2) dans ce phénomène. Nous 

avons également analysé le rôle des espèces réactives de l’oxygène (ERO) qui sont impliquées 

dans la régulation de l’activation de ERK1/2 (Finkel T, 1998, Griffith CE, 1998, Lee K, 2002, 
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Devadas S, 2002, Kwon J, 2003), et des médiateurs importants de la sénescence cellulaire 

(Michiels C, 1990, Wang Y, 2004, Duan J, 2005, Nyunoya T, 2006). 

La première partie de ce document fait tout d’abord la synthèse bibliographique du rôle du tabac 

dans les maladies inflammatoires chroniques et certaines formes de cancer. Nous avons ensuite 

dressé un aperçu des constituants de la fumée de cigarette, en particulier des composants 

pouvant être à l’origine d’un stress oxydant cellulaire. Nous avons également décrits les sources 

endogènes d’ERO, et les principaux systèmes antioxydants existant dans la cellule, et 

susceptibles d’être altérés par l’exposition à la fumée de cigarette. Nous avons ensuite décrit 

les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ ainsi que le rôle et la régulation de la 

voie ERK1/2 dans les lymphocytes T quiescents et activés. Enfin, nous abordons les effets 

délétères de la fumée de cigarette sur les cellules et en particulier sur les cellules du système 

immunitaire.  

Les objectifs et les hypothèses sur lesquelles sont basées ce travail sont énoncés dans la 

deuxième partie. La troisième partie de ce document présente les différentes cellules et les 

techniques utilisées dans cette étude. Les résultats de ce travail sont présentés dans la quatrième 

partie, et font l’objet en cinquième partie d’une discussion, suivie d’une conclusion générale et 

des perspectives. 

Ce travail de thèse a été réalisé sous la direction du docteur Sabine Le-Gouvello (MCU-PH), 

dans l’équipe 4 de l’unité Inserm 955/IMRB (Institut Mondor de Recherche Biologique), 

codirigée par le docteur Sophie Lanone et le professeur Jorge Boczkowski, à la Faculté de 

Médecine de l’Université Paris Est Créteil. 
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I. Tabagisme et maladies : Le tabagisme, un facteur de risque démontré pour 

de nombreuses pathologies 
 

Le tabac est une cause de morbidité et de mortalité très importante dans le monde et représente 

de loin le facteur de risque le plus simple à éviter pour de nombreuses pathologies. La 

consommation de tabac est une des addictions les plus communes, et le tabac a la particularité 

d’être le seul produit de consommation courante à l’origine du décès de la moitié de ses 

consommateurs réguliers (Bauer TM, 2013, Alwan A, 2011), ce qui représente plus de 5 

millions de morts par an. Ainsi, l’exposition à la fumée de cigarette est le principal facteur 

étiologique de la bronchopneumopathie obstructive (BPCO), et augmente significativement les 

risques de développer des maladies cardiovasculaires, différents types de cancers, et diverses 

infections microbiennes. La consommation de tabac est aussi un facteur de gravité dans la 

maladie de Crohn et l’arthrite rhumatoïde (Sopori M, 2002, Mehta H, 2008), et est associé à un 

retard de la guérison de certaines blessures. De plus, la consommation de tabac est associée à 

des symptômes menstruels aigus chez les fumeuses, une plus grande probabilité de grossesses 

non menées à terme, de mettre au monde des nouveaux-nés de faible poids, de transmettre le 

virus VIH-1 (virus de l’immunodéficience humaine) au fœtus, et une plus grande incidence de 

l’ostéoporose (Sopori M, 2002). 

 

A. BPCO. 

 

La BPCO est une maladie pulmonaire inflammatoire chronique dont le principal agent 

étiologique est le tabagisme dans les pays industrialisés. La BPCO représente un problème 

majeur de santé publique mondial, et sa prévalence est de plus en plus importante dans les pays 

développés. Au niveau mondial, la BPCO affecte environ 63 millions de personnes et était à 

l’origine de 3 millions de morts en 2004. D’ici 2020, la BPCO devrait représenter la troisième 

cause de mortalité dans les pays occidentaux. Outre le tabagisme, elle peut être causée par des 

gaz et des particules nocives de l’environnement, notamment dans les pays émergents. La 

prévalence de la maladie est forte chez les fumeurs (1 fumeur sur 4).  

La BPCO est caractérisée par une augmentation progressive et non réversible de la taille des 

espaces aériens distaux conduisant à une réduction de la « pression élastique » et donc du débit 

expiratoire. Cette limitation est associée à un stress oxydant pulmonaire chronique, et à la 

présence d’un important infiltrat inflammatoire dans les voies aériennes et le parenchyme 
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pulmonaire, ainsi qu’à une destruction progressive des parois inter-alvéolaires, ou emphysème. 

Cet infiltrat inflammatoire est majoritairement constitué de neutrophiles et de macrophages, 

mais aussi de cellules dendritiques et de cellules T activées. 

Le recrutement et l’activation des différentes cellules inflammatoires jouent un rôle majeur dans 

la progression de la BPCO. Le rôle des polynucléaires neutrophiles, macrophages et 

lymphocytes T CD8+ est déjà bien décrit. Ces neutrophiles et macrophages sont capables de 

sécréter des médiateurs de l’inflammation (cytokines et chimiokines) et des protéinases telles 

que les métalloprotéinases matricielles (MMPs) ou l’élastase des neutrophiles qui jouent un rôle 

dans la destruction des tissus pulmonaires. Chez les patients atteints de BPCO une augmentation 

du nombre de lymphocytes T CD4+ et T CD8+ dans les tissus pulmonaires est observée avec un 

ratio lymphocytes T CD4+/CD8+ en faveur des CD8+. Il existe une corrélation entre le degré de 

destruction des parois alvéolaires et l’augmentation du nombre de lymphocytes T CD8+ (Barnes 

PJ 2004, Motz GT, 2008).  

La fumée de cigarette contient plus de 4500 xénobiotiques et 1014 radicaux libres capables 

d’endommager les cellules épithéliales. Les produits générés par ces cellules endommagées 

peuvent constituer des ligands pour les Toll-like receptors (TLR) 2 et 4. La fixation des ligands 

sur ces récepteurs, en activant la voie NF-B, entraine la production de facteurs pro-

inflammatoires par les cellules épithéliales. Ces facteurs recrutent et activent les cellules de 

l’immunité innée dont les macrophages et les neutrophiles qui répondent en produisant des 

enzymes protéolytiques et accentuent les dommages causés aux tissus pulmonaires. D’autres 

événements tels des désordres des balances protéases/antiprotéases et oxydants/antioxydants 

peuvent aussi causer des dommages aux cellules. Il a été proposé que ceci pourrait avoir pour 

effet de mettre à jour des autoantigènes, modifier des protéines ou libérer l’ADN des cellules 

apoptotiques ; ces produits pourraient être reconnus par le système immunitaire adaptatif 

comme des antigènes étrangers et être à l’origine d’une réponse immunitaire autoimmune 

(Cosio MG, 2009). A l’instar d’autres pathologies chroniques inflammatoires, des études 

récentes indiquent que le lien entre la réponse immunitaire innée et la réponse adaptative est 

réalisée par les cellules dendritiques impliquées dans la pathogénèse de la BPCO (Demoor, T, 

2009). Chez les patients atteints de BPCO une augmentation des cellules dendritiques matures 

est retrouvée dans les tissus pulmonaires (Cosio MG, 2009). Il est possible que dans les 

poumons de fumeurs ces cellules utilisent le matériel issu des cellules endommagées ou 

apoptotiques pour les présenter associés à des molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) et activer les cellules de l’immunité adaptative. La réponse 

immunitaire adaptative fait intervenir des lymphocytes B et T (CD4+ et CD8+), activés par les 
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cellules dendritiques. Attirés par l’inflammation persistante des tissus sous-jacents, ces 

lymphocytes sont recrutés au niveau de l’endothélium vasculaire. La réponse adaptative peut 

s’installer dans le temps. Il s’agit d’une réponse inflammatoire chronique qui fait intervenir des 

lymphocytes T CD4+ effecteurs de type Th1 et des lymphocytes T CD8+ (Cosio MG, 2009) 

(Fig I1).  

 

 

Fig.I 1. Physiopathologie de la BPCO : Interface cellules pulmonaires et immunes dans 
l’emphysème pulmonaire. 

Plus récemment, une proportion plus importante des populations de lymphocytes T CD4+ 

sécrétant de l’interleukine 17 A (IL-17A), ou Th17, circulantes et pulmonaires a été retrouvée 

chez les fumeurs qu’ils soient atteints ou non de BPCO (Di Stefano A, 2009, Shan M, 2009, 

Doe C, 2011, Wang H, 2015). Cette augmentation 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). Les lymphocytes CD4+ sécrétant de l’IL-17 (Th17) privilégient et 

renforcent la réponse des cellules de l’immunité innée.  

A l’inverse, un petit nombre d’études ont montré que les poumons de personnes n’ayant jamais 

fumé ou de fumeurs possédant des fonctions pulmonaires normales contiennent un nombre plus 

important de lymphocytes T régulateurs (Tregs) par rapport aux poumons de patients atteints 
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de BPCO et d’emphysème, suggérant un déficit chez ces patients de la régulation de la réponse 

inflammatoire chronique (Barcelo, B, 2008, Roos-Engstrand E, 2009).  

Ces différentes études sont en faveur d’un rôle majeur des Th17 dans l’inflammation associée 

à la BPCO. Cependant, le mécanisme causal de l’augmentation des Th17 chez les fumeurs avec 

ou sans BPCO n’est pas encore clairement défini.  

 

B. Autres maladies inflammatoires chroniques. 

 

L’exposition à la fumée de cigarette majore la sévérité de nombreuses maladies inflammatoires 

chroniques telles que la sclérose en plaque (Riise T, 2003, Hernan MA, 2005), l’arthrite 

rhumatoïde (Saag KG, 1997) et certaines maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

telles que la maladie de Crohn (Cosnes J, 2010). De manière intéressante, ces maladies ont été 

associées à un rôle pathogène de la sous-population des lymphocytes T CD4+ de type Th17. En 

revanche, le tabagisme protège contre la rectocolite hémorragique et en atténue l’évolution 

(Bustamante M, 1998). 

 

C. Maladies cardiovasculaires. 

 

Les maladies cardiovasculaires comprennent un ensemble de troubles affectant le cœur et les 

vaisseaux sanguins (cardiopathies coronariennes, maladies cérébro-vasculaires, artériopathies 

périphériques et rhumatismales, les thromboses veineuses, …). La consommation de tabac est 

un des principaux facteurs de risque cardiovasculaire (Ezzati M, 2005). Elle augmente le risque 

coronaire (Kawachi I, 1994 ; 1997) et est souvent associée à la survenue d’accidents coronaires 

aigus chez des sujets jeunes et à la survenue des infarctus du myocarde avant 45 ans (Marques-

Vidal P, 2001), et augmente le risque d’accident vasculaire cérébral (Shinton R, 1989).  

L’inflammation et la réponse immunitaire adaptative participent à la pathogénèse de 

l’athérosclérose dès les stades les plus précoces et peuvent influencer la survenue et l’issue de 

syndromes coronaires aigus. Les polynuléaires neutrophiles prennent part aux processus 

athéroscléreux et il existe une corrélation statistique entre une augmentation du nombre de 

neutrophiles activés circulants et le risque d’infarctus du myocarde. Chez les fumeurs, on 

observe un plus grand nombre de polynucléaires circulants par rapport aux non-fumeurs. De 

plus chez les fumeurs, les neutrophiles ont des niveaux d’expression plus importants de 

myeloperoxydase et des intégrines CD11b, CD15 et CD63, qui sont respectivement des 
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marqueurs d’activation de ces cellules et permettent d’augmenter l’adhésion aux cellules 

endothéliales et l’accès au site inflammatoire (Gustafsson A, 2000). Les macrophages sont 

impliqués dans la progression des lésions athéroscléreuses. Ceux-ci participent à la dégradation 

de la matrice extracellulaire facilitant la rupture des plaques d’athérome (Caligiuri G, 2004). 

Chez les fumeurs, les monocytes montrent également une augmentation de l’expression des 

intégrines CD11b et CD18 facilitant leur infiltration dans les tissus inflammatoires où ils se 

différencieront en macrophages. Il n’existe pas de données sur l’effet de la fumée de cigarette 

sur cette différenciation (Gustafsson A, 2000). Enfin, les lymphocytes T, et en particulier les 

CD4+ sont associés au développement de l’athérosclérose et des syndromes coronaires aigus 

(Zhao Z, 2011, Li Q, 2014). Les patients atteints de syndromes coronaires aigus montrent une 

augmentation importante du nombre de lymphocytes Th17, Th17/Th1 (IL-17A+IFN-+) 

périphériques et une réduction du nombre de Tregs (Zhao Z, 2011). Néanmoins, à notre 

connaissance, il n’existe pas de données concernant un effet de la fumée de cigarette sur les 

populations de lymphocytes T CD4+ impliquées dans la pathogènese des maladies 

cardiovasculaires. 

 

D. Infections microbiennes 

 

Le risque de développer des infections microbiennes est plus important chez les fumeurs actifs, 

comparativement aux non-fumeurs, mais aussi chez les fumeurs passifs (avec une susceptibilité 

environ double de celle des non-fumeurs) (Bagaitkar J, 2008). Le tabagisme actif chez les 

parents est d’ailleurs fortement corrélé avec une augmentation de la fréquence des infections 

respiratoires d’origine bactérienne chez les enfants (Peat JK, 2001). Les fumeurs présentent une 

susceptibilité plus importante aux infections virales du tractus respiratoire (rhinovirus, 

influenza/varicella pneumonitis), ainsi qu’à des infections bactériennes, notamment par 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus Influenzae, Neisseria meningitis, Staphylococcus 

aureus, Legionella pneumophila et Mycobacterium tuberculosis. 

Les effets de la fumée de cigarette sur la susceptibilité aux infections sont le plus souvent 

attribuée à son effet sur les réponses immunitaires innées et adaptatives, mais un effet direct sur 

les pathogènes pourrait aussi être impliqué. La fumée de cigarette peut directement influencer 

le système mucocilliaire et les mécanismes de la défense immunitaire innée contre les 

pathogènes, les macrophages alvéolaires et les cellules dendritiques, et avoir pour effet une 

absence des réponses immunitaires innées et adaptatives. 
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Parallèlement, les pathogènes bactériens exposés à la fumée de cigarette présentent une 

modification de leur phénotype et sont plus virulents (McEachern EK, 2015). Ces bactéries 

peuvent être présentes directement dans les cigarettes (Sapkota AR, 2010) et montrer une 

augmentation de l’expression d’enzymes histolytiques et de facteur d’adhérence (adhésine, 

protéine de liaison à la fibronectine, …) (Baboni FB, 2009, Kulkarni R, 2012, Grigg J, 2012). 

Enfin, la présence de mutagènes dans la fumée de cigarette pourrait provoquer des mutations 

dans les génomes bactériens et être à l’origine d’une résistance aux antibiotiques (Miyahara, E, 

2011). Il est à noter également que la BPCO est marquée par des épisodes d’exacerbations qui 

sont principalement provoquées par des pathogènes tels que Streptococcus pneumoniae, 

Haemophilus influenzae et Moraxella Catarrhalis. Ces organismes bactériens peuvent 

coloniser les voies respiratoires des patients BPCO entre les épisodes d’exacerbations et, 

puisque beaucoup de ces bactéries persistent entre les exacerbations, leur présence pourrait 

promouvoir une inflammation chronique au niveau pulmonaire participant ainsi à la 

pathogénèse de la BPCO. 

La fumée de cigarette pourrait être également à l’origine d’une modification de la composition 

du microbiote des voies aériennes et du poumon. La relation entre le microbiote pulmonaire et 

le statut BPCO des patients est un sujet actuellement étudié par différentes équipes, et il n’existe 

pas encore de consensus sur une augmentation ou une diminution dans la diversité des 

communautés bactériennes (Hilty M, 2010, Erb-Downward JR, 2011, Pragman AA, 2012, Sze 

MA, 2012). Il a ainsi été montré, chez la souris, que la présence dans la muqueuse de l’intestin 

de bactéries Gram positif, de type filamentaire segmentée (SFB) telles que Candidatus 

arthromitus, est suffisante pour induire le développement de cellules Th17 productrices d’IL-

17 et IL-22 (Ivanov II, 2009). Les bactéries SFB sont absentes chez l’homme, néanmoins, 

d’autres bactéries non encore identifiées mais présentant les mêmes propriétés pourraient être 

présentes. Une étude récente a montré que chez l’homme la présence des bactéries Prevotella 

et Veillonella dans les voies aériennes supérieures est associée à une augmentation du nombre 

de lymphocytes Th17 dans le lavage broncho alvéolaire (LBA) (Segal LN, 2016). 

 

E. Tabagisme et VIH. 

 

Le VIH est à l’origine d’une maladie, le syndrôme d’immunodéficience acquise (SIDA), 

caractérisée par une déplétion massive de la population de lymphocytes T CD4+ dans le tractus 

gastro-intestinal. Au sein de cette population digestive de T CD4+, les Th17 sont 
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particulièrement vulnérables (Brenchley JM, 2008). Au contraire, dans les tissus pulmonaires, 

les lymphocytes Th17 semblent plus résistants à la déplétion provoquée par le VIH (Brenchley 

JM, 2008). 

La proportion de fumeurs chez les adultes positifs pour le VIH est forte (50 à 70%) (Feldman 

JG, 2006, Bernard A, 2007, Tesoriero JM, 2010). Chez les fumeurs positifs pour le VIH, le taux 

de mortalité est deux fois plus élevé que celui des non-fumeurs (Crothers K, 2005). De plus, 

chez les patients positifs pour le VIH et fumeurs, les effets des thérapies anti-rétrovirales sur la 

charge virale, la réponse immunitaire et la progression de la maladie sont moindres (Feldman 

JG, 2006, Lallo UG, 2016). 

Le virus VIH et la consommation de tabac ont tous deux pour effet de supprimer les défenses 

immunitaires pulmonaires et sont associés à une probabilité plus importante de développer des 

maladies pulmonaires telles que des pneumonies d’origine bactérienne et la tuberculose 

(Tumbarello M, 1998, Miguez-Burbano MJ, 2005, Gordin FM, 2008). Les patients HIV positifs 

présentent de plus une susceptibilité plus importante et un âge de survenue plus précoce de 

développer une BPCO et un emphysème pulmonaire (Crothers K, 2006, Petrache I, 2008, Lallo 

UG, 2016). 

Enfin, chez les patients VIH positifs fumeurs, en comparaison des patients non-fumeurs, 

l’incidence des cancers pulmonaires et cervicaux est élevée, et ces cancers apparaissent chez 

des sujets plus jeunes en comparaison de la population VIH négative (Kirk GD, 2007).  

 

F. Cancer. 

 

a) Cancers associés au tabagisme : poumon, 

bouche, larynx, œsophage et vessie. 

 

La consommation de tabac est associée à un risque plus important par rapport aux non-fumeurs 

de développer des cancers du poumon (Sasco AJ, 2004), de la bouche, du larynx, du pharynx 

(Gandini S, 2008), du nasopharynx, de l’œsophage (Cook, MB, 2010), de l’estomac (Tredaniel 

J, 1997), du foie (Tanaka K, 2006), du pancréas (Bosetti C, 2012), du col de l’utérus (Slattery 

ML, 1989) et de la vessie (Brennan P, 2000). La plus forte association entre la consommation 

de tabac et le risque de survenue d’un cancer concerne logiquement les cancers du tractus 

respiratoire (poumon, larynx, pharynx,…) 
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La consommation de tabac est le facteur de risque le plus important pour le développement d’un 

cancer pulmonaire (Ezzati M, 2000). Les cancers du poumon sont une des principales causes 

de mortalité dans le monde, tant chez l’homme que chez la femme, et représentent un nombre 

de cas plus important que les cancers du sein, de la prostate et colorectaux réunis (Jemal A, 

2008). Le rôle des nombreux composés toxiques contenus dans la fumée de cigarette dans la 

carcinogénèse pulmonaire a été démontré, et l’augmentation de la mortalité par cancer du 

poumon est étroitement liée à l’évolution de la consommation de tabac. 

Le risque de survenue des cancers du tractus digestif, cancers de l’œsophage et cancers 

gastriques est également augmenté chez les fumeurs (Botteri E, 2008). 

Enfin, la consommation de tabac augmente le risque de cancer dans des organes tels que le rein, 

la vessie, le col de l’utérus, le tractus urogénital et le pancréas, qui sont des organes exposés de 

manière indirecte à des produits de dégradation du tabac (Gandini S, 2008). 

 

b) Cancer colorectal. 

 

Bien que le tabagisme soit associé à un risque augmenté de développer un adénome colorectal, 

la plupart des études concernant le tabagisme sur l’incidence et la mortalité par cancer 

n’associent pas le tabagisme à un risque augmenté de développer un cancer colorectal. Ceci est 

probablement dû à la durée importante du laps de temps nécessaire au développement de la 

tumeur, estimé à 30 à 40 ans après le début de la consommation de tabac. Néanmoins, aux Etats 

Unis, 15 à 20% des cancers colorectaux pourraient être liés à la consommation de tabac. 

Diverses analyses (Botteri E, 2008, Liang PS 2009, Tsoi KK 2009) ont ainsi montré que la 

consommation quotidienne de cigarette (38% d’augmentation du risque), la durée de la 

consommation (20% d’augmentation du risque), et l’âge de début (4% d’augmentation du 

risque) interviennent dans le développement du cancer colorectal. 

La fumée de cigarette contient de nombreux carcinogènes susceptibles d’atteindre les 

muqueuses colorectales, soit via la circulation sanguine, soit directement par ingestion (Chan 

AT, 2011). De manière intéressante, il a été montré que l’incidence du cancer colorectal est 

plus importante chez les anciens fumeurs que chez les personnes consommant toujours du tabac. 

Ceci pourrait être en lien avec des événements précoces et irréversibles tels que des dommages 

d’ordre génétique (Botteri E, 2008). 
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c) Cancer du sein 

 

Le cancer du sein est le cancer le plus communément diagnostiqué chez les femmes aux Etats-

Unis (DeSantis, C, 2011). Traditionnellement, le cancer du sein n’est pas un cancer associé à la 

consommation de tabac. Cependant, de nombreuses études in vitro et in vivo ont permis de 

démontrer l’implication de l’exposition à la fumée de cigarette dans la carcinogénèse du cancer 

du sein (Reynolds P, 2013). De nombreuses études ont montré que l’association entre le 

tabagisme et le risque de développer un cancer du sein dépend du nombre d’années de 

consommation, de la quantité consommée et de l’âge de début de consommation (Passarelli 

MN, 2004). 

d) Métastases des cancers. 

 

La fumée de cigarette contient de nombreux composés dont des « hydrocarbures aromatiques 

polycycliques » (PAHs) (Yoshino I, 2007), de la nicotine (Dasgupta P, 2009), et des espèces 

réactives de l’oxygène (ERO) (Zhang H, 2012) susceptibles d’induire une transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT) via différentes voies de signalisation. L’EMT est un mécanisme qui 

permet aux cellules épithéliales d’acquérir un phénotype de cellules mésenchymateuses et des 

capacités de migration augmentées. Un processus d’EMT contribue à la transformation maligne 

dans différentes formes de cancer, pour lesquels cette EMT est associée à un phénotype invasif 

et métastatique (Singh A, 2010). Les effets de la fumée de cigarette sur l’EMT ne sont pas 

limités aux cancers pulmonaires et peuvent concerner d’autres formes de cancer telles que le 

cancer du sein (Murin S, 2001), de l’œsophage (Abrams JA, 2008), de l’oropharynx (McBride 

SM, 2012) et de la prostate (Moreira DM 2014). En effet, le tabagisme est associé à un stade 

de la maladie plus avancé au moment de la prostatectomie (Moreira DM 2014). 

 

e) Rôle du tabagisme sur la réponse 

immunitaire anti-tumorale.  

 

Le système immunitaire joue un rôle important dans l’élimination des cellules cancéreuses, 

dans le contrôle de la croissance tumorale et dans la formation des métastases. Les lymphocytes 

T CD4+, CD8+,  et des cellules NK (Natural Killer) et NKT (lymphocyte natural killer T) 

peuvent reconnaître et éliminer les nouvelles cellules transformées. Des données suggèrent que 

la fumée de cigarette compromet la surveillance antitumorale (Sopori M, 2002). Des données 
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ont ainsi montré que la surveillance antitumorale médiée par les cellules NKT est inhibée par 

l’exposition à la fumée de cigarette (Lu LM, 2008).
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II. Exposition à la fumée de cigarette : un stress oxydant cellulaire ? 
 

A. Constituants de la fumée de cigarette. 

 

La fumée de cigarette contient plus de 45000 composés chimiques qui peuvent être des 

carcinogènes (benzopyrènes), des toxines (monoxyde de carbone et nicotine), des particules 

réactives (ions métalliques) ou des oxydants. Le contenu et la concentration des différents 

composés chimiques sont très variables d’une marque de cigarette à une autre. La fumée de 

cigarette génère énormément de composés à la fois dans les compartiments extracellulaires et 

dans la cellule, qui peuvent se présenter sous forme de particules, de composés solubles dans 

l’eau, ou de gaz. Les principaux composants de la fumée de cigarette à l’origine des effets 

délétères de la fumée de cigarette incluent la nicotine, les goudrons, l’ammoniaque, le 

monoxyde de carbone, le dioxyde de carbone, le formaldéhyde, l’acroléine, l’acétone, les 

benzopyrènes, l’hydroxyquinone, les oxydes nitriques et le cadmium (Rennars SI, 2004). 

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 (Clunes LA, 2008). 

 

Fig.I 2. Composition de la fumée de cigarette totale. 
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L’analyse chimique de la composition de la fumée de cigarette se fait au moyen d’une machine 

à fumer et d’un filtre en verre, ou filtre de Cambridge, permettant la séparation de ses deux 

phases. Ici, nous nous intéresserons plus particulièrement à ses composants solubles. Dans la 

majeure partie des modèles d’exposition in vitro de cellules au condensat de fumée de cigarette, 

dont ce présent travail, les constituants solubles de la fumée sont récupérés à l’aide d’un système 

de « bullage » et ainsi mélangés au milieu de culture. 

Parmi les composants solubles de la fumée de cigarette, dans la phase gazeuse on retrouve du 

monoxyde de carbone, des oxydes d’azote et des aldéhydes. Un des principaux composants 

solubles de la phase particulaire est la nicotine (Smith CJ, 2001). On retrouve également des 

sucres, qui, sous l’effet de la combustion de la cigarette, vont caraméliser et donner naissance 

à des acides organiques et des aldéhydes dont le formaldéhyde, l’acétaldéhyde et l’acroléine 

(Talhout R, 2006). La phase gazeuse et la phase particulaire de la fumée de cigarette réunies 

contiennent différentes espèces de radicaux libres et des composés non radicalaires. Le nombre 

total des ces espèces chimiques présentes dans la fumée de cigarette se chiffre en milliards 

(Hoffman D, 1997) et inclue des ERO et des espèces réactives de l’azote (ERN), dont l’anion 

superoxyde (O2
•-), le peroxyde d’hydrogène (H2O2), des radicaux hydroxyles, et du monoxyde 

d’azote (Hasnis E, 2007). Ces espèces réactives peuvent causer des dommages cellulaires dans 

les tissus pulmonaires, mais aussi entrer dans la circulation sanguine (Csiszar A, 2009). 

Néanmoins, étant donné la faible durée de vie des espèces réactives il est peu probable que 

ceux-ci aient un impact au niveau systémique. En revanche, les phases gazeuses et particulaires 

de la fumée de cigarette contiennent des substances stables telles que des aldéhydes saturés et 

insaturés susceptibles d’augmenter la production d’ERO/ERN intracellulaire lors d’une 

exposition à la fumée de cigarette dans des tissus éloignés des poumons (Rom O, 2012).  

Les ERO et les ERN sont en effet produites physiologiquement par le métabolisme cellulaire. 

Ces ERO et ERN sont produites par des enzymes, dont l’activité est particulièrement contrôlée, 

telles que les différentes isoformes de la NADPH oxydase (Nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate oxydase), les complexes enzymatiques mitochondriaux de la chaîne respiratoire 

(ERO) et la NO synthase (ERN). Ces espèces réactives ont un rôle double, à la fois délétère et 

bénéfique. L’excès de radicaux libres, ou stress oxydant (ERO) et/ou stress nitrosatif (ERN), 

cause des dommages biologiques (altération des constituants lipidiques, protéiques ou de 

l’ADN cellulaire). Toutefois, les ERO/ERN à des doses faibles ou modérées physiologiques 

interviennent de manière bénéfique dans la défense contre des agents infectieux, la régulation 

de nombreuses voies de signalisation, la modulation de l’expression de gènes et la réponse 

mitogénique (revue dans Beaudeux JL, 2006 &Valko M, 2007). La régulation des taux 
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intracellulaires d’ERO/ERN se fait par les systèmes anti-oxydants constitutifs de la cellule et 

l’induction de gènes dont le produit possède une activité anti-oxydante, ou la répression de 

gènes dont le produit exprime une activité pro-oxydante. Plusieurs facteurs de transcription 

fondamentaux pour la cellule sont les cibles des ERO/ERN. Le stress oxydant est un acteur 

majeur de la sénescence des lymphocytes T (Holbrook NJ, 2002, Benz CC, 2008, Griffiths HR, 

2011). Les voies des MAPkinases (Mitogen-activated protein kinases) sont les principales voies 

de signalisation impliquées dans la réponse au stress oxydant des lymphocytes T CD4+ (revue 

dans Goronzy JJ, 2012). L’induction de la sénescence des lymphocytes T CD4+ est associée à 

la modulation des voies des MAPkinases p38 et ERK1/2 (Ye J, 2012). Dans ce travail, nous 

nous sommes donc focalisé sur les ERO. 

Les principales ERO, les sources d’ERO, les ERO présentes dans le condensat de fumée de 

cigarette (CFC) et la réponse anti-oxydante seront décrits dans les prochains points de ce 

chapitre. 

 

B. Les espèces réactives de l’oxygène 

 

Les ERO sont des espèces chimiques, issues de l’oxygène moléculaire, telles que des radicaux 

libres, ou des dérivés non radicalaires : des peroxydes et des ions oxygénés. Elles représentent 

la plus importante classe d’espèces réactives générées dans les organismes vivants en raison de 

l’importance du métabolisme aérobie. 

Les ERO ont longtemps été considérées comme des dérivés nocifs du métabolisme cellulaire 

susceptibles de causer des dommages aux macromolécules telles que l’ADN, les protéines et 

les lipides. Les ERO sont également connues en tant qu’armes utilisées par les phagocytes 

contre certains pathogènes. Mais les ERO sont également présentes à concentration très faible 

dans la cellule et sont des produits essentiels au fonctionnement cellulaire, jouant un rôle 

important en tant que seconds messagers dans de nombreuses voies de signalisation, et seraient 

impliquées dans la prolifération cellulaire et la mort cellulaire programmée. 

La chaîne respiratoire mitochondriale et les réactions enzymatiques impliquant les NADPH 

oxydases, la xanthine oxydase, les cyclooxygénases et les lipooxygénases sont des sources 

endogènes de production d’ERO. Des stimuli exogènes tels que les rayonnements ultra-violets 

(UV), certains polluants environnementaux et molécules chimiques peuvent également 

produire des ERO. Le taux d’ERO est maintenu en quantité nécessaire pour le bon 

fonctionnement cellulaire par des systèmes d’élimination des ERO qui empêchent l’excès 
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d’oxydation lié à un taux trop élevé. Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre en 

faveur de la production d’ERO qui conduit à une oxydation accrue des composants cellulaires 

essentiels. Il est observé lorsque la production des ERO dépasse les capacités de défense anti-

oxydante de la cellule. Le déséquilibre pro/antioxydant peut être d’origine exogène, ou 

d’origine endogène lors de dysfonctionnements de certaines sources de production ou des 

systèmes d’élimination des ERO. 

Les ERO regroupent un ensemble de dérivés radicalaires de l’oxygène, mais également des 

composés non radicalaires (hydroperoxides, ROOH et H2O2). Les formes radicalaires de 

l’oxygène sont des intermédiaires de la transition O2/H2O. Ces différentes formes d’ERO ne 

sont pas indépendantes les unes des autres et agissent en cascade avec des degrés de réactivité 

différents. 

 

a) Les espèces radicalaires de l’oxygène. 

 

Comme tout radical libre, les espèces radicalaires de l’oxygène sont des espèces chimiques 

possédant un électron célibataire leur conférant une réactivité importante vis-à-vis d’autres 

molécules. Compte tenu de leur grande réactivité, leur durée de vie est très courte.  

Parmi les espèces radicalaires de l’oxygène formées chez les êtres vivants, on peut distinguer 

des radicaux primaires comme l’anion superoxyde (O2
-), et des radicaux secondaires comme 

les radicaux peroxyles (ROO) et les radicaux alkoxyles (RO), issus de la réaction de radicaux 

primaires avec d’autres molécules (R : lipides, protéines, glucides) (Table I1). 

 

Nom Formule chimique 

Anion superoxyde O2
-

 

Radical hydroxyle OH 

Radical perhydroxyle HO2
 

Radical peroxyle ROO 

Radical alkoxyle RO 

Table I 1. Espèces radicalaires de l’oxygène. 
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(1) L’anion superoxyde. 

 

La réduction de l’oxygène en eau nécessite 4 e- en provenance de la chaîne respiratoire 

mitochondriale. 

O2+ 4e- + 4H+  2H2O 

Cependant, dans 2 à 5% des cas, en présence de métaux, de molécules organiques ou d’enzymes 

(oxydases ou complexes de la chaîne respiratoire), l’oxygène fait l’objet d’une réduction 

incomplète. Chaque molécule d’oxygène sera réduite par un seul électron, donnant naissance à 

un anion superoxyde O2
-. 

O2+ e-   O2
-. 

Les anions superoxydes ne sont pas très réactifs et ont une demi-vie courte, mais ils constituent 

des radicaux précurseurs et ils exercent leurs effets par la formation d’espèces radicalaires 

beaucoup plus réactives. Ils peuvent provenir de plusieurs sources présentes dans toutes les 

cellules présentant un métabolisme aérobie. 

 

(2) Le radical perhydroxyle. 

 

Le radical perhydroxyle HO2
 est la forme protonée de l’anion superoxyde O2

-, et ces deux 

espèces radicalaires de l’oxygène sont en équilibre constant (Hool LC, 2006). Le radical 

perhydroxyle HO2
 est beaucoup plus oxydant que l’anion superoxyde O2

-. Sous cette forme 

l’anion superoxyde peut être transformé soit spontanément, soit par la superoxyde dismutase 

en H2O2. 

 

(3) Le radical hydroxyle. 

 

Le radical hydroxyle OH peut être formé par la scission homolytique de la liaison –O-O- de 

H2O2, ou par la réaction de Fenton (cf infra), ou encore par la réaction entre le monoxyde 

d’azote NO, produit par certaines cellules, et O2
-. Ce radical a une durée de vie de l’ordre de 

10-11 secondes et une très grande réactivité dans les milieux biologiques. Il est capable d’oxyder 

pratiquement toutes les macromolécules telles que les protéines, les acides nucléiques, les 

acides gras poly-insaturés et les glucides, mais n’agit que dans l’environnement de son site de 

production (Gutteridge JM, 1994, Bergendi L, 1999). 
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(4) Les radicaux alkoxyles et peroxyles. 

 

Les radicaux alkoxyles RO et et peroxyles ROO sont en toute fin de chaîne de production des 

ERO. Ils ont le résultat de l’action oxydante de OH  sur les chaînes d’acides gras poly-insaturés. 

Ces deux ERO sont à l’origine des processus radicalaires en chaîne et en particulier de la 

peroxydation lipidique (Gutteridge JM, 1994, Bergendi L, 1999). 

 

b) Les dérivés non radicalaires de l’oxygène. 

 

Les dérivés non radicalaires de l’oxygène ne possèdent pas d’électron célibataire mais sont des 

précurseurs des radicaux libres, et sont aussi réactifs que ceux-ci, notamment en raison de leur 

capacité à réagir avec des métaux (Table I2). 

Nom Formule chimique 

Peroxyde d’hydrogène H2O2 

Acide hypochloreux HOCl 

Ozone O3 

Oxygène singulet 
1O2  

peroxynitrite ONOO-
 

Table I 2. Espèces non radicalaires de l’oxygène. 

 

(1) Le peroxyde d’hydrogène. 

 

En présence de protons, l’anion superoxyde subit généralement une réaction spontanée de 

dismutation aboutissant à la formation d’H2O2 et d’oxygène :  

2 O2
-+ 2H+  O2 + H2O2 

En présence de métaux de transition sous forme réduite, l’H2O2 subit une réaction d’oxydo-

réduction pour générer le radical hydroxyl OH (réaction de Fenton), un radical libre, comme 

dit précédemment, très réactif. 
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H2O2 + Fe2+  Fe3+ + OH- + OH 

Contrairement à l’O2
-, l’H2O2 est relativement stable (Winterbourn CC, 2013). Il est également 

stable à l’extérieur de la cellule en raison d’un environnement plus réducteur (Rutault K, 1999). 

Pendant de nombreuses années il était admis que l’H2O2 pouvait librement traverser les 

membranes cellulaires de manière passive. Néanmoins des études ont montré qu’il existe des 

gradients d’H2O2 de part et d’autre des membranes plasmiques des cellules eucaryotes (Antunes 

F, 2000, Makino N, 2004). De plus, compte tenu de sa polarité plus importante que l’eau, l’H2O2 

diffuse difficilement dans la bicouche lipidique hydrophobe. Des données expérimentales ont 

permis de montrer que la diffusion cellulaire de l’H2O2 est facilitée par des aquaporines et fait 

l’objet d’une régulation active (revue dans Bienert GP, 2014). L’H2O2 a donc la possibilité de 

diffuser d’une cellule à l’autre et peut exercer un effet paracrine (van Reyk DM, 2001, Matsue 

H, 2003). Son impact dans la cellule est important car, il réagit de préférence avec des protéines 

comportant des résidus cystéines (SH). Ces résidus sont parmi les mieux conservés et les plus 

abondants dans les protéines. 

 

(2) L’oxygène singulet. 

 

Sous l’influence de rayonnements ultraviolets (sources exogènes), la liaison entre les molécules 

d’oxygène est fragilisée et une inversion des spins des électrons peut s’effectuer donnant 

naissance à une forme plus réactive, l’oxygène singulet (1O2) dont la durée de vie est 

extrêmement courte. Il réagit avec les bases nucléiques, les lipides non saturés et les acides 

aminés. Au niveau de l’ADN, son interaction avec la guanine génère le 8-oxo-7,8-dihydro-2'-

deoxyguanosine (8-oxodGuo), qui est utilisé comme marqueur de stress oxydant (Ravanat JL, 

2000). 

C. Les principales sources d’espèces réactives de l’oxygène 

a) Sources exogènes d’ERO. 

 

Les sources exogènes d’ERO sont surtout d’origine physique et chimique (radiations X ou 

gamma, radiolyse de l’eau, UV 315-400nm, réactions photochimiques,…). De par notre mode 

de vie urbain et certaines habitudes, nous sommes exposés à divers composés présents dans 

l’air que nous respirons. Les gaz d’échappement des véhicules, les gaz rejetés par les usines ou 

les résidus de combustion du tabac inhalés par les fumeurs sont des sources exogènes d’ERO. 
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b) Sources endogènes d’ERO. 

 

De nombreuses sources d’ERO ont été identifiées dans la cellule, dont l’importance varie selon 

les tissus. Ces ERO peuvent être de l’O2
-, qui peut être dismuté en H2O2. L’H2O2 peut ensuite 

être clivé et générer le radical hydroxyl OH par la réaction de Fenton :  

H2O2+Fe2+  Fe3+ + OH-+HO 

Les ERO produites dans la cellule peuvent être produites par de nombreux systèmes 

enzymatiques. Dans la littérature scientifique, il est communément admis que la mitochondrie 

est la principale source d’ERO dans les cellules eucaryotes. Les résultats expérimentaux ne 

permettent pas de prouver cette idée reçue, mais vont tout de même dans le sens d’une 

contribution significative de la mitochondrie dans la production d’ERO (revue dans Brown GC, 

2011). Cette production d’ERO mitochondriale a notamment des rôles physiologiques 

importants dans la signalisation cellulaire des lymphocytes T (Sena LA, 2013). L’autre site 

cellulaire majoritaire de production d’ERO est la membrane plasmique. 

 

(1) La chaîne respiratoire mitochondriale. 

 

Les mitochondries sont des organites, de l'ordre du micron, présents dans toutes les cellules 

eucaryotes à l'exception des érythrocytes. Les mitochondries contribuent à l’essentiel de la 

production d’énergie cellulaire par la production d’ATP (adénosine-5'-triphosphate) au cours 

du cycle de Krebs, de la phosphorylation oxydative et de la -oxydation des acides gras. Les 

mitochondries sont également impliquées dans le maintien de l’homéostasie calcique, le 

métabolisme des acides aminés, de l’hème et du fer, le transport des métabolites et du fer, la 

signalisation cellulaire et la régulation de la mort cellulaire programmée. Les mitochondries 

sont également la principale source d’ERO dans la cellule au repos (Kowaltowski AJ, 2009, 

Zorov DB, 2014). 

Elles sont constituées d’une membrane interne et d’une membrane externe qui délimitent deux 

compartiments : un espace intermembranaire et la matrice mitochondriale. C’est dans cette 

membrane interne que l’on retrouve l’ATP synthase et les complexes de la chaîne respiratoire. 

La production d’énergie sous forme d’ATP se fait à partir du catabolisme des nutriments. Ceux-

ci sont pris en charge par le cycle de Krebs, voie métabolique particulière qui libère très peu 
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d’énergie sous forme de liaison phosphate mais permet l’oxydation complète de l’acétyl CoA. 

L’énergie ainsi libérée est transformée sous forme d’équivalents réduits, NADH,H+ et FADH2, 

substrats donneurs d’électrons à la chaîne respiratoire mitochondriale. Les électrons sont 

transférés tout le long de la chaîne respiratoire au cours des réactions d’oxydoréduction jusqu’à 

l’accepteur final, l’oxygène et sa réduction en eau. Les formes réduites, NADH,H+ et FADH2, 

cèdent respectivement leurs électrons au complexe I et II de la chaîne respiratoire 

mitochondriale 

La chaîne respiratoire est donc un ensemble de complexes enzymatiques qui permet la 

réoxydation des co-enzymes NADH,H+ et FADH2 (Fig. I3). Chaque complexe contient 

plusieurs transporteurs d’électrons agissant séquentiellement:  

 le complexe I : NADH-coenzyme Q oxydo-réductase, catalyse le transfert de 2e- du co-

facteur NADH  au coenzyme Q. Cette oxydation a lieu sur la face matricielle de la 

membrane par la NADH-déshydrogénase. Le transfert d’e- est accompagné par la 

translocation de 4H+ de la membrane interne vers l’espace intermembranaire 

contribuant ainsi à la création d’un gradient de protons (Sazanov LA, 2007). L’activité 

du complexe I peut être inhibée par la roténone. 

 

 le complexe II : succinate-coenzyme Q oxydo-réductase, oxyde le succinate en fumarate 

et permet le transfert de deux électrons au complexe III par l’intermédiaire de 

l’oxydation du FADH2 et d’un pool de coenzyme Q. Ce complexe fait à la fois partie de 

la chaîne respiratoire et du cycle de Krebs (Brière JJ, 2005) et son activité peut être 

inhibée par le malonate. 

 

 le complexe III : coenzyme Q -cytochrome c oxydo-réductase, accepte les équivalents 

réduits produits par les complexes I et II, catalyse le transfert de 2e- du coenzyme Q, qui 

joue un rôle de transporteur mobile d’e-, au cytochrome c, un autre transporteur mobile 

situé dans l’espace intermembranaire, et permet d’atteindre le dernier complexe de la 

chaîne respiratoire. Ce transfert d’e- est associé au transport de 4 H+ de la membrane 

interne vers l’espace intermembranaire (Mitchell P, 1975). L’activité de ce complexe 

peut être inhibée par l’antimycine A. 
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 le complexe IV : cytochrome c oxydase : les e- cédés par le cytochrome c entrent dans 

ce complexe enzymatique dans lequel s’effectue la liaison des e- à l’oxygène et sa 

réduction en eau. Ce complexe permet également le transfert de 2 H+ de la membrane 

interne vers l’espace intermembranaire (Wikström M, 2007). Contrairement aux 

transferts d’e- ayant lieu aux complexes I et III, le transfert des e- dans le complexe IV 

est irréversible. 

 

Parallèlement à la réoxydation des co-enzymes NADH,H+ et FADH2, des protons sont pompés 

de la matrice vers l’espace intermembranaire par les complexes I, III et IV, créant ainsi un 

gradient électrochimique. Le complexe V ou F0/F1-ATP synthase est un complexe 

enzymatique multimérique fonctionnant comme une pompe ionique inversée, qui synthétise 

l'adénosine triphosphate (ATP) à partir du gradient électrochimique de protons entretenu par la 

chaîne respiratoire et d'adénosine diphosphate (ADP), ainsi que de phosphate inorganique (Pi). 

Ce gradient va fournir à la F0/F1-ATP synthase l’énergie nécessaire à la phosphorylation de 

l’ADP en ATP. En effet, les protons retournent dans la matrice mitochondriale via l’ATP 

synthase. Ainsi, la synthèse d’ATP est directement couplée à l’oxydation des co-enzymes par 

la chaîne respiratoire mitochondriale. 
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Fig.I 3. Production d’ERO mitochondriales (West AP, 2011). 

La chaîne de transport des électrons utilise des réactions d’oxydo-réduction consécutives dans 

les complexes mitochondriaux I à IV pour produire un gradient de protons qui permettra au 

final de produire de l’ATP par l’ATP synthase (complexe V). Certains électrons peuvent 

occasionnellement échapper à cette chaîne de transport et sont alors transférés sur un atome 

d’O2 pour former un O2
•-. Les anions superoxydes sont produits ainsi par les complexes I, II et 

III directement à l’intérieur de la matrice mitochondriale, et par le complexe III dans l’espace 

intermembranaire. Les O2
•- produits à la fois dans la matrice et dans l’espace 

intermembranaire peuvent être converti en H2O2 capable de diffuser au travers des 

membranes mitochondriales et de rejoindre le cytoplasme. Les O2
•- produits par le complexe 

III dans l’espace intermembranaire ont la possibilité de quitter la mitochondrie en passant par 

un canal à anion voltage-dépendant (VDAC) et d’être convertis en H2O2 dans le cytoplasme. 

 

La chaîne respiratoire est une source permanente d’ERO. En conditions physiologiques, lors du 

transport des électrons par la chaîne respiratoire, un certain nombre d’entre eux est perdu. Les 

e- perdus vont produire une réduction partielle de l’oxygène aboutissant à la formation d’anion 

superoxyde. Des études ont montré qu’environ 1 à 3% de l’oxygène utilisé par la mitochondrie 

sont incomplètement réduits et vont être à l’origine de la production d’ERO (Boveris A, 1973). 
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Néanmoins, ces estimations ont été réalisées à partir de mesure in vitro, sur des mitochondries 

isolées et en conditions non physiologiques. La production d’ERO in vivo pourrait être plus 

faible et la réduction partielle ne concernerait que 0,4 à 0,8% de l’oxygène utilisé par la 

mitochondrie (Hansford RG, 1997). 

L’anion superoxyde peut être généré par la mitochondrie aux complexes I, II et III de la chaîne 

respiratoire (Turrens JF, 2003). Les complexes I et II peuvent produire des O2
•- qui vont être 

émis dans la matrice mitochondriale où ils pourront être convertis en H2O2 par la superoxyde 

dismutase 2 (SOD2). Cet H2O2 peut diffuser librement au travers des membranes 

mitochondriales dans l’espace mitochondrial intermembranaire et dans le cytoplasme. Le 

complexe III émet lui des O2
•- à la fois dans la matrice mitochondriale et dans l’espace 

intermembranaire. Les O2
•- présents dans l’espace intermembranaire peuvent rejoindre le 

cytoplasme grâce à des canaux à anion voltage dépendant (VDAC) sans conversion préalable 

en H2O2, et seront convertis en H2O2 dans le cytoplasme (Han D, 2003, Muller FL, 2004, 

Murphy MP, 2009). 

Dans le complexe III de la chaîne respiratoire mitochondriale, une fuite d’e- a lieu au cours du 

cycle du coenzyme Q. La durée de vie du radical ubisemiquinone (Co-HQ•) est un élément 

déterminant. Si la chaîne électronique mitochondriale tourne lentement, la durée de vie de cet 

intermédiaire augmente et favorise la production d’O2
•-. Au contraire, une vitesse plus élevée 

de transfert des e- diminue la durée de vie du Co-HQ•, la probabilité de fuite d’e-, et la 

production d’ERO (Chen Q, 2003). L’afflux de calcium, dépendant de la stimulation anti-CD3, 

d’abord dans le cytoplasme, puis dans la mitochondrie via des canaux calciques (CRAC/ 

Calcium release-activated channels) est un élément essentiel pour la production d’ERO dans 

les lymphocytes T. Des enzymes du cycle de Krebs sont régulées par le calcium (pyruvate 

dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase, -cétoglutarate dehydrogenase). L’afflux de calcium 

dans la cellule pourrait donc être à l’origine d’une augmentation d’activité du cycle de Krebs, 

d’une augmentation de la production d’équivalents réduits, NADH,H+ et FADH2, et d’une 

augmentation du flux d’e- dans la chaîne de transport mitochondriale. 

A cette notion de vitesse des e- dans la chaîne de transport mitochondriale, il faut ajouter celle 

d’un découplage partiel (mild uncoupling). Comme décrit précédemment, des protons sont 

pompés activement de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire, et ce 

phénomène est couplé au passage des e- dans la chaîne de transport mitochondriale. Ceci a pour 

effet de polariser la membrane mitochondriale interne et de créer un potentiel de membrane 

(m). Un m élévé est associé à une production d’ERO plus importante et pourrait être lié 

à une vitesse de transport des e- plus faible. Cette idée est confirmée par l’observation que la 
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production d’ERO mitochondriales est diminuée quand le m est dissipé, soit à l’aide 

d’agents découpleurs chimiques tels que le 2,4 dinitrophénol (DNP), le CCCP 

(carbonylcyanide-m-chlorophénylhydrazone) ou le FCCP (p-trifluoromethoxy-carbonyl-

cyanide-phenyl hydrazine), soit l’expression de protéines découplantes mitochondriales ou 

UCP (Li, X, 2013, Sy Cho, 2014). 

 

(2) NAPDH oxydases. 

 

La nicotinamide adenine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase, ou «Neutrophil oxydase» 

(NOX), est un complexe multimérique, présent de manière constitutionnelle dans toutes les 

cellules. La NADPH oxydase a initialement été décrite 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. 

Le complexe multimérique NOX2 est composé d’un hétérodimère appelé flavocytochrome 

b558 associé à la membrane, composé de la sous-unité catalytique gp91phox/NOX2 et de la 

protéine régulatrice p22phox, et de 3 sous-unités régulatrices localisées dans le cytosol et formant 

un complexe (p40phox, p47phox /Ncf1, et p67phox), avec une stœchiométrie 1 :1 :1 (Lapouge K, 

2002), ainsi que de la protéine GTPase Rac2. La NADPH oxidase ne devient fonctionnelle, lors 

d’une activation, qu’après assemblage du complexe cytosolique p47phox/NCF1-p67phox- 40phox, 

au cytochrome b558 membranaire (Groemping Y, 2005) (Fig I4).  

Ce complexe catalyse la réduction mono-électronique de l’oxygène en utilisant le NADPH 

comme donneur d’électrons, pour produire 2 molécules d’anions superoxyde O2
•- (Segal BH, 

2000). La sous-unité catalytique gp91phox/NOX2 contient une molécule de FAD (Flavine 

Adénine Dinucléotide) et deux groupements héminiques. Deux électrons en provenance du 

NADPH sont transférés à la molécule de FAD, suivie d’une seconde étape via les groupements 

héminiques pour finalement réduire l’oxygène et former 2 molécules d’anion superoxyde O2
•- 

(Cross AR, 2004). De plus, la NOX 2 agit comme une transférase permettant le transport d’un 

électron donné par une molécule de NADPH cytoplasmique au travers d’une membrane 

plasmique vers l’oxygène comme accepteur d’électron (Nauseef WM, 2014). L’anion 

superoxyde produit est ensuite rapidement dismuté en H2O2. 
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Fig.I 4. Structure de la NADPH oxydase (Nauseef WM, 2014). 

A gauche, état non stimulé, à droite structure du complexe assemblé après stimulation. 

 

Plusieurs homologues de gp91phox/NOX2 ont été identifiés dans différents tissus : NOX1, 

NOX3, NOX4, NOX5 et les dual oxidases 1 et 2 (DUOX1 et 2) (Griendling KK, 2000) (Fig 

I5). NOX2 illustre de nombreuses caractéristiques structurales et fonctionnelles des différentes 

protéines NOX. Néanmoins, des différences importantes existent dans la composition, la 

distribution sub-cellulaire, et l’activité des oxydases non-phagocytaires selon leur localisation 

tissulaire et leur fonction. 

 

Fig.I 5. Les différentes NADPH oxydase (Guichard C, 2008). 

 

Tous les membres de la famille NOX possèdent 6 hélices transmembranaires dont quatre 

résidus histidine permettent la liaison avec les groupements héminiques, et une région C-

terminale cytosolique contenant les sites de fixation hautement conservés du FAD et du 
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NADPH. Les NOX1, 3 et 4 ont des tailles quasiment identiques (564, 568 et 578 acides aminés 

respectivement). NOX1 et NOX3 présentent 60% d’homologie de séquence avec NOX2 tandis 

que NOX4 n’en possède que 39%. NOX 5 et les DUOX diffèrent beaucoup plus de NOX2. 

NOX 5 possède une extension N-terminale supplémentaire contenant quatre motifs EF-hand 

permettant chacun la fixation d’une molécule de calcium. La production d’ERO par NOX5 est 

donc calcium dépendante, via ces motifs EF-hand (Banfi B, 2004). 

Les DUOX 1 et 2 possèdent également une extension N-terminale, contenant deux motifs de 

liaison du calcium EF-hand suivis d’une hélice transmembranaire supplémentaire et d’un 

domaine peroxydase-homologue sur la face externe de la membrane plasmique. Les DUOX 

sont non seulement capables de générer des O2
•-, mais aussi de les transformer directement en 

H2O2 à l’aide de leur propre domaine peroxydase (Ameziane-El-Hassani R, 2005). Récemment, 

il a de plus été montré que, pour être activées, les DUOX nécessitent la présence d'une autre 

protéine appelée DUOXA dont la fonction serait d’activer la fonction oxydase des DUOX et de 

stabiliser le complexe (Morand S, 2009). 

 

(3) L’auto-oxydation de petites molécules. 

 

L’auto-oxydation de molécules comme la dopamine, l’adrénaline, les flavines et les 

hydroquinones peut représenter une source d’ERO cellulaire. Le produit direct de ces auto-

oxydations est souvent l’anion superoxyde. Néanmoins, l’impact de ces auto-oxydations sur la 

régulation du stress oxydant est encore mal ou peu défini. 

 

(4) Peroxysome 

 

Le peroxysome est un organite ubiquitaire contenant de nombreuses enzymes impliquées dans 

différentes réactions métaboliques, dont la  oxydation des acides gras, certaines générant du 

H2O2, c’est donc une importante source de production de cette ERO. L’H2O2 produit est utilisé 

comme substrat par la catalase peroxysomale dans des réactions de peroxydation d’autres 

substrats (phénols, acide formique, formaldéhyde et alcools). Ces réactions sont 

particulièrement importantes dans les processus de détoxification hépatiques et rénaux. Seule 

une faible quantité d’H2O2 produite au niveau du peroxysome pourrait échapper à la catalase. 
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(5) Le cytochrome P-450 et le réticulum endoplasmique 

 

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 mono-oxygénation 

de l’O2
-.et de l’H2O2 peuvent être produites. 

Le réticulum endoplasmique a, entre autres fonctions, de détoxifier l’organisme des drogues 

liposolubles et d’autres produits métaboliques toxiques, et contient donc des enzymes 

impliquées dans la catalyse de ces réactions. La plus connue de ces enzymes est le cytochrome 

P450 impliqué dans le métabolisme de composés lipophiles d’origine endogène ou exogène, et 

qui oxyde les acides gras insaturés et les xénobiotiques. Ces réactions conduisent à la 

production d’H2O2 (Zangar RC, 2004), lequel pourrait avoir un rôle dans la régulation des 

fonctions du réticulum telles que la sécrétion de protéines. 

 

(6) Xanthine oxydase 

 

La xanthine oxydase est une enzyme soluble impliquée dans le catabolisme de la purine qui 

génère des ERO en réduisant l’hypoxanthine en xanthine, et la xanthine en acide urique 

impliquant la réduction d’O2 et la production d’O2
- (Harrison R, 2002). 

 

(7) Lipooxygénase, cyclooxygénases et acide 

arachidonique 

 

L’hydrolyse des phospholipides par la phospholipase A2 produit de l’acide arachidonique. Ce 

dernier est un substrat des lipooxygénases (LOX) et des cyclooxygénases (COX) pour, 

respectivement, la synthèse des leucotriènes et des prostaglandines dont la prostaglandine E2 

(PGE2). Cette synthèse met en jeu une série d’oxydations qui implique la libération d’O2
- 

(Kuehl FA, 1980, Cai H, 2000, Kim C, 2008). 

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 ; elle est 

également retrouvée dans les fibroblastes pulmonaires. En outre, notre équipe a montré que 
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l’exposition des fibroblastes à la PGE2 accentue la production d’ERO, chez des patients atteints 

de BPCO (Dagouassat M, 2013). 

 

(8) Les aminoacides oxydases : l’IL4I1. 

 

Les L-acides aminés oxydases (LAAO) ou amine oxydases sont impliquées dans la dégradation 

des acides aminés via l’oxydation directe de l’acide aminé. Ces enzymes catalysent la 

désamination oxydative des amines primaires aliphatiques et aromatiques issus des acides 

aminés, ainsi que des amines secondaires et tertiaires. Ces différentes amines oxydases 

présentent une spécificité particulière pour un acide aminé substrat. Ces enzymes utilisent des 

coenzymes, la Flavine Mono Nucléotide (FMN) ou la FAD. A l’issue de la désamination, la 

forme réduite des cofacteurs FMNH2 ou FADH2, est réoxydée par l’O2 pour former de l’H2O2 

(Mondovi B, 1984, Gaweska H, 2011). Les LAAO sont généralement localisées au niveau de 

la membrane externe des mitochondries (Upadhyay AK, 2008, Gaweska H, 2011). Elles sont 

impliquées dans des mécanismes cellulaires tels que la prolifération, la différenciation cellulaire 

et l’apoptose (Vindis C, 2000, Toninello A, 2004, Polgar E, 2007). 

Les LAAO sont classées en trois groupes : 

 FAD-amine oxydases (monoamines, polyamines) (MOA) 

 les amines oxydases carbonyle dépendantes (di-amine oxydases) (DAO) 

 les amines oxydases sensibles au semicarbazide (SSAO) 

Parmi les MOA, des travaux récents issus de l’équipe de F. Annunziato et S. Romagnani 

(Santarlasci V, 2012), de l’équipe de F. Castellano et V. Molinier-Frenkel (Cousin C, 2015) et 

de la nôtre (Kerbrat S, 2015) ont montré que l’IL4I1 (Interleukin-4-induced gene 1), dont 

l’activité consiste dans la déamination de la L-phénylalanine en phénylpyruvate et produit de 

l’ammonium et du H2O2, est exprimée par les lymphocytes Th17. Originellement décrite dans 

les cellules myéloïdes (Boulland ML, 2007), l’expression de l’IL4I1 dans les Th17 réduit leur 

capacité de prolifération contribuant à la faible proportion des Th17 dans les sites inflammatoires 

(Santarlasci V, 2012).  

 

D. Espèces réactives de l’oxygène présentes dans le condensat de fumée 

de cigarette. 
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Parmi les composants solubles de la fumée de cigarette, on retrouve la nicotine, l’acroléine, des 

dérivés nitrés et oxygénés, le benzène et le nickel (Hoffman D, 1997). La phase gazeuse contient 

d’importantes quantités de radicaux libres. En particulier, l’oxydation du NO par l’O2 conduit 

à la formation de NO2 qui est capable de réagir avec d’autres composants de la fumée de 

cigarette tels que les composés isoprènes, et est à l’origine de l’apparition de radicaux libres 

«entrés sur le carbone » (R•) qui pourront à leur tour réagir avec l’O2 pour former des radicaux 

peroxyles (ROO•). La phase particulaire présente de fortes concentrations de radicaux (1017 

spins/g) dont une semiquinone (Q•), dérivée du dihydrobenzène présent dans cette phase, en 

équilibre avec des quinones (Q) et des hydroquinones (QH2). Ce système des quinones est 

soluble en milieu aqueux et est retrouvé dans les préparations de condensat de fumée de 

cigarette. Ce système réduit l’oxygène en O2
•- (équation 1) qui ensuite est dismuté en H2O2 

(équation 2). De plus, en présence de métaux, via une réaction de Fenton, H2O2 peut générer de 

l’OH• (équation 3) (Pryor WA, 1993, Wooten JB, 2006, Valavanidis A, 2009). 

QH2 + O2→ Q-+ O2
•- + 2H+ (1) 

O2
•- + 2H+→ H2O2 (2) 

H2O2 + Fe2+→ •OH + OH– + Fe3+ (3) 

Le système de « bullage » reproduit les conditions rencontrées lors de la consommation d’une 

cigarette. Lorsqu’un fumeur inhale une bouffée de cigarette, la fumée se retrouve dans un 

environnement particulièrement humide et se dépose dans le fluide recouvrant les cellules 

épithéliales du tractus respiratoire. Des ERO et des ERN sont retrouvées dans les solutions 

aqueuses de CFC, mais ne se forment pas toutes dans la cigarette en combustion. Au contraire, 

elles se forment en solution aqueuse ou dans les fluides physiologiques à la suite de réaction 

entre les différents composés de la fumée de cigarette entre eux, ou avec l’oxygène en solution 

(Wooten JB, 2006). 

 

a) L’anion superoxyde. 

 

L’utilisation de 5-(Diethoxyphosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline N-oxide (DEPMPO, 2), un 

« piège » à radicaux de l’oxygène a permis d’identifier la présence d’O2
- dans le condensat de 

fumée de cigarette (Frejaville C, 1995). 
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b) Le peroxyde d’hydrogène. 

 

Des méthodes polarographiques ont montré que le CFC réalisé par « bullage » dans une solution 

phosphate (PBS/phosphate buffer saline) présente des niveaux élevés d’H2O2. Au bout de 4h 

les concentrations passe de 37 à 123μM. Cependant, la technique fluorimétrique AMplex Red 

a montré que les niveaux d’H2O2 du CFC réalisé par « bullage » dans du PBS sont négligeables 

par rapport à ceux issus de la fumée totale (Yan F, 2005). 

 

c) Le 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− (Pryor WA, 1983 & 1984, Church DF, 1985, Halliwell B, 1999). Ce 

composé est identifié comme un marqueur du stress oxydant (ou nitrosant) 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), les guanines ou 

les lipides (Müller T, 1994, 1997 & 1998). 

 

d) Autres composants du CFC susceptibles 

d’induire une production d’ERO. 

 

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, des composants comme l’acroléine sont capables d’induire une 

production d’O2
- via la xanthine oxydase ou la NADPH oxydase des cellules endothéliales 

(Czernin J, 1995, Jaimes EA, 2004, Orosz Z, 2007). L’acroléine et le ONOO− contenus dans le 

CFC induisent également un stress oxydant au niveau de la mitochondrie des cellules 

épithéliales pulmonaires (Anbarasi K, 2005, Jia L, 2007, Slebos DJ, 2007, Pacher P, 2007, Hara 

H, 2013). Ces composés activent de plus des voies de signalisations sensibles aux 

concentrations élevées d’ERO, comme la voie des MAPK (Pacher P, 2007) et la voie NFB 

(nuclear factor-B) (Csiszar A, 2005, Orosz Z, 2007). De plus, l’activation de la voie NFB 

des PBMCs totaux issus de fumeurs est plus importante que celle des non-fumeurs. Ceci 
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démontre une hyperactivation de la voie de signalisation NFB impliquée dans les réactions 

inflammatoires, par les composants de la fumée de cigarette (Van Den Berg R, 2001). 

E. Réponse anti-oxydante. 

 

Afin de limiter la cytotoxicité et faire face à la grande réactivité des ERO, les cellules ont 

développé des systèmes antioxydants afin d’éliminer ces ERO. Ces systèmes ont pour stratégie 

d’empêcher les interactions entre espèces chimiques, de transformer les oxydants en espèces 

moins toxiques, ou de prévenir ou réparer les lésions oxydatives provoquées. Ils peuvent être 

non-enzymatiques et enzymatiques, et en conditions homéostatiques, suffisent à prévenir le 

stress oxydant qui pourrait résulter du métabolisme aérobique. 

Des anomalies des systèmes antioxydants ont été décrites chez les fumeurs et chez les patients 

atteints de BPCO, aussi nous avons voulu présenter ici les principaux systèmes antioxydants. 

 

a) Systèmes antioxydants non 

enzymatiques : le glutathion (GSH). 

 

Les antioxydants non enzymatiques réagissent directement avec les ERO pour les réduire ou en 

limiter les effets toxiques. Ces molécules sont produites par l’organisme et/ou apportées par 

l’alimentation. 

Le glutathion est un tripeptide composé d’acide glutamique, de cystéine et de glycine. Il est 

impliqué dans de nombreux processus cellulaires, comme la synthèse d’ADN, et la prévention 

de l’oxydation des groupements thiols grâce à son pouvoir réducteur. En effet, la cystéine qu’il 

contient présente un groupement thiol (R-SH) à l’origine de ses propriétés antioxydantes. Le 

glutathion est ainsi le thiol majoritaire au niveau intra-cellulaire (10-4 à 10-3M), où il est présent 

essentiellement sous forme réduite (GSH), la forme oxydée (GSSG) étant présente à une 

concentration au moins 10 fois plus faible (Dröge W, 2002). 

Le glutathion, sous sa forme réduite, est capable de réagir in vitro avec les radicaux hydroxyles, 

alkoxyles, peroxyles, des radicaux centrés sur le carbone (C) mais aussi l’acide hypochloreux, 

le peroxynitrite, l’oxygène singulet,  

La glutathion 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).  
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Environ 20% des stocks intracellulaires de glutathion sont localisés dans la mitochondrie. Le 

glutathion joue donc un rôle essentiel dans la protection contre les ERO produites constamment 

par la chaîne mitochondriale de transport des électrons (Meister A, 1995). 

Le glutathion participe à l’activité des glutathion peroxydases impliquées dans la détoxification 

du H2O2 et d’autres hydroperoxydes. La réduction des hydroperoxydes est couplée à 

l’oxydation d’un substrat réducteur. La régénération de la fonction thiol GSH à partir de la 

forme oxydée GSSG se fait grâce à la glutathion réductase (GR) et nécessite un apport de 

NADPH,H+ par la voie des pentoses phosphates (Delattre J, 2005). 

Des travaux récents ont montré qu’un environnement réducteur, riche en GSH, favorise la 

prolifération des lymphocytes T. De plus, les lymphocytes T effecteurs sont incapables de 

produire leur propre GSH intracellulaire et dépendent des cellules dendritiques qui leur 

fournissent les cystéines. Les Tregs interfèrent dans ce mécanisme en inhibant les cellules 

dendritiques et ce mécanisme constituerait l’un des mécanismes immunosuppresseurs des 

cellules Treg. (Yan Z, 2010). 

Le glutathion pourrait également jouer un rôle dans la sénescence cellulaire. Des études sur des 

fibroblastes humains montrent qu’une baisse des niveaux intracellulaires de glutathion a un rôle 

significatif dans la progression du vieillissement cellulaire dans la peau chez l’homme (Alaluf 

F, 2000).  

A ce système antioxydant non enzymatique peuvent être ajoutés de nombreux autres composés 

à action antioxydante telles que l’acide urique, les vitamines A, E et C, les mélanines, la 

mélatonine, l’acide lipoïque, la bilirubine, l’albumine,… 

 

b) Réponse anti-oxydante Nrf2 dépendante. 

 

Au niveau cellulaire, la voie Nrf2/Keap1 (Nuclear factor erythroid 2 [NF-E2]-related factor 2)/ 

[Kelch-like ECH-associated protein 1]) a un rôle majeur dans le contrôle de la détoxication de 

xénobiotiques électrophiles, d’oxydants et de composés chimiques prooxydants. Le facteur de 

transcription Nrf2 est ubiquitaire et constitutivement actif, mais son activité est fortement 

augmentée par des inducteurs chimiques aux propriétés électrophiles. Le facteur de 

transcription Nrf2 est capable d’augmenter la capacité anti-oxydante de la cellule en régulant 

l’expression de différents gènes d’antioxydants et des enzymes dites « de phase II ». 

L’activité de Nrf2 est majoritairement contrôlée via la régulation de la stabilité de cette protéine. 

Keap1 est une protéine cytoplasmique qui régule négativement l’activité de Nrf2 en induisant 
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sa dégradation par le protéasome 26S. L’inhibition du complexe ubiquitine ligase Cul3-Keap1 

responsable de l’ubiquitination de Nrf2 conduisant à sa dégradation par le protéasome, permet 

de stabiliser Nrf2. Les nombreux résidus cystéines de Keap1 peuvent être oxydés par les ERO 

conduisant à un changement de conformation de la protéine mettant fin à la liaison entre Nrf2 

et Keap1, et stabilisant Nrf2 (Taguchi K, 2011) ; ainsi, Keap1 constitue un véritable senseur de 

l’état redox de la cellule. Nrf2, échappant à la dégradation, peut s’accumuler et transloquer vers 

le noyau ; Nrf2 est ensuite capable de se lier aux séquences ARE (antioxidant response element) 

pour induire la transcription des gènes antioxydants et régulateurs de Nrf2 (Fig. I6).  

 

 

Fig.I 6. Représentation schématique de l’activation de la réponse antioxydante dépendante 
de Nrf2 par un stress oxydant (Chen J, 2014). 

 

L’activité de Nrf2 est également contrôlée par phosphorylation. Nrf2 peut être phosphorylé par 

PERK, une des kinases contrôlant la réponse de stress de surcharge du réticulum, ou UPR 

(Unfolded Protein Response), ce qui a pour effet d’inhiber la liaison entre Nrf2 et Keap1. 

L’activation de Nrf2 par le stress UPR aurait pour effet d’augmenter la synthèse de GSH 

(Cullinan SB, 2004). Nrf2 peut également être régulé via sa phosphorylation par d’autres 

kinases parmi lesquelles la glycogène synthase kinase 3β (GSK3β), la tyrosine kinase p59Fyn, 

dont Nrf2 est le substrat direct (Jain AK, 2007), ainsi que par la protéine kinase C (PKC) (Huang 

HC, 2000). 

L’utilisation de modèles murins déficients pour le gène codant pour Nrf2, et plusieurs études 

utilisant une approche génomique par puces à ADN, ont permis de montrer l’existence d’une 
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régulation de plusieurs gènes cibles par Nrf2. La nature de ces gènes confirme en particulier le 

rôle de Nrf2 dans la protection cellulaire contre les xénobiotiques, les stress environnementaux, 

le stress oxydant, et dans le contrôle de l’homéostasie redox intracellulaire. Les principaux 

gènes cibles de Nrf2 impliqués dans le contrôle de l’homéostasie redox intracellulaire peuvent 

être classés dans différentes sous-catégories listées dans le tableau suivant (Table I3). 

 

Enzymes anti-oxydantes régulées par Nrf2 

Enzymes de la balance redox intra-cellulaire 

maintien du niveau intra-cellulaire de glutathion et 

réduction du niveau d’ERO 

Superoxyde Dismutase (SOD1, 2, 3) 

Catalase, 

Glutathion Peroxidase (GPx1, 2, 3,4) 

Glutathion réductase (Gr) 

Thiorédoxine (Trx) 

Thiorédoxine Réductase (TrxR) 

Peroxirédoxine (Prx1, 3) 

Glutamate Cysteine Ligase (GCL) 

Enzymes de détoxification de phase II 

catalysent les réactions de conjugaison pour 

augmenter la solubilité et donc l’élimination des 

toxiques 

Glutathion-S-Transférase (GSTs, GSTA, GSTT, 

GSTP, GSTM, GSTO) 

UDP-glucoronyl transferase (UGT) 

Epoxide hydrolase 

NADP(H) : quinone oxydoréductase 1 (NQO1) 

Enzymes et protéines cytoprotectives Heme oxygénase 1 (HO-1), Ferritine 

Transporteurs 

Contrôle de l’efflux des substances intra-cellulaires et 

des xenobiotiques 

Multidrug Resistance-associated Protein (MRP) 

Facteurs de transcription MAFF, MAFG et Nrf2 lui-même 

Table I 3. Les enzymes anti-oxydantes régulées par Nrf2. 

 

c) Les systèmes antioxydants enzymatiques 

régulés par Nrf2. 

 

 

(1) Le système thiorédoxine (Trx) / thiorédoxine réductase 

(TrxR). 

 

Le système Trx/TrxR est un système antioxydant majeur comprenant les thiorédoxines 

réductases (TrxR), les thiorédoxines (Trx) et le NADPH,H+. Les thiorédoxines sont des 

dithiols-disulfides (SH)2 oxydoréductases. Les thiorédoxines réductases sont des flavoprotéines 
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membres de la famille des nucléotides-disulfides oxydoréductases comme les glutathion 

réductases. 

Les thiorédoxines catalysent la réduction des disulfures en leurs formes sulfhydryles 

correspondantes. Les thiorédoxines oxydées (Trx-S2) présentent dans leur site actif un pont 

disulfure qui peut être réduit en deux groupements thiols par les thiorédoxines réductases en 

présence de NADPH, H+. 

Trx-S2 + NADPH, H+. → Trx-(SH)2 + NADP+ 

Les thiorédoxines réduites Trx(SH)2 permettent ensuite la réduction de disulfures protéiques 

(Arnér ES, 2009). 

Trx-(SH)2+ Protéine-S2 ↔ Trx-S2+ Protéine-(SH)2 

Les thiorédoxines et les thiorédoxines réductases existent sous trois isoformes : Trx1 et TrxR1 

sont cytoplasmiques, Trx2 et TrxR2 sont mitochondriales et Sp-Trx (Human spermatid-specific 

thioredoxin) et TRG (thiorédoxine/glutathion réductase) sont présentes dans les testicules chez 

les hommes. Contrairement aux TrxR1 et TrxR2, TRG est capable de réduire le glutathion 

oxydé, d’où sa dénomination (Arnér ES, 2009). 

Les TrxR sont les seules protéines connues capables de réduire les Trx Elles sont également 

capables de réduire directement certains autres disulfures protéiques possédant un ou plusieurs 

sites actifs dont le motif « Cys-Xxx-Xxx-Cys » est similaire à celui des thiorédoxines. 

Le système Trx/TrxR joue un rôle essentiel dans le maintien du statut redox intracellulaire. En 

plus de leur rôle dans la réparation des dommages oxydants que peuvent subir couramment 

l’ensemble des protéines, les Trx permettent de maintenir l’activité enzymatique d’autres 

systèmes antioxydants. En effet, les Trx réduisent les peroxyrédoxines, et les glutathion 

peroxidases. Il existe donc une interaction entre les deux systèmes antioxydants les plus 

importants dans la cellule, le système du glutathion et le système Trx/TrxR (Casagrande S, 

2000, Kang S, 2005). 

Les travaux de Mougiakakos ont montré que dans les Tregs, le contenu en thiol est plus 

important que dans les populations T effectrices, ce qui les protège de la mort cellulaire induite 

par un stress oxydant (Mougiakakos D, 2009). Une étude complémentaire de la même équipe 

montre que les niveaux de Trx et de fait de la thiorédoxine réductase sont responsables de cette 

résistance à la mort cellulaire induite par le stress oxydant (Mougiakakos D, 2011). 
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(2) Superoxyde dismutase (SOD). 

 

Les SOD catalysent la dismutation de l’O2
- en H2O2 : 

O2
- + 2H+  H2O2 + O2 

L’H2O2 produit pourra être pris en charge par des enzymes à activité peroxydase. Il existe trois 

isoformes de SOD chez les mammifères : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions 

cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD ou SOD1), une forme mitochondriale associée au manganèse (Mn-

SOD ou SOD2), et une forme extracellulaire (EC-SOD ou SOD3). La forme mitochondriale 

SOD2 permet la dismutation quasi instantanée de l’O2
- produit par la chaîne mitochondriale de 

transport des électrons en H2O2. 

 

(3) Glutathion peroxydase (GPx) et glutathion réductase 

(GR). 

 

La glutathion peroxydase est une sélénoprotéine comprenant 5 isoformes (GPx 1, 2, 3, 4 et 6). 

La GPx fait partie d’un système complet jouant un rôle central dans l’élimination du H2O2, et 

également impliqué dans la prise en charge des lipides peroxydés (Arthur JR, 2000). La GPx 

permet la réduction de l’H2O2 par le GSH en H2O et en disulfure de glutathion (GSSG). Ce 

GSSG produit est à son tour réduit par la GR, une flavoprotéine membranaire, qui utilise le 

NADPH comme donneur d’électron.  

 

La GPx1 est ubiquitaire et présente dans le cytoplasme et la mitochondrie. Elle permet 

d’éliminer l’H2O2 et les hydroperoxydes lipidiques. La GPx2 est présente au niveau de 

l’épithélium intestinal alors que la GPx3 est une enzyme extracellulaire glycosylée retrouvée 

dans le plasma. La GPx4 est présente dans le cytoplasme, la mitochondrie et le noyau. Elle 

protège contre l’oxydation des phospholipides membranaires. La GPx6 est exprimée dans 

l’épithélium olfactif (Brigelius-Flohe R, 2013). Parmi ces GPx, la GPx2 semble être celle dont 

la régulation par Nrf2 est la plus importante (Singh A, 2006). 
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(4) Glutamylcysteine synthétase (GCL ou GCS). 

 

La glutamylcystéine synthétase est composée de deux sous-unités, une unité catalytique, la 

GCLC, et une unité régulatrice, la GCLM (glutamate-cystéine ligase). Ce complexe 

enzymatique catalyse la synthèse du GSH par la formation de -glutamyl cysteine à partir du 

glutamate et de la cystéine en présence d’ATP. La glycine est ensuite ajoutée à ce dipeptide par 

la GSH synthase pour donner le GSH (Lu SC, 2013). 

 

Une étude utilisant un activateur de Nrf2, le sulphoraphane, montre une augmentation de 

l’expression protéique de GCLC et GCLM dans une lignée cellulaire de kératinocytes humains 

HaCat (MacLeod AK, 2009), et suggère que les différentes enzymes impliquées dans ce 

système sont régulées par Nrf2. 

 

(5) Catalase. 

 

La catalase est une hémoprotéine contenant quatre groupements hème. Elle est ubiquitaire et 

localisée principalement dans le peroxysome, mais peut être retrouvée également dans le 

cytoplasme. Cette enzyme, catalyse l’élimination de l’H2O2 en H2O et O2 (Le Bras M, 2005). 

 

(6) Peroxyrédoxines (Prx). 

 

Les peroxydoxines, ou thiorédoxine peroxydases, sont au nombre de six chez les mammifères. 

Elles sont localisées dans le cytosol, les mitochondries, les peroxysomes, ou sont associées au 

noyau et aux membranes. Elles exercent un rôle antioxydant en réduisant 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 
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Trx comme réducteur (Rhee SG, 2005).Les peroxyrédoxines présentent une plus faible 

efficacité catalytique par rapport à la GPx et la catalase, néanmoins, elles pourraient jouer un 

rôle majeur dans l’élimination des hydroperoxydes du fait de leur représentation importante 

(0,1 à 0,8% des protéines solubles cellulaires) et de leur large distribution dans la cellule. De 

plus, les Prx joueraient un rôle important dans le développement pulmonaire et en réponse à un 

stress oxydant pulmonaire (Kim, HS, 2001). 

 

(7) NADP(H) : quinone oxydoréductase 1 (NQO1). 

 

La protéine NQO1 appartient à la famille des flavoprotéines homodimériques. C’est une 

enzyme ubiquitaire retrouvée dans le cytoplasme. Elle catalyse la réduction, par deux électrons, 

des quinones en hydroquinones (Siegel D, 2012).  

 

(8) Heme oxygénase (HO). 

 

L’hème oxygénase (HO) est une enzyme considérée comme un élément antioxydant qui 

catalyse la première étape d’une chaine de réactions permettant la dégradation de l’hème. Cette 

première réaction produit plusieurs métabolites de façon équimolaire, du fer libre, du monoxyde 

de carbone (CO) et de la biliverdine qui est par la suite convertie en bilirubine par la biliverdine 

réductase. Ce sont les produits du métabolisme de l’HO, la bilirubine (Stocker R, 1987) et dans 

une moindre mesure le CO qui ont une action antioxydante. 

 

 

 

L’HO est une protéine de choc thermique (Heat Shock Protein), formée de deux hélices qui 

encadrent une molécule d’hème. Les HO sont ancrées à la membrane du réticulum 
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endoplasmique par la partie C-terminale de l’enzyme, région dépourvue d’activité catalytique. 

Il existe trois isoformes de l’HO, notés HO-1, HO-2 et HO-3. Alors que HO-2 et HO-3 sont des 

isoformes constitutifs, l’expression et l’activité de HO-1 sont induites par différents stress dont 

le stress oxydant. 

 

d) Anomalies de la réponse anti-oxydante 

chez les fumeurs et les patients BPCO. 

 

L‘expression de certains systèmes anti-oxydants est diminuée dans le poumon de patients 

emphysémateux. Ainsi, 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 

asymptomatiques (Maestrelli P, 2003). De même, l’expression de Nrf2 est plus faible dans les 

tissus pulmonaires de patients emphysémateux par rapport au poumon de sujets fumeurs 

asymptomatiques ou non-fumeurs (Goven D, 2008). Enfin, l’analyse de prélèvements sanguins 

issus de fumeurs en comparaison à ceux issus de non-fumeurs montre une augmentation chez 

les fumeurs de la forme oxydée du glutathion GSSG (Muscat JE, 2004) et une diminution 

importante du GSH (Rahman I, 1995 & 2000, Morrison D).  

Cependant, l’expression pulmonaire d’autres systèmes anti-oxydants semble augmentée au 

niveau des cloisons alvéolaires au cours de cette pathologie, dont l’heme-oxygenase 2 

(Maestrelli P, 2003) ou la SOD2 (Harju T, 2004). Les niveaux des 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). 

La résultante nette de la somme de la baisse d’expression de certains systèmes anti-oxydants et 

de la surexpression de certains autres en termes de capacité anti-oxydante pulmonaire au cours 

de la BPCO n’est pas connue. Cependant, le défaut de plusieurs systèmes anti-oxydants (HO-

1, Nrf2) est associé à une aggravation de l’emphysème induit par exposition à la fumée de 

cigarette dans les modèles murins, suggérant un rôle important de la défaillance des systèmes 

anti-oxydants dans la genèse de la maladie (Rangasamy T, 2004).
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III. Les différentes populations lymphocytaires T CD4+. 
 

A. Les lymphocytes T CD4+ dans la réponse immunitaire. 

 

Chaque jour, l’organisme humain est confronté à diverses agressions : virus, bactéries, micro-

organismes, particules présentes dans la pollution environnementale… Le système immunitaire 

est un système biologique complexe composé d’une multitude de cellules et de molécules 

composant un réseau dynamique capable de reconnaître spécifiquement et d’éliminer un grand 

nombre de micro-organismes étrangers ou de cellules exprimant des signaux de danger. Ce 

système est organisé en trois niveaux : des barrières anatomiques et physiologiques, l’immunité 

innée et l’immunité acquise.  

Les barrières anatomiques et physiologiques sont une première protection contre les agressions 

extérieures et sont constituées par la peau et les muqueuses, le mucus et ses mécanismes de 

clairance, le pH stomacal et de la transpiration, les lysozymes bactériolytiques des larmes, la 

salive et autres sécrétions ou encore la barrière hémato-encéphalique. 

L’immunité innée permet d’augmenter la protection offerte par les barrières anatomiques et 

physiologiques. Elle comporte des acteurs cellulaires, comme les phagocytes, mais aussi des 

composants antimicrobiens, et des molécules solubles comme les interférons et les facteurs du 

complément. Elle repose sur une reconnaissance du soi et du non-soi, ou de signaux de danger, 

est d’intervention immédiate, n’est pas spécifique d’antigène, et ne comporte pas de mémoire 

immunologique de l’agression. Cette reconnaissance du danger repose sur la capacité des 

cellules à reconnaître des groupes ou « patterns » de molécules retrouvées fréquemment sur 

certains pathogènes via des récepteurs appelés PRR (Pattern Recognition Receptors). Ces 

récepteurs permettent la reconnaissance de molécules aux motifs structuraux conservés, 

présents à la surface des microorganismes mais absents des cellules eucaryotes, les PAMPs 

(Pathogen Associated Molecular Patterns). Parmi les PRR, la famille la plus connue est à ce 

jour celle des TLR. Les TLR sont exprimés par tous les leucocytes, mais aussi les cellules 

épithéliales et endothéliales. Les monocytes, macrophages et cellules dendritiques sont les 

cellules exprimant la plus large variété de TLR. La stimulation des TLR à la surface des cellules 

présentatrices d’antigène induit la synthèse de cytokines pro-inflammatoires, de chimiokines, 

d’interférons de type I, l’augmentation de l’expression de molécules de co-stimulation ainsi que 

la maturation des cellules présentatrices d’antigène permettant de faire le lien avec l’immunité 

acquise. 
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L’immunité innée n’est pas toujours suffisante pour éliminer un danger. C’est alors 

qu’intervient l’immunité acquise ou adaptative. Cette réponse immunitaire est hautement 

spécifique de l’antigène, et douée de mémoire. Elle nécessite la communication entre deux 

types de populations cellulaires, des cellules présentatrices de l’antigène, et les lymphocytes. 

Ces lymphocytes comprennent des lymphocytes B, impliqués dans la réponse immunitaire 

humorale, et des lymphocytes T, exprimant les molécules membranaires CD3, CD4+ et/ou 

CD8+, impliqués dans la réponse immunitaire à médiation cellulaire. Chez l’homme adulte les 

organes lymphoïdes primaires, moelle osseuse et thymus, assurent la production de toutes les 

lignées cellulaires du système immunitaire dont les lymphocytes. La moelle osseuse rouge ou 

hématogène assure la production des différentes populations de lymphocytes et la maturation 

des lymphocytes B. Les précurseurs des cellules T quittent la moelle osseuse et rejoignent le 

thymus qui fournit un microenvironnement favorable à leur maturation. Les différents 

lymphocytes matures exprimant à leur surface des récepteurs capables de reconnaître 

spécifiquement l’antigène quittent ensuite les organes lymphoïdes primaires pour les 

circulations sanguine et lymphatique, et recirculent en permanence dans différents organes 

lymphoïdes secondaires dans l’attente d’une éventuelle rencontre avec un antigène.  

 

B. Les lymphocytes auxiliaires/ « helpers » (Th) 

 

Les lymphocytes T CD4+ ont un rôle central dans l’organisation d’une réponse immunitaire 

dirigée spécifiquement contre un pathogène. Ils constituent une classe de lymphocytes T 

subdivisée en plusieurs sous-populations caractérisées par différents phénotypes. Ces sous-

populations sont différemment impliquées dans la régulation des réponses immunes, 

principalement par la production de cytokines qui vont contribuer à stimuler ou inhiber d’autres 

types cellulaires de l’immunité innée ou adaptative, ou avoir un effet sur les cellules stromales, 

en particulier épithéliales, endothéliales ou fibroblastiques. Ces lymphocytes sont également 

impliqués dans la pathogénèse de nombreuses maladies auto-immunes ou allergiques. 

Lors d’une activation du récepteur des cellules T (TCR) par un complexe peptide-CMH 

approprié présent à la surface d’une cellule présentatrice d’antigène (CPA), et en présence d’un 

environnement cytokinique approprié, les lymphocytes T CD4+ naïfs peuvent se différencier en 

au moins 4 lignées de lymphocytes effecteurs : Th1, Th2, Th17 et en lymphocytes T régulateurs 

induits (iTregs). Ces différents types de lymphocytes CD4+ Th se distinguent l’un de l’autre par 

des profils de production cytokinique et des fonctions immunologiques qui leur sont propres. 
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Bien que l’environnement cytokinique et la nature de la costimulation jouent un rôle important 

dans la différenciation fonctionnelle des lymphocytes T CD4+, la progression dans le cycle 

cellulaire est un signal intrinsèque majeur dans la détermination de l’expression des cytokines 

par les lymphocytes Th. En effet, la réplication de l’ADN permet un remodelage de la 

chromatine et la déméthylation des loci codant pour les cytokines spécifiques des différentes 

sous-populations de lymphocytes Th (Bird JJ, 1998, Gett AV, 1998, Gudmundsdottir H, 1999, 

Richter A, 1999). Cependant d’autres études ont suggéré que la réplication de l’ADN n’était 

pas associée à la spécification des cytokines Th (Laouar Y, 2000, Ben-Sasson SZ, 2001). 

Parallèlement, différentes voies de signalisation en aval du TCR, telles que NFAT (Nuclear 

factor of activated T-cells) et AP-1 (Activator protein 1) sont impliquées dans la détermination 

de l’expression des cytokines par les lymphocytes Th (Rooney JW, 1995). En particulier, le 

rôle de la voie de signalisation ERK1/2 dans la polarisation fonctionnelle des lymphocytes T 

CD4+ a été montré par plusieurs études dans lesquelles les auteurs montraient que la force et la 

durée de l’activité de ERK1/2 contrôle l’émergence d’un profil Th1/Th2 d’une part (Jorritsma 

PJ, 2003, Schade AE, 2004, Yamashita M, 2005, Yamane H, 2005, Goplen N, 2012, Chang CF, 

2012), et Th17/Treg d’autre part (Luo X, 2008, Mor A, 2008, Tan AH, 2010, Liu H, 2013) (voir 

paragraphe IV.D). De plus, ERK1/2 est impliquée dans la régulation de la progression dans la 

phase G1 du cycle cellulaire (Meloche S, 2000).  

Ensuite, la nature du milieu cytokinique au moment de la présentation antigénique joue un rôle 

important dans la différenciation des lymphocytes Th. Les protéines STAT (Signal Transducer 

and Activator of Transcription) sont les principales molécules impliquées dans la signalisation 

en réponse au milieu cytokinique, et contribuent à induire l’expression de facteurs de 

transcription spécifiques et déterminants dans l’établissement de chacune des sous-classes de 

lymphocytes Th. Cependant, l’induction des protéines STAT n’intervient que lors d’une 

activation du TCR.  
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Fig.I 7. Différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs vers les phénotypes fonctionnels Treg, 
Th1, Th2 et Th17 (Bailey SR, 2014). 

 

1. Les lymphocytes Th1. 

 

Initialement, seuls deux phénotypes possibles de lymphocytes CD4+ Th avaient été décrits ; les 

lymphocytes CD4+ Th pouvaient être de type 1, ou Th1, ou de type 2 (Th2) (Del Prete 1991).  

Les premiers, les lymphocytes CD4+ Th1 interviennent dans l’immunité à médiation cellulaire 

et l’inflammation dépendante des phagocytes. Ils sont majoritairement impliqués dans la 

défense de l’hôte contre les infections intracellulaires (agents microbiens et virus). Les 

lymphocytes Th1 sont caractérisés par leur sécrétion d’IFN- (Interféron-γ) et l’expression du 

facteur de transcription Tbet (T-box expressed in T cells, TBX21) (Lighvani AA, 2001) et du 

récepteur IL-18R1 (Zhu J, 2010).  

Une stimulation du TCR par un antigène approprié, et la stimulation des voies de signalisation 

en aval des récepteurs à l’IFN- et l’IL-12 (p70), produits par les monocytes/macrophages et 

les cellules dendritiques, sont essentiels pour la différenciation fonctionnelle des Th1. La 

stimulation du TCR induit une activation de la voie de signalisation ERK, et en réponse à une 

forte stimulation du TCR, les lymphocytes T CD4+ naïfs expriment fortement EGR1, une cible 

transcriptionnelle de ERK impliquée dans l’expression de Tbet (Shin HJ, 2009). L’IFN- et 



70 

 

l’IL-12 (p70) induisent l’activation, respectivement, des facteurs de transcription STAT1 et 

STAT4 favorisant la transcription du facteur de transcription Tbet. Tbet stimule l’expression 

de l’IFN- (Szabo SJ, 2000) et de la chaine 2 du récepteur à l’IL-12 (IL-12R2) nécessaires à 

la différentiation des lymphocytes Th1. La stimulation du récepteur IL-12R2 augmente 

l’expression de l’IFN- et de Tbet (Afkarian M, 2002, Biedermann T, 2004), induit l’expression 

de la chaine IL-18R, et inhibe l’expression de l’IL-4 et de l’IL-5 (Lighvani AA, 2001) (Fig. 

I8). 

 

Fig.I 8. Modèle de différenciation des lymphocytes Th1 (Weaver CT, 2007). 

 

Les lymphocytes CD4+ Th1 représentent la principale source d’IFN-, d’IL-2 et de TNF 

(LT). Ces cytokines spécifiquement produites par les Th1 induisent l’activation des 

macrophages et polymorphonucéaires (PMNs) impliqués dans la destruction des pathogènes 

bactériens intracellulaires, et celle des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et des cellules NK 

responsables de la réponse immune cellulaire contre les virus et les cellules tumorales 

(Romagnani S, 1997, Mosmann TR, 1996). Cette réponse immunitaire cellulaire peut être 

associée à une production d’anticorps par les lymphocytes B. 

Les lymphocytes T CD4+ Th1 sont également impliqués de façon délétère dans des maladies 

auto-immunes telles que la sclérose en plaque, le diabète de type1 et l’arthrite rhumatoïde. Ils 

sont également impliqués dans les réactions d’hypersensibilité retardée (Mosmann TR, 1996). 

 

2. Les lymphocytes Th2. 

 

Les lymphocytes CD4+ Th2 interviennent dans la réponse immunitaire médiée par les anticorps 

ou immunité adaptative humorale. Ils permettent de lutter contre les parasites, les bactéries 
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extra-cellulaires, les allergènes et les toxines. Les lymphocytes Th2 sont caractérisés par la 

production d’IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13 et l’expression du facteur de transcription GATA3 

(Zheng W, 1997, Agarwal S, 1998, Zhu J, 2004) et du récepteur IL-33R (Zhu J, 2010). 

GATA3 joue également un rôle important à différentes étapes du développement des 

lymphocytes T CD4+ mais est considéré comme le facteur de transcription « maître » des 

lymphocytes Th2 (Ho IC, 2009). La différentiation Th2 est impossible dans les lymphocytes T 

CD4+ périphériques n’exprimant pas GATA3 (Messi M, 2003, Pai SY, 2004). La stimulation 

du TCR induit une activation de la voie de signalisation ERK impliquée dans la différenciation 

fonctionnelle des lymphocytes Th2. L’IL-4 joue également un rôle essentiel. L’IL-4, via son 

récepteur, active la phosphorylation du facteur de transcription STAT6 et conduit à la 

transcription du facteur de transcription GATA3 (Nelms K, 1999, Zhu J, 2004 & 2010). 

L’activation de ERK induit une phosphorylation de STAT6 et celle-ci potentialise la 

signalisation en aval du récepteur de l’IL-4 (IL-4R) en présence de faibles doses d’IL-4 durant 

la phase initiale de la différenciation Th2 (Yamashita M, 1999) (Fig. I9). De plus, l’activation 

de la voie ERK en réponse à une stimulation du TCR favorise la stabilisation de GATA3 via 

l’inhibition de sa dégradation par le protéasome (Yamashita M, 2005). GATA3 stimule ensuite 

la production des cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 (Zhang D.H, 1997). GATA3 est de plus capable 

d’induire sa propre expression une fois atteint un certain seuil d’expression (Ouyang W, 2000, 

Zhu J, 2010). D’autres cytokines dont l’IL-2, l’IL-7 et TSLP (Thymic stromal lymphopoietin), 

sont également impliquées dans la différentiation des lymphocytes T CD4+ Th2. Les travaux 

de Zhu J et al ont montré que l’activation de STAT5 par l’IL-2 est essentielle pour la 

différentiation des Th2 in vitro et in vivo (Zhu J, 2003, Cote-Sierra J, 2004). GATA3 est capable 

de réprimer l’expression de STAT4, et l’IL-4 permet également de supprimer les réponses Th1 

et Th17. Les cellules produisant initialement l’IL-4 ne sont pas clairement identifiées, 

cependant les basophiles, éosinophiles, mastocytes et les cellules NKT sont des sources d’IL-4 

(Min B, 2004). Plus récemment, il a été montré que l’IL-33, une cytokine de la famille de l’IL-

1 produite par les cellules épithéliales, joue également un rôle dans la promotion des réponses 

de type Th2 en induisant la production d’IL-5 dans ces cellules (Murakami-Satsutani, 2014, N 

Endo Y, 2015). 

L’activation de la voie de signalisation ERK en réponse à une stimulation du TCR est 

indispensable à la génération des Th2 à partir de cellules CD4+ naïves. Néanmoins, l’intensité 

de cette activation est également fonctionnelement importante. Il a été montré qu’une 

stimulation du TCR par des peptides de faible affinité conduit à une activité faible de ERK, une 

augmentation de la production d’IL-4 et au final à une polarisation fonctionnelle de type Th2. 
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Au contraire, une stimulation forte de ERK par des peptides de forte affinité conduit à 

l’apparition de lymphocytes Th1 (Jorritsma PJ, 2003, Yamane H, 2012). 

 

Fig.I 9. Modèle de différenciation des lymphocytes Th2 (Weaver CT, 2007). 

 

Les lymphocytes T CD4+ Th2 sont responsables d’une forte production d’anticorps et sont les 

médiateurs majeurs de la commutation de classe des immunoglobulines (Ig) E dans les 

lymphocytes B (Annunziato F, 2009), de l’activation et du recrutement sur le site inflammatoire 

des éosinophiles et basophiles en réponse à des allergènes ou des toxines, et permettent de lutter 

contre de nombreuses bactéries extra-cellulaires et des vers parasites (helminthes) (revue dans 

Zhu J, 2010). Les Th2 sont également responsables de l’inhibition de nombreuses fonctions des 

macrophages (Romagnani S, 1999). Les lymphocytes Th2 sont également impliqués dans la 

pathogénèse de l’asthme et d’autres maladies inflammatoires d’origine allergique. 

 

3. Les lymphocytes Th17. 

 

a) Découverte des Th17. 

 

Pendant près de 20 ans la classification Th1/Th2 a permis d’expliquer de nombreux aspects de 

l’immunité et de l’inflammation. La découverte dans les années 2000 d’une nouvelle sous-

population de lymphocytes T CD4+ au caractère pro-inflammatoire et produisant de l’IL-17 est 

le fait des travaux des équipes de Kastelein R. A. (Oppmann B, 2000) et Sedgwick J.D (Cua 

DJ, 2003). Ces travaux ont montré que l’IL-23, et non l’IL-12, est la principale responsable des 

désordres autoimmuns dans les modèles murins. L’IL-23 est une cytokine pro-inflammatoire 
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hétérodimérique composée d’une sous-unité p40, commune à l’IL-12, et d’une sous-unité p19 

(Oppmann B, 2000, Kastelein R.A, 2007). Les souris déficientes en IL-23 (p19 -/-) apparaissent 

alors comme totalement protégées contre l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale 

(EAE), tandis que les souris déficientes en IL-12 (p35-/-) restent susceptibles de développer la 

maladie malgré un défaut dans le développement des cellules Th1 (Cua D.J, 2003, Murphy CA, 

2003). Il a ensuite été démontré que l’IL-23 était impliquée dans la génération d’une population 

de lymphocytes T CD4+ T effecteurs produisant de l’IL-17A et que ces cellules étaient 

impliquées dans le développement de l’EAE médiée par l’IL-23 (Aggarwal S, 2003, Langrish 

CL, 2005). Néanmoins, il a alors été observé que l’IL-23 seule ne permettait pas de générer des 

cellules productrices d’IL-17A à partir de cellules naïves in vitro, et la notion de Th17 restait 

alors hypothétique. Les travaux de 3 équipes (Littman, Kuchroo et Stockinger) ont permis de 

décrire chez la souris les conditions de différenciation in vitro des cellules Th17 exprimant l’IL-

17A à l’aide d’une combinaison d’IL-6, IL-21 et TGF(Betteli E, 2006, Ivanov I.I, 2006, 

Veldhoen M, 2006, Zhou L, 2007, Korn T, 2007). 

 

b) Phénotype et caractérisation des Th17. 

 

Les lymphocytes T CD4+ Th17 ont récemment été décrits comme des cellules T effectrices 

caractérisés par la production d’IL-17A, et d’IL-17F, et exprimant le facteur de transcription 

RORt chez la souris et RORC2 chez l’homme (retinoic acid-related orphan receptor T) (Ivanov 

II, 2006, Chen Z, 2007, Yang XO, 2008). Ces cellules sont également caractérisées par la 

sécrétion d’IL-21, IL-22 et CCL20 (MIP-3/Macrophage Inflammatory Protein-3), et par 

l’expression du récepteur à l’IL-23 (IL-23R) (Harrington L, 2005, Park H, 2005, Yamaguchi T, 

Sakaguchi S, 2006). Les Th17 expriment également le récepteur à l’IL-1 (IL1R1) (Cosmi L, 

2008, Kleinschek MA, 2009, LeeWW, 2010). Les cellules Th17 se comportent comme des 

cellules dont la durée de vie est importante, capables d’auto-renouvellement et de conserver la 

capacité à sécréter de l’IL-17A ; elles présentent des caractéristiques communes à des cellules 

souches (Muranski P, 2011) (expression de HIF1, accumulation de -catenin et expression de 

TcF7) (Staal FJ, 2008, Kryczek I, 2011, Dang EV, 2011, Shi LZ, 2011). 

Chez l’homme, les lymphocytes T mémoires (CD45RO+) du sang périphérique sécrétant de 

l’IL-17A en réponse à une stimulation ex vivo sont majoritairement compris dans une 

population exprimant le récepteur de chimiokine CCR6 (Acosta-Rodriguez EV, 2007, 

Annunziato F, 2007) (Fig.I10). Ce récepteur peut également être exprimé par les lymphocytes 
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B et certaines cellules dendritiques. Il a d’ailleurs été démontré que la production de cytokines 

caractéristiques des Th17 (IL-17A, IL-17F, IL-22) peut être rapidement induite dans les cellules 

T mémoires CCR6+ lors d’une stimulation par de l’IL-2, de l’IL-7 ou de l’IL-15, alors que ce 

n’est pas le cas dans la population CCR6- (Wan Q, 2011). Néanmoins, la population de 

lymphocytes Th17 mémoires exprimant CCR6 représente une population hétérogène et peut 

exprimer d’autres récepteurs de chimiokines, suggérant des phénotypes hybrides avec d’autres 

sous-populations de lymphocytes T CD4+ (Singh S.P, 2008, Acosta-Rodriguez EV, 2007, 

Beriou G.E, 2010). On distingue ainsi 2 sous-populations de lymphocytes Th17, une première 

exprimant CCR6 et le récepteur CCR4 productrice d’IL-17A mais pas d’IFN-, une seconde 

exprimant en plus de CCR6 le récepteur CXCR3 qui sont des cellules capable de sécréter de 

l’IL-17A uniquement ou une combinaison d’IL-17A et d’IFN-(Fig. I10)Acosta-Rodriguez 

EV, 2007, Annunziato F, 2007, Duhen T, 2009, Trifari S, 2009)Le premier phénotype 

CCR6+CCR4+ est commun aux Th17 et aux lymphocytes Th22, qui ont la particularité 

d’exprimer de l’IL-22 mais pas d’IL-17. Il est néanmoins possible de distinguer ces cellules sur 

le plan phénotypique car les Th22 expriment le marqueur CCR10 ce qui n’est pas le cas des 

Th17 (Duhen T, 2009, Trifari S, 2009, Eyerich S, 2009). L’expression de ces différents 

récepteurs de chimiokines permet un recrutement préférentiel de chaque sous-classe de 

lymphocytes Th17 dans différents tissus. 
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Fig.I 10. Expression de CCR6 à la surface des lymphocytes T CD4+. 

(A.) Au sein des lymphocytes T, différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ mémoires 

(CD4+CD45RA-) peuvent être identifiées en cytométrie en flux à l’aide de combinaisons 

d’anticorps dirigés contre des récepteurs de chémokines. (B.) La combinaison d’anticorps anti-

CCR6, anti CXCR3 et anti-CCR4 permet de distinguer tout d’abord des lymphocytes CCR4-

CXCR3+ et CCR4+CXCR3-. (C.) Au sein de la population CCR4-CXCR3+ l’expression du marqueur 

CCR6 permet l’identification de lymphocytes Th1 (CCR4-CXCR3+CCR6-) et de lymphocytes 

Th1/Th17 (CCR4-CXCR3+CCR6+) capables de sécréter de l’IL-17A uniquement ou en combinaison 

avec de l’IFN- (D.) Au sein de la population CCR4+CXCR3- on identifie des lymphocytes Th2 

(CCR4+CXCR3−CCR6-) et des lymphocytes Th17 (CCR4+CXCR3−CCR6+). 

 

Il a également été montré que tous les lymphocytes T CD4+ Th17 mémoires expriment le 

marqueur CD161 (Cosmi L, 2008, Kleinschek MA, 2009). Les lymphocytes T CD4+ Th17 ont 

tous pour origine des précurseurs exprimant RORC2, et contenus dans une population de 

cellules T CD4+ CD161+ présente dans le sang de cordon ombilical (Umbilical Cord 

Blood/UCB) et le thymus du nouveau-né (Cosmi L, 2008). De plus, j’ai participé à des travaux 

qui ont permis de montrer qu’un pourcentage important de cellules T CD4+ expriment la 

molécule CD90, et que ce marqueur permet d’identifier au sein des cellules 
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CD4+CD45RO+CCR6+CD161+/- une sous-population de lymphocytes Th17 présentant un 

sécrétome très fortement inflammatoire. Ces lymphocytes Th17 CD90+ expriment les cytokines 

IL-17A, IL-6, CCL20, TNF-α et GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor), et l’IL-22 à des niveaux plus importants comparativement aux Th17 CD90- (Guillot-

Delost M & Le Gouvello S, 2012). 

Les cellules Th17 CD4+CD161+CCR6+ sont localisées de façon physiologique majoritairement 

au sein du parenchyme intestinal chez les individus sains ; elles sont également présentes dans 

les autres territoires muqueux périphériques et dans la circulation sanguine (Kleinschek MA, 

2009). Cependant, dans la muqueuse intestinale des patients atteints de la maladie de Crohn ou 

de colite ulcéreuse, ou dans le liquide synovial de patients atteints d’arthrite idiopathique 

juvénile, les lymphocytes Th17 sont anormalement abondants (Fujino S, 2003, Cosmi L, 2011, 

Maggi L, 2013). Le rôle délétère des cellules Th17 CCR6+ dans les pathologies inflammatoires 

chroniques a été démontré à l’aide de modèles murins déficients pour CCR6 qui sont protégés 

contre l’inflammation et l’emphysème, par exemple (Bracke KR, 2006, Harrison OJ, 2008). De 

plus dans un modèle animal d’arthrite rhumatoïde, ce sont principalement les Th17 exprimant 

CCR6 qui sont recrutés sur les sites inflammatoires (Hirota K, 2007). 

Malgré leur rôle hautement pathogène, les lymphocytes T CD4+ Th17 ne représentent 

néanmoins qu’une minorité des cellules présentes sur le site de l’inflammation en comparaison 

du nombre de cellules Th1. Il a été récemment proposé que la rareté des lymphocytes Th17 

dans les sites inflammatoires pourrait être, en partie, expliquée par l’expression de l’enzyme 

IL4I1 dans ces cellules (Santarlasci V, 2012). L’IL4I1 est une L-amino-oxydase initialement 

décrite dans les lymphocytes B (Chu CC, 1998) puis dans les cellules dendritiques (Boulland 

ML, 2007). L’IL4I1 produit de l’H2O2. Son activité est maximale quand elle utilise comme 

substrat la phénylalanine, plutôt que le tryptophane, la tyrosine ou la leucine (Boulland ML, 

2007). L’IL4I1 a pour effet d’inhiber la prolifération des lymphocytes T in vitro via l’inhibition 

de la voie de signalisation liée au TCR dans les Th17 (Santarlasci V, 2012). Cette forte 

expression de l’IL4I1 est détectable dans les précurseurs des cellules Th17 et est dépendante de 

l’expression du facteur de transcription RORC2. (Santarlasci V, 2012).  

Enfin, dans certaines conditions, les Th17 peuvent supprimer les fonctions effectrices des 

lymphocytes T CD4+ et CD8+. C’est le cas des Th17 infiltrant les tumeurs qui peuvent exprimer 

les ectonucléotidases CD73 et CD39 (Chalmin F, 2012). Ce point sera traité plus en détail dans 

la partie III. 3. e)(2). 
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c) Différenciation des Th17. 

 

Chez la souris, la source d’IL-17A la mieux caractérisée est la population de lymphocytes Th17 

différenciés à partir de cellules CD4+ naïves en réponse à une stimulation du TCR par un 

antigène et en présence d’un micro-environnement cytokinique approprié dans les organes 

lymphoïdes périphériques. Ces lymphocytes Th17 sont des lymphocytes Th17 inductibles ou 

iTh17. Néanmoins, il existe une autre population de lymphocytes T CD4+ productrices d’IL-

17A qui acquière cette capacité précocément au cours du développement dans le thymus (Marks 

BR, 2009, Kim JS, 2013). Cette population de Th17 naturels, ou nTh17, a la capacité de 

produire des cytokines lors d’une stimulation sans recours à une différenciation préalable dans 

les tissus périphériques. Chez la souris, 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). Dans la suite de ce document, je ne 

m’intéresserai qu’aux iTh17 qui seront nommés Th17. 

 

(1) Environnement cytokinique 

 

Dès 2006, les travaux de l’équipe de Littman chez la souris ont tout d’abord montré que les 

lymphocytes T CD4+ murins expriment l’IL-17A en réponse à une combinaison d’IL-6 et de 

TGF- (Ivanov I.I, 2006, Littman DR 2010). Néanmoins, chez l’homme, les premières données 

concernant l’environnement cytokinique requis pour la différenciation des Th17 étaient 

controversées. Il a d’abord été montré que la combinaison cytokinique IL-6-TGF- ne 

permettait pas d’induire la production d’IL-17A par les lymphocytes T CD4+ (Chen Z, 2007). 

En parallèle, l’IL-1 et l’IL-23 furent identifiées comme des cytokines essentielles à la 

différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs en cellules productrices d’IL-17A, et le TGF- 

apparaissait comme un inhibiteur de la génération de ces cellules (Acosta-Rodriguez EV, 2007, 

Wilson NJ, 2007). Des études ultérieures montrent que, au contraire, le TGF- joue un rôle 

essentiel dans la différenciation des lymphocytes Th17 (Manel N, 2008, Volpe E, 2008), et que 

la combinaison du TGF-β (Transforming growth factor-β) avec une cytokine pro-inflammatoire 

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

l’IL-21 (Manel N, 2008), permet une polarisation des cellules T CD4+ naïves vers un phénotype 

Th17. L’IL-1β et l’IL21 agiraient en partie en induisant l’expression du récepteur à l’IL-23 (IL-
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23R) (Korn T, 2007 & 2009, Ghoreschi K, 2010). Par ailleurs, il est bien établi que l’IL-23 est 

essentielle pour la survie des lymphocytes Th17 et le maintien du phénotype Th17 (Wilson NJ, 

2007) (Fig. I11). 

 

Fig.I 11. Conditions de polarisation des Th17 chez l’homme. 

 

Le TGF- est capable d’induire l’expression du facteur de transcription essentiel pour le 

développement des Th17, RORC2, dans les cellules T CD4+ naïves humaines issues du sang de 

cordon ombilical (Manel N, 2008, Schmitt N, 2014). La controverse concernant le rôle du TGF-

 dans la génération des lymphocytes Th17 humains pourrait être expliquée en partie par des 

différences de pureté des cellules T CD4+ naïves (du sang de cordon doit être utilisé pour 

l’isolement de précurseurs naïfs), ou par la composition des milieux de culture utilisés dans les 

différentes études. En effet, l’utilisation de milieu sans sérum est maintenant préconisée, car 

certains constituants des séra utilisés en cultures pourraient avoir un effet sur l’expression de 

l’IL-17, notamment le TGF- lui-même et des ligands de AhR (aryl-hydrocarbon receptor) 

(Manel N, 2008, Veldhoen M, 2009). Cependant la stimulation par le seul TGF- est 

insuffisante pour induire la production d’IL-17A par des cellules humaines T CD4+ naïves. 

L’absence de lymphocytes Th17 chez les patients atteints de syndrome d’hyper-IgE, chez 

lesquels STAT3 n’est pas fonctionnel dans toutes les cellules, montre que la différentiation de 

cellules productrices d’IL-17A nécessite, en plus du TGF-, la présence de cytokines 

susceptibles de mobiliser la voie de signalisation STAT3, ce qui est le cas en ce qui concerne 

l’IL-21 ou l’IL-23 (Manel N, 2008, Yang L, 2008, Milner JD, 2008, Ma CS, 2008, Schmitt N, 

2014). 

L’importance du TGF- dans la génération des lymphocytes Th17 humains a été précisée par 

les travaux de Cosmi et collègues sur les lymphocytes T CD4+CD161+, issus du sang de cordon 

ombilical ou du thymus, qui peuvent être considérés comme des précurseurs directs des cellules 



79 

 

Th17. Les cellules T naïves différenciées en absence de TGF-exogène, mais en présence d’IL-

1 et d’IL-23, 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- (Cosmi L, 

2008). L’expression de l’IL-17A par ces cellules nécessite une stimulation par des anticorps 

anti-CD3 et anti-CD28, mimant une stimulation antigénique, en présence d’IL-1 et d’IL-23. 

Cependant après une telle stimulation, une majorité de cellules CD4+CD161+ deviennent des 

cellules Th1 exprimant Tbet et l’IFN-. L’ajout de TGF-dans le milieu de culture permet 

d’augmenter fortement la génération de cellules exprimant l’IL-17A et non l’IFN- en inhibant 

la production d’IFN-(Santarlasci V, 2009). Le TGF-n’est donc pas impliqué directement 

dans le développement des Th17 mais favorise leur expansion relative en inhibant les cellules 

Th1 ou en évitant une plasticité des cellules Th17 vers un phénotype Th1. 

Chez l’homme, le facteur de transcription essentiel pour le développement des Th17 est 

RORC2. La surexpression de ce gène dans des cellules T CD4+ naïves humaines, cultivées en 

présence d’IL-1β/IL-6/IL-23, induit une expression des cytokines IL-26 et IL-17A/F, ainsi que 

celle du récepteur de chimiokine CCR6, associés au phénotype Th17, et l’inhibition de 

l’expression 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 (Manel N, 2008, Burgler S, 

2009, Schmitt N, 2014). De plus, la transfection de RORC2 dans les cellules 

CD4+CCR6+CD161- induit l’expression de la molécule membranaire CD161, et la production 

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 joue un 

rôle important dans la différenciation des Th17 (Yang XO, 2007, Mathur AN, 2007, Durant L, 

2010). Enfin, les facteurs de transcription IRF4 (interferon-regulatory factor 4), BATF et Runx1 

seraient 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). Dans des modèles murins 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). Cette activité inhibitrice de l’IL-27 sur la différenciation des Th17 a été confirmée 

chez l’homme (Chong WP, 2014). L’IL-2 promeut la différenciation des lymphocytes Th17 

humains in vitro (Manel N, 2008) et le traitement par de l’IL-2 permet de maintenir le nombre 
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de lymphocytes Th17 circulants chez les patients infectés par le VIH (Ndhlovu LC, 2010). La 

raison pour laquelle, contrairement à la souris, l’IL-2 n’inhibe pas la génération des Th17 

humain n’est à ce jour pas connue. 

 

(2) Rôle du métabolisme énergétique 

 

Le métabolisme joue un rôle important dans la régulation des fonctions cellulaires. Les 

changements du métabolisme n’interviennent pas uniquement dans le maintien de 

l’homéostasie cellulaire, mais participent également à l’activation de la cellule en réponse à des 

stimuli extérieurs. 

Au sein du système immunitaire les lymphocytes représentent une population hétérogène de 

cellules qui, pour la plupart, sont quiescentes. En absence de stimulation, la fonction principale 

de ces cellules est la surveillance antigénique, et cette fonction nécessite peu d’énergie et donc 

d’ATP (Fox CJ, 2005). Ces cellules utilisent le glucose pour fournir de l’ATP via la glycolyse, 

et la phosphorylation oxydative (Pearce EL, 2013). Dans la circulation sanguine, la régulation 

du métabolisme des lymphocytes T naïfs n’est pas dépendante des nutriments, présents en 

grande quantité. Elle est assurée par des signaux trophiques en aval du TCR (Rathmell JC, 

2000) et des cytokines homéostasiques telles que l’IL-7 (Wofford JA, 2008). De faibles 

stimulations du TCR sont en effet nécessaires pour maintenir l’expression du transporteur du 

glucose, Glut-1 (Glucose transporter 1) (Rathmell JC, 2000). L’IL-7 régule l’absorption du 

glucose et la glycolyse en activant de nombreuses enzymes glycolytiques et en induisant une 

expression faible mais soutenue de Akt (Protein kinase B) (Wofford JA, 2008). 

Lors de l’activation et de la différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs, les cellules subissent 

un profond changement de métabolisme afin de répondre aux besoins énergétiques et de 

biosynthèse relatifs à la croissance cellulaire, aux divisions cellulaires successives et à la 

différenciation (Fig. I12). La stimulation du TCR des lymphocytes T CD4+ naïfs et la 

costimulation par la molécule CD28 induisent l’activation de la PI3K (phosphoinositide 3-

kinase) et de Akt (Frauwirth KA., 2002). L’activité de Akt dans les cellules activées devient 

alors significativement plus importante que dans les cellules naïves. Akt stimule la glycolyse 

en induisant l’expression de Glut-1 et en augmentant l’activité des enzymes glycolytiques la 

phosphofructokinase et l’hexokinase (Barthel A, 1999) ; l’expression de cette dernière est 

induite par ERK en réponse à une stimulation du TCR (Marko AJ, 2010). Akt active également 

mTOR (mammalian target of rapamycin) et promeut ainsi la synthèse protéique et lipidique 
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(Berwick DC, 2002, Chi H, 2012). L’activation de la cellule induit également une forte 

augmentation de calcium (Ca++) intracellulaire et l’activation de NFAT et NF-B (Lewis RS, 

2003, Tomida T, 2003). Les mitochondries sont également impliquées dans la régulation du 

Ca++ intracellulaire, et l’augmentation de l’absorption de Ca++ par la mitochondrie active des 

enzymes (Pyruvate dehydrogenase [PDH], isocitrate dehydrogenase, -cétoglutarate 

dehydrogenase) et augmente l’activité du cycle de Krebs (Tarasov AI., 2012). L’augmentation 

de l’activité du cycle de Krebs génère du NADH et du FADH2 qui serviront de donneurs 

d’électrons pour la chaîne respiratoire mitochondriale dont la production d’ATP se trouve 

également augmentée. 

 

Fig.I 12. Aperçu du changement de métabolisme lors de l’activation des lymphocytes T (Ron-
Harel, 2015). 

 

Suite à cette phase initiale de l’activation des cellules T naïves, les lymphocytes entament une 

phase de croissance et une expansion clonale. Les lymphocytes ont alors majoritairement 

recours à la glycolyse aérobique (MacIver NJ, 2013, Pearce EL, 2013). Ce métabolisme 

glycolytique non oxydatif est comparable à l’effet Warburg observé dans les cellules tumorales 

(Vander Heiden MG, 2009, Pearce EL, 2013). Bien que la glycolyse aérobique soit moins 

efficace que la phosphorylation oxydative pour répondre aux besoins en ATP, elle génère des 

métabolites intermédiaires, tels que le glucose-6-phosphate et le 3-phosphoglycérate, 

importants pour la synthèse de nucléotides et d’acides aminés essentiels pour la croissance 

cellulaire (Vander Heiden MG, 2009, Anastasiou D, 2011, Macintyre AN, 2013), et de 

NADPH, utilisé pour la réduction du glutathion, lui aussi important pour la division cellulaire. 
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Ce changement de métabolisme s’accompagne d’une inhibition de l’oxydation des acides gras 

dans la mitochondrie. Les acides gras restent alors disponibles pour la synthèse des lipides. 

Le métabolisme des cellules T CD4+ effectrices repose essentiellement sur la glycolyse 

aérobique, alors que le métabolisme des iTregs repose sur la phosphorylation oxydative et 

l’oxydation des lipides (Fig. I13). Les cellules T activées peuvent toujours avoir recours à la 

phosphorylation oxydative pour répondre à leurs besoins énergétiques, mais cette 

reprogrammation métabolique et l’induction d’un métabolisme majoritairement glycolytique 

est une étape essentielle pour l’acquisition d’un phénotype effecteur de type Th1, Th2 ou Th17 

(Michalek RD, 2011, revue dans Barbi J, 2013).  

Les lymphocytes T CD4+ mémoires, d’un point de vue métabolique, présentent les 

caractéristiques de cellules quiescentes. A l’instar des cellules naïves ils incorporent donc du 

glucose et des acides aminés à bas bruit, qui serviront de matière première pour fournir de l’ATP 

via une glycolyse modérée et la phosphorylation oxydative (Michalek RD, 2011). 

 

 

Fig.I 13. Aperçu du métabolisme des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+. 

La différenciation des lymphocytes T CD4+ est associée à un changement de métabolisme et à 

une induction de la voie de signalisation mTOR, qui permettent aux cellules de répondre aux 

besoins énergétiques et de biosynthèse protéique et lipidique. La fourniture des besoins en 

énergie des lymphocytes T CD4+ Th1, Th2 et Th17 repose essentiellement sur la glycolyse 

aérobique. Le métabolisme des Tregs repose sur la phosphorylation oxydative et l’oxydation 

des lipides (Coquillard C, 2015). 
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L’augmentation du métabolisme glycolytique dans les cellules Th17 semble également 

importante pour le maintien du phénotype Th17. L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques 

du métabolisme du glucose, tels que le 2-déoxyglucose, diminue le développement des 

lymphocytes Th17 et contribue au développement des Tregs (Shi LZ, 2011). Le recours à la 

glycolyse est fortement lié à l’activation de mTOR, et l’augmentation de la glycolyse, 

dépendante de l’activité de mTOR, observée dans les Th17 semble reliée à l’augmentation de 

HIF-1(Hypoxia-inducible factor 1-. Chez la souris, HIF-1 possède des sites de fixation 

sur le locus codant pour RORt et contribue à l’augmentation de l’expression de ce facteur de 

transcription tout en inhibant celle de FOXP3 (Forkhead box P3) (Dang EV, 2011). Des 

modèles murins déficients pour l’expression de HIF1 sont caractérisés par une diminution des 

lymphocytes Th17 et une augmentation des Tregs (Shi LZ, 2011). La PDH est l’enzyme 

permettant la liaison entre la glycolyse aérobique et la phosphorylation oxydative. La PDH 

catalyse la conversion du pyruvate cytosolique en acétyl-CoA mitochondrial. Sa fonction peut 

être inhibée par les PDH kinases (PDHKs). Le pyruvate est alors converti en lactate par la 

lactate dehydrogénase (Kaplon J, 2013). PDHK1 est un des gènes cibles de HIF1 et est 

exprimée dans les lymphocytes Th17 et à un faible niveau dans les Tregs. L’inhibition ou la 

déficience en PDHK1 inhibe la différentiation in vitro des lymphocytes T CD4+ naïfs en Th17 

et induit une augmentation de la population Treg (Gerriets AV, 2014). Nr4a1 (Nur77) est un 

gène induit lors d’une stimulation du TCR et peut servir d’indicateur de la force du signal TCR. 

Ce gène est également important pour la glycolyse et pourrait réguler négativement le 

développement des Tregs en participant à l’induction des gènes impliqués dans la glycolyse 

(Chao LC, 2009, Fasset MS, 2012). Le promoteur du gène codant pour Nr4a1 possède un site 

de fixation pour HIF-1, ce qui suggère un rôle pour ce facteur dans la transcription de Nr4a1 

(Choi JW, 2004). De plus, l’induction de l’oxydation des lipides a des effets négatifs sur la 

différentiation des lymphocytes Th17. En effet la supplémentation en acides gras exogènes d’un 

milieu de culture en conditions polarisantes pro-Th17, inhibe la différentiation in vitro des 

lymphocytes T CD4+ naïfs en Th17 (Michalek RD, 2011, Berod L, 2014). 

Un métabolisme reposant sur l’oxydation des lipides est lui associé à un phénotype Treg. En 

effet, l’acquisition d’un phénotype Treg est indépendante du phénomène de reprogrammation 

métabolique décrit précédemment dans ce document et nécessaire à l’établissement d’un 

phénotype effecteur. Les mesures de potentiel mitochondrial et des niveaux d’oxydation du 

palmitate lors d’une activation des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

montrent que les Tregs ont peu recours à la glycolyse et reposent sur la phosphorylation 
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oxydative et l’oxydation des lipides (Michalek RD, 2011). D’ailleurs, comparativement aux 

Th17, les Tregs ne montrent qu’une modeste augmentation de Glut1, un transporteur du glucose 

essentiel pour la glycolyse. Enfin, les Tregs expriment l’adénosine monophosphate activated 

kinase (AMPK) qui favorise la synthèse de novo des acides gras et leur oxydation (Michalek 

RD, 2011). 

Parallèlement à l’incorporation et au métabolisme du glucose, les acides aminés jouent 

également un rôle important dans la croissance et la division cellulaire. Ils participent en effet 

à la synthèse des nucléotides, au métabolisme énergétique et au contrôle de l’équilibre redox 

de la cellule (Li P, 2007). La glutamine est l’acide aminé le plus abondant dans le sérum et est 

impliquée dans l’activation des lymphocytes T. Elle participe en effet à la synthèse des 

nucléotides et via le principal produit de son métabolisme, le glutamate, à la synthèse des acides 

aminés et du glutathion. De plus, le glutamate peut être converti en -cétoglutarate, intégrer le 

cycle de Krebs et donc participer à la production énergétique de la cellule (Fig I12). La 

consommation de glutamine des lymphocytes est comparable, voir supérieure, à celle du 

glucose, et en réponse à une stimulation du TCR, la prolifération et la production de cytokines 

des lymphocytes en culture est dépendante de la présence de glutamine (Horig H, 1993, Yaqoob 

P, 1997 & 1998, Carr EL, 2010). De plus, l’activation du lymphocyte induit une augmentation 

de l’incorporation de la glutamine. Cette augmentation est corrélée à une augmentation de 

l’expression des transporteurs de la glutamine (les transporteurs de la famille des « sodium-

dependent neutral amino acid transporter » [SNAT]) et de l’activité des enzymes permettant sa 

conversion en glutamate (dont la glutaminase) et de son utilisation par le cycle de Krebs. Cette 

augmentation est dépendante de la co-stimulation par CD28 et de l’activité de ERK, impliquée 

dans le contrôle de l’expression et de l’activité des SNAT (Franchi-Gazzola R, 1999, Lopez-

Fontanals M, 2003) suggérant un rôle de l’activation du TCR dans ce mécanisme. 

 

(3) Autres facteurs influençant la différenciation des Th17 

 

(a) Flore microbienne 

 

L’organisme humain abrite une flore microbienne commensale normalement présente sur la 

peau et les muqueuses des sujets sains. Les bactéries commensales peuvent être réparties en 4 

flores principales (cutanée, respiratoire, génitale et digestive). La flore commensale procure de 

nombreux avantages à l’organisme humain, tels que la synthèse de vitamine K, l’aide à 
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l’absorption des aliments, prévient par sa composition équilibrée la prolifération de bactéries 

commensales potentiellement dangereuses (Clostridium difficile), et gêne la colonisation des 

muqueuses par des bactéries pathogènes. La flore commensale participe également activement 

à la régulation et l’homéostasie du système immunitaire (Backhed F, 2005). La flore 

commensale pourrait avoir une influence sur le développement des différentes sous-populations 

de lymphocytes T CD4+. Il a ainsi été montré, chez la souris, que la présence dans la lamina 

propria de l’intestin de bactéries Gram positif, de type SFB telles que Candidatus arthromitus, 

est suffisante pour induire le développement de cellules Th17 productrices d’IL-17 et IL-22 

(Ivanov II, 2009). De plus, dans des modèles murins, l’apparition des cellules Th17 dans 

l’intestin est contemporaine de la colonisation de cet organe par des bactéries résidentes (Ivanov 

II, 2010). Les bactéries SFB sont absentes chez l’homme (Gaboriau-Routhiau, V, 2009), 

néanmoins, les recherches actuelles montrent l’importance du microbiote chez l’homme. 

 

(b) AhR 

 

Le développement des lymphocytes Th17 pourrait également dépendre de facteurs externes. 

Les récepteurs AhR sont des facteurs de transcription activés par leurs ligands dont le rôle a 

d’abord été décrit dans la médiation de la toxicité de la dioxine. Les ligands de AhR peuvent 

être des molécules externes (comme par exemple les particules diesel trouvées dans la pollution 

environnementale). Parmi ces ligands, les acides aminés aromatiques, agonistes naturels de 

AhR, favorisent la différenciation des Th17 quand ils sont ajoutés dans le milieu de culture. Ces 

acides aminés peuvent être retrouvés in vivo dans l’intestin, apportés par les aliments ou 

produits par les bactéries commensales. Les souris déficientes pour le récepteur AhR montrent 

un développement restreint de la population Th17 et une absence de production d’IL-22 

(Veldhoen M, 2008, Veldhoen M, 2009). Cependant, selon la nature du ligand, AhR peut 

promouvoir la génération de cellules Th17 ou celle de lymphocytes T régulateurs (Treg) 

(Quintana FJ, 2008). Les facteurs métaboliques présents dans le microenvironnement peuvent 

donc moduler la polarisation fonctionnelle des lymphocytes T CD4+ et agir sur la balance 

Th17/Treg. 
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(c) Oxyde nitrique 

 

Il a été montré chez la souris, que l’oxyde nitrique (NO) en agissant sur la nitration des résidus 

de tyrosine de RORt conduit à la suppression de l’activation du promoteur de l’IL-17 induite 

par RORt, mettant ainsi en avant un rôle négatif du NO dans la différenciation des Th17 

(Jianjun Y, 2013). 

 

d) Rôle physiologique, cytokines et 

chimiokines produites par les lymphocytes 

Th17. 

 

Les lymphocytes T CD4+ Th17 interviennent dans la défense de l’hôte contre les infections 

fongiques et bactériennes extracellulaires, particulièrement celles qui colonisent la peau, les 

muqueuses de l’intestin et des voies aériennes. Il peut s’agir de certains champignons dont 

Candida albicans, ou de bactéries gram positives (Propionibacterium acnes, Streptococcus 

pneumoniae) ou gram négatives (Bordetella pertussis, Citrobacter rodentium et Klebsiella 

pneumoniae) (Infante-Duarte C, 2000, Chung DR, 2003, Huang W, 2004, Khader SA, 2007, 

Aujla SJ, 2008, Peck A, 2010). L’utilisation de modèles murins déficients pour des gènes 

essentiels à la fonction des lymphocytes Th17 a permis de démontrer leur rôle essentiel dans la 

résolution de ces types d’infections bactériennes. Les souris déficientes pour le gène de l’IL-

17A présentent une réaction exacerbée à la 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 de type C. Albicans (Huang W, 2004).  

Des cellules T CD4+ humaines stimulées par une combinaison d’anticorps anti-CD3 et anti-

CD28 dans des conditions de cultures polarisantes pro-Th17 produisent de l’IL17A et de l’IL-

17F sous formes d’homodimères ou d’hétérodimères, montrant que le complexe IL-17A/F est 

bien une forme naturelle de ces protéines (Wright JF, 2007). L’existence d’hétérodimères IL-

17A/IL-17F a été montrée, et ces hétérodimères présentent une activité intermédiaire 

comparativement à celle des homodimères respectifs (Chang SH, 2007). L’expression de ces 

deux interleukines est associée à de nombreuses pathologies inflammatoires chroniques telles 

que l’arthrite rhumatoïde, la sclérose en plaque, le psoriasis, la maladie de Crohn et l’asthme 

(Nakae S, 2003, Lubberts E, 2004, Langrish CL, 2005, Park H, 2005).  

Les cytokines de la famille de l’IL-17, IL-17A et IL-17F, présentent une forte homologie dans 

leurs séquences protéiques (50%). L’IL-17A et F secrétées par les Th17 induisent l’expression 
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de diverses cytokines pro-inflammatoires et chimiokines via leur fixation sur un récepteur 

commun hétérodimérique composé des chaines IL-17RA et IL-17RC (Toy D, 2006). Ce 

récepteur est exprimé par une grande variété de cellules (cellules épithéliales, endothéliales, 

fibroblastes). L’IL-17A a été initialement décrite comme un inducteur de la production de l’IL-

6, l’IL-8 (CXCL8), MCP-1 (Monocyte chemotactic protein 1 ; CCL2) et l’expression de ICAM-

1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) par les fibroblastes (Yao Z, 1995, Brembilla NC, 2013). 

Le travail de l’équipe de Nakashima suggère également un rôle anti-fibrosant de l’IL-17A, via 

la baisse de production du collagène de type 1 par les fibroblastes (Nakashima T, 2012, 

Brembilla NC, 2013). Il a ensuite été montré que l’IL-17A est également impliquée dans la 

production de facteurs de croissance, de chimiokines et de métalloprotéinases, et dans le 

recrutement et l’activation des neutrophiles dans les muqueuses. En effet, l’IL-17A régule la 

production de chimiokines ligands des récepteurs CXCR1/CXCR2 par les fibroblastes et les 

cellules épithéliales (Witowski J, 2000, Kolls JK, 2004, McAllister F, 2005). Les souris traitées 

avec un anticorps neutralisant dirigé contre l’IL-17A ou des souris déficientes pour l’IL-17A 

sont résistantes à l’EAE (Komiyama Y, 2006). L’IL-17F est produite par les cellules T CD4+ 

et les monocytes activés et induit l’expression du TGF-1 et 2, de CCL-2 (MCP-1), de la 

lymphotoxine- et de l’IL-2 par la lignée cellulaire endothéliale HUVEC (Human Umbilical 

Vein Endothelial Cells), suggérant un rôle possible dans l’angiogénèse (Starnes T, 2001). L’IL-

17F induit l’expression de ICAM-1 et du GM-CSF dans les cellules épithéliales bronchiques. 

L’IL-17F induit également une augmentation de l’expression de l’IL-6 et de CXCL1 dans les 

fibroblastes et les cellules épithéliales, et de CCL2, CCL7, TSLP et MMP13 dans les 

fibroblastes pulmonaires (Yang XO, 2008). Des modèles murins de surexpression de l’IL-17F 

développent des pathologies des voies respiratoires (asthme) caractérisées par un important 

recrutement de neutrophiles.  

A l’instar des souris déficientes pour le gène de l’IL-17A, les souris déficientes pour le gène de 

l’IL-23p19 présentent également une réaction exacerbée à la bactérie K. pneumoniae (Happel 

KI, 2005, Aujla SJ, 2008). En réponse à l’IL-23, les Th17 produisent de l’IL-22, une cytokine 

qui appartient à la famille de l’IL-10 (Chung Y, 2006). Le récepteur de cette cytokine est 

composé de deux chaînes, l’IL-10R2 et l’IL-22R1 et est exprimé dans de nombreux tissus 

notamment sur les cellules endothéliales et épithéliales, mais pas sur les cellules immunitaires 

(Kotenko SV, 2001, Aggarwal S, 2001). Le rôle de l’IL-22 produit par les Th17 est de 

communiquer avec des tissus autres que les cellules immunitaires. De plus, l’IL-17 et l’IL-22 

sécrétées par les Th17 induisent la production de peptides antimicrobiens par les cellules 

épithéliales des muqueuses (Matsuzaki G, 2007, Aujla SJ, 2007). L’IL-22 induit la production 
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de peptides anti-microbiens par les kératinocytes jouant ainsi un rôle majeur dans la fonction 

de barrière immunologique de la peau. Il a néanmoins été montré dans des modèles murins de 

psoriasis que l’IL-22 pouvait induire une inflammation cutanée et une prolifération des 

kératinocytes (Boniface K, 2005, Sa SM, 2007). L’IL-22 peut être produite par différentes 

sources cellulaires et les modèles murins déficients en IL-22 restent sensibles à l’EAE. L’IL-

22 ne peut donc pas être considérée comme un facteur pathogène des Th17. Enfin, l’IL-22 

semble ne pas avoir qu’un rôle pro-inflammatoire et peut, au contraire jouer un rôle protecteur 

dans certaines pathologies inflammatoires hépatiques, intestinales ou du myocarde. (Zenewicz 

LA, 2007, Sugimoto K, 2008, Chang H, 2006).  

L’IL-21 est une cytokine produite par les cellules T activées et les NKT (Parrish-Novak J, 

2000) ; l’ARN messager et la protéine sont beaucoup plus exprimés par les Th17 

comparativement aux cellules Th1 et Th2. Cette interleukine permet d’augmenter la 

prolifération des cellules lymphoïdes, la cytotoxicité des cellules T CD8+ et NK ainsi que la 

différenciation des cellules B en plasmocytes. L’IL-21 a un effet négatif sur la présentation des 

antigènes par les cellules dendritiques et pourrait avoir un rôle pro-apoptotique pour les cellules 

B et NK. Elle possède également une activité anti-tumorale mais est associée au développement 

de pathologies auto-immunes. Son récepteur est composé de la chaîne commune c et de l’IL-

21R (Asao H, 2001, Habib T, 2002), et est exprimé par les cellules CD4+, CD8+, B, NK, les 

cellules dendritiques, les macrophages et les kératinocytes (Spolski R, 2008). L’induction de 

l’IL-21 augmente la production autocrine d’IL-21, et induit l’expression de l’IL-23R sur les 

cellules T CD4+ (Zhou L, 2007). Dans un modèle murin de colite, il a été montré que l’IL-21 

favorise le développement des Th17 via la suppression de l’expression de FOXP3 dans des 

cellules T CD4+CD25- activées avec du TGF- (Fantini MC, 2007). 

Les lymphocytes Th17 sécrètent également la chimiokine CCL20, un ligand du récepteur 

CCR6. Cette chimiokine exprimée notamment par les tissus intestinaux et les tissus 

pulmonaires de patients atteints de BPCO (Demedts IK, 2007), facilite la migration des cellules 

immunes exprimant le récepteur de chimiokine CCR6 (cellules T mémoires, nTreg, 

lymphocytes B, des cellules dendritiques et des cellules de Langerhans) (Lia F, 1999, Iwasaki 

A, 2000, Kleinewietfeld M, 2005, Williams IR, 2006) dans ces tissus. L’expression par les Th17 

du ligand CCL20 et de son récepteur indique que les Th17 réguleraient leur propre recrutement 

dans les tissus inflammatoires par un mécanisme paracrine. CCL20 est aussi induite par l’IL-

17A dans les cellules infiltrant les tissus, suggérant qu’elle pourrait intervenir dans le maintien 

de l’inflammation tissulaire provoquée par les Th17 (Dong C, 2008). 
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Le TNF- (facteur de nécrose tumorale) est une cytokine impliquée dans de nombreuses 

pathologies inflammatoires. Il est exprimé par une large variété de cellules dont les 

macrophages, les mastocytes et les cellules NK, ainsi que les lymphocytes B et T, dont les 

Th17. Il existe sous une forme soluble et sous une forme membranaire. Le TNF- possède un 

grand nombre de propriétés pro-inflammatoires via l’induction dans ces cellules cibles de la 

production d’IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1 et RANTES (regulated on activation, normal T cell 

expressed and secreted)/CCL5, et l’activation des macrophages (Puren AJ, 1998, Sohn C, 

2014). Les effets du TNF- sont médiés chez l’homme via ses récepteurs, TNF-R1 et -R2. Ces 

récepteurs sont exprimés à la surface d’une grande majorité des cellules nucléées dont les 

lymphocytes, les macrophages, les NK, les cellules endothéliales (Horiuchi T, 2010). 

Les lymphocytes Th17 humains activés sécrétent du GM-CSF (Pelletier M, 2010, Guillot-

Delost M, 2012). Celui-ci contribue à promouvoir la granulopoïèse et à recruter et activer les 

neutrophiles, monocytes et macrophages, et les lymphocytes. Ces effets s’exercent par fixation 

sur des récepteurs hétérodimériques exprimés sur les cellules précédemment citées et les 

cellules épithéliales (Griffin JD, 1990, Shin Y, 2006). 

Une vision d’ensemble du sécrétome des Th17 est donnée dans la figure I14. 

 

 

Fig.I14. Production de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance (adapté de 
Annunziato F, 2012). 
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e) Plasticité fonctionnelle des Th17. 

 

(1) Th17/Th1 et Th17/Th2. 

 

Le travail de l’équipe de Romagnani a pour la première fois montré l’existence d’une population 

de lymphocytes Th17 capable de produire à la fois de l’IL-17 et de l’IFN- (Th17/Th1), 

suggérant qu’il pourrait exister une plasticité entre les lymphocytes Th17 et Th1. Lorsqu’ils 

sont cultivés ex vivo en présence d’IL-12, les lymphocytes Th17 et Th17/Th1 présentent une 

plasticité vers un profil Th1 (Annunziato L, 2007). Les lymphocytes Th17 nécessitent du TGF 

pour produire de l’IL-17A et F, mais en absence de TGF, l’IL-23 et l’IL-12 suppriment 

l’expression de l’IL-17 dans ces cellules, et augmentent l’expression de l’IFN- de manière 

dépendante de STAT4 et Tbet (Lee YK, 2009). Il a également été montré que l’acquisition de 

propriétés propres aux lymphocytes Th1, l’expression de Tbet et la sécrétion d’IFN- in vivo, 

est nécessaire à l’activité anti-tumorale des cellules Th17 (Lee YK, 2009, Martin-Orozco, 

2009). 

Chez l’homme, les cellules Th1 dérivées des cellules Th17 expriment la molécule CD161, au 

contraire des cellules Th1 « classiques », et sont donc nommées cellules « Th1 non classiques ». 

Ces cellules conservent l’expression de RORC2, du récepteur à l’IL-17E, de CCR6 et de l’IL4I1 

(Maggi L, 2012). La déméthylation des gènes codant pour RORC2 et IL17A est une autre 

caractéristique de ces cellules (Mazzoni A, 2015). Dans des expériences de greffes, les cellules 

Th1 productrices d’IFN- se comportent comme des cellules effectrices à un stade de 

différenciation terminale et présentent une forte sensibilité à l’apoptose (Wu CY, 2002), 

contrairement aux cellules Th17 plus résistantes à l’apoptose et dont la greffe est plus efficace 

(Shi G, 2009, McKinstry KK, 2010). Enfin, la forte expression de Tbet (Tbethigh) par les cellules 

Th1 est associée avec un stade terminal de différenciation et des capacités de survie limitées, 

tandis que les cellules « Th1 non classiques » dérivées des cellules Th17 présentent une 

expression faible de Tbet (Tbetlo) retrouvée dans des populations de cellules CD4+ mémoires 

centrales à longue durée de vie (Joshi NS, 2007, Marshall HD, 2011, Muranski P, 2011).  

Il a également été montré que la plasticité des Th17 ne se limite pas à l’acquisition de fonctions 

effectrices de type Th1. Des sous-populations de cellules CCR6+CD161+ exprimant à la fois 

l’IL-17A et l’IL-4, ou cellules « Th17/Th4 » ont été observées dans la circulation sanguine de 

patients atteints d’asthme et dans les tissus pulmonaires inflammatoires de modèles murins 

d’allergie (Cosmi L, 2010, Wang YH, 2010). 
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En revanche, il n’a jamais été démontré pour l’instant qu’il était possible de « convertir » des 

Th1 ou des Th2 en Th17 suite à une restimulation in vitro en présence de cytokines polarisantes 

pro-Th17, tant chez l’homme, que chez la souris (Cosmi L, 2010). Les sous-populations 

hybrides de lymphocytes T CD4+ présentant des caractéristiques communes des Th17 et des 

Th1 ou Th2 dériveraient donc essentiellement des Th17.  

Au total, selon ces études, les lymphocytes Th17 ne représenteraient pas un stade terminal de 

différenciation de cellules T CD4+ effectrices/mémoires comme décrit initialement (Muranski 

P, 2011), mais un stade transitoire (Mazzoni A, 2015). 

 

(2) Th17/Treg 

 

Une autre plasticité fonctionnelle décrite pour les lymphocytes Th17 est leur capacité de 

transformation en lymphocytes T régulateurs (Tregs), cellules suppressives de l’inflammation. 

Des études suggèrent que les Th17 et les iTregs sont générés à partir d’un même précurseur 

commun. Les lymphocytes Th17 et Tregs, bien qu’exprimant des facteurs de transcription 

distincts RORt et FOXP3, ont pour caractéristique commune le recours au TGF- au cours de 

leurs processus de différenciation fonctionnelle. En réponse au TGF-, aussi bien in vitro qu’in 

vivo, les cellules T expriment à la fois RORt et FOXP3 (Veldhoen M, 2006, Bettelli E, 2006, 

Yang XO, 2008). En fonction de la composition du microenvironnement cytokinique, et en 

particulier des quantités relatives d’IL-6 et de TGF-, l’un ou l’autre de ces deux phénotypes 

fonctionnels, Th17 ou Tregs, va être privilégié (Fig I15). Des taux élevés de TGF- en absence 

d’IL-6 induisent l’expression de FOXP3 et répriment la transcription de l’IL-23R dans les 

lymphocytes T CD4+ naïfs. FOXP3 peut ensuite se lier à la protéine RORt et empêcher sa 

liaison à l’ADN et le bon déroulement du programme transcriptionnel pro-Th17 au profit de 

l’expression de gènes «  pro-Tregs ». Au contraire, la présence de cytokines pro-inflammatoires 

telles que l’IL-6 et l’IL-21 en présence d’un taux faible de TGF- induit l’activation de STAT3 

permettant de passer outre l’inhibition de l’activité transcriptionnelle de RORt par FOXP3, la 

transcription de l’IL-23R, et la différenciation fonctionnelle des cellules vers un phénotype 

Th17 (Zhou L, 2008). Il existe donc un équilibre entre la différenciation des Th17 et des Tregs.  



92 

 

 

Fig.I 15. Balance entre lymphocytes Tregs et Th17 (Noack M, 2014). 

 

Chez la souris, des travaux ont permis d’identifier, in vivo et ex vivo, une sous-population de 

lymphocytes T CD4+ CCR6+ exprimant à la fois FOXP3 et RORt, et produisant de l’IL-17 

bien que dotée des propriétés suppressives caractéristiques des Tregs (Lochner M, 2008). 

D’autres travaux ont permis de mettre en évidence l’existence de cette population ex vivo chez 

l’homme dans le sang périphérique et dans les organes lymphoïdes secondaires (Ayyoub M, 

2009, Voo KS, 2009). Il a de plus été montré que, chez l’homme, in vitro, les Tregs mémoires 

pouvaient se différencier en Th17 lorsqu’ils sont stimulés en présence d’IL-1 et d’IL-2 

(Deknuydt F, 2009), et les nTregs peuvent se différencier in vitro en Th17 lors d’une stimulation 

en présence d’IL-2, d’IL-1, d’IL-23 et de TGF (Valmori D, 2010). 

La transdifférenciation des Th17 en Tregs a également été démontrée. Dans un modèle animal 

de tolérance induite par l’injection d’anticorps anti-CD3, il a été montré que les cellules Th17 

recrutées dans les tissus intestinaux peuvent acquérir des fonctions immunosuppressives. Ce 

phénomène est dépendant de la présence d’IL-10, de TGF- et de CTLA-4 (Cytotoxic T-

Lymphocyte-Associated Protein-4) (Esplugues E, 2011). Ces travaux suggèrent que les Th17, 

dans l’intestin présentent des caractéristiques communes des cellules iTreg de type1 (Tr1). En 

effet, dans l’intestin, en condition basale ou lors d’une réponse immunitaire induite (en réponse 

à une injection d’anticorps anti-CD3 dans un modèle d’EAE murin, lors d’une infection par un 

helminthe N. brasiliensis, ou une infection bactérienne par S. aureus) certains Th17 produisent 

de l’IL-10 (sans pour autant exprimer FOXP3) et expriment des marqueurs de Tr1 tels que 

LAG-3 (Lymphocyte activation Gene-3).  

Le travail de F Ghiringhelli et L Apetoh, a montré que des lymphocytes Th17 murins générés 

in vitro à partir de lymphocytes T CD4+ naïfs en présence d’IL-6 et de TGF-, ou infiltrés dans 
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les tumeurs expriment les ectonucléotidases CD39 et CD73 (Chalmin F, 2012). Cette 

observation a été ensuite confirmée chez l’homme, où, dans le cancer du sein, des lymphocytes 

Th17 CD25high, exprimant à la fois RORC et FOXP3 et sécrétant des cytokines associées au 

profil Th17, s’accumulent dans les tumeurs et expriment CD39 et CD73 (Thibaudin M, 2016). 

Le CD39 dégrade l’ATP en adénosine mono-phosphate (AMP), dans le milieu extracellulaire. 

La liaison de l’adénosine au récepteur A2A des lymphocytes T CD4+ conventionnels (Tconv) 

supprime leur prolifération in vitro et in vivo (Sitkovsky MV, 2004). L’expression de ces 

ectonucléotidases contribue à la croissance tumorale. 

 

f) Implication des Th17 dans les désordres 

immunitaires. 

 

Le rôle des Th17 dans la promotion de l’inflammation et la pathogénèse des désordres auto-

immuns est largement documenté. Différents modèles animaux ont permis de montrer 

l’implication de ces cellules Th17 et des cytokines qui leur sont associées dans diverses 

pathologies inflammatoires chroniques et des maladies auto-immunes, dont les principales sont 

la BPCO, le psoriasis, l’arthrite rhumatoïde, la sclérose en plaques, la maladie de Crohn et 

l’asthme sévère. De plus les Th17 peuvent jouer un rôle, bénéfique ou délétère, dans certains 

cancers (Kikly K, 2006, Zhang Z, 2006, Hirota K, 2007, Zheng Y, 2007). 

 

(1) Th17 dans les maladies auto-immunes et 

inflammatoires chroniques. 

 

Avant la découverte des Th17, les lymphocytes Th1 étaient identifiés comme les principaux 

responsables des réponses immunitaires délétères de la sclérose en plaques et de son modèle 

murin, l’EAE. (Oppmann B, 2000, Cua DJ, 2003). L’utilisation de modèles murins déficients 

pour la chaîne p35, retrouvée uniquement dans l’IL-12, ou la chaîne p40, commune à l’IL-12 

et à l’IL-23, ou la chaîne p19, rentrant dans la composition de l’IL-23, ont montré que seules 

les souris déficientes pour p40 et p19 sont protégées contre l’EAE et donc que l’IL-12, et par 

extrapolation les Th1, sont moins importants dans la maladie que l’IL-23, cytokine régulant 

positivement les Th17 (Cua D.J, 2003). D’autres preuves de l’implication des Th17 dans la 

maladie ont ensuite été apportées, telle qu’un retard de l’apparition de la maladie chez les souris 

déficientes en IL-17, lié à un moindre recrutement des neutrophiles dans les sites 
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inflammatoires, (Yang XO, 2008). De plus chez les patients développant une sclérose en 

plaques, un accroissement de la réponse Th17 et une augmentation de la production d’IL17 sont 

directement corrélés à la sévérité de la maladie (Ishizu T, 2005, Kirkham BW, 2006, Wolk K, 

2006). La réponse Th17 consiste dans l’induction de 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, l’IL-8, et des 

MMP qui détruisent la matrice extracellulaire (Park H, 2005). Les Th17 infiltrés dans le cerveau 

activeraient la production par les astrocytes de chimiokines à l’origine de l’infiltration de 

nouvelles cellules immunitaires dont les Th17 eux-mêmes et des Th1 (Reboldi A, 2009). 

Chez la souris, une injection d’IL-17 dans une articulation permet d’induire des symptômes 

équivalents, spécifiques de l’arthrite rhumatoïde: infiltrat massif de cellules immunitaires, 

érosion de l’os et dégradation du cartilage. En stimulant la production de protéinases de la 

matrice, l’IL-17 contribue à la destruction de la matrice extracellulaire et la résorption osseuse. 

Dans l’os, l’IL-17 stimule en effet l’expression de RANKL par les ostéoblastes, qui pourront 

ensuite activer les ostéoclastes exprimant RANK. Les souris déficientes pour l’IL-17 sont, ainsi, 

résistantes au développement de l’arthrite induite par injection de collagène (Nakae S, 2003). 

Dans les modèles murins d’arthrite rhumatoïde, les cellules de la membrane synoviale 

produisent la chimiokine CCL20 et les Th17/IL17-A+ expriment majoritairement la molécule 

CCR6 qui est le récepteur de cette chimiokine. Une forte corrélation entre la production de 

CCL20 et les taux d’IL-17 dans le liquide synovial issus des articulations des souris et des 

patients atteints de la maladie a été observée ; le traitement des souris par des anticorps dirigés 

contre CCR6 inhibe le développement de la maladie (Hirota K, 2007). Ces données démontrent 

que le recrutement des cellules Th17/IL-17A+/CCR6+ au niveau du site inflammatoire se fait 

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

pathologique. Au final, le récepteur CCR6 est essentiel à la fonction des cellules Th17, et 

représente un marqueur membranaire utile pour l’identification des Th17 en association avec 

d’autres molécules.  

Dans le psoriasis, la principale population de lymphocytes T qui peut être isolée des lésions de 

la peau des patients présente un phénotype Th17 (Pene J, 2008), attirés via l’axe de signalisation 

CCL20-CCR6 ; une forte expression des cytokines IL-17A et IL-22 reflétant la présence des 

Th17 a également été montrée. Dans cette maladie, l’IL-22 présente un rôle pathogène plus 

important que l’IL-17, néanmoins, des essais cliniques utilisant des anticorps monoclonaux 

anti-IL-17 ont montré des effets bénéfiques pour les patients (Miossec P, 2009). 
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Les Th17 interviennent également dans la maladie de Crohn. Cette pathologie était initialement 

associée aux cellules Th1 car les patients présentaient une augmentation de la production d’IL-

12 et d’IFN- au niveau de la muqueuse gastrique ou des cellules de la paroi intestinale 

(Parronchi P, 1997, Berrebi D, 1998). Différentes prédispositions génétiques ont été décrites 

pour la maladie de Crohn, et une forte association avec une mutation du gène codant pour une 

sous-unité de l’IL-23R, protégeant de la maladie, a également été montrée (Duerr RH, 2006, 

Barrett JC, 2008). 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- ont été identifiées au niveau du site inflammatoire, ce qui confirme que l’IFN- peut 

contribuer aux fonctions inflammatoires et pathogènes des cellules Th17 (Annunziato F, 2007, 

Brand S, 2009). 

La figure I16 donne une vue d’ensemble de l’implication des Th17 dans diverses pathologies 

auto-immunes et inflammatoires chroniques. 

 

 

Fig.I 16. Il-17 et son implication dans diverses pathologies auto-immunes et inflammatoires 
chroniques (Miossec P, 2009). 
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La BPCO est une maladie dont le principal facteur étiologique est le tabagisme. L’exposition à 

la fumée de cigarette est à l’origine d’une réponse inflammatoire chronique pouvant conduire 

à une destruction des tissus alvéolaires pulmonaires ou emphysème. Cette inflammation est 

caractérisée par une infiltration des tissus pulmonaires (parenchyme, artères ou bronches 

périphériques) par des macrophages et des neutrophiles, mais aussi par différentes sous-

populations de lymphocytes T et B. Des études montrent une augmentation de la production 

d’IL-17 par des lymphocytes T CD4+ dans des échantillons de prélèvements sanguins ou de 

biopsies pulmonaires ou de LBA issus de patients atteints de BPCO, dont le taux est directement 

corrélé 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 pulmonaires chez les patients atteints de BPCO confirment le rôle potentiel 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 

lymphocytes T CD4+naïfs vers un phénotype Th17 (IL17-A+, CCR4+CCR6+CXCR3+) (Shan 

M, 2009). De plus, nous ne pouvons pas exclure le rôle de la prostaglandine E2 (PGE2) produite 

par les fibroblastes de fumeurs avec ou sans BPCO (Dagouassat, M, 2013). En effet, il a été 

montré que la PGE2 contribue à la différenciation et aux fonctions proinflammatoires des 

lymphocytes Th17 (Boniface K, 2009, Kalinski P, 2012, Maseda D, 2015). 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 les tissus 

pulmonaires (Harrison OJ, 2008). Des niveaux élevés de CCL20 sont retrouvés dans les LBA 

de souris exposées chroniquement à la fumée de cigarette, et les souris déficientes pour le 

récepteur CCR6, et exposées à la fumée de cigarette, 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). 

 

Enfin, les Th17 et l’IL-17 pourraient être impliqués dans l’asthme. L’asthme est une maladie 

inflammatoire chronique hétérogène. En effet, moins de 50% des cas d’asthme peuvent être 

associés à l’atopie et présentent une réponse inflammatoire de type Th2, typique de cette 

pathologie (Pearce N, 1999, Moustaki M 2010). Certaines formes d’asthme sont dites 

« éosinophiliques » et présentent une réponse de type Th2, tandis que d’autres formes peuvent 

être « neutrophiliques » et sont alors corrélées avec une forte réponse inflammatoire de type 
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Th17 (Roussel L, 2010). L’expression de l’acide ribonucléique messager (ARNm) codant pour 

l’IL-17 et de la cytokine sont particulièrement élevées dans les expectorations et le sérum des 

patients atteints d’asthme, et sont corrélées avec l’intensité de la maladie (Wong CK, 2001, 

Molet S, 2001). Dans des cas d’asthme sévère, les patients peuvent montrer un important 

infiltrat de neutrophiles dans les voies aériennes, conséquence du recrutement de ces cellules 

par les Th17 et leur forte production d’IL-17 (Linden A, 2001, Al Ramli W, 2009). 

 

(2) Th17 et cancers 

 

La présence de Th17 infiltrés dans les tumeurs solides a bien été notée chez l’homme et la souris 

(mélanome, cancer du sein, du colon, de la prostate, du pancréas, des ovaires, du rein, mycosis 

fungoïde, lymphomes T cutanés…) (Ciree A, 2004, revue dans Zou W, 2010) ; en comparaison 

avec des tissus sains, les cellules Th17 s’accumulent dans les tissus tumoraux, suggérant un 

recrutement spécifique de ces cellules par le microenvironnement tumoral. Une forte densité de 

Th17 infiltrant la tumeur est un facteur de mauvais pronostique des carcinomes 

hépatocellulaires, des cancers colorectaux et des carcinomes pancréatiques (Zhang JP, 2009, 

Kesserling R, 2010, He, S, 2011). Mais il n’existe encore aucun consensus concernant le rôle 

des Th17 dans le cancer, qui peut être anti-tumoral ou pro-tumoral selon le type de tumeur. 

D’une part, de nombreuses études ont montré que les Th17 infiltrant les tumeurs peuvent avoir 

un rôle pro-tumoral en induisant l’angiogénèse, en exerçant une activité immunosuppressive, 

en inhibant l’apoptose des cellules tumorales et en facilitant la formation de métastases. L’Il-

17 n’a pas d’effet direct sur la croissance des cellules endothéliales vasculaires, mais pourrait 

faciliter l’angiogénèse via l’augmentation de la production de VEGF (Vascular endothelial 

growth factor) par les cellules tumorales (Numasaki M, 2003). Les cellules tumorales et les 

fibroblastes dérivés de la tumeur sécrètent MCP-1 et RANTES qui interviennent dans le 

recrutement des Th17 (Su X, 2010). Dans le stroma péri-tumoral des carcinomes 

hépatocellulaires, les monocytes et macrophages présents sécrètent des cytokines agissant 

positivement sur l’expansion des cellules Th17 telles que IL-1, IL-6 et IL-23 (Kuang DM, 

2010).  

D’autre part, les Th17 peuvent avoir un rôle antitumoral soit en activant les cellules T CD8+ et 

NK, soit en se transformant en cellules « Th1 like » productrices d’IFN-. Chez les patientes 

atteintes de carcinome ovarien, la survie est positivement corrélée à une forte densité de cellules 

Th17 dans les ascites associés à la tumeur (Kryczek I, 2009). 
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4. Les lymphocytes T régulateurs. 

 

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) jouent un rôle central dans le contrôle de la tolérance 

immunitaire et de l’homéostasie du système immunitaire, en prévenant le développement de 

pathologies auto-immunes et en limitant les maladies inflammatoires chroniques.  

On décrit plusieurs types de Tregs : 

 

(1) Les lymphocytes T régulateurs naturels (nTregs). 

 

Les Tregs naturels, ou nTregs, sont originaires du thymus, où ils sont sélectionnés en fonction 

de leur capacité à reconnaître les antigènes du soi, et se distinguent de ceux induits en périphérie 

ou iTregs. Chez l’homme, les nTregs représentent 5 à 10 % des lymphocytes T CD4+ dans le 

sang périphérique, dont environ 2% sont constitués par les populations nTregs naïves (Seddiki 

N, 2006). Les nTregs ne peuvent pas être identifiés de manière fiable au moyen de marqueurs 

de surface spécifiques. Cependant, ils 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 nTregs 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 Tregs, 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). 

Foxp3 est le facteur de transcription clé dans le développement et la fonction des Tregs (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 suppressive des Tregs (Gambineri E, 2003, Zheng Y, 2007, 

Bacchetta R, 2007). 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 Tregs de manière spécifique. De nombreux marqueurs de surface ont également été proposés 

par différents groupes afin de mieux discriminer les Tregs des T conv tels que GITR 

(glucocorticoid-induced TNFR-related protein), CTLA-4, CD62L, CD27 (Godfrey WR, 2004, 

Ruprecht CR, 2005, Setoguchi R, 2005), mais leur utilisation est limitée par le fait qu’après 

activation les Tconv ont des niveaux d’expression de ces marqueurs similaires aux Tregs. 
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Les Tregs CD4+ CD25+ Foxp3+expriment peu ou faiblement CD127, la chaîne α du récepteur 

à l’IL-7, une cytokine produite localement sur le site de l’inflammation assurant une survie ainsi 

qu’une prolifération accrue des Th. 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+CD25high. Les T conventionnels activés (CD25+) ou non activés (CD25-) sont 

CD127high. Chez l’homme, la proportion de lymphocytes CD4+CD25highCD127-/low représente 

5 à 10% des lymphocytes T CD4+ périphériques totaux chez un donneur sain (Seddiki N, 2006, 

Liu W, 2006). L’absence relative de CD127 sur les Tregs est donc un très bon marqueur de 

surface permettant, d’identifier et d’isoler cette population 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. Les nTregs se subdiviseraient 

en 3 sous classes : Tregs naïfs comme CD25high CD45RA+ FOXP3high, les Tregs effecteurs 

CD25high CD45RA- Foxp3high ainsi qu’une population de cellules non régulatrices CD25high 

CD45RA- Foxp3low (Miyara M, 2009). 

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). De plus, les nTreg expriment le facteur de transcription Helios (Lin X, 

2013). 

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 lymphocytes T effecteurs et des cellules de l’immunité innée 

(cellule dendritique/DC, NK). D’autres cellules régulatrices sont générées de novo en 

périphérie, les Treg induits. 

 

(2) Les lymphocytes T régulateurs induits (iTregs) 

 

La génération des iTregs à partir des lymphocytes T conventionnels naïfs Th0 a déjà été abordée 

dans la partie III.B.3.e)(2). Ces iTregs sont plus souvent retrouvés au niveau des sites 

inflammatoires. Ces cellules ont les mêmes caractéristiques que les nTregs sur le plan de 

l’expression de marqueurs membranaires et intracellulaires, et de l’inhibition des réponses 
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immunes T effectrices. Ils se distinguent des nTregs par la méthylation incomplète du gène 

Foxp3 et leur manque d’expression de la protéine Helios (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 sont induits lors d'expériences de culture 

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

d’IL-10. Ces iTregs de type1, ne possèdent pas de marqueur spécifique y compris FOXP3, et 

sont identifiés au moyen d’un profil cytokinique particulier (IL-10+, IL-4-, TGF-β+, IL-5+, IL-

2low /- et IFNγlow/-). L’IL-10 et le TGF-β ne constituent pas à elles seules le mécanisme de 

suppression des Th par les Treg (Bettini ML, 2010). 

 

(3) Mécanismes de suppression des Tregs 

 

Plusieurs études ont démontré l’implication des Tregs dans la suppression de l’activation, de la 

prolifération et/ou des fonctions effectrices des lymphocytes T (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 Tregs affecte aussi 

bien les cellules T naïves, effectrices que les lymphocytes T mémoires. La tolérance 

périphérique médiée par les Tregs ne se limite pas aux lymphocytes T, elle s’exerce sur les 

lymphocytes B (Lim HW, 2005), les cellules NK (Azuma T, 2003), et les CPA (DC) (Misra N, 

2004).  

Des progrès significatifs ont été réalisés et permettent aujourd’hui de mieux comprendre et 

décrire les molécules et mécanismes utilisés par les Tregs pour induire la suppression. Ces 

mécanismes peuvent être dirigés directement vers la cellule cible, ou agir indirectement sur les 

cellules dendritiques, et comprennent : 

 

(a) Suppression par des cytokines ou des molécules 

sécrétées : 

 

Les Tregs sécrètent des molécules immunosuppressives impliquées dans la fonction de 

suppression envers les lymphocytes T autoréactifs : 
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 L’IL-10 et le TGF-β sont des cytokines aux propriétés anti-inflammatoires et 

immunosuppressives. L’IL-10 est également secrétée par un sous-type de Treg, les Tr1, 

dont elle induit la différenciation. Des modèles murins déficients en IL-10 ont montré 

le rôle de la sécrétion d’IL-10 par les Tregs sur le développement de pathologies ayant 

une composante inflammatoire importante telles que la colite (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 (Kingsley CI, 2002). 

 L’IL-35 cause l’arrêt du cycle cellulaire et l’inhibition de la production des cytokines 

pro-inflammatoires. L’IL-35 est sécrété mais nécessite l’établissement d’une synapse 

immunologique avec la cellule cible (Collison LW, 2009).  

 La galectine-1 (Gal-1) est capable d’induire l’apoptose des cellules cibles exprimant ses 

ligands CD45, CD43 et CD7. Les Tregs de souris déficientes pour cette molécule ont 

une activité suppressive moindre in vitro en comparaison avec des Tregs issus de souris 

« sauvages » (Garín MI, 2007). 

 La production d’AMP par les ectoenzymes CD39 et CD73. La liaison de l’adénosine au 

récepteur A2A des Tconv supprime leur prolifération in vitro et in vivo (Borsellino G, 

2007)  

(b) Mécanismes nécessitants un contact cellulaire. 

 

Parallèlement aux mécanismes de suppression des cellules immunitaires autologues médiés via 

la sécrétion de facteurs solubles, il a également été montré que les Tregs sont capables d’induire 

une suppression de ces cellules par des mécanismes nécessitant un contact cellulaire : 

 Activité cytotoxique. A l’instar des lymphocytes T cytotoxiques CD8+ les Tregs 

naturels ou induits humains activés possèdent des granules remplies de molécules 

cytotoxiques dont les granzyme A et B et la perforine (Grossman WJ, 2004, Gondek 

DC, 2005). Cette activité est dirigée contre une large gamme de cellules cibles 

autologues (T CD8+, CD4+, cellules dendritiques, lymphocytes B).  

 Suppression des cellules T effectrices via l’AMP cyclique (AMPc). Lors d’une 

activation, chez la souris, les Tregs augmentent leur niveau intracellulaire d’AMPc, et 

vont ensuite le transférer, in vitro et in vivo, dans leurs cellules cibles via la formation 

de gap jonctions (Bopp C, 2007, Fassbender M, 2010). Une fois transféré dans les 

cellules cibles, l’AMPc inhibe la prolifération et la différentiation, ainsi que la 

production d’IL-2. 
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 Induction de l’apoptose des cellules cibles. Les Tregs activés expriment TRAIL 

(Tumor necrosis factor Related Apoptosis Induced Ligand) et Fas-L. Ils sont ainsi 

capables d’induire l’apoptose de leur cellules cibles (Ren X, 2007 ; Strauss L, 2009). 

 Modulation de l’activation et du phénotype des cellules dendritiques. Les Tregs 

diminuent les capacités de co-stimulation des DCs via la molécule CTLA-4 qui se fixe 

comme CD28 sur les molécules de co-stimulation CD80 et CD86, et provoque la 

diminution de l’expression de ces molécules à la surface des DCs. Cette diminution de 

l’expression des molécules CD80 et CD86 fait intervenir un mécanisme de trans-

endocytose de ces molécules de la DCs vers le Treg, et diminue les capacités de co-

stimulation des DCs (Qureshi OS, 2011). 

 Inhibition de la maturation des DCs et de la présentation des antigènes. Les Tregs 

activés expriment la molécule LAG-3, une molécule homologue du récepteur CD4. 

LAG-3 possède une forte affinité pour les molécules du CMH de classe II, et sa fixation 

sur ces molécules augmente le temps d’interaction entre les DCs et les Tregs (Huang 

CT, 2004) avec pour effet d’inhiber la maturation des DCs et leur capacités 

d’immunostimulation (Liang B, 2008). 

 Diminution de la capacité de présentation des antigènes par les DCs. Les Tregs 

activés expriment fortement la neuropilin-1 (Nrp-1) qui a pour effet de prolonger les 

intercations entre les Tregs et les cellules dendritiques immatures iDCs et confère aux 

Tregs, en comparaison avec les Th naïfs, une plus grande sensibilité à des quantités 

faibles d’antigènes présentées à la surface des DCs. Les Tregs possèdent donc un 

avantage sur les Th naïfs possédant une même spécificité antigénique, conduisant à une 

suppression par défaut de la réponse immunitaire en absence de signaux de danger 

(Sarris M, 2008). 

 

(c) Déplétion du microenvironnement des 

lymphocytes T conventionnels. 

 

Les Tregs peuvent également consommer des éléments essentiels à la prolifération des 

lymphocytes T conventionnels présents dans le microenvironnement de ces derniers : 

 Consommation de l’IL-2 par les Tregs. Les Tregs sont caractérisés par leur très forte 

expression de la sous-unité α du récepteur de haute affinité à l’IL-2, ou CD25, mais ne 
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produisent pas d’IL-2. Les Tregs sont donc dépendants de l’IL-2 produite par les 

lymphocytes T conventionnels et sont en compétition avec ces cellules. Leur forte 

expression de CD25 leur confère un avantage pour la consommation de l’IL-2 et peut 

priver les T conventionnels de l’IL-2 environnante empêchant leur prolifération (Oberle 

N, 2007). De plus, les lymphocytes T conventionnels privés d’IL-2 expriment Bim et 

rentrent en apoptose (Pandiyan P, 2007). 

 Consommation de la cystéine extracellulaire. L’activation et la prolifération des 

cellules T, provoque un changement de l’équilibre redox, et nécessite un 

microenvironnement réducteur, créé par la CPA, notamment la DC. Lors d’une 

stimulation par les cellules T, les DCs augmentent leur absorption de cystine, la forme 

oxydée de la cystéine, et leur production et sécrétion, à partir de cette cystine, de 

cystéine extracellulaire. La cystéine est indispensable aux cellules T pour la synthèse de 

glutathion, qui procure à la cellule un pouvoir réducteur nécessaire pour la synthèse 

d’ADN et la progression dans le cycle cellulaire de la phase G1 à la phase S. Bien que 

la cystine extracellulaire soit relativement abondante, les cellules T naïves sont 

incapables de l’importer et reposent donc totalement sur les DCs pour la fourniture de 

cystéine nécessaire à leurs besoins (Yan Z, 2009 & 2010). Les Tregs perturbent la 

création du microenvironnement réducteur, en consommant la cystéine extracellulaire, 

avec pour conséquence une restriction de l’accès à la cystéine pour les cellules T naïves 

et une impossibilité pour ces cellules de synthétiser du glutathion (Yan Z, 2009 & 2010). 
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IV. Rôle de la voie de signalisation des MAP kinases dans l’activation et la 

différenciation fonctionnelle des lymphocytes T CD4+ Th et régulation par 

les ERO. 
 

Dans la partie précédente de cette synthèse bibliographique, j’ai décrit les conditions du 

microenvironnement cytokinique des lymphocytes T CD4+ naïves matures qui régulent leur 

différenciation fonctionnelle en Th1, Th2, Th17 ou Tregs. Récemment, un nombre plus restreint 

d’études a montré que les voies de signalisation communes aux différentes sous-classes 

fonctionnelles de lymphocytes T CD4+ pouvaient, elles aussi, contribuer à la spécificité de la 

différenciation fonctionnelle des lymphocytes T CD4+ naïves. Au cours des travaux de 

recherche qui font l’objet de cette thèse, je me suis plus particulièrement intéressés à la voie des 

MAPKs ERK1/2 dont le seuil et la dynamique d’activation contribuent au maintien de la 

quiescence cellulaire et à la régulation de la nature et/ou de l’amplitude de la réponse dans 

différents types cellulaires y compris les lymphocytes T.  

 

A. Stimulation homéostasique du TCR et voies de signalisation des MAP 

kinases dans les lymphocytes T quiescents. 

 

Les systèmes de transduction du signal impliquant des récepteurs membranaires, comme le 

TCR, en absence de stimulation, subissent continuellement des interactions indépendantes du 

ligand à l’origine d’une activation constitutive mais de faible intensité (Roose JP, 2003). Ce 

niveau basal d’activité d’une voie de transduction du signal est le résultat d’un équilibre entre 

des signaux positifs et négatifs, et peut varier d’un type cellulaire à un autre (Iwamoto N, 2016). 

La survie des lymphocytes T CD4+ mémoires quiescents périphériques implique des 

interactions permanentes entre le TCR de ces cellules et des complexes CMH/peptide du soi 

dans les organes lymphoïdes secondaires ou les tissus (Sallusto F, 1999, Martin B, 2006, Freitas 

AA, 2009). Dans les cellules quiescentes, les voies de signalisation activées en réponse à une 

stimulation du TCR ne sont donc pas inertes. Les lymphocytes T périphériques isolés à partir 

des ganglions lymphatiques montrent une phosphorylation basale de TCR et une association 

entre ZAP-70 (Zeta Chain Of T Cell Receptor Associated Protein Kinase 70kDa) et TCRvan 

Oers NS, 1994). La conséquence de cette association implique la kinase Src, la présence de 

LAT (Linker of Activated T cells)-SLP-76 (SH2 domain-containing leukocyte protein of 76 

kDa) et l’activité enzymatique de PLC1 (Phospholipase C), PKC, MEK-1 (mitogen activated 
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and extracellular regulated kinase kinase) et la calcineurine (voir paragraphe suivant et Fig. I17) 

et résulte en une activité basale de ERK1/2 (Markegard E, 2011). L’activité de ERK dépend 

des mécanismes responsables de sa phosphorylation, de sa déphosphorylation et de sa 

localisation. Ces mécanismes seront détaillés dans le point C ci-après dans ce document. 

MEK1/2 catalyse la phosphorylation de ERK1/2 à la fois sur ses résidus Tyrosine 204/187 et 

Thréonine 202/185 (Roskoski R, 2012). ERK1/2 existe sous sa forme active « double 

phosphorylée » ou sous la forme d’intermédiaires « mono phosphorylés ». Selon les types 

cellulaires, la dynamique et la distribution des différentes formes phosphorylées de ERK1/2 

pourraient permettre de définir des seuils d’activation différents (Iwamoto N, 2016). 

 

B. Rôle de la voie de signalisation des MAP kinases dans l’activation et la 

différenciation des lymphocytes T CD4+ Th. 

 

L’environnement cytokinique et la présence de différentes molécules co-stimulatrices 

participent à la détermination du phénotype fonctionnel des lymphocytes T CD4+. D’autres 

mécanismes sont néanmoins impliqués dans la détermination de l’expression de cytokines par 

les lymphocytes Th, dont la régulation du cycle cellulaire. 

Les cellules T CD4+ matures naïves sont bloquées spontanément dans le cycle cellulaire en 

phase Go/G1 et peuvent demeurer quiescentes pendant de longues périodes jusqu’à ce qu’elles 

soient exposées à leur antigène spécifique ou à des mitogènes. La rencontre d’un antigène 

spécifique ou d’un mitogène provoque une cascade d’événements capable d’induire l’entrée 

des cellules dans le cycle cellulaire, la prolifération et la différenciation fonctionnelle.  

Une stimulation du TCR par le complexe antigène-CMH II (Fig. I17) induit la phosphorylation 

des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) du complexe CD3 par 

les kinases de la famille Src, p56 Lck et p59 Fyn. La phosphorylation de ces motifs ITAM induit 

le recrutement de la protéine tyrosine kinase ZAP-70. Le recrutement de ZAP-70 induit son 

activation par phosphorylation (Palacios E, 2004, Mustelin T 2003). Une fois activée ZAP-70 

est capable de phosphoryler de nombreuses protéines dont les protéines adaptatrices LAT, 

GADS (Grb2-related adaptor downstream of Shc) et SLP-76 (Horesji V, 2004, Wu J, 2004) 

capables de s’organiser sous la forme d’un « radeau lipidique » dans la bi-couche lipidique 

membranaire formant ainsi un « signalosome ». Ce « signalosome » induit ensuite le 

recrutement et l’activation de la PLC-1 (phospholipase C) qui déclenche l’activation de 
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différentes voies de signalisation : la voie de la PKC (protéine kinase C) qui induit l’activation 

et la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-B, en parallèle de l’activation de 

la voie de Ras qui aboutit à l’activation du facteur de transcription AP1, et la génération d’IP3 

(inositol 1,4,5-triphosphate) suivie d’une élévation de la concentration intracellulaire de 

calcium qui aboutit à l’activation et la translocation nucléaire du facteur de transcription NFAT, 

(Marshall C, 1995). 

L’activation de Ras dans les lymphocytes est catalysée à la fois par RasGRP (Ras-guanine 

nucleotide-releasing protein) et par l’inhibition de protéines activatrices des Ras-GTPases 

médiée par la PKC ; les formes actives de Ras couplées au GTP se lient et provoquent 

l’activation de la kinase Raf-1. Raf-1 va activer par phosphorylation les MAP kinases/ERK 

kinases, MEK1 et MEK2, qui vont ensuite activer par phosphorylation les kinases ERK1/2. 

Une fois activées ERK1/2 vont phosphoryler et réguler l’activité de nombreuses protéines dans 

le cytoplasme et le noyau (Whitehurst A, 1996). 

 

 

Fig.I 17. Vue schématique de la voie de signalisation du TCR (Schwartzberg PL, 2005). 
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Au total, dans les lymphocytes T, une des fonctions de la voie de transduction Ras/Raf-

1/MEK/ERK est de contribuer à la transmission vers l’intérieur de la cellule des signaux reçus 

à la membrane par le complexe TCR/CD3.  

C. Rôle de ERK1/2 dans la prolifération des lymphocytes T CD4+  

 

ERK1/2 possède des cibles de phosphorylation à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. 

Dans le noyau, ERK1/2 régule la transcription de nombreux gènes impliqués dans la réponse 

immédiate précoce lors de l’activation du TCR. Un des préalables pour l’induction de 

l’expression de certains de ces gènes cibles tels que c-Fos et EGR1, est la translocation nucléaire 

d’ERK1/2 (Ebisuya M, 2005). Dans les lymphocytes T, la capacité d’ERK1/2 à phosphoryler 

différents facteurs de transcription nucléaires tels que Elk-1 en réponse à des stimuli 

mitogéniques, est dépendante de sa localisation et joue un rôle dans la progression dans le cycle 

cellulaire (Whitehurst A, 2004). Une fois phosphorylé, Elk-1 est capable de se lier au promoteur 

du facteur de transcription c-Fos et d’en induire l’expression. c-Fos est capable de « dimériser » 

avec un facteur de transcription de la famille Jun, afin de former le complexe AP-1 (Koike T, 

2003, Krueger J, 2005). Le complexe AP-1 est ensuite capable de réguler l’expression de 

nombreux gènes cibles dont des cyclines contribuant à la transition G1/S du cycle cellulaire.  

Par ailleurs, une activité initiale robuste, suivie d’une activité modérée et soutenue de ERK1/2 

permet d’induire l’expression de la cycline D et de la cycline E, suivie de l’accumulation de 

complexes cyclines/CDKs (kinases dépendantes des cyclines) actifs pour la progression en 

phase S du cycle cellulaire. Il a également été décrit qu’une activité élevée de ERK1/2 provoque 

l’accumulation de p21 CDKN1A, un inhibiteur du complexe cycline E/cdk2, à la fois par des 

mécanismes transcriptionnels et post-traductionnels. Cette accumulation de p21 CDKN1A a pour 

effet de provoquer un arrêt du cycle cellulaire (Ebisuya M, 2005). Une activité élevée de 

ERK1/2 a également pour effet d’induire l’expression de l’inhibiteur du complexe cycline 

D/cdk4-6 p16INK4a qui contribue lui aussi à l’arrêt du cycle cellulaire (Malumbres M, 2000, Han 

J, 2005). 

La progression dans le cycle cellulaire consécutive à l’activation d’un lymphocyte T est un 

mécanisme complexe régulé par différents complexes protéiques associant des cyclines et des 

CDKs (Fig. I18). Chaque phase du cycle cellulaire est dépendante de complexes enzymatiques 

cycline/CDK différents et de la phosphorylation de leurs substrats respectifs. L’un de ces 

substrats est la protéine du rétinoblastome (Rb). La phosphorylation séquentielle de la protéine 

Rb par le complexe cycline D/CDK4-6, puis par le complexe cycline E/CDK2 provoque la fin 
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de son interaction avec les facteurs de transcription de type E2F, et l’activation de la 

transcription des gènes de phase S (Meloche, S, 2007). 

 

 

Fig.I 18. Vue d’ensemble du cycle cellulaire (Dyer MA, 2001). 

 

Dans les lymphocytes T, plusieurs mécanismes ont été proposés pour tenter d’expliquer 

comment la voie ERK1/2 intervient dans la régulation de la progression dans la phase G1 du 

cycle cellulaire. De nombreux travaux ont montré une forte corrélation entre l’activation de 

ERK1/2 et l’accumulation de cyclines en phase G1 du cycle. Il a notamment été démontré que 

la voie de signalisation ERK1/2 est à la fois nécessaire et suffisante pour induire la transcription 

du gène codant pour la cycline D1 (Meloche S, 2007). 

 

D. Rôle de ERK1/2 dans la différenciation fonctionnelle des Th1/2/17.  

 

En réponse à une activation du TCR par un complexe peptide-CMH approprié présenté par une 

CPA, et en présence d’un environnement cytokinique approprié, les lymphocytes T CD4+ naïfs 

peuvent se différencier en au moins 4 lignées de lymphocytes effecteurs : Th1, Th2, Th17 et en 

lymphocytes T régulateurs induits (iTregs) (voir paragraphe III B). La progression dans le cycle 

cellulaire et la réplication de l’ADN, l’environnement cytokinique et la nature de la 

costimulation jouent un rôle important dans la différenciation fonctionnelle des lymphocytes T 
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CD4+. Parallèlement, différentes voies de signalisation en aval du TCR, telles que NFAT et AP-

1 sont impliquées dans la détermination de l’expression des cytokines par les lymphocytes Th 

(Rooney JW, 1995). En particulier, la voie de signalisation ERK1/2 est impliquée dans la 

polarisation fonctionnelle des lymphocytes T CD4+. Il a été montré que la différenciation des 

lymphocytes Th1 est inhibée par la voie ERK1/2 (Agrawal A, 2006), et est modulée de manière 

positive par les MAPKs p38MAPK et JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Singh RA, 2004). En 

revanche, la différenciation Th2 est régulée de manière positive par ERK1/2 (Yamashita M, 

2005, Yamane H, 2005, Goplen N, 2012, Chang CF, 2012). Il a de plus été montré que la voie 

de signalisation MEK/ERK1/2 intervient dans la régulation de la différenciation des Th17. 

Toutefois, deux études ont montré des résultats contradictoires et ne permettent pas de conclure 

à un rôle positif ou négatif de la voie ERK1/2 sur la différenciation des Th17 (Tan AH, 2010, 

Liu H, 2013). Notre travail sur un modèle murin déficient pour la protéine PEA-15 

(Phosphoprotein Enriched in Astrocytes) a montré que la différenciation des lymphocytes T 

CD4+ naïfs de ces animaux en réponse à une stimulation du TCR induit un défaut de la 

production d’IL-2 et d’IL-4, associé à une compartimentalisation nucléaire anormale des formes 

activées de ERK1/2 dans ces cellules. Ce défaut de production d’IL-2 et d’IL-4 pourrait 

contribuer à l’expression plus importante dans ces lymphocytes de l’IL-17A et de l’IL4I1 par 

rapport aux lymphocytes T CD4+ des animaux sauvages (Kerbrat S, 2015). Il a en effet été 

montré que l’IL-2 inhibe la différenciation des lymphocytes Th17 et que l’IL-4 régule 

négativement la production d’IL-17A (Park H, 2005, Laurence A, 2007, Gomez-Rodriguez J, 

2014). Nos résultats suggèrent donc qu’une altération de la voie ERK1/2 pourrait intervenir 

positivement dans la différenciation des lymphocytes T CD4+ Th17. Enfin, il a également été 

montré que dans l’induction des Tregs l’expression de FOXP3 induite par le TGF- nécessite 

une inactivation de la voie ERK1/2 (Luo X, 2008, Mor A, 2008). 

 

E. Régulation de l’activité ERK1/2 

 

1. Régulation de l’activité ERK1/2 par compartimentalisation sub-

cellulaire. 

 

La compartimentalisation sub-cellulaire est un mode de régulation de la fonction des protéines, 

notamment des protéines des voies de transduction du signal impliquées dans la réponse 

précoce. La navette nucléocytoplasmique ne requiert en général pas de nouvelle synthèse 
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protéique et représente donc un mécanisme courant de régulation de l’activité de telles 

protéines. ERK1/2 font partie des nombreuses protéines impliquées dans la réponse immédiate 

précoce à une stimulation du TCR des lymphocytes T, qui sont régulées de cette manière (Le 

Gallic L, 2004). 

Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans la régulation du transport 

nucléocytoplasmique. Les changements de conformation d’une protéine provoqués par des 

modifications post-transcriptionnelles peuvent permettre de masquer ou au contraire de 

dévoiler un signal de localisation nucléaire (NLS) et/ou un signal d’export nucléaire (NES) et 

contribuer à cette régulation. L’association avec une autre protéine capable d’assurer le 

transport, via les pores nucléaires, est également un mécanisme permettant de réguler la 

localisation des protéines ne possédant pas de signaux d’import ou d’export nucléaire (Le Gallic 

L, 2004). 

L’adaptateur protéique PEA-15 a été décrit comme régulateur de la compartimentalisation de 

ERK1/2. L’article joint en annexe de ce document, dont les résultats ont constitué mon travail 

de recherche pour l’obtention du M2 « Biologie moléculaire et cellulaire, spécialité 

immunologie, parcours « Immunotechnologies et biothérapies » « filière recherche », montre 

l’impact de cet adaptateur dans la différenciation fonctionnelle des lymphocytes T CD4+ en 

rapport avec ERK1/2. En résumé, PEA-15 est une protéine de 15 kDa identifiée à l’origine en 

tant que protéine phosphorylée majoritaire dans les astrocytes en réponse à un traitement par le 

phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (Araujo H, 1993). La séquence d’acides aminés de 

PEA-15 est très conservée entre l’homme et la souris (96% d’homologie), et PEA-15 est 

exprimée dans tous les tissus. Cette protéine est composée d’un DED (Death Effector Domain) 

N-terminal et d’un domaine C-terminal contenant un site de phosphorylation par la Protéine 

kinase C (PKC, Ser104) et par la Calcium/calmoduline kinase (CamKII) ou la kinase Akt (Ser116) 

(Araujo H, 1993). De plus, PEA-15 comporte une séquence d’export nucléaire (NES) favorisant 

sa localisation cytoplasmique (Formstecher, E, 2001) (Fig.I19).  
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Fig.I 19.  Structure de la protéine PEA-15. 

La protéine PEA-15 est composée d’un DED (Death Effector Domain) N-terminal et d’un 
domaine C-terminal contenant un site de phosphorylation par la Protéine kinase C (PKC, Ser104) 
et par la CamKII ou la kinase Akt (Ser116) (Fiory F, 2009). 

 

PEA-15 n’a pas de fonction enzymatique intrinsèque et intervient en tant que protéine 

adaptatrice. Les travaux initiaux ont montré que PEA-15 favorise la survie cellulaire en 

interférant avec la voie extrinsèque d’apoptose, notamment dans les astrocytes (Condorelli G, 

1999, Renganathan H, 2005). Ensuite, PEA-15 a été décrit comme étant capable de se lier à 

ERK1/2, et régulant sa compartimentalisation sub-cellulaire (Formstecher E, 2001, Fiory F, 

2009, Pastorino S, 2010, Mace PD, 2013). 

La voie de signalisation ERK1/2 peut induire des programmes fonctionnels différents selon le 

type cellulaire, et en fonction de la force ou de la durée de sa stimulation. Une activation 

prolongée de la voie ERK1/2 peut provoquer un arrêt de la croissance cellulaire et la 

différenciation. Une activation de courte durée peut induire une prolifération cellulaire 

(Gaumont-Leclerc M.F, 2004, Murphy L, 2002, Schade A, 2004). Nos résultats obtenus sur le 

modèle murin déficient pour PEA-15 montrent que son absence, associée à une localisation 

nucléaire anormale des formes activées de ERK1/2, peut induire un défaut de la production 

d’IL-2 et d’IL-4 (Kerbrat S, 2015). La re-localisation de ERK1/2 dans le cytoplasme par PEA-

15 en modulant son activité transcriptionnelle, provoque des changements dans le programme 

génomique des lymphocytes T en réponse à une activation du TCR, et représente un point de 

contrôle dans la prolifération cellulaire et la différenciation des lymphocytes T CD4+ Th 

dépendante du cycle cellulaire. 

 

2. Régulation de la phosphorylation de ERK1/2 par les ERO. 

 

Classiquement MEK1/2 catalyse la phosphorylation de ERK1/2 (Roskoski R, 2012). Mais le 

principal moyen de régulation de l’activité de ERK1/2 est leur déphosphorylation. L’activation 

des MAPKs est aussi une cible commune des ERO d’origine endogènes, mais aussi exogènes 
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(Guyton KZ, 1996). Des travaux effectués sur des cellules Jurkat, une lignée de lymphocytes T 

humain, suggère que l’addition de H2O2 permet d’induire la phosphorylation des MAPKs 

(Griffith CE, 1998, Lee K, 2002). Parallèlement à l’activation de ERK1/2, l’H2O2 peut moduler 

la transduction du signal en inactivant des protéines phosphatases. Les phosphotyrosines 

phosphatases (PTPs) sont des cibles de H2O2 qui réagit avec les résidus cystéines situés dans le 

site catalytique de ces phosphatases (Finkel T, 1998). L’H2O2 peut donc inhiber la 

déphosphorylation de ERK1/2. 

Plus que la phosphorylation de ERK1/2, c’est sa déphosphorylation par les phosphatases qui 

permet de contrôler la durée et l’amplitude de l’activation de ERK1/2 lors d’une stimulation du 

TCR (Zhang Y, 2004, Zhao Q, 2006).  

La phosphorylation de ERK1/2 à la fois sur ses résidus Tyrosine 204/187 et Thréonine 202/185 

est nécessaire pour permettre son activation. De fait, la déphosphorylation d’un seul de ces 

résidus est suffisante pour inactiver ERK1/2. Les protéines phosphatases jouent un rôle 

important en exerçant à différents niveaux une régulation négative de la voie de signalisation 

Ras/Raf/ERK. Les PTPs ciblent les récepteurs à domaine tyrosine kinase, tandis que les 

phosphoserine/phosphothréonine phosphatases ciblent les protéines adaptatrices Shc et 

MEK1/2. Les DUSP (Dual Specificity phosphatases) sont capables de déphosphoryler aussi 

bien les résidus thréonine et tyrosine (Cagnol S, 2009). Ces phosphatases sont donc toutes 

capables d’inactiver ERK1/2. Ces phosphatases peuvent être situées dans le cytoplasme ou le 

noyau. Les phosphatases DUSP5 et 6 semblent être les plus spécifiques de ERK1/2. DUSP6 est 

capable de transloquer vers le noyau mais est essentiellement localisée dans le cytoplasme grâce 

à un domaine d’export nucléaire. DUSP6 fait l’objet d’une régulation complexe par ERK1/2, 

dans le cadre d’une boucle de rétrocontrôle négatif, à plusieurs niveaux, transcriptionnel, post-

transcriptionnel et post-traductionnel (Zhang, Z, 2010). DUSP5 est une phosphatase nucléaire 

dont l’expression est induite par l’activation de la voie MAPK (Kucharska, A, 2009). DUSP5 

et DUSP6 sont donc activées par la voie MAPK et déphosphorylent ERK1/2 dans le cadre d’une 

boucle de rétrocontrôle négatif. Par la suite les deux phosphatases sont dégradées par le 

protéasome. Au final, l’intensité et la durée de l’activité de ERK1/2 sont déterminées par un 

équilibre entre l’activité des kinases et celle des phosphatases inhibitrices. 

La stimulation par un anticorps anti-CD3 du TCR des cellules Jurkat, une lignée cellulaire T 

d’origine humaine, ou des blastes T primaires humains, a pour conséquence l’activation rapide 

de ERK1/2 et la production par la voie de signalisation du TCR à la fois d’O2
-.et d’H2O2 

(Devadas S, 2002, Kwon J, 2003). Cette production d’H2O2 est nécessaire pour l’activation des 

MAPKs, et notamment ERK1/2, l’expression de gènes et la prolifération cellulaire (Devadas S, 
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2002). L’utilisation d’antioxydants pharmacologiques tels que la NAC (N-acétyl Cystéine) 

capables de piéger l’H2O2, ou la surexpression de la peroxydase dépendante de la thiorédoxine, 

la peroxyrédoxine II, induit une augmentation de la phosphorylation TCR dépendante de MEK 

et de ERK1/2. Ceci suggère que la production rapide d’H2O2 permet un rétrocontrôle négatif 

de la phosphorylation de ERK1/2 (Kwon J, 2003). 

 

F. ERO et activation des lymphocytes. 

 

Les ERO sont impliquées dans la modulation de nombreuses fonctions cellulaires. De faibles 

concentrations d’ERO conduisent à un défaut de stimulation du TCR et de la prolifération. Des 

concentrations optimales d’ERO peuvent avoir un effet positif sur la prolifération et l’activation 

des lymphocytes, et des taux trop importants d’ERO peuvent inhiber la croissance cellulaire ou 

induire l’apoptose ou la nécrose des lymphocytes (revue dans Kesarwani P, 2013). Le travail 

de Devadas S et coll a montré que la stimulation du TCR induit une production rapide d’ERO, 

majoritairement de l’O2
- et de l’H2O2, et cette production est nécessaire pour l’activation des 

MAPKs, et notamment ERK1/2, l’expression de gènes et la prolifération cellulaire (Devadas S, 

2002). La production de cytokine des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ peut 

être affectée par les ERO. Des études in vitro d’activation et de production de cytokines ont 

montré qu’en présence de faibles concentrations d’H2O2 des clones Th1 produisent moins 

d’IFN et les clones Th2 produisent plus d’IL-4 (Frossi B, 2008).  

Les données de la littérature rapportent que dans les lymphocytes T la production d’ERO en 

réponse à une stimulation du TCR est le fait des NOX (Jackson SH, 2004), mais aussi de la 

chaîne respiratoire mitochondriale et du métabolisme des enzymes cellulaires (voir paragraphe 

II. C. b)) (revue dans Belikov AV, 2015). 

Un rôle des NOX et de l’O2
- dans la modulation des réponses Th17 et Th1 a été montré à l’aide 

d’un modèle animal déficient pour les NOX. En réponse à une stimulation par des anticorps 

anti-CD3 et anti-CD28 les lymphocytes T CD4+ des animaux déficients pour les NOX montrent 

une production de cytokine de type Th17 alors que les lymphocytes des animaux « sauvages » 

ont un profil cytokinique de type Th1 (Tse HM, 2010). Une autre étude a montré un rôle de 

DUOX1 dans la production d’H2O2 en réponse à une stimulation du TCR (Kwon J, 2010). 

Des données existent sur le rôle d’une augmentation de la production d’ERO mitochondriales 

dans l’activation des lymphocytes T CD4+ en réponse à une stimulation par des anticorps anti-

CD3 et CD28. Ces données montrent le rôle essentiel de ces ERO dans la signalisation cellulaire 
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en aval de la stimulation du TCR et la production d’IL-2 et d’IL-4. Le travail de Kaminski et 

coll a montré que l’inhibition de la production d’ERO mitochondriales par un inhibiteur du 

complexe I de la chaîne respiratoire inhibe l’activation des lymphocytes T CD4+ (Kaminski 

MM, 2007, 2010 & 2012). Le travail de Sena LA et coll a lui démontré à l’aide de modèles 

animaux de délétion conditionnelle du gène Uqcrfs1 codant pour une sous-unité du complexe 

III, la protéine RISP (Rieske proteins are iron-sulfur protein), que lors d’une activation des 

lymphocytes T CD4+ par des anticorps anti-CD3 et CD28, cette production d’ERO est 

majoritairement dérivée du complexe III (Sena LA, 2013). 

L’activité de ERK1/2 est augmentée après l’exposition des cellules à l’H2O2 (Devadas S, 2002). 

Dans le lymphocyte T CD4+ l’H2O2 responsable de cette activation pourrait provenir de la 

mitochondrie. Une chaîne de transport électronique mitochondriale intacte est d’ailleurs 

nécessaire pour phosphoryler ERK1/2 dans des conditions de stress oxydant, et la 

phosphorylation de ERK1/2 est moindre dans des cellules traitées par de l’H2O2 en présence 

d’inhibiteurs de la chaîne électronique mitochondriale (Bogoyevitch MA, 2000). 

De même dans la lignée cellulaire T Jurkat, les cellules traitées par le FCCP présentent une 

diminution d’ERO mitochondriales (Josse C, 1998, Tirosh O, 2003). La baisse corrélée de la 

production d’ERO mitochondriales et de la phosphorylation de ERK1/2 dans cellules Jurkat 

traitées par des inhibiteurs mitochondriaux ou des agents découplants de la chaîne électronique 

mitochondriale, même en présence d’H2O2 exogène, est consistante avec une contribution 

majeure de la production d’H2O2 mitochondriale dans la phosphorylation de ERK1/2 (Pang 

WW, 2006). 

 

G. Sensibilité aux ERO des différentes sous-populations de lymphocytes 

T. 

 

Les différentes sous-populations de lymphocytes sont exposées à la fois à des ERO d’origine 

exogène et endogène durant une réaction inflammatoire ou immunitaire. Ces ERO ont un rôle 

important à la fois dans l’activation de la cellule et dans la régulation de l’apoptose. Différentes 

études ont montré que les sous-populations de lymphocytes T ne réagissent pas de façon 

identique au stress oxydant. L’exposition de cellules T naïves et mémoires à de l’H2O2 montre 

une sensibilité moindre des cellules naïves à l’apoptose induite par de faibles doses d’H2O2. 

Cette différence repose sur une plus grande translocation de NF-B, en raison d’une importante 

dégradation de IB, dans les cellules naïves et suggère qu’en fonction de leur état d’activation 
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et/ou de différenciation les lymphocytes répondent de manière différente aux stimuli impliquant 

la production d’ERO (Lahdenpohja N, 1996). Au sein de ces cellules mémoires, les cellules T 

effectrices mémoires (CCR7-CD45RA-), et les cellules CD8+ de manière plus importante que 

les CD4+, sont plus sensibles à l’apoptose induite par de faibles doses d’H2O2, tandis que les 

cellules T mémoires centrales sont significativement moins sensibles. De plus, les cellules 

mémoires exposées à de faibles doses d’H2O2 montrent une apoptose dépendante des caspases 

précédée par une dépolarisation de la membrane mitochondriale et le relargage de cytochrome 

c (Takahashi A, 2005). Cette résistance plus importante des cellules T naïves à l’apoptose 

induite par les ERO pourrait être un facteur important pour le bon fonctionnement du système 

immunitaire chez les nouveaux nés. En effet, l’H2O2 peut induire la production d’IL-2 et dans 

ce cas, seul le site de fixation de NF-kB sur le promoteur de l’IL-2 est nécessaire (Lahdenpohja 

N, 1996). 

Afin de se protéger d’un stress oxydant et de taux élevés d’ERO, les cellules mémoires ont 

besoin de défenses anti-oxydantes « renforcées ». Le facteur Nrf2 joue un rôle central dans 

l’initiation des réponses anti-oxydantes et son absence a pour effet une plus grande sensibilité 

des cellules mémoires T à l’apoptose et aux pertes de fonctions mitochondriales en présence 

d’un stress oxydant. Les travaux de l’équipe d’AE. Nel montrent que les cellules T mémoires 

ont une expression des enzymes antioxydantes de phase II dépendantes de Nrf2 plus 

importantes que celle des cellules T naïves, ce qui pourrait contribuer à expliquer 

l’accumulation des cellules mémoires chez les sujets âgés (Kim HJ, 2005). 

Enfin, le travail de Mougiakakos a montré que la résistance à la mort cellulaire induite par le 

stress oxydant est plus importante dans les lymphocytes CD4+ Tregs, et particulièrement les 

Tregs naïves (CD45RA+) que dans les lymphocytes T effecteurs chez le sujet sain. De plus, ces 

Tregs présentent une activité suppressive maintenue même à des concentrations d’H2O2 létales 

pour plus de la moitié de la population de lymphocytes T CD4+ conventionnelles effectrices 

CD4+CD25-/low. Cette résistance repose sur une production élevée de thiorédoxine-1, qui 

contribue à un niveau élevé de thiols membranaires, en réponse à des stimuli inflammatoires, 

et principalement le TNF- (Mougiakakos D, 2009& 2011). 

Cependant, le rôle de la voie de signalisation ERK1/2 dans les différences de sensibilité aux 

ERO des sous-populations de lymphocytes T n’a jamais été exploré. 
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V. Effets généraux de la fumée de cigarette sur les cellules. 
 

Les nombreux composés chimiques, les ERO, les ERN, les aldéhydes, et les autres carcinogènes 

présents dans la fumée de cigarette sont à l’origine d’une augmentation du risque de développer 

de nombreuses pathologies. Différentes études menées in vitro et in vivo ont montré que la 

fumée de cigarette pouvait induire des dommages de l’ADN, de l’autophagie et être à l’origine 

d’une mort cellulaire ou de l’induction d’une inflammation associée ou non à une sénescence 

des cellules exposées.  

 

A. Inflammation 

 

Chez l’homme, le système mucocilliaire présent dans les voies aériennes du tractus respiratoire 

est la première ligne de défense et permet de se débarrasser la plupart des matières et particules 

inhalées. L’épithélium cilié qui recouvre le tractus respiratoire participe à l’élimination des 

particules et pathogènes inhalées mais aussi à la génération d’une réponse inflammatoire contre 

ces éléments. Les cellules épithéliales des voies aériennes expriment à leur surface des PRR, 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires des pathogènes, qui vont être stimulés par 

des composés inhalés lors d’une exposition à la fumée de cigarette et être à l’origine d’une 

réponse inflammatoire. Les TLRs sont une classe importante de PRR impliqués dans la réponse 

immune innée. Le récepteur TLR2 semble en particulier impliqué dans cette réponse à la fumée 

de cigarette, en effet des modèles animaux déficients pour ce récepteur montrent une protection 

contre l’inflammation provoquée par l’exposition à la fumée de cigarette (Paul-Clark MJ, 

2009). De même, des modèles murins montrent que les récepteurs TLR4 et à l’IL-1 sont 

impliqués dans la réponse contre la fumée de cigarette (Doz E, 2008, Pace E, 2008). 

Les cultures primaires de cellules épithéliales des voies aériennes humaines répondent à 

l’exposition au CFC en produisant de nombreux médiateurs inflammatoires, des facteurs de 

croissance, des chimiokines et des cytokines susceptibles d’activer les réponses immunes innée 

et adaptative. Ces cellules produisent en particulier de l’IL-1, IL-6, TNF-, GM-CSF, une 

forme soluble de ICAM-1, CXCL8 et MMP-1 (Mio T, 1997, Rusznak C, 2000, Beisswenger 

C, 2004Manzel LJ, 2011). Ces cellules sont également les sources principales lors d’une 

exposition à la fumée de cigarette de CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL9, CXCL10, CCL11, 

CCL24, CCL26, CCL17, CCL22 et CXC3CL1 (Bisset LR, 2005, Ovrevik J, 2009). Ces 
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différents médiateurs ont pour rôle de faciliter le recrutement et l’activation des leukocytes. Les 

cellules épithéliales des voies aériennes sécrètent également de l’IL-17 en réponse à une 

exposition à la fumée de cigarette, et particulièrement les formes IL-17-C et F. Cet IL-17 en 

induisant la production par les cellules épithéliales de CXCL8 permet le recrutement et 

l’activation des neutrophiles, et la production d’IL-1, TNF-, CXCL1, GM-CSF et ICAM-1 

(Ye P, 2001, McAllister F, 2005). Dans un modèle murin d’infection par P.Aeruginosa, 

l’exposition à la fumée de cigarette augmente les niveaux de TNF-, IL-1b, IL-6, et MCP-1 et 

MIP-2 dans le LBA des souris exposées comparativement aux non exposées (Drannik AG, 

2004). De plus chez l’homme, le LBA des fumeurs présente un niveau d’IL-8 plus important 

que celui des non-fumeurs (Mio T, 1997). Ces données suggèrent que la fumée de cigarette 

potentialise la réponse inflammatoire des cellules épithéliales in vitro et in vivo.  

Cependant, plusieurs études ont montré des résultats opposés concernant la réponse à 

l’exposition à la fumée de cigarette des cellules épithéliales alvéolaires de type 2. Certains 

travaux rapportent une suppression de la sécrétion de l’IL-1, IL-6, GM-CSF, IL-8, CXCL1, 

CCL2, CCL3 (MIP1 :Macrophage Inflammatory Protein 1 ) et CCL5 (Witherden IR, 2004, 

Moodie FM, 2004), tandis que d’autres montrent une induction de l’expression de l’IL-6 et l’IL-

8 (Kode A, 2006). Néanmoins, l’exposition à la fumée de cigarette en présence de LPS ou de 

microorganismes a pour conséquence une suppression de la réponse inflammatoire des cellules 

épithéliales (Li W, 2007). 

Chez les fumeurs, l’épithélium cilié et ses fonctions peuvent être modifiées. Dans des modèles 

animaux d’exposition à la fumée de cigarette, on observe ainsi un retard dans la « clearance » 

bactérienne. De plus l’exposition à la fumée de cigarette a pour conséquence une augmentation 

de la perméabilité épithéliale provoquée par une perte d’intégrité des jonctions serrées en lien 

avec une modification de l’expression des gènes codant pour ces structures (Maunders H, 

2007). De plus, l’exposition in vitro de cellules épithéliales à la fumée de cigarette provoque 

une inhibition de la production du peptide antimicrobien/antiviral, la -défensine-2 

(Mahanonda R, 2009), une baisse de production d’IFN- antiviral permettant une augmentation 

de la réplication virale dans ces tissus des virus influenza, rhinovirus et virus syncytial, et une 

baisse de l’expression cytoplasmique de RIG-1, un PRR détecteur d’acides nucléiques d’origine 

virale par le système immunitaire inné (Hudy MH, 2010, Eddleston J, 2011, Wu W, 2011). 
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B. Dommages de l’ADN 

 

Certains composants de la fumée de cigarette, les ERO et ERN, les hydrocarbures polycycliques 

aromatiques (PAH) et les nitrosamines sont à l’origine d’un déséquilibre de la balance 

oxydants/anti-oxydants, et de l’induction de différents dommages causés à l’ADN. Ces 

dommages de l’ADN peuvent être (revue dans Bo, H, 2010) :  

 Une oxydation des bases, qui se fait par la fixation du radical OH avec les bases puriques 

ou pyrimidiques. La plus connue est la transformation de la guanine en 8-oxo-7,8-

dihydroxyguanosine (8-oxoG) qui constitue un marqueur ubiquitaire du stress oxydant 

(Loft S, 2008). 

 La lésion du désoxyribose, qui implique que le radical OH puisse arracher un atome 

d’hydrogène à chacun des 5 atomes de carbone du désoryribose conduisant à une 

cassure de la chaîne ADN ou une perte de base (Evans MD, 2004). 

 la création de sites apuriniques/apyrimidiques, qui interviennent à la suite d’une 

hydrolyse par l’acide nitreux (Wilson DM, 2001). 

 la formation de bases volumineuses en raison de la liaison covalente de PAH ou 

d’amines aromatiques, qui vont désorganiser la structure en double hélice de l’ADN 

 des lésions plus importantes telles que des cassures de l’ADN (simple ou double brin) 

ou la liaison de plusieurs molécules d’ADN entre elles. 

Les fumeurs, en comparaison des non-fumeurs présentent un niveau élevé de dommages de 

l’ADN, jusqu’à 105 lésions par cellule et par jour (DeMarini DM, 2004). Une oxydation de 

l’ADN significativement plus importante est observée dans les tissus pulmonaires de fumeurs, 

avec ou sans BPCO, en comparaison des tissus des non-fumeurs (Caramori G, 2011). De 

nombreuses études montrent enfin une forte corrélation entre les dommages provoqués à l’ADN 

et le développement de cancers pulmonaires. L’exposition à la fumée de cigarette de 

fibroblastes pulmonaires humains, de cellules épithéliales alvéolaires humaines induit la 

formation de cassures ou de fragmentation de l’ADN. Ces dommages à l’ADN sont réversibles 

dans les cellules en culture lorsque la dose et de la durée d’exposition à la fumée de cigarette 

sont limitées (Liu X, 2005). Les dommages de l’ADN provoqués par la fumée de cigarette 

peuvent s’accumuler en raison d’un grand nombre de cassures, mais aussi en raison de 

mécanismes de réparation inefficaces, et être à l’origine de défaut de la réplication ou de la 

transcription.  
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En réponse à une exposition à la fumée de cigarette, les cellules mettent en place une procédure 

de réparation des dommages causés à l’ADN (ou DDR pour DNA Damages Repair). Cette 

DDR est médiée par différentes kinases dont la protéine Ataxia telangiectasia mutated (ATM), 

la kinase dépendante de l’ADN (DNA-PK) et l’ataxia-telangiectasia related (ATR). ATM et 

DNA-PK sont activées principalement par les cassures double brin de l’ADN (provoquées par 

les radiations ionisantes et le stress oxydant) (Shiloh Y, 2006), ATR est, elle, activée par les 

lésions de l’ADN suceptibles d’interférer avec la réplication (rayons UV, cassures simples brin 

de l’ADN) (Kumagai A, 2006), mais est également mobilisée en réponse à des cassures double 

brin de l’ADN. L’activation de ces kinases inhibe l’activité des CDKs en activant p53 et les 

kinases des « check point » Chk1 et Chk2. 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 exprimé en très faible quantité car une ubiquitine ligase, la 

murine double minute (MDM2), conduit à sa dégradation par le protéasome (Shieh SY, 1997). 

Lorsque l’ADN est endommagé (UV ou raccourcissement des télomères), MDM2 est 

séquestrée par p14ARF ce qui réduit la dégradation de p53. La DDR se caractérise par un arrêt 

du cycle cellulaire, et se traduit par l’induction par p53 de la transcription de p21CDKN1A un 

inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines (Brown JP, 1997). p21CDKN1A bloque ainsi la 

transition G1/S du cycle cellulaire en inhibant spécifiquement les complexes cycline D1/CDK4-

6 (phase G1) et cyclines A, E/CDK2 (phase S) (Obaya AJ, 2002). Cet arrêt dans le cycle 

cellulaire permet à la cellule de réparer l’ADN endommagé. ATM et ATR phosphorylent 

également le variant d’histone H2AX (-H2AX) présent sur les régions proches des cassures 

doubles simples brins de l’ADN, ce qui est un événement essentiel pour la reconnaissance des 

dommages ADN et la mise en place de la DDR. 

 

C. Autophagie 

 

La macroautophagie, communément appelée autophagie, est un procédé de digestion, par la 

cellule, d’une partie de son contenu cytoplasmique, de protéines et/ou des organelles. 

L’autophagie repose sur la formation de vésicules délimitées par une double membrane et 

séquestrant une partie du contenu cytoplasmique, ou autophagosomes, puis la fusion de ces 

autophagosomes avec les propres lysosomes de la cellule. Dans des conditions normales, 

l’autophagie dite basale permet de compléter l’action du protéasome en dégradant des protéines 

à longue durée de vie. En condition de stress comme lors d’une carence en nutriments, le niveau 
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d’autophagie augmente pour générer des métabolites essentiels à la génération d’ATP et au 

maintien d’un métabolisme assurant la survie cellulaire (Levine B, 2004, Codogno P, 2005). 

L’autophagie est majoritairement régulée par les protéines beclin 1 et LC3B. La conversion de 

la forme cytoplasmique libre de LC3B, LC3B-I, à la forme LC3B-II par conjugaison à la 

phosphatidylethanolamine et la liaison de LC3-II à la membrane de l’autophagosome 

constituent de bons marqueurs de la formation de l’autophagosome. 

Des études récentes ont montré que l’autophagie est augmentée dans les tissus pulmonaires de 

patients atteints de BPCO et de souris exposées à la fumée de cigarette, ainsi que dans les 

cellules épithéliales humaines exposées in vitro à la fumée de cigarette. Dans ces études, il a 

été montré que l’exposition à la fumée de cigarette augmente l’expression de LC3B et accélère 

le passage de la forme LC3B-I à la forme LC3B-II (Chen ZH, 2008, Kim HP, 2008). 

 

D. Mort cellulaire 

 

Deux formes de mort cellulaire sont rencontrées dans les tissus exposés à la fumée de cigarette : 

la mort cellulaire programmée ou apoptose, et une forme non contrôlée et accidentelle, la 

nécrose (Fig.I20). L’apoptose est un mécanisme caractérisé par une atrophie des cellules, une 

condensation et une fragmentation nucléaire, et une fragmentation cellulaire en corps 

apoptotiques qui seront éliminés par des cellules phagocytaires. La principale différence entre 

les cellules apoptotiques et des cellules nécrotiques est que la membrane plasmique de ces 

dernières présente des fuites laissant s’échapper le matériel intracellulaire pouvant être à 

l’origine de l’induction d’une inflammation dans les tissus concernés (Edinger AL, 2004, 

Duprez L, 2009). 

L’apoptose est un mécanisme essentiel dans le développement et l’homéostasie des organismes 

et est un mécanisme particulièrement régulé. Un des principaux capteurs de stress ou de 

dommages de l’ADN est le facteur de transcription p53. p53 peut initier l’apoptose via des 

dysfonctionnements mitochondriaux tels qu’une modification de potentiel membranaire et une 

perméabilisation de la membrane externe. Ces événements nécessitent l’activation de protéines 

pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (Van Loo G, 2002). La 

perméabilisation de la membrane mitochondriale a pour effet de libérer de l’espace 

intermembranaire mitochondrial deux principales catégories de molécules pro-apoptotiques. Le 

cytochrome c contrôle l’activation des caspases (Shi Y, 2002). De manière alternative, une 

apoptose indépendante des caspases peut être initiée par la libération du facteur AIF (apoptosis 
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inducing factor) (Elmore S, 2007). La translocation de AIF dans le noyau induit une 

condensation et une fragmentation de la chromatine (Cande C, 2002). 

In vitro, l’exposition à la fumée de cigarette de différents types cellulaires, tels une lignée de 

cellules alvéolaires épithéliales A549, des fibroblastes pulmonaires humains ou des 

macrophages alvéolaires induit l’apoptose et/ou la nécrose de ces cellules (Aoshiba K, 2001, 

Hoshino Y, 2001, Carnevali S, 2003). Les mécanismes à l’origine de l’induction de l’apoptose 

ou de la nécrose ont pour point commun les dommages de l’ADN provoqués par l’exposition à 

la fumée de cigarette et l’augmentation de l’expression de p53. La fumée de cigarette semble 

être à l’origine d’une apoptose indépendante des caspases. En effet, des cellules HUVECs 

exposées à la fumée de cigarette, à de faibles ou fortes concentrations, ne présentent pas 

d’activation de la caspase-3. Au contraire l’activité de la caspase-3 dans ces cellules est inhibée 

par l’exposition à la fumée de cigarette, probablement en raison de la production massive 

d’ERO en réponse à cette exposition, et à la sensibilité des caspases à ces ERO. En revanche, 

l’exposition des cellules HUVECs à de faibles doses de fumée de cigarette induit une 

translocation nucléaire massive de AIF (Messner B, 2012). Les fortes doses de fumée de 

cigarette semblent être à l’origine d’une mort cellulaire par nécrose. L’implication des 

lysosomes et leur perméabilisation par les ERO pourrait être un mécanisme expliquant 

l’induction de la nécrose dans les cellules exposées à la fumée de cigarette (Guicciardi ME, 

2004). 
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Fig.I 20. Vue schématique des mécanismes responsables de la mort cellulaire lors d’une 
exposition au condensat de fumée de cigarette (Messner B, 2012). 

 

In vitro, des lymphocytes T isolés à partir de PBMCs et activés en présence de fumée de 

cigarette montrent un défaut de prolifération dépendant de la dose, associé à une augmentation 

de l’apoptose. Cette apoptose en réponse à la fumée de cigarette est indépendante des caspases 

et est médiée par les ERO et les espèces réactives de l’azote contenues dans la fumée de 

cigarette. Dans les lymphocytes T activés exposés à la fumée de cigarette, l’apoptose apparaît 

dépendante de la phosphorylation du facteur de traduction eIF2 (Hernandez CP, 2013). Au 

niveau circulant, les lymphocytes T des fumeurs expriment spontanément FasL, mais 

l’expression de Fas, Bcl-2 et p53 n’est pas modulée par la consommation de tabac dans ces 

cellules (Suzuki N, 1998). 

 

E. Sénescence 

 

La sénescence cellulaire est définie comme un arrêt permanent de la prolifération cellulaire en 

rapport avec le raccourcissement des télomères ou en réponse à plusieurs autres formes de stress 
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(correspondant respectivement à une sénescence réplicative ou accélérée), mais restent 

métaboliquement actives. Cet état est la conséquence de l’exposition des cellules à des stress 

qui menaceraient la survie de la cellule si celle-ci continuait à se diviser. Les cellules 

sénescentes ont pour caractéristiques un blocage en phase G1 du cycle cellulaire associé à des 

modifications morphologiques et de l’expression des gènes, à une augmentation de l’activité -

galactosidase, un sécrétome pro-inflammatoire, et à une résistance à l’apoptose. La sénescence 

cellulaire ne doit pas être confondue avec la quiescence dans laquelle les cellules sont en arrêt 

en phase G0 du cycle cellulaire et restent en mesure de réintégrer le cycle cellulaire en réponse 

à des stimuli physiologiques. 

Dans tous les cas, l’entrée en sénescence requiert l’activation de différentes voies de 

signalisation dont les principales sont celles activées en réponse à des dommages à l’ADN, et 

les suppresseurs de tumeurs, p53 et Rb. 

 

a) Caractéristiques des cellules sénescentes. 

 

(1) Modifications morphologiques. 

 

Une des caractéristiques des cellules sénescentes in vitro est le changement de morphologie 

qu’elles subissent. Les cellules devenues sénescentes montrent une augmentation de leur taille 

et un aplatissement, présentent une vacuolisation, et un contour irrégulier, traduisant les 

nombreuses réorganisations du cytosquelette. Dans les fibroblastes humains présentant une 

sénescence réplicative, l’expression de l’actine et de la tubuline sont diminuées, tandis que la 

production de vimentine est multipliée par quatre en comparaison de cellules pré-sénescentes 

(Nishio K, 2001). L’expression de ces protéines est dépendante de l’activation de la protéine 

Rb et nécessite une synthèse protéique de novo. Des irrégularités de l’enveloppe nucléaire sont 

aussi observées, qui sont corrélées à une perte d’expression de la lamine B1 dans les cellules 

sénescentes (Freund A, 2012).  

Les cellules sénescentes montrent de plus des anomalies chromosomales et une 

polyploïdisation. Des fibroblastes humains sénescents présentant un arrêt en phase G1 du cycle 

cellulaire, présentent un contenu en ADN de 2n caractéristique de la phase G1, alors que des 

cellules HUVECs sénescentes, également arrêtées en G1, présentent un contenu en ADN de 4n 

(Wagner M, 2001). Ces deux types de cellules n’entrent pas en phase S suite à des stimuli 

mitogènes. Enfin, en comparaison avec des cellules quiescentes, les cellules sénescentes 
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expriment plus de cavéoline-1. Celle–ci pourrait jouer un rôle important dans les changements 

morphologiques associés à la sénescence. La baisse d’expression de cette protéine semble 

suffisante pour atténuer les caractéristiques morphologiques des cellules sénescentes (Cho KA, 

2004). 

 

(2) Activité -galactosidase associée à la sénescence. 

 

Bien que l’augmentation de l’activité -galactosidase ne soit pas requise pour l’établissement 

de la sénescence, un des marqueurs de sénescence le plus fréquemment utilisé est 

l’augmentation de l’activité -galactosidase à pH6 (Lee BY, 2006). 

La β-galactosidase est une enzyme lysosomale capable d’hydrolyser des -galactosides en 

monosaccharides. Son activité optimale est observée à pH acide (pH 4,0–5,0), proche du pH 

lysosomal. La -galactosidase peut cliver le substrat chromogénique 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl β-galactopyranoside (X-gal), ce qui se se traduit par la production d’un marquage bleu 

périnucléaire dans les cellules positives.  

 

(3) Arrêt du cycle cellulaire. 

 

La perte des capacités de réplication et l’absence de réponse à des stimuli mitogéniques sont 

caractéristiques des cellules sénescentes. La progression dans le cycle cellulaire nécessite la 

synthèse d’ADN, or, des expériences d’incorporation de [3H]-thymidine ou de 5-bromo-2’-

deoxyuridine, montrent que les cellules sénescentes n’incorporent aucun de ces 2 composés et 

présentent un arrêt du cycle cellulaire en phase G1/S (Afshari CA, 1993). 

 

(4) Résistance à l’apoptose. 

 

Les cellules présentant une sénescence réplicative peuvent survivre plusieurs mois en culture 

et présentent des degrés variables de résistance aux stimuli apoptotiques. En comparaison avec 

des fibroblastes quiescents, des fibroblastes sénescents ne sont pas sensibles à la déprivation en 

sérum et présentent une augmentation de l’expression de la protéine antiapoptotique bcl2 

(Wang E, 1995) et une baisse d’expression de la caspase-3 (Marcotte R, 2004). Néanmoins, les 

fibroblastes dermiques humains en sénescence réplicative restent sensibles à l’apoptose induite 
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par Fas L, les céramides, TNF- et l’acide okadaïque (Tepper CG, 2000, DeJesus V, 2002). 

Les données de la littérature semblent donc indiquer que la résistance à l’apoptose est 

dépendante du maintien de l’intégrité et de l’expression des voies de signalisation impliquées 

dans l’apoptose. 

 

(5) Modifications de l’expression des gènes.  

 

L’entrée en sénescence s’accompagne d’une modification de l’expression de gènes impliqués 

dans la régulation du cycle cellulaire, des kinases dépendantes des cyclines, de p53, p21CDKN1A, 

p16INK4A, ERK/p38MAPK et d’une accumulation de la forme hypophosphorylée de Rb. A 

l’inverse, l’expression de plusieurs activateurs du cycle cellulaire, tels PCNA (proliferating cell 

nuclear antigen) et les cyclines A et B est inhibée (Stein GH, 1991, Narita M, 2003). 

 

(6) Dommages de l’ADN. 

 

Les cellules sénescentes présentent également une accumulation de foci marquant des 

dommages à l’ADN. Ces foci regroupent plusieurs protéines de la réponse aux dommages de 

l’ADN tels que la kinase ATM phosphorylée, le variant d’histone H2AX phosphorylé (-

H2AX) et la protéine de liaison à p53 (53BP1) (Campisi J, 2007). Plus la voie de signalisation 

en réponse aux dommages de l’ADN, impliquée dans l’établissement et le maintien de la 

sénescence, est activée, plus le nombre de foci est important. 

 

b) Les différentes formes de sénescence 

cellulaire. 

 

Les données de la littérature semblent indiquer que les mécanismes responsables de la 

sénescence ont pour médiateur commun les dommages causés à l’ADN. L’augmentation des 

ERO lors d’un stress oxydant peut en effet être à l’origine de dommages de l’ADN, induisant 

l’accumulation de foci, et de H2AX phosphorylé (-H2AX). ATM et ATR vont ensuite être 

transloquées sur ces sites endommagés et induire une réponse similaire à celle décrite 

précédemment. 
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La sénescence cellulaire peut être, soit réplicative et être provoquée par un raccourcissement 

des télomères, soit accélérée (ou précoce) en réponse à des dommages de l’ADN ou un stress 

oxydant provoqué par une hyperoxie, une exposition aux ultraviolets ou à l’irradiation- par 

exemple (Fig I.21). 

 

 

Fig.I 21. Voies de signalisation impliquées dans la sénescence réplicative et la sénescence 
accélérée. 

 

(1) La sénescence réplicative. 

 

La sénescence réplicative résulte du raccourcissement des télomères. Le mode de 

fonctionnement de l’ADN polymérase des cellules eucaryotes ne permet pas de répliquer les 

extrémités des chromosomes, ou télomères, qui sont de longues séquences répétitives (5’-

TTAGGG-3’) ayant pour but de protéger ceux-ci de la dégradation. Ceci entraîne l’érosion 

progressive des télomères, qui limite le nombre de divisions cellulaires possibles. Le 

raccourcissement des télomères peut être compensé par l’activité d’une transcriptase inverse, 

la télomérase. Cependant, après un certain nombre de divisions cellulaires successives, ces 

télomères se raccourcissent jusqu’à atteindre une taille limite à laquelle ils ne sont plus 

fonctionnels et sont considérés comme de l’ADN endommagé par la cellule qui va activer les 

voies de réponse adaptées. La voie de signalisation en réponse à des dommages de l’ADN a été 

décrite au paragraphe V. B. de ce document. 



127 

 

La voie de signalisation en réponse à des dommages de l’ADN a pour but de conduire à l’arrêt 

du cycle cellulaire par l’activation, dans le cas de la sénescence cellulaire, des points de contrôle 

de la phase G1. L’activation de ces points de contrôles conduit à la stabilisation et à l’activation 

de p53.  

La contribution de p53 dans la sénescence est ensuite majeure puisqu‘elle régule l’expression 

de gènes directement impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire. Par exemple, p53 active 

directement l’expression du gène p21CDKN1A un inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines 

(Brown JP, 1997). p21CDKN1A contribue au blocage de la transition G1/S du cycle cellulaire en 

inhibant spécifiquement les complexes cycline D1/CDK4-6 (phase G1) et cyclines A, E/CDK2 

(phase S) (Obaya AJ, 2002). 

 

(2) La sénescence accélérée. 

 

La sénescence accélérée, ou prématurée, peut-être induite en réponse à un stress de la cellule : 

stress oxydant, dommage à l’ADN, stress par des agents thérapeutiques ou un stress 

oncogénique. Elle se traduit également par un arrêt irréversible du cycle cellulaire. La 

surexpression d’oncogènes, comme les formes activées de Ras ou Raf, peut induire un arrêt du cycle 

similaire à celui observé lors de la sénescence réplicative. Le fait que les différents types de stress 

soient potentiellement inducteurs de tumeurs a fait naître l’idée que la sénescence est un 

mécanisme majeur d’inhibition de la prolifération dans des cellules normales exposées à un 

risque de transformation tumorale. Les voies de signalisation impliquées dans la sénescence 

accélérée sont encore mal comprises. Cependant, des études ont permis de mettre en évidence le 

rôle de plusieurs protéines, parmi lesquelles la protéine p16INK-4a et les mécanismes moléculaires 

qui en dépendent mais aussi, comme précédemment de la voie p53/p21CDKN1A (Serrano M, 1997). 

La protéine p16INK4a est un des produits du locus INK4b-ARF-INK4a, lequel code pour deux autres 

protéines, p15INK4b (CDKN2B), un autre inhibiteur de CDKs, et la protéine ARF, un inhibiteur de 

MDM2 contribuant donc à la stabilisation de p53 (Gil J, 2006). p16INK4a inhibe le complexe 

cycline D1/CDK4-6 et est fortement exprimée dans les cellules sénescentes. Les mécanismes 

responsables de l’induction de l’expression de p16INK4a en réponse à un stress oxydant sont 

encore mal connus. Plusieurs études montrent, dans des fibroblastes embryonnaires murins, que 

la sénescence induite par l’oncogène Ras est également médiée par Raf via l’implication de la 

voie de signalisation MEK/ERK1/2 et que ERK1/2 est essentiel à la fois pour la prolifération 

cellulaire, mais aussi dans l’établissement de la sénescence accélérée. ERK2, mais pas ERK1, 



128 

 

semble réguler de manière indirecte l’expression de p16INK4a aux niveaux transcriptionnel et 

traductionnel (Shin J, 2013). Dans certaines cellules, l’activation de la voie ERK1/2 conduit à 

l’activation de p38MAPK qui semble également impliquée dans la régulation de p16INK4a (Yingxi 

X, 2014). Les voies de signalisation ERK/p38MAPK sont de plus sensibles aux ERO et peuvent 

être activées par un stress oxydant et l’exposition à la fumée de cigarette induit la 

phosphorylation de ERK1/2 dans les cellules épithéliales humaines des petites voies aériennes 

(SAECs) (Mercer BA, 2004). 

Les voies de signalisation impliquées dans les mécanismes de sénescence réplicative et 

accélérée convergent vers une hypophosphorylation de la protéine Rb et un arrêt du cycle 

cellulaire. Rb hypophosphorylée agit en inhibant les facteurs E2Fs, des facteurs de transcription 

essentiels à la transition G1/S du cycle cellulaire. La phosphorylation séquentielle de la protéine 

Rb par le complexe cycline D/CDK4-6, puis par le complexe cycline E/CDK2 provoque la fin 

de son interaction avec les facteurs de transcription de type E2F, et l’activation de la 

transcription des gènes de phase S (Meloche S, 2007). 

 

c) Exposition à la fumée de cigarette et 

sénescence. 

 

Au niveau pulmonaire, l’exposition à la fumée de cigarette a été associée à la sénescence de 

différents types cellulaires. Les cellules épithéliales pulmonaires de patients atteints de BPCO 

montrent une augmentation de l’expression de marqueurs de sénescence p16INK4a, p21CDKN1A 

en comparaison avec des fumeurs asymptomatiques et des témoins sains (Tsuji T, 2006). 

L’analyse de la longueur des télomères des cellules alvéolaires de type II (ATII) montre que 

celle-ci est significativement plus courte chez les fumeurs comparativement aux non-fumeurs 

(Tsuji T, 2006). Les fibroblastes pulmonaires obtenus à partir de patients fumeurs atteints de 

BPCO, et cultivés in vitro montrent une augmentation de l’activité -galactosidase et des 

capacités de prolifération réduites en comparaison de fumeurs sains (Holz O, 2004). 

L’exposition à la fumée de cigarette in vitro de cellules ATII et A549, des cellules épithéliales 

alvéolaires humaines, induit une sénescence démontrée par une augmentation de l’activité -

galactosidase de ces cellules et une augmentation de l’expression de p21CDKN1A dépendante de 

la dose de fumée de cigarette et de la durée de l’exposition (Tsuji T, 2004).  

Différents travaux, ont montré que la longueur des télomères était plus courte dans les 

leucocytes du sang périphérique et les lymphocytes circulants chez les patients atteints de 
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BPCO que chez les fumeurs asymptomatiques et témoins non-fumeurs (Morlà M, 2006, Savale 

L, 2009). Chez l’homme, l’expression de p16INK4A dans les lymphocytes T du sang périphérique 

est augmentée avec l’âge des individus et l’augmentation de ce marqueur est significativement 

associée à la consommation de tabac et avec l’inactivité physique (Liu Y, 2009). Une autre 

étude montre que l’expression de la protéine p53, surexprimée dans les cellules sénescentes, est 

plus importante dans les lymphocytes T totaux du LBA chez les patients avec BPCO comparés 

à des sujets non-fumeurs (Hodge, 2005). Par ailleurs, le pourcentage de lymphocytes T 

périphériques CD4+CD28- et CD8+CD28-, phénotypes associés au caractère sénescent des 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ est plus important dans le LBA (Barcelo B, 2008) et dans le sang 

périphérique chez les fumeurs avec BPCO que chez les fumeurs asymptomatiques et les non-

fumeurs (Yingxuan C, 2010, Hodge G, 2011). Ces cellules ayant perdu l’expression de CD28 

montrent de plus une augmentation de l’expression de la perforine, du granzyme et de l’IFN-, 

évoquant un sécrétome inflammatoire caractéristique des cellules sénescentes (Yingxuan C, 

2010, Hodge G, 2011). Toutefois, la perte d’expression de CD28 ne peut pas être considérée 

comme un bon marqueur de sénescence car elle est également observée dans des phénomènes 

d’exhaustion quand les lymphocytes sont activés de manière chronique sur les sites 

inflammatoires. Ces cellules montrent une activité télomérase transitoire, conservent la 

possibilité de proliférer dans des conditions particulières et en réponse à des signaux de co-

stimulation autres que CD28 (4-1BB et OX40 per exemple), et une partie des lymphocytes 

ayant perdu l’expression de CD28 est susceptible à l’apoptose induite par l’activation (revue 

dans Strioga M, 2011).  

Néanmoins, aucune donnée n’existe sur la susceptibilité à la sénescence des différentes sous-

populations de lymphocytes T CD4+ exposés à la fumée de cigarette. 
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VI. Effets de l’exposition à la fumée de cigarette sur les défenses immunitaires 
 

La plupart des composés de la fumée de cigarette sont connus pour leur effet carcinogène ou 

toxique pour les cellules ; néanmoins, les goudrons et la nicotine peuvent aussi avoir un effet 

immunosuppresseur, à la fois sur la réponse immunitaire innée et adaptative, et être à l’origine 

d’une plus grande susceptibilité des fumeurs aux infections. Les effets qualitatifs et quantitatifs 

de la fumée de cigarette sur le système immunitaire dépendraient de la durée de l’exposition. 

Cependant, des études réalisées aux USA montrent que bien que la prévalence de la 

consommation de tabac soit la même dans les différentes populations, les effets de la fumée de 

cigarette sur le système immunitaire pourraient également être dépendants de l’ethnie et du sexe 

(Sopori M, 2002). 

 

A. Conséquences in vivo et in vitro sur les cellules de l’immunité innée. 

 

Les poumons sont un des principaux lieux d’exposition de l’organisme à des pathogènes et des 

antigènes environnementaux, et divers mécanismes de défenses de l’organisme, spécifiques ou 

non sont impliqués dans l’éradication de ces agressions dans le poumon. La réponse 

immunitaire innée est essentiellement basée sur l’activité des cellules phagocytaires et 

présentatrices d’antigènes. Ces cellules comprennent les monocytes et macrophages, les 

polynucléaires neutrophiles et les cellules dendritiques, qui vont assurer la phagocytose 

aboutissant, d’une part, à la destruction du pathogène, et d’autre part, à la présentation 

d’antigènes par le CMH de classe II. Les cellules NK font également partie du système 

immunitaire inné mais n’éliminent pas directement les agents pathogènes. Elles éliminent, en 

revanche, les cellules dont la fonction est altérée, telles que les cellules tumorales ou les cellules 

infectées par un virus. 

La consommation de tabac est associée à la production à la fois de médiateurs pro-et anti-

inflammatoires. Comme décrit dans le paragraphe V A, l’inflammation chronique observée 

chez les fumeurs est associée à la sécrétion de cytokines au niveau pulmonaire mais aussi 

systémique. L’exposition à la fumée de cigarette induit la production de TNF-, et de son 

récepteur, d’IL-1, d’IL-6, d’IL-8 et de GM-CSF que l’on retrouve dans le sang. Cependant, au 

niveau des cellules mononucléées, l’exposition à la fumée de cigarette a également été associée 

à la diminution de la production d’IL-6 via les voies de signalisation TLR-2 et -9, et d’IL-10 
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via TLR-2, ainsi qu’à la diminution de la production d’IL-1, d’IL-2 de TNF- et d’IFN- par 

les cellules mononuclées, suggérant une altération fonctionnelle de ces cellules (Arnson Y, 

2010). 

 

1. Macrophages alvéolaires 

 

Les macrophages alvéolaires et les monocytes représentent une part importante de la réponse 

immunitaire innée dans le poumon grâce à leur capacité de phagocytose des pathogènes et 

antigènes extérieurs, et à leur fonction de cellule présentatrice d’antigène. Le nombre de 

macrophages alvéolaires est augmenté dans le LBA des fumeurs (Barnes PJ, 2004), et 

l’exposition à la fumée de cigarette provoque également un changement du phénotype de ces 

macrophages (Skold CM, 1996). Les macrophages alvéolaires de fumeurs sont moins matures, 

leur expression de TLR2, TLR4 et CD14 en réponse à leurs ligands est moindre (Droemann D, 

2005). Ils présentent un déficit dans leur capacité à tuer les bactéries intracellulaires (Takeuchi 

M, 2001), des capacités phagocytaires réduites (King TE, 1988) et produisent moins de 

cytokines pro-inflammatoires nécessaires pour la réponse précoce aux pathogènes (McCrea 

KA, 1994). Ils sécrètent en revanche plus d’enzymes lysosomales et de protéinases (telle que 

l’élastase) pouvant provoquer des lésions du tissu conjonctif et des cellules du parenchyme 

pulmonaire (Reynolds HY, 1987, Sopori ML, 1994). De plus, les macrophages alvéolaires de 

fumeurs produisent significativement plus de radicaux libres de l’oxygène et ont une activité 

myéloperoxydase plus importante que celle des macrophages de non-fumeurs. Ces 

modifications dans les fonctions des macrophages sont à l’origine du développement de 

pathologies pulmonaires (infections, bronchite chronique, emphysème, BPCO,…) (Sopori, M., 

2002). De façon intéressante, comparativement aux macrophages alvéolaires de non-fumeurs, 

les macrophages alvéolaires de fumeurs asymptomatiques montrent une altération du 

programme de polarisation fonctionnelle de type M1, au profit d’une polarisation de type M2. 

Ce profil de polarisation de type M2 est encore plus accentué dans les macrophages alvéolaires 

de patients BPCO (Shaykhiev R, 2009). La polarisation fonctionnelle de type M1 est induite 

par les signaux générés lors de la réponse immune de type Th1 tels que l’IFN- et est de type 

inflammatoire. La polarisation M2 est, elle, induite par l’exposition aux cytokines de type Th2 

IL-4 et IL-13 ou des signaux immunorégulateurs tels que l’IL-10, et est de type anti-

inflammatoire et associée au remodelage tissulaire. Ces macrophages alvéolaires de type M2 

induits par l’exposition à la fumée de cigarette expriment MMP2 et 7, et permettent la 
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prolifération, la migration et l’invasion de cellules épithéliales alvéolaires basales (Yuan F, 

2014, Fu X, 2015) 

 

2. Neutrophiles. 

 

Les neutrophiles sont des cellules inflammatoires et contribuent à la phagocytose et à 

l’élimination des microbes. L’exposition à la fumée de cigarette provoque un afflux de 

neutrophiles dans les poumons, dont le taux dans les voies aériennes est particulièrement 

amplifié par l’exposition à la fumée de cigarette (30% de plus chez les fumeurs) (Smith MR, 

2003). Les neutrophiles sont produits dans la moelle osseuse hématogène, qui est leur site de 

prolifération, de différenciation terminale et de maturation. L’afflux de neutrophiles induit par 

l’exposition à la fumée de cigarette est associé à une stimulation du système hématopoïétique. 

Des modèles animaux ont montré que l’exposition à la fumée de cigarette accélère la libération 

des neutrophiles de la moelle. Ce phénomène pourrait être médié par des facteurs solubles 

provenant des tissus pulmonaires. Les macrophages alvéolaires sont d’importantes sources de 

médiateurs pro-inflammatoires lorsqu’ils sont exposés à la fumée de cigarette, dont des facteurs 

de croissance hématopoïétiques tels que GM-CSF et G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating 

Factor), et IL-1, IL-8 et TNF- (Van Eeden SF, 2000). Les neutrophiles produits chez les 

fumeurs présentent des changements phénotypiques et sont particulièrement pro-

inflammatoires. Ils présentent une augmentation de l’expression de la molécule d’adhésion L-

selectin, de leur contenu en myeloperoxydase, une enzyme pro-oxydante des granules primaires 

(Van Eeden SF, 2000).  

Les neutrophiles activés par la fumée de cigarette vont s’accumuler dans les micro vaisseaux 

pulmonaires à partir desquels ils vont effectuer une migration transendothéliale facilitée par 

l’augmentation de l’expression de la L-selectin et de l’activation de la 2-intégrine CR3 sur les 

neutrophiles, et l’augmentation de l’expression de leurs récepteurs sur les cellules endothéliales 

E-selectin, P-selectin, ICAM-1, -2 et VCAM-1 (Vascular cell adhesion protein 1) (Stone PC, 

2002). Ce phénomène est accompagné par la sécrétion par les neutrophiles de MMP-9, LTB4 

et IL-8 (Louhelainen N, 2010, Mortaz E, 2010) 

Au final, cet afflux et cette activation inappropriés de neutrophiles compromettent la fonction 

protectrice de ces cellules et contribuent à intensifier les stress oxydant et protéolytique, et à 

exacerber l’effet de la fumée de cigarette sur le système immunitaire et la destruction des tissus 

pulmonaires. 



133 

 

 

3. Cellules dendritiques. 

 

Les données retrouvées dans la littérature vont dans le sens d’une altération des fonctions des 

cellules dendritiques tant myéloïdes que plasmacytoïdes chez les fumeurs. 

Les cellules dendritiques myéloïdes sont des cellules essentielles pour établir le lien entre 

immunité innée et adaptative. Ces cellules sont capables de phagocyter les agents pathogènes 

et de présenter des antigènes de ce pathogène, associés aux molécules de classe II du CMH. 

Cette « capture » des antigènes est ensuite suivie par une migration des cellules vers les 

ganglions lymphatiques où aura lieu la présentation de l’antigène aux lymphocytes Th. In vitro, 

l’exposition à la fumée de cigarette, ou à la nicotine, de cellules dendritique myéloïdes, 

obtenues par différenciation à partir de cellules mononuclées du sang périphérique, interfère 

non seulement avec les fonctions de présentation de l’antigène, mais également avec la 

production d’IFN-, impliqué dans la différenciation des lymphocytes T en Th1, et l’expression 

du récepteur de chimiokine CCR7 impliqué dans la migration des cellules dendritiques matures 

vers les ganglions lymphatiques (Vassalo R, 2005, Yanagita M, 2012). Comparativement avec 

des non-fumeurs, les cellules dendritiques myéloïdes présentes dans le LBA de fumeurs ont une 

expression moindre de CCR7 (Bratke K, 2008). La fumée de cigarette réduit de plus les activités 

d’endocytose et de phagocytose, ainsi que les capacités de « priming » et leurs capacités à 

stimuler la réponse des cellules T. La fumée de cigarette diminue également la sécrétion d’IL-

10, d’IL-12 et de molécules de co-stimulation par les cellules dendritiques matures (Vassalo R, 

2005). 

De plus, il a déjà été montré que les cellules dendritiques myéloïdes isolées des tissus 

pulmonaires de patients emphysémateux favorisent la polarisation fonctionnelle des 

lymphocytes T CD4+ vers des phénotypes fonctionnels de type Th1 et Th17 (Shan M, 2009). 

Récemment, il a été montré que l’exposition à la fumée de cigarette et l’accumulation de noir 

de carbone, un des composants de la fumée de cigarette, dans les cellules dendritiques 

myéloïdes de patients atteints d’emphysème, favorise l’activation et la sécrétion de cytokines 

pro-Th17 par ces cellules (You R, 2015). 

Les cellules dendritiques plasmacytoïdes sont des effecteurs importants de l’immunité 

antivirale qui est médiée via la synthèse et la sécrétion d’IFNs, particulièrement l’IFN-, en 

réponse aux interactions des acides nucléiques viraux avec les TLR-3, -7, -8 et -9. L’exposition 

à la fumée de cigarette de cellules dendritiques plasmacytoïdes isolées à partir de cellules 



134 

 

mononuclées du sang périphérique humain montrent une inhibition à la fois de la production 

spontanée et de la production induite par les virus de l’IFN-, de l’IL-, de l’IL-10 et de la 

chimiokine CXCL10 (Mortaz E, 2009, Castro SM, 2011). 

 

4. Cellules NK. 

 

Les cellules NK sont des cellules impliquées dans la surveillance anti-tumorale. La 

consommation de tabac étant associée à une augmentation du risque de développer différents 

types de cancers, plusieurs études se sont intéressées à l’effet de la fumée de cigarette sur les 

cellules NK. L’activité des cellules NK contre des cellules de mélanome en culture, et contre 

d’autres cellules cancéreuses, est significativement réduite chez les fumeurs en comparaison 

avec les NK des non-fumeurs (Ferson M, 1979). Ces données ont été confirmées à l’aide de 

modèles animaux dans lesquels le contrôle de la croissance de cellules tumorales greffées est 

diminué chez des souris exposées à la fumée de cigarette comparativement aux souris non-

exposées (Holt PG, 1977). 

 

B. Exposition à la fumée de cigarette et réponse immunitaire adaptative 

 

La réponse immunitaire adaptative consiste dans des réponses immunitaires spécifiques 

d’antigènes de diverses origines. Cette réponse immunitaire peut être humorale et faire appel à 

l’intervention de lymphocytes B, ou être à médiation cellulaire et faire intervenir les 

lymphocytes T. De même que son effet sur la réponse immunitaire innée, différentes études ont 

montré que l’exposition à la fumée de cigarette compromet les réponses immunitaires 

adaptatives. De nombreuses études rapportent une augmentation du nombre de lymphocytes 

circulants chez les fumeurs, mais ces cellules présentent des altérations de leurs fonctions. 

Néanmoins, cette augmentation pourrait être modifiée en fonction de la dose et de la durée 

d’exposition à la cigarette, et en fonction de l’appartenance ethnique des individus (Tollerud 

DJ, 1991). Ainsi, la fumée de cigarette peut être à l’origine d’une immunosuppression 

systémique et d’une susceptibilité particulière des fumeurs à certaines infections virales et 

bactériennes. 
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1. Lymphocytes T. 

 

La consommation de tabac est à l’origine d’une augmentation du nombre de lymphocytes T 

CD4+ périphériques dans les populations caucasiennes. Néanmoins, dans les populations afro-

américaines, fumer a pour conséquence une baisse dose-dépendante du nombre de lymphocytes 

T périphériques (Tollerud DJ, 1991) indiquant des susceptibilités différentes selon le terrain 

génétique.  

Chez les fumeurs et les patients BPCO, une augmentation de cellules productrices d’IFN-, des 

CD8+ de type Tc1 est observée au niveau pulmonaire et dans le LBA (Majo J, 2001, Brozyna 

S, 2009, Hodge G, 2011). D’autre part, l’augmentation du nombre de TCD8+ activés 

pulmonaires (Saetta M, 1998, Saetta M, 1999) et périphériques est directement corrélée à 

l’insuffisance respiratoire et donc la sévérité de la maladie chez les patients BPCO (Zhu X, 

2009). 

De nombreuses études ont montré que l’exposition à la fumée de cigarette des lymphocytes T 

provoque une inhibition de la prolifération de ces cellules in vitro, chez l’homme comme dans 

des modèles animaux. Des cellules T humaines CD4+ ou CD8+ obtenues à partir du sang 

périphérique, stimulées par des anticorps anti- CD3 et CD28, et cultivées in vitro en présence 

de CFC présentent une réduction de l’expression de CD25, de leur capacité de prolifération et 

de la production de granzyme B (Glader P, 2006). De même, les lymphocytes T obtenus à partir 

de LBA de fumeurs présentent des caractéristiques similaires (Hagiwara E, 2001). De plus, les 

lymphocytes obtenus à partir du sang périphérique de fumeurs, en comparaison avec des 

individus non-fumeurs, montrent une augmentation de l’expression de la protéine FasL en 

absence de stimulation par des mitogènes, et pourraient donc présenter une plus grande 

susceptibilité à l’apoptose (Suzuki N, 1999). Récemment il a été montré que la baisse des 

capacités de prolifération de lymphocytes T en présence de fumée de cigarette et en réponse à 

des mitogènes est effectivement associée à une augmentation de l’apoptose de ces cellules 

(Hernandez CP, 2013). 

L’exposition à la fumée de cigarette est également à l’origine d’un vieillissement accéléré des 

lymphocytes T se traduisant par un raccourcissement des télomères (Morla M, 2006, Zhangfa 

Song, 2010). Ceci pourrait avoir pour conséquence une réduction de la variété du répertoire 

TCR des lymphocytes T contribuant à la plus grande susceptibilité aux infections virales 

observées chez les fumeurs. 

Le travail de l’équipe de Sopori M a également montré que l’exposition à la fumée de cigarette 

des lymphocytes T pourrait agir sur la signalisation dépendante de la liaison antigène-TCR et 
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induire un état d’anergie via la déplétion des stocks de calcium intracellulaire dont la libération 

est sensible à l’IP3 (Kalra R, 1999). 

Chez les fumeurs, une augmentation périphérique des lymphocytes T CD4+ Th1 et Th17 est 

observée (Saetta M, 1998, Shan M, 2009, Wang H, 2015). Chez les patients atteints de BPCO, 

cette augmentation de la proportion de cellules Th17 circulantes est encore plus importante et 

est corrélée à la sévérité de la maladie (Di Stefano A, 2009, Doe C, 2010, Vargas-Rojas MI, 

2011, Zhang J, 2013). D’autres études montrent au contraire que l’exposition à la fumée de 

cigarette a pour conséquence une baisse du nombre de lymphocytes T CD4+ de type Th1 dans 

les voies aériennes et le LBA et une baisse de la production d’IFN- par ces cellules et un défaut 

de polarisation ensuite des macrophages vers un phénotype M1 (Hagiwara E, 2001, Meuronen 

M, 2008). Une des hypothèses permettant d’expliquer cette baisse de lymphocytes Th1 pourrait 

être une plus grande susceptibilité de ces cellules à l’apoptose induite par la fumée de cigarette. 

Un autre mécanisme pourrait être la baisse d’expression de CD28 et l’augmentation de CTLA-

4 par les Th1 provoquées par l’exposition à la fumée de cigarette. La conséquence des 

interactions moléculaires de CD28 ou CTLA-4 avec leur ligand sur les cellules Th1 est une 

inhibition des fonctions effectrices et un phénomène d’exhaustion de ces cellules. L’exposition 

prolongée à la fumée de cigarette a pour effet d’inhiber les réponses immunes de type Th1 en 

réponse à des infections provoquées par des bactéries de type gram-négative. Parallèlement, 

d’autres études ont montré que l’exposition à la fumée de cigarette induit un biais dans la 

réponse des lymphocytes T CD4+ stimulés par un antigène ayant pour effet une augmentation 

de la production des cytokines de type Th2 (de Heens GL, 2009). 

Chez l’homme, l’exposition à la fumée de cigarette augmente les fonctions suppressives des 

Tregs dans les poumons des fumeurs « sains » (Barcelo B, 2008, Wang DW, 2010). 

L’augmentation de l’expression de PD-L1/2 sur les cellules présentatrices d’antigènes exposées 

à la fumée de cigarette a pour effet d’augmenter l’engagement de PD-1 sur les Tregs (Francisco 

LM, 2010). De plus les interactions CTLA-4-B7 ou PD-1-PD-1-L1/2 permettent d’augmenter 

les capacités suppressives des Tregs. Des études sur la souris ont montré que les Tregs 

expriment le récepteur 7 nicotinique à l’acétylcholine, et la liaison de ce récepteur à 

l’acétylcholine augmente l’expression de FOXP3 et de CTLA-4 (Wang DW, 2010). Les 

données concernant les Tregs dans la BPCO sont controversées, mais semblent indiquer une 

anomalie des proportions de ces cellules dans les tissus pulmonaires des patients. 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 (Barcelo B, 2008, 

Isajevs S, 2009, Smyth LJ, 2007). Au contraire, d’autres études présentent une augmentation 
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de la fréquence des cellules CD4+CD25high au niveau du parenchyme pulmonaire chez les sujets 

emphysémateux. En revanche, ces Tregs 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). 

Ces données suggèrent que l’exposition des cellules T à la fumée de cigarette compromet leurs 

capacités à lutter contre les infections des voies aériennes. Cette baisse des capacités effectrices 

pourrait également expliquer comment, malgré un nombre augmenté de cellules T dans les 

tissus pulmonaires des fumeurs ceux-ci soient plus susceptibles à certaines infections virales et 

bactériennes. 

 

2. Lymphocytes B. 

 

Le nombre de lymphocytes B circulants ne semble pas altéré chez les fumeurs (Tollerud DJ, 

1989) et des modèles animaux ont montré des résultats similaires (Holt PG, 1977, Sopori ML, 

1985 & 1989). Pourtant, de nombreuses études ont montré chez les fumeurs une baisse des 

concentrations d’Ig circulantes (IgA, IgG et IgM) et au contraire, une augmentation des 

concentrations d’IgE circulantes (Trosini-Desert V, 2004, Bagaitkar J, 2008, Roseman C, 

2012). Des modèles animaux d’exposition chronique à la nicotine, et l’exposition in vitro de 

lymphocytes B humains à la nicotine, montrent une inhibition de la réponse des cellules B et 

pourrait expliquer la diminution des taux circulants d’anticorps (Geng Y, 1996). Cependant, la 

fumée de cigarette augmente le taux d’auto-anticorps tels que les anticorps dirigés contre le 

facteur rhumatoïde (Masdottir B, 2000), expliquant en partie la susceptibilité plus importante 

des fumeurs aux infections et à certaines maladies auto-immunes. Enfin, les altérations de la 

production des immunoglobulines par les cellules B associées à la consommation de tabac 

pourraient être en partie dues aux altérations des fonctions de présentation de l’antigène des 

macrophages et des cellules dendritiques. 

Au niveau pulmonaire, le nombre de lymphocytes B est augmenté dans les voies aériennes des 

patients atteints de BPCO. Dans cette pathologie, les lymphocytes B s’organisent dans des 

follicules lymphoïdes, ou iBALT (Bronchus-Associated Lymphoid Tissue), retrouvés autour 

des petites voies aériennes et dans le parenchyme pulmonaire des patients (Hogg JC, 2004). 

Ceci est particulièrement visible dans les formes les plus sévères de BPCO. Dans ces follicules 

lymphoïdes ont lieu la présentation de l’antigène, la commutation de classe des 

immunoglobulines et la maturation des lymphocytes B. Ces cellules B sont par nature 
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oligoclonales, ce qui suggère une induction des follicules B spécifique d’un antigène. Les 

antigènes concernés peuvent être des antigènes microbiens, des antigènes apportés par la fumée 

de cigarette, ou des débris de matrice extracellulaire ou des auto-antigènes mis à nu suite aux 

dégâts conséquents à l’exposition à la fumée de cigarette (Brusselle GG, 2009). La réponse 

humorale peut donc à la fois avoir un rôle protecteur contre la colonisation microbienne et les 

infections de la partie basse du tractus respiratoire, ou au contraire, être dirigée contre les tissus 

pulmonaires suggérant une composante auto-immune de la pathogénèse de la BPCO (Tsuji T, 

2004).
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Chapitre 2 : Hypothèses et objectifs. 
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Le tabagisme est un facteur aggravant de nombreuses maladies inflammatoires chroniques 

(notamment la maladie de Crohn, l’arthrite rhumatoïde, le psoriasis) associées à une sous-

population particulière de lymphocytes T CD4+ inflammatoires sécrétant la cytokine IL-17 (ou 

Th17), et un facteur de risque de métastase pour certains cancers non-directement associés au 

tabagisme (notamment cancer de la prostate, cancer du sein) pour lesquels les Th17 sont de 

mauvais pronostic. 

L’effet de l’exposition des cellules du système immunitaire adaptatif à la fumée de cigarette 

consiste en un mélange d’inflammation et d’immunosuppression. Un défaut de capacité de 

prolifération ajouté à une susceptibilité à l’apoptose accrue des lymphocytes T CD4+ Th1, serait 

la cause d’une susceptibilité plus importante des fumeurs à certaines infections virales ou 

bactériennes dépendant de la réponse Th1 et des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (Hernandez 

CP, 2013, Shaler CR, 2013). D’autre part, chez les fumeurs asymptomatiques, on observe une 

augmentation en nombre et en proportion des Th17 dans les tissus pulmonaires et dans le sang 

périphérique, et cette augmentation est plus importante chez les fumeurs atteints de BPCO, 

maladie dont le principal facteur étiologique est le tabagisme (Di Stefano A, 2009, Shan M, 

2009 & 2012, Doe C, 2010, Wang H, 2014). Le rôle pathogène de l’augmentation des Th17 

dans les poumons de fumeurs atteints de BPCO a été confirmé à l’aide de modèles animaux 

d’exposition à la fumée de cigarette reproduisant l’augmentation des Th17 (Harrison OJ, 2008) 

; les souris déplétées des populations cellulaires exprimant le récepteur CCR6, incluant les 

Th17, sont partiellement protégées de l’inflammation et de la destruction des tissus alvéolaires 

pulmonaires (Brusselle GG, 2006, Bracke KR, 2006, Shan M, 2012).  

Cette augmentation en nombre et en proportion des lymphocytes Th17 chez les fumeurs, 

contraste avec la rareté habituelle, en dépit de leur rôle pathogène, de ces cellules dans les tissus 

périphériques-sites d’inflammation. Compte-tenu des spécificités fonctionnelles des Th17, 

différentes hypothèses peuvent être faites concernant les mécanismes à l’origine de 

l’augmentation des Th17 observées chez les fumeurs : 

 Les lymphocytes Th17 présentent une faible capacité à proliférer qui a été associée à 

des mécanismes inhibiteurs d’auto-régulation, tels que l’augmentation de l’expression 

de l’enzyme IL4I1 et la diminution de l’expression de CD3 (Santarlasci V, 2012, 

Annunziato F, 2013). L’exposition des Th17 à la fumée de cigarette pourrait inhiber ces 

mécanismes intrinsèques d’autorégulation, ce qui, en conséquence, pourrait contribuer 

à l’augmentation de la prolifération des Th17 chez les fumeurs. 

 Les lymphocytes Th17 présentent des particularités communes des cellules souches : 

elles ont une longue durée de vie, sont résistantes à l’apoptose, ne sont pas totalement 
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différenciées et conservent une plasticité qui leur permet de se transdifférencier en 

lymphocytes Th1 « non classiques » dans certaines conditions de microenvironnement 

(McKinstry KK, 2010). L’exposition des Th17 à la fumée de cigarette pourrait majorer 

la résistance à l’apoptose des Th17, et/ou inhiber leur capacité à se transdifférencier en 

Th1 « non classiques » ce qui, en conséquence, pourrait contribuer à l’accumulation 

périphérique des Th17 chez les fumeurs. 

Une augmentation de la sénescence des lymphocytes Th17 pourrait également expliquer 

l’augmentation de ces cellules dans les sites inflammatoires, et n’a jamais été explorée. En effet, 

la sénescence augmente la résistance des cellules à l’apoptose en parallèle à la diminution de 

leur capacité de prolifération liée à un blocage du cycle cellulaire (Coppé JP, 2010). Néanmoins, 

aucune donnée n’existe sur la susceptibilité à la sénescence des différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+ exposés à la fumée de cigarette. Pourtant, à l’instar de ce qui a été décrit 

dans différentes cellules pulmonaires (Tsuji T, 2004, Nyunoya T, 2006, Tomita K, Amsellem 

V, 2011, Aoshiba K, 2012, Dagouassat M, 2013) des données existent concernant des 

caractéristiques compatibles avec la sénescence dans les lymphocytes du sang périphérique de 

fumeurs sains ou atteints de BPCO : un raccourcissement des télomères a été observé dans les 

PBMCs de patients atteints de BPCO (Savale L, 2009, Houben JM, 2009) et dans les 

lymphocytes circulants de fumeurs asymptomatiques ou atteints de BPCO (Morlà M, 2006, 

Song Z, 2010). Enfin, chez l’homme, l’expression de p16INK4a dans les lymphocytes T du sang 

périphérique est augmentée avec l’âge des individus et l’augmentation de ce marqueur est 

significativement associée à la consommation de tabac (Liu Y, 2009). 

L’hypothèse qui sous-tend le travail présenté dans cette thèse, est que les lymphocytes Th17 

présentent une susceptibilité particulière à l’exposition à la fumée de cigarette en comparaison 

avec les autres sous-populations de lymphocytes T CD4+, qui serait responsable de 

l’augmentation en nombre et proportion des Th17 chez les fumeurs, et contribuerait à 

l’aggravation du potentiel inflammatoire de ces cellules. 

Les objectifs de cette étude sont d’analyser la susceptibilité des lymphocytes Th17 à la 

sénescence induite par l’exposition à la fumée de cigarette, et le rôle potentiel du stress oxydant 

dans ce phénomène. 
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes   
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I. Milieux de culture 
 

Dans ce travail le milieu utilisé est un milieu RPMI 1640 GlutaMaxTm HEPES 25mM (Gibco 

72400-054) additionné d’antibiotiques : penicilline 100U/ml et streptomycine 100µg/ml, de 

pyruvate de sodium 1mM, et de 1% d’acides aminés non essentiels ; dans la suite de ce 

document, le terme de « -milieu complet- » fera référence à ce milieu-là. Selon les expériences, 

ce « milieu complet » est complété par du sérum de veau fœtal (SVF) à 10% ou 2,5%, ou un 

mélange de sérums humains AB (SAB) à 10%. 

 

II. Isolement des cellules mononuclées du sang périphérique 
 

Dans cette étude, les cellules mononuclées du sang périphérique ont été isolées à partir de culots 

cellulaires de cytaphérèse provenant de donneurs volontaires anonymes sains, obtenus auprès 

de l’Etablissement Français du Sang (EFS, site Henri Mondor, Créteil). Les cônes de 

cytaphérèse sont des résidus de sang obtenus après le processus de restitution de son sang à un 

donneur lors d’un don pour concentré de plaquettes d’aphérèse. Le contenu de ces cônes est 

enrichi en globules blancs (109 dont 70% de lymphocytes) et en plaquettes (>1010). 

 

A. Principe 

 

Les cellules mononuclées du sang périphérique humain peuvent être isolées par centrifugation 

dans un gradient de densité constitué d’un mélange de polymères polysaccharidiques et d’un 

composé iodé dense, le métrizoate de sodium (Ficoll-Hypaque). Cet isolement repose sur les 

densités respectives différentes des constituants du sang (plasma, cellules mononucléées, 

érythrocytes et granulocytes) et du Ficoll. Après centrifugation, on obtient à l’interface 

plasma/Ficoll un anneau opaque blanchâtre contenant une population de cellules mononuclées 

séparées des globules rouges et de la plupart des polynucléaires. Cette population de cellules 

mononuclées est principalement constituée de lymphocytes et de monocytes. 

 

B. Mode opératoire 

 

Les différents éléments figurés du sang contenus dans les culots cellulaires de cytaphérèse sont 

séparés à l’aide de tubes UNI-SEP (Novamed U-10). Ces tubes sont stériles et contiennent une 

solution composée de 5,6% de polysucrose et 9,6% de métrizoate de sodium, dont la densité est 
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de 1,077g/ml et l’osmolarité de 280 mOsm. Cette solution est retenue en bas du tube par un 

insert en plastique. Ce système permet de déposer le sang directement dans le tube sans troubler 

la solution de polysucrose et métrizoate de sodium. Le contenu du culot cellulaire de 

cytaphérèse (7 à 10 mL) est dilué au demi dans du milieu RPMI 1640 (Gibco) sans additif, puis 

est déposé dans le tube UNI-SEP directement sur l’insert en plastique. Deux volumes de sang 

dilué sont déposés pour un volume de solution de polysucrose et métrizoate de sodium contenu 

sous l’insert. Le tube est centrifugé 20 minutes à 1000g à une température comprise entre 18 et 

20°C. Lors de la centrifugation, l’insert s’ouvre, permettant le mélange du sang et de la solution 

de polysucrose et métrizoate de sodium. Les érythrocytes, les cellules mortes, les leucocytes 

polynucléaires et les granulocytes sédimentent en bas du tube, tandis que les cellules 

mononuclées du sang (PBMCs) sont positionnées à l’interface entre la solution de polysucrose 

et métrizoate de sodium en bas, et le plasma en haut, où elles forment un anneau opaque de 

couleur blanchâtre situé juste au-dessus de l’insert en plastique. L’anneau blanchâtre contenant 

les PBMCs est récupéré au-dessus de la membrane, les cellules sont lavées une première fois 

et, si besoin, les globules rouges résiduels sont hémolysés à l’aide d’un tampon ACK. Les 

cellules sont lavées une deuxième fois et le culot cellulaire est repris dans du -milieu complet-. 

Le nombre de PBMCs et la viabilité cellulaire sont évalués après dilution des cellules dans du 

bleu Trypan 0,4% (Sigma) et numération sur une cellule de Mallassez en microscopie optique.  

Pour des raisons d’organisation, l’ensemble des travaux présentés dans ce document a été 

réalisé avec des cellules décongelées. Les cellules isolées selon la méthode décrite ci-dessus, 

ont été congelées dans du -milieu complet- complété avec 40% de sérum AB et 10% de DMSO, 

à l’aide d’une boîte Nalgen permettant une diminution progressive de la température à -80°C, 

puis stockées à –196°C dans l’azote liquide. 

 

III. Enrichissement en lymphocytes T CD4+ par tri immuno-magnétique 
 

A. Principe 

 

Le principe du tri cellulaire immuno-magnétique consiste dans l’isolement d’une sous-

population cellulaire grâce à un marquage de cette sous-population par un/des anticorps 

spécifique(s) couplé(s) à une bille magnétique. Après marquage avec ce(s) anticorps 

spécifique(s), les cellules sont introduites dans une colonne qui traverse un champ magnétique 

créé par un aimant. Les cellules entourées de billes métalliques, sont retenues sur la colonne 
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par cet aimant, alors que les cellules non marquées sont éluées et récupérées dans un premier 

tube à essai. Les cellules marquées par les billes sont ensuite récupérées dans un deuxième tube 

par gravité après avoir retiré l'aimant. Il est ainsi possible d'effectuer une sélection positive en 

marquant les cellules d'intérêt, celles-ci étant alors retenues dans la colonne. Une alternative 

consiste à effectuer une sélection négative lorsqu'il y a un risque de modification de la fonction 

cellulaire par l'anticorps ou qu'il n'existe pas de marqueur de ce type cellulaire. On utilise alors 

une technique de déplétion en marquant toutes les cellules non désirées, celles-ci étant alors 

retenues dans la colonne, et les cellules désirées étant récupérées dans le premier tube. 

 

B. Mode opératoire 

 

Les lymphocytes T CD4+ sont isolés par sélection négative à partir des PBMCs issus de culots 

cellulaires de cytaphérèse, à l’aide d’un kit de sélection négative (CD4+ isolation kit human, 

130-096-533, Miltenyi Biotec). Celui-ci contient un cocktail d’anticorps monoclonaux 

conjugués à la biotine et spécifiques de différents marqueurs membranaires exprimés à la 

surface des cellules autres que les lymphocytes T CD4+ (« non T CD4+ »). Les cellules sont 

ensuite incubées en présence de micro-billes conjuguées à des anticorps anti-Biotine. La 

déplétion des cellules « non T CD4+ » est obtenue par passage dans une colonne soumise à un 

champ magnétique permettant leur rétention. Les lymphocytes T CD4+ sont contenus dans la 

fraction cellulaire qui n’est pas retenue sur cette colonne.  

Après avoir déterminé le nombre de cellules comme précédemment décrit, les cellules sont 

centrifugées à 300g pendant 10 minutes. Le culot cellulaire est resuspendu dans le tampon de 

tri à la concentration de 107 cellules/40µl. Le tampon de tri (PBS, pH 7,2, 0,5% BSA, 2mM 

EDTA) doit être dégazé avant utilisation et conservé à 2-8°C. Les cellules sont ensuite 

marquées par 10µl/107 cellules d’un cocktail d’anticorps couplés à la biotine pendant 5 minutes 

à 2-8°C. Ce cocktail d’anticorps contient des anticorps spécifiques des molécules de surface 

CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR/ et CD235a (Glycophorin A) 

et permet de marquer les cellules mononucléées du sang périphérique : lymphocytes T CD8+, 

monocytes, neutrophiles, éosinophiles, lymphocytes B, cellules dendritiques, cellules NK, 

granulocytes, cellules / et cellules érythroïdes, à l’exclusion des lymphocytes T CD4+. A 

l’issue de cette première incubation, une quantité de 30µl/107 cellules est ajoutée, puis 20µl/107 

cellules de micro-billes magnétiques conjuguées à des anticorps anti-Biotine. Le mélange est 

incubé 10 minutes à 2-8°C. Après cette étape d’incubation avec les billes magnétiques, les 
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cellules sont abondamment lavées puis re-suspendues dans 500μl/108 cellules de tampon de tri. 

Les cellules sont alors prêtes à être séparées magnétiquement sur une colonne. 

Pendant la dernière étape d’incubation avec les micro-billes magnétiques, une colonne LS est 

placée sur un support aimanté (MACS Separator) et est lavée par 3 mL de tampon de tri. La 

suspension cellulaire est ensuite déposée sur la colonne de séparation LS toujours placée sur un 

support aimanté. Sous la force du champ magnétique, les cellules marquées par les anticorps 

sont retenues via les billes magnétiques dans la colonne. La colonne est lavée par 2x3mL de 

tampon de tri. Les cellules non marquées par des anticorps sont contenues dans la fraction qui 

n’est pas retenue sur cette colonne et constituent une suspension enrichie en lymphocytes T 

CD4+. Selon le protocole expérimental dans lequel elles seront utilisées par la suite, les 

lymphocytes T CD4+ isolées seront séparées à nouveau en différentes sous-populations 

fonctionnelles, ou laissées au repos dans une étuve à 37°C, 5% CO2, pendant une nuit dans du -

milieu complet- contenant 10% de SVF, avant utilisation. 

Un marquage des lymphocytes T isolés par cette méthode, par des anticorps anti-CD8 couplés 

au FITC, anti-B220-PE, anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC permet ultérieurement de vérifier la 

pureté de la suspension cellulaire obtenue par analyse avec un cytomètre en flux. Cette méthode 

permet d’obtenir une population de lymphocytes T CD4+ pure à 95-98%, proportion qui a été 

vérifiée pour chaque tri de cellules CD4+ dans la suite de ce travail. 

 

IV. Identification et isolement des sous-populations de lymphocytes T CD4+ par 

cytométrie en flux. 
 

A. Principe de la cytométrie en flux et fonctionnement d’un analyseur et 

d’un trieur de cellules 

 

La cytométrie en flux est une technique permettant d’étudier rapidement et sur un grand nombre 

de particules (cellules, bactéries, billes,…) en suspension dans un milieu liquide, les 

caractéristiques individuelles de chaque particule telles que la taille, la forme et la complexité 

et n’importe quel paramètre qui émette de la fluorescence ou puisse être détecté par un composé 

fluorescent. Cette fluorescence peut être intrinsèque à la particule (fluorescence spontanée ou 

générée (par ex. par oxydation)), mais est le plus souvent apportée par couplage de la particule 

à un fluorochrome. Lors de l’excitation d’un fluorochrome par un laser, l’énergie apportée par 

le laser est absorbée par le fluorochrome, qui réémet l’énergie absorbée par vibration et 
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dissipation de la chaleur, et émission de photons d’une longueur d’onde plus élevée que la 

longueur d’onde d’excitation. Dans ce projet, nous avons analysé des cellules marquées par des 

anticorps couplés à des fluorochromes, ou des sondes émettant de la fluorescence.  

Les cellules marquées fluorescentes et en suspension dans un milieu liquide permettant leur 

survie, sont aspirées par le cytomètre en flux et guidées par un système de pression 

hydrodynamique, formant une gaine autour de l’échantillon, permettant leur concentration en 

un flux à cellule unique et donc le passage des cellules l’une après l’autre à vitesse constante, 

devant un ou plusieurs faisceau(x) laser permettant l’excitation des différents fluorochromes, 

puis devant des détecteurs qui vont capter les signaux lumineux émis par chaque cellule. Ces 

signaux sont : 

 La lumière diffusée aux petits angles dans l’axe du laser (Forward Scatter ou FSC), 

proportionnelle au diamètre et au volume cellulaire, qui renseigne sur la taille des 

cellules. 

 La lumière diffusée aux grands angles, à 90° par rapport à l’axe du laser (Side Scatter ou 

SSC), qui renseigne sur la forme, la structure interne et la granularité des cellules. Cette 

granularité est le reflet de la complexité intrinsèque de la cellule (densité des organites, 

irrégularités interne ou de surface). 

 Les signaux de fluorescence émis par les cellules, dont l’intensité est proportionnelle au 

niveau d’expression du paramètre étudié. 

Les signaux optiques et de fluorescence émis par les cellules sont focalisés, séparés et dirigés, 

grâce à un système optique adapté aux différents signaux (ou « banc optique ») constitué d’une 

alternance de miroirs dichroïques et de filtres, vers des photomultiplicateurs (ou PMT), 

permettant leur détection, leur amplification et leur conversion en signaux électroniques. Le 

banc optique permet de sélectionner les longueurs d’ondes destinées à chaque type de PMT 

(Fig.MM1). 
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Fig. MM 1. Principe de la cytométrie en flux. 

 

Les données d’analyse des signaux lumineux sont restituées sous forme de cytogrammes 

bivariants (ou dotplots) ou d’histogrammes, et de statistiques concernant les paramètres étudiés 

pour les différentes populations cellulaires (pourcentage d’une population marquée par un 

fluorochrome donné, intensité de fluorescence moyenne d’un anticorps fluorescent donné,…). 

La vitesse d’acquisition de données concernant un très grand nombre de cellules via cette 

technologie, fait de la cytométrie en flux un outil très puissant permettant l’analyse de sous-

populations cellulaires multiples et/ou rares au sein d’une suspension cellulaire, et, après leur 

sélection par tri, leur étude par différentes techniques comme la RT-qPCR (« polymerase chain 

reaction » quantitative en temps réel) ou l’immunocytofluorescence utilisées dans ce travail. 

Le tri cellulaire consiste en la séparation physique des cellules d’intérêt à partir d’une 

population de départ hétérogène. L’expérimentateur, à l’aide d’une analyse multiparamétrique 

de la suspension cellulaire de départ définit des sous-populations à l’aide d’une stratégie de 

« gating » (Fig.MM2) qui incrémente les différents marqueurs fluorescents seuls ou combinés 

selon les étapes (cf. infra), et qui permet de sélectionner et d’isoler toute cellule dont les 

caractéristiques correspondent aux paramètres d’intérêt définis. L’isolement des cellules 

sélectionnées par la stratégie de « gating » est rendu possible par la polarisation du fluide de 
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gaine entourant le flux de cellules. Une onde de vibration d’une fréquence et d’une amplitude 

déterminées est appliquée au flux de cellules. Celui-ci va alors se rompre pour donner naissance 

à des gouttes contenant une seule cellule à un point précis caractérisé par sa position et son 

temps d’apparition appelé « break of point ». Lors du passage d’une cellule devant le laser et le 

système de détection, les signaux émis par la cellule sont traités par un programme informatique 

de tri, lequel décide si la cellule doit être isolée ou non, selon les critères définis par 

l’expérimentateur. La distance entre le passage de la cellule devant le laser et le « break of 

point » est appelé « drop delay ». Si une cellule d’intérêt devant être triée est détectée, le 

cytomètre, une fois la cellule arrivée au « break of point », charge la goutte ; celle-ci contient 

la cellule à trier et, en passant entre des plaques de déflection fortement chargées, est déviée du 

côté de la plaque de polarité opposée et collectée. Si la goutte n’appartient pas à une sous-

population sélectionnée ou si elle ne contient pas de cellules, elle n’est pas chargée et est 

éliminée. 

 

B. Caractérisation des sous-populations lymphocytaires : stratégie de 

« gating ». 

 

Un point essentiel pour la caractérisation des sous-populations cellulaires en cytométrie en flux 

est de disposer d’anticorps monoclonaux dirigés contre des composants des cellules, et qui sont 

directement couplés à un fluorochrome, ou révélés par un second réactif couplé au 

fluorochrome. Ces dernières années, l’identification et la caractérisation des antigènes de 

surface ou intracellulaires des lymphocytes a progressé très rapidement, mais il est impossible 

d’identifier un type cellulaire particulier à l’aide d’un seul anticorps ; la caractérisation des 

différents types lymphocytaires nécessite donc l’utilisation de combinaisons (ou « panels ») de 

plusieurs anticorps révélés par des fluorochromes différents. En conséquence, l’utilisation 

simultanée de plusieurs fluorochromes nécessite: 

 Que les longueurs d’onde d’excitation des différents fluorochromes correspondent 

aux sources lumineuses du cytomètre utilisé (405, 488 et 640nm). 

 Que leurs longueurs d’onde d’émission soient suffisamment éloignées pour que 

leurs signaux puissent être analysés séparément. 

Néanmoins, il existe des phénomènes de chevauchement des spectres d’émission des différents 

fluorochromes pouvant entraîner une «contamination » de la fluorescence détectée par un PMT 

par la fluorescence d’un fluorochrome qui devrait être détectée par un PMT différent. Pour 
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distinguer les deux types d’émission, il faut donc recourir à l’emploi de systèmes de 

compensations électroniques. Pour corriger la fluorescence émise par un fluorochrome, perçue 

en trop par un PMT, on soustrait à ce signal une proportion du signal produit par le PMT destiné 

à ce fluorochrome. Les valeurs des compensations sont déterminées à l’aide de cellules ou des 

billes marquées avec un seul des anticorps fluorescents utilisés dans le panel d’anticorps choisis 

pour caractériser la population cellulaire d’intérêt. 

Dans l’ensemble de ce projet, nous nous sommes principalement intéressés aux lymphocytes 

Th17 mémoires du sang périphérique, que nous avons comparés d’une part aux autres 

lymphocytes T CD4+ conventionnels mémoires, appelés dans ce document « non 

Th17 »,consistant en un mélange de lymphocytes d’autres spécificités fonctionnelles, 

principalement de type Th1 et Th2, et d’autre part aux lymphocytes T CD4+ régulateurs (Tregs). 

Dans ce travail, ces différentes sous-populations sont identifiées au sein d’une suspension 

cellulaire enrichie en lymphocytes T CD4+ par une procédure de tri immuno-magnétique selon 

leur expression des marqueurs membranaires suivants (Fig.MM2) : 

 Les Tregs totaux sont des cellules T CD4+ exprimant fortement la sous-unité α du 

récepteur de haute affinité à l’IL-2, CD25 (Sakaguchi S, 1995), et exprimant peu la 

chaîne α du récepteur à l’IL-7, CD127 (Seddiki N, 2006). Dans ce travail, les Tregs 

sont définis comme des cellules CD4+ CD25high CD127-/low. Au sein des Tregs, nous 

distinguons des Tregs naïfs n’exprimant pas le marqueur CD45RO (CD45RO-) et 

des Treg mémoires CD45RO+. 

 Par opposition aux Tregs, les lymphocytes T CD4+ conventionnels totaux 

expriment faiblement le marqueur CD25 (CD25-/low) et expriment le marqueur 

CD127. Ces lymphocytes T CD4+ conventionnels totaux sont ensuite subdivisés en 

cellules naïves n’exprimant pas le marqueur CD45RO et en cellules mémoires 

l’exprimant (CD45RO+). Parmi ces dernières, on distingue :  

o Les lymphocytes Th17 exprimant le marqueur CCR6+, 

dont dans le recrutement tissulaire est dépendant de la 

présence de la chimiokine CCL20 (Hirota K, 2007, 

Annunziato F, 2013, Acosta-Rodriguez EV, 2007) : CD4+ 

CD127+ CD25low CD45RO+ CCR6+. 

o Les lymphocytes T CD4+ « non Th17 »: n’exprimant pas 

CCR6 : CD4+ CD127+ CD25low CD45RO+ CCR6-. 
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Fig. MM 2. Stratégie de tri permettant d’identifier ou d’isoler les lymphocytes T CD4+ T 
régulateurs, T conventionnels « non Th17 » et Th17. 

Des lymphocytes T CD4+ sont préalablement isolés à partir de résidus de « cônes » de 

cytaphérèse. Les cellules sont ensuite marquées à l’aide d’une combinaison d’anticorps CD127-

PE, CD45RO-ECD, CCR6-PECy7, CD25-APC et CD4-APC eFluor. Les lymphocytes sont identifiés 

selon leur taille et leur structure (paramètres FSC/SSC) (A.) et les lymphocytes T CD4+ sont 

sélectionnés parmi ces lymphocytes (B.). Au sein de ces lymphocytes T CD4+, 2 populations 

sont identifiés (C.) : lymphocytes T CD4+ CD25highCD127-/low ou Treg totaux, et les T 

conventionnels totaux CD4+CD25lowCD127+. Les populations de lymphocytes Treg totaux et T 

conventionnels totaux sont ensuite subdivisées en cellules naïves n’exprimant pas le marqueur 

CD45RO et en cellules mémoires CD45RO+ (D. et E.). Enfin, au sein des lymphocytes T CD4+ 

conventionnels mémoires, l’expression de CCR6 permet de distinguer les lymphocytes Th17 

CCR6+ des lymphocytes « non Th17 » CCR6- (F.). 

 

Afin de délimiter correctement les cellules positives dans un marquage multiparamétrique il est 

nécessaire de réaliser un contrôle FMO (Fluorescence Minus One) pour chacun des paramètres 

analysés. Ce contrôle consiste dans des cellules marquées avec tous les anticorps du panel de 
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phénotypage SAUF UN ; il permet de définir avec précision la fluorescence maximale émise 

par un panel d’anticorps couplés à des fluorochromes quand l’anticorps dont on souhaite définir 

le seuil de positivité est absent du panel et remplacé par son isotype contrôle (anticorps de même 

isotype mais non spécifique de l’antigène d’intérêt) couplé au même fluorochrome. 

 

C. Mode opératoire 

 

1. Marquages des différentes sous-populations de lymphocytes T 

CD4+. 

 

La population cellulaire enrichie en lymphocytes T CD4+ par la procédure de tri immuno-

magnétique est lavée par du tampon de tri (PBS, 0,5% SVF, 2mM EDTA), resuspendue dans 

ce même tampon (1.106 cellules/ 100µL) et incubée 10 minutes en présence de FcR Blocking 

reagent [1:20] (Miltenyi Biotec) afin de bloquer la liaison des anticorps aux récepteurs Fc 

présents sur certaines cellules, et prévenir ainsi l’émission de fluorescence non spécifique des 

différentes molécules reconnues par les anticorps du panel. Les anticorps, aux doses décrites 

dans la table MM1 sont ajoutés aux suspensions cellulaires qui sont ensuite incubées pendant 

20 minutes à 4°C et à l’abri de la lumière. Les cellules sont ensuite lavées et resuspendues dans 

du tampon de tri (1.106 cellules/ 300µL) et conservées sur de la glace (pour éviter 

l’internalisation de l’anticorps dans la cellule) et à l’abri de la lumière jusqu’à leur analyse sur 

un cytomètre. 

 

Anticorps 

(clone) 

Fluorochrom

e 

Longueur 

d’onde 

d’excitation 

(nm) 

Canal de 

lecture de la 

fluorescence 

(Max 

Emission 

[nm]) 

Volume 

d’anticorps/réaction 

(µL) 

Fournisseur 

Anti-CD127 

(R34.34) 
PE 488 

FL-2 

(525) 
15 

Beckman 

coulter 

Anti-

CD45RO 

(UCHL1) 

ECD 488 
FL-3 

(615) 
5 

Beckman 

coulter 

Anti-CCR6 

(11A9) 
PE-Cy7 488 

FL-5 

(767) 
4 BD Biosciences 

Anti-CD25 

(2A3) 
APC 633 

FL-8 

(660) 
3 BD Biosciences 

Anti-CD4 

(RPA-T4) 

APC efluor 

780 
633 

FL-9 

(780) 
3 eBiosciences 

Table MM 1. Anticorps utilisés pour l’identification des différentes sous-populations de 
lymphocytes T CD4+. 
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En parallèle des marquages sur les cellules, sont réalisés les différents contrôles nécessaires à 

l’analyse (Table MM2) : monomarquages sur des billes de compensation (Anti-mouse IgGk 

negative control compensation particles set, BD Pharmingen) et FMO permettant de définir les 

seuils de positivité. Les contrôles pour établir les valeurs de compensation entre les différents 

fluorochromes sont réalisés en ajoutant 1µL de l’anticorps d’intérêt à 100µL de suspension de 

billes de compensation. Les FMO sont réalisées avec les doses d’anticorps figurant dans la table 

MM2. 

Tube CD127-PE 
CD45RO-

ECD 

CCR6-

PECy7 
CD25-APC 

CD4-APC 

eFluor 780 

1 Cellules non marquées - - - - - 

2 Tube expérimental + + + + + 

3 

Contrôles de 

compensation 

+     

4  +    

5   +   

6    +  

7     + 

8 FMO-CD127 
Isotype 

contrôle-PE 
+ + + + 

9 FMO-CD45RO + 
Isotype 

contrôle-ECD 
+ + + 

10 FMO-CCR6 + + 
Isotype 

contrôle-

PECy7 
+ + 

11 FMO-CD25 + + + 
Isotype 

contrôle-

APC 
+ 

12 FMO-CD4 + + + + 
Isotype 

contrôle-

eFluor 780 

Table MM 2. Descriptif des contrôles à réaliser lors d’un marquage permettant 
l’identification de différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+. 

 

L’acquisition des données a été réalisée, selon les expériences (cf IX) : 

 Pour les analyses de la production d’ERO à l’aide des sondes DHE (Dihydroéthidine) 

et H2DCF-DA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate), sur un cytomètre Cyan 

ADP LX7 (Beckman Coulter), équipé de 2 lasers (488 et 640 nm) permettant 

l’analyse de 2 paramètres de morphologie (taille et granularité) et 7 paramètres de 

fluorescence. Ce cytomètre permet d’analyser jusqu’à 70 000 événements par 

seconde. Ces deux sondes peuvent être excitées par le laser 488 nm. 

 Pour les analyses de la production d’ERO mitochondriales à l’aide de la sonde 

MitoSox (mitochondrial-targeted HE), sur un cytomètre LSR Fortessa X20 (BD 

Biosciences), équipé de 3 lasers (405, 488 et 640 nm) permettant l’analyse de 2 
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paramètres de morphologie (taille et granularité) et 14 paramètres de fluorescence. 

Ce cytomètre permet d’analyser jusqu’à 20 000 événements par seconde. En effet, la 

sonde MitoSox nécessite une excitation par le laser 405 nm. 

Les résultats sont ensuite analysés à l’aide du logiciel Flow-Jo (BD Biosciences). 

 

2. Tri cellulaire des différentes sous-populations de lymphocytes T 

CD4+. 

 

La population cellulaire enrichie en lymphocytes T CD4+ par la procédure de tri magnétique 

est resuspendue à 100.106 cellules/200µL dans du tampon de tri et incubées 10 minutes en 

présence de FcR Blocking reagent [1:20] (130-059-901 Miltenyi biotec). A l’issue de ces 10 

minutes, les lymphocytes T CD4+ sont incubés avec les anticorps selon les doses décrites dans 

la table MM3, pendant 20 minutes à 4°C et à l’abri de la lumière. Les cellules sont ensuite 

lavées par addition de milieu complet 2,5%SVF froid (400G, 10 minutes). Les cellules sont 

ensuite reprises dans un volume de milieu complet 2,5%SVF froid (1mL/50-100.106 cellules) 

pour être triées à l’aide d’un cytomètre trieur Influx (BD Biosciences). Ce cytomètre trieur est 

équipé de 4 lasers (488, 640, 405 et 561nm) permettant l’analyse de 2 paramètres de 

morphologie (taille et granularité) et 18 paramètres de fluorescence. Il possède jusqu’à 6 voies 

de tri, et a une température contrôlée de 5 à 95°C.  

Les cellules sont récoltées dans des tubes préalablement tapissés (« coatés ») avec du milieu 

complet contenant 50% de SVF, afin de ne pas endommager les cellules. 
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Anticorps 

(clone) 
Fluorochrome 

Longueur 

d’onde 

d’excitation 

(nm) 

Canal de 

lecture de la 

fluorescence 

(Max 

Emission 

[nm]) 

Volume 

d’anticorps/100.106 

cellules (µL) 

Fournisseur 

Anti-CD127 

(R34.34) 
PE 488 

FL-2 

(525) 
48 

Beckman 

coulter 

Anti-

CD45RO 

(UCHL1) 

ECD 488 
FL-3 

(615) 
15 

Beckman 

coulter 

Anti-CCR6 

(11A9) 
PE-Cy7 488 

FL-5 

(767) 
12 BD Biosciences 

Anti-CD25 

(2A3) 
APC 633 

FL-8 

(660) 
9 BD Biosciences 

Anti-CD4 

(RPA-T4) 
APC efluor 780 633 

FL-9 

(780) 
9 eBiosciences 

Table MM 3. Anticorps utilisés pour l’identification des différentes sous-populations de 
lymphocytes T CD4+. 

 

En parallèle des marquages sur les cellules, sont réalisés les différents contrôles nécessaires à 

l’analyse (Table MM4) : monomarquages sur des billes de compensation  et FMO. Les 

contrôles de compensation sont réalisés en ajoutant 1µL de l’anticorps d’intérêt à 100µL de 

suspension de billes de compensations. Les FMO sont réalisées sur 1.106 cellules avec les doses 

d’anticorps décrites dans la table MM4. 

 

Tube CD127-PE 
CD45RO-

ECD 

CCR6-

PECy7 
CD25-APC 

CD4-APC 

eFluor 780 

1 
Cellules non 

marquées 
- - - - - 

2 

Contrôles de 

compensation 

+     

3  +    

4   +   

5    +  

6     + 

7 FMO-CCR6 
24µl/1.106 

cellules 

7,5µl/1.106 

cellules 

6µL Isotype 

contrôle-

PECy7/1.106 

cellules 

4,5µl/1.106 

cellules 

4,5µl/1.106 

cellules 

8 FMO-CD25 
24µl/1.106 

cellules 

7,5µl/1.106 

cellules 

6µl/1.106 

cellules 

4,5µl 

Isotype 

contrôle-

APC/1.106 

cellules 

4,5µl/1.106 

cellules 

Table MM 4. Descriptif des contrôles à réaliser lors d’un marquage permettant 
l’identification des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+. 
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A l’issue du tri, un aliquot de chaque sous-population de lymphocytes T CD4+ est conservé et 

l’absence de contamination par une autre sous-population cellulaire est vérifiée toujours par 

cytométrie en flux et à l’aide du panel d’anticorps décrit précédemment. 

Les cellules triées sont, quant à elles, lavées (400G, 10 minutes) et remises en suspension dans 

du milieu complet contenant 10%SVF ou SAB selon le protocole expérimental dans lequel elles 

seront utilisées par la suite, et laissées au repos sur la nuit à 37°C, 5% CO2. Cette étape permet 

de mettre au repos ou d’induire la mort cellulaire des cellules préactivées obtenues après tri. Il 

s’agit d’une étape de « pseudo synchronisation » par la mise en quiescence des cellules triées. 

 

V. Numération et analyse de la viabilité cellulaire par coloration au bleu de 

Trypan. 
 

A. Principe 

 

Le bleu de Trypan est un colorant vital permettant la coloration en bleu des cellules mortes. 

Cette spécificité permet de l’utiliser pour faire une estimation de la proportion de cellules 

viables dans une suspension cellulaire. 

Le bleu de Trypan est capable d’entrer dans toutes les cellules qu’il rencontre. Une fois dans la 

cellule, le colorant entraîne un mécanisme d’exclusion qui va provoquer son éjection dans le 

milieu extérieur. Ce mécanisme nécessitant de l’énergie et une barrière cytoplasmique active, 

seules les cellules vivantes produisant de l’ATP seront capables d’expulser le bleu de Trypan, 

et resteront blanches lors d’une observation au microscope optique. Les cellules mortes ne 

seront pas capables d’expulser le colorant et resteront bleues. Plus simplement, il est admis que 

le bleu de Trypan colore uniquement les cellules dont la membrane cellulaire est endommagée, 

donc les cellules mortes. Il est important de noter que cette molécule étant toxique, les cellules 

exposées au bleu de Trypan finissent toutes par mourir donc devenir bleues au bout de 15 

minutes, donc la numération cellulaire doit être faite rapidement. 

 

B. Mode opératoire 

 

La viabilité cellulaire est évaluée par dilution des suspensions cellulaires dans une solution de 

bleu de Trypan (dilution au 1:5 dans du NaCl 0,9%) et numération en microscopie optique des 

cellules vivantes et mortes sur un hématimètre, une cellule de Malassez. Celle-ci comporte un 

quadrillage (10 lignes de 10 rectangles). Sur cette cellule, plusieurs lignes sont comptées et la 
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moyenne de ces comptages multipliée par 10, soit le nombre de cellules pour 10 lignes 

comptées, est utilisé pour calculer la concentration cellulaire de la suspension. Pour que la 

numération soit fiable, il faut avoir compté une centaine de cellules. Le volume de la cellule de 

Malassez étant de 1µL, il faut multiplier le résultat par 1000 pour obtenir le nombre de cellules 

par mL. Il faut donc employer la formule suivante : 

(Nb. Cellules/ligne)*10*facteur de dilution*1000 = Nb. Cellules/mL 

(Nb. Cellules/mL)*volume de la suspension cellulaire = Nb. total de cellules 

 

Le pourcentage de viabilité est ensuite calculé par rapport au nombre de cellules mises en 

culture (Nb. Cellules T0). 

(Nb. cellules total/Nb. cellules T0)*100 = % viabilité 

VI. Analyse de l’activité -galactosidase. 
 

A. Principe 

 

L’augmentation de l’activité de l’enzyme lysosomale, la -galactosidase, est une caractéristique 

des cellules sénescentes. La mise en évidence de la présence de l’enzyme est réalisée par la 

mesure de son activité en apportant un substrat, un dérivé du galactose, le X-gal (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside), incolore, et qui une fois hydrolysé par l’enzyme 

donne un composé bleu observable en microscopie optique. Dans des conditions 

physiologiques normales, l’activité enzymatique de la -galactosidase est détectable dans les 

lysosomes à un pH optimal de 4,0. Dans les cellules sénescentes, la masse lysosomale est 

augmentée ce qui a pour effet une augmentation de l’expression de la -galactosidase. 

L’abondance de l’enzyme permet alors une détection de son activité à un pH non optimal (pH 

6,0). Dans ces conditions, les cellules sénescentes présentent un marquage bleu périnucléaire 

sous forme de grains très denses dans les cellules positives. 

 

B. Mode opératoire 

 

L’analyse de l’activité β-galactosidase est effectuée à l’aide d’un kit (Cell signaling #9860) 

utilisé conformément aux instructions du fabricant.  

Des lymphocytes T CD4+ Treg/Th17 CCR6+/« non Th17 » CCR6- obtenus par tri comme décrit 

précédemment sont re-suspendus à la concentration de [1.106 cellules/ml] dans du milieu 

complet contenant 2,5% de SVF, et exposés ou non à 5 % de condensat de fumée de cigarette, 
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pendant 48 heures à 37°C et 5% CO2. La stimulation est arrêtée en lavant les cellules dans un 

volume équivalent de PBS froid. 

Les cellules (1.105/5µL/condition expérimentale) sont étalées sur des lames « superfrost-plus » 

(Thermo scientific J1800AMNZ). Ensuite, les cellules/lames sont lavées par du PBS, puis 

incubées à température ambiante pendant 15 minutes dans une solution de fixation contenant 

0,2% glutaraldéhyde et 2% formaldéhyde. Puis, les cellules/lames sont incubées à 37°C sur la 

nuit dans une solution de marquage tamponnée à pH6, et supplémentée en potassium 

ferrocyanide (5mM), ferricyanide (5mM) et une solution de substrat X-gal préparée à 1 mg/ml 

dans du N-N-dimethylformamide (DMF). La solution de marquage est ensuite retirée, et 

remplacée par un milieu de montage 1X PBS-70% glycérol afin de conserver la coloration. Puis 

des lamelles sont déposées sur les lames, et l’ensemble lames - lamelles est scellé avec du 

vernis. Les lames sont observées avec un microscope Axioplan 2 imaging (Zeiss), les 

observations sont réalisées à l’aide d’un objectif Plan-Neofluar x40/0,75, et les images sont 

obtenues par la caméra Zeiss MRc ; le logiciel Zen 2012 pilote le microscope et la caméra. Pour 

chaque condition expérimentale, 8 à 10 champs distincts représentatifs sont photographiés. Un 

nombre minimum de 600 cellules par condition expérimentale est compté. Le pourcentage de 

cellules présentant un marquage positif pour la -galactosidase est exprimé par rapport au 

nombre de cellules totales du champ. Les comptages sont réalisés par deux observateurs 

indépendants. 

 

VII. Exposition à différents modes d’agression oxydante. 
 

A. Préparation du condensat de fumée de cigarette et exposition in vitro. 

 

La fumée de cigarette provient d’une marque de cigarettes de référence 3R4F (9,4mg de 

goudrons, 0,7mg de nicotine, 11,7mg de matière particulaire totale [Total Particulate 

Matter/TPM], 12mg CO par cigarette) (Université du Kentucky, Kentucky, USA). La fumée de 

cigarette issue du courant principal est condensée à l’aide d’un système de « bullage d’air » qui 

permet de solubiliser les particules solubles contenues dans la fumée de cigarette dans du milieu 

de culture. Le CFC est généré extemporanément, par aspiration de la fumée d’une cigarette au 

moyen d’une seringue de 50mL, contenant 10mL de milieu complet sans sérum, reliée à un 

filtre de 0,22µM sur lequel est fixé un porte-cigarette (Fig.MM3 A.). Le condensat est obtenu 

par plusieurs cycles consécutifs d’aspirations de 40mL de fumée de cigarette et mélange 
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pendant 30 secondes de la fumée et du milieu. A la fin de chaque cycle, la fumée est relarguée 

à l’extérieur de la seringue. La procédure s’arrête juste avant que la cigarette soit consommée 

jusqu’au filtre. Le pH du CFC est corrigé et ajusté à pH 7,4, et l’absorbance à 320 nm est 

mesurée à l’aide d’un lecteur de plaque Tecan (Infinite M200 Pro, Tecan). Seules les 

préparations de CFC présentant une valeur d’absorbance à 320 nm supérieure à 0,42 sont 

utilisées. (Aoshiba K, 1994, Tsuji T, 2004, Glader P, 2006, Jason Adamson 2011, Li F, 2012, 

Xu Y, 2013). 

Le CFC obtenu est complété avec 2,5% de SVF ou 10% de SAB puis filtré sur une membrane 

de 0,45µm, et constitue un CFC à la concentration « 100% ». Le CFC est ensuite utilisé aux 

concentrations 5 et/ou 10% selon les expériences et est obtenu par dilution du CFC « 100% » 

dans du milieu complet contenant 2,5% de SVF/SAB. La toxicité du CFC et le choix de ces 

doses ont été déterminés préalablement par numération et analyse de la viabilité cellulaire par 

coloration au bleu de Trypan des lymphocytes T CD4+ en réponse à une exposition à des doses 

croissantes de CFC. 

Ce système reproduit les conditions rencontrées lors de la consommation d’une cigarette. 

Lorsqu’un fumeur inhale une bouffée de cigarette, la fumée se retrouve dans un environnement 

particulièrement humide et se dépose dans le fluide recouvrant les cellules épithéliales du 

tractus respiratoire. Des ERO et des ERN sont retrouvées dans les solutions aqueuses de CFC, 

mais ne se forment pas toutes dans la cigarette en combustion. Au contraire, elles se forment en 

solution aqueuse ou dans les fluides physiologiques à la suite de réaction entre les différents 

composés de la fumée de cigarette entre eux, ou avec l’oxygène en solution (Fig.MM3 B.) 

(Wooten JB, 2006). 
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Fig. MM 3. Dispositif de préparation et oxydants présents dans le condensat de fumée de 
cigarette. 

(A.) Le condensat de fumée de cigarette (CFC) est généré, par aspiration du courant principal 

de la fumée d’une cigarette au moyen d’une seringue de 50mL, contenant 10mL de milieu 

complet sans sérum, reliée à un filtre de 0,22µM sur lequel est fixé un porte-cigarette. Le CFC 

est obtenu par plusieurs cycles consécutifs d’aspirations de 40mL de fumée de cigarette et 

mélange pendant 30 secondes de la fumée et du milieu. A la fin de chaque cycle, la fumée est 

relarguée à l’extérieur de la seringue. La procédure s’arrête juste avant que la cigarette soit 

consommée jusqu’au filtre. (B.) La fumée de cigarette est divisée en une phase gazeuse et une 

phase particulaire. La phase gazeuse contient d’importantes quantités de radicaux libres. En 

particulier, l’oxydation du NO par l’O2 conduit à la formation de NO2 capable de réagir avec 

d’autres composants de la fumée de cigarette tels que les composés isoprènes, et est à l’origine 

de l’apparition de radicaux libres « centrés sur le carbone » (R) qui pourront à leur tour réagir 

avec l’O2 pour former des radicaux peroxyles (ROO).La phase particulaire présente de fortes 

concentrations de radicaux (1017 spins/g) dont une semiquinone (Q), dérivée du benzène 

présent dans cette phase, en équilibre avec des quinones (Q) et des hydroquinones (QH2). Ce 

système des quinones est soluble en milieu aqueux et est retrouvé dans les préparations de 

CFC. Ce système réduit l’oxygène en O2
- qui ensuite est dismuté en H2O2. De plus, en présence 
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de métaux, via une réaction de Fenton, H2O2 peut générer de l’HO (d’après Pryor WA, 1993, 

Wooten JB, 2006, Valavanidis A, 2009). 

 

B. Induction d’ERO par exposition au TBHP. 

 

Le tert-butyl Hydrogen peroxide ou TBHP (Luperox TBH70 solution 458139, Sigma Aldrich) 

à la concentration de 250µM est utilisé comme contrôle positif d’induction de la production 

d’ERO lors d’une agression oxydante aigue d’origine exogène (30 minutes). La métabolisation 

du TBHP par les cellules nécessite l’intervention du cytochrome P450 et conduit à la production 

de radicaux libres de l’oxygène, des radicaux peroxyles et alkoxyles susceptibles d’initier une 

peroxydation des phospholipides membranaires. (Kucera O, 2014). 

Le TBHP est préparé à partir d’une solution stock de TBHP 70% à 7,22M, et est utilisé après 

dilution dans du milieu complet 2,5% de SVF à la concentration finale de 250µM.  

 

VIII. Traitement des cellules par différents inhibiteurs pharmacologiques. 
 

A. La N-acétylcystéine (NAC). 

 

La NAC (Sigma Aldrich A7250-100G) est un précurseur de la L-cystéine et du glutathion 

réduit, mais également un agent piégeur des radicaux libres capable d’interagir avec HO• et 

l’H2O2 (Zafarullah M, 2002). Dans les lymphocytes T, les temps d’incubation avec la NAC 

permettant de reconstituer les stocks de glutathion réduit sont de 24H (Maurice MM, 1997). 

Dans notre travail, le temps du pré-traitement avec la NAC est d’1H30 ; dans ces conditions 

l’effet de la NAC est celui d’un agent piégeur des ERO produites par la cellule en réponse à 

une agression oxydante, ou ERO apportées par l’agent à l’origine de l’agression oxydante (le 

CFC dans ce travail).  

La concentration optimale d’utilisation de la NAC, 10mM, a été déterminée par des tests 

d’effet-dose de la NAC sur le niveau d’ERO des lymphocytes T CD4+ marqués avec la sonde 

H2DCF-DA, en présence ou non de condensat de fumée de cigarette. Des tests de toxicité 

utilisant le 7-actinomycin D (7-AAD) ont préalablement été réalisés. La NAC est solubilisée 

dans de l’eau afin d’obtenir une solution mère à 610mM, puis est diluée dans le milieu de culture 

à une concentration finale d’utilisation de 10mM.  
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Préalablement à une agression oxydante, les cellules sont prétraitées par la NAC à 10mM 

pendant 1H30 à 37°C, 5% CO2. Les cellules sont ensuite lavées (400G, 10 min), et la NAC est 

ajoutée à nouveau en même temps que le CFC pour la durée d’exposition au condensat. 

 

B. Le p-trifluoromethoxy-carbonyl-cyanide-phenyl hydrazone (FCCP). 

 

Le FCCP (Sigma Aldrich C2920-10MG) est un protonophore et un agent découplant de la 

chaîne électronique mitochondriale. Il a pour effet de dissiper lem mitochondrial ce qui 

conduit à une baisse de la production d’ERO d’origine mitochondriale. 

La concentration optimale d’utilisation du FCCP, 2μM, a été choisie en analysant l’effet d’une 

gamme de concentration de FCCP sur le niveau d’ERO des lymphocytes T CD4+ marqués avec 

la sonde H2DCF-DA, en présence ou non de condensat de fumée de cigarette.  

La procédure d’utilisation du FCCP est identique à celle de la NAC : les cellules sont incubées 

pendant 30min avec 2μM de FCCP (solution stock à 10mM diluée dans du DMSO) avant 

l’exposition au condensat de fumée de cigarette. Le FCCP est ajouté à nouveau au milieu de 

culture, à T0, en même temps que le condensat de fumée de cigarette. L’effet du DMSO seul, 

à la même concentration, a été contrôlé dans les différentes conditions expérimentales. 

 

C. Antimycine et roténone. 

 

L’antimycine (Sigma Aldrich A8674) est un inhibiteur de la chaîne de transport des électrons 

dans la mitochondrie. Elle inhibe le passage des électrons dans le complexe III en bloquant le 

passage des électrons du cytochrome b au cytochrome C1. 

La roténone (Sigma Aldrich R8875) est également un inhibiteur de la chaîne électronique 

mitochondriale au niveau de la NADH-coenzyme Q oxidoréductase ou complexe I. 

La concentration optimale d’utilisation de l’antimycine, 0,5μM, a été choisie en analysant 

l’effet d’une gamme de concentrations sur le niveau d’ERO des lymphocytes TCD4+ marqués 

avec la sonde H2DCF-DA, en présence ou non de condensat de fumée de cigarette. La 

concentration de roténone, 2µM, a été choisie d’après les données de la littérature (Sena LA, 

2013).  

L’antimycine (solution stock à 10mM diluée dans du DMF) est utilisée seule, ou en mélange 

avec la roténone (solution stock à 10mM diluée dans du DMF). Les cellules sont pré-incubées 

avec les inhibiteurs pendant 30 minutes. Le/les inhibiteurs sont ajoutés à nouveau au milieu de 
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culture, à T0, en même temps que le condensat de fumée de cigarette. L’effet du DMF seul, à 

la même concentration, a été contrôlé dans les différentes conditions expérimentales. 

 

D. Inhibiteurs des MAP kinases kinases : UO126 et PD98059. 

 

Le UO126 (1,4-diamino-2,3 dicyano-1,4-bis [2-aminophénylthio] butadiène) (Merck Millipore 

662005) est un inhibiteur de MEK1 et MEK2. Le PD98059 (Merck Millipore 513000) est un 

inhibiteur de MEK1. L’activation de MEK1 et MEK 2 se fait par phosphorylation des sérines 

217 et 221 par les molécules de type Raf. Les formes actives de MEK1 et 2 sont ensuite capables 

de phosphoryler ERK1/2. Le UO126 peut inhiber l’activité catalytique des formes actives de 

MEK1. Le PD98059 agit lui en se liant aux formes inactives de MEK1 prévenant ainsi son 

activation par des activateurs situés en amont tels que c-Raf. Cette différence d’action du 

UO126 s’explique par son affinité plus importante pour MEK1 en comparaison de celle du 

PD98059. 

Les cellules sont pré-incubées avec le UO126 à une concentration de 5µM, ou le PD98059 à 

une concentration de 10µM pendant 30 minutes. Les inhibiteurs sont ajoutés à nouveau au 

milieu de culture, à T0, en même temps que le condensat de fumée de cigarette. 

 

IX. Analyse par cytométrie en flux de la production d’espèces réactives de 

l’oxygène dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

exposés au condensat de fumée de cigarette. 
 

A. Principe 

 

La sonde H2DCF-DA (Invitrogen C6827) est un composé non fluorescent lipophile capable de 

traverser la membrane plasmique des cellules ce qui lui permet de se fixer au niveau des régions 

lipidiques hydrophobes intracellulaires. Les estérases cellulaires hydrolysent les groupements 

acétates et libèrent ainsi la molécule non fluorescente H2DCF. Ce composé a la particularité de 

rester 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’ERO, de peroxydases, Fe2+ ou cytochrome c, pour former le DCF qui est fluorescent (λEx 

Max= 488 nm ; λEm Max= 520 nm). Aussi l’intensité de fluorescence est directement 

proportionnelle à la quantité d’ERO présents dans la cellule (Rothe G, 1990, LeBel CP, 1992, 

Tsuchiya M, 1994). La fluorescence est donc détectée à l’intérieur de la cellule dans les 
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différents compartiments cellulaires (cytosol, espace intermembranaire mitochondrial…) 

(Karlsson M, 2010). Une augmentation de la fluorescence du DCFDA indique une oxydation 

par les radicaux peroxydes, peroxynitrite et/ou les radicaux hydroxyles. De plus l’augmentation 

de la fluorescence du DCFDA est proportionnelle à la concentration intracellulaire en H2O2 

(Eruslanov E, 2010). En conséquence, le niveau d’H2O2 d’une cellule donnée peut être 

déterminé par la mesure de fluorescence provenant de la sonde H2DCF oxydée. 

Selon le même principe, la sonde DHE (Invitrogen D1168) est une forme réduite du bromure 

d’éthidium (BET), non fluorescente, et pénètre facilement dans les cellules. Elle est ensuite 

oxydée en présence d’O2
•- en BET, un agent intercalant de l’ADN (λEx Max= 488 nm ; λEm 

Max= 575 nm) (Stowe DF, 2009). Cette sonde mesure la production d’anions superoxydes 

intracellulaires. Néanmoins, cette sonde peut également être oxydée par les cytochrome c 

lorsque celui-ci est relarguée dans les cellules apoptotiques (Gomes A, 2005).  

Enfin, le MitoSox Red (Invitrogen M36008) est un dérivé cationique de la dihydroethidine. Il 

pénètre dans les cellules vivantes et se fixe spécifiquement aux mitochondries. Une fois dans la 

mitochondrie, le MitoSox Red est oxydé par les anions superoxydes et émet une fluorescence 

rouge (λEx Max = 510 nm; λEm Max = 580 nm). Ce fluorochrome est oxydé par les anions 

superoxydes, et faiblement par d'autres ERO. Cette sonde mesure spécifiquement la production 

mitochondriale d’anions superoxydes. 

 

B. Mode opératoire 

 

Une suspension cellulaire préalablement enrichie en lymphocytes T CD4+ par tri immuno-

magnétique est mise en suspension à 1.106 cellules/ml dans du milieu de culture complet 

contenant 2,5% de SVF dans des tubes de 5mL à fond rond (Falcon) et, quand indiqué dans la 

légende des figures, pré-traitée par des traitements antioxydants ou pharmacologiques (cf VIII). 

Après le pré-traitement, les cellules sont lavées et pré-incubées avec 0,25 μM de sonde H2DCF-

DA (Life technologies, C6827) ou 1μM de DHE (Life technologies D1168), pendant 45 minutes 

à 4°C et à l’abri de la lumière. 

Les cellules sont ensuite resuspendues dans du milieu complet contenant 2,5% de SVF, 0,25 

μM de sonde H2DCF-DA ou 1μM de DHE, et soumises à une agression oxydante aigüe induite 

soit par l’addition de 250µM de TBHP, ou par l’exposition au CFC à 5 ou 10% (cf VII.A.) 

pendant 30 minutes à 37°C, 5% CO2 (1.106 cellules/ 200µL), en présence ou non des traitements 

anti-oxydants ou pharmacologiques. 
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Dans le cas d’une analyse de la production d’ERO mitochondriales à l’aide de la sonde MitoSox 

Red (Invitrogen M36008), les cellules sont re-suspendues dans du milieu complet contenant 

2,5% de SVF, et exposées au CFC à 5% pendant 30 minutes à 37°C, 5% CO2 (1.106 cellules/ml). 

La sonde MitoSox est rajoutée dans le milieu de culture à la concentration de 5 µM, 10 minutes 

avant la fin de l’exposition au CFC. 

Les cellules sont ensuite lavées par du tampon de tri, marquées par les anticorps permettant de 

distinguer les sous-populations de cellules produisant des ERO, et analysées sur un cytomètre 

Cyan ADP LX7 (Beckman Coulter) pour les expériences avec les sondes H2DCF-DA et DHE, 

ou sur un cytomètre LSR Fortessa X20 (BD Biosciences) pour les expériences avec le MitoSox. 

Les résultats sont ensuite analysés à l’aide du logiciel Flow-Jo (BD Biosciences). 

 

X. Analyse par immunocytofluorescence de l’expression de différentes 

protéines dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

exposés au condensat de fumée de cigarette. 
 

A. Principe 

 

L’immunocytofluorescence consiste à mettre en évidence l’expression et la localisation d’une 

protéine dans des cellules ou des tissus, à l’aide d’anticorps spécifiques de cette protéine 

couplés directement à un fluorophore, ou qui pourront être eux-même mis en évidence à l’aide 

d’un anticorps « secondaire » couplé au fluorophore. Les cellules marquées par les fluorophores 

pourront être détectées et analysées à l’aide d’un microscope à fluorescence, ou 

épifluorescence. Celui-ci dispose d’une source lumineuse suffisamment puissante et de 

longueur d’onde appropriée pour exciter les fluorophores qui vont émettre des photons qui 

pourront être détectés. 

 

B. Analyse de l’expression de p16INK4a. 

 

Des lymphocytes T CD4+ Treg/ Th17 CCR6+ /  « non Th17 »CCR6- obtenus comme décrit 

précédemment sont re-suspendus à la concentration de [1.106 cellules/ml] dans du milieu 

complet contenant 2,5% de SVF. Les cellules peuvent être pré-traitées (ou non) par différents 

traitements anti-oxydants ou des inhibiteurs pharmacologiques comme décrit précédemment, 

puis être exposées (ou non) à 5 % de condensat de fumée de cigarette, pendant 24 heures à 37°C 
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et 5% CO2. La stimulation est arrêtée en lavant les cellules dans un volume équivalent de PBS 

froid. 

Les cellules (1.105/5µL/condition expérimentale) sont ensuite étalées sur des lames 

« superfrost-plus » (Thermo scientific J1800AMNZ), fixées et perméabilisées avec du PBS 

contenant 4% de formaldéhyde pendant 10 minutes à température ambiante. Après 3 lavages 

avec du PBS 1X, les cellules sont incubées dans un milieu de saturation des sites non-

spécifiques : PBS 1X contenant 0,3% de Triton X-100 et 5% de sérum de l’espèce dans laquelle 

a été produit l’anticorps secondaire, ici du sérum de chèvre. Les cellules sont ensuite incubées 

en présence d’un anticorps anti-p16INK4a (Abcam ab108349) dilué au 1:250 dans du PBS, 0,3% 

Triton X-100, 0,1% BSA, ou en présence de l’isotype contrôle correspondant à la même 

concentration, à 4°C pendant 24 heures. A l’issue de cette incubation, les cellules sont lavées 3 

fois avec du PBS, et incubées 1 heure, à température ambiante et à l’abri de la lumière, en 

présence de l’anticorps secondaire « goat anti rabbit » conjugué Alexa 594 (Invitrogen 

A11012), dilué au 1:200 dans du PBS, 0,3% Triton X-100, 0,1% BSA. Les cellules sont ensuite 

lavées 3 fois avec du PBS, et du milieu Prolong Gold + DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) 

(Invitrogen P36931) est rajouté. Les lames sont enfin recouvertes d’une lamelle et observées 

avec un microscope Axioimager M2 (Zeiss) doté de 4 diodes lasers (405, 488, 555 et 639 nm) 

pour la fluorescence permettant la détection et l’analyse des molécules fluorescentes les plus 

utilisées en recherche biologique (DAPI, A488/FITC, A547/TRITC, To-Pro3/Cy5). Les 

observations sont faites avec un objectif Plan-Neofluar au grossissement x40/0,75. Les images 

sont obtenues par la caméra monochrome Zeiss MRm. Le logiciel Zen 2012 pilote le 

microscope et la caméra. Pour chaque condition, 8 à 10 champs distincts représentatifs de 

l’ensemble de la condition expérimentale analysée sont photographiés. Un nombre minimum 

de 600 cellules par condition expérimentale est compté. Le pourcentage de cellules présentant 

un marquage positif pour p16INK4a est exprimé par rapport au nombre de cellules totales du 

champ. Les comptages sont réalisés par deux observateurs indépendants. 

 

C. Analyse par immunocytofluorescence de la phosphorylation et de la 

localisation de ERK1/2. 

 

Des lymphocytes T CD4+ Treg/ Th17CCR6+ /  « non Th17 » CCR6- obtenus comme décrit 

précédemment sont re-suspendues à la concentration de [1.106 cellules/ml] dans du milieu 

complet contenant 2,5% de SVF. Les cellules sont ré-traitées (ou non) par différents traitements 

anti-oxydants ou des inhibiteurs pharmacologiques comme décrit précédemment, avant d’être 
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exposées (ou non) à 5 ou 10% de CFC pendant 15 minutes à 37°C et 5% CO2. Un témoin positif 

de phosphorylation de ERK1/2 est réalisé par une stimulation par du PMA (200 nM) pendant 

15 minutes. La stimulation est arrêtée en lavant les cellules dans un volume équivalent de PBS 

froid contenant des inhibiteurs dirigés contre un large spectre de phosphatases (fluorure de 

sodium 10mM, orthovanadate de sodium 1mM). Les inhibiteurs de phosphatases sont ajoutés 

à chaque étape de la procédure suivante.  

Les cellules (1.105/5µL/condition expérimentale) sont étalées sur des lames « superfrost-plus » 

(Thermo scientific J1800AMNZ), fixées et perméabilisées avec du PBS contenant 4% de 

formaldéhyde pendant 15 minutes à température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées 3 

fois avec du PBS, puis incubées dans du PBS contenant 0,3% de Triton X-100 pendant 30 

minutes à température ambiante. Les cellules sont ensuite « surfixées » dans du PBS contenant 

50% de méthanol pendant 15 minutes à 4°C. Après 3 lavages avec du PBS, les sites non 

spécifiques de liaison des anticorps sont saturés à l’aide de sérum normal de chèvre dilué à 5% 

dans PBS contenant 0,3% de Triton X-100, pendant 1 heure à température ambiante. Puis les 

cellules sont incubées en présence d’un anticorps spécifique de la forme phosphorylée 

d’ERK1/2 (Cell signaling #9101) dilué au 1:25 dans du PBS, 0,3% Triton X-100, 0,1% BSA, 

ou l’anticorps d’isotype -contrôle correspondant, à la même concentration, à 4°C pendant 48 

heures. Les cellules sont ensuite à nouveau lavées 3 fois avec du PBS, et incubées 1 heure, à 

température ambiante et à l’abri de la lumière, en présence de l’anticorps secondaire « goat anti 

rabbit » conjugué Alexa 488 (Invitrogen A11008), dilué au 1:5.000 dans du PBS, 0,3% Triton 

X-100, 0,1% BSA. Les cellules sont ensuite lavées 3 fois avec du PBS, et du milieu Prolong 

Gold + DAPI (Invitrogen P36931) est rajouté. Les lames sont enfin recouvertes d’une lamelle 

et observées, comme précédemment, au microscope Axioimager M2 (Zeiss) et à l’objectif Plan-

Neofluar au grossissement x40/0,75. Pour chaque condition, 8 à 10 champs distincts 

représentatifs de l’ensemble de la condition expérimentale analysée sont photographiés. Un 

nombre minimum de 600 cellules par condition expérimentale est compté. Le pourcentage de 

cellules présentant un marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique ou cytoplasmique et 

nucléaire est exprimé par rapport au nombre de cellules totales du champ. Les comptages sont 

réalisés par deux observateurs indépendants. 
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XI. Analyse de l’expression des gènes par réaction de polymérisation en chaîne 

après transcription inverse, quantifiée en temps réel (RT-qPCR) dans les 

différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ exposés au condensat 

de fumée de cigarette. 
 

A. Conditions de culture et exposition des cellules au condensat de 

fumée de cigarette. 

 

Des lymphocytes T CD4+ Treg/ Th17 CCR6+/  « non Th17 » CCR6- préalablement triés et 

laissés au repos pendant la nuit dans du milieu complet contenant 10% de SAB (37°C, 5% CO2) 

sont lavés et remis en suspension à la concentration de [1.106 cellules/ml] dans du milieu 

complet contenant 10% de SAB, et mis en culture dans des plaques 96 puits à fond rond, en 

présence ou non de 5% de CFC, pendant 48H à 37°C et 5% CO2. Des cultures stimulées par un 

mélange d’anticorps anti-CD3 préalablement fixés sur les plaques, et d’anticorps anti-CD28 

solubles, constituent un témoin positif d’activation des lymphocytes T CD4+. 

A la fin de la stimulation, les suspensions cellulaires sont centrifugées (400G ; 10 minutes). Les 

culots cellulaires sont lysés par 350µL de tampon « RLT + 2-β-Mercaptoethanol » (Qiagen) 

pour pouvoir en extraire les ARN totaux. Les surnageants des cultures sont conservés à -80°C 

pour analyse du sécrétome. 

 

B. Principe de la qPCR. 

 

La réaction de polymérisation en chaîne, ou PCR, est une des techniques les plus puissantes de 

la biologie moléculaire (Schmittgen D, 2008). A l’aide de cette technique, des séquences de 

nucléotides bien précises au sein d’un échantillon d’ADN ou d’ADNc peuvent être copiées et 

leur nombre amplifié, en théorie, de manière exponentielle, à l’aide d’une ADN polymérase et 

d’amorces nucléotidiques précises et spécifiques. En fin de réaction, le nombre de copies de la 

séquence nucléotidique amplifiée est proportionnel au nombre de copies présentes initialement 

dans l’échantillon analysé. 

L’amplification nécessite : 

 une matrice d’ADN double brin contenant la séquence nucléotidique à amplifier 

 un couple d’amorces sens (ou « forward ») et anti-sens (ou « reverse ») spécifiques 

de la séquence d’intérêt 
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 l’enzyme Taq Polymérase (ADN polymérase), résistante aux variations de 

températures importantes imposées à chaque cycle d’amplification 

 des désoxyribonucléotides (dNTPs), utilisés par la Taq Polymérase pour synthétiser 

les brins d'ADN complémentaires 

Une réaction de PCR consiste dans une succession de cycles d’amplication 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 (Fig.MM4).  

 

Fig. MM 4. Déroulement des 4 premiers cycles d’une réaction de PCR. 

○ : Taq Polymérase ; → : amorce 

 

La détection et la quantification de la séquence amplifiée peut se faire à la fin de la réaction et 

à la fin du dernier cycle de PCR ; on parle alors de PCR « en point limite ». Cette méthode est 
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réalisée par l’analyse à l’aide d’un analyseur d’image, des produits d’amplification de la PCR 

après leur migration sur un gel d’agarose. 

Dans la PCR quantitative en temps réel, la quantité de séquence amplifiée est mesurée à chaque 

cycle. La mesure de la quantité des produits de la réaction de PCR pendant sa phase 

exponentielle permet de déterminer avec précision la quantité initiale de la séquence amplifiée. 

La quantité d’ADN est mesurée après chaque cycle à l’aide de marqueurs fluorescents. 

L’augmentation d’intensité du signal fluorescent est directement proportionnelle à la quantité 

de produits de PCR générée pendant la phase exponentielle de la réaction. Dans le travail 

présenté ici, nous utilisons comme marqueur fluorescent le SybrGreen, un agent intercalant de 

l’ADN qui se lie au produit de la PCR lorsque celui-ci est sous forme double-brin. L’instrument 

utilisé pour l’amplification combine un thermocycleur et un détecteur de fluorescence. En 

reliant la quantité de fluorescence avec le nombre de cycles d’amplification, l’appareil de PCR 

quantitative génère une courbe de fluorescence qui représente l’accumulation du produit de 

PCR amplifié et quantifié pendant toute la durée de la réaction de PCR. 

 

C. Design des couples d’amorces nucléotidiques utilisés pour la PCR. 

 

Un des paramètres les plus importants pour la réussite de la quantification de l’expression des 

gènes par PCR quantitative en temps réel est la sélection  des couples d’amorces nucléotidiques. 

Les couples d’amorces (ou « primers ») sont déterminés à partir des banques de données 

génomiques (GenBank, NCBI, Ensembl), et en particulier à partir de séquences de référence 

correspondant à l’ARN du gène d’intérêt (séquences annotées NM dans la banque de données). 

L’analyse préalable des publications scientifiques existantes est essentielle afin de bien 

identifier le gène d’intérêt et ses isoformes potentielles afin de pouvoir choisir entre la 

possibilité de construire des primers communs à plusieurs isoformes ou spécifiques d’une 

isoforme particulière.  

Le design des primers est effectué à l’aide des logiciels Primer Express (Applied), Primer Blast 

(NCBI), Light Cycler Probe Design (Roche). Cette étape répond à des critères et à une 

démarche de qualité très stricts. Les produits de PCR amplifiés par les couples de primers 

doivent avoir une taille comprise entre 80 et 400 paires de bases (bp) (idéalement 80 à 150bp) 

afin d’optimiser l’efficacité de la PCR. Les primers (sens et anti-sens) doivent avoir une taille 

comprise idéalement entre 16 et 25 bp et une température de demi-dénaturation (ou Tm) proche 

de 60°C avec la différence de Tm (Tm) ≤ 2°C entre les 2 primers. Ils ne doivent pas contenir 

de structures secondaires, de répétitions de bases. Ils doivent contenir peu de bases guanine et 
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cytosine (GC) à leur extrémité 3’, afin d’éviter qu’ils ne se replient sur eux-mêmes, et avoir un 

contenu en GC de 40 à 60% pour éviter les hybridations non spécifiques particulièrement entre 

les primers eux-mêmes (dimères). Les primers sens et anti-sens doivent être construits sur des 

exons différents séparés par un intron suffisamment grand afin d’éviter l’amplification d’ADN 

génomique qui fausserait le calcul de quantité d’ARN. Enfin, une première vérification de la 

spécificité du produit amplifié par PCR est réalisée à l’aide d’un un algorithme permettant de 

comparer in silico les séquences nucléotidiques entre elles (Basic Local Alignement Search 

Tool/ »BLAST »). La séquence nucléotidique du primer est ainsi comparée aux séquences de 

référence NM correspondant au génome humain. 

La spécificité des couples de primers est ensuite testée sur plusieurs tissus, organes ou lignées 

cellulaires lors d’une première PCR. Une courbe de fusion est réalisée sur l’appareil de PCR 

quantitative et seuls les couples de primers générant un produit de PCR ne présentant qu’un 

seul et unique pic de Tm, signe d’un produit de PCR unique, sont retenus. La taille des produits 

de PCR est ensuite vérifiée par migration des produits de PCR sur gel 2% agarose 

(masse/volume), 1X TBE.  

Enfin, l’efficacité d’amplification de la PCR avec le couple de primers sélectionné est vérifiée 

en réalisant une courbe standard en utilisant des quantités connues d’ADNc issues de séries de 

dilutions à partir d’un échantillon dans lequel le gène d’intérêt est fortement exprimé, et 

répondant aux critères de qualité précédents (un seul pic de Tm et produit de PCR à la taille 

attendue). Tous les couples de primers utilisés dans notre travail ont montré une efficacité 

d’amplification comprise entre 90 et 100%.  

 

D. Déroulement d’une analyse de l’expression de gènes par RT- PCR 

quantitative en temps réel 

 

Dans ce travail nous avons adopté un système de RT-qPCR quantitative en temps réel en 2 

étapes. La première étape consiste en une réaction de synthèse d’ADNc (ou reverse 

transcription). De l’ARN total est converti en ADNc à l’aide d’une enzyme transcriptase 

inverse. A la suite de la synthèse d’ADNc, une quantité appropriée de celui-ci est transféré dans 

un nouveau tube pour la réaction de PCR. 

Le déroulement d’une analyse de l’expression de gènes par PCR quantitative en temps réel 

comporte donc plusieurs étapes : 

 extraction d’ARN 

 synthèse d’ADN complémentaire (ADNc) 
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 réaction de PCR 

 analyse quantitative des résultats 

 

1. Extraction des ARN 

 

Les ARN totaux sont extraits des cellules à l’aide du kit RNeasy Mini (Qiagen) selon les 

recommandations du fournisseur. Cette méthode de purification des ARN sur colonne permet 

d’obtenir un ARN libre de tout contaminant (phénol, éthanol, protéines, RNases…) et permet 

de standardiser l’extraction. Un traitement par la DNase (rDNase, Macherey-Nagel) est pratiqué 

directement sur la colonne d’extraction des ARN afin d’éliminer l’ADN génomique 

contaminant. La concentration en ARN des échantillons obtenus est déterminée par une 

méthode fluorimétrique en utilisant le kit « Qubit RNA Assay » (Life technologies) en suivant 

le protocole et les recommandations du fournisseur. La qualité des ARN est vérifiée par 

l’analyse du profil de migration de 400 à 500ng d’ARN sur un gel 1% agarose (m/v), 1X TBE. 

 

2. « Reverse transcription » ou synthèse d’ADN complémentaire. 

 

Les ARN totaux isolés à partir des cellules sont rétro-transcrits en ADN complémentaire. Une 

même quantité d’ARN totaux de chaque échantillon est utilisée pour synthétiser de l’ADN 

complémentaire. Les ARN sont tout d’abord incubés 5 minutes à 65°C en présence de 4µM 

d’oligo-(dT) 12-18 (Invitrogen) et 0,8mM de dNTP (GE Healthcare). Les échantillons sont 

ensuite placés dans de la glace, et un « mix » contenant 10mM de DTT et du tampon M-MLV 

(1X) est ajouté. Les échantillons sont incubés 2 minutes à 37°C, puis 8U d’enzyme transcriptase 

inverse M-MLV (Invitrogen) sont ajoutées. La réaction de transcription inverse (RT : « reverse 

transcription ») s’effectue à 37°C pendant 50 minutes, et est arrêtée par une incubation de 15 

minutes à 70°C, qui a pour effet d’inactiver la  transcriptase inverse. 

 

3. PCR et analyse des résultats. 

 

Les réactions de PCR sont réalisées à l’aide d’un appareil de PCR quantitative en temps réel 

ABI Prism 7900 (Applied), en utilisant un kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega). Les ADN 

complémentaires et le « mix » sont répartis dans des plaques de 384 puits à l’aide d’un robot 

pipeteur (Hamilton).  
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Le « mix » de la réaction de PCR comprend: 1μl d’ADNc, 5μL du Master Mix, 0,3μL de la 

solution-mère de chaque amorce nucléotidique [10μM] (table MM5) et 3,4μl d’eau RNASE 

free. Les différentes étapes de la réaction de PCR s’enchaînent comme suit : dénaturation 

initiale de l’ADN complémentaire à 95°C pendant 2 minutes, puis 40 cycles « dénaturation des 

ADN double brin à 95°C pendant 3 secondes / hybridation et extension des amorces à 60°C 

pendant 30 secondes ». Une même quantité d’ADNc, évaluée par son équivalent en ARN, est 

utilisée pour l’amplification de chaque gène. Le niveau d’expression des gènes d’intérêt est 

normalisé par rapport à celui de l’expression du gène « de ménage » SF3A1. Ce gène « de 

ménage » a été choisi, après avoir testé plusieurs autres gènes « de ménage », en raison de sa 

stabilité d’expression dans les différentes conditions expérimentales utilisées dans notre étude. 

La quantification relative de l’expression des ARNm des gènes d’intérêt dans les échantillons 

est réalisée par rapport à un échantillon-calibrateur constitué d’un mélange d’aliquots de chaque 

échantillon cellulaire testé pour l’expression des gènes d’intérêt. 

L’explication de la méthode de quantification relative des produits de la réaction de PCR 

nécessite la définition de quelques termes : 

 La ligne de base, ou bruit de fond, correspond au niveau de signal fluorescent durant 

les premiers cycles de PCR, pendant lesquels il y a peu ou pas de changement dans 

l’intensité de la fluorescence. 

 Le  « threshold », ou « seuil de sortie du bruit de fond », correspond au niveau de 

signal fluorescent qui représente une augmentation statistiquement significative de 

l’intensité de la fluorescence comparativement à la ligne de base. La majorité des 

appareils de PCR quantitative détermine automatiquement ce seuil quand l’intensité 

de fluorescence atteint une valeur correspondant à 10 fois la déviation standard de la 

valeur de la fluorescence de la ligne de base. 

 Le Ct, ou « crossing threshold », correspond au nombre de cycles de PCR à partir 

duquel l’intensité du signal de fluorescence de la réaction de PCR atteint le 

« threshold ». La réaction de PCR entre à ce stade dans une phase exponentielle. Ce 

Ct est utilisé pour calculer la quantité initiale de copies d’un gène car sa valeur est 

inversement proportionnelle à la quantité de copies d’un gène dans le mélange 

réactionnel de départ (Fig.MM5). 
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Fig. MM 5. Quantification d’un gène d’intérêt dans une série de dilutions d’un même 
échantillon. 

 

La quantification relative de l’expression des gènes d’intérêt dans un échantillon est obtenue en 

utilisant la méthode des Ct (Pfaffl, MW, 2001) décrite ci-dessous pour un gène d’intérêt 

donné: 

Etape 1: normalisation par rapport au gène de ménage 

Ct gène d’intérêt – Ct gène de ménage = Ct 

Etape 2: normalisation par rapport au calibrateur 

Ct échantillon - Ct calibrateur = Ct 

Etape 3: détermination de la variation du nombre de copies du gène d’intérêt 

2-Ct 

 

NOM 

 

SeqRef(S) 

des différents 

isoformes 

 
SEQUENCES DES PRIMERS 

(5’-3’) 

TAILLE DES 

AMPLICONS 

(pbs) 

 

SF3A1 NM_005877 

NM_001005409 

 

Sens 

Anti sens 

TGCAGGATAAGACGGAATGGAAACT

GA 

GTAGTAAGCCAGTGAGTTGGAATCTT

TG 

 

179 

 

ATF3 

LONG 

FORM 

 

NM_001674 

NM_001030287 

Sens 

Anti sens 

TCCATCACAAAAGCCGAGGTA 

GCTTCTCCGACTCTTTCTGCAG 

 

136 

BCL2 

 

NM_000633 

NM_000657 

Sens 

Anti sens 

AGGATTGTGGCCTTCTTTGAGTT 

CCTCAGCCCAGACTCACATCA 

 

185 

BCLXL 

SHORT 

FORM 

 

NM_001191 Sens 

Anti sens 

GCTTTGAACAGGATACTTTTGTGGA 

TCAGGAACCAGCGGTTGAAG 

 

93 

BCLXL 

LONG 

FORM 

NM_138578.1 Sens 

Anti sens 

AACGGCGGCTGGGATACT 

TCAGGAACCAGCGGTTGAAG 

 

93 
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BIM 

 

NM_001204106  

NM_001204107  

NM_001204108  

NM_001204109  

NM_001204110  

NM_001204111  

NM_001204112  

NM_001204113  

NM_006538  

NM_138621  

NM_138622  

NM_138623  

NM_138624  

NM_138625  

NM_138626  

NM_138627  

NM_207002  

NM_207003 

Sens 

Anti sens 

CTTGTTCCCCCAAATGTCTGA 

GCAGGCTGCAATTGTCTACCT 

 

127 

FAS 

 

NM_000043 

NM_152871 

NM_152872 

NM_152873 

NM_152874 

NM_152875 

NM_152876 

NM_152877 

Sens 

Anti sens 

ACCCGCTCAGTACGGAGTTG 

TGCAGGCCTTCCAAGTTCTG 

 

215 

FOXP3 

 

NM_014009 

 

Sens 

Anti sens 

TCCACAACATGCGACCCCCTTTCA 

ACAGCCCCCTTCTCGCTCTCCA 

 

217 

GATA3 

 

NM_002051 

NM_001002295 

 

Sens 

Anti sens 

GCCCCTCATTAAGCCCAAGCGA 

CAGGGGTCTGTTAATATTGTGAAGCT

TGTAGT 

 

169 

LMB1 

 

NM_001198557.1 

NM_005573.3 

 

Sens 

Anti sens 

CCAGGGAAGAACTGATGGAA 

CCGCCATCTCTCTCTCTTTG 

 

177 

p21CDKN1A 

 

NM_000389 

NM_078467 

 

Sens 

Anti sens 

GAGACTCTCAGGGTCGAAAACG 

GGATTAGGGCTTCCTCTTGGA 

 

95 

p53 

 

NM_000546 

NM_001126112 

NM_001126113 

NM_001126114 

NM_001126115 

Sens 

Anti sens 

CCTGAGGTTGGCTCTGACTGTA 

TGTTCCGTCCCAGTAGATTACCA 

 

139 
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NM_001126116 

NM_001126117 

PEA-15 

 

NM_003768 

 

Sens 

Anti sens 

AGCTCAAGTCGGCCTGCAAGGA 

TTTCAGCACACGGGTTCTGTAGTCAA

C 

 

200 

RORC2 

 

NM_001001523 

 

Sens 

Anti sens 

CCTGCTGAGAAGGACAGGGAG 

AGACGACTTGTCCCCACAGATT 

 

103 

TBET 

 

NM_013351 

 

Sens 

Anti sens 

TGTACGTCCACCCGGACTC 

TGGAGGGACTGGAGCACAAT 

 

136 

TGF 

 

NM_000660 

 

Sens 

Anti sens 

GGCCTTTCCTGCTTCTCATG 

GGTCCTTGCGGAAGTCAATG 

 

153 

TNF- 

 

NM_000594 Sens 

Anti sens 

CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC 

GGACCTGGGAGTAGATGAGGTACA 

 

195 

TNFR2 

 

NM_001066 

 

Sens 

Anti sens 

CACTGGCGACTTCGCTCTTC 

ATGATGACACAGTTCACCACTCCTA 

 

90 

VEGF 

 

NM_001025366 

NM_003376 

NM_001025367 

NM_001025368 

NM_001025369 

NM_001025370 

NM_001025370 

Sens 

Anti sens 

AGAAGGAGGAGGGCAGAATCATCAC 

GTGAGGTTTGATCCGCA 

 

247 

Table MM 5. Liste des amorces nucléotidiques utilisées pour l’analyse du transcriptome des 
différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ exposés ou non au condensat de fumée 
de cigarette. 

Les couples de « primers » sont déterminés à partir des banques de données génomiques 
(GenBank, NCBI, Ensembl), et en particulier à partir de séquences de référence correspondant 
à l’ARN du gène d’intérêt et à ses différents isoformes (séquences annotées NM dans la banque 
de données). Pour un gène donné, le nombre d’isoforme existant peut être important. 
L’analyse préalable des publications scientifiques existantes est essentielle afin de bien 
identifier le gène d’intérêt et ses isoformes potentielles, et de pouvoir choisir entre la possibilité 
de construire des primers communs à plusieurs isoformes ou spécifiques d’une isoforme 
particulière. Ce tableau liste les différentes isoformes amplifiés par les primers construits pour 
chaque gène. Sauf précision (ATF3, BCLXL), nous avons construits des couples d’amorces 
communs aux différentes isoformes. 
 

XII. Analyse du sécrétome des différentes sous-populations de lymphocytes T 

CD4+ exposées au condensat de fumée de cigarette. 
 

La production de diverses protéines constituant une partie du sécrétome des différentes sous-

populations de lymphocytes T CD4+ Treg/ Th17 CCR6+/« non Th17 » CCR6- cultivées dans 
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les mêmes conditions que celles décrites dans le paragraphe XI.A est quantifiée dans les 

surnageants de culture par la technique de « cytometric beads array » (CBA) ou par la technique 

de Luminex, selon les protéines. 

 

A. Principe. 

 

Les techniques de CBA et Luminex sont des méthodes basées sur l’utilisation de la cytométrie 

en flux pour quantifier plusieurs protéines à la fois dans un surnageant de culture. Elles 

correspondent toutes les deux à un test Elisa réalisé en suspension. Ces méthodes associent les 

capacités de détection d’une grande gamme de signaux fluorescents par la cytométrie en flux, 

et des billes auxquelles sont fixés des anticorps de capture spécifiques des protéines à détecter. 

Chacune des billes utilisées est associée à deux fluorochromes dans des ratios différents afin 

d’assigner à chaque bille une signature spectrale unique. Ceci permet d’utiliser simultanément 

plusieurs billes dirigées contre des protéines différentes dans un seul tube. Après incubation 

avec l’échantillon, les protéines présentes qui se sont fixées aux anticorps de capture sont 

détectées avec des anticorps de révélation spécifiques des protéines à détecter et couplés à la 

phycoérythrine (PE). Les protéines mises en évidence peuvent être quantifiées grâce à des 

gammes-étalons. 

Lors de la lecture, les billes passent une par une dans un cytomètre ou le système de lecture 

Luminex. Le premier laser, rouge (635nm), permet d’exciter les deux fluorochromes associés 

aux billes, et celles-ci vont émettre une fluorescence rouge (675nm) et infrarouge (>712nm). 

Chaque bille émet d’une façon différente et est identifiée par les intensités des deux 

fluorescences rouge et infrarouge. Le second laser, vert (532nm), excite le fluorochrome couplé 

à l’anticorps de détection et mesure la quantité de cytokine couplée à la surface de la bille (Fig. 

MM6). 

 
Fig. MM 6. Principe des techniques du Cytometric Bead Array et du Luminex. 
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B. Quantification de protéines par la technique Cytometric Beads Array 

(CBA). 

 

La production des cytokines pro- inflammatoires : IFN-, IL1, et , IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-

7, IL-8, IL-9, IL-13, IL-17 A et F, IL-23p40, LT, sCD40L, TNF-, et anti-inflammatoire : IL-

10, des chimiokines : MCP-1/CCL2, MIG, MIP1/CCL3, MIP1(Macrophage Inflammatory 

Protein 1/CCL4, RANTES/CCL5, et des facteurs de croissances : FGF (fibroblast growth 

factor), G-CSF, GM-CSF, TGF-, VEGF, sécrétés a été évaluée dans les surnageants de culture 

de lymphocytes T CD4+ Treg/Th17 CCR6+/  « non Th17 » CCR6- dans les conditions déjà 

décrites au chapitre XI.A par la technique multiplex de CBA, en utilisant un kit CBA préparé à 

façon (CBA Flex Set, BD-Biosciences) conformément aux instructions du fabricant. Les 

échantillons sont analysés par cytométrie en flux (LSR2, BD Biosciences) à l’aide des logiciels 

DIVA et FCAP (BD Biosciences). Une gamme d’étalonnage est réalisée en parallèle avec des 

cytokines purifiées de concentration connue.  

 

C. Quantification des protéines par la technique Luminex  

 

La production d’autres cytokines (IL-21, IL-22, TRAIL), chimiokines CCL20 et facteurs de 

croissance (EGF/epidermal growth factor, PDGF-BB/Platelet-derived growth factor) sécrétés a 

été évaluée dans les mêmes surnageants de culture que ceux analysés avec la technique CBA, 

par la technique Luminex en utilisant un kit Luminex (ProcartaPlex Mix&Match human 6-Plex, 

Affymetrix) conformément aux instructions du fabricant. Les échantillons sont analysés à l’aide 

d’un Bio-Plex 200 et du logiciel d’analyse Bio-Plex Manager software (Biorad). Une gamme 

d’étalonnage est réalisée en parallèle avec des cytokines purifiées de concentration connue. 

XIII. Statistiques. 
 

Compte tenu du nombre limité d’expériences réalisées pour les différentes expérimentations 

réalisées dans notre travail, des tests non paramétriques sont utilisés pour l’analyse statistique 

des résultats. La comparaison des groupes entre eux est tout d’abord effectuée à l’aide du test 

d’analyse de variance de Kruskall-Wallis. En cas de différence significative pour ce test, un test 

de Mann-Whitney permettant de comparer les groupes deux à deux est utilisé. L’analyse des 

résultats est effectuée à l’aide du logiciel Graphpad Prism 5.00 (Graphpad Prism Software Inc.). 
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La différence entre les groupes est considérée comme significative quand la valeur de p est 

inférieure à 0,05. 
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Chapitre 4 : Résultats 
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I. L’exposition au condensat de fumée de cigarette induit une augmentation 

de différents marqueurs de sénescence dans les lymphocytes Th17 

quiescents: augmentation de l’activité -galactosidase et de l’expression 

des inhibiteurs du cycle cellulaire p16INK4a et ATF3. 
 

Dans la première partie de ce travail nous avons analysé différents paramètres visant à évaluer 

un effet potentiel de l’exposition à la fumée de cigarette sur la prolifération ou l’apoptose des 

différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ après tri cellulaire séparant les Th17 CD4+ 

CD45RO+ CCR6+, les autres lymphocytes T CD4+ auxiliaires/conventionnels CCR6- (« non-

Th17 ») et les Tregs CD4+. 

Dans un premier temps, l’analyse de la viabilité et de la prolifération des cellules Th17, « non 

Th17 » et Tregs, exposées au CFC pendant 48H a été effectuée par numération au bleu Trypan ; 

les résultats sont présentés en pourcentage de cellules vivantes à 48H par rapport au nombre de 

cellules mises en culture (T0). Les résultats obtenus montrent qu’après 48H de culture en 

absence de CFC, on n’observe pas un nombre plus important de cellules des différentes sous-

populations de lymphocytes T CD4+. Cependant, la viabilité des Th17 et des « non Th17 » est 

significativement meilleure que celle des Tregs. La viabilité des Th17 et des « non Th17 » est 

la même (Fig. R1). En revanche, après exposition au CFC, la viabilité des Th17 est identique à 

celle obtenue dans la condition de culture sans CFC, alors que celle des « non Th17 » est 

diminuée (p=0,0649), suggérant une meilleure résistance des Th17 à la mort cellulaire induite 

par l’exposition à la fumée de cigarette (Fig. R1). La faible viabilité des Tregs n’est pas 

modifiée dans les cultures avec CFC. 

 

Fig. R 1. L’exposition des Th17 à la fumée de cigarette n’induit pas leur prolifération mais n’a 
pas d’effet sur leur viabilité. 

La viabilité et la prolifération des différentes sous-populations des lymphocytes T CD4+ triées 

et exposées ou non à la fumée de cigarette a été estimée par numération des cellules au bleu 

Trypan après 48H de culture en présence ou non de 5% de CFC. Les moyennes +/- SEM des 
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numérations exprimées en pourcentage du nombre de cellules mises en culture à T0 (n=7) sont 

représentées. 

* p<0,05, Mann-Whitney U. 

 

Dans le but de rechercher une éventuelle moindre susceptibilité des Th17 à l’apoptose induite 

par l’exposition au CFC, nous avons analysé l’expression de gènes impliqués dans une réponse 

pro- ou anti-apoptotique. L’analyse par la technique de PCR quantitative en temps réel, de 

l’expression des gènes pro- (BIM, Bcl-xS, Fas et TNFR2) ou anti-apoptotiques (Bcl2, Bcl-xL 

et PEA-15) dans les Th17 et « non Th17 », et les Tregs, après 48H d’exposition au CFC, ou 

non, ne montre pas de variation de leur expression entre les deux  conditions de culture, ce qui 

suggère fortement une absence de stimulation de l’une ou l’autre réponse dans les différentes 

sous-populations (Fig. R2) par l’exposition au CFC. 

 

 

Fig. R 2. Expression des gènes pro- ou anti-apoptotiques des différentes sous-populations 
exposées à 5% de condensat de fumée de cigarette pendant 48H.   

L’expression relative de gènes pro-apoptotiques (BIM, Bcl-Xs, FAS, TNFR2) (A.), ou anti-

apoptotiques (Bcl2, Bcl-XL et PEA-15) (B.), est analysée par RT-qPCR quantitative en temps réel 

dans les sous-populations de lymphocytes T CD4+ après tri. Les résultats sont normalisés par 

rapport à l’expression de SF3A1 et exprimés en Ct par rapport à l’expression du gène 

d’intérêt dans un calibrateur constitué par un mélange des échantillons étudiés ; les moyennes 

+/- SEM de 2 ou 7 (PEA-15) expériences sont représentées. 

 

La sénescence cellulaire est une autre forme de résistance à la mort des cellules exposées à des 

stress. En plus de l’altération de leur réponse à des stimuli pro-apoptotiques, les cellules 
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sénescentes restent métaboliquement actives, mais présentent un blocage en phase G1 du cycle 

cellulaire, associé à des modifications morphologiques et de l’expression des gènes, et 

expriment un sécrétome pro-inflammatoire. L’augmentation de l’activité -galactosidase à pH6 

est un marqueur couramment utilisé pour caractériser des cellules sénescentes. La β-

galactosidase peut cliver le substrat chromogénique 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-

galactopyranoside (X-gal), ce qui se traduit par la production d’un marquage bleu 

cytoplasmique périnucléaire en forme de grains très denses, dans les cellules qui présentent une 

augmentation de l’activité de cette enzyme. 

Nous avons analysé l’activité -galactosidase dans les différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+ triés exposés ou pas à 5% de CFC pendant 48H. La figure R3. A. montre 

qu’après 48H de culture en absence d’exposition au CFC, les différentes sous-populations, 

Tregs, Th17 et « non Th17 » ne présentent pas d’activité -galactosidase. En revanche, ces 

mêmes cellules exposées au CFC pendant 48H montrent une augmentation de l’activité -

galactosidase. Cette augmentation est significative dans les Th17 et « non Th17 » par rapport à 

la condition sans CFC, et l’activité -galactosidase des lymphocytes Th17 exposés au CFC est 

significativement plus importante que celle des « non Th17 » et des Tregs dans la même 

condition (Fig. R3 B.). 
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Fig. R 3. Les lymphocytes Th17 exposés à 5% de condensat de fumée de cigarette pendant 

48H présente une activité -galactosidase plus importante comparativement aux 
lymphocytes conventionnels « non Th17 » et aux Tregs. 

Des lymphocytes T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 », et Tregs, triés, ont été exposés 

au condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 48H. L’activité -galactosidase à pH6 est 

ensuite déterminée à l’aide d’un kit de marquage -galactosidase et par numération des 

cellules présentant une coloration cytoplasmique prenant l’aspect de granules fortement 

colorés en bleu. Des images représentatives des 3 sous-populations en absence de traitement 

ou exposées à 5% de CFC sont montrées en A., la barre d’échelle correspond à 20µm, les 
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moyennes +/- SEM des numérations des cellules positives pour le marquage -galactosidase 

sont présentées en B. N=3. 

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée. Mann-Whitney U. 

 

Par ailleurs, des modifications morphologiques parmi lesquelles une augmentation de la taille 

de la cellule et du noyau, et des irrégularités de l’enveloppe nucléaire ont été décrites pour les 

cellules sénescentes. La partie interne de l’enveloppe nucléaire est recouverte de lamines qui 

contribuent à la taille, la forme et la stabilité du noyau. Les travaux de l’équipe de J. Campisi 

ont montré que la perte de l’expression de la lamine B1 (LMB1), au niveau ARN, dans des 

fibroblastes humains primaires est associée à la sénescence induite par des dommages à l’ADN 

(Freund A, 2012). Nous avons donc évalué ce caractère dans les cultures de lymphocytes 

exposés au CFC ; les résultats obtenus dans nos conditions de culture ne montrent pas de 

modification de l’expression de LMB1 dans les Th17 et les « non Th17 » exposés au CFC 

pendant 48H en comparaison de la condition sans exposition au CFC (Fig. R4 D). 

Le phénotype « sénescent » est associé à une modification de l’expression de gènes et protéines 

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, des kinases dépendantes des cyclines et une 

accumulation de la forme hypophosphorylée de Rb, qui aboutissent à un blocage du cycle 

cellulaire en phase G1. L’augmentation de l’expression de la protéine p16INK4a est donc associée 

à l’induction de la sénescence, et c’est cette protéine qui assure l’inhibition à long terme des 

kinases CDK4 et 6, responsables du niveau de phosphorylation de la protéine Rb dans d’autres 

modèles cellulaires comme les fibroblastes (Alcorta DA, 1996, Brookes S, 2004). Nous avons 

donc analysé en immunocytofluorescence l’expression de cette protéine dans les différentes 

sous-populations de lymphocytes T CD4+ exposés à la fumée de cigarette. Les résultats de la 

figure R5A montrent que les cellules exprimant p16INK4a présentent un marquage sous forme 

de points rouges localisés dans le noyau ; ces résultats montrent que l’expression de p16INK4a 

est la même dans les Tregs, Th17 et « non Th17 » en absence d’exposition au CFC. 

L’exposition au CFC pendant 24H induit une augmentation significative de l’expression de 

p16INK4a dans les Th17 et « non Th17 ». Cependant, l’expression de p16INK4a est 

significativement plus importante dans les Th17 exposés au CFC que dans les « non Th17 » 

(Fig. R5 B.). 
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Fig. R 4. Expression de molécules impliquées dans l’arrêt de la progression dans le cycle 
cellulaire, p53, p21Cdkn1a et ATF3, ou associée aux changements morphologiques 
caractéristiques des cellules sénescentes, LMB1, dans les différentes sous-populations de 
lymphocytes T CD4+ exposées à 5% de condensat de fumée de cigarette pendant 48H. 

Des lymphocytes Tregs, Th17 et T CD4+ conventionnels « non Th17 » triés ont été exposées ou 

non au condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 48H. Après extraction des ARNs de ces 

cellules, l’expression relative des gènes a été analysée par RT-qPCR quantitative en temps réel. 

Les résultats sont normalisés par rapport à l’expression de SF3A1 et exprimés en Ct par 

rapport à l’expression du gène d’intérêt dans un calibrateur constitué par un mélange des 

échantillons étudiés ; les moyennes +/- SEM de 5 expériences sont représentées.  

* p<0,05, Mann-Whitney U. 
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Fig. R 5. Les lymphocytes Th17 exposés à 5% de condensat de fumée de cigarette pendant 
48H expriment plus fortement p16INK4a comparativement aux lymphocytes conventionnels « 
non Th17 » et aux Tregs. 

Des lymphocytes T CD4+ conventionnels Th17, « non Th17 » et Tregs triés, ont été exposés ou 

non à 5% de condensat de fumée de cigarette pendant 24H. L’expression de p16INK4a est 

analysée en immunocytofluorescence, et par numération des cellules présentant un marquage 

positif pour p16INK4a se présentant sous la forme d’un marquage nucléaire en pointillé de 

couleur rouge. Les noyaux sont identifiés à l’aide d’un marquage par le DAPI de couleur bleue. 

Des images représentatives des 3 sous-populations lymphocytaires exposées ou non à 5% de 

CFC sont montrées en A., la barre d’échelle correspond à 20µm, les moyennes +/- SEM des 

numérations des cellules positives pour le marquage p16INK4a sont présentées en B. N=13. 

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée. Mann-Whitney U. 
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Nous avons également analysé l’expression en ARN d’autres molécules diversement 

impliquées dans la progression dans le cycle cellulaire, p53, p21CDKN1a, et ATF3 (Activating 

Transcription Factor 3), après exposition au CFC des lymphocytes T CD4+ conventionnels 

Th17 et « non Th17 », et Tregs triés.  

Une augmentation de l’expression du facteur de transcription ATF3 a été décrite et associée à 

un arrêt de la croissance cellulaire dans des cellules myéloïdes humaines et des cellules A549, 

en réponse à des dommages à l’ADN (Fan F, 2002). ATF3 est capable de se lier au promoteur 

du gène codant la cycline D1 (Lu D, 2006). L’analyse de l’expression de l’ARN de ATF3 dans 

les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ montre que l’expression basale de 

ATF3 est plus importante dans les « non Th17 » que dans les Th17 dans les cellules non 

exposées au CFC. L’exposition au CFC induit une forte augmentation de l’expression de ATF3 

dans les Th17, et cette expression devient alors significativement plus importante dans les Th17 

que dans les « non Th17 » exposés à la fumée de cigarette (Fig. R4 C.). En revanche, 

l’expression de ATF3 dans les « non-Th17 » n’est pas modifiée après exposition au CFC. Enfin, 

ATF3 est difficilement détectable dans les Tregs dans les deux conditions de culture. 

p21CDKN1a est un inhibiteur de CDK2 dont l’expression en ARN et protéine est augmentée lors 

de l’établissement de la sénescence, mais diminue rapidement une fois la sénescence établie 

(revue dans Muller M, 2009). L’activation de p53 est à l’origine de la transcription de 

p21CDKN1a. Les résultats obtenus ne montrent pas de modification de l’expression de p21CDKN1a 

après l’exposition au CFC pendant 48H dans les trois sous-populations Th17, « non-Th17 » et 

Tregs (Fig. R4 B.). De même, le niveau d’expression de l’ARN de p53 dans les différentes 

sous-populations de lymphocytes T CD4+ n’est pas modifié par l’exposition au CFC (Fig. R4 

A). 

 

II. L’exposition au CFC induit l’augmentation de la sécrétion de l’IL-8 par les 

lymphocytes Th17 quiescents, et une inhibition du sécrétome spécifique des 

lymphocytes Th17 activés. 
 

Une autre caractéristique des cellules sénescentes est la modification de leurs capacités 

sécrétoires en faveur d’une augmentation de la sécrétion de molécules pro-inflammatoires, ou 

SASP (Senescence Associated Secretory Phenotype) (Coppé JP, 2010). Nous avons donc 

recherché si l’exposition au CFC des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

provoquait une modification de la nature ou de la quantité de la sécrétion de cytokines pro-ou 
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anti-inflammatoires, de chimiokines impliquées dans le recrutement ou l’activation d’autres 

cellules immunitaires, ou de facteurs de croissances susceptibles d’avoir une action sur le 

microenvironnement tissulaire. En préalable à une analyse du sécrétome protéique, nous avons 

analysé l’expression des gènes codant pour des cytokines, des chimiokines ou de facteurs de 

croissances exprimés par toutes les sous-populations de lymphocytes T CD4+, ou 

spécifiquement par les Tregs, Th17 et « non Th17 » (Table R.1). 

De plus, compte-tenu de la plasticité fonctionnelle qui existe entre les populations Treg et Th17, 

et Th17 et Th1, et pourrait contribuer à l’accumulation de cellules Th17 dans les tissus et au 

niveau circulant chez les fumeurs, nous avons éliminé la possibilité d’un changement de 

phénotype fonctionnel des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ induit par 

l’exposition à la fumée de cigarette. Pour cela, nous avons analysé par RT-qPCR quantitative, 

l’expression des facteurs de transcription spécifiques de chaque sous-population, FOXP3 pour 

les Tregs, RORc pour les Th17, Tbet pour les Th1 et GATA3 pour les Th2, après tri, ou après 

48H d’exposition ou non au CFC. Les résultats présentés sur la Fig. R6 montrent que 

l’expression des facteurs de transcription spécifiques de chaque sous-population de Th est stable 

dans les différentes conditions de culture, et permettent de conclure à l’absence de changement 

de phénotype fonctionnel de l’une ou l’autre sous-population de lymphocytes T CD4+ lors 

d’une exposition à la fumée de cigarette. 

 

Fig. R 6. Expression des facteurs de transcription spécifiques des différentes sous-populations 
de lymphocytes T CD4+ après exposition à 5% de condensat de fumée de cigarette pendant 
48H. 

Des lymphocytes T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 » et Tregs triés, ont été exposés 

ou non au condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 48H. L’expression relative des gènes 
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est ensuite analysée par RT-qPCR quantitative en temps réel. Les résultats sont normalisés par 

rapport à l’expression de SF3A1 et les moyennes +/- SEM de 5 expériences sont représentées.  

* p<0,05, # p<0,05 par rapport à la condition T0. Mann-Whitney U. 

 

Parmi les gènes dont nous avons analysé l’expression, seule l’expression du gène du VEGF 

est modulée lors d’une exposition au CFC. Les résultats présentés ici montrent une 

augmentation de la transcription du gène codant pour le VEGF dans les Th17 et « non Th17 » 

en réponse à l’exposition au CFC. Cette augmentation est significative dans les Th17 

uniquement (Fig. R7). Cependant, cette variation d’expression du VEGF n’a pas été retrouvée 

lors de l’analyse des protéines sécrétées dans les surnageants par la technique de CBA. Pour le 

reste des gènes analysés, nous n’avons pas retrouvé d’induction ou de modulation de 

l’expression lors d’une exposition à la fumée de cigarette (Table R.1). 

 

 

Table R 1. Cytokines, chimiokines et facteurs de croissance spécifiques de chaque sous-
population de lymphocytes T CD4+, ou exprimés par toutes les sous-populations de 
lymphocytes T CD4+ analysés dans ces cellules en absence d’exposition ou après 48H 
d’exposition au CFC. 

Les gènes écrits en italique ne sont pas détectés. 
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Fig. R 7. L’expression du VEGF est augmentée dans les lymphocytes Th17 exposées à 5% de 
condensat de fumée de cigarette pendant 48H. 

Des lymphocytes T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 », et Tregs isolés, ont été exposés 

ou non au condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 48H. L’expression relative des gènes 

est analysée par RT-qPCR quantitative en temps réel. Les résultats sont normalisés par rapport 

à l’expression de SF3A1 et exprimés en Ct par rapport à l’expression du gène d’intérêt dans 

un calibrateur constitué par un mélange des échantillons étudiés, et les moyennes +/- SEM de 

5 expériences sont représentées. 

* p<0,05, Mann-Whitney U. 

 

Nous avons ensuite évalué avec les techniques de CBA ou de Luminex appliquées aux 

surnageants des différentes cultures, le taux d’expression de différentes cytokines pro- ou anti-

inflammatoires (Fig. R8 & R11), ou chimioattractantes pour d’autres cellules inflammatoires 

(Fig. R8, R9 & R10), et de facteurs de croissances (Fig. R12). En plus des surnageants des 

cultures des cellules quiescentes exposées ou non au CFC, deux autres types de surnageant ont 

été analysés qui proviennent de cultures « contrôle » mimant différentes conditions d’activation 

des lymphocytes T CD4+ par stimulation du complexe TCR : d’une part des surnageants de 

cellules cultivées en présence d’un anticorps anti-CD3 à la concentration de 0,1µg/mL ; cette 

condition de stimulation simule des conditions de faible stimulation du TCR, rencontrées par 

les cellules T matures dans les tissus périphériques ou lors de leur passage dans les organes 

lymphoïdes secondaires où ils sont susceptibles de subir des contacts avec des complexes 

« peptides du soi-CMH du soi » sans co-signal d’activation. D’autre part, une combinaison pro-

mitogénique d’anticorps anti-CD3 à la concentration de 5µg/mL et d’anticorps anti-CD28 à la 

concentration de 2µg/mL a été utilisée en tant que témoin positif d’activation en présence de 

l’antigène et du co-signal d’activation délivré par la cellule dendritique mature.  
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Les résultats présentés sur les figures R8, R9, R10 montrent que l’IL-8 est la seule cytokine 

chimioattractante dont la sécrétion est stimulée par l’exposition au CFC seul pendant 48H 

indépendamment de toute stimulation du TCR dans les Th17, les « non Th17 » et les Tregs, et 

que cette production est plus importante dans les Th17 comparativement aux autres sous-

populations de lymphocytes T CD4+. La stimulation par une dose submitogénique d’anticorps 

anti-CD3 induit une production d’IL-8 par les « non Th17 » uniquement ; le niveau de cette 

production n’est pas modifiée par l’exposition simultanée au CFC. De même, le niveau de 

production d’IL-8 par les Th17 exposés au CFC pendant 48H, n’est pas modifié par l’adjonction 

d’une stimulation par une dose submitogénique d’anticorps anti-CD3, et est comparable à celle 

observée dans les « non Th17 » dans les mêmes conditions de culture. Enfin, la stimulation 

mitogénique induite par une combinaison d’anticorps anti-CD3 (5µg/mL) et anti-CD28 

(2µg/mL) en absence de CFC induit dans les Th17 une forte production d’IL-8, plus importante 

que celle observée en présence de CFC seul ; l’adjonction de 5% de CFC aux cultures ne 

modifie pas ce taux de sécrétion. En ce qui concerne les « non Th17 », la stimulation pro-

mitogénique induite par une combinaison d’anticorps anti-CD3 (5µg/mL) et anti-CD28 

(2µg/mL), en absence et en présence de CFC, induit un taux de sécrétion d’IL-8 comparable à 

celui observé en présence d’anticorps anti-CD3 seul ou avec 5% de CFC, et en présence de 5% 

CFC seul. 
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Fig. R 8. La sécrétion d’IL-8 est induite par l’exposition au condensat de fumée de cigarette 
de lymphocytes Th17 en l’absence de stimulation du TCR. 

Des lymphocytes Tregs, Th17 et T CD4+ conventionnels « non Th17 » isolés ont été exposées ou 

non au condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 48H en absence d’activation (non traité) 

ou en présence d’une stimulation par un anticorps anti-CD3 (CD3 0,1µg/mL), ou par un 

mélange d’anticorps anti-CD3 (5µg/mL) et d’anticorps anti-CD28(2µg/mL). En fin de culture, 

la sécrétion des différentes cytokines a été dosée dans les surnageants à l’aide de la technique 

de CBA. Les résultats présentés sont exprimés en pg/mL/1.106 cellules mises en culture à T0 et 

représentent la moyenne de 4 expériences distinctes. 

 

En revanche, les résultats présentés sur les figures R9 et R10 montrent que seule la condition 

de culture pendant 48H en présence d’une combinaison pro-mitogénique d’anticorps anti-CD3 

(5µg/mL) et anti-CD28 (2µg/mL) permet d’induire la sécrétion des chimiokines CCL3 

(MIP1), CCL4 (MIP1), MIG, CCL5 (RANTES) et CCL20 (MIP-3) par les Th17 et « non 
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Th17 », et que ces chimiokines sont plus fortement exprimées par les Th17 comparativement 

aux « non Th17 ». L’adjonction de 5% de CFC à ces cultures inhibe la production de ces 

chimiokines par les deux types cellulaires.  

 

 

Fig. R 9. L’exposition à 5% de condensat de fumée de cigarette inhibe la sécrétion des 

chimiokines RANTES, MIG, MIP1 et MIP1par les différentes sous-populations de 
lymphocytes T CD4+ activés par une combinaison pro-mitogénique d’anticorps anti-CD3 et 
anti-CD28. 

Des lymphocytes Tregs, Th17 et T CD4+ conventionnels « non Th17 » isolés ont été exposées ou 

non au condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 48H en absence de stimulation (non 

traité) ou en présence d’une stimulation par un anticorps anti-CD3 (CD3 0,1µg/mL), ou d’une 

stimulation par une combinaison d’anticorps anti-CD3 (5µg/mL) et anti-CD28 (2µg/mL). En 

fin de culture, les surnageants ont été récupérés et les différentes chimiokines dosées à l’aide 

de la technique CBA. Les résultats présentés sont exprimés en pg/mL/1.106 cellules mises en 

culture à T0, et représentent la moyenne de 4 expériences distinctes. 
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Fig. R 10. L’exposition à 5% de condensat de fumée de cigarette inhibe la sécrétion de la 

chiomiokine CCL20(MIP-3) par les sous-populations de lymphocytes T CD4+ Th17 et « non-
Th17 » activés par une combinaison mitogénique d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28. 

Des lymphocytes Tregs, Th17 et T CD4+ conventionnels « non Th17 » isolés ont été exposées ou 

non au condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 48H en absence de stimulation (non 

traité) ou en présence d’une stimulation par un anticorps anti-CD3 (0,1µg/mL), ou d’une 

combinaison pro-mitogénique d’anticorps anti-CD3 (5µg/mL) et anti-CD28 (2µg/mL). En fin 

de culture, les surnageants ont été récupérés et la chimiokine CCL20 dosée à l’aide de la 

technique de Luminex. Les résultats présentés sont exprimés en pg/mL/1.106 cellules mises en 

culture à T0 et représentent la moyenne de 4 expériences distinctes. 

 

De même, les résultats présentés sur les figures R8 & R11 montrent que seule la condition de 

culture en présence d’une combinaison pro-mitogénique d’anticorps anti-CD3 (5µg/mL) et 

anti-CD28 (2µg/mL) pendant 48H permet d’induire la sécrétion des cytokines spécifiques des 

Th1 (IFN-, TNF-, LT), des « non-Th17 » pour Th2/Th9 (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, 

principalement), des Tregs (IL-10), et des Th17 (IL-17A, IL-6, IL-1, IL-1, Il-21, IL-22, IL-

10 possible aussi) dans les sous-populations correspondantes. L’adjonction de 5% de CFC aux 

cultures inhibe la production de ces différentes cytokines. Nous avons également analysé la 

sécrétion du TGF-) dans les mêmes conditions, mais les résultats obtenus étaient 

ininterprétables. 
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Fig. R 11. L’exposition au condensat de fumée de cigarette pendant 48H inhibe l’expression 
de l’IL-21 et l’IL-22 dans les lymphocytes Th17 activés par une combinaison pro-mitogénique 
d’anti-CD3 et d’anti-CD28. 

Des lymphocytes Tregs, Th17 et T CD4+ conventionnels « non Th17 » isolés ont été exposées ou 

non au condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 48H en absence d’activation (non traité) 

ou en présence d’une stimulation par un anticorps anti-CD3 (CD3 0,1µg/mL), ou par une 

combinaison mitogénique d’anticorps anti-CD3 (5µg/mL) et anti-CD28 (2µg/mL). En fin de 

culture, la sécrétion des différentes cytokines a été dosée dans les surnageants à l’aide de la 

technique Luminex. Les résultats présentés sont exprimés en pg/mL/1.106 cellules mises en 

culture à T0 et représentent la moyenne de 4 expériences distinctes. 

 

Enfin, nous avons analysé l’expression protéique de facteurs de croissance susceptibles 

d’activer d’autres cellules immunitaires, ou d’avoir un effet sur les épithéliums (FGF, G-CSF, 

GM-CSF, EGF, PDGF-BB, VEGF). Les résultats obtenus montrent uniquement une induction 

de la production de GM-CSF par les Th17 et « non Th17 » stimulés par une combinaison pro-

mitogénique d’anticorps anti-CD3 (5µg/mL) et anti-CD28 (2µg/mL). L’adjonction de 5% de 

CFC dans ces conditions de culture a pour effet d’inhiber l’expression du GM-CSF (Fig. R12). 

Pour les autres facteurs de croissance testés, nous avons constaté une absence d’expression ou 

de modulation de la sécrétion dans les différentes conditions analysées. 
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Fig. R 12. L’exposition au condensat de fumée de cigarette pendant 48H inhibe l’expression 
du GM-CSF dans les lymphocytes Th17 et « non-Th17 » activés par une combinaison pro-
mitogénique d’anti-CD3 et d’anti-CD28. 

Des lymphocytes Tregs, Th17 et T CD4+ conventionnels « non Th17 » isolés ont été exposées ou 

non au condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 48H en absence de stimulation (non 

traité) ou en présence d’une stimulation par un anticorps anti-CD3 (CD3 0,1µg/mL), ou en 

présence d’une combinaison mitogénique d’anti-CD3 (5µg/mL) et d‘anti-CD28 (2µg/mL). En 

fin de culture, les surnageants ont été récupérés et les différentes chimiokines ont été dosées 

à l’aide de la technique CBA. Les résultats présentés sont exprimés en pg/mL/1.106 cellules 

mises en culture à T0, et représentent la moyenne de 4 expériences distinctes. 

 

III. La voie des MAPKs ERK1/2 est impliquée dans la sur-expression de p16INK4a 

dans les lymphocytes Th17 quiescents en réponse à une exposition au CFC. 
 

Il a été montré dans différents types cellulaires que la voie ERK1/2 est impliquée dans 

l’expression de p16INK4a (Ye J, 2012, Shin J, 2013, Wu PK, 2015) et/ou dans la sénescence 

(Wang W, 2002). Par ailleurs, différents travaux, dont les nôtres, montrent une régulation 

particulière de la voie ERK1/2 dans les lymphocytes Th17 par rapport aux autres sous-

populations de lymphocytes T CD4+ (Tan AH, 2010, Liu H, 2013, Kerbrat S, 2015). 

Après avoir mis en évidence l’induction d’une expression de p16INK4a plus importante dans les 

Th17 que dans les « non Th17 » et les Tregs après une exposition au CFC, nous avons donc 

analysé le rôle de la voie de signalisation ERK1/2 dans l’expression de p16INK4a dans les 
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différentes sous-populations de LT CD4+ après exposition au CFC. Le fil directeur de notre 

analyse est résumé dans la figure R13. 

 

Fig. R 13. Place de la voie ERK1/2 dans les voies de signalisation susceptibles d’induire la 
sénescence des cellules exposées au condensat de fumée de cigarette. 

D’après Muller M, 2009. 

 

Nous avons tout d’abord vérifié que la voie des MAPks ERK1/2 est impliquée dans l’expression 

de p16INK4a induite après une exposition au CFC de sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

Th17 et « non-Th17 » quiescents. Pour cela nous avons analysé l’effet d’un prétraitement par 

deux inhibiteurs de MAPkinases kinases (MAPKK), UO126 et PD98059, qui inhibent la 

phosphorylation de ERK1/2 par MEK1 & MEK2, sur l’induction de l’expression de p16INK4a 

dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ après exposition, ou non, à 5% 

de CFC pendant 24H. Les résultats présentés sur la Fig. R14 montrent que le prétraitement par 

l’inhibiteur UO126 prévient l’induction de l’expression de p16INK4a dans les différentes sous-

populations exposées à la fumée de cigarette, et supprime la différence de taux d’expression de 

p16INK4a entre les Th17 et les deux autres sous-populations de lymphocytes T CD4+. 

L’inhibiteur PD98059 supprime également la différence de taux d’expression de p16INK4a entre 

les Th17 et les « non-Th17 », malgré un effet inhibiteur moindre sur l’expression de p16INK4a 

induite par l’exposition au CFC. Nos résultats sont donc en faveur du rôle de la voie de 

signalisation impliquant ERK1/2 dans l’expression de p16INK4a induite par l’exposition au CFC 

de façon plus importante dans les Th17 que dans les autres lymphocytes T CD4+ 

conventionnels. 
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Fig. R 14. Les inhibiteurs de la voie ERK1/2 préviennent la sur-expression de p16INK4a induite 
dans les Th17 exposés au condensat de fumée de cigarette. 

Des lymphocytes T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 » et Tregs isolés, et préalablement 

traités par des inhibiteurs de MAPKK, UO126 à 5µM et PD98059 à 10µM, ont ensuite été 

exposés ou non au CFC à 5% pendant 24H. L’expression de p16INK4a est analysée en 

immunocytofluorescence, et la numération des cellules présentant un marquage positif pour 

p16INK4a (marquage nucléaire en pointillés de couleur rouge) est réalisée. Les noyaux sont 

identifiés à l’aide d’un marquage par le DAPI de couleur bleue. Des images représentatives des 

3 sous-populations en absence de traitement par le CFC ou exposées à 5% de CFC sont 

montrées en A., la barre d’échelle correspond à 20µm, les moyennes +/- SEM des numérations 

des cellules positives pour le marquage p16INK4a sont présentées en B. UO126 N=4, PD98059 

N=1.  

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée par CFC, # p<0,05 par rapport à la 

condition milieu correspondante. Mann-Whitney U. 
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Nous avons ensuite vérifié que ces kinases ERK1/2 sont bien activées lors d’une exposition au 

CFC. Nous avons donc analysé par ICF la phosphorylation et la localisation sub-cellulaire des 

formes phosphorylées de ERK1/2 dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

en l’absence d’exposition au CFC ou après exposition au CFC pendant 15 minutes. La 

stimulation par du PMA, un analogue du diacylglycérol, qui permet de simuler une activation 

de ERK1/2 dépendante du complexe TCR/CD3 en évitant les phases membranaires de cette 

activation a été utilisée comme témoin positif. 

Nos résultats montrent qu’en absence d’exposition au CFC, on observe un niveau de 

phosphorylation de ERK1/2 très faible et comparable dans les différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+ (Fig. R15 A&B). L’exposition à 5% de CFC induit une augmentation du 

pourcentage de cellules Th17 présentant un marquage positif pour phospho-ERK1/2 

cytoplasmique significativement plus important que dans les Tregs et « non Th17 » (Fig. R15 

A&B). L’exposition à 10% de CFC permet d’induire une augmentation du nombre de cellules 

présentant un marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique dans les trois sous-populations 

étudiées. En revanche, l’exposition au CFC, quel que soit la dose, n’induit la translocation 

nucléaire des formes phosphorylées de ERK1/2, identifiée par un marquage sous forme de 

pointillés dans le noyau, que dans les lymphocytes Th17. De même la stimulation par le PMA 

induit une phosphorylation de ERK1/2 dans les trois sous-populations étudiées, mais seuls les 

Th17 présentent un marquage-type de translocation nucléaire des formes phosphorylées de 

ERK1/2 statistiquement significatif.  

Au total, les résultats présentés ici indiquent clairement que la voie ERK1/2 est plus sensible et 

régulée de façon particulière dans les Th17 en réponse à une exposition à la fumée de cigarette. 
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Fig. R 15. L’exposition au CFC induit une activation et une translocation nucléaire de ERK1/2 
plus importante dans les Th17. 

Des lymphocytes T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 » et Tregs isolés, ont été exposés 

au condensat de fumée de cigarette à 5% ou 10%, ou stimulés par du PMA (200 nM) pendant 

15 minutes. L’expression de phospho-Erk1/2 est analysée par immunocytofluorescence et la 

numération des cellules présentant un marquage cytoplasmique de couleur verte, ou un 

marquage nucléaire prenant l’aspect de pointillés verts a été réalisée. Les noyaux sont marqués 

par le DAPI. Des images représentatives des 3 sous-populations en absence de traitement, 

exposées à 5% et 10% de CFC, ou stimulées par du PMA, sont montrées en A., la barre d’échelle 
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correspond à 20µm, les moyennes +/- SEM des numérations des cellules présentant un 

marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique, ou un marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique 

et nucléaire sont présentées en B. N=10. 

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée. Mann-Whitney U. 

 

IV. Les espèces réactives de l’oxygène contribuent à la spécificité de l’activation 

de ERK1/2 dans les lymphocytes Th17 quiescents exposés au CFC. 
 

La fumée de cigarette contient plus de 4500 composés et parmi eux des ERO (Pryor WA, 1993, 

Wooten JB, 2006, Valavanidis A, 2009). Le rôle des ERO a été démontré dans l’induction de 

la sénescence de différents types cellulaires (Chen QM, 2000, Tsuji T, 2004, Nyunoya T, 2006) 

(Fig. R13). Par ailleurs, il a été montré que l’activation de la voie de signalisation ERK1/2 dans 

les lymphocytes T est sensible à la présence d’ERO, et en particulier par l’inhibition des 

phosphatases liée à la production d’H2O2 (Guyton KZ, 1996, Finkel T, 1998, Devadas S, 2002, 

Kwon J, 2003). 

Nous avons donc ensuite analysé le rôle potentiel des ERO présentes dans le CFC et/ou 

produites en réponse à l’exposition au CFC, dans l’induction de la phosphorylation de ERK1/2 

et de sa translocation nucléaire. Pour cela, nous avons prétraité pendant 1H30 des cellules triées 

Tregs, Th17 et « non Th17 » par de la NAC ( 10mM) avant de les exposer au CFC à 5 % ou à 

10%, pendant 15 minutes. Dans ces conditions de prétraitement, la NAC agit comme agent 

piégeur des radicaux libres, en interagissant avec l’HO et l’H2O2 (Zafarullah M, 2002) ; en 

effet, dans les lymphocytes T, les temps de traitement par la NAC, précurseur de la L-cystéine 

et du glutathion réduit, permettant de reconstituer les stocks de glutathion réduit sont de 24H 

(Maurice MM, 1997). 

Les résultats obtenus (Fig. R16) montrent que le prétraitement par la NAC permet de réduire le 

pourcentage de cellules présentant un marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique dans les 3 

sous-populations de lymphocytes T, et de prévenir la translocation nucléaire des formes 

phosphorylées de ERK1/2 dans les Th17 lors d’une exposition au CFC à 10%. De même, l’effet 

inhibiteur de la NAC est observé pour l’activation d’ERK1/2 dans les Th17, en cas d’exposition 

à 5% de CFC. En absence d’exposition au CFC, le prétraitement par la NAC induit une tendance 

à l’augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 dans les différentes sous-populations, sans 

pour autant induire une translocation nucléaire des formes phosphorylées de ERK1/2. Nos 

résultats suggèrent donc que les ERO apportées par le CFC ou produites en réponse à 
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l’exposition au CFC sont impliquées dans l’activation et la translocation nucléaire de ERK1/2 

dans les lymphocytes T CD4+ ; de plus, nos résultats suggèrent également que les Th17 sont 

plus sensibles à l’effet du CFC que les « non-Th17 » et les Tregs. 

 

 

Fig. R 16. Lors d’une exposition au CFC, les ERO sont responsables de l’activation de ERK1/2 
et de sa translocation nucléaire dans les lymphocytes Th17. 

Des lymphocytes T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 », et Tregs isolés, ont été prétraités 

par de la NAC à 10mM, puis ont été exposés ou non au condensat de fumée de cigarette à 5% 

ou 10% pendant 15 min. L’expression de phospho-Erk1/2 est ensuite analysée par 

immunocytofluorescence, et la numération des cellules présentant un marquage 

cytoplasmique de couleur verte, ou un marquage nucléaire prenant l’aspect de pointillés verts 

est réalisée. Les noyaux sont marqués par le DAPI. Des images représentatives des 3 sous-

populations en absence de traitement, exposées à 5% et 10% de CFC, ou stimulées par du PMA 
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200nM, sont montrées en A., la barre d’échelle correspond à 20µm, les moyennes +/- SEM des 

numérations des cellules présentant un marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique, ou un 

marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique et nucléaire sont présentées en B. N=6. 

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée, # p<0,05 par rapport à la condition 

milieu correspondante. Mann-Whitney U. 

 

V. Les lymphocytes Th17 quiescents exposés au condensat de fumée de 

cigarette produisent plus d’H2O2 que les « non Th17 » et les Tregs. 

 

Les résultats obtenus précédemment impliquent clairement les ERO dans la phosphorylation de 

ERK1/2 et sa translocation nucléaire dans les Th17 en réponse à l’exposition au CFC. Une 

production d’ERO stimulée de façon plus importante dans les Th17 par l’exposition au CFC 

pourrait expliquer la plus grande susceptibilité de ces lymphocytes à la sénescence dépendante 

d’ERK1/2 induite par l’exposition à la fumée de cigarette. Nous avons donc analysé les niveaux 

d’ERO des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ après exposition au CFC, ou 

non. Cette analyse est réalisée en cytométrie en flux, grâce à une stratégie de « gating » (cf 

Matériels et méthodes) permettant d’identifier simultanément les Tregs, Th17 et « non Th17 », 

et les différentes sondes rendues fluorescentes par oxydation en présence des différentes ERO 

produites. 

Nous avons tout d’abord analysé les niveaux d’ERO dans les différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+ en absence d’exposition au CFC, à l’aide de trois sondes, le DHE, le 

DCFDA et le MitoSox. Le DHE est une forme réduite du bromure d’éthidium (BET) et est 

oxydé de manière sélective par l’O2-. Le MitoSox également est oxydé de manière sélective 

par l’O2- ; c’est un composant qui cible particulièrement les mitochondries dans les cellules 

vivantes, et l’oxydation du MitoSox par l’O2- mitochondrial produit une augmentation de la 

fluorescence de cette sonde. Enfin, une augmentation de la fluorescence du DCFDA indique 

une oxydation préférentielle par les radicaux peroxydes, peroxynitrite et/ou les radicaux 

hydroxyles. Néanmoins, il existe un consensus quant à une augmentation de la fluorescence du 

DCFDA proportionnelle à la concentration intracellulaire en H2O2.  

Les résultats obtenus montrent qu’en absence d’exposition au CFC, les lymphocytes Tregs et 

les lymphocytes T CD4+ conventionnels totaux présentent une oxydation identique de la sonde 

DHE indiquant des niveaux identiques de production globale d’O2- (Fig. R17 A.). De même, 
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l’analyse des taux d’O2- à l’aide de la sonde MitoSox montre une production basale d’O2- par 

la mitochondrie de niveau comparable entre les Th17 et les Tregs et « non Th17 » (Fig. R17 

C.). En revanche, l’analyse de l’oxydation de la sonde DCFDA, montre une production basale 

d’ERO plus importante dans les T CD4+ conventionnels totaux par rapport aux Tregs (Fig. R18 

B.). Parmi les lymphocytes T CD4+ conventionnels totaux, les Th17 présentent une oxydation 

de la sonde DCFDA significativement plus importante que celle des Tregs et « non Th17 », et 

les « non Th17 » présentent une oxydation du DCFDA plus importante que celle des Tregs (Fig. 

R18 D.). Ces résultats suggèrent un taux basal d’H2O2 plus important dans les Th17 quiescents. 

 

 

Fig. R 17. Les lymphocytes Th17 ont un taux basal d’H2O2 plus élevé que les Tregs et « non 
Th17 ». 

Les niveaux d’O2
- et d’H2O2 ont été mesurés par cytométrie en flux dans les lymphocytes T CD4+ 

conventionnels Th17 et « non Th17 », et Tregs, identifiés à l’aide d’une stratégie de « gating » 

adaptée au sein de lymphocytes T CD4+ totaux. (A. et B.) Les niveaux d’O2
- et d’H2O2 en 

absence de stimulation ont été mesurés à l’aide respectivement des sondes DHE et H2DCF-DA 

dans les Tregs et les T CD4+ conventionnels totaux à 30 minutes. (C.) Les niveaux d’O2
- 

mitochondriaux ont été mesurés à 30 minutes à l’aide de la sonde MitoSox, et (D.) les niveaux 
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d’H2O2 ont été mesurés à l’aide de la sonde H2DCF-DA dans les Tregs, et T CD4+ conventionnels 

Th17 et « non Th17 » à 30minutes. Les données présentées sont les moyennes +/-SEM des 

moyennes de fluorescence (MFI) de la sonde correspondante dans les différentes sous-

populations normalisées par rapport à la MFI de la sonde correspondante dans les lymphocytes 

T CD4+ totaux en absence de stimulation, de 4 (A. et B.), 3 (C.) et 16 (D.) expériences. 

* p<0,05, Mann-Whitney U 

 

Nous avons ensuite analysé la variation de production d’ERO dans les différentes sous-

populations de lymphocytes T CD4+ en réponse à une exposition au CFC à 5% et 10%. Les 

résultats présentés sur la Fig.R18 A montrent que l’exposition au CFC induit une augmentation 

de l’oxydation de la sonde DCFDA dans les différentes sous-populations de lymphocytes T 

CD4+. Cette augmentation est dépendante de la dose de CFC, et est de niveau comparable à 

celle observée en réponse à l’exposition au tert-butyl hydrogen peroxide (TBHP), utilisé 

comme contrôle positif de la production d’ERO. De plus, comme à l’état basal, le taux 

d’oxydation de la sonde DCFDA est plus important dans les Th17 que dans les « non-Th17 » 

et les Tregs pour une exposition à 5% de CFC ; en revanche pour une exposition à 10% de CFC 

le taux d’oxydation de la sonde DCFDA dans les Th17 et les « non-Th17 » est comparable, tout 

comme dans le cas d’une stimulation par le TBHP. Ce résultat suggère que les Th17 sont réactifs 

à des taux plus faibles de CFC et produisent plus d’H2O2 que les « non-Th17 » à l’exposition 

au CFC, alors qu’à des taux plus élevés la production d’H2O2 est comparable ; les Tregs 

produisent moins d’H2O2 que les Th17 quel que soit le taux de CFC dans les cultures.  

Dans les lymphocytes T la chaîne respiratoire mitochondriale est une source d’ERO importante. 

L’H2O2 généré par la dismutation de l’O2- mitochondrial produit par les complexes I et III de 

la chaîne respiratoire mitochondriale, est nécessaire pour la cascade d’activation spécifique de 

l’antigène des lymphocytes T CD4+ (Kaminski MM, 2012, Sena LA, 2013). Nous avons donc 

également analysé à l’aide de la sonde MitoSox la production d’O2- mitochondrial en réponse 

à une exposition de 30, 60 et 120 minutes à 5% de CFC. Les résultats obtenus ne montrent pas 

d’augmentation significative de la production d’O2- mitochondrial lors d’une exposition à 5% 

de CFC quel que soit le temps d’exposition. De plus, les taux d’O2- mitochondrial restent 

comparables dans les différentes sous-populations de lymphocytes T étudiées et exposées au 

CFC (Fig. R18 B.). 
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Fig. R 18. En réponse à une exposition au CFC, la production d’H2O2 est augmentée dans les 
Th17 et « non Th17 », Tregs, mais pas la production d’O2

•- mitochondrial. 

(A.). L’oxydation de la sonde H2DCF-DA a été mesurés en cytométrie en flux dans les 

lymphocytes Tregs, et T CD4+ conventionnels Th17 et « non-Th17 » après 30 minutes 

d’exposition à 5 et 10% de CFC. La mesure de l’oxydation de la même sonde en réponse à 30 

minutes d’exposition au TBHP est utilisée comme contrôle positif de la production d’ERO. (B.) 

Les niveaux d’O2
- mitochondriaux ont été mesurés après 30, 60 et 120 minutes d’exposition à 

5% de CFC à l’aide de la sonde MitoSox. Les données présentées montrent les moyennes +/-

SEM MFI de la sonde correspondante dans les différentes sous-populations normalisées par 

rapport à la MFI de la sonde correspondante dans les lymphocytes T CD4+ totaux en absence 

de stimulation de 5 (A. 5% CSE), 15 (A. 10% CFC) et 3 (B.) expériences. 

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traité, $ p<0,05 par rapport à la condition 

5% CFC. Mann-Whitney U. 
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La NAC est utilisée dans notre système expérimental dans des conditions de piégeur des ERO 

intracellulaires. Les résultats présentés sur la figure R19A montrent que le prétraitement par la 

NAC, en absence de stimulation ne modifie pas les niveaux de production basale d’H2O2 des 

Th17 et « non Th17 », et les différences relatives de taux basal d’H2O2 observées entre les 

différentes sous-populations. En réponse à une exposition à des doses croissantes de CFC, les 

niveaux d’H2O2 sont augmentés de manière dépendante des doses et les différences relatives 

observées entre les différentes sous-populations en l’absence d’exposition au CFC sont 

conservées. Lorsque les cellules sont exposées à une dose de 5% de CFC, le prétraitement par 

la NAC permet de prévenir l’augmentation des niveaux d’ERO dans les Tregs et les Th17, et 

de partiellement prévenir cette augmentation dans les « non Th17 ». En revanche, le 

prétraitement par la NAC n’inhibe que partiellement l’augmentation de la production d’H2O2 

dans les cellules exposées à 10% de CFC. Cependant, le traitement par la NAC supprime les 

différences de taux d’H2O2 entre Th17 et « non-Th17 » observées en absence et en présence 

d’exposition au CFC. 

L’absence d’effet de la NAC sur les niveaux d’ERO produites en absence d’exposition au CFC, 

et la diminution partielle des taux d’ERO dans les lymphocytes T CD4+ prétraités par la NAC 

et exposés à des doses croissantes de CFC montrent que les ERO contenues dans le CFC sont 

impliquées mais ne sont que partiellement responsables de l’augmentation des taux d’ERO dans 

les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ exposés au CFC. Ces résultats 

suggèrent que l’augmentation de la production d’ERO observée lors d’une exposition au CFC 

est liée à une production endogène d’ERO. 

Le prétraitement par des inhibiteurs des complexes I et III de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (Fig R19B), montre que, en absence d’exposition au CFC, le prétraitement par 

l’antimycine, l’inhibiteur du complexe III, et le prétraitement par la combinaison de 

l’antimycine avec la roténone, un inhibiteur du complexe I, diminuent significativement les 

niveaux d’H2O2 des Tregs et « non Th17 ». Le prétraitment par l’antimycine seule diminue 

significativement les niveaux de production basale d’H2O2 des Th17, alors que la combinaison 

de l’antimycine et de la roténone ne modifie pas les niveaux d’H2O2 des Th17. Ces deux 

prétraitements conservent la production basale d’H2O2 plus importante dans les Th17 en 

absence de stimulation. Lorsque les cellules sont exposées à des doses de 5% et 10% de CFC, 

le prétraitement par l’antimycine, et le prétraitement par la combinaison de l’antimycine avec 

la roténone, préviennent partiellement l’augmentation des niveaux d’H2O2 des Tregs, Th17 et 

« non Th17 ». De plus, le prétraitement par ces inhibiteurs de la chaîne respiratoire 
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mitochondriale conserve la différence de production d’H2O2 dans les Th17, plus importante que 

dans les deux autres sous-populations. 

Enfin, le découplage de la chaîne électronique mitochondriale par le prétraitement par le FCCP 

(Fig R19C), en absence d’exposition au CFC, diminue significativement les niveaux de 

production basale d’H2O2 des Tregs, Th17 et « non Th17 ».De plus, ce prétraitement supprime 

la différence de taux basal d’H2O2 entre Th17 et « non-Th17 » mais pas celle entre Tregs et 

Th17. En réponse à une exposition à des doses croissantes de CFC, le prétraitement par le FCCP 

prévient totalement l’augmentation des niveaux d’ERO dans les trois sous-populations de 

lymphocytes T CD4+. De plus, lorsque les cellules sont exposées à une dose de 5% de CFC, le 

prétraitement par le FCCP supprime les différences de taux d’H2O2 observées à l’état basal 

entre les 3 sous-populations. Dans les cellules exposées à 10% de CFC le prétraitement par le 

FCCP supprime également les différences de taux d’H2O2 observées à l’état basal entre Th17 

et « non-Th17 » mais celle entre Tregs et Th17est conservée. 

 



210 

 

 

Fig. R 19. Effet du traitement anti-oxydant par la NAC, et des traitements par l’antimycine, 
la rotéonone et le FCCP sur la production d’ERO dans les lymphocytes T CD4+ exposés à la 
fumée de cigarette. 

Des lymphocytes T CD4+ ont préalablement été traités par (A.) de la NAC (10mM) pendant 

1H30, (B.) de l’antimycine (0,5µM) ou une combinaison d’antimycine (0,5µM) et de roténone 

(2µM) pendant 30 min, (C.) du FCCP (2µM) pendant 30 min. L’oxydation de la sonde H2DCF-DA 

a été ensuite mesurée par cytométrie en flux dans les lymphocytes Tregs, et T CD4+ 

conventionnels Th17 et « non-Th17 » après 30 minutes d’exposition à 5 et 10% de CFC. Les 
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données présentées montrent les moyennes +/-SEM MFI de la sonde H2DCF-DA dans les 

différentes sous-populations normalisées par rapport à la MFI de la sonde dans les 

lymphocytes T CD4+ totaux en absence de stimulation de respectivement 8, 6 et 8 expériences. 

* p<0,05, + augmentation p<0,05 par rapport à la condition milieu non traitée, ↙ diminution 

p<0,05 par rapport à la condition milieu non traitée, # p<0,05 par rapport à la condition milieu 

correspondante, $ p<0,05 par rapport à la condition 5% CFC. Mann-Whitney U. 

 

Nous avons précédemment montré que les ERO sont responsables de la phosphorylation et de 

la translocation des formes phosphorylées de ERK1/2 dans les Th17 (Fig. R16). Nous ne 

savons, en revanche, pas si la production d’ERO induites par l’exposition au CFC est cause ou 

conséquence de l’activation de la voie de signalisation de ERK1/2. Pour répondre à cette 

question nous avons pré-traité des cellules T CD4+ par un inhibiteur des MAPKK, le UO126 

(5µM) avant d’exposer les cellules au CFC. Les résultats obtenus (Fig R20) montrent que ce 

prétraitement n’a pas d’effet sur la production basale d’ERO. De même l’augmentation de la 

production d’ERO en réponse à une exposition au CFC n’est pas modifiée par le prétraitement 

par le UO126 des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ analysées.  

 

 

Fig. R 20. La production d’ERO dans les lymphocytes T CD4+ exposés au CFC, n’est pas 
modifiée par la présence d’inhibiteurs de MAPKK. 

Des lymphocytes T CD4+ ont préalablement été traités par du UO126 à la concentration finale 

de 5µM pendant 30 min. L’oxydation de la sonde H2DCF-DA a été ensuite mesurée par 

cytométrie en flux dans les lymphocytes T CD4+ conventionnels Th17 et « non-Th17 », et des 

Tregs, après 30 minutes d’exposition à 5 et 10% de CFC. La mesure de l’oxydation de la même 
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sonde en réponse après 30 minutes d’exposition au TBHP est utilisée comme contrôle positif 

de la production d’ERO. Les données présentées sont les moyennes +/-SEM MFI de la sonde 

H2DCF-DA dans les différentes sous-populations normalisées par rapport à la MFI de la sonde 

dans les lymphocytes T CD4+ totaux en absence de stimulation (N= 6 expériences). 

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée, Mann-Whitney U. 

 

VI. La chaîne respiratoire mitochondriale est impliquée dans la sur-expression 

de p16INK4a induite dans les lymphocytes Th17 quiescents lors d’une 

exposition au CFC. 
 

De même que nous avons montré que les ERO contenues dans le CFC ou produites en réponse 

à une exposition au CFC stimulent la phosphorylation de ERK1/2 et sa translocation nucléaire 

dans les Th17, nous avons ensuite analysé le rôle causal potentiel de ces ERO sur l’expression 

de p16INK4a.  

Comme précédemment, nous avons pré-traité les différentes sous-populations de lymphocytes 

T CD4+ par de la NAC à 10mM avant de les exposer au CFC pendant 24H. Les résultats 

présentés sur la Fig. R21 montrent que le prétraitement par la NAC prévient significativement 

l’augmentation de l’expression de p16INK4a dans les Th17 et les « non-Th17 » induite par 

l’exposition au CFC. Néanmoins, le prétraitement par la NAC ne permet pas de diminuer le 

niveau d’expression de p16INK4a dans les Th17 et « non Th17 » à un niveau comparable à celui 

de la condition basale. De plus, les différences observées dans le niveau d’expression de 

p16INK4a entre les Th17 et « non Th17 » après exposition au CFC sont conservées en cas de 

prétraitement par la NAC. En absence d’exposition au CFC, le prétraitement par la NAC ne 

modifie pas l’expression basale de p16INK4a dans les différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+. 
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Fig. R 21. L’expression de p16INK4a induite dans les Th17 et les « non-Th17 » exposés au CFC 
est partiellement inhibée par la NAC. 

Des lymphocytes Tregs, et T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 » isolés et préalablement 

traités par la NAC 10mM pendant 1H30, ont ensuite été exposés ou non au condensat de fumée 

de cigarette à 5% pendant 24H. L’expression de p16INK4a est analysée en 

immunocytofluorescence, et la numération des cellules présentant un marquage positif pour 

p16INK4a se présentant sous la forme d’un marquage nucléaire en pointillés de couleur rouge 

est réalisée. Les noyaux sont identifiés à l’aide d’un marquage par le DAPI de couleur bleue. 

Des images représentatives des 3 sous-populations de lymphocytes T en absence de traitement 

ou exposées à 5% de CFC sont montrées en A., la barre d’échelle correspond à 20µm, les 

moyennes +/- SEM des numérations des cellules positives pour le marquage p16INK4a sont 

présentées en B. N=6.  

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée, # p<0,05 par rapport à la condition 

milieu correspondante. Mann-Whitney U. 
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L’effet limité de la NAC sur l’expression de p16INK4a dans les lymphocytes T CD4+ Th17 et « 

non-Th17 » exposés au CFC, en dépit de son effet inhibiteur sur l’activation associée d’ERK1/2, 

nous a fait postuler que l’effet piégeur de la NAC sur les ERO présentes n’était pas suffisant 

pour inhiber l’effet de l’exposition au CFC. Nous avons précédemment mis en évidence la 

production de ERO par la mitochondrie en réponse à l’exposition au CFC. Pour analyser le rôle 

potentiel de la chaîne respiratoire mitochondriale dans l’induction de l’expression de p16INK4a 

dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ en réponse à l’exposition au CFC, 

nous avons donc testé l’effet des différents inhibiteurs de la chaîne respiratoire mitochondriale. 

Nous avons tout d’abord analysé l’effet de l’activité du complexe III de la chaîne respiratoire 

mitochondriale sur l’expression de p16INK4a en prétraitant par l’antimycine les différentes sous-

populations de lymphocytes T CD4+ quiescents exposés à 5 % de CFC, ou non, pendant 24H. 

Les résultats présentés sur la Fig R22 montrent que le prétraitement par l’antimycine prévient 

l’augmentation de l’expression de p16INK4a dans les Th17 exposés à 5% de CFC pendant 24H 

observée comme précédemment, cette expression étant plus importante dans les Th17 en 

comparaison des Tregs et des « non Th17 », le niveau d’expression de p16INK4a est alors 

identique dans les 3 sous-populations étudiées, et comparable au niveau d’expression de 

p16INK4a en absence d’exposition au CFC. Ces résultats montrent que l’activité du complexe III 

de la chaîne respiratoire mitochondriale contribue à la sur-expression de p16INK4a dans les 

lymphocytes Th17 exposés au CFC. 
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Fig. R 22. L’inhibition du complexe III de la chaîne respiratoire mitochondriale prévient la sur-
expression de p16INK4a dans les lymphocytes Th17 exposés au CFC. 

Des lymphocytes Tregs, et T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 » isolés, ont été pré-

traités par de l’antimycine (0,5µM) pendant 30 minutes avant d’être exposés ou non au 

condensat de fumée de cigarette à 5% pendant 24H. L’expression de p16INK4a est analysée en 

immunocytofluorescence, et la numération des cellules présentant un marquage positif pour 

p16INK4a se présentant sous la forme d’un marquage nucléaire en pointillés de couleur rouge 

est effectuée. Les noyaux sont identifiés à l’aide d’un marquage par le DAPI de couleur bleue. 

Des images représentatives des 3 sous-populations en absence de traitement ou exposées à 

5% de CFC sont présentées en A., la barre d’échelle correspond à 20µm, les moyennes +/- SEM 

des numérations des cellules positives pour le marquage p16INK4a sont présentées en B. N=4,  

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée, # p<0,05 par rapport à la condition 

milieu correspondante. Mann-Whitney U. 

 

Nous avons ensuite analysé l’effet du prétraitement par le FCCP, un agent pharmacologique 

découpleur de la chaîne de transport électronique mitochondriale, sur l’expression de p16INK4a 
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dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ quiescents exposés, ou non, à 5% 

de CFC pendant 24H. Comme rapporté précédemment, les résultats présentés sur la Fig. R23 

montrent que l’exposition au CFC induit une augmentation de l’expression de p16INK4a 

significative dans les Th17 et « non Th17 », l’expression de p16INK4a étant plus importante dans 

les Th17 comparativement aux autres sous-populations de lymphocytes T CD4+. Le 

prétraitement par le FCCP prévient totalement l’augmentation de l’expression de p16INK4a dans 

les trois sous-populations et cette expression est alors comparable à celle observée dans les 

cellules pré-traitées par le FCCP sans exposition au CFC. Dans les cultures contrôles faites en 

absence d’exposition au CFC, nous observons un niveau faible d’expression de p16INK4a 

(environ 15% de cellules présentant un marquage positif), identique dans les Tregs, Th17 et 

« non Th17 ». Le prétraitement par le FCCP diminue l’expression de p16INK4a dans les Th17 et 

les « non-Th17 » (environ 5% de cellules positives). 

Au total, les résultats présentés ici montrent que l’activité mitochondriale contribue à la sur-

expression de p16INK4a dans les lymphocytes Th17 exposés au CFC.  
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Fig. R 23. Le découplage de la chaîne respiratoire mitochondriale prévient l’expression de 
p16INK4a dans les lymphocytes T CD4+ exposés au CFC. 

Des lymphocytes Tregs, et T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 » isolés, ont ensuite été 

pré-traités par du FCCP à 2µM pendant 30 minutes avant d’être exposés ou non au condensat 

de fumée de cigarette à 5% pendant 24H. L’expression de p16INK4a est analysée en 

immunocytofluorescence et la numération des cellules présentant un marquage positif pour 

p16INK4a sous la forme d’un marquage nucléaire en pointillés de couleur rouge est effectuée. 

Les noyaux sont identifiés à l’aide d’un marquage par le DAPI de couleur bleue. Des images 

représentatives des 3 sous-populations en absence de traitement ou exposées à 5% de CFC 

sont présentées en A., la barre d’échelle correspond à 20µm, les moyennes +/- SEM des 

numérations des cellules positives pour le marquage p16INK4a sont présentées en B. N=6, 

* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée, # p<0,05 par rapport à la condition 

milieu correspondante. Mann-Whitney U. 
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Compte-tenu de l’association démontrée dans nos résultats précédents entre la production 

d’ERO, l’activation de ERK1/2 et l’expression de p16INK4a  induites de façon plus importante 

dans les Th17 par l’exposition au CFC, nous avons ensuite analysé l’effet d’un prétraitement 

par le FCCP sur la phosphorylation et la translocation des formes phosphorylées de ERK1/2 

dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ exposés au CFC. Les résultats 

présentés sur la Fig R24 montrent que le prétraitement par le FCCP prévient la translocation 

nucléaire de phospho-ERK1/2 dans les Th17 et tend à prévenir la phosphorylation de ERK1/2 

dans les 3 sous-populations étudiées de lymphocytes T CD4+ exposées à 10% de CFC. Lors 

d’une exposition à 5% de CFC, l’effet n’est observé que pour les Th17 puisqu’ils présentent 

seuls une translocation nucléaire de ERK1/2. En absence d’exposition au CFC, le prétraitement 

au FCCP ne modifie pas le niveau basal de phosphorylation de ERK1/2 dans les différentes 

sous-populations de lymphocytes T CD4+, ni le taux des formes phosphorylées nucléaires de 

ERK1/2. Ce résultat montre donc que, en réponse à une exposition au CFC, la stimulation de la 

chaîne respiratoire mitochondriale est associée à la phosphorylation de ERK1/2 dans les 

lymphocytes T CD4+ et de la translocation nucléaire de phospho-ERK1/2 dans les Th17, et que 

cet effet intervient pour des doses plus faibles de CFC dans les Th17.  

 



219 

 

 

Fig. R 24. Le découplage de la chaîne respiratoire mitochondriale prévient l’activation de 
ERK1/2 et sa translocation nucléaire dans les lymphocytes Th17 exposés au CFC. 

Des lymphocytes Tregs, et T CD4+ conventionnels Th17 et « non Th17 » isolés, ont été pré-

traités par du FCCP (2µM) avant d’être exposés ou non au condensat de fumée de cigarette à 

5% ou 10% pendant 15 min. L’expression de phospho-Erk1/2 est analysée par 

immunocytofluorescence, et la numération des cellules présentant un marquage 

cytoplasmique de couleur verte, ou un marquage nucléaire à l’aspect de pointillés verts est 

réalisée. Les noyaux sont marqués par le DAPI. Des images représentatives des 3 sous-

populations en absence de traitement, exposées à 5% et 10% de CFC, ou stimulées par du PMA 

200nM, sont montrées en A., la barre d’échelle correspond à 20µm, les moyennes +/- SEM des 

numérations des cellules présentant un marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique, ou un 

marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique et nucléaire sont présentées en B. N=3. 
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* p<0,05, + p<0,05 par rapport à la condition non traitée, $ p<0,05 par rapport à la condition 

milieu correspondante. Mann-Whitney U. 
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Chapitre 5 : Discussion, conclusion, perspectives 
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I. Rappel de la problématique et des principaux résultats. 
 

Le tabagisme majore la gravité de nombreuses maladies inflammatoires chroniques associées à 

la sous-population des lymphocytes T CD4+ de type Th17, telles que la BPCO dont c’est le 

principal facteur étiologique, la maladie de Crohn, l’arthrite rhumatoïde, le psoriasis. La 

majorité des données concernant les fumeurs sains et pathologiques proviennent des études sur 

la BPCO parmi lesquelles certaines ont montré que la sénescence des cellules pulmonaires 

participe à la genèse et au développement de cette pathologie. Par ailleurs, il a été montré que 

l’induction de la sénescence des lymphocytes T est associée à la modulation de la voie de 

signalisation des MAPKs et plus particulièrement de ERK1/2 et de p38 (Ye J, 2012).  

De nombreuses études rapportent une augmentation du nombre et du pourcentage de 

lymphocytes Th17 chez les fumeurs, au niveau pulmonaire et au niveau systémique, et cette 

augmentation est encore plus importante chez les patients atteints de BPCO. Les modèles 

murins précliniques de BPCO ont établi le rôle délétère des Th17 dans cette maladie. Les 

mécanismes permettant d’expliquer cette augmentation sont encore inconnus, et le rôle 

potentiel de la sénescence dans cette augmentation et dans la modification des fonctions des 

Th17 chez les fumeurs n’a jamais été exploré. 

Dans cette étude, nous avons donc fait l’hypothèse que les lymphocytes Th17 présentent une 

susceptibilité particulière à la sénescence en comparaison des autres lymphocytes T CD4+, qui 

serait responsable de l’augmentation en nombre et en proportion des Th17 chez les fumeurs, et 

de leur potentiel pro-inflammatoire, ce qui contribuerait à aggraver les maladies inflammatoires 

chroniques impliquant les Th17 chez les fumeurs. Nous avons donc analysé la susceptibilité 

des Th17 à la sénescence induite par l’exposition à la fumée de cigarette, et le rôle de 

l’activation de la voie de signalisation ERK1/2 dans ce phénomène. Nous avons également 

analysé le rôle des ERO qui sont dans la régulation de l’activation de ERK1/2 (Finkel T, 1998, 

Griffith CE, 1998, Lee K, 2002, Devadas S, 2002, Kwon J, 2003), et des médiateurs importants 

de la sénescence cellulaire (Michiels C, 1990, Wang Y, 2004, Duan J, 2005, Nyunoya T, 2006). 

Dans la première partie de ce travail, nos résultats montrent que, en réponse à une exposition 

au CFC in vitro, les lymphocytes T CD4+ Th17 quiescents présentent une augmentation de 

différents marqueurs de sénescence : activité -galactosidase et expression des inhibiteurs du 

cycle cellulaire p16INK4a et ATF3. De plus, l’exposition au CFC modifie le profil sécrétoire des 

Th17 et induit la sécrétion de l’IL-8 par les lymphocytes Th17 quiescents, tout en inhibant la 

sécrétion des cytokines caractéristiques des Th17 activés via le TCR. 
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Dans la deuxième partie de ce travail, nos résultats montrent que la voie des MAPKs ERK1/2 

est impliquée dans l’induction du phénotype sénescent des lymphocytes Th17 en réponse à une 

exposition au CFC : une sur-expression de p16INK4a est associée à une activation et une 

translocation nucléaire de ERK1/2 plus importante dans les Th17. Enfin, les résultats présentés 

ici suggèrent que l’activité mitochondriale plus élevée dans les Th17 à l’état basal, et stimulée 

par l’exposition au CFC, est responsable de la susceptibilité plus importante des Th17 à la 

sénescence.  

II. L’exposition au condensat de fumée de cigarette induit une augmentation 

de l’activité -galactosidase et de l’expression des inhibiteurs du cycle 

cellulaire p16INK4a et ATF3 dans les lymphocytes Th17 quiescents. 
 

Dans la première partie de ce travail nous avons analysé plusieurs paramètres visant à évaluer 

un effet potentiel de l’exposition au CFC sur la prolifération ou l’apoptose des différentes sous-

populations de lymphocytes T CD4+ après un tri cellulaire séparant les Th17 CD4+ CD45RO+ 

CCR6+, les autres lymphocytes T CD4+ auxiliaires/conventionnels CCR6- (« non-Th17 ») et 

les Tregs CD4+, qui permettraient d’expliquer l’augmentation du nombre et du pourcentage de 

lymphocytes Th17 chez les fumeurs asymptomatiques, voire chez les patients BPCO. 

Le choix d’étudier les Th17 identifiés par un marquage membranaire CCR6 est justifié par la 

protection des modèles murins déficient pour CCR6 contre l’emphysème et l’inflammation 

associée (Bracke KR, 2006, Harrison OJ, 2008). De plus dans un modèle animal d’arthrite 

rhumatoïde, ce sont principalement les Th17 exprimant CCR6 qui sont recrutés sur les sites 

inflammatoires (Hirota K, 2007). Plus récemment, des analyses de RNA seq sur cellules Th17 

uniques ont confirmé l’expression de CCR6 dans les Th17 inflammatoires (Gaublomme JT, 

2015). 

Lorsque les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ sont exposées au CFC 

pendant 48H, les Th17 ne prolifèrent pas mais présentent une meilleure viabilité en 

comparaison des Tregs et des « non Th17 », ce qui suggère qu’au sein des lymphocytes T CD4+, 

les lymphocytes Th17 sont résistants à la mort cellulaire induite par le CFC dans les autres sous-

populations de lymphocytes T CD4+. Le travail de l’équipe de Rodriguez PC (Hernandez CP, 

2013) a montré que des lymphocytes T humains totaux exposés à des doses similaires de CFC 

(5%) présentent un défaut de prolifération et une augmentation de leur taux d’apoptose à 72H 

en réponse à une activation par des anticorps anti-CD3 et CD28. Ces différences avec nos 

résultats peuvent s’expliquer par le fait que notre étude porte sur l’effet du CFC sur des 
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lymphocytes quiescents au sein desquels l’équilibre des signaux de survie est indépendant de 

l’activation via le TCR/CD3 (Roose JP, 2003). De plus, l’absence de séparation des différentes 

sous-populations de lymphocytes utilisées dans le travail de Hernandez et coll, et la faible 

représentation des lymphocytes Th17 au sein des lymphocytes T CD4+ (3 à 6% dans le sang 

périphérique des donneurs sains) combinée à leur faible capacité de prolifération, pourraient 

masquer le comportement spécifique des Th17 dans l’étude d’Hernandez et coll.  

La résistance à l’apoptose est une caractéristique intrinsèque des Th17 (McKinstry KK, 2010). 

Nos résultats ne mettent pas en évidence dans les Th17 un renforcement d’une réponse anti-

apoptotique lors de l’exposition au CFC. La sénescence cellulaire est une autre forme de 

résistance à la mort cellulaire des cellules exposées à des stress qui menaceraient leur survie. 

Nos résultats montrent pour la première fois qu’au sein des lymphocytes T CD4+ du sang 

périphérique de donneurs sains, les lymphocytes Th17 quiescents présentent une susceptibilité 

plus importante à la sénescence induite par l’exposition au CFC comparativement aux autres 

sous-populations de lymphocytes T CD4+. En effet, nos résultats montrent que les lymphocytes 

Th17 exposés à la fumée de cigarette présentent une augmentation de l’activité -galactosidase, 

un marqueur classique de la sénescence, et une augmentation significative de l’expression 

protéique de p16INK4a, un régulateur négatif du cycle cellulaire également associé au phénotype 

sénescent (Alcorta DA, 1996, Brookes S, 2004), plus importantes dans les Th17 

comparativement aux Tregs et « non Th17 ». De plus, en réponse à une exposition au CFC, 

nous avons observé une augmentation de l’expression de ATF3 qui pourrait contribuer à 

l’induction de la sénescence des Th17 ; en effet, une augmentation de l’expression de ATF3 a 

été associée à un arrêt de la croissance cellulaire dans des cellules myéloïdes humaines et des 

cellules A549 (Fan F, 2002, Lu D, 2006), et participe également à la régulation de l’expression 

de p16INK4a (Hamdi F, 2007, Li J, 2011). Bien qu’aucune donnée n’existe sur la susceptibilité à 

la sénescence des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ exposés à la fumée de 

cigarette, nos résultats sont cohérents avec des données existantes concernant des caractères 

compatibles avec la sénescence dans les lymphocytes du sang périphérique de fumeurs 

asymptomatiques ou atteints de BPCO. Un raccourcissement des télomères a été observé dans 

les PBMCs de patients atteints de BPCO (Savale L, 2009, Houben JM, 2009) et dans les 

lymphocytes circulants de fumeurs asymptomatiques ou atteints de BPCO (Morlà M, 2006, 

Song Z, 2010). Une perte d’expression de la molécule CD28 à la surface des lymphocytes T 

CD4+ et CD8+ dans le LBA (Barcelo B, 2008) et dans le sang périphérique, plus importante 

chez les fumeurs avec BPCO que chez les fumeurs asymptomatiques et les non-fumeurs a été 

montrée. Enfin, chez l’homme, l’expression de p16INK4a dans les lymphocytes T du sang 
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périphérique est augmentée avec l’âge des individus (Liu Y, 2011, Nelson JA, 2012) et 

l’augmentation de ce marqueur est significativement associée à la consommation de tabac (Liu 

Y, 2009).  

Nous avons également analysé la voie d’induction de la sénescence en réponse à des dommages 

à l’ADN, dépendant de la voie p53/ p21CDKN1a. Les résultats obtenus ne montrent pas de 

modulation de l’expression d’ARN de p53 et de p21CDKN1a dans les Th17 exposés à la fumée 

de cigarette. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure un rôle éventuel de la voie p53 dans 

l’induction de la sénescence des lymphocytes Th17 exposés au CFC. En effet, la régulation de 

la voie p53 intervient essentiellement au niveau post-traductionnel. Nos résultats 

complémentaires montrent une augmentation significative de l’expression de l’enzyme NQO1 

dans les Th17 (annexe Fig A.3). La transcription du gène de NQO1 est sous le contrôle de Nrf2 

et AhR dont les ligands entrent dans la composition du CFC. Outre sa fonction antioxydante, 

NQO1 est impliquée dans la stabilisation de p53 en le protégeant contre la dégradation 

indépendante de l’ubiquitination (Ross D, 2004) et pourrait contribuer, par son action sur 

l’expression protéique de p53, à l’arrêt du cycle cellulaire des cellules Th17 exposées à la fumée 

de cigarette. De plus, l’action combinée de p53 et ATF3 inhibe la transcription de la 

phosphatase Cdc25A nécessaire au maintien du blocage du cycle cellulaire (Demidova AR, 

2009). Enfin, ATF3 lui-même peut contribuer à la stabilité de l’expression protéique de p53 

(Yan C, 2005, Wang H, 2010). 

L’analyse du sécrétome des différentes sous-populations de lymphocytes Tregs, Th17 et « non 

Th17 exposés au CFC montre qu’en réponse à l’exposition au CFC les lymphocytes Th17 

produisent plus d’IL-8 que les « non Th17 ». Ce résultat montre qu’en absence de stimulation 

du TCR, l’exposition au CFC permet d’induire dans les Th17 un sécrétome de type pro-

inflammatoire compatible avec l’induction d’un phénotype sénescent des Th17. Ce résultat est 

en accord avec les résultats obtenus par Ye J et coll. (Ye J, 2012) qui montrent que les 

lymphocytes T CD4+ effecteurs dont la sénescence a été induite par les Tregs, sécrètent des 

quantités importantes d’IL-8. Nos résultats suggèrent qu’au sein des lymphocytes T CD4+, les 

lymphocytes Th17 pourraient être les principaux responsables de cette production d’IL-8. Le 

gène de l’IL-8 a été cloné à partir de lymphocytes T (Schröder JM, 1988). Cependant, il y a peu 

d’articles rapportant la sécrétion d’IL-8 par des lymphocytes T, qui n’a été décrite que dans des 

lignées clonales de Th17 (Pelletier M, 2010; Santarlasci V, 2012), dans des Tregs (Himmel ME, 

2011), dans des cellules tumorales de leucémies T aigües (Chiaretti S, 2004) et de lymphomes 

T cutanés (Hansen ER., 1991), et dans certains lymphocytes T de nouveaux-nés (Gibbons D, 

2014). Dans les peaux lésées, il a été montré que des lymphocytes T CCR6+ étaient responsables 
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de la production d’IL-8 contribuant ainsi au recrutement et à la survie des polynucléaires 

neutrophiles (Schaerli P, 2004). Enfin, de façon intéressante, il a été montré que des 

lymphocytes T CD4+ naïfs stimulés in vitro dans des conditions polarisantes pro-Th17 

produisent de l’IL-8, et que l’activation de AhR par ses ligands stimule la production d’IL-8 

par ces cellules (Gasch M, 2014). Or, l’un des ligands de AhR, le benzo[a]pyrene (B[a]P) est 

un composant du CFC (Hecht SS, 2003). Nos résultats sont donc cohérents avec ces données. 

Chez l’homme, une production d’IL-8 par les cellules épithéliales alvéolaires de type II plus 

importante chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs a déjà été montrée (Mio T, 1997, 

Kode A, 2006). Nos résultats suggèrent que les lymphocytes Th17 participent à la production 

d’IL-8 en réponse à une exposition à la fumée de cigarette. Enfin, dans les fibroblastes humains, 

l’IL-8 contribue au renforcement de l’arrêt de la croissance cellulaire et de la sénescence via 

son récepteur CXCR2 et les voies de signalisation NF-B et p53 (Acosta JC, 2008). Il n’existe 

pas de données sur un tel mécanisme autocrine dans les lymphocytes T, mais cette augmentation 

de l’expression de l’IL-8 par les Th17 exposés au CFC pourrait participer au maintien de la 

sénescence dans les lymphocytes Th17 par un mécanisme autocrine, en plus d’un effet paracrine 

potentiel sur les fibroblastes, à l’instar du mécanisme d’action de la PGE2 sur l’amplification 

et le maintien de la sénescence des fibroblastes de patients BPCO démontré dans une autre 

étude menée dans notre laboratoire (Dagouassat M, 2013). 

Conformément aux données de la littérature, nos résultats montrent que la stimulation par les 

anticorps anti-CD3 et CD28 permet d’induire dans les Th17 l’expression de cytokines et 

chimiokines produites spécifiquement par les Th17 (IL-17A, IL-21, IL-22, GM-CSF et CCL20) 

et de l’IL-10, et dans les « non Th17 » l’expression de l’IL-4 et l’Il-13. L’exposition au CFC 

seul n’a pas d’effet sur le profil de sécrétion des cytokines et chimiokines testées, mais, en 

revanche, confirmant les données de la littérature similaires sur les Th1 (Cozen W, 2004), cette 

exposition inhibe l’effet de la stimulation par les anticorps anti-CD3 et CD28 sur l’expression 

des cytokines spécifiques des Th17 et sur l’IL-10. En revanche, nos résultats ne vont pas dans 

le sens d’une plus forte production de cytokines Th2 en réponse à une stimulation par les 

anticorps anti-CD3 et CD28 lors d’une exposition au CFC, mais plutôt dans le sens d’un effet 

inhibiteur sur l’activation des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+. Dans la 

littérature scientifique, les études sont contradictoires sur ce point et montrent un effet pro-

(Nakamura Y, 2008, De Heens G, 2009) ou anti-Th2 (Kalra R, 2004, Tilp C, 2016) de la fumée 

de cigarette sur la réponse immune adaptative Th2. 

Au total, la première partie de notre travail montre donc qu’en réponse à une exposition au 

CFC, en absence de stimulation antigénique, les lymphocytes Th17 quiescents présentent une 
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susceptibilité à la sénescence plus importante que les autres sous-populations de lymphocytes 

T CD4+. La sénescence des Th17 pourrait permettre d’expliquer l’accumulation de ces cellules 

chez les fumeurs, et contribuer au caractère pro-inflammatoire de ces cellules via 

l’augmentation de leur sécrétion d’IL-8. L’induction de la sénescence des Th17 en réponse à 

l’exposition et la modification de leur sécrétome au profit d’une augmentation de la production 

d’IL-8 pourrait contribuer au rôle pathogène de ces cellules dans les maladies inflammatoires 

chroniques et certains cancers. Une production excessive d’IL-8 par les Th17 sénescents 

s’accumulant dans les tissus pourrait également contribuer à la fibrose pulmonaire (Feugate JE, 

2002, revue dans Qazi BS, 2011 & Russo RC, 2014, Palena C, 2012). L’association d’une 

production plus importante d’IL-8 avec la sur-expression de p16INK4a, sera évaluée par l’analyse 

de l’effet sur la production d’IL-8 induite par l’exposition au CFC, des différents traitements 

testés sur l’expression de p16INK4a. L’identification des mécanismes de production d’IL-8 par 

les Th17 permettrait d’identifier des cibles moléculaires pour la prévention de sa sécrétion. 

III. La mitochondrie et la voie de signalisation ERK1/2 sont impliquées dans 

l’induction de la sénescence des Th17 exposés au CFC. 
 

Dans la deuxième partie de ce travail, nous nous sommes intéressés aux mécanismes 

potentiellement responsables de l’induction de la sénescence des lymphocytes Th17, 

préalablement établie sur la base de 3 critères : l’augmentation de l’activité de la -

galactosidase et de l’expression de p16INK4a, et la sécrétion d’IL-8. Dans la suite de notre travail, 

nous avons restreint notre évaluation de la sénescence à l’analyse de l’expression de p16INK4a, 

compte-tenu de la caractérisation générale de son expression dans de nombreux modèles 

cellulaires de sénescence (Alcorta DA, 1996, Brookes S, 2004). 

 

A. Rôle de la voie de signalisation ERK1/2 dans l’induction de la sénescence 

des lymphocytes Th17 exposés au CFC. 

 

1. Rôle de ERK1/2 dans l’expression de p16INK4a dans les cellules T CD4+ 

exposées au CFC. 

 

Nous avons analysé l’implication de la voie de signalisation ERK1/2 dans l’expression de 

p16INK4a induite par l’exposition au CFC. Nos résultats montrent que le prétraitement par les 
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inhibiteurs de MEK1/2, le UO126 et, dans une moindre mesure, le PD98059, permet d’inhiber 

l’expression de p16INK4a induite par l’exposition au CFC dans les différentes sous-populations 

de lymphocytes T CD4+ et plus particulièrement dans les Th17. Ces résultats confirment 

l’implication de la voie ERK1/2 dans l’expression de p16INK4a dans les lymphocytes Th17. Nos 

résultats sont en accord avec les données de la littérature qui suggèrent que dans les 

lymphocytes et dans d’autres types cellulaires, l’activation séquentielle des voies ERK1/2 et 

p38MAPK est impliquée dans l’expression de p16INK4a (revue dans Muller M, 2009, Ye J, 2012, 

Shin J, 2013, Wu PK, 2015). UO126 et PD98059 ne modifient pas l’activité des MEK3/6 qui 

régulent l’activation de p38MAPK (Roux PP, 2004), cependant, nous ne pouvons pas exclure un 

rôle de p38MAPK en aval de l’activation d’ERK1/2. Ces données sont en accord avec les résultats 

obtenus dans des fibroblastes embryonnaires murins qui montrent qu’une activité élevée de 

ERK1/2 a pour effet d’induire l’expression de p16INK4a et contribue ainsi à l’arrêt du cycle 

cellulaire (Malumbres M, 2000, Han J, 2005). D’autres études montrent que l’activation 

séquentielle des voies sensibles aux ERO, ERK1/2 et p38MAPK, est impliquée dans l’induction 

de la sénescence dans les fibroblastes pulmonaires (revue dans Muller M, 2009). Il a été montré 

dans des fibroblastes humains que le promoteur INK4a contient des sites de fixation des facteurs 

de transcription directement phosphorylés par ERK1/2, Ets1/2 (revue dans Chien WW, 2006). 

Ce promoteur contient également des sites de fixation pour AP-1, régulée par ERK1/2 (Gil J, 

2006). ATF3, qui entre également dans la composition d’hétérodimères AP-1, peut aussi 

participer à la régulation de l’expression de p16INK4a (Hamdi F, 2007, Li J, 2011). L’expression 

plus importante de ATF3 dans les Th17 exposés au CFC est cohérente avec une régulation de 

l’expression de p16INK4a par AP-1, et pourrait expliquer sa plus importante expression dans les 

Th17 exposés au CFC. Par ailleurs, les MAPKs ERK1/2 et JNK ont été impliquées dans la 

réponse cellulaire à l’exposition au CFC dans d’autres cellules (Nguyen T, 2004, Umemura K, 

2008, Goven D, 2008). Nos résultats indiquent néanmoins une contribution majeure de la voie 

ERK1/2 dans la régulation de l’expression de p16INK4a dans les lymphocytes T CD4+ exposés 

au CFC.  

Le UO126 et le PD98059 sont tous deux des inhibiteurs de MEK1. Le UO126 est également 

un inhibiteur de MEK2. Ces deux inhibiteurs diffèrent dans leur mode d’action sur MEK1/2. 

Le UO126 est capable d’inhiber l’activité catalytique de MEK1/2 et donc d’inhiber des formes 

déjà activées par phosphorylation. Le PD98059 se lie aux formes inactives et prévient la 

phosphorylation/activation de MEK1. La moindre efficacité du prétraitement par le PD98059 à 

prévenir l’augmentation de l’expression de p16INK4a dans les Th17 et « non Th17 », en 

comparaison du prétraitement par le UO126, suggère que dans ces deux sous-populations 
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MEK1 est déjà partiellement activée. Cet état préactivé pourrait conférer à ces cellules une 

sensibilité plus importante de ERK1/2 et un seuil d’activation de l’expression de p16INK4a plus 

bas en réponse à une exposition au CFC. Le rôle de la voie ERK1/2 dans l’augmentation de 

l’expression de p16INK4a plus importante dans les lymphocytes Th17 comparés aux autres 

lymphocytes T CD4+ exposés au CFC est confirmé par nos résultats montrant que l’exposition 

à une dose de 5% de CFC n’induit une augmentation du pourcentage de cellules présentant un 

marquage positif pour phospho-ERK1/2 cytoplasmique que dans les Th17, alors que 

l’exposition à une dose de 10% de CFC induit une augmentation du nombre de cellules 

présentant un marquage phospho-ERK1/2 cytoplasmique dans les trois sous-populations 

étudiées. De plus, la translocation nucléaire des formes phosphorylées de ERK1/2 est obtenue 

par l’exposition au CFC, quel que soit la dose, dans les lymphocytes Th17, et dans les « non 

Th17 » exposés à 10% de CFC. Ce résultat indique que l’exposition au CFC induit une 

activation de la voie ERK1/2 et que celle-ci est plus sensible et présente un seuil d’activation 

plus bas dans les Th17. De plus, cette localisation particulière des formes phosphorylées de 

ERK1/2 dans les Th17 pourrait avoir un effet sur l’amplitude et/ou la durée du signal, et 

contribuer à un programme transcriptionnel particulier de ces cellules en réponse à une 

exposition au CFC. Cette susceptibilité particulière de la voie ERK1/2 a déjà été rapportée par 

d’autres études dont la nôtre (Kerbrat S, 2015), et dans l’arthrite rhumatoïde où elle était 

associée à des anomalies de la signalisation en amont de ERK1/2 (Singh K, 2009, 2012), et 

dans la différenciation des Th17 (Lu L, 2010, Tan AH, 2010, Chang CF, 2012, Goplen, N, 

2012, Liu H, 2013).  

 

2. Rôle des ERO et place dans la cascade d’activation de ERK1/2. 

 

Dans ce travail, différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ provenant de PBMCs de 

donneurs sains ont été exposées au CFC, c'est-à-dire un milieu de culture contenant des 

oxydants stables et des particules solubles de la fumée de cigarette. Nos résultats montrent 

qu’en absence de stimulation du TCR, l’activation de la voie ERK1/2 lors de l’exposition au 

CFC dans des lymphocytes T CD4+ quiescents de sujets sains, est partiellement dépendante de 

la présence d’ERO ; en effet, le prétraitement par la NAC, utilisée ici comme un piégeur des 

ERO contenues dans le CFC ou produites en réponse à l’exposition au CFC, permet d’inhiber 

partiellement la phosphorylation et la translocation de ERK1/2 induites par l’exposition au 

CFC. En revanche, le prétraitement des cellules T CD4+ par l’inhibiteur des MAPKK, le UO126 
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n’a pas d’effet sur la production basale d’ERO mesurée à l’aide de la sonde DCFDA, ni sur 

l’augmentation des taux intracellulaires d’ERO induite par l’exposition au CFC des différentes 

sous-populations de lymphocytes T CD4+. Ces résultats montrent que la phosphorylation de 

ERK1/2 en réponse à une exposition au CFC est dépendante de la présence d’ERO ; étant donné 

que l’inhibition de la voie ERK1/2 n’a pas d’effet sur l’augmentation des niveaux d’ERO, 

l’activation de la voie ERK1/2 se situe donc « en aval » de la production d’ERO.  

De nombreuses études ont montré que les ERO peuvent induire ou réguler l’activation des voies 

de signalisation des MAPKs y compris dans les lymphocytes T (revue dans McCubrey JA, 

2006). De plus l’exposition directe des cellules à l’H2O2 conduit à l’activation des MAPKs 

(cellules acinaires pancréatiques : Dabrowski A, 2000, neuroblastes : Ruffels J, 2004). Dans les 

lymphocytes T tumoraux de la lignée Jurkat, il a été montré que les ERO induisent une 

activation de ERK1/2 comparable à celle initiée par une stimulation antigénique du TCR 

(Griffith CE, 1998). De fait, il a été montré que lors d’une stimulation du TCR, la production 

d’H2O2 est nécessaire pour activer ERK1/2 (Devadas S, 2002).  

Un mécanisme potentiel d’activation des MAPKs par les ERO, est l’inactivation et la 

dégradation des phosphatases des MAPKs (MKPs) qui régulent l’activation des MAPKs et 

maintiennent ces voies de signalisation dans un état inactif ou participent au rétrocontrôle 

négatif en réponse à un stimulus (Kwon J, 2003, revue dans Yong Son, 2010). Notre analyse de 

l’expression de la phosphorylation de ERK1/2 dans les différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+ dans lesquelles le pré-traitement par la NAC serait susceptible d’inhiber 

les MKPs, en absence d’exposition au CFC, montre une tendance à l’augmentation de la 

phosphorylation de ERK1/2 ; cette augmentation est comparable dans les trois sous-populations 

analysées suggérant que la phosphorylation de ERK1/2 est régulée par les MKPs de la même 

manière dans les différentes sous-populations, ce qui ne permet pas d’expliquer la 

phosphorylation et la translocation de ERK1/2 plus importantes dans les Th17 par une plus 

grande inhibition des MKPs dans ces cellules. 

La phosphorylation de ERK1/2 en réponse à l’exposition des lymphocytes T CD4+ au CFC 

pourrait enfin être contrôlée par sa localisation subcellulaire, modifiant ainsi sa régulation par 

les kinases ou les MKPs. Dans un travail précédent sur l’activation de ERK1/2 dans les 

lymphocytes T CD4+ murins, nous avons analysé le rôle de PEA-15, une protéine adaptatrice 

comportant une séquence d’export nucléaire (NES) et capable de se lier à ERK1/2, favorisant 

ainsi l’export nucléaire de ERK1/2 dans le cytosol (Formstecher, E, 2001). Dans un modèle 

murin déficient pour PEA-15, nous avons montré que l’absence de PEA-15 favorisait la 

localisation nucléaire de ERK1/2 dans les lymphocytes T, et leur différenciation vers un 
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phénotype Th17 (Kerbrat S, 2015). Dans le présent travail, nous avons analysé l’expression de 

PEA-15 dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ exposés ou non au CFC. 

Les résultats obtenus ne montrent pas de défaut de l’expression de PEA-15 dans les Th17 

permettant d’expliquer les différences d’activation ou de localisation de ERK1/2 observées 

dans ces cellules en réponse à l’exposition au CFC. Néanmoins, les fonctions de la protéine 

PEA-15 sont régulées par sa phosphorylation par la Protéine kinase C (PKC, Ser104) et par la 

CamKII ou la kinase Akt (Ser116) (Araujo H, 1993). PEA-15 pourrait donc subir des 

modifications post-traductionnelles lors de l’exposition au CFC qui inhiberaient sa faculté à 

réguler la localisation d’ERK1/2 et nous n’avons pas analysé ce paramètre. Enfin d’autres 

molécules pourraient moduler la localisation de ERK1/2. En effet, en conditions normales, 

l’export nucléaire de ERK1/2 est inhibé par MEK (Fukuda M, 1997), par son association au 

réseau de microtubules (Reszka AA, 1995) ou par les phosphatases qui régulent sa 

déphosphorylation comme MKP3 (Karlsson M, 2004). 

A ce stade, nos résultats ne permettent pas d’expliquer pourquoi l’activation de ERK1/2 est plus 

importante dans les Th17 en réponse à une exposition au CFC, et inductrice d’un phénotype 

sénescent dans ces cellules.  

 

B. Origine des ERO dans les lymphocytes T CD4+ exposés au CFC. 

 

Les résultats obtenus jusqu’ici montrent clairement une participation des ERO dans l’induction 

de la phosphorylation de ERK1/2 et sa translocation nucléaire dans les Th17, et dans 

l’expression de p16INK4a en réponse à une exposition au CFC. Des niveaux d’ERO plus 

importants dans les Th17 pourraient expliquer la plus grande susceptibilité de ces lymphocytes 

à la sénescence induite par l’exposition à la fumée de cigarette. Cependant, l’inhibition de 

l’activation de ERK1/2 et de l’expression de p16INK4a par un prétraitement par la NAC n’est 

que partielle ce qui suggère que les ERO présents dans la cellule lors de l’exposition au CFC, 

ne sont pas seuls responsables de ces 2 phénomènes. Nous avons donc analysé les niveaux 

d’ERO des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ avant et après exposition au 

CFC, et testé l’effet de différents inhibiteurs pharmacologiques de la production d’ERO sur 

leurs taux. 

Cette analyse a été réalisée sur une fraction enrichie en lymphocytes T CD4+ totaux obtenus 

par une procédure de tri immunomagnétique. Nous avons fait ce choix méthodologique car il a 

été montré que les cellules d’origine myéloïde, issues de PBMC totaux, produisent des quantités 
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d’H2O2, nettement supérieures à celles produites par les populations lymphocytaires (Thoren 

FB, 2007). L’analyse des taux d’ERO faite sur des PBMC totaux se rapprocherait plus des 

conditions physiologiques, mais il serait alors impossible de déduire l’effet direct de la fumée 

de cigarette sur les sous-populations de lymphocytes T CD4+. En effet, le CFC peut agir 

directement sur la production d’ERO, de cytokines et de chimiokines par les cellules 

monocytaires, ce qui pourrait majorer ou diminuer les effets du CFC sur les lymphocytes T.  

Nous avons tout d’abord analysé le niveau basal (en absence d’exposition au CFC) d’ERO dans 

les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ quiescents à l’aide de trois sondes, 

DHE et MitoSox, et DCFDA. Les sondes DHE et MitoSox sont communément utilisées pour 

détecter la production d’O2
- respectivement intracellulaire et mitochondriale. Cependant, le 

DHE et le MitoSox réagissent tous deux avec les ERO pour former deux composés fluorescents. 

Un de ces composés, le 2-hydroxyethidium (2-OH-E+) se forme spécifiquement en présence 

d’O2
-. Un autre composé, l’éthidium (E+) se forme en présence d’autres oxydants tels que 

ONOO-, HO et H2O2. De plus, le DHE peut être directement hydroxylé par le cytochrome 

P450, ou d’autres protéines ayant une activité enzymatique proche comme le cytochrome C, 

pour former le 2-OH-E+. Les fluorescences produites par ces deux produits, 2-OH-E+ et E+ 

peuvent se superposer et nécessitent le recours à des technologies telles que l’HPLC pour une 

distinction optimale. De plus, dans le cas où la présence de cellules apoptotiques est avérée, 

l’activité du cytochrome C peut être excessive et produire une hydroxylation non spécifique du 

DHE (revue dans Hua Cai, 2007). Dans les résultats présentés ici, la forte mortalité des Tregs 

pourrait donc produire une hydroxylation non spécifique et masquer les réelles différences de 

production intracellulaire globale d’O2
- entre Tregs et lymphocytes T CD4+ conventionnels 

totaux. Les mesures en cytométrie en flux à l’aide de la sonde DHE donnent donc plus une 

indication semi-quantitative de la production d’O2
- intracellulaire, et doivent donc être 

interprétée avec prudence. L’utilisation du MitoSox permet de minimiser l’interférence de la 

fluorescence produite par le E+, par le changement de la longueur d’onde d’excitation du 

MitoSox de 480 nm à 405 nm. Ceci a pour effet de réduire significativement l’intensité 

d’émission du E+ par rapport à celle du 2-OH-E+ (revue dans Kalyanaraman B, 2011 & 

Griendling KK, 2016). Les résultats obtenus ici à l’aide de la sonde MitoSox confirment les 

résultats obtenus avec la sonde DHE qui montrent une production d’O2
- en condition basale 

comparable dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+. De plus, les résultats 

obtenus ici à l’aide de la sonde MitoSox suggèrent l’origine mitochondriale de cette production 

d’O2
-. L’exposition au CFC tend à augmenter cette production d’O2

- mitochondrial, en accord 
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avec les résultats de Devadas qui teste l’effet d’une stimulation par un anticorps anti-CD3 

(Devadas S, 2002) ; les productions des différentes sous-populations restent comparables. En 

condition basale comme en réponse à une exposition au CFC, la production mitochondriale 

d’O2
- ne permet pas d’expliquer les différences d’effet de l’exposition au CFC observées dans 

les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+. 

En revanche, les résultats obtenus avec la sonde DCFDA montrent qu’en condition basale, 

l’oxydation de la sonde DCFDA est plus importante dans les Th17. Cette différence de taux 

d’oxydation de la sonde DCFDA plus importante dans les Th17 est maintenue lors de 

l’augmentation du marquage de la sonde après exposition au CFC et dépendante de la dose de 

CFC. La sonde DCFDA est communément utilisée pour détecter la production intracellulaire 

d’H2O2, un stress oxydant cellulaire, ou étudier la signalisation redox médiée par le fer. 

Néanmoins, cette sonde ne réagit pas directement avec l’H2O2. Le DCFH réagit avec les 

radicaux hydroxyles (HO), les composés formés par l’interaction entre les peroxydases avec 

H2O2, NO2
, l’acide hypochloreux (HOCl) et les espèces réactives résultant de la décomposition 

du radical peroxynitrite (ONOO-/ONOOH). Le cytochrome C relargué par les mitochondries 

dans les cellules apoptotiques peut également oxyder cette sonde. Enfin, les métaux comme le 

Fe++ en présence d’O2 ou d’H2O2 peuvent conduire à une oxydation du DCFH. Les résultats 

obtenus doivent donc être interprétés prudemment. Compte tenu de ces limitations, la sonde 

DCFDA mesure donc la génération d’oxydants et de radicaux peroxynitrites cellulaires (revue 

dans Kalyanaraman B, 2011 & Griendling KK, 2016). Enfin, des travaux ont montré en 

analysant la fluorescence du DCF en microscopie que celui-ci se répartit dans le cytoplasme et 

dans l’espace intermembranaire mitochondrial. Dans le cytoplasme le DCF génère une 

fluorescence faible en comparaison de la fluorescence provenant de la mitochondrie. Cette 

différence, résulte de la production basale normale d’H2O2 par la mitochondrie (Karlsson M, 

2010). En effet, dans la chaîne respiratoire, la réduction partielle de l’oxygène aboutit à la 

formation d’O2
- convertis en H2O2 par la superoxyde dismutase mitochondriale (Han D, 2003, 

Muller FL, 2004, Murphy MP, 2009). Dans notre modèle nous pouvons donc supposer que 

l’H2O2 d’origine mitochondriale contribue à l’oxydation de la sonde DCFDA.  

Pour préciser la contribution de l’H2O2 d’origine mitochondriale à l’oxydation de la sonde 

DCFDA, nous avons analysé la production d’ERO dans les différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+ en condition basale et en réponse à une exposition au CFC, en présence 

de différents traitements antioxydants. L’effet limité du prétraitement par la NAC, utilisé ici 

comme un piégeur de HO et H2O2, suggèrent que les ERO contenues dans le CFC ou déjà 
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présentes dans la cellule ne sont que partiellement responsables de l’augmentation des taux 

d’ERO dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ exposés au CFC, et que 

l’augmentation de la production d’ERO observée lors d’une exposition au CFC est liée à une 

production endogène d’ERO. 

La chaîne respiratoire mitochondriale est une source significative d’ERO dans les lymphocytes 

T (Sena LA, 2013). De plus, dans d’autres modèles cellulaires (cardiomyocytes), en réponse à 

une exposition aux ERO, la mitochondrie peut réagir en produisant à son tour des ERO (Zorov 

DB, 2000). La diminution (et non pas l’augmentation attendue en cas de rôle du complexe III) 

de la production basale d’ERO ou stimulée par l’exposition au CFC, en présence d’un inhibiteur 

du complexe III de la chaîne respiratoire mitochondriale (antimycine), ou de la combinaison de 

l’antimycine avec un inhibiteur du complexe I (roténone), suggère que la production d’ERO au 

niveau du complexe III ne contribue que partiellement à l’oxydation de la sonde DCFDA (pour 

revue Turrens JF, 1997) dans des cellules T quiescentes, contrairement à ce qui a été montré 

par Sena LA et coll. (Sena LA, 2013) en réponse à une stimulation du TCR/CD3 mimant une 

activation spécifique d’antigène. De plus, le prétraitement par ces inhibiteurs mitochondriaux, 

antimycine +/- roténone, ne modifie pas les différences d’oxydation de la sonde DCFDA 

observées à l’état basal entre les différentes sous-populations cellulaires. L’effet inhibiteur de 

l’agent découplant FCCP sur l’oxydation de la sonde DCFDA confirme cependant la 

contribution d’ERO mitochondriales à l’oxydation de la sonde DCFDA. De plus, le fait que ce 

prétraitement supprime la différence de taux basal d’H2O2 entre Th17 et « non-Th17 » suggère 

que les Th17 ont une activité mitochondriale plus importante que les « non-Th17 ». Ce résultat 

contraste avec l’absence de différence d’oxydation de la sonde MitoSOX entre les sous-

populations à l’état basal et en présence de CFC. La présence d’une autre enzyme productrice 

d’H2O2, externe à la chaîne respiratoire, NOX 4, a été décrite dans les mitochondries de 

cardiomyocytes à proximité de l’ATP synthase (Kuroda J, 2010) et produit de l’H2O2 et non 

pas de l’anion superoxyde (Graham KA, 2010). La présence et l’expression plus importante de 

cette enzyme dans la mitochondrie des lymphocytes Th17 n’est à notre connaissance pas décrite 

mais permettrait d’expliquer la différence observée entre la production d’origine 

mitochondriale d’O2
•- évaluée par MitoSox, et d’H2O2 évaluée par DCFDA. Il a déjà été montré 

que l’exposition au CFC à des doses comparables à celles utilisées dans notre étude induit une 

augmentation de la production d’ERO dans les lymphocytes T totaux (Hernandez CP, 2013). 

Nos résultats confirment cette observation, et montrent de plus, que, la mitochondrie contribue 

à la production d’ERO de façon plus importante dans les Th17 que dans les autres sous-

populations de lymphocytes T CD4+. 
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Ces niveaux d’ERO plus importants dans les Th17 ne peuvent pas être expliqués par un défaut 

de la réponse antioxydante dans les Th17. Nous avons en effet analysé, en parallèle de ce travail, 

en RT-qPCR l’expression des différents composants du système antioxydant Nrf2 et de 

différents gènes antioxydants cibles du système Nrf2 (cf annexe Fig A.2 & A.3). Les résultats 

obtenus ne mettent pas en évidence de défaut d’expression ou de modulation particulière des 

différents composants du système Nrf2 dans les Th17 en comparaison des autres sous-

populations de lymphocytes T CD4+ en absence de stimulation ou en réponse à une exposition 

au CFC. Au contraire, nous observons une induction significative de NQO1, une enzyme anti-

oxydante dont la transcription est dépendante de l’activité de Nrf2 (Li N, 2004), dans les Th17, 

suggérant une réponse antioxydante proficiente, et adaptée au taux d’ERO plus important dans 

ces cellules. 

Par ailleurs, des résultats obtenus parallèlement à ce travail (cf annexe Fig A.4) confirment 

l’expression plus importante dans les Th17 de l’Il4I1, une L-amino -oxydase dont l’activité 

génère de l’H2O2 par dégradation de l’acide aminé L-phénylalanine, (Boulland ML, 2007, 

Carbonnelle-Puscian, 2009, Cousin C, 2015). Il a été décrit que l’IL4I1 exprimée dans les Th17 

serait à l’origine de leur incapacité à proliférer en réponse à une stimulation du TCR (Santarlasci 

V, 2012). Nos résultats ne mettent pas en évidence une augmentation de l’expression de cet 

enzyme en réponse à une exposition au CFC ce qui suggère que la production d’H2O2 par cette 

enzyme ne peut pas expliquer les niveaux d’ERO plus importants dans les Th17 après 

exposition au CFC. En revanche, cette production plus importante d’H2O2 dans les Th17 en 

condition basale pourrait contribuer à induire un état de « préactivation » de ERK1/2 (ou à 

abaisser le seuil d’activation de ERK1/2) dans ces cellules, ce qui expliquerait les résultats de 

Santarlasci V et coll. montrant que les Th17 stimulés par un anticorps CD28 seul, en l’absence 

de stimulation de TCR/CD3, produisent de l’IL-17 ainsi que de l’IL-8 (Santarlasci V, 2012). 

Dans ces cellules, la stimulation de ERK1/2 dépendante de CD28 seul (Janardhan SV, 2001) 

serait suffisante ainsi pour induire la production des deux cytokines. 

Enfin, il récemment été montré que la fumée de cigarette altère l’homéostasie du fer et provoque 

son accumulation dans les cellules, dont les macrophages. Une augmentation de la 

concentration en Fe++ mitochondriale peut provoquer une augmentation de la production de 

radicaux hydroxyles à l’origine d’une inflammation et d’un stress oxydant contribuant à la 

pathogénèse de la BPCO. Cette augmentation implique la protéine IRP2 (iron-responsive 

element-binding protein 2) (Cloonan SM, 2015). Les modèles murins déficients pour cette 

protéine sont protégés contre la BPCO induite par l’exposition à la fumée de cigarette. IRP2 est 

à l’origine d’une augmentation de la charge en Fe++ mitochondriale et des niveaux de 
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cytochrome C oxydase. Le Fe++ en présence d’O2 ou d’H2O2 peut conduire à une oxydation du 

DCFH. Nous pourrions donc supposer que l’oxydation de la sonde DCFH plus importante dans 

les Th17 est liée à une accumulation de Fe++ plus importante en raison d’une expression plus 

importante de IRP2 dans ces cellules. 

 

C. Effet des traitements antioxydants sur l’expression de p16INK4a  

 

Comme nous l’avons dit précédemment, nous avons donc choisi comme critère d’évaluation de 

la sénescence l’analyse de l’expression de p16INK4a en immunocytofluorescence. Les résultats 

obtenus montrant un effet inhibiteur modéré du prétraitement par la NAC sur l’augmentation 

de l’expression de p16INK4a induite par l’exposition au CFC sont en accord avec l’effet de la 

NAC sur l’oxydation de la sonde DCFDA dans les mêmes conditions, et confirment la 

contribution partielle des ERO à l’expression plus élevée de p16INK4a, et par extension à 

l’induction de la sénescence des Th17. En revanche, nos résultats montrent que le prétraitement 

par l’antimycine ou le FCCP permet de prévenir totalement la sur-expression de p16INK4a induite 

par l’exposition au CFC dans les lymphocytes Th17 quiescents. Ces résultats contrastent avec 

l’absence d’effet stimulant attendu de l’antimycine sur l’oxydation de la sonde DCFDA, et 

suggèrent que l’activité mitochondriale qui est inhibée de façon similaire par l’antimycine et 

par le FCCP, à savoir la production d’ATP, contribue à cette augmentation de l’expression de 

p16INK4a. 

 

D. Rôle des ERO mitochondriales dans l’activation de la voie ERK1/2. 

 

Récemment il a été montré que les ERO d’origines mitochondriales jouent un rôle important 

dans l’activation de différentes voies de signalisation sensibles aux ERO (NFAT et NF-B) 

(Kaminski MM, 2012, Sena LA 2013). Nous avons émis l’hypothèse que les ERO 

mitochondriales pourraient également être impliquées dans l’activation de ERK1/2. 

Nous montrons à l’aide d’un prétraitement par le FCCP que l’activité mitochondriale, 

indépendamment de la production d’ERO contribue à la phosphorylation de ERK1/2 et de sa 

translocation nucléaire plus importantes dans les lymphocytes Th17 quiescents. Ces résultats 

sont cohérents avec ceux obtenus par Sena LA et coll sur des lymphocytes T CD4+ totaux qui 

montraient que l’absence d’ERO mitochondriales produites par le complexe III en réponse à 

une stimulation par des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 était sans effet sur l’activation de 
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ERK1/2 et n’affectait pas la viabilité cellulaire (Sena LA, 2013). De plus, l’inhibition de la 

phosphorylation de ERK1/2 dans les 3 sous-populations lymphocytaires par le prétraitement 

par le FCCP suggère que l’activation de la voie ERK1/2 dépend du métabolisme mitochondrial 

via la production d’ATP, et que l’exposition au CFC stimule ce métabolisme comme déjà 

montré dans les cellules épithéliales alvéolaires (Ballweg K, 2014). Les niveaux d’ERO générés 

par un métabolisme mitochondrial basal plus actif ou de façon extramitochondriale, dans les 

Th17 quiescents pourraient contribuer à un état de « pré-activation » de ERK1/2 permettant 

ensuite l’expression de p16INK4a plus importante dans ces cellules après exposition au CFC.   
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IV. Conclusion générale et perspectives. 
 

Dans ce travail nous montrons pour la première fois que les lymphocytes CD4+ CCR6+ Th17 

quiescents de donneurs volontaires sains présentent une susceptibilité particulière à la 

sénescence induite par une exposition unique au CFC, et une production plus importante de la 

cytokine pro-inflammatoire IL-8. 

Cette plus grande susceptibilité à la sénescence est liée à un niveau basal d’ERO plus important 

dans les Th17 CCR6+ en comparaison des lymphocytes CD4+ CCR6- « non Th17 » et des Tregs. 

L’expression plus importante de l’IL4I1 dans les Th17 et/ou des niveaux d’ERO liés à un 

métabolisme mitochondrial basal plus important ou à la présence d’autres enzymes productrices 

d’ERO dans la mitochondrie, pourraient expliquer le niveau d’ERO plus important observé 

dans les Th17. 

La plus grande susceptibilité à la sénescence des Th17 semble également liée à une mobilisation 

particulière de la voie de signalisation ERK1/2 et à un métabolisme mitochondrial plus 

important. Nos résultats montrent clairement qu’en réponse à une exposition au CFC, ERK1/2 

est phosphorylée dans toutes les sous-populations de lymphocytes T CD4+, mais ne présente 

une translocation nucléaire que dans les Th17, ce qui pourrait être à l’origine d’un programme 

transcriptionnel particulier dans ces cellules. Nous montrons ainsi que cette voie de 

signalisation contribue à l’expression de p16INK4a plus importante dans les lymphocytes Th17. 

De plus, nous montrons pour la première fois que le découplage modéré de la chaîne respiratoire 

et de la production mitochondriale d’ATP pourrait être une stratégie thérapeutique anti-

inflammatoire dans le traitement des maladies inflammatoires chroniques impliquant les 

lymphocytes T CD4+ Th17. 

Dans les lymphocytes T, la régulation du métabolisme de la glutamine a été associée à la voie 

des MAPKs ERK1/2 (Carr EL, 2010). Par ailleurs, la protéine UCP2 de couplage de la 

respiration mitochondriale et de la production mitochondriale d’ATP a été associée à la 

régulation du catabolisme de la glutamine dans les macrophages (Nübel T, 2008). Compte-tenu 

de l’effet inhibiteur de l’agent découplant FCCP sur la surexpression de p16INK4a, des 

expériences destinées à mesurer le profil métabolique et la production d’ERO, à l’aide de la 

technologie SeaHorse, permettront d’évaluer les différences de métabolisme dans les 

différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ en réponse à une exposition au CFC. Il 

serait également intéressant d’analyser l’effet d’inhibiteurs du métabolisme de la glutamine 

(Nübel T, 2008) sur l’induction de l’expression de p16INK4a en réponse à l’exposition au CFC, 

pour déterminer si les Th17 quiescents ont un métabolisme basal plus actif de la glutamine en 
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comparaison des autres sous-populations de lymphocytes T CD4+. De plus, le rôle des 

différences de métabolisme mitochondrial entre les Th17 et les autres sous-populations de 

lymphocytes T CD4+, pourra être évalué par l’utilisation d’un autre agent découplant de la 

chaîne respiratoire mitochondriale, le DNP. Le DNP a déjà été utilisé chez l’homme dans des 

régimes à visée amaigrissante car il est connu pour augmenter le catabolisme du glucose et des 

acides gras (Khayat ZA, 1998). 

L’apport d’un modèle murin déficient pour l’IL4I1, disponible sur le site de l’IMRB, permettra 

de préciser, d’une part si cet enzyme est bien responsable de la plus importante production 

d’ERO dans les Th17 en condition basale et/ou en réponse à une exposition au CFC ; et, d’autre 

part, le rôle potentiel des ERO produites par cet enzyme sur le seuil d’activation de la voie 

ERK1/2 plus bas dans les Th17 en réponse à une exposition à la fumée de cigarette. 

La fumée de cigarette contient de la nicotine. Les lymphocytes T expriment à leur surface des 

récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine (nAChRs), qui sont des canaux cationiques 

principalement au sodium. Ces récepteurs peuvent également être présents à la surface des 

mitochondries (Gergalova G, 2012), mais il n’existe pas de données sur une expression 

différentielle de ces récepteurs sur les mitochondries des différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+. L’afflux de sodium provoqué par la liaison de la nicotine sur ces 

récepteurs pourrait contribuer à l’induction d’un phénotype pro-inflammatoire des Th17 via la 

stimulation de la kinase sensible au sodium SGK1 (serum/glucocorticoïd-regulated kinase1) 

dont l’activation a été récemment associée à l’augmentation du sodium intracellulaire et à 

l’induction de Th17 pathogènes (Kleinewietfeld M, 2013, Wu C, 2013). L’effet d’inhibiteurs 

ou d’agonistes des récepteurs nicotiniques sur l’induction du phénotype sénescent des Th17 par 

l’exposition au CFC pourra être exploré. 

A moyen terme, la pertinence des résultats obtenus pourrait être évaluée chez des patients 

atteints de BPCO en comparaison de sujets fumeurs asymptomatiques et non-fumeurs. En effet, 

les paramètres analysés dans ce travail pourraient être majorés chez les patients atteints de 

BPCO en comparaison des sujets sains fumeurs et non-fumeurs. Sur des coupes de poumons de 

patients fumeurs ou non-fumeurs, avec ou sans BPCO, la co-expression de p16INK4a, IL-8, IL-

17 & CD3 sera analysée. Dans des prélèvements sanguins de fumeurs avec et sans BPCO, nous 

analyserons le pourcentage de lymphocytes T CD4+ CCR6+ IL-8+, exprimant fortement 

p16INK4a, par rapport aux autres sous-populations de lymphocytes T CD4+, en comparaison avec 

les résultats obtenus chez des donneurs volontaires sains. 
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I. Caractérisation des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

auxiliaires et expression du marqueur CCR6 à la surface des PBMCs de 

donneurs volontaires sains. 
 

 

Le marqueur CCR6 est principalement exprimé à la surface des cellules T mémoires, sur 

certains nTreg, sur les lymphocytes B, certaines cellules dendritiques et cellules de Langerhans. 

CCR6 via son ligand CCL20 est impliqué dans le recrutement tissulaire des cellules. Les Th17 

sont des lymphocytes T CD4+ effecteurs mémoires sécrétant de l’IL-17A comprises dans une 

population exprimant le marqueur CD161 et sont pour la plus grande partie d’entre eux CCR6+. 

Au contraire, les lymphocytes Th1 n’expriment par le marqueur CCR6.  

Les données acquises au cours de ce projet confirment que CCR6 est majoritairement exprimé 

sur les lymphocytes, et au sein de ces lymphocytes, sur les lymphocytes T CD4+ CD45RO+ 

CD25- CD127+ (Fig.A1). 

 

 

Fig. A 1. Fréquence des cellules exprimant le marqueur CCR6 au sein des PBMCs de donneurs 
volontaires sains. 

Les différentes sous-populations cellulaires contenues dans les PBMCs de donneurs volontaires 

sains ont été identifiées par cytométrie en flux selon les paramètres taille/structure et 

l’expression de différents marqueurs membranaires (n=12). 
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II. Réponse antioxydante dépendante de Nrf2 et expression du gène codant 

pour l’IL4I1 dans les différentes sous-populations de lymphocytes CD4+ 

exposées à la fumée de cigarette. 
 

A. Réponse anti-oxydante dépendante de Nrf2 des différentes sous-

populations de lymphocytes CD4+ exposées à la fumée de cigarette. 

 

La fumée de cigarette est une source importante d’oxydants. En réponse à une exposition à ces 

oxydants, les cellules mettent en place une réponse anti-oxydante. Celle-ci peut-être non 

enzymatique (système du glutathion par exemple), ou induire une activation de la réponse anti-

oxydante dépendante de Nrf2. L’activation du système Nrf2 permet ensuite d’induire la 

transcription de gènes anti-oxydants. Les niveaux d’ERO plus importants dans les Th17 

comparativement aux Tregs et « non Th17 », en absence de stimulation ou après exposition au 

CFC laissent supposer que la réponse anti-oxydante dans les Th17 pourrait être déficiente. 

Nous avons donc analysé en RT-qPCR l’expression des différents composants du système anti-

oxydant Nrf2. Les résultats obtenus ne montrent pas de défaut de l’expression des gènes codant 

pour Nrf2, KEAP1, Dj1 et BACH1 dans les différentes sous-populations de lymphocytes T 

CD4+ en absence de stimulation, ni de défaut de l’induction de ces gènes en réponse à une 

exposition au CFC (Fig. A2). Néanmoins, dans les Th17, en réponse à l’exposition au CFC, 

nous observons une augmentation de la transcription du gène codant pour ATF3 (Fig. R5 C.). 

ATF3 est à la fois un répresseur de la fixation de Nrf2 sur les séquences ARE (« antioxidant 

responsive element ») inhibant ainsi la transcription de gènes antioxydants (Brown SL, 2008), 

et peut-être dans d’autres modèles cellulaires comme les astrocytes rapidement induit en 

réponse à différents stress. De plus la transcription de ATF3 est sous la dépendance de Nrf2 

(Kim KH, 2010). 
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Fig. A 2. Expression des gènes codant pour les différents membres du système anti-oxydant 
Nrf2 après exposition au CFC. 

L’expression relative des gènes codants pour les différents éléments du système antioxydant 
Nrf2 a été quantifiée par PCR quantitative dans les différentes sous-populations de 
lymphocytes T CD4+ isolés à partir de cônes de cytaphérèse de donneurs anonymes sains par 
tri cellulaire et exposés ou non à 5% de CFC 48H. Les données présentées montrent les 
moyennes +/-SEM de 5 expériences. 
 

Nous avons ensuite analysé l’expression de différents gènes antioxydants cibles du système 

Nrf2. Les résultats obtenus (Fig. A3) ne montrent pas de défaut d’expression de la GPx1, 

impliquée dans la détoxification contre l’H2O2, et de la GCLM, une enzyme limitante dans la 

synthèse du glutathion, en absence de stimulation comme en réponse à l’exposition au CFC. 

Dans les Tregs, on observe une augmentation significative de la transcription de GCLM en 

réponse à l’exposition au CFC, mais le niveau d’expression de ce gène est comparable dans les 

différentes sous-populations étudiées dans cette même condition. 

La Trx est une enzyme antioxydante capable de piéger les ERO et de faciliter la réduction 

d’autres protéines ou d’enzymes métabolisant l’H2O2 par des mécanismes d’échanges cystéine 

thiol-disulfure. Les TrxRD1 et 2 ont pour rôle de réduire la Trx Nos résultats ne montrent pas 

de défaut d’expression de Trx, TrxRD1 et 2 en absence de stimulation ou lors d’une exposition 

au CFC dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+. En réponse à une 

exposition au CFC, nous observons une tendance à une augmentation de l’expression des 3 

enzymes dans les Th17 et « non Th17 ». De plus, nos résultats montrent une augmentation 
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significative de l’expression de TrxRD1 dans les Tregs exposés au CFC et vont dans le sens 

des résultats obtenus par Mougiakakos (Mougiakakos D, 2011) qui montrent que les Tregs sont 

protégés contre le stress oxydant grâce à un métabolisme de la thiorédoxine plus important. 

Nous observons une tendance à une moindre expression de l’enzyme antioxydante HO1 dans 

les Th17 et « non Th17 » par rapport aux Tregs. L’exposition à la fumée de cigarette ne modifie 

pas l’expression de ce gène dans les Th17, et induit une tendance à l’augmentation de son 

expression dans les « non Th17 ». 

Nous ne montrons pas de défaut d’expression du gène codant pour la catalase en absence de 

stimulation et après exposition au CFC. Nous n’observons pas de modulation lors de 

l’exposition au CFC. 

En absence de stimulation, l’expression de NQO1 est comparable dans les différentes sous-

populations de lymphocytes T CD4+. L’exposition provoque une augmentation de l’expression 

de cet enzyme dans les trois sous-populations mais cette augmentation n’est significative que 

dans les Th17. Outre sa fonction antioxydante, NQO1 est impliqué dans la protection de p53 

contre la dégradation indépendante de l’ubiquitination en participant à sa stabilisation (Ross D, 

2004) et pourrait participer à l’arrêt du cycle cellulaire des cellules Th17 exposées à la fumée 

de cigarette. 

Enfin, nous n’observons pas de défaut d’expression des SOD1, présente dans le cytosol et 

l’espace intermembranaire mitochondrial, et SOD2 mitochondriale, responsables de la 

dismutation de l’O2
- en H2O2 et O2, en absence de stimulation et en réponse à l’exposition au 

CFC. De plus, nous n’observons pas de modification de l’expression des gènes codants pour 

les SOD1 et 2 en réponse à l’exposition au CFC. 

Au final, cette analyse en RT-qPCR des différents composants du système anti-oxydant Nrf2 

et des gènes antioxydants cibles de ce système permet de confirmer la meilleure résistance des 

Tregs aux agressions oxydantes via une expression plus importante des enzymes du système 

thiorédoxine. En revanche, nous ne montrons pas de défaut majeur d’expression des gènes 

antioxydants dans les Th17 qui pourrait expliquer les différences de niveaux d’expression des 

ERO dans ces cellules en absence de stimulation et après exposition à la fumée de cigarette. Au 

contraire, l’expression plus importante des gènes codants pour ATF3 et NQO1 vont dans le 

sens d’une réponse antioxydante adaptée de ces cellules lors de l’exposition au CFC, tout en 

participant à l’arrêt du cycle cellulaire compatible avec un phénotype sénescent. Néanmoins, 

ces résultats sont à interpréter avec précaution car la plupart des protéines évoquées ici font 

l’objet de modifications et d’une régulation post-traductionnelle. De plus l’expression en ARN 

n’augure pas de l’activité enzymatique de ces différentes protéines. 
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Fig. A 3. Analyse de la réponse antioxydante dépendante de Nrf2 après exposition au CFC 
dans les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+. 

L’expression relative de gènes codants pour des enzymes antioxydantes régulées par le 

système Nrf2 a été quantifié par PCR quantitative dans les différentes sous-populations de 
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lymphocytes T CD4+ isolés à partir de cônes de cytaphérèse de donneurs anonymes sains par 

tri cellulaire et exposés ou non à 5% de CFC 48H. Les données présentées montrent les 

moyennes +/-SEM de 5 expériences. * p<0,05, Mann-Whitney U. 

 

B. Expression du gène IL4I1 dans les différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+. 

 

Les résultats obtenus jusqu’ici ne permettent pas d’expliquer les niveaux d’ERO plus 

importants dans les Th17 comparativement aux autres sous-populations de lymphocytes T 

CD4+, en absence de stimulation comme en réponse à une exposition au CFC. Récemment, 

l’équipe de Boulland ML a montré que l’IL4I1 déamine la phénylalanine en phénylpyruvate et 

produit de l’ammonium et du H2O2 (Boulland ML, 2007), et le travail de Santarlasci a montré 

que l’IL4I1 est surexprimée dans les Th17 et pourrait être utilisé comme un marqueur 

caractéristique de ces cellules. De plus, cette enzyme diminue l’expression de la chaine  du CD3 

via la production d’H2O2 et est responsable des anomalies de prolifération des Th17 après une 

stimulation par des anticorps anti-CD3/CD28, et explique en partie leur faible proportion dans les 

sites inflammatoires (Santarlasci V, 2012). 

L’analyse en RT-qPCR de l’expression de l’IL4I1 dans les différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+ (Fig. A4) montre que cette enzyme n’est pas exprimée dans les Tregs et 

exprimée à un niveau faible (proche des limites de détection) dans les « non Th17 ». Elle est en 

revanche fortement exprimée dans les Th17, et les résultats obtenus ne permettent pas de conclure 

à une modulation de l’expression de cet enzyme en réponse à une exposition au CFC, mais 

pourraient contribuer à expliquer les niveaux d’ERO plus importants dans les Th17. 

 

 
Fig. A 4. Analyse de l’expression de la L-phenylalanine oxydase IL4I1 dans les différentes 
sous-populations de lymphocytes T CD4+ en absence de stimulation et après exposition à 5% 
de CFC. 

L’expression relative du gène codant pour l’IL4I1 a été quantifié par PCR quantitative dans les 

différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ isolés à partir de cônes de cytaphérèse de 
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donneurs anonymes sains par tri cellulaire et exposés ou non à 5% de CFC 48H. Les données 

présentées montrent les moyennes +/-SEM de 5 expériences. * p<0,05, Mann-Whitney U. 

 

C. Séquences des primers utilisés. 

 

 

NOM 

 

SeqRef(S) 

des différents 

isoformes 

 
SEQUENCES DES PRIMERS 

(5’-3’) 

TAILLE DES 

AMPLICONS 

(pbs) 

 

SF3A1 NM_005877 

NM_001005409 

 

Sens 

Anti sens 

TGCAGGATAAGACGGAATGGAA

ACTGA 

GTAGTAAGCCAGTGAGTTGGAAT

CTTTG 

 

179 

 

BACH1 

 

NM_001186 

NM_206866 

NM_001011545 

Sens 

Anti sens 

GAGGTAAAACTGCCATTCAATGC 

CGCTGTGCAGCAATTCTGTT 

 

152 

CAT 

 

NM_001752 

 

Sens 

Anti sens 

GAACGTGCTGAATGAGGAACAG 

GCACAGATGGCGGCTATCA 

 

90 

DJ1 

 

NM_007262 

NM_001123377 

 

Sens 

Anti sens 

GGGCGCACAGAATTTATCTGA 

GCACAGATGGCGGCTATCA 

 

90 

IL4I1 

 

NM_152899 

 

Sens 

Anti sens 

TGTCACCAAGAGCTGGAGACAC 

GGGCTTCAGGGTCCGATT 

 

217 

GCLM 

 

NM_002061 

 

Sens 

Anti sens 

CAGATTTGACTGCATTTGCTAAA

CA 

AGAGCTTCTTGGAAACTTGCTTC

A 

 

97 

GPX1 NM_000581 

 

Sens 

Anti sens 

CCCGTGCAACCAGTTTGG 

GCATGAAGTTGGGCTCGAA 

 

104 

GPX2 

 

NM_002083 

 

Sens 

Anti sens 

CCCACCCCTCTAATAGGCTCAT 

GCCCCGGAACGTATTGAAAT 

 

150 

HO1 

 

NM_002133 

 

Sens 

Anti sens 

ACTGCGTTCCTGCTCAACATC 

AGTGTAAGGACCCATCGGAGAA 

 

209 

KEAP1 

 

NM_203500 

NM_012289 

 

Sens 

Anti sens 

GGGAGTACATCTACATGCATTTT

GG 

GTCGTCCCGGCTGATGAG 

 

98 

NQO1 

 

NM_000903 

NM_001025433 

NM_001025434 

Sens 

Anti sens 

CAGCTCACCGAGAGCCTAGTTC 

GCCAGTACGATCAGTGCTCTTCT 

 

117 

Nrf-2 

 

NM_006164 

NM_001145412 

 

Sens 

Anti sens 

GCCCACATTCCCAAATCAGA 

CGTAGCCGAAGAAACCTCATTG 

 

102 

SOD1 

 

NM_000454 

 

Sens 

Anti sens 

GCACACTGGTGGTCCATGAA 

CACCACAAGCCAAACGACTTC 

 

99 

SOD2 

 

NM_000636 

NM_001024465 

NM_001024466 

Sens 

Anti sens 

TGGTGTCCAAGGCTCAGGTT 

TAAGCGTGCTCCCACACATC 

 

147 
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TXN 

 

NM_003329 

 

Sens 

Anti sens 

AAGCCTTTCTTTCATTCCCTCTCT 

CCCACCTTTTGTCCCTTCTTAA 

 

146 

TXNRD1 

 

NM_003330 

NM_182729 

NM_182742 

NM_182743 

NM_001093771 

Sens 

Anti sens 

CGGTGATGCTGGCAATAGG 

GGAACCTGCATAGAGCCTCTGA 

 

227 

TXNRD2 NM_006440.3 

 

Sens 

Anti sens 

GCAGGCGAAGTTACTCAAGGA 

CTCAGAGCATGTGGGATGGA 

 

99 

TXNRD3 NM_052883.1 

 

Sens 

Anti sens 

TTGTTCTGGCCTCTTGAATGG 

ACCTCACCGGCGTTTGGT 
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Table A 1. Liste des amorces nucléotidiques utilisées pour l’analyse de la réponse anti-
oxydante des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ exposés ou non au 
condensat de fumée de cigarette. 

Les couples de « primers » sont déterminés à partir des banques de données génomiques 
(GenBank, NCBI, Ensembl), et en particulier à partir de séquences de référence correspondant 
à l’ARN du gène d’intérêt et à ses différents isoformes (séquences annotées NM dans la banque 
de données). Pour un gène donné, le nombre d’isoforme existant peut être important. 
L’analyse préalable des publications scientifiques existantes est essentielle afin de bien 
identifier le gène d’intérêt et ses isoformes potentielles, et de pouvoir choisir entre la possibilité 
de construire des primers communs à plusieurs isoformes ou spécifiques d’une isoforme 
particulière. Ce tableau liste les différentes isoformes amplifiés par les primers construits pour 
chaque gène. 
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III. Article : L’absence de la protéine adaptatrice PEA-15 est associé à un profil 

de production des cytokines Th des lymphocytes T CD4+ activés altéré in 

vitro, et à un défaut de la réponse alloimmune dirigée contre les globules 

rouges in vivo. 
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Title : Cigarette smoke exposure induces senescence of CD4+ Th17 lymphocytes 

Keywords : Th17, IL-8, senescence, mitochondrial metabolism 

Abstract :  

Smoking worsens chronic inflammatory diseases (COPD, Crohn disease, rheumatoid arthritis, psoriasis) 

associated with inflammatory CD4+ IL-17 secreting lymphocytes (Th17). Smoking is associated with an absolute 

number and proportion increase, at both systemic and pulmonary levels, of Th17 cells. This increase of Th17 cells 

in smokers contrasts with their usual rarity in peripheral tissues and inflammatory sites. Most of the knowledge 

about the effects of cigarette smoke exposure comes from COPD studies, and, in COPD increased senescence of 

pulmonary cells has been associated to the pathogenesis of the disease. The mechanisms responsible for the 

increase of Th17 cells are still unknown, and the potential role of senescence in this increase and functional 

modifications of Th17 in smokers has never been explored.  

In this study, we hypothesized that Th17 present a higher susceptibility to cigarette smoke-induced 

senescence, as compared to other CD4+ T lymphocytes subsets, which could be responsible for the increased 

number and proportion of Th17 in smokers, and the higher inflammatory potential of these cells. We analyzed 

senescence susceptibility of Th17 exposed to cigarette smoke condensate (CSC), and the potential role of ERK1/2 

signaling pathway in this phenomenon. We also analyzed the potential role of reactive oxygen species (ROS) 

known to be implicated, on one hand in ERK1/2 activation, and on another hand in cellular senescence. 

Quiescent CCR6+ Th17 and CCR6- CD4+ T lymphocytes of healthy donors are exposed in vitro to 

cigarette smoke extract (CSE). ROS production is measured by H2DCF-DA oxidation (flow cytometry). 

Senescence is evaluated by p16INK4a expression (ImmunoFluorescence). Expression of relevant cytokines 

(Luminex/CBA) evaluated inflammatory potential. 

Our results show that quiescent CD4+ Th17 exposed to CSE present an increase of senescence markers: 

-galactosidase activity and expression of cell cycle inhibitors p16INK4a and ATF3. Moreover, CSE exposure 

modifies Th17 secretion pattern and increases IL-8 secretion. Our results also show that ERK1/2 MAPK pathway 

is implicated in Th17 senescent phenotype induction upon CSE exposure. The overexpression of p16INK4a is 

associated with a higher activation and a nuclear translocation of ERK1/2 in Th17 cells. Treatment with the anti-

oxidant NAC reduces CSE-induced ROS and p16INK4a expression in all CD4+ T cell subsets, but the higher 

production of ROS and higher p16INK4a expression in Th17 as compared to other CD4+ T cells are maintained. 

Treatment with mitochondrial complex III inhibitor, antimycine, maintains the higher production of ROS in Th17 

as compared to other CD4+ T lymphocytes, whereas p16INK4a expression is reduced to the same level in all subsets. 

Conversely, treatment with the mitochondrial decoupling agent, FCCP, reduces p16INK4a expression to the same 

level in Th17 as in other CD4+ T cell subsets, and abrogates the difference of ROS production between Th17 

compared to CCR6- CD4+ T lymphocytes.  

We show that human Th17 lymphocytes present a higher senescence susceptibility to CSE exposure as 

compared to other CD4+ T lymphocytes sub-populations. Moreover, our results suggest that a higher mitochondrial 

activity in Th17 in steady state is responsible for the Th17 higher senescence susceptibility upon CSC exposure. 

Finally, we show for the first time, that mild mitochondrial respiratory chain uncoupling is an effective solution to 

prevent Th17 senescent phenotype and could represent an anti-inflammatory strategy in Th17-associated chronic 

inflammatory diseases.   
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Titre : L’exposition à la fumée de cigarette induit la sénescence des lymphocytes T CD4+ Th17 

humains.  

Mots clés : Th17, IL-8, sénescence, métabolisme mitochondrial 

Résumé :  
 

Le tabagisme aggrave de nombreuses maladies inflammatoires chroniques (BPCO, maladie de 

Crohn, arthrite rhumatoïde, psoriasis) associées à la sous-population de lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) 

inflammatoires sécrétant l’IL-17 (Th17). Le tabagisme est associé à une augmentation en nombre et en 

proportion, du nombre de Th17 systémiques et pulmonaires, contrastant avec la rareté habituelle de ces 

cellules dans les tissus périphériques-sites d’inflammation. Le tabagisme est associé à l’augmentation 

de la sénescence des cellules pulmonaires récemment impliquée dans la pathogénèse de la BPCO. Les 

mécanismes responsables de l’augmentation des Th17 chez les fumeurs sont encore inconnus, et le rôle 

potentiel de la sénescence dans cette augmentation et la modification des fonctions des Th17 n’a jamais 

été exploré.  

Dans ce travail, nous avons fait l’hypothèse que les Th17 présentent une susceptibilité 

augmentée à la sénescence induite par l’exposition à la fumée de cigarette, en comparaison des autres 

sous-populations de LT CD4+, qui serait responsable de l’augmentation des Th17, et contribuerait à 

l’aggravation de leur potentiel inflammatoire. Nous avons analysé la susceptibilité des Th17 à la 

sénescence induite par l’exposition au condensat de FC (CFC), et le rôle de la voie de signalisation 

ERK1/2 dans ce phénomène. Nous avons également analysé le rôle des espèces réactives de l’oxygène 

(ERO), impliquées, d’une part dans la régulation de l’activation de ERK1/2, et d’autre part dans la 

sénescence cellulaire. 

Des lymphocytes T CD4+ CCR6+ Th17 et T CD4+ CCR6- quiescents de donneurs sains ont été 

exposés in vitro au CFC. La production d’ERO est mesurée en analysant l’oxydation de la sonde H2DCF-

DA (cytométrie de flux). La sénescence est évaluée en analysant l’expression de p16INK4a 

(ImmunoFluorescence). L’analyse de l’expression des cytokines (Luminex/CBA) évalue le potentiel 

inflammatoire des cellules. 

Nos résultats montrent que les LT CD4+ Th17 quiescents exposés au CFC présentent une 

augmentation de différents marqueurs de sénescence : activité -galactosidase, expression des 

inhibiteurs du cycle cellulaire p16INK4a et ATF3. L’exposition au CFC modifie le profil sécrétoire des 

Th17 quiescents et induit leur sécrétion d’IL-8. Nous montrons que la voie des MAPKs ERK1/2 est 

impliquée dans l’induction du phénotype sénescent des Th17 en réponse à une exposition au CFC. La 

sur-expression de p16INK4a est associée à une activation et une translocation nucléaire de ERK1/2 plus 

importante dans les Th17. Le traitement antioxydant par la NAC, diminue l’expression des ERO et de 

p16INK4a induite par l’exposition au CFC dans toutes les sous-populations de LT CD4+, mais maintient 

la production d’ERO et l’expression de p16INK4a plus importantes dans les Th17 en comparaison des 

autres sous-populations de LT CD4+. Le traitement par l’inhibiteur du complexe III de la chaîne 

respiratoire mitochondriale, l’antimycine, maintient la production d’ERO plus importante dans les Th17, 

mais l’expression de p16INK4a est diminuée à des niveaux comparables dans tous les LT CD4+. En 

revanche, le traitement par l’agent découplant, le FCCP, diminue l’expression de p16INK4a et la 

production d’ERO à des niveaux comparables dans tous les LT CD4+, et abroge les différences de 

production d’ERO entre les Th17 et les T CD4+ CCR6-. 

Nous montrons que les lymphocytes Th17 humains présentent une susceptibilité plus importante 

à la sénescence induite par l’exposition au CFC en comparaison des autres sous-populations de LT 

CD4+. Nos résultats suggèrent que l’activité mitochondriale basale plus importante dans les Th17, est 

responsable de la plus grande susceptibilité des Th17 à la sénescence après exposition au CFC. Enfin, 

nous montrons pour la première fois qu’un découplage modéré de la chaîne respiratoire mitochondriale 

est une solution efficace pour prévenir la sénescence des Th17 et pourrait être une stratégie anti-

inflammatoire dans les maladies chroniques associées aux Th17. 

 


