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Abréviations 

 

A 

ADN : acide désoxyribonucléique 

APAF1 : apoptotic protease activating factor 1 

APC : Antigen-Presenting Cell / cellule présentatrice d'antigène 

ATM : protéine mutée de l'ataxie télangiectasie 

 

B 

Bcl 2:  B-cell lymphoma 2 

Bcl2 L1 (Bcl 2-like 1 ou Bcl-XL) 

BER : base excision repair  / réparation par excision de base 

 

C 

CD : clusters de différenciation / classes de différenciation 

CDB : cassure double brin / double strand break 

CDK : kinases dépendantes des cyclines / cyclin-dependent kinase  

CDKN2A : kinase  cycline-dépendante 2A  

CMV : cytomégalovirus 

CREB : cAMP response element-binding protein 

CSB : cassure simple brin / single strand break  

CSM : cellules souches mésenchymateuses 

Caspase : cysteinyl aspartate-specific proteinase 

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

 

D 

DAMP : damage-associated molecular pattern 

DD : domaine de mort / death domain) 

DDB2: DNA damage binding protein 2 

DDR : DNA damage response /  réponse aux dommages de l’ADN 

DISC : complexe de signalisation induisant la mort / death-inducing signaling complex 

DR : récepteur de mort / death receptor 

 

E 

EAE : encéphalomyélite auto-immune expérimentale  

EMC / MEC : Extracellular matrix / matrice extra-cellulaire   

EMT : transition épithélio- mésenchymateuse / Epithelial to Mesenchymal Transition 

EndMT : transition endothélio-mésenchymateuse / Endothelial to Mesenchymal Transition 
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F 

FADD : Fas -associated death domain 

FGF : le facteur de croissance des fibroblastes / fibroblast growth factor 

FMO : fluorescence minus one 

FSC: diffusion aux petits angles / forward scatter 

 

 

G 

GITR: glucocorticoid-induced tumor necrosis factor-related receptor 

GM-CSF : Facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages/ Granulocyte 

Macrophage Colony Stimulating Factor. 

Gy: Gray 

GWAS: genome-wide association studies 

 

H 

H• : hydrogène simple  

HO2• : anion perhydroxyle  

H2O : L'eau  

H2O2 :  peroxyde d'hydrogène 

HR/RH : homologous recombination / recombinaison homologue 

hTERC : human telomerase RNA component 

γ-H2A.X : forme phosphorylée de H2A.X  

 

I 

IFN : Interféron 

IL : Interleukine 

 

K 

α-KG : α-cétoglutarate 

 

L  

LAG-3: lymphocyte activation gene 

LTCD4
+
 : lymphocytes T CD4

+
  

 

M 

mTOR (mammalian target of rapamycin) 

 

N 

NAD+ : nicotinamide adénine dinucléotide  
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NER : nucleotide excision repair / réparation par excision de nucléotide 

NHEJ : nonhomologous end joining / ligature des extrémités non homologues 

NOX : NADPH oxydase  

 

O 

O2•- : anionsuperoxyde  

•OH : l'hydroxyle 

OIS : Oncogene-induced senescence 

 

P 

p38MAPK : p38-Mitogen-Activated Protein Kinase 

PD-1: Programmed cell death 1 

PDGF : facteur de croissance dérivé des plaquettes / Platelet-Derived Growth Factor 

PKC : protéine kinase C 

PROUST : Prospective Registration of mOrbidity and mortality, individUal radioSensitivity and 

radiation Technique 

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog 

PUMA: p53 upregulated modulator of apoptosis 

 

R 

R• : radicaux organiques  

Rb : protéine du rétinoblastome 

RI : rayonnements ionisants 

RA : acide rétinoïque 

RILA : Radiation-induced lymphocyte apoptosis /  Apoptose lymphocytaire radio-induite 

RO2• : radicaux peroxyles  

ROS / ERO : reactive oxygen species / espèces réactives de l’oxygène 

RNS / ERN : reactive nitrogen species /espèces réactives de l’azote 

RT : radiothérapie 

 

S 

SA--Gal : -galactosidase associée à la sénescence  

SAM : S-adénosylméthionine 

SASP : senescence-associated secretory phenotype / phénotype sécrétoire associé à la sénescence 

SF2 : fraction de survivants à une dose de 2 Gy / surviving fraction at 2 Gy 

SIPS : stress-induced premature senescence / sénescence prématurée induite par le stress 

SMS : senescence-messaging secretome 

SNP : single nucleotide polymorphism 

SSC : diffusion aux grands angles / side scatter 
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T  

T-bet : T-box expressed in T cells 

TCM : lymphocytes T «centrale mémoire» 

TCR : T cell receptor 

TEFF : lymphocytes T effecteurs 

TEM : lymphocytes «effecteurs mémoires» 

TGF-β : transforming growth factor-beta 

Th : T helper / T auxiliaire 

TIM-3 : T cell immunoglobulin mucin 3 

TIMPs : tissue inhibitors of metalloproteinases 

TLR : Toll-like 

TN : lymphocytes T naïfs 

TNF : tumor necrosis factor 

TNFR : tumor necrosis factor receptor 

TNFRSF10b : TNF Receptor Superfamily Member 10b 

TRAIL : tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand 

Treg: lymphocytes T régulateurs 

 

V 

VIH : virus de l’immunodéficience humaine 
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Avant-propos 

 

En 2018, près de 382 000 nouveaux cas de cancers ont été diagnostiqués en France. En moyenne 

60 % de patients reçoivent une radiothérapie (RT) durant l’histoire de leur maladie. L’exposition 

des tissus sains à une irradiation quelle que soit la dose et le fractionnement peut être à l’origine 

d’effets secondaires tardifs, le plus souvent irréversibles. Entre 5 et 20 % des patients présentent 

des toxicités radio-induites précoces et/ou tardives le plus souvent irréversibles selon l’organe à 

risque concerné. Le ratio entre le bénéfice de la RT et le risque de toxicité constitue un objectif 

systématique des cliniciens pour établir un schéma personnalisé tenant compte de la dose 

délivrée à la cible et les contraintes pour les organes à risque environnants.  

Du point de vue de la radiobiologie, les rayonnements ionisants (RI) induisent des dommages à 

l’ADN qui se traduisent par  une variété de dommages cellulaires et de leur microenvironnement 

aboutissant à la sénescence, la mort cellulaire par nécrose ou apoptose. Avant cette étape ultime, 

les phénomènes inflammatoires radio-induits peuvent être à l’origine d’un déséquilibre de 

l’homéostasie cellulaire qui peut être délétère pour la fonction des tissus normaux entourant la 

tumeur.  

La sénescence est un état d’arrêt irréversible de la prolifération cellulaire avec maintien du 

métabolisme, en réponse à différents stress environnementaux. La sénescence  peut être soit 

réplicative et être provoquée par un raccourcissement des télomères, soit accélérée  en réponse à 

un stress de la cellule : dommages à l’ADN, stress par des agents thérapeutiques, activation 

d’oncogène, stress oxydant. Les cellules sénescentes ont diverses caractéristiques, parmi 

lesquelles une sensibilité réduite à l'apoptose, une augmentation de l'expression des facteurs pro-

inflammatoires conduisant  au phénotype sécrétoire associé à la sénescence (SASP : senescence-

associated secretory phenotype), et dans certains cas, une modification de la réponse aux 

dommages de l'ADN. De plus, les RI peuvent induire la production d’espèces réactives de 

l’oxygène (ERO/ROS : reactive oxygen species) qui provoquent des lésions indirectes de l'ADN 

dans les tissus non ciblés par les RI, et des effets systémiques associés à la sénescence et à 

l'inflammation. Des données récentes de la littérature ont montré que la sénescence accélérée 

radio-induite pouvait provoquer une fibrose tissulaire via les facteurs pro-inflammatoires et pro-

fibrogéniques sécrétés par les cellules sénescentes. 

Au plan clinique, la recherche de facteurs prédictifs de fibrose chez les patients irradiés constitue 

un défi important pour la connaissance préalable de la radiosensibilité intrinsèque des malades 

visant à personnaliser le schéma d’irradiation et améliorer le ratio bénéfice/risque de la 

radiothérapie. L’un des tests le plus développé est basé sur l’évaluation de la sensibilité à 

l’apoptose radio-induite lymphocytaire (RILA : Radiation-induced lymphocyte apoptosis). De 

nombreuses études prospectives d’évaluation du test RILA ont été faites chez des patients 

atteints par divers types de cancer. Les auteurs ont montré qu’un faible taux d’apoptose des 

lymphocytes T CD4
+
 (LTCD4

+
) ou LTCD8

+ 
était corrélé avec une fibrose radio-induite. 
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Cependant, les auteurs n’ont pas évalué la contribution  du ratio de sous-populations de LTCD4
+
 

ou LTCD8
+
 à ces résultats. En effet, ces sous-populations lymphocytaires pourraient avoir une 

sensibilité différente  à l’apoptose radio-induite, qui leur confèrerait  un rôle important dans la 

réaction inflammatoire à la base de la toxicité tissulaire radio-induite. En effet, dans un modèle 

murin, il a été montré que l’accumulation pulmonaire de lymphocytes inflammatoires Th17, 

l’une des sous-populations de lymphocytes CD4
+
, a été corrélée positivement avec la fibrose 

pulmonaire après une exposition pulmonaire aux RI (Paun et al., 2015, 2017). L’hypothèse d’une 

forte résistance à l’apoptose radio-induite des lymphocytes Th17 comme explication à 

l’accumulation pulmonaire observée de ces cellules n’a pas été évaluée dans ces travaux.  

En conséquence, nous nous sommes intéressés spécifiquement aux sous-populations 

lymphocytaires de LT CD4
+
CCR6

+
(Th17) avec l’ambition d’améliorer la spécificité des 

marqueurs biologiques prédictifs de la radiosensibilité individuelle à partir des LT CD4
+
. Notre 

hypothèse de travail est que les LT CD4
+
CCR6

+
Th17 pourraient être augmentés chez les patients 

présentant une forte fibrose après-RT en raison de leur plus grande résistance à l’apoptose, elle-

même due à une plus sensibilité à la sénescence radio-induite plus importante que les autres LT 

CD4
+
. Notre étude est ciblée sur les LT CD4

+
CCR6

+
Th17. En effet, l’expression du récepteur 

CCR6 confère aux lymphocytes T CD4
+
 une capacité de migration dans les tissus inflammatoires 

exprimant le ligand de ce récepteur, la chimiokine CCL20. La migration de LT 

CD4
+
CCR6

+
(Th17) rendus sénescents par les RI, du fait de leur sécrétion de facteurs pro-

inflammatoires, pourrait contribuer à la fibrose des tissus sains proches de la zone irradiée.     

  

Le premier objectif de ce travail de thèse était d’évaluer chez des sujets volontaires sains la 

sensibilité à la sénescence radio-induite des LT CD4
+
CCR6

+
Th17 par rapport aux autres 

LTCD4
+
 du sang périphérique.   

Le second objectif de ce travail est d’évaluer la proportion de LT CD4
+
CCR6

+
Th17 

périphériques chez les patients ayant des toxicités radio-induites ≥ grade 3 inclus dans le 

protocole PROUST (PROUST : Prospective Registration of mOrbidity and mortality, individUal 

radioSensitivity and radiation Technique) et de les comparer aux sujets sains jamais irradiés et 

ceux ayant reçu une radiothérapie mais n’ayant pas  développé de toxicité > grade 3. 

 

La première partie de ce manuscrit fait une revue de la littérature décrivant la radiobiologie 

cellulaire et les processus de mort cellulaire qui seront potentiellement impliqués dans nos 

recherches. Nous nous sommes focalisés  particulièrement sur la sénescence radio-induite, en 

décrivant les caractéristiques des cellules sénescentes et la relation entre sénescence des cellules 

immunitaires et  toxicité radio-induite. Ceci  a fait l’objet d’une publication l’année dernière 

“Ionizing radiation-induced cellular senescence promotes tissue fibrosis after radiotherapy. A 

review” dans Critical Reviews in Oncology and hematology (DOI : 

10.1016/j.critrevonc.2018.06.012). La deuxième partie du manuscrit décrit l’hypothèse et les 

objectifs de mon travail. Dans la troisième partie, nous avons décrit les « matériels et méthodes » 

pour l’évaluation de la sensibilité à la sénescence des LTCD4
+
 d’une part, et d’autre part pour  la 
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mise au point de panel d’anticorps pour des analyses de cytométrie en flux, et la stratégie 

d’évaluation de la proportion des différentes sous-populations lymphocytaires T CD4
+
au sein de 

prélèvements de sang périphérique Les résultats de ces travaux sont présentés dans la quatrième 

partie du manuscrit sous la forme d’un article original soumis à l’International Journal of 

Radiation Oncology Biology Physics, et incluant les résultats concernant la sensibilité à la 

sénescence des différentes sous-populations de LTCD4
+
. Les résultats préliminaires concernant 

l’analyse comparée des proportions des différentes sous-populations lymphocytaires T CD4
+
 du 

sang périphérique chez l’individu sain et chez 3 patients ayant reçu une radiothérapie et ayant  

développé une toxicité > grade 3 sont également présentés dans cette quatrième partie.  

L’ensemble des résultats est discuté en regard de la littérature dans la cinquième partie de ce 

document. Le manuscrit termine  par une conclusion générale et quelques perspectives.  

 

Faisant suite à ma formation médicale réalisée à la Faculté de Médecine d’Ho Chi Minh Ville 

(Vietnam), et un Master d’ « Oncologie, Pharmacologie » effectué à l’université d’Aix- 

Marseille (France) (C.V. en annexe 1),  cette thèse a été réalisée dans le cadre de l’école 

doctorale de « Cancérologie Biologie Santé » de l’université Paris Saclay. Une partie du travail 

expérimental de thèse a été réalisé au sein de l’équipe 7 de l’unité Inserm U955, Institut Mondor 

de Recherche Biomédicale (IMRB) à la faculté de médecine de l’Université Paris Est, sous la 

direction du Professeur Yazid BELKACEMI  (Equipe 7 ; responsable : Professeur Alexandre de 

la TAILLE) et du Docteur Sabine LE GOUVELLO (Equipe 4 ; responsables : Professeur Jorge 

BOCZKOWSKI et Docteur Sophie LANONE). Une autre partie du travail  expérimental a été 

réalisé sous la direction du Docteur Sabine LE GOUVELLO au sein de l’équipe de «Réparation 

et Transcription dans les cellules souches hématopoïétiques » de l’unité mixte de recherche 

Inserm U967/CEA (responsable : Docteur Paul-Henri ROMEO) au sein de l’Institut de 

Recherche en Radiobiologie Cellulaire et Moléculaire (IRCM) du CEA  (Fontenay-aux-Roses).  

 

Ces travaux ont été réalisés grâce au soutien financier du projet PROUST (Plan Cancer 2014-

2019 – Institut National du Cancer), du CEA, de l’AP-HP (C.H.U Henri Mondor), de l’AREFOR 

(Association pour la REcherche et pour la Formation en Oncologie-Radiothérapie), du Ministère 

de l’Education et de la Formation du Vietnam dans le cadre du programme 911. 
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Partie I : Synthèse Bibliographique 

1. Radiobiologie 

1.1. Caractéristiques des rayonnements ionisants  
 

On distingue deux types de RI : les rayonnements primaires (électriquement chargés) 

directement ionisants (les rayonnements α et β), et les rayonnements non chargés ou 

indirectement ionisants, tels que les photons (rayons X et γ) ou encore les neutrons. Les RI 

comprennent les rayonnements électromagnétiques de haute énergie, les unités d'énergie sont les 

eV, keV et MeV (1 keV = 10
3
 eV = 1,602177×10

-16
 J, 1 MeV = 10

6
 eV = 1,602177×10

-13
 J. La 

dose reçue par la matière vivante se mesure en gray (Gy) : 1Gy correspond à un transfert 

d'énergie de 1 joule à 1 kilogramme de matière (Islam, 2017).   

 

Le rayonnement alpha (α) : Le rayonnement alpha a une portée dans l’air de quelques 

centimètres et ne pénètre que de quelques fractions de millimètres dans le corps humain. Le 

rayonnement alpha est généralement arrêté par l’air et les vêtements. Les émissions α 

surviennent lors de la désintégration du radon 222, de l’uranium 238 et du plutonium 239 

(Bargues et al., 2010) 

 

Le rayonnement bêta (β) : Les rayons β sont plus pénétrants mais moins ionisants que les rayons 

α. Une grande partie du rayonnement bêta est généralement arrêtée par les feuilles d’aluminium 

avant d’atteindre la peau. Le rayonnement β, émis par un atome radioactif, est un faisceau 

d'électrons  (Bargues et al., 2010). 

 

Le rayonnement gamma (γ) : Une désintégration α ou β s’accompagne souvent de la production 

de rayons γ qui sont des rayonnements électromagnétiques comme les rayons X et la lumière du 

soleil. Les rayons X ont été découverts en 1895 par Wilhelm Röntgen qui a reçu pour cela le 

premier prix Nobel de physique. Les rayons gamma et les rayons X ne peuvent jamais être 

totalement arrêtés. Ils font sentir leur effet au-delà des couches de la peau à l’intérieur du corps 

(Islam, 2017). 
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A                                                                        B 

Figure 1 : Pouvoir de pénétration des rayonnements ionisants.  

A.  Du point de vue physique (D’après http://www.inrs.fr) 

B.  Du point de vue clinique  

(D’après http://www.cultures-et-croyances.com/etude-les-effets-des-rayonnements-ionisants) 

1.2.   Effets des rayonnements ionisants  

1.2.1. Etapes physique et chimique 

1.2.1.1. Etape physique 
 

Environ 10
−18

 à 10
−12 

s après leur émission, les RI produisent des micro-dépôts d’énergie 

aléatoirement répartis dans la matière. De 10
−12

 à 1s après les RI, les électrons périphériques de 

la matière biologique entraînent la formation de certaines espèces chimiques à fort pouvoir 

oxydant  (Sakhuja, 2016). 

 

1.2.1.2. Etape chimique 
 

Les effets cellulaires et moléculaires des particules ionisantes sont initiés par la formation de 

radicaux libres et la création de lésions de différentes molécules dans la cellule (Amorati et al., 

2016). L'eau (H2O) constitue la majorité (~80%) d'un système biologique. La radiolyse de l’eau 

par les RI entraîne la production de peroxyde d'hydrogène (H2O2), de H2 et des radicaux libres 

tels que l'hydroxyle (•OH) et l'hydrogène simple (H•). A leur tour, ils se transforment rapidement 

en radicaux superoxydes (O2•-)/perhydroxyles (HO2•). De plus, des radicaux organiques (R•) et 

des radicaux peroxyles (RO2•) sont également formés par l’abstraction d'hydrogène et la réaction 

rapide avec l'oxygène moléculaire (Figure 2) (Le Caër, 2011). 
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Figure 2 : Radiolyse de l'eau et production d'espèces réactives (Islam, 2017) 

 

1.2.2. Effets cellulaires 

1.2.2.1. Effets directs des rayonnements ionisants  

 

Les RI peuvent provoquer des lésions par interaction directe avec une molécule d’ADN. Le 

passage d’un photon ou d’une particule produit une arborescence de dépôts d’énergie 

élémentaires aléatoirement espacés et des différentes densités d’énergie. Ces micro-dépôts sont 

responsables de la formation des modifications des bases constitutives de l’ADN, des cassures 

simple brin (CSB/SSB : single strand break) ou des cassures double brin (CDB/DSB : double 

strand break)  (Prise and O’Sullivan, 2009; Santivasi and Xia, 2014). 

1.2.2.2. Effets indirects des rayonnements ionisants  

 
La radiolyse de l’eau peut produire des radicaux libres dans le milieu, comme les espèces    

réactives de l’oxygène (ERO) et les espèces réactives de l’azote (ERN). Parmi ces espèces 

radicalaires, les OH• et NO• peuvent induire des dommages au niveau des bases de l’ADN, des 

pontages ADN-protéines, des cassures simple- (SSB) ou double-brin (CSB) (Figure 3). De plus, 

OH• et ONOO• provoquent également une peroxydation lipidique et une oxydation des protéines 

(Islam, 2017). 
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Une dose de 1 Gy délivrée à une cellule induit de 1000 à 2000 modifications de base, environ 

200 lésions de pontages, 500 à 1000 CSB de l’ADN, environ 40 cassures de l’ADN. Tous ces 

dommages sont réparés par différents mécanismes qui sont généralement spécialisés pour un (ou 

plusieurs) type(s) de dommage (Prouillac et al., 2006) 

 

 
 

Figure 3: Représentation schématique des lésions de l'ADN induites par les effets directs et 

indirects des rayonnements ionisants (Prouillac et al., 2006). 

 

1.2.3.  Mécanismes de réparation de l’ADN et interactions avec les voies de signalisation 

Quatre voies de réparation de l'ADN corrigent les dommages radio-induits (Figure 4) : (i) la 

réparation par excision de nucléotide (NER : nucleotide excision repair), (ii) la réparation par 

excision de base (BER : base excision repair), (iii) la réparation des mésappariements (MMR : 

mismatch repair) et enfin (iv) la réparation des CDB (Khalifa et al., 2012).  
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Figure 4 : Les quatre voies principales de réparation de l’ADN (Khalifa et al., 2012). 

 

Bodgi et Foray ont montré que les RI peuvent conduire à la conversion de dimères de la protéine 

mutée de l'ataxie télangiectasie (ATM) en monomères d’ATM. Les monomères d’ATM sont 

transloqués au sein du noyau (Bodgi and Foray, 2016) ce qui  permet la phosphorylation de 

H2A.X (γ-H2A.X), la reconnaissance des CDB, et l'exécution de la réparation des CDB. Il a été 

montré qu’en moyenne un foci correspond à une cassure double-brin, et la cinétique de 

disparition de ces foci est corrélée à la vitesse de réparation des CDB (Rothkamm and Löbrich, 

2003). Il y a deux voies de réparation des CDB : (i) la recombinaison homologue (RH/HR : 

homologous recombination), et (ii) la ligature des extrémités non homologues (NHEJ : 

nonhomologous end joining). La recombinaison homologue qui nécessite l'utilisation d'une 

molécule d'ADN homologue à la molécule lésée, peut intervenir  à toutes les phases du cycle 

cellulaire. La ligature des extrémités non homologues prévaut  vers la fin de la phase S et la 

phase G2 (Figure 5) (Santivasi and Xia, 2014).  
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Figure 5: Signalisation des voies de réparations des CDB de l’ADN (Khalifa et al., 2012). 

 

Les CDB peuvent stimuler la protéine suppressive de tumeur p53, qui peut ensuite entrainer 

l’activité de PUMA (PUMA : p53 upregulated modulator of apoptosis) et réguler les protéines 

pro-apoptotiques (Bak et Bax), et les protéines anti-apoptotiques (Bcl-2 et Bcl-xL). Les protéines 

pro-apoptotiques sont responsables de la mort cellulaire par apoptose (Dogu and Díaz, 2009). 

 

Les ERO pouvent activer les voies de p53/ p21
WAF1

 et de p16
Ink4a

 /pRb et induire l’arrêt du cycle 

cellulaire et la sénescence. De fait, l’augmentation des ERO intracellulaires, active le locus 

d’inhibiteurs de la kinase 2A cycline-dépendante (CDKN2A : Cyclin Dependent Kinase 

Inhibitor 2A), notamment les gènes p16
Ink4a

 (p16) et p19
Ink4d

 (ARF). p16
Ink4a

 régule négativement 

la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Rb), qui bloque certains gènes prolifératifs 

induisant un arrêt permanent du cycle cellulaire. De plus, la réponse aux dommages de l’ADN 

(DDR : DNA damage response) active non seulement la voie p16/Rb, mais également le 

suppresseur de tumeur p53, qui active  la transcription du gène p21
WAF1

 (p21), ce qui provoque la 

sénescence et l’arrêt permanent du cycle cellulaire. De plus, les ERO induisent  également la 

stimulation de la p38-Mitogen-Activated Protein Kinase (p38MAPK) et de la protéine kinase C 

(PKC), activant le facteur de transcription nucléaire kappa-B (NF-B), qui contribue à 

l’expression de gènes de  nombreusescytokines et chimiokines (Islam, 2017; Liauw et al., 2013; 

Maier et al., 2016). La figure 6 ci-dessous illustre ces processus. 
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Figure 6: Schéma général des voies de signalisation en radiobiologie (Nguyen et al., 2018). 

 

1.2.4. Mort cellulaire  

1.2.4.1. Apoptose radio-induite 

Les RI peuvent induire principalement la voie apoptotique intrinsèque (la libération du 

cytochrome c des mitochondries et la formation d'apoptosome). Cependant, selon la dose et le 

type cellulaire, l’activation de la voie apoptotique extrinsèque ou la voie apoptotique du stress 

membranaire peut être une conséquence de l’exposition aux RI (Figure 7). 
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Figure 7 : Les voies de signalisation de mort cellulaire après exposition aux RI  

(Maier et al., 2016). 

1.2.4.1.1. La voie apoptotique intrinsèque 

 

Le contrôle et la régulation des événements mitochondriaux apoptotiques sont assurés par des 

membres de la famille des protéines Bcl 2 (B-cell lymphoma 2), qui gouvernent la perméabilité 

de la membrane mitochondriale. Les protéines Bcl 2 peuvent être pro-apoptotiques ou anti-

apoptotiques. L'accumulation nucléaire de p53 par la voie ATM/p53 suite aux dommages de 

l’ADN active l'expression des gènes pro-apoptotiques, tels que PUMA (p53-upregulated 

modulator of apoptosis), Bax (BCL2-associated X protein). Après sa translocation dans le 

cytoplasme, PUMA perturbe un complexe formé par p53 et la protéine anti-apoptotique Bcl2 L1 

(Bcl 2-like 1 ou Bcl-XL). La p53 libérée dissout le complexe formé de Bcl 2 (anti-apoptotique) 

et de Bax (pro-apoptotique), et BAX libéré déclenche la mort cellulaire suite à la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale externe, puis libération du cytochrome c. De 

plus, les RI peuvent augmenter la production d'O2• par les mitochondries, ce qui également 

déclenche la libération de cytochrome c. La libération de cytochrome c dans le cytosol conduit à 

la formation du complexe apoptosome contenant le cytochrome c/APAF1 (apoptotic protease 

activating factor 1)/caspase-9 (cysteinyl aspartate-specific proteinase). La caspase-9 active les 

caspases-3 et -7, aboutissant à  l’apoptose intrinsèque par dégradation  de substrats cellulaires du 

noyau et du cytoplasme  (Cain et al., 1999; Dogu and Díaz, 2009; Kuribayashi et al., 2011). 
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1.2.4.1.2. La voie apoptotique extrinsèque 

L'apoptose radio-induite peut également être exécutée par la voie de l'apoptose extrinsèque 

canonique dépendante des récepteurs de mort (DR : death receptors), qui appartiennent à la 

famille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TNFR : tumor necrosis factor receptor). 

L'activation de la voie ATM/p53 suite aux dommages à l’ADN induits par les RI, peut activer 

transcriptionnellement l’expression du récepteur CD95 (Fas). L’expression de ligand de Fas 

(FasL) peut aussi être induite par des RI. La liaison de FasL à Fas entraîne la trimérisation de Fas 

et le regroupement des domaines de mort (DD : death domain) intracellulaires qui recrutent 

l'adaptateur FADD (Fas -associated death domain)). Ensuite, la procaspase-8 interagit avec le 

DD de FADD, formant ainsi le complexe de signalisation induisant la mort (DISC : death-

inducing signaling complex). L'activation de caspase-8 entraîne l'activation de procaspase-3 et de 

procaspase-7, induisant l’apoptose (Chen et al., 1996; Scaffidi et al., 1998). 

1.2.4.1.3. La voie apoptotique du stress membranaire 

Contrairement aux processus apoptotiques dépendant des dommages à l'ADN, les processus 

apoptotiques indépendant des dommages à l'ADN ne nécessitent pas l’activation de p53. Les 

ERO produites induisent la peroxydation lipidique dans la membrane plasmique, ce qui entraîne 

l'activation de la sphingomyélinase, suivie d'une hydrolyse rapide de la sphingomyéline de la 

membrane plasmique, libérant un second messager, le céramide. La cible la plus importante du 

céramide est la voie RAC1/MEKK, qui conduit directement à l'activation de MAPK8 et des 

effecteurs caspases-1, -3 et -6, ainsi qu'à la stimulation du récepteur de mort Fas et son ligand 

FasL. La MAPK8 a été impliqué dans l'apoptose induite par le TNF (tumor necrosis factor) (Liao 

et al., 1999b; Maier et al., 2016; Verheij et al., 1998).  

1.2.4.2. Mort cellulaire par nécrose 

La mort cellulaire par nécrose est caractérisée par une augmentation du volume cellulaire, une 

dilatation des organites, une rupture de la membrane cellulaire et une perte conséquente du 

matériel intracellulaire. La nécrose est considérée comme une forme de  mort cellulaire 

accidentelle et non contrôlée, mais les auteurs considèrent  de plus en plus qu’elle serait finement 

régulée par un ensemble de voies de signalisation et de processus cataboliques (Festjens et al., 

2006; Golstein and Kroemer, 2007). En effet, des récepteurs aux domaines de mort (TNFR1, 

Fas/CD95 et TRAILR) ainsi que des récepteurs Toll-like (TLR3 et TLR4) ont été impliqués dans 

le phénomène nécrotique. La mort cellulaire médiée par les récepteurs TNFR1, Fas/CD95, 

TRAILR et TLR 3 dépendrait de la kinase RIP1. La nécrose programmée (nécroptose) présente 

un certain chevauchement avec l'apoptose. C'est un mécanisme de la mort cellulaire nécrotique 

induit par des stimuli apoptotiques, c'est-à-dire un engagement ligand-DR, dans des conditions 

où la machinerie apoptotique est déficiente ou bloquée (Degterev and Yuan, 2008; Jonathan et 

al., 1999). 
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1.2.4.3. Catastrophe mitotique radio-induite 

La catastrophe mitotique a été caractérisée comme la principale forme de mort cellulaire induite 

par des RI, et résulte d'une induction prématurée de la mitose avant la complétion des phases S et 

G2. Elle peut être accompagnée par des altérations morphologiques, telles que la formation de 

cellules géantes avec une morphologie nucléaire aberrante, de multiples noyaux ou de plusieurs 

micro-noyaux. Les micro-noyaux résultent souvent d’une distribution non équitable des 

chromosomes ou de fragments de chromosomes entre les noyaux des cellules-filles. Les 

multiples noyaux résultent d’une séparation déficiente au moment de la cytokinèse, à l’origine de 

cellules possédant plusieurs noyaux. L'inhibition ou l'inactivation de protéines contrôlant le point 

de contrôle G2 du cycle cellulaire, telles que  ATM,  ATR,  CHK1,  CHK2, et p21, favorise la 

catastrophe mitotique (Hirose et al., 2005). La catastrophe mitotique peut entraîner la mort 

cellulaire soit pendant la phase M, soit pendant l'interphase suivante. Au cours de la métaphase, 

des voies apoptotiques sont activées dans certaines cellules, entraînant une apoptose de type 

retardé jusqu'à quelques jours après les RI (Galluzzi et al., 2007; Weaver and Cleveland, 2005). 

1.2.5. Sénescence radio-induite 

La sénescence est un état d’arrêt irréversible de la prolifération cellulaire combiné avec le 

maintien du métabolisme. La sénescence  peut être, soit réplicative et être provoquée par un 

raccourcissement des télomères, soit accélérée  en réponse à un stress de la cellule : dommages à 

l’ADN, stress par des agents thérapeutiques, activation d’oncogène, stress oxydant. L’activation 

de la voie p53/p21 peut induire un arrêt permanent du cycle en G1 et provoquer une sénescence. 

La sénescence radio-induite est souvent appelée sénescence prématurée induite par le stress 

(SIPS : stress-induced premature senescence). La plupart des cellules normales de type p53 

sauvage répondent aux RI en subissant une SIPS. Dans les cellules normales, les voies p53/p21 

et p16/Rb1 agissent comme des points de contrôle de la sénescence déterminant l’arrêt de la 

croissance (Maier et al., 2016; Nguyen et al., 2018).  

1.2.6. Autophagie radio-induite 

L’autophagie radio-induite peut impacter les cellules normales et cancéreuses (Kim et al., 2015). 

L’autophagie est une étape catabolique intracellulaire indispensable à la dégradation et au 

recyclage de protéines, de ribosomes, mais également d’organites tels que les mitochondries, 

l’appareil de Golgi, dans des vésicules à double membrane appelées autophagosomes. Dans 

certaines cellules, une dégradation lysosomale peut être suivie d'une apoptose, mais les cellules 

survivantes utilisent les métabolites comme source d'énergie. L'autophagie joue un double rôle 

au cours de la cancérogenèse : le développement des cellules tumorales est retardé car les 

mitochondries endommagées sont éliminées, cependant, il a été proposé que l'autophagie soit 

responsable de la radiorésistance en éliminant les ERO des cellules tumorales. (Dittmann et al., 

2005; Pattingre and Levine, 2006).  
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1.3.  Sensibilité des cellules immunitaires aux rayonnements ionisants  

 

Le compartiment des cellules hématopoïétiques est particulièrement sensible aux RI. Par 

exemple, les patients exposés à la RT corporelle totale de 1–2 Gy sont caractérisés par une 

diminution du compartiment hématopoïétique (Luo-Owen et al., 2012; Zhang et al., 2017). Parmi 

les cellules hématopoïétiques, les lymphocytes sont particulièrement sensibles à la mort 

cellulaire radio-induite (Deloch et al., 2016; Schaue, 2017).  Cependant, la radiosensibilité des 

sous-populations de lymphocytes  peut présenter une grande variabilité. Il a été montré que les 

lymphocytes B, les lymphocytes T naïfs, les lymphocytes T effecteurs-mémoire et les cellules 

NK sont sensibles à l’apoptose radio-induite, alors que les lymphocytes T régulateurs  sont plus 

résistantes à l’apoptose radio-induite (Cao et al., 2011; Liu et al., 2015, 2018). De plus, une étude 

de 1995 a révélé une radiosensibilité plus élevée des lymphocytes effecteurs de type  Th2 par 

rapport aux lymphocytes effecteurs de type Th1 (DeKruyff et al., 1995). En raison de leur 

radiosensibilité élevée et de leur accessibilité facile, les lymphocytes sanguins sont fréquemment 

utilisés en biodosimétrie (Ozsahin et al., 1997). 

 

D'autres effets directs décrits dans les lymphocytes irradiés se concentrent sur la réponse de 

transcription de ces cellules aux RI (Gridley et al., 2009). Les études ont révélé qu'une majorité 

des gènes fortement activés sont des cibles de p53, comme le gène DDB2 (DNA damage 

bindings protein 2), le gène Bax,  et le gène TNFRSF10b (TNF Receptor Superfamily Member 

10b), impliqués respectivement dans la réparation de l'ADN et la régulation de l'apoptose (Mori 

et al., 2005). 
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2. Toxicité radio-induite et processus biologiques 

 

2.1. Généralités sur la toxicité radio-induite 

La radiothérapie (RT) occupe une place essentielle dans le traitement des cancers. En moyenne 

60% des patients atteints d'un cancer auront besoin d'une RT à un moment de leur traitement. En 

plus de son potentiel curatif, la RT joue également un rôle-clé dans les soins palliatifs, 

notamment pour la douleur, le saignement et la compression nerveuse. La RT peut être faite de 

façon exclusive ou associée à un autre traitement, soit chirurgical, soit médical (chimiothérapie, 

hormonothérapie, biothérapie ciblée) (Liauw et al., 2013).  

Les protocoles de RT sont définis principalement en fonction du type de tumeur. Les paramètres 

de la RT comme la dose totale, la dose par fraction et le débit de dose, sont définis 

systématiquement pour chaque traitement. Le fractionnement est choisi selon de multiples 

critères d’efficacité en tenant compte du risque de toxicité liée à l’exposition des organes à risque 

situés à proximité de la cible tumorale (Liauw et al., 2013; Santivasi and Xia, 2014). 

Environ 20 % des patients atteints de cancers peuvent présenter des dommages tissulaires tardifs 

après une RT. Les complications radio-induites entraînent une perte de la fonction des tissus et 

des organes. C'est une cause importante de morbidité et de mortalité. Le tableau 1 ci-dessous 

décrit les principales toxicités selon les organes. 

 

Organes très radiosensibles  

Ovaire Stérilité temporaire/définitive 

Testicule Stérilité temporaire/définitive 

Cristallin Cataracte 

Rein Néphrite radique 

Foie Hépatite radique 

Moelle Aplasie médullaire 

Organes radiosensibles  

Intestin grêle Grêle radique, perforation 

Colon Sténose, perforation 

Rectum Rectite radique, perforation 

Poumon Insuffisance respiratoire 

Cœur Péricardite 

Peau Radiodermite, fibrose, télangiectasie 

Organes peu radiosensibles  

Os Ostéoradionécrose 

Muscle Rétractation musculaire 

Tissu conjonctif Fibrose 

Tableau 1 : Principaux organes à risque en radiothérapie et complications cliniques associées 

(D’après le guide des procédures de radiothérapie externe 2007, SFRO). 
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2.2. D’un point de vue biologique 

2.2.1. Généralités sur la fibrose 

 

La fibrose est caractérisée par une accumulation excessive de composants de la matrice extra-

cellulaire (MEC), notamment des collagènes, de la fibronectine et de l'acide hyaluronique au site 

de la lésion tissulaire, entraînant une diminution de la fonction de l’organe, pouvant aller jusqu’à 

sa défaillance, et des problèmes esthétiques qui ont un impact significatif sur la qualité de vie des 

patients (Borthwick et al., 2013). 

 

2.2.2. Fibrose radio-induite 

 

Le traitement par les RI déclenche une réponse inflammatoire et stimulent la réparation 

tissulaire. En effet des lésions immédiates peuvent apparaitre et entraîner une perte du 

parenchyme, de la fonction de barrière protectrice et une inflammation aiguë. Bien que cette 

inflammation aiguë soit considérée comme essentielle à la réparation de la lésion, elle peut 

entraîner des dommages supplémentaires, un stress oxydatif et éventuellement un remodelage 

tissulaire et une inflammation chronique (Citrin et al., 2017; Huet et al.,2019 & annexe 2). Les 

effets secondaires radio-induits tardifs résultent d'une inflammation persistante soutenant la 

production de facteurs de croissance, d'enzymes protéolytiques, de facteurs angiogéniques, de 

cytokines pro-inflammatoires et pro-fibrogéniques (Figure 8). Tous ces facteurs contribuent au 

remodelage des tissus et au dépôt de matrice extracellulaire, et favorisent ainsi la fibrose. 

  

 
Figure 8 : Mécanismes de  fibrose : les lésions, l’inflammation et la réparation jouent chacun un 

rôle dans la fibrose radio-induite (Citrin et al., 2017). 
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2.2.2.1. Cellules impliquées dans le développement de la fibrose radio-induite 
 

Différents types cellulaires contribuent au développement de la fibrose : les myofibroblastes 

ainsi que les cellules épithéliales, endothéliales et immunitaires. L'activation de ces cellules 

entraîne le remodelage tissulaire. Les principales cellules impliquées dans le développement de 

la fibrose sont les myofibroblastes, provenant principalement des fibroblastes (Chen et al., 2016; 

Wynn and Ramalingam, 2012). Les myofibroblastes peuvent également provenir d'autres types 

de cellules par le processus de différenciation ou de transition épithélio/endothélio-

mésenchymateuse (EMT : Epithelial to Mesenchymal Transition , EndMT : Endothelial to 

Mesenchymal Transition) (Nagaraja and Nagarajan, 2018).   

Dans des conditions physiologiques, les myofibroblastes jouent un rôle critique dans la fermeture 

des berges d'une plaie lors d’une cicatrisation primaire après une blessure. Après la cicatrisation 

de la plaie et la restauration de la MEC, les myofibroblastes subissent une apoptose ou une 

dédifférenciation et retournent à leur état quiescent. Cependant, des plaies qui ne guérissent pas 

correctement contiennent des myofibroblastes persistants laissant une cicatrice chéloïde ou 

hypertrophique. L’activation des myofibroblastes persiste au moyen de boucle de signalisation 

autocrine/paracrine des facteurs de croissance ou des cytokines inflammatoires (Huang et al., 

2017; Judge et al., 2015).  

2.2.2.2. Facteurs impliqués dans le développement de fibrose radio-induite 
 

Les RI peuvent induire la sécrétion de cytokines, de chimiokines et de facteurs de croissance tels 

que le facteur de croissance TGF-β  (transforming growth factor-beta), principal facteur pro-

fibrotique jouant un rôle essentiel dans l'initiation de la fibrose (Lierova et al., 2018). De plus, les 

ERO induites par les RI,  qui activent le TGF-β. Les ERO sont aussi l'un des signaux qui aident à 

maintenir le phénotype des myofibroblastes. L’impact des ERO sur la voie de signalisation TGF-

β est aussi étudié dans le contexte de la fibrose radio-induite. 

2.2.2.2.1. TGF- 
 

Les RI peuvent activer TGF-, qui joue un rôle critique dans le processus de fibrose (Lierova et 

al., 2018). Une fois lié à son récepteur, le TGF-β entraîne l’activation des voies de signalisation 

SMAD, qui stimulent la prolifération et la différenciation des fibroblastes et l’accumulation 

aberrante de protéines de la matrice extracellulaire associée à une diminution de la dégradation 

de ces mêmes protéines (Figure 9). Ces modifications peuvent conduire à une hypoxie des tissus, 

qui contribue également à la progression de la fibrose (de Andrade et al., 2017). 
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Figure 9 : Rôle central du TGF-β dans la fibrose radio-induite (Citrin et al., 2017). 

  

2.2.2.2.2. Modifications de la signalisation du TGF-β par les espèces réactive de l’oxygène 

(ERO) dans la fibrose radio-induite 

 

Les RI induisent la génération des ERO, qui induisent des modifications épigénétiques des 

cellules de fibroblastes. Les ERO peuvent également être générés directement à cause des 

dommages causés dans  les mitochondries. Cela conduit à l'activation de la voie de signalisation 

TGF-β, qui favorise à son tour l'augmentation des niveaux des ERO en augmentant l'expression 

de NOX4 (Figure 10). Ceci crée ainsi un cercle vicieux de stress oxydatif élevé entraînant des 

modifications de l'épigénome des fibroblastes et résultant dans le développement de la fibrose 

(Citrin et al., 2017; Li et al., 2019). 

 

 
 

Figure 10 : Les RI induisent la génération des ERO et la fibrose (Citrin et al., 2017). 

(NOX : NADPH oxydases; NAD + : nicotinamide adénine dinucléotide; SAM : S-

adénosylméthionine; α-KG : α-cétoglutarate; ECM : matrice extracellulaire) 
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2.2.2.3. La fibrose est favorisée par la sénescence accélérée radio-induite 

Des travaux récents ont montré que la sénescence cellulaire joue un rôle important dans le 

développement des dommages de tissus sains, telles que les maladies cardiovasculaires (Wang et 

al., 2016), la fibrose (Beach et al., 2017; He et al., 2019; McCart et al., 2017). Les RI peuvent 

induire la sénescence cellulaire dans les épithéliums, l'endothélium (Lafargue et al., 2017; 

Ungvari et al., 2013; Wang et al., 2016),  les fibroblastes (Kendall and Feghali-Bostwick, 2014; 

Liakou et al., 2016; Papadopoulou and Kletsas, 2011; Schafer et al., 2017; Tsai et al., 2009), les 

astrocytes (Turnquist et al., 2019), les cellules de gliome (Zhang et al., 2019), les cellules 

immunitaires (Liu et al., 2018; Ye et al., 2012), et les cellules stromales/cellules souches 

mésenchymateuses (Alessio et al., 2014; McCart et al., 2017; Xu et al., 2015; Zhu et al., 2015). 

Le SASP interagit avec les cellules du microenvironnement par une boucle  d’endocrine ou 

paracrine, lesquelles excrètent des facteurs pro-inflammatoires et pro-fibrotiques (Borodkina et 

al., 2018; Zhang et al., 2018). D’après une étude récente, les auteurs suggèrent que les irradiation 

corporelle totale peut induire une sénescence dans l'intestin grêle et promouvoir les dommages 

de tissus sains des souris irradiées (Zhao et al., 2019). Dans notre récente revue, nous avons fait 

le point sur ce sujet afin de mieux comprendre le rôle de la sénescence dans le processus de  

fibrose radio-induite (Nguyen et al., 2018 ).   

 

 
Figure 11 : Fibrose et  Sénescence accélérée radio-induite (Nguyen et al., 2018) 
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2.2.3.   Exemples de toxicités radio-induites 

 

2.2.3.1. Fibrose cutanée radio-induite : de la biologie à la clinique  

 

2.2.3.1.1. Biologie 

 

Les lésions radio-induites cutanées déclenchent l'inflammation et stimulent finalement la 

transdifférenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Ces myofibroblastes sécrètent un excès 

de collagène et d'autres composants de la MEC en association avec une réduction de la 

production des enzymes de remodelage ce qui se traduit par une accumulation des protéines 

matricielles (Straub et al., 2015). De plus, le TGF-β contribue à une multitude de fonctions, telles 

que le contrôle de la dégradation du tissu conjonctif, l’inhibition de la prolifération des cellules 

épithéliales et l’induction de la synthèse des collagènes, et des TIMPs (tissue inhibitors of 

metalloproteinases) afin de favoriser le processus de la fibrose. Le détail de la fibrose cutanée 

radio-induite est présentée dans notre article de revue ci-après. 

2.2.3.1.2. Manifestations cliniques et pathologiques des lésions cutanées radio-induites 

 

Les lésions cutanées causées par les RI se manifestent par un érythème précoce et une 

desquamation sèche ou humide (Figure 12). De plus, certaines lésions humides progressent par la 

suite en lésions cutanées subaigües et chronique, comme la fibrose. La fibrose radio-induite 

réduit la qualité de vie des patients après le traitement, et il n'existe pas de traitement spécifique 

pour atténuer ce problème (Ginot et al., 2010). 

 

 

 

 
A       B 

 

Figure  12 : Fibrose cutanée radio-induite  (Ginot et al., 2010). 

A.  Radiodermite chronique de grade 3 avec fibrose et rétraction cutanée supérieure 

B.  Radiodermite chronique de grade 4 avec ulcération/nécrose et hyperpigmentation 
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2.2.3.2. Fibrose pulmonaire radio-induite : de la biologie à la clinique  

2.2.3.2.1. Biologie 
 

Des études ont démontré que les RI pulmonaires activaient faiblement le TGF-β le premier jour 

et l'activaient fortement 14 jours après les RI. Cela suggère que des cellules bronchiques et 

alvéolaires peuvent participer au processus complexe de fibrose pulmonaire induite par les RI en 

jouant le rôle de sources cellulaires de TGF-β actif. De plus, une exposition prolongée au TGF-β 

initie et maintient l’EMT dans divers systèmes biologiques et active des voies de signalisation 

SMAD, qui peuvent stimuler la prolifération des fibroblastes et l’accumulation aberrante de 

protéines, d’inhibiteurs des MMPs qui contribuent également à la progression de la fibrose 

(Wirdorrfer et Jendreossek, 2016; Ding et al., 2013).   

2.2.3.2.2. Manifestations cliniques et pathologiques des lésions pulmonaires radio-induites 

 

Les lésions pulmonaires induites par les rayonnements sont généralement divisées en deux 

formes : pneumonie et fibrose chronique. La pneumonie se caractérise par une inflammation 

aiguë apparaissant dans les 3 premiers mois d'exposition aux RI et comporte un risque de 

complications pulmonaires importantes conduisant à une détresse respiratoire et à une 

défaillance d'organe qui se manifestent par des modifications inflammatoires et fibrotiques 

(Figure 13). La fibrose radio-induite du poumon est une réponse retardée à la radiothérapie qui 

peut se développer des mois, voire des années après l'exposition aux RI (Ghaye et al., 2016). Elle 

aboutit à une fibrose entraînant un dysfonctionnement respiratoire et une réduction de la qualité 

de vie. 

       

 
 

 

Figure 13 : La fibrose pulmonaire radio-induite (Ghaye et al., 2016). 
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2.2.3.3. Toxicité gastro-intestinale radio-induite : de la biologie à la clinique 

2.2.3.3.1. Biologie 

 

Il est devenu évident que les complications associées à la rectite radio-induite impliquent une 

coordination entre les processus de fibrose et d'angiogenèse. Les altérations cellulaires du 

système vasculaire, notamment la néovascularisation et les télangiectasies, entraînent des 

symptômes cliniques de saignement persistant, alors que la fibrose provoque une ischémie et 

éventuellement une nécrose du tissu intestinal (Mancini and Sonis, 2014). Cependant, les 

mécanismes exacts des modifications tardives de la vascularisation et de la fibrose doivent 

encore être élucidés. A ce jour, il est prouvé que plusieurs facteurs de croissance, notamment le 

facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF : Platelet-Derived Growth Factor), le facteur 

de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF : Vascular endothelial growth factor), et le 

facteur de croissance des fibroblastes (FGF : fibroblast growth factor) jouent un rôle clé dans la 

pathologie (Brenn and Fletcher, 2006). D’autres études suggèrent une implication des mastocytes 

conduisant à l'expression synergique de gènes endothéliaux et inflammatoires en réponse aux RI 

(Blirando et al., 2011).  

2.2.3.3.2. Manifestations cliniques et pathologiques des lésions gastro-intestinales radio-

induites 

Les symptômes et les signes de lésions gastro-intestinales radio-induites peuvent survenir 

pendant ou après la RT. Les symptômes les plus importants de  toxicité gastro-intestinale aiguë 

sont les nausées/vomissements, les diarrhées, ainsi que les douleurs abdominales et rectales. Les 

lésions gastro-intestinales chroniques se développent généralement 3 à 4 mois après la fin de la 

RT, par exemple une rectite, une sténose, une télangiectasie, une congestion muqueuse, une 

ulcération, une nécrose. Les ulcérations peuvent se manifester par des saignements ou des 

fistulisations en profondeur (de Parades et al., 2007).  

 

 
A       B 

Figure 14 : La rectite radio-induite en endoscopie (de Parades et al., 2007). 

A.  Rectite radique télangiectasie   B.   Rectite radique congestive  
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2.2.4. La réponse immunitaire dans le développement de la fibrose. 

Les RI induisent des lésions des cellules résidentes des tissus, telles que les cellules endothéliales 

et épithéliales, les cellules souches mésenchymateuses (CSM) ainsi que des cellules 

immunitaires. Les dommages cellulaires résultants peuvent initier des réponses au stress, 

l’hypoxie tissulaire ou  la mort cellulaire des cellules voisines avec libération ultérieure de 

cytokines/chimiokines et de composants moléculaires associés aux dommages (DAMP : damage-

associated molecular patterns) modifiant ainsi le microenvironnement tissulaire. Cette réaction 

initiale aux dommages induits par les RI conduit au recrutement et à l'activation de diverses 

cellules immunitaires dont les lymphocytes, et favorisent une libération de cytokines par ces 

cellules immunitaires. Enfin, les transitions EMT, EndMT, la différenciation des cellules souches 

mésenchymateuses ainsi que la modification de l'environnement contribuent à l'activation de 

myofibroblastes entraînant le dépôt de collagène et menant, finalement, à une fibrose  radio-

induite (Wirsdörfer and Jendrossek, 2016). 

 
 

Figure 15 : Effets des RI sur la réponse immunitaire  (Wirsdörfer and Jendrossek, 2016). 
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2.2.4.1.  Les lymphocytes T CD4
+ 

(LT CD4
+
) 

Activation des lymphocytes T CD4
+
 effecteurs / mémoire  

Les lymphocytes T CD4
+
 représentent une population hétérogène de lymphocytes jouant un rôle 

essentiel dans l'immunité adaptative. Ces lymphocytes comprennent les lymphocytes T 

auxiliaires (T helper : Th) effecteurs, qui interviennent dans la protection contre les agents 

pathogènes et les lymphocytes T régulateurs (Treg) aux fonctions immunosuppressives.  

Les lymphocytes T matures, préalablement différenciés dans le thymus, expriment un récepteur 

spécifique d’antigène TCR (T cell receptor) et peuvent exprimer soit la glycoprotéine CD8 à leur 

surface et sont appelées lymphocytes TCD8
+ 

(cytotoxiques), ou bien la glycoprotéine CD4 à leur 

surface et sont appelées lymphocytes T CD4
+
. Lors du premier contact avec un antigène 

spécifique présenté dans les organes lymphoïdes secondaires via des cellules présentatrices 

d'antigène (APC : Antigen-Presenting Cell), les clones de lymphocytes TCD4
+
 naïfs spécifiques 

se différencient en lymphocytes T effecteurs, avec une variété de phénotypes fonctionnels, Th ou 

Treg, en fonction de leur microenvironnement cytokinique, puis les Th migrent vers le site de 

l'infection et y éliminent l'agent pathogène, et sont régulés par les Treg. Le terme Th provient de 

l'observation selon laquelle ces lymphocytes étaient essentiels pour aider les lymphocytes B à 

produire des anticorps lors de la réponse immunité humorale (Raphael et al., 2015). 

Les lymphocytes effecteurs sont des lymphocytes à vie courte. Mais il existe un contingent de 

cellules activés par l’antigène qui a un potentiel de survie à long terme, constitué de lymphocytes 

appelées lymphocytes T «mémoires» Les lymphocytes T mémoire peuvent être situés dans les 

organes lymphoïdes secondaires (lymphocytes « centraux-mémoire », TCM) ou dans les tissus 

récemment infectés (lymphocytes « effecteurs-mémoire », TEM). Lors d’une réexposition à 

l'antigène dont ils sont spécifiques, les lymphocytes T mémoire subissent une expansion et 

provoquent une réponse immunitaire, dite «secondaire»  plus efficace et plus rapide par rapport à 

la réponse immunitaire primaire éliminant l'infection (Golubovskaya and Wu, 2016). Les 

lymphocytes mémoire ont plusieurs caractéristiques : (i) la présence de marqueurs d'une 

expansion et d'une activation antérieure, (ii) une persistance en l'absence d'antigène, (iii) une 

augmentation rapide de l'activité lors d'une nouvelle exposition à l'antigène. L’existence de 

lymphocytes effecteurs et mémoire a également été démontrée pour les lymphocytes Treg 

(Rosenblum et al., 2016).  

 



37 
 

 

 

 

Figure 16 : Différenciation des lymphocytes CD4
+ 

naïfs en lymphocytes effecteurs ou mémoire / 

mémoire centrale. (TN : lymphocytes T naïfs, TCM : lymphocytes T « centrales mémoires », 

TEFF : lymphocytes T effecteurs,  TEM : lymphocytes «effecteurs mémoires», Treg : lymphocytes 

T régulateurs) (Golubovskaya and Wu, 2016). 

 

2.2.4.2.  Les sous-populations de lymphocytes T CD4
+ 

Les lymphocytes T CD4
+
 humains et murins ont été classés en six sous-populations principales, 

définis comme étant Th1, Th2, Th17, Th9, Th22, TFH, et Treg suppressives qui régulent l’activité 

des lymphocytes Th (Annunziato and Romagnani, 2009; Knochelmann et al., 2018; Tada et al., 

1978). Nous ne présenterons ici que les sous-populations qui ont été associées à la fibrose. 

CD4  
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Figure 17 : Différenciation des LT CD4
+ 

en fonction du microenvironnement cytokinique 

(Knochelmann et al., 2018). 

 

2.2.4.2.1. Les lymphocytes Th1  

 

Les lymphocytes Th1 se développent quand la stimulation des lymphocytes T CD4
+ 

naïfs se fait 

en présence d’IL-12 (Mosmann et al., 2005). Les Th1 sont caractérisés par leur sécrétion d’IFN-γ 

et l’expression du facteur de transcription T-bet (T-box expressed in T cells, TBX21) (Sakaguchi 

et al., 2007). La différenciation Th1 est dépendante de la voie de signalisation JAK/STAT, par 

l’activation de STAT1 par l’IFN-γ et le STAT4 par l’IL-12, qui favorise l’expression du facteur 

de transcription T-bet et permet l’expression de l’IFN-𝛾 (Raphael and Forsthuber, 2012; 

Skurkovich et al., 2005). Les lymphocytes Th1 expriment préférentiellement à leur surface les 

récepteurs de chimiokines : CXCR3 et CCR5, dont les chimiokines correspondantes sont IP-10, 

Mig, I-TAC pour CXCR3 et MIP-1α, MIP-1β et RANTES pour CCR5 (Bonecchi et al., 1998).  
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Les lymphocytes Th1 jouent un rôle dans la réponse immunitaire contre les pathogènes 

intracellulaires via leur interaction avec les macrophages principalement. Les lymphocytes Th1 

produisent des cytokines qui activent les macrophages et orientent les réactions inflammatoires 

vers des mécanismes d’hypersensibilité de type retardée dépendant des lymphocytes T CD8
+
 

(Hsieh et al., 1993). Ils stimulent également la sécrétion d’immunoglobulines de type A et G par 

les lymphocytes B (Raphael and Forsthuber, 2012).  

2.2.4.2.2. Les lymphocytes Th2 

Les lymphocytes Th2 se développent quand la stimulation des lymphocytes T CD4
+ 

naïfs se fait 

en présence d’IL-4. Les Th2 produisent de l’IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13, et expriment le 

facteur de transcription GATA3 (Vahedi et al., 2013a, 2013b; Zheng and Flavell, 1997; Zhu et 

al., 2010). Les lymphocytes Th2 expriment à leur surface le récepteur de chimiokine CCR4 dont 

la chimiokine correspondante est MDC (macrophage-derived chemokine) (Bonecchi et al., 

1998).  

Les lymphocytes Th2 jouent un rôle dans la défense contre les pathogènes extracellulaires, et 

interviennent directement dans les réactions de défense anti-parasitaire mais ils jouent aussi un 

rôle dans les réactions d’allergie. Les Th2 favorise le système immunitaire à médiation humorale 

via la stimulation de la prolifération des lymphocytes B (Raphael et al., 2015).  

2.2.4.2.3. Les lymphocytes Th17 

Les lymphocytes Th17 se développent quand la stimulation des lymphocytes T CD4
+ 

naïfs se fait 

en réponse à l’action combinée du TGF-β et des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β, 

l’IL-6, l’IL-21 et l’IL-23. Les Th17 produisent et sécrètent des niveaux élevés des cytokines de 

la famille de l’IL-17, telles que l’IL-17A, l’IL-17B, l’IL-17C, l’IL-17D, l’IL-17E, and l’IL-17F 

(Gu et al., 2013; Korn et al., 2009), et d’autres cytokines inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-

21, l’IL-22, le CCL20 (Korn et al., 2009; Raphael et al., 2015; Shabgah et al., 2014), et l’IL-23 

(Cua et al., 2003; Langrish et al., 2005). De plus, les Th17 sont caractérisés par l’expression des 

facteurs de transcription de type RORγt et STAT3. Les Th 17 expriment à leur surface les 

différents récepteurs de chimiokines : CCR6, CCR4, CXCR3 (Annunziato and Romagnani, 

2009; Annunziato et al., 2012; Korn et al., 2009; Raphael et al., 2015). 

Les lymphocytes Th17 jouent un rôle-clé dans la défense de l'hôte contre les agents infectieux 

extracellulaires, la granulopoïèse et la chimiotaxie des granulocytes par l'intermédiaire des 

cytokines qu’ils sécrètent. L'IL-17 a une fonction régulatrice de la défense de l'hôte et de 

l'inflammation mais son action peut également entraîner des dommages aux tissus et conduire à 

l'induction des maladies auto-immunes (Knochelmann et al., 2018) telles que la sclérose en 

plaques (Lock et al., 2002; Viglietta et al., 2004), le psoriasis (Kagami et al., 2010; Martin et al., 

2013), la polyarthrite rhumatoïde (Kaneko et al., 2018), la maladie intestinale inflammatoire 

(Skroza et al., 2013) et le lupus érythémateux systémique (Martin et al., 2014; Zhong et al., 

2018).  
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Les lymphocytes Th17 sont également associés au cancer mais leur rôle fonctionnel dans les 

tumeurs reste controversé (Knochelmann et al., 2018; Murugaiyan and Saha, 2009). Les Th17 

favorisent ou inhibent le développement de cancer (figure 18) selon le type de tumeur. D'une 

part, les lymphocytes Th17 peuvent favoriser la progression tumorale par la production d'IL-17 

contribuant ainsi au recrutement intratumoral des cellules myeloïdes suppressives (MDSC : 

myeloid-derived suppressor cells) et aussi à l'angiogenèse tumorale, en agissant directement sur 

les cellules endothéliales ou indirectement par stimulation de la sécrétion de VEGF par les 

cellules tumorales (Numasaki et al., 2003; Pan et al., 2015). D’autre part, il a été démontré que 

les lymphocytes Th17 inhibent la prolifération tumorale en induisant le recrutement des cellules 

NK, lymphocytes Th1, lymphocytes Tc1 dans les tumeurs et en activant les lymphocytes T CD8
+
 

cytotoxiques spécifiques de la tumeur (Guéry and Hugues, 2015).  

. 

 

Figure 18 : Rôles des lymphocytes Th17 dans l'immunité tumorale (Guéry and Hugues, 2015). 

Contrairement aux lymphocytes Th1 et Th2 qui sont considérés comme des lignées stables, les 

lymphocytes Th17 présentent un degré élevé de plasticité. Les lymphocytes Th17 ont la capacité 

de se convertir en différents sous-populations, Th1/Th2/Treg, en fonction de leur 

microenvironnement cytokinique. Les lymphocytes Th17 acquièrent des fonctions 

« pathogènes » en se convertissant en lymphocytes Th1 pendant le cancer et les infections ou en 

lymphocytes Th2 en cas d'inflammation pulmonaire. Quand les lymphocytes ex-Th17 acquièrent 

un profil Th1, ils peuvent toujours être distinguées des lymphocytes Th1 classiques via des 
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marqueurs de surface notamment CD161, CCR6 (Cosmi et al., 2011). Alternativement, les 

lymphocytes Th17 acquièrent des fonctions immunosuppressives en se convertissant en 

lymphocytes Treg dans le contexte de maladies auto-immunes (Guéry and Hugues, 2015). De 

plus, les lymphocytes de phénotype Th17 peuvent être convertis en lymphocytes Treg lorsqu’ils 

sont activée par des antigènes tumoraux en présence de facteurs tels que l’IL-2 ou l’acide 

rétinoïque (RA) (Mucida et al., 2007). La figure 19 résume la plasticité fonctionnelle des 

lymphocytes Th17. 

 

 

Figure 19 : Plasticité des lymphocytes Th17 (Guéry and Hugues, 2015). 

 

 



42 
 

2.2.4.2.4. Les lymphocytes T régulateurs (Treg) 

Au milieu des années 90, une nouvelle sous-population de lymphocytes Th ayant une fonction 

régulatrice vis-à-vis des lymphocytes Th a été identifiée et appelée Treg. Sous l'influence de l'IL-

2 et du TGF-β, les lymphocytes Treg se différencient et expriment les facteurs de transcription 

STAT5 et Foxp3. Les lymphocytes Treg produisent uniquement du TGF-β et de l’IL-10  (Hori et 

al., 2003, 2017; Sakaguchi et al., 2007). Initialement, la caractérisation des lymphocytes Treg 

était principalement basée sur leur expression élevée du récepteur de l'IL-2 (CD25) (Sakaguchi et 

al., 2007). Divers marqueurs de surface supplémentaires ont été proposés afin de mieux définir 

les lymphocytes Treg, notamment la molécule CD152 (ou CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein 4), la molécule d'adhésion CD62L, le récepteur GITR (GITR : glucocorticoid-

induced tumor necrosis factor-related receptor), la molécule CD279 (ou PD-1 : Programmed cell 

death 1) (Liu et al., 2018; Sakaguchi et al., 2007).   

Comme les lymphocytes Th17, les lymphocytes Treg ont été décrits comme des cellules ayant 

une capacité de plasticité. Les lymphocytes Treg stimulés par des cytokines telles que l’IL-6, 

l’IL-21 et le TGF-β peuvent être convertis en lymphocytes Th17, produisant ainsi de l’IL-17, IL-

21 et IL-22 (Kitani and Xu, 2008). L'exigence partagée de la présence de TGF-β et la régulation 

réciproque de leurs principaux facteurs de transcription, RORγt et Foxp3, suggèrent une 

dichotomie dans la génération de lymphocytes Th17 et Treg en fonction du microenvironnement 

cytokinique (Knochelmann et al., 2018). 

La fonction suppressive des lymphocytes Treg a conduit à étudier leur rôle potentiel dans le 

cancer. La valeur pronostique associée à l’infiltrat de lymphocytes Treg au site tumoral est sujet 

à controverse. Des auteurs ont rapporté qu’un pronostic défavorable est associé à une forte 

densité intratumorale en lymphocytes Treg dans les cancers du sein (Merlo et al., 2009), du foie 

(Fu et al., 2007), du pancréas (Hiraoka et al., 2006), de l’ovaire (Curiel et al., 2004). D’autres 

auteurs ont observé que l’infiltration en lymphocytes Treg (CD4
+
, FoxP3

+
) était associé à un 

pronostic favorable dans les lymphomes folliculaires et les lymphomes de Hodgkin (Carreras et 

al., 2009; Tzankov et al., 2008), les cancers de la tête et du cou (Badoual et al., 2006), ainsi que 

le cancer du côlon (Frey et al., 2010; Le Gouvello et al., 2008; Salama et al., 2009; Tosolini et 

al., 2011). 

 

2.2.4.3.  Les lymphocytes T CD4
+ 

et la fibrose 

 

Les lymphocytes T CD4
+
 sont impliqués dans la fibrose par leur production de cytokines. Il 

existe également beaucoup de régulation croisée entre les sous-populations de cellules Th. Par 

exemple, l'IL-13 inhibe la différenciation Th17, alors que l'IFN-γ peut supprimer la fibrose 

induite par l'IL-13 en induisant l'activation classique des macrophages et en inhibant la synthèse 

du collagène induit par l'IL-13 et le TGF-β1 dans les myofibroblastes (Wynn and Ramalingam, 

2012).  

 



43 
 

 
Figure 20 : La réponse immunitaire adaptative dans la fibrose (Wynn and Ramalingam, 2012).  

 

2.2.4.3.1.  Lymphocytes Th1 et fibrose 

 

La contribution des lymphocytes Th1 dans la fibrose reste controversée. D’une part, les 

lymphocytes Th1 et leur cytokine IFN-γ participent à l'établissement de la fibrose pulmonaire 

induite par la bléomycine en favorisant l'inflammation pulmonaire chronique et la prolifération 

des fibroblastes (Chen et al., 2001; Huaux et al., 2003) . Cependant, d’autres études ont suggéré 

que les lymphocytes Th1 ont une activité anti-fibrotique (Kiwamoto et al., 2006; Wynn and 

Ramalingam, 2012). En effet, l’IFN-γ peut inhiber au moins en partie, la fibrose, en antagonisant 

l'activité pro-fibrotique du TGF-β. L’IFN-γ inhibe la phosphorylation de SMAD3 et donc la voie 

de signalisation SMAD induite par le TGF-. L’IFN-γ induit l’expression de SMAD7, qui en se 

liant à SMAD3, va empêcher l’interaction de SMAD3 avec le récepteur au TGF-β et atténuer 

ainsi la voie de signalisation induite par le TGF-β. L’IFN-γ inhibe également directement la 

prolifération des fibroblastes (Ulloa et al., 1999).  

 

2.2.4.3.2. Lymphocytes Th2 et fibrose 

 

Les lymphocytes Th2, eux sont profibrotiques. Ils produisent IL-4 et IL-13, connues pour induire 

la différenciation des myofibroblastes et la synthèse de la MEC. De plus, l'IL-4 et l’IL-13 

conduisent à une activation par la voie alternative des macrophages résidents dans les tissus en 
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macrophages pro-fibrotiques, favorisant la réparation tissulaire et la fibrose. Il a été rapporté que 

des macrophages activés par l'IL-13, régulent positivement la fibrose radio-induite (Citrin et al., 

2017). En effet, la carence en IL-13 ou l'utilisation d'agents diminuant le taux d'IL-13 ont permis 

de réduire la fibrose induite par un certain nombre de stimuli exogènes, dont les RI (Wynn et al, 

2013). 

 

2.2.4.3.3.  Lymphocytes Th17 et fibrose 

 

Les lymphocytes Th17 produisent la cytokine pro-inflammatoire IL-17A, qui est un facteur 

important associé à la progression de la fibrose car elle induit la différenciation des fibroblastes 

et active leur prolifération.  L'expression de l'IL-17A a été impliquée dans la pathogenèse de la 

fibrose pulmonaire, du rejet d'allogreffe chronique, de la fibrose dans la transplantation 

pulmonaire, de la fibrose myocardique et de la fibrose hépatique induite par l'hépatite B ou 

hépatite C. L’équipe d’A. Paun a montré qu’un taux élevé de lymphocytes Th17 était associé à 

un risque de fibrose pulmonaire radio-induite tardive dans un modèle expérimental chez la souris 

(Paun et al., 2015, 2017). Des études mécanistiques portants sur la voie de la fibrose induite par 

l'IL-17 chez la souris ont permis d'identifier les cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-23. De 

plus, l’axe des cytokines IL-1β / IL-17A / TGF-β1 a aussi été montré comme une voie 

importante dans la fibrose induite par l’inflammation (Wynn et al, 2013; Wirdorrfer et 

Jendreossek, 2016).  

 

2.2.4.3.4. Lymphocytes Treg et fibrose 

 

Le rôle des lymphocytes Treg dans la fibrose est controversé. Les lymphocytes Treg jouent un 

rôle crucial dans la limitation de l'ampleur des réponses des lymphocytes Th, et assurent une 

régulation appropriée de la cicatrisation. Quand ils sont activés par l’IL-18 et l’IL-33, les Treg 

montrent une capacité suppressive grâce à la sécrétion accrue de cytokines anti-inflammatoires 

comme l’IL-10, qui vont induire un arrêt du cycle cellulaire ou l’apoptose des lymphocytes T 

effecteurs (Wirsdörfer and Jendrossek, 2016).  

Cependant, les lymphocytes Treg sont dépendants du TGF-pour leur différenciation. Cette 

cytokine est libérée tôt après une lésion tissulaire par les pneumocytes, les fibroblastes et les 

lymphocytes Th2, mais la forme latente peut également être activée directement par les RI.  

Au début de la dernière phase de la cicatrisation, le remodelage tissulaire (de 24 à 30 semaines), 

les macrophages représentent une source de TGF-β. Pendant cette phase, le TGF-β va favoriser 

les processus de réparation. Bien qu’au cours de cette phase précoce, le TGF-β agit 

principalement comme médiateur pro-inflammatoire pour attirer les neutrophiles, il peut 

également fournir des signaux pour la limitation de l'inflammation tissulaire, notamment en 

induisant les Treg. Mais produit en excès, le TGF- va favoriser la fibrose (Wirsdörfer and 

Jendrossek, 2016).  Il a aussi été démontré que les Treg contribuent aux affections fibrotiques du 

poumon, telles que les lésions pulmonaires induites par la blémomycine, les RI, et la fibrose 
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pulmonaire idiopathique. Les lymphocytes Treg stimulent la prolifération des fibroblastes en 

sécrétant PDGF-B et TGF-β. (Re et al., 2013). En outre, les Treg peuvent induire une réponse 

Th17, modifier la sécrétion de l’IFN-gamma, de l’IL-12/IL-4, de l’IL-5 et promouvoir la 

transition EndMT (Wynn et al, 2013). 

 

2.2.4.3.5. Récepteur de chimiokine CCR6  

Dans notre travail, nous avons focalisé notre étude sur les lymphocytes T exprimant le récepteur 

de chimiokine CCR6, dont le ligand unique est la chimiokine CCL20, qui est sécrétée par les 

lymphocytes Th17. La CCL20 est présente dans l'intestin et régulée positivement après un 

stimulus inflammatoire (Lee et al., 2013).  Le CCR6 est naturellement exprimé dans plusieurs 

tissus : fortement dans l'appendice, la rate, les ganglions lymphatiques et le pancréas, et plus 

faiblement dans le thymus, le côlon, l'intestin grêle, le foie fœtal, les testicules (Ranasinghe and 

Eri, 2018). Le CCR6 est régulé positivement par de nombreuses sous-populations de leucocytes 

telles que les cellules dendritiques immatures, les cellules NK lymphocytes B, les lymphocytes 

T, plus spécifiquement les lymphocytes Th17 pro-inflammatoires et les lymphocytes Treg 

immunorégulateurs (Liao et al., 1999a; Wiede et al., 2013). De façon intéressante, le recrutement 

des lymphocytes Th17 et des lymphocytes Treg vers les tissus inflammatoires produisant 

CCL20, est dépendant l’expression du CCR6. En effet, Yammazaki et coll. ont montré que 

l'absence du CCR6 dans les lymphocytes Th17 réduit la sévérité de l’EAE et diminue la 

migration des Th17 et des Treg dans les tissus inflammatoires (Yamazaki et al., 2008). Turner et 

coll. ont également montré que le déficit de CCR6 réduit l’infiltration des Th17 et des Treg dans 

les lésions tissulaires rénales de la glomérulonéphrite (Turner et al., 2010).  

 
Figure 21 : Fonctions immunitaires pléiotropes de l'axe CCR6-CCL20 (Ranasinghe and Eri, 2018) 



46 
 

3.  Sénescence  

 

3.1. Sénescence 

 

La sénescence cellulaire a été identifiée par L. Hayflick comme un état d’arrêt permanent du 

cycle cellulaire en rapport avec le raccourcissement des télomères (sénescence réplicative) ou en 

réponse à plusieurs autres formes de stress (sénescence accélérée ou sénescence prématurée), 

mais au cours duquel les cellules restent métaboliquement actives (Figure 22). La  sénescence 

cellulaire peut être induite par de nombreux stimuli notamment fumée de cigarette, stress 

oxydatif, chimiothérapie, RI, des lésions génomiques ou épigénomiques, l’activation 

mutationnelle des oncogènes, un dysfonctionnement mitochondrial, des déséquilibres 

métaboliques (Rodier and Campisi, 2011). Les cellules sénescentes sont également caractérisées 

par un phénotype sécrétoire pro-inflammatoire particulier comprenant de nombreuses cytokines, 

chimiokines, facteurs de croissance, et protéases. De plus elles régulent positivement l'expression 

des inhibiteurs du cycle cellulaire (p16
Ink4a

, p21), augmentent l’activité de -galactosidase, et 

acquièrent une résistance à l'apoptose (Campisi , 2016, Gonzalez-Meljem et al., 2018). 

  

 

 

 
Figure 22 : Vue d'ensemble de la sénescence réplicative et de la sénescence prématurée 

 (Wang et al., 2018). 

A. sénescence réplicative induite par le raccourcissement des télomères. 

B. sénescence prématurée induite par les stress oxydatifs. 
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3.1.1. Sénescence réplicative    

 

La sénescence réplicative fait suite à une diminution du potentiel de prolifération observée après 

plusieurs divisions cellulaires conduisant finalement à un arrêt total. Le raccourcissement des 

télomères à la suite de multiples divisions cellulaires dans des cellules non-transformées a été 

montré comme le facteur principal pour ce type de sénescence. La sénescence réplicative est 

généralement dépendante de la voie TP53/p21
CIP1

/pRb/E2F (Demaria et al., 2017; Wang et al., 

2018). 

 

3.1.2. Sénescence prématurée 

  

La sénescence accélérée, ou sénescence prématurée, peut être induite en réponse à un stress de la 

cellule : dommages à l’ADN, stress oxydant, stress par des agents thérapeutiques, activation 

d’oncogènes. La sénescence accélérée peut être transmise par la voie TP53/ p21/pRb/E2F ou la 

voie p16
Ink4a

/pRb/E2F. L'activation de p38MAPK est le plus souvent impliquée dans ce type de 

sénescence (Debacq-Chainiaux et al., 2009). Il y a différents types de sénescence prématurée : 

 

Sénescence induite par les dommages à l'ADN : des dommages irréparables à l'ADN peuvent 

induire une sénescence ou une apoptose, en fonction de l'ampleur des dommages. De multiples 

agents endommageant l'ADN induisent ce type de  sénescence, y compris les rayonnements 

(ionisants et UV) ou l’exposition à de multiples drogues in vitro (Hernandez-Segura et al., 2018). 

 

Sénescence induite par le stress oxydant : des produits oxydants du métabolisme cellulaire, ou 

des agents oxydants connus (H2O2) peuvent provoquer une sénescence prématurée (Figure 22). 

Bien que les agents oxydants exercent leur effet en partie en endommageant l’ADN, d’autres 

composants et processus cellulaires sont également affectés (Hernandez-Segura et al., 2018).  

 

Sénescence induite par la chimiothérapie : de multiples médicaments anticancéreux, comme la 

bléomycine ou la doxorubicine, sont capables d’induire une sénescence prématurée. Certains 

d’entre eux induisent des lésions de l'ADN, tandis que d'autres peuvent agir par le biais de 

différents autres mécanismes (Calcinotto et al., 2019; Wang et al., 2018). 

 

Sénescence induite par les oncogènes (OIS : Oncogene-induced senescence) : l’activation 

d’oncogènes, tels que RAS ou BRAF, ou l’inactivation des gènes suppresseurs de tumeur, tels 

que PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), peuvent conduire à la sénescence prématurée 

(Hernandez-Segura et al., 2018). 
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Figure 23 : Facteurs de stress et agents dommageables  activent des inhibiteurs du cycle 

cellulaire et du suppresseur de tumeur Rb (Muñoz-Espín and Serrano, 2014). 

 

3.1.3.  Caractéristiques des cellules sénescentes 

 

3.1.3.1. Transformation morphologique 

 

La sénescence cellulaire est généralement accompagnée de changements morphologiques qui 

peuvent être une augmentation de la taille et un aplatissement des cellules qui présentent une 

vacuolisation et un contour irrégulier traduisant les nombreuses réorganisations du cytosquelette. 

Ces cellules peuvent devenir multinucléées. Ainsi, l’activation de la voie mTOR (mammalian 

target of rapamycin) est nécessaire à l’agrandissement du corps cellulaire des cellules 

endothéliales sénescentes. Le réarrangement du cytosquelette, principalement des filaments de 

vimentine contribue à la forme modifiée de la cellule associée à la sénescence (Muñoz-Espín and 

Serrano, 2014). De plus, la sénescence induite par l’oncogène RAS muté (RAS
v12

) présente une 

vacuolisation importante des cellules due au stress du réticulum endoplasmique (Denoyelle et al., 

2006). 
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3.1.3.2. Résistance à l'apoptose 

 

Les cellules sénescentes activent plusieurs facteurs de survie et deviennent résistantes à 

l'apoptose. Lors du traitement avec des inducteurs d'apoptose, les cellules sénescentes sont 

capables de réguler positivement la protéine anti-apoptotique Bcl-2 en réponse à l'activation du 

facteur de transcription CREB (cAMP response element-binding protein). Les membres de la 

famille BCL-2, en particulier les protéines anti-apoptotiques (Bcl-XL et Bcl-W), sont 

surexprimés dans les cellules sénescentes (Yosef et al., 2016). Par ailleurs, l’expression de p21 

protège les cellules sénescentes de la mort par l’atténuation de la signalisation de JNK et des 

caspases en cas de dommages persistants à l'ADN. Enfin, la HSP90 s’est révélée être une 

protéine-clé pour la survie des cellules sénescentes via la stabilisation de p-AKT (Hernandez-

Segura et al., 2018).  

 

3.1.3.3. Inhibiteurs des kinases dépendant des cyclines (CDK) et arrêt du   

  cycle cellulaire  

 

Les CDK 1/2 et CDK 4/6 phosphorylent et régulent de multiples protéines impliquées dans la 

progression du cycle cellulaire. Les principaux effecteurs de l’arrêt du cycle cellulaire en 

sénescence sont les inhibiteurs p21 et p16, qui sont codées par les gènes CDKN1A et CDKN2A 

(Stein et al., 1999). p16 interagit directement et inhibe CDK4/6. L’expression de p16 est  

largement utilisée pour signaler la présence de cellules sénescentes dans les études in vitro et in 

vivo (Campisi, 2016).  

 

3.1.3.4. Augmentation de l’activité -galactosidase 

 

L’augmentation de l’activité -galactosidase associée à la sénescence (SA--Gal) est également 

un biomarqueur de la sénescence couramment utilisé. La -galactosidase peut cliver le substrat 

chromogénique 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-galactopyranoside (X-gal), ce qui se produit un 

marquage bleu périnucléaire dans les cellules positives (Dimri et al., 1995). L’activité augmentée 

dans les cellules sénescentes est celle de la -galactosidase lysosomale, qui est codée par le gène 

GLB1. Sa détection nécessite la congélation rapide des tissus afin de préserver l'activité 

enzymatique (Debacq-Chainiaux et al., 2009). De plus, les cellules quiescentes présentent une 

activité de la -galactosidase dans les lysosomes qui fonctionne de manière optimale à pH 4 (Lee 

et al. 2006). En conséquence, l’activité SA--Gal dans les cellules sénescentes est mesurée à pH 

6 (Dimri et al., 1995; Kurz et al., 2000; Yang and Hu, 2005). 
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3.1.3.5. Phénotype sécrétoire associé à la sénescence (SASP) 

 

3.1.3.5.1.  Composition du SASP 

 

L’existence de changements dans le surnageant des cellules sénescentes a été signalée dans des 

fibroblastes au cours de la sénescence réplicative. Ils correspondent au phénotype sécrétoire 

associé à la sénescence (SASP) ou senescence-messaging secretome (SMS) (Coppé et al., 2006; 

Mialet-Perez et al., 2015; Rodier and Campisi, 2011). Ces changements concernent les cytokines 

(IL-1A, IL-1B IL-6, IL-8, IL-10, IL-13), les chimiokines (CCL2, CXCL1/CXCL2), et les 

protéines de la famille des métalloproteinases (MMP-1 and MMP-3), les facteurs de croissance 

(PDGF-A, VEGF, GM-CSF, M-CSF). Cependant la composition du SASP diffère selon les types 

cellulaires. Certaines publications montrent que des dommages persistants à l'ADN sont 

nécessaires pour l'induction du SASP (Calcinotto et al., 2019; Coppé et al., 2006; Hernandez-

Segura et al., 2018; Rodier and Campisi, 2011; Rodier et al., 2009).  

 

             

            

 
Figure 24 : Marqueurs et phénotypes associés à la sénescence (Gonzalez-Meljem et al., 2018) 
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3.1.3.5.2. Les voies de signalisation régulant l’expression du SASP 

 

L’expression des gènes codant pour les protéines du SAPS est contrôlée par différentes voies de 

signalisation. Cette expression peut être régulée positivement au niveau de l'activation de la 

transcription, et/ou de la stabilisation des transcrits et/ou du remodelage de la chromatine (figure 

25). La signalisation de la réponse aux dommages à l'ADN (DDR) pourrait induire le SASP par 

des voies indépendantes de p53. D’autres voies de signalisation régulant le SASP sont la voie de 

PI3K/AKt/mTOR (Herranz et al., 2015; Iglesias-Bartolome et al., 2012; Laberge et al., 2015; 

Yentrapalli et al., 2013), la voie de p38MAPK (Freund et al., 2011) en réponse à des stress 

oxydants. Les RI pourraient induire la sécrétion d’IL-1α, d’IL-1β, d’IL-6, d’IL-8 par les cellules 

adipeuses sénescentes via la voie de signalisation JAK/STAT (Xu et al., 2015). D’autres auteurs 

ont également montré que la sécrétion d'IL-8 et de VEGF propageait la sénescence dépendante 

des ERO dans les épithéliums rétiniens sénescents (Marazita et al., 2016), et dépendait de la voie 

ATM/ATR/DNA-PKcs dans les cellules cancéreuses sénescentes du côlon (Strzeszewska et al., 

2018).  

                      

 
 

 Figure 25 : Différentes voies d'induction du SASP dans la sénescence cellulaire 

(Watanabe et al., 2017). 
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3.1.3.6. Persistance des dommages à l'ADN  

 

 

Les CDB de l’ADN sont de puissants activateurs de la DDR (réponse aux dommages de l’ADN) 

et peuvent conduire à une sénescence cellulaire. Les CDB de l’ADN favorisent le recrutement et 

la liaison de la kinase ATM aux sites endommagés de l’ADN. Ce recrutement permet la 

phosphorylation de l'histone H2A.X (H2A.X), ce qui facilite l’assemblage de complexes 

spécifiques de réparation de l’ADN (Figure 26). Les cellules sénescentes présentent ainsi une 

accumulation de foyer de H2A.X marquant des dommages à l’ADN (Hernandez-Segura et al., 

2018). La persistance des dommages de l’ADN  induit également la phosphorylation au niveau 

de la sérine 15 de p53 et favorise la transcription de nombreux gènes concernant du SASP 

(Coppé et al., 2006; Rodier et al., 2009). Les inductions de foyers nucléaires du H2A.X ou de 

p53 phosphorylée sont couramment utilisées comme des marqueurs de sénescence. Cependant, 

tous les programmes de sénescence ne sont pas une conséquence de la DDR (Pospelova et al., 

2009).  

 

 

 
 

Figure 26 : Phosphorylation de l'histone H2A.X après la réponse aux dommages de l’ADN  

(Ibuki and Toyooka, 2015). 
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3.1.3.7. Accumulation de l’histone de H2A.J 

 

Les travaux récents de l’équipe de C. Mann (Contrepois et al., 2017) ont mis en évidence un 

variant rare d’histone H2A.J s’accumulant spécifiquement dans les fibroblastes sénescents 

présentant des dommages persistants à l’ADN. De plus, il a été montré que l’histone H2A.J est 

associée à la régulation de la transcription des gènes codant pour le SASP, indépendamment des 

voies de régulation du cycle cellulaire (Contrepois et al., 2017). L’histone H2A.J pourrait donc 

être un potentiel marqueur de stress lié au vieillissement (Contrepois et al., 2017). Par ailleurs, 

l’histone H2A.J est également un marqueur de la sénescence radio-induite dans les chondrocytes 

articulaires humains (Hamdi et al., 2016). 

 

3.2. Sénescence immunitaire  

 

3.2.1. Caractérisation 

 

L'immunosénescence affecte à la fois l'immunité innée et adaptative, qui résulte de défauts 

d'immunité des lymphocytes T et se caractérise également par un état inflammatoire chronique 

de bas grade (Macaulay et al., 2013). L’immunosénescence décrit fait suite à des altérations 

produites par le vieillissement chronologique induisant une sénescence réplicative, mais 

également à la sénescence prématurée due à une activation chronique du système immunitaire 

associée à des infections virales (VIH : virus de l’immunodéficience humaine, CMV : 

cytomégalovirus), à des maladies inflammatoires, au cancer ou à des greffes d’organes (Akbar et 

al., 2016; Kasakovski et al., 2018). Des lymphocytes T sénescents peuvent être trouvés même 

chez les jeunes en raison d'une activité proliférative excessive, mais ils augmentent 

considérablement au cours du vieillissement. Les lymphocytes T sénescents peuvent exprimer 

dans certaines circonstances les marqueurs de surface CD27
neg

, CD28
neg

, CD45RA, KLRG1, 

CD57 (Akbar et al., 2016). 

 

L’immunosénescence réplicative se caractérise par le raccourcissement des télomères, qui est 

dû à la fois à la réplication continue des lymphocytes T et à une réduction de l'expression du 

composant ARN de la télomérase humaine, hTERC, qui est un facteur régulateur de l’activité de 

la télomérase  (hTERC : human telomerase RNA component) (Lanna et al., 2013; Xu and Larbi, 

2017). 

L’immunosénescence prématurée a été caractérisée lors de dommages de l’ADN dus à un 

dysfonctionnement mitochondrial conduisant à une augmentation de la production des ERO 

(Akbar et al., 2016). D’autres ont montré la sénescence radio-induite des T CD4+ naïfs, et la 

sénescence des CD8
+
/CD4

+
 naïfs induite par les lymphocytes Treg (Liu et al., 2018; Ye et al., 

2012).  
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3.2.2. La sénescence lymphocytaire n'équivaut pas à l'épuisement lymphocytaire 

La sénescence et l’épuisement lymphocytaire T présentent des similitudes dans certains aspects 

phénotypiques et fonctionnels. Par conséquent, il est important de noter les différences entre la 

sénescence et l'épuisement des lymphocytes T, car cela permettra une interprétation précise des 

résultats.  

Premièrement, les marqueurs exprimés par les cellules T sénescentes sont les CD57 et KLRG-

1, qui indiquent une sénescence réplicative, alors que les marqueurs associés à l'épuisement des 

cellules T sont les molécules PD-1 (programmed cell death 1), LAG-3 (lymphocyte activation 

gene 3), TIM-3 (T cell immunoglobulin mucin 3), et CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-

associated protein 4).  

Deuxièmement, les lymphocytes T sénescents ont des phénotypes bien différenciés (TEM/TE) , 

sont résistants à l'apoptose (Spaulding et al., 1999), et adoptent un profil pro-inflammatoire qui 

les rend capables de sécréter des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires similaires au SASP 

établi pour les fibroblastes, caractéristiques que n’ont pas les lymphocytes T « épuisés ». 

Troisièmement, la sénescence réplicative semble irréversible alors que l'épuisement est 

réversible. Des études ont montré que le blocage de la ligation de PD-1 est capable de récupérer 

la fonction de sécrétion de cytokines dans les lymphocytes T (Liu et al., 2018; Xu and Larbi, 

2017). 

 

3.2.3.  Implication des voies de signalisation  dans la sénescence des lymphocytes T 

Bien que l'impact de la sénescence des lymphocytes T soit bien décrit au niveau cellulaire, les 

mécanismes moléculaires sont plutôt moins bien compris.  

Ye et coll. ont montré par des études transcriptomiques que la sénescence des lymphocytes T 

CD8
+
 et CD4

+ 
induite par les Treg était associée à des altérations significatives des gènes 

impliqués dans les voies de signalisation des MAPKs ERK1/2, p38, et JNK (Ye et al., 2012). 

Pawelec et coll. ont montré également que l’activation de la voie p38MAPK est directement 

impliquée dans les lymphocytes T CD4
+
 sénescents 

 
(Pawelec, 2017). 

Une étude récente a montré que la sénescence des lymphocytes T CD4
+ 

induite par les Treg était 

associée à une compétition dans la consommation de glucose par ces cellules et à l’activation 

d’ATM. Les mêmes auteurs ont également montré que la voie de signalisation MAPK ERK1/2 et 

p38MAPK coopére avec les facteurs de transcription STAT1 / STAT3 pour contrôler la 

sénescence des lymphocytes T induite par les cellules Treg humaines (Liu et al., 2018). 

Par ailleurs, la voie mTOR joue un rôle important dans la régulation de métabolisme des 

lymphocytes T. Lors de la stimulation par des facteurs de croissance, la voie PI3K/ Akt/mTOR 

est activée, ce qui favorise l'absorption des nutriments, améliore de nombreuses activités 

métaboliques (Jones and Thompson, 2007), et favorise la survie à long terme des lymphocytes T 

(Jones and Pearce, 2017). Mannick et coll. ont montré que l'inhibition de mTOR par RAD001 

améliorait l’immunosénescence des lymphocytes T CD4
+
 et CD8

+
 chez les donneurs sains âgés 

(Mannick et al., 2014).  
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4.  La radiosensibilité individuelle 

 

4.1. La réponse individuelle des tissus sains aux rayonnements ionisants 

 

Les premiers événements tissulaires indésirables survenant après une exposition aux RI ont été 

observés peu après la découverte des rayons X par Röntgen en décembre 1895. Giesel a soutenu 

l’idée que les RI pourraient avoir des effets tissulaires nocifs. À ce jour, les réponses 

individuelles aux RI ont révélé au moins deux aspects principaux  (Foray et al., 2016) : 

- La radiosensibilité est définie comme la prédisposition aux événements tissulaires 

indésirables après une RT. 

- «La radio-susceptibilité» est définie comme la prédisposition au cancer radio-induit y 

compris pour les faibles doses des RI. 

 

4.2. Maladies génétiques associées à la radiosensibilité  

 

4.2.1. Syndromes de radiosensibilité par défaut de réparation des CDB de l’ADN 

 

Il existe différents syndromes génétiques associés à une radiosensibilité anormale. Ce sont les 

cas des mutations d’ATM et de LIG1 et LIG4, du syndrome de rupture de Nimègue (mutations 

NBS1), des troubles de type AT (mutations MRE11), de l'anémie de Fanconi (mutations des 

gènes FANC), du syndrome de Bloom (mutations de BLM), du xeroderma pigmentosum 

(mutations de 8 gènes XP), du syndrome de Cockayne (mutation de 2 gènes CS). Ces syndromes 

partagent un éventail de caractéristiques cliniques et biologiques communes, telles que 

l'instabilité génomique, les rendements anormaux d'aberrations chromosomiques, une 

immunodéficience et généralement une prédisposition au cancer  (Foray et al., 2016). 

 

 

4.2.2. Syndromes de radiosensibilité sans défaut direct de réparation des CDB de l’ADN 

 

Certains syndromes de radiosensibilité ne sont pas directement associés à un défaut de réparation 

des CDB. C'est notamment le cas de la progéria (syndrome de Hutchinson-Gilford), la 

neurofibromatose, la chorée de Huntington, la maladie de Bruton ou le syndrome de Gorlin. Les 

syndromes sont causés par des mutations de gènes dont les protéines se localisent dans le 

cytoplasme ou la membrane nucléaire, mais pas nécessairement dans le noyau (Foray et al., 

2016). 

4.3. Test de la radiosensibilité individuelle 

 

La remarquable efficacité de la radiothérapie a mené à de nombreuses indications pour différents 

types de cancers. Cependant, compte-tenu du risque de toxicité radio-induite, le bénéfice de la 

radiothérapie est restreint à une partie des patients. Ceci souligne la nécessité de disposer de 
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biomarqueurs prédictifs de toxicité radio-induite. Plusieurs tests prédictifs de la radiosensibilité 

individuelle ont été étudiés à différents niveaux biologiques, incluant  les cellules, les 

chromosomes, les dommages de l’ADN, et la radiogénomique. La figure ci-dessous résume les 

principales techniques évaluées pour leur potentiel prédictif de radiosensibilité individuelle 

(Figure 27).   

 

 

 
 

Figure 27 : Principales techniques d’évaluation de la radiosensibilité (Foray et al., 2016). 

 

 

4.3.1. Tests de la mort cellulaire 

 

4.3.1.1. Test de survie clonogénique des fibroblastes 

 

La survie cellulaire clonogénique est l’un des premiers tests prédictifs de radiosensibilité qui a 

été largement étudié. Son principe est que la fraction de survivants à une dose de 2 Gy (SF2) 

indique la radiosensibilité intrinsèque des cellules. Ces études ont montré qu’il y a une 

corrélation entre la radiosensibilité des fibroblastes des patients et les réactions de différents 

tissus sains à la radiothérapie (Joubert et al., 2008). Cette association a été étudiée dans les 

cancers du sein et de la tête et du cou. Cependant, à ce jour, aucune étude prospective n'a pu 

démontrer une association significative entre la radiosensibilité des fibroblastes et la toxicité 

radio-induite chez les patients (Azria et al., 2017). Par ailleurs, la durée du test de deux semaines 

est considérée comme un obstacle à sa mise en œuvre clinique.  
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4.3.1.2. Test d’apoptose radio-induite des lymphocytes T 

 

Le test d’apoptose radio-induite des lymphocytes T (RILA : radiation-induced lymphocyte 

apoptosis) a été développé au début des années 90 sur la base de données précliniques et 

rétrospectives prometteuses (Crompton, 1997; Crompton et al., 1997; Ozsahin et al., 1997). Le 

principe du RILA est le suivant : les échantillons sanguins sont irradiés avec une seule fraction 

de 8 Gy. Ensuite, l'apoptose des lymphocytes T est mesurée 48 heures après irradiation par 

cytométrie en flux. Les résultats initiaux du RILA montrent que le taux d’apoptose des 

lymphocytes T CD8
+
 est significativement associé à l’incidence d’effets tardifs de grade > 2 dans 

différents cancers, dans une étude prospective monocentrique (Ozsahin et al., 2005), puis cette 

association a été récemment confirmée dans une étude prospective multicentrique chez des 

malades ayant eu une RT pour cancer du sein (Azria et al., 2015). De plus, des travaux récents 

ont validé la corrélation du RILA CD4
+
 à une fibrose et à une télangiectasie radio-induites après 

10 ans de traitement, dans une population de 272 patientes atteintes d’un cancer du sein 

(Veldwijk et al., 2019). Dans ces études le faible taux d’apoptose radio-induite  au niveau des 

lymphocytes T CD4
+
/CD8

+
 était corrélé avec les complications radio-induites de grade élevé (> 

2) (Azria et al., 2010, 2015; Ozsahin et al., 2005; Veldwijk et al., 2019). En outre, ce test était 

reproductible entre les laboratoires ( Mirjolet et al., 2016; Azria et al., 2017, 2018; Talbot et al., 

2019). L’intérêt du RILA CD8
+
 a été confirmé dans différents types de cancer, tels que le cancer 

du col de l’utérus (Bordón et al., 2010) et les cancers de la tête et du cou (Bordón et al., 2010). 

Récemment, dans des cohortes de patients atteints de cancer de la prostate (Azria et al., 2019) et 

du poumon (Talbot et al., 2019), les auteurs ont mis en évidence une association entre un faible 

RILA CD8
+ 

et la toxicité radio-induite. Enfin, le RILA a été aussi évalué positivement dans une 

cohorte de 120 patients ayant développé un sarcome radio-induit (Mirjolet et al., 2019). Par 

ailleurs, l’équipe de P-H Roméo au CEA a montré qu’un fort taux d’apoptose radio-induite des 

lymphocytes TCD4
+ 

« effecteurs-mémoires » (T4EM) est associé à un risque élevé de 

radiodermite précoce aigüe ou subaigüe après radiothérapie (Baijer et al., 2016). Cependant, les 

travaux de Vogin et al. ont indiqué une absence de corrélation entre le RILA CD8
+
 et les 

séquelles radio-induites sur 245 patients porteurs du cancer de la prostate (Vogin et al., 2018a). 

 

4.3.2. Tests de formation des micro-noyaux et des comètes 

 

Les tests cytogénétiques ont d'abord été basés sur les techniques de fluorescence qui permettent 

de quantifier les ruptures et les aberrations chromosomiques. Le nombre élevé de ruptures 

chromosomiques non réparées a été corrélé avec la sévérité de la toxicité radio-induite (Wang et 

al., 2013). Les tests des comètes et de formation des micro-noyaux sont réalisés sur des 

lymphocytes (Figure 28). Comme les tests de survie clonogénique, les tests cytogénétiques ont 

besoin de temps pour être réalisés. C’est la raison pour laquelle, certaines approches alternatives 

plus moléculaires ont été préférées.  
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Figure 28 : Schéma du test des comètes et des tests cytogénétiques 

(D’après Nowsheen et al., 2012 ; dsv-old.cea.fr) 

 

4.3.3. Tests utilisant des marqueurs de dommages de l’ADN 

 

4.3.3.1. Test d’évaluation des foyers de H2A.X 

 

Une dose de 1 Gy de rayons X ou γ produit simultanément environ 10000 dégâts de base (BD), 

1000 CSB de l’ADN, et 40 CDB de l’ADN par cellule. Malgré un faible taux d'induction, les 

CDB, si elles ne sont pas réparées, semble être liées à la radiosensibilité. De nombreuses études 

expérimentales montrent que le nombre des CDB induites par rayonnement pouvaient être 

déterminé à partir du nombre de foyers nucléaires formés par le variant d'histone H2A.X 

phosphorylé sur la sérine 139 (γH2A.X), facilement quantifiables par immunofluorescence. En 

2008, l’équipe de Joubert a examiné la relation entre la radiosensibilité cellulaire et les données 

de réparation CDB dans une collection de 40 fibroblastes humains non transformés représentant 

au moins 8 syndromes génétiques différents. Les résultats ont montré que la la fraction de 
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cellules survivantes à 2 Gy (SF2) était inversement proportionnelle à la quantité de CDB non 

réparées, quels que soient les mutations géniques et les tests appliqués. Une classification des 

maladies en fonction de leur radiosensibilité cellulaire, de leur réponse RI moléculaire et des 

tests fonctionnels qui ont permis leur évaluation a donc été proposée (Joubert et al., 2008). En 

outre, différentes études ex vivo montrent que l'expression prolongée du biomarqueur de 

réparation de l'ADN γ-H2AX est corrélée à une toxicité radio-induite aiguë et chronique 

(Bourton et al., 2011; Olive and Banáth, 2004; van Oorschot et al., 2014, 2016, 2017; Pouliliou 

and Koukourakis, 2014). 

 

4.3.3.2. Test de translocation cyto-nucléaire d’ATM 

 

Foray et al. ont montré une corrélation entre le retard de la translocation nucléaire («nucléo-

shuttling») de la protéine ATM dans les fibroblastes et la réaction excessive du patient à 

l'exposition aux rayonnements ionisants observée en clinique. Foray et al. ont proposé le 

modèle mathématique de la translocation cyto-nucléaire d’ATM (Bodgi and Foray, 2016). Ces 

résultats ont conduit à classer la radiosensibilité humaine en trois groupes : radiorésistance 

(groupe I); radiosensibilité modérée causée par le retard de nucléo-shuttling de l'ATM (groupe 

II) et hyper-radiosensibilité causée par une réparation déficiente des CDB (groupe III) 

(Belkacemi et al., 2016, COPERNIC project investigators et al., 2016; Pereira et al., 2018; Vogin 

et al., 2018b; Słonina et al., 2018). 

 

4.3.4. Tests radiogénomiques 

 

Initialement, la recherche réalisée en radiogénomique a consisté dans des approches de type 

« gènes-candidats ». Ces gènes codent pour des protéines associées à des voies de signalisation 

qui sont impliquées dans les réponses aux rayonnements ionisants, telles que les processus de 

réparation de l'ADN et le contrôle du cycle cellulaire. Des progrès plus récents dans les études 

radiogénomiques ont été réalisés grâce à l'utilisation des nouvelles méthodes à haut débit de 

criblage de polymorphisme au niveau d’un seul nucléotide (SNP : single nucleotide 

polymorphism) et à la performance des études d’association au niveau du génome entier 

(GWAS : genome-wide association studies) dans lequel un grand nombre de SNP ont été évalués  

dans le génome (Azria et al., 2008, 2017).  

 

Les progrès les plus importants ont été réalisés dans l'identification de SNP spécifiques associés 

à une toxicité tardive après la RT dans le cancer de la prostate. Les premiers GWAS réalisés 

visaient à identifier le SNP rs2268363 dans le gène qui code pour FSHR (follicle-stimulating 

hormone receptor) associé à une dysfonction érectile chez les patients porteurs d’un cancer de la 

prostate et traités par RT (Kerns et al., 2010). 
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Andreassen et col. ont montré une association significative entre le SNP rs1801516 d’ATM et la 

toxicité après radiothérapie chez 5456 patients atteints de cancer du sein ou de la prostate 

(Andreassen et al., 2016).  

Des travaux récents ont montré un lien entre trois SNPs (rs3815496, rs1131532, rs1131535) du 

gène TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) et le niveau d’expression 

de TRAIL à la surface de la sous-population de lymphocytes T CD4
+
 «effecteurs-mémoires» 

(T4EM) et la toxicité radio-induite chez les femmes atteintes de cancer du sein traitées par RT 

(Baijer et al., 2016).   

L’équipe de Grossberg a par ailleurs montré une association entre le SNP C509T de TGF- et la 

fibrose radio-induite chez les patientes atteintes de cancer du sein (Grossberg et al., 2018). 

Plusieurs études de SNP sur différents gènes-candidats ont permis d'identifier et de valider des 

SNP associés à une toxicité tardive de la RT dans le cancer du poumon. Des études menées 

auprès de patients traités par RT pour un cancer bronchique non à petites cellules (CBNPC) ont 

montré que le SNP HSPB1 rs2868371 était associé à une pneumopathie radique de grade 3 ou 

plus (Pang et al., 2013). En outre, d’autres études ont montré que le SNP rs1800469 de TGF-1 

était associé à un risque plus élevé d'œsophagite par rayonnement dans les patients atteints de 

CPNPC (Barnett et al., 2012). 

Actuellement, les études françaises  REQUITE et PROUST sont en cours afin de centraliser les 

données et les prélèvements sanguins dans le but de la validation de ces marqueurs prédictifs de 

la toxicité radio-induite individuelle (Belkacemi et al., 2018; Seibold et al., 2019). 

 

Au total, la majorité des données figurant dans le paragraphe « Sénescence » font l’objet de 

l’article de revue ci-après, publié dans “Critical Reviews in Oncology Hematology” en 2018. 
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5. Article 1 

 

Ionizing radiation-induced cellular senescence promotes tissue fibrosis after radiotherapy. 

A review 

 

Hoang Quy Nguyen 
a,b

, Nhu Hanh To 
b,c

, Patricia Zadigue
 b

, Stéphane Kerbrat
 d

,  

Alexandre De La Taille 
b,e

, Sabine Le Gouvello 
d,f

, Yazid Belkacemi 
b,c,1,2 

 

Crit Rev Oncol Hematol. 2018 Sep;129:13-26. doi: 10.1016/j.critrevonc.2018.06.012. Epub 2018 

Jun 22. 

 

Résumé 

Dans le contexte de la fibrose radio-induite, la connaissance des mécanismes sous-jacents en vue 

de leur prévention potentielle est devenue un point crucial pour personnaliser l’irradiation selon 

la radiosensibilité intrinsèque individuelle des patients. Notre revue résume l’état actuel des 

connaissances sur le rôle de la sénescence cellulaire induite par les rayonnements ionisants dans 

la fibrogenèse. Après avoir rappelé les principales caractéristiques des réponses cellulaires à 

l’irradiation, et plus particulièrement celles de la sénescence, nous avons collecté les études 

fondamentales, translationnelles, et de recherche clinique concernant la sénescence radio-induite. 

Cette revue a concerné les types cellulaires impliqués dans le processus physiopathologique de 

fibrose, comme les fibroblastes, les myofibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules 

épithéliales, les cellules souches mésenchymateuses et les cellules immunitaires. Nous avons 

aussi résumé les tests évaluant la sénescence cellulaire ainsi que les différentes voies de 

signalisation connues de la sénescence radio-induite. Enfin, nous avons aussi rapporté les 

données disponibles sur les agents thérapeutiques ciblant la sénescence qui pourraient contribuer 

à la modulation de la fibrose radio-induite.  

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30097231
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Partie 2 : Hypothèses et objectifs. 

 

Rappel de la problématique  

 

En moyenne 5 à 20% des patients présentent des toxicités radio-induites aigües et/ou tardives des 

tissus sains exposés. En pratique clinique, il n’existe aucun test pratiqué en routine pour 

discriminer les patients radiosensibles afin de permettre une éventuelle adaptation du schéma de 

la RT et améliorer le ratio bénéfice/risque du traitement. 

 

D’un point de vue radiobiologique, les RI peuvent induire l’apoptose et/ou la sénescence et une 

réaction inflammatoire des cellules irradiées qui peuvent être délétères pour les tissus non 

tumoraux entourant la tumeur. Des données récentes de la littérature montrent que la sénescence 

accélérée radio-induite pourrait provoquer la fibrose via un sécrétome contenant des cytokines, 

des chimiokines, et des facteurs de croissance pro-inflammatoires et pro-fibrogéniques. Ainsi, 

l’accumulation pulmonaire de lymphocytes T CD4
+
 inflammatoires Th17, l’une des sous-

populations de lymphocytes T CD4
+
 effecteurs, est corrélée positivement avec la fibrose 

pulmonaire chez les souris après exposition à des RI (Paun A et al, 2015, 2017). L’existence 

d’une sensibilité particulière à la sénescence radio-induite des lymphocytes Th17 entraînant leur 

accumulation (en raison de la résistance à l’apoptose radio-induite des cellules sénescentes) 

pourrait contribuer à une toxicité radio-induite tardive à type de fibrose. 

 

L’hypothèse qui sous-tend mon travail de thèse est que les lymphocytes T CD4
+
CCR6

+
Th17 pro-

fibrogéniques ont une forte sensibilité à la sénescence radio-induite en comparaison des autres 

lymphocytes T CD4
+
, CD4

+
CCR6

neg
Th et/ou Treg ; cette forte sensibilité à la sénescence radio-

induite pourrait résulter dans l’augmentation du ratio CD4
+
CCR6

+
Th17 / CD4

+
CCR6

neg
Th ou 

CCR6
+/neg

Treg en périphérie et être associée au grade de fibrose radio-induite dans les tissus 

sains.  

 
 

Figure 29 : La sénescence prématurée radio-induite dans les sous-populations de LT CD4
+
 

(Th1/Th2/Th17/Treg) pourrait promouvoir la fibrose. 
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Les objectifs de cette étude sont de : 

 

Objectif n°1 : Comparer la sensibilité à la sénescence induite par des RI des 

lymphocytes T CD4
+
CCR6

+
Th17 à celle des autres lymphocytes T CD4

+
 du sang 

périphérique de sujets volontaires sains, et d’en analyser le mécanisme. Les méthodes 

utilisées pour réaliser cet objcetif ont été : la cytométrie en flux pour l’évaluation de 

l’apoptose RI-induite par marquage Annexine V, l’immunofluorescence pour l’analyse de 

l’activation de la caspase 3, l’expression de p16
Ink4a

, des foyers de H2A.X et de H2A.J, 

la qRT-PCR pour la quantification de l’expression des ARNm de protéines anti/pro-

apoptotiques et de p21
Cdkn1a

, la cytochimie pour déterminer l'activité de -galactosidase 

(-Gal), et et la technologie Luminex pour déterminer la production de cytokine après 

l’irradiation. 

 

Objectif n°2 : Etudier si une proportion élevée de la sous-population de lymphocytes T 

CD4
+
CCR6

+
Th17 par rapport aux sous-populations lymphocytaires périphériques 

CD4
+
CCR6

neg
Th ou CD4

+
CCR6

+
Treg est associée à la toxicité radio-induite ≥ Grade 3 

chez les patients recrutés dans le projet PROUST (PROUST Prospective Registration of 

mOrbidity and mortality, individUal radioSensitivity and radiation Technique), par 

rapport aux sujets sains et/ou aux sujets ayant reçu une radiothérapie mais n’ayant pas 

développé de fibrose. Pour la réalisation de cet objectif, nous avons mis au point un panel 

de 11 anticorps fluorescents spécifiques de différents récepteurs membranaires et 

permettant d’identifier par cytométrie en flux ces différentes sous-populations 

lymphocytaires au sein d’un prélèvement sanguin. 
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Partie 3 : Matériels et Méthodes 

1. Réalisation de l’Objectif n°1 : Comparaison de la sensibilité des lymphocytes T 

CD4
+
CCR6

+
Th17 à la sénescence induite par des rayonnements ionisants par rapport à 

celle des autres lymphocytes T CD4
+
 du sang périphérique    

La figure ci-dessous résume le protocole expérimental adopté pour caractériser la sénescence 

radio-induite dans les sous-populations lymphocytaires T CD4
+
 et l’analyse des voies de 

signalisation impliquées. Les détails de ce protocole figurent dans l’article  joint au chapitre « 

Résultats », et soumis à l’« International Journal of Radiotherapy Oncology Biology and 

Physics ».  

 

Figure 30 : Protocole expérimental de l’étude de la sensibilité à la sénescence radio-induite des 

lymphocytes T CD4
+ 

2. Réalisation de l’Objectif n°2 : Etude de la proportion de la sous-population de 

lymphocytes T périphériques CD4
+
CCR6

+
Th17 par rapport à celle des lymphocytes T 

CD4
+
CCR6

neg
Th ou CD4

+
CCR6

+
 Th17/Th1, Th2, Th1 ou CD4

+
CCR6

+
Treg 
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2.1. Prélèvements  

L’étude sera réalisée sur des prélèvements de sang veineux total périphérique prélevés chez des 

patients présentant une toxicité radio-induite ≥ Grade 3, et inclus dans le projet PROUST 

(PROUST : Prospective Registration of mOrbidity and mortality, individUal radioSensitivity and 

radiation Technique), et comparés à des donneurs volontaires sains et/ou des patients ayant reçu 

une radiothérapie mais n’ayant pas développé de fibrose. Les prélèvements seront collectés dans 

des tubes contenant un anticoagulant (EDTA). Un consentement individuel écrit et signé a été 

obtenu de chaque donneur avant la collecte de sang. Les échantillons de sang ont été analysés 

entre 2 et 4 heures après le prélèvement. 

2.2. Anticorps 

Mon travail a consisté à mettre au point deux panels (pour les LT CD4
+
 et CD8

+
)  de 11 couleurs 

permettant d’analyser sur un cytomètre de LSR Fortessa X20 (BD Biosciences)  

l’immunophénotypage des principales sous-populations des lymphocytes T CD4
+
 et CD8

+
 sur la 

base de l’expression des récepteurs membranaires CD3, CD4, CD8, CD45RO, CD127, CD25, 

CCR6, CCR4, CXCR3, CD90, CD161. Ces analyses ont été mises au point sur des prélèvements 

de sang frais total périphérique et des PBMCs isolés par Ficoll. Ces panels multi-couleurs ont été 

établis avec l’aide du Docteur Julien Mafille, ingénieur de Miltenyi Biotec. L’un de ces panels a 

été utilisé également pour l’analyse de l’apoptose radio-induite dans les LT CD4
+
 après l’ajoût 

d’un marquage de l’Annexine V et d’un marqueur de viabilité cellulaire, Viobility Fixable Dye. 

2.3. Cytométrie en flux 

2.3.1. Principe  

La cytométrie en flux est la mesure (-métrie) des propriétés d’une population cellulaire (cyto-) 

qui se déplace dans une gaine de liquide (flux) jusqu’à une source d’excitation lumineuse 

(souvent un laser). Le premier cytomètre de flux développé était un instrument détectant un seul 

paramètre, uniquement la taille des cellules. Actuellement, des instruments très sophistiqués ont 

la possibilité de détecter 14 paramètres simultanément. La cytométrie en flux permet de mesurer 

les caractéristiques optiques et de fluorescence d'une cellule unique ou d’autres particules, telles 

que des microorganismes, des noyaux et des préparations de chromosomes, dans un flux de 

fluide lorsqu'elles passent devant une source de lumière. La taille, la granularité et les 

caractéristiques fluorescentes des cellules, obtenues à l’aide d'anticorps ou de colorants, sont des 

exemples de paramètres utilisés pour analyser et différencier les cellules (Adan et al., 2017). 

Les principaux composants d’un cytomètre de flux sont le système fluidique, le système optique 

(l’excitation et la collecte), le système électronique (détecteurs) et le logiciel d’analyse. Le 

système fluidique est basé sur le principe de focalisation hydrodynamique. Il est responsable de 

la direction des particules contenues dans le flux liquide vers la source de lumière focalisée. 

L'optique d'excitation focalise la source de lumière sur les cellules/particules, tandis que l'optique 

de collecte transmet la diffusion de lumière ou la lumière fluorescente de la particule à un réseau 
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électronique. Le système électronique détecte le signal et convertit les signaux en données 

numériques proportionnelles à l'intensité de la lumière émise. Un logiciel dédié permet 

d’analyser les données  (Shapiro, 2004; Wilkerson, 2012)  

 

La cytométrie en flux est utilisée dans diverses applications basées sur la détection d'antigènes 

membranaires, cytoplasmiques ou nucléaires. De plus, des cellules entières et des composants 

cellulaires tels que les organites, les noyaux, l'ADN, l'ARN, les chromosomes, les cytokines, les 

hormones et le contenu en protéines peuvent également être étudiés par cytométrie en flux (Adan 

et al., 2017).  

 

 

 

Figure 31 : Principaux composants d’un cytomètre de flux (D’après 

https://bitesizebio.com/31638/flow-cytometry-optics-system/) 

2.3.2. Cytomètre de flux 

Un cytomètre de flux de type LSR Fortessa (BD Biosciences) avec trois lasers a été utilisé pour 

notre travail. Les trois lasers sont bleu (488nm), rouge (640nm), et violet (405nm). La figure 31 

ci-dessous détaille la configuration optique du cytomètre de flux que nous avons utilisé.  
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Figure 32 : Configuration optique du cytomètre LSR Fortessa (BD) 

 



82 
 

2.3.3. Panels d’anticorps 

2.3.3.1. Rationnel du choix des différents marqueurs membranaires des lymphocytes T 

CD4
+
 

Au cours de ce travail, nous avons choisi les marqueurs en fonction de leur expression à la 

surface de la membrane de différentes sous-populations de lymphocytes T CD4
+
 mémoire ou 

CD8
+
. D’abord, nous avons utilisé les marqueurs classiques des lymphocyte T : l’anticorps CD3 

combiné à l’anticorps CD4 ou CD8, le marqueur des lymphocytes T mémoire : l’anticorps 

CD45RO, et les anticorps CD25 et CD127 qui permettent de discriminer les lymphocytes T 

régulateurs (Treg) des lymphocytes T conventionnels, effecteurs-mémoire ou mémoire ; les 

lymphocytes Treg sont identifiable par l'absence d’expression de CD127 ainsi que par la forte 

expression de CD25 (Yu et al., 2012). La stratégie d’identification des différentes sous-

populations de lymphocytes T CD4
+
 (ou stratégie de « gating ») au sein des leucocytes 

périphériques dans le sang total est illustrée sur la figure 33 (voir paragraphe 2.3.3.2). La même 

stratégie sera adoptée ultérieurement pour discriminer les sous-populations de lymphocytes T 

CD8
+
.  

 

CD45RO est une glycoprotéine transmembranaire de type I qui a une activité cytoplasmique de 

tyrosine phosphatase impliquée dans la transduction du signal du récepteur à l’antigène des 

lymphocytes T (TCR). CD45RO est exprimé fortement sur les lymphocytes T ayant été 

préalablement activés via le TCR ou « mémoire », et plus faiblement sur la plupart des 

thymocytes et lymphocytes T activées (Song et al., 2005).  

 

CD25 s'associe au CD122 (chaîne de l’IL-2Rβ) et au CD132 (chaîne γ commune ou γc) pour 

former le complexe récepteur IL-2R de haute affinité et transducteur du signal d’activation. Le 

CD25 est exprimé par des sous-populations de thymocytes et de lymphocytes T activés du sang 

périphérique ; son expression est particulièrement élevée à la surface des lymphocytes T 

régulateurs CD4
+
 y compris en l’absence d’activation préalable de ces cellules (Yu et al., 2012). 

  

CD127 est le nom de la sous-unité alpha du récepteur IL-7 (IL-7Rα). Des études indiquent que le 

récepteur de l'IL-7 joue un rôle important dans la prolifération et la différenciation des 

lymphocytes T matures. Il a été démontré qu'une faible expression de surface de CD127, 

combinée à une expression de surface intermédiaire à élever de CD25, la chaîne alpha du 

complexe récepteur de l'IL-2, permet de distinguer les lymphocytes T régulateurs des 

lymphocytes T conventionnels chez l'homme adulte dans le sang, les ganglions lymphatiques et 

le thymus (Dunham et al., 2008).  

 

Parmi les lymphocytes T « mémoire » CD3
+
 CD4

+
 CD45RO

+
, les sous-populations de 

lymphocytes T effecteurs/mémoires Th1, Th2, Th1/Th17 et Th17 peuvent être discriminées en 

fonction de l’expression des récepteurs de chimiokines CCR6, CXCR3, CCR4, qui déterminent 

leur potentiel de migration dans
 
les tissus.  
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L’expression de CCR6 détermine le potentiel de recrutement des cellules, essentiellement les  

Th17, dans les tissus inflammatoires sécrétant le ligand de CCR6, la chimiokine CCL20 

(Ranasinghe and Eri, 2018).  CCR4 est un récepteur de chimiokine exprimé surtout par les Th2 

dont nous avons indiqué plus haut dans le texte, qu’ils étaient  impliqués à la fois dans la 

réparation des tissus et dans le développement de la fibrose. CCR4 permet aux lymphocytes T de 

migrer en réponse à plusieurs chimiokines, y compris le CCL2, une chimiokine qui est libérée de 

l'épithélium adjacent aux zones fibrotiques (Yoshie and Matsushima, 2015). L’expression du 

récepteur de chimiokine CXCR3 est associée aux lymphocytes Th1 qui produisent de l'IFN-γ. 

La signalisation par CXCR3 induit une migration chimiotactique des lymphocytes T effecteurs 

associés à l'inflammation. CXCR3 est également exprimé par  la sous-population de lymphocytes 

Th1/Th17, qui sont des lymphocytes Th17 sécrétant de l'IFN-γ (Groom and Luster, 2011).  

 

Pour préciser le phénotype membranaire de la sous-population de lymphocytes T 

CD4
+
CCR6

+
Th17, nous avons ajouté à notre panel les anticorps spécifiques des molécules   

CD161 et CD90.  

 

CD161 est également appelé molécule NKR-P1A. CD161 est un récepteur d’activation 

initialement décrit sur des cellules NK, mais contrairement à d'autres récepteurs des cellules NK 

tels que les KIR (p58, p70, p140) et CD94/NKG2, l'activation médiée par CD161 n'est pas 

dépendante du complexe majeur d’histocompatibilité HLA. Les lymphocytes T CD4
+
CD161

+ 

présentent un phénotype de cellules « effectrices- mémoire» avec un profil de transcription 

comprenant les gènes de signature des lymphocytes Th17 tels que l’IL-23R, le RORγ, l’IL-17A, 

l’IL-22, l’IL18R et le CCR6 (Cosmi et al., 2008). Les lymphocytes T CD4
+
 Th17 CD161

+
 sont 

enrichis dans différentes maladies chroniques inflammatoires, notamment le psoriasis, la maladie 

de Crohn, la polyarthrite rhumatoïde (PR) et l'arthrite idiopathique juvénile, suggérant des 

fonctions pathogènes. Ils sont recrutés dans les tissus inflammatoires où ils entretiennent la 

réponse inflammatoire locale en induisant la production de médiateurs immunitaires par les 

cellules épithéliales et les fibroblastes (Shi et al., 2015). De ce fait, nous rechercherons si la 

proportion des lymphocytes T CD4
+
 Th17 CD161

+
  est augmentée dans le sang périphérique des 

patients présentant une forte fibrose séquellaire post-radiothérapie 

.   

CD90 (Thy-1) est une glycoprotéine membranaire de la superfamille des Ig et ancrée au GPI. La 

stimulation de CD90 active les lymphocytes T de façon similaire au TCR, sans nécessiter la 

présence de l’antigène spécifique.  La stimulation de CD90 active préférentiellement le 

programme de différenciation fonctionnelle des lymphocytes T CD4+ naïfs vers le phénotype 

Th17 (Furlong et al., 2018) ce qui explique pourquoi les lymphocytes T CD4
+
CD90

+
 expriment 

le facteur de transcription RORC2 spécifique des Th17 et produisent de l'IL-17A. Les 

lymphocytes T CD4
+
CD90

+
 peuvent exprimer CCR6 etCD161. Leur phénotype sécrétoire est 

très inflammatoire et, à ce titre, pourrait favoriser la fibrose (Guillot-Delost et al., 2012) . 



84 
 

Les anticorps monoclonaux utilisés figurent sur le Tableau 2:  

Tableau 2 : Description des panels d’anticorps utilisés 

 

 

2.3.3.2. Analyse des données brutes 

 

Le logiciel utilisé pour les analyses de cytométrie en flux est Flowlogic 7 (Miltenyi, Ashland, 

OR). Les pourcentages et nombres absolus des sous-populations de lymphocytes CD4
+
 sont 

identifiés au sein de l'ensemble de la population de lymphocytes T CD3
+
CD4

+
CD45RO

+
 

(LTCD4
+
 mémoire), via la stratégie de « gating » suivante : 

La sélection initiale a été effectuée sur FSC-H (FSC: diffusion aux petits angles) et SSC-H 

(SSC : diffusion aux grands angles) afin d’identifier la morphologie des lymphocytes et 

d’éliminer les débris cellulaires. Les paramètres FSC-H et FSC-A ont été utilisés pour 

discriminer les cellules singulets afin d’exclure les doublets de cellules. Les cellules vivantes 

sont ensuite inclues dans l’analyse sur la base de leur absence de marquage par le colorant 

fluorescent Viobility™ Fixable Dye (Miltenyi). 

 Les anticorps CD3 et CD4 ont été utilisés pour identifier les lymphocytes T CD3
+
CD4

+
 

(LTCD4
+
). Les cellules lymphocytaires CD4

+
 mémoire ont été identifiées par la positivité du 

marquage par CD45RO
+
 au sein des cellules positives pour l’expression de CD3

+
 et

 
CD4

+
. 

Anticorps Fluorochrome Source d’excitation 

(nm) 

Canal de 

lecture de 

fluorescence 

Volume 

anticorps (µl) / 

réaction  

(Après 

titration des 

différents 

anticorps) 

Fournisseur 

Annexin V FITC 488 nm (Laser Bleu) E 5 BD 

Anti-CD127 PE 488 nm (Laser Bleu) D 1 Miltenyi 

Anti- CD45RO PE-Texas Red 

(ECD) 

488 nm (Laser Bleu) C 5 Beckman 

Counter 

Anti-CD3 PerCP-Cy5.5 488 nm (Laser Bleu) B 1 Miltenyi 

Anti-CCR6 PE-Cy7 488 nm (Laser Bleu) A 5 BD 

Anti-CD25 APC 640nm (Laser Rouge) C 1 Miltenyi 

Anti-CD4 ou 

Anti-CD8 

APC-Cy7 640nm (Laser Rouge) A 1 Miltenyi 

Anti-CCR4 BV421 405nm (Laser Violet) F 3 BD 

Viabilité BV510 405nm (Laser Violet) E 0.5 Miltenyi 

Anti-CXCR3 BV711 405nm (Laser Rouge) B 3 BD 

Anti-CD90 BV605 405nm (Laser Violet) D 1 BD 

Anti-CD161 BV786 405nm (Laser Violet) A 1 BD 
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Figure 33 : Stratégie de «gating» des sous-populations lymphocytaires T CD4
+
 

Etape 1 : La discrimination ultérieure au sein des cellules CD3
+
CD4

+
CD45RO

+
 sur l’expression 

de CD25 et de CD127 a permis identifier les lymphocytes T régulateurs mémoire (Treg) comme 

étant CD4
+
CD45RO

+
CD25

+
CD127

low
, et lymphocytes T conventionnels mémoire (Tconv) qui 

ont été identifiés comme étant CD4
+
CD45RO

+
CD25

low
CD127

+
.  

Parmi les Treg, deux sous-populations ont été identifiées par l'expression de CCR6 (CCR6
+
Treg 

et CCR6
neg

Treg). 

Etape 2 :  

Parmi les cellules T conventionnelles CD4
+
CD45RO

+
CD25

low
CD127

+
 (Tconv), nous avons 

effectué  trois  «gating» différents : Etape 2a - c 

 

Etape 2a : On a généré une fenêtre sur les marquages par CCR4 et CXCR3 afin d’identifier les 

sous-populations CXCR3
+
CCR4

neg
 et CCR3

neg
CCR4

+
. Etape 3a-b : Au sein de chaque sous-

population, l’expression de CCR6 est discriminée dans les sous-populations de 

CXCR3
+
CCR4

neg
CCR6

neg
 (pour les lymphocytes Th1), CXCR3

neg
CCR4

+
CCR6

+
 (pour les 
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lymphocytes Th17), CXCR3
+
CCR4

neg
CCR6

+
 (pour les lymphocytes Th1.Th17), 

CXCR3
neg

CCR4
+
CCR6

neg
 (pour les lymphocytes Th2). 

 

Etape 2b : On a aussi généré une fenêtre sur les marquages par CCR6 et CD161 puis CD90 afin 

de cibler les sous-populations CCR6
+
CD161

+
, CCR6

+
CD161

neg
, CCR6

neg
CD161

+
, 

CD161
neg

CCR6
neg

. Puis l’expression de CD90 a permis d’identifier les sous-populations  

CCR6
+
CD161

+
CD90

+
, CCR6

+
CD161

neg
CD90

+
, CCR6

neg
CD161

+
CD90

+
, 

CD161
neg

CCR6
neg

CD90
+
 (Etape 4) 

 

Etape 2c : Pour certaines analyses, on a simplement créé une fenêtre sur l’expression de CCR6 

afin d’identifier les sous-populations CCR6
+
Th17 et CCR6

neg
Th comprenant tous les autres 

lymphocytes Th mémoires. 

 

Les différents phénotypes des sous-populations lymphocytaires T CD4
+
 obtenus par cette 

stratégie d’analyse sont résumés dans le tableau 3 suivant. 
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 Sous-populations des lymphocytes T CD4

+
 Expression des récepteurs membranaires 

1 CD4
+
 CD3

+
CD4

+
 

2 CD4
+ 

mémoire CD3
+
CD4

+
CD45RO

+
 

3 Tconventionnels (Tconv)   CD3
+
CD4

+
CD45RO

+
CD127

+
CD25

low/neg 
 

4 Treg CD3
+
CD4

+
CD45RO

+
CD127

low/neg
 CD25

+high
 

5 CCR6
+
Treg CD3

+
CD4

+
CD45RO

+
CD127

low/neg
 CD25

+high 

CCR6
+
 

6 CCR6
neg

Treg CD3
+
CD4

+
CD45RO

+
CD127

low/neg
 CD25

+high 

CCR6
neg

 

7 CCR6
+
Th17 CD3

+
CD4

+
CD45RO

+
CD127

+
CD25

low/neg 
CCR6

+
 

8 CCR6
neg

Th CD3
+
CD4

+
CD45RO

+
CD127

+
CD25

low/neg 
CCR6

neg
 

9 Th1.Th17 Phénotype Tconv & CXCR3
+
CCR4

neg
CCR6

+
 

10 Th1 Phénotype Tconv & CXCR3
+
CCR4

neg
CCR6

neg
 

11 Th17 Phénotype Tconv & CXCR3
neg

CCR4
+
CCR6

+
 

12 Th2 Phénotype Tconv & CXCR3
neg

CCR4
+
CCR6

neg
 

13 CCR6
+
CD161

+
 Phénotype Tconv & CCR6

+
CD161

+
 

14 CCR6
+
CD161

neg
 Phénotype Tconv & CCR6

+
CD161

neg
 

15 CCR6
neg

CD161
+
 Phénotype Tconv & CCR6

neg
CD161

+
 

16 CCR6
neg

CD161
neg

 Phénotype Tconv & CCR6
neg

CD161
neg

 

17 CCR6
+
CD161

+
CD90

+
 Phénotype Tconv & CCR6

+
CD161

+
 CD90

+
 

18 CCR6
+
CD161

neg
CD90

+
 Phénotype  Tconv & CCR6

+
CD161

neg
 CD90

+
 

19 CCR6
neg

CD161
+
CD90

+
 Phénotype  Tconv & CCR6

neg
CD161

+
 CD90

+
 

20 CCR6
neg

CD161
neg

CD90
+
 Phénotype  Tconv & CCR6

neg
CD161

neg
 CD90

+
 

 

Tableau 3 : Différentes sous-populations des lymphocytes T CD4+ en fonction de l’expression 

des récepteurs de chimiokines à la surface de leur membrane 

 

 

 



 
 
 

88 
 

2.3.4. Titration d'anticorps  

Après avoir conçu les panels multi-couleurs de cytométrie en flux et sécurisé les cellules et les 

réactifs nécessaires, nous avons pu procéder à l’optimisation des panels d’anticorps. La première 

étape de cette optimisation à consister à titrer les anticorps. La titration d'anticorps est une étape 

importante de l'optimisation du panel permettant d'obtenir une résolution optimale du signal, 

l'identification de la population et le niveau d'expression du marqueur. Pour titrer les anticorps, le 

marquage des cellules avec chaque anticorps a été réalisé à plusieurs concentrations de 

l’anticorps  afin de déterminer quelle concentration donnait le meilleur indice de fluorescence. 

L'indice de fluorescence est déterminé par la formule dans la figure ci-dessous : 

 

MFI : median fluorescent intensity  

Figure 34 : Indice de fluorescence de l’anticorps titré  

(D’après  https://www.biolegend.com/newsdetail/1245/) 

 

L'indice de fluorescence optimal peut être déterminé automatiquement par les fonctions 

statistiques du logiciel Flowlogic. Les titrages d'anticorps ont été effectués pour les 12 anticorps 

utilisés dans notre panel d'immunophénotypage ; ils incluent des dilutions de 2 à 5 fois de chaque 

anticorps en partant de la concentration recommandée par le fabricant. Après avoir obtenu la 

concentration optimisée en anticorps pour les 11 couleurs déterminées par l’indice de 

fluorescence le plus élevé, nous avons ensuite réalisé le protocole de marquage de 11 couleurs 

sur des échantillons.  

2.3.5.  Protocole de marquage des échantillons 

2.3.5.1.   Protocole général 

Chaque prélèvement de 100µl de sang total frais de donneur volontaire sain ou de patient est 

transféré dans un tube de polystyrène à fond rond de 5ml, puis d'abord traité pendant 5 min à 4°C 

avec une solution de Fc Blocking afin de bloquer les récepteurs Fc pour éviter les faux positifs 

via l’interaction du fragment Fc des anticorps du panel avec les cellules. Ensuite, les échantillons 

sont incubés avec un cocktail d’anticorps qui comprend  le volume nécessaire de chaque 

anticorps du panel, pendant 15 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière.  Après le 

marquage par les anticorps, les érythrocytes du prélèvement sont lysés en ajoutant dans le tube  
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un tampon de lyse (1 ml / tube  de VersaLyse Ref A09777, Beckman Coulter) et incubés pendant 

10 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière. Les tubes sont ensuite centrifugés à 

1500 rpm pendant 5 minutes, lavés avec 3ml de tampon PBS par une deuxième centrifugation. 

Puis, les culots cellulaires sont remis en suspension dans 500 µl de tampon PBS et mis dans la 

glace avant de passer les tubes au cytomètre de flux pour l’analyse. En parallèle des tubes 

contenant les cellules marquées, nous avons également réalisé les différents contrôles nécessaires 

à l’analyse, y compris des tubes de contrôle FMO (Fluorescence Minus One), et des tubes avec 

des billes de compensation monomarquées avec chacun des anticorps du panel. 

2.3.5.2.   Contrôle fluorescence minus one  

Les contrôles FMO sont des tubes dans lesquels  les cellules sont marquées avec tous les 

anticorps du panel sauf un qui est remplacé par son isotype contrôle (anticorps de même isotype 

mais non spécifique de l’antigène d’intérêt) couplé au même fluorochrome afin de positionner le 

seuil de fluorescence au pied du pic des cellules négatives marquées avec l’isotype contrôle. Les 

FMO sont réalisées sur 100µl du sang total avec les doses d’anticorps décrites dans le tableau 4. 

Les FMO de marquage de CD3, CD4, CD25, CD127, CD45RO, CD8 ne sont pas nécessaire à 

effectuer car la positivité de ces marquages est facilement distinguable des cellules négatives 

pour l’expression de ces marqueurs.   

             

            Tubes 

 

Anticorps 

Cellules 

non 

marquées 

FMO 

CCR6 

FMO 

CCR4 

FMO 

CXCR3 

FMO 

CD161 

FMO 

CD90 

Tube 

de 

panel 

Anti-CD127  X X X X X X 

Anti- 

CD45RO 

 X X X X X X 

Anti-CD3  X X X X X X 

Anti-CCR6  Isotype  

PE Cy7 

X X X X X 

Anti-CD25  X X X X X X 

Anti-CD4/ 

Anti-CD8 

 X X X X X X 

Anti-CCR4  X  X X X X 

Viabilité  X X X X X X 

Anti-CD90  X X X X Isotype 

BV605 

X 

Anti-CXCR3  X X Isotype 

BV711 

X X X 

Anti-CD161  X X X Isotype 

BV786 

X X 

Tableau 4 : Description des tubes d’anticorps utilisé comme contrôle FMO 
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2.3.5.3. Contrôle des compensations 

 

Certains fluorochromes ont des spectres d’émission qui peuvent se chevaucher, ce qui peut être 

la cause d’un signal faussement positif. Des tubes ont été préparés avec des billes de capture 

d’anticorps (ou billes de compensation) (Miltenyi, CompBeads, BD Biosciences)  pour chaque 

anticorps utilisé. Les billes de compensation permettent de déterminer le signal positif 

d’émission pour chaque anticorps fluorescent et de calculer la matrice de compensation qui 

soustrait  les valeurs de fluorescence résultant de la superposition de deux ou plusieurs signaux 

de fluorescence liée aux chevauchements des spectres d’émission des divers fluorochromes. Les 

contrôles de compensation sont réalisés en ajoutant 1μL de l’anticorps d’intérêt à 100μL de 

suspension de billes de compensation. 
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Partie 4 : Résultats 
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1. Article 2 : « La radiosensibilité à la sénescence des lymphocytes CD4
+
CCR6

+
Th17 : 

une nouvelle voie de recherche sur la fibrose radio-induite ».  

 

Introduction 

L’efficacité de la radiothérapie dépend en grande partie de la dose délivrée à la tumeur. 

Cependant, en pratique courante, les doses sont limitées en raison du risque important d’effets 

secondaires comme la fibrose, au niveau des tissus sains.  Dans le but de pouvoir améliorer la 

personnalisation de la radiothérapie, différentes équipes ont proposé des tests prédictifs de la 

radiosensibilité individuelle des patients, basés sur les différentes variétés de mort cellulaire 

radio-induite et/ou sur leurs mécanismes. Le projet COPERNIC a montré la corrélation entre le 

retard de la translocation nucléaire ou « nucléo-shuttling » de la protéine ATM dans les 

fibroblastes et la réaction excessive du patient à l'exposition aux rayonnements ionisants 

(COPERNIC project investigators et al., 2016). De plus, Andreassen et collègues ont montré une 

association significative entre le SNP rs1801516 d’ATM et la toxicité après radiothérapie chez 

5456 patients atteints cancer du sein ou de la prostate (Andreassen et al., 2016). D’autres équipes 

ont montré que les femmes ayant un taux élevé d'apoptose des lymphocytes T CD4
+
 et TCD8

+
 

ont un très faible taux de fibrose mammaire post-radiothérapie (Azria et al., 2015; Ozsahin et al., 

2005). Par ailleurs, Paun et ses collègues ont démontré que des taux élevés de lymphocytes Th1 

(inflammatoires) et Th17 (inflammatoires et pro-fibrogéniques) infiltrant les tissus pulmonaires 

sont corrélés à la sévérité de la fibrose pulmonaire dans un modèle murin d’irradiation thoracique 

totale (Paun et al, 2015, 2017).  

 

La sénescence est un état d’arrêt irréversible de prolifération cellulaire combiné avec le maintien 

du métabolisme, en réponse à différents stress environnementaux ou au raccourcissement des 

télomères faisant suite à de nombreuses divisions cellulaires. Les cellules sénescentes ont 

diverses caractéristiques, parmi lesquelles une sensibilité réduite à l'apoptose, des modifications 

de l'expression de certaines protéines dont une augmentation de l'expression des facteurs pro-

inflammatoires (SASP : senescence-associated secretory phenotype), et dans certains cas une 

modification de la réponse aux dommages de l'ADN.  

 

Nous avons émis l’hypothèse que les lymphocytes T CD4
+
CCR6

+
Th17 pro-fibrogéniques ont 

une forte sensibilité à la sénescence radio-induite en comparaison aux autres lymphocytes T 

CD4
+
, CD4

+
CCR6

neg
Th et  Treg ; cette forte sensibilité à la sénescence radio-induite pourrait 

résulter dans l’augmentation du ratio CD4
+
CCR6

+
Th17 / CD4

+
CCR6

neg
Th ou Treg CCR6

+/neg
  en 

périphérie et être associée au grade de fibrose radio-induite dans les tissus sains.  

 

Méthodes 

Trois sous-populations de lymphocytes T effecteurs-mémoires : CD4
+
CCR6

+
Th17 

(profibrogéniques), CD4
+
CCR6

neg
Th (inflammatoires) et CD4

+
CD45RO

+
CD25

+
CD127

neg 

(régulateurs/ anti-inflammatoires), et les PBMCs sont irradiées à la dose unique de 2 Gy 
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L’induction de l’apoptose est évaluée en cytométrie de flux par marquage Annexin V et par 

marquage en immunofluorescence (IF) de la caspase-3 clivée/activée, en qRT-PCR par la 

quantification de l’expression des ARNm de protéines anti/pro-apoptotiques. La sénescence a été 

évaluée  par l'activité de -galactosidase (-Gal), et l’expression de p16
Ink4a

, p21, H2A.X, 

H2A.J. La production de cytokines par les lymphocytes T irradiés a été déterminée dans le 

surnageant par la technologie Luminex. Différents inhibiteurs pharmacologiques des principales 

voies de signalisation associées à la sénescence ont ensuite été testés pour évaluer leur potentiel 

inhibiteur de la sénescence radio-induite dans les lymphocytes Th17 CCR6
+
 après les RI.  

 

Résultats 

Nos résultats ont montré, pour la première fois, que l’irradiation par une dose unique de 2 Gy 

induisait la sénescence de la sous-population de lymphocytes T CD4
+
CCR6

+
 Th17 en l’absence 

d’activation du TCR ;  les lymphocytes T CD4
+
CCR6

+
 étaientt plus sensibles à la sénescence 

radio-induite que les autres sous-populations lymphocytaires T conventionnelles 

CD4
+
CCR6

neg
Th et lymphocytes T régulateurs. De façon cohérente, les lymphocytes T 

conventionnels CD4
+
CCR6

neg
Th et les lymphocytes T régulateurs étaient plus sensibles à 

l’apoptose après l’exposition à des RI. De plus, nous avons montré que les lymphocytes Th17 

CCR6
+
 sénescents sécrétaient de l'IL-8 pro-inflammatoire et du VEGF-A pro-angiogénique, ce 

qui leur conférait un potentiel pathogénique. Nous avons également pu montrer que les 

lymphocytes T régulateurs CCR6
+
 étaient plus sensibles à l’apoptose radio-induite que les 

lymphocytes T régulateurs CCR6
neg

.    

Enfin nous avons montré, pour la première fois également, que la sénescence radio-induite de la 

sous-population de lymphocytes CCR6
+
Th17 dépendait des voies de signalisation des 

MAPKinases associées à la production d’espèces réactives oxygénées mais était indépendante du 

mécanisme de réparation des dommages à l’ADN associé à l’activation de la voie de la kinase 

ATM en dépit de l’expression d’une des cibles d’ATM, le variant d’histone H2A.J..  

 

Conclusion 

Au total, nos résultats ont apporté de nouvelles informations sur la sénescence radio-induite des 

sous-populations de lymphocytes T CD4
+
, en particulier au niveau des 

 
lymphocytes

 
CCR6

+
Th17 

pro-fibrogéniques et pro-angiogéniques. Ils suggèrent que le ratio des lymphocytes T 

CCR6
+
Th17/CCR6

+
Treg circulants pourrait être envisagé comme un marqueur potentiel de la 

radiosensibilité individuelle intrinsèque. La sensibilité à la sénescence des lymphocytes 

CD4
+
CCR6

+
Th17 pourrait être une nouvelle voie de recherche sur la fibrose radio-induite. Par sa 

capacité à prévenir la sécrétion d’IL-8 et de VEGF-A par les lymphocytes
 
CCR6

+
Th17 irradiés, 

le ciblage des voies de signalisation ROS-MAPKs et/ou mTOR pourrait être envisagé comme 

une nouvelle stratégie pharmacologique de prévention de la toxicité radio-induite des tissus 

sains. 
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Summary 

This study demonstrates the high sensitivity of mucosa-homing CCR6
+
Th17 lymphocytes to 

irradiation (IR)-induced senescence. This senescence is associated with expression of the rare 

histone variant H2A.J and secretion of IL-8 and VEGF-A. Pharmacological targeting of ROS or 

MAPKs and/or mTOR signaling pathways prevented this IR-mediated senescence. Altogether, 

these results suggest potential deleterious effects of irradiated CCR6
+
Th17 lymphocytes during 

radiotherapy and how these deleterious effects may be prevented.   

Purpose 

To study the sensitivity of different peripheral CD4
+ 

T-lymphocyte subsets to IR and identify 

potential targets for the prevention and/or treatment of radiation-induced fibrosis.  

Methods and Materials 

This study was performed on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) or sorted peripheral 

CCR6
+
 mucosa-homing Th17 cells/CCR6

neg
Th cells and regulatory T cells (Treg) of healthy 

volunteers. Cells were irradiated with a 2 Gy single dose in the presence or absence of 

pharmacological inhibitors of different signaling pathways. Senescence of irradiated cells was 

assessed by resistance to apoptosis and determination of various senescence-associated 

biomarkers (senescence associated -galactosidase (SA--Gal) activity, p16
Ink4a

-, p21
Cdkn1a

-, 

H2A.X-, H2A.J expression). Cytokine production was measured in supernatants of irradiated 

cells by Luminex technology.  

Results 

High sensitivity of CCR6
+
Th17 lymphocytes to IR-induced senescence was shown by expression 

of the histone variant H2A.J, higher SA--Gal activity and upregulation of p16
Ink4a

 and p21
Cdkn1a

 

expression. Lower Annexin V staining, cleaved caspase-3 and higher expression of anti-

apoptotic genes Bcl-2 and Bcl-xL LF showed that CCR6
+
Th17 lymphocytes were more resistant 

to IR-induced apoptosis than CCR6
neg 

effector Th and Treg lymphocytes. After a 2 Gy IR, both 

CCR6
+
Th17 and CCR6

neg
 cells acquired a moderate senescence-associated secretory phenotype 

(SASP) but only CCR6
+
Th17 cells secreted IL-8 and VEGF-A. Pharmacological targeting of 

ROS, MAPKs, and mTOR signaling pathways prevented the expression of senescent markers 

and IL-8 and VEGF-A expression by CCR6
+
Th17 cells after IR.   

Conclusion 

This study suggests that IR induces senescence of CCR6
+
Th17 lymphocytes associated with 

secretion of IL-8 and VEGF-A that may be detrimental to the irradiated tissue. ROS-MAPKs 

signaling pathways are candidate targets to prevent this CCR6
+
Th17-dependent radiation-

induced toxic potential. Finally, the ratio of circulating H2A.J
+
 senescent CCR6

+
Th17/CD4

+
 T 

lymphocytes may be a candidate marker of individual intrinsic radiosensitivity.  
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INTRODUCTION 

Healthy tissue damage is a limiting factor for radiation therapy. The identification of the 

radiosensitive patients with predictive assays is needed to tailor radiotherapy plans. Individual 

radiosensitivity was correlated with resistance of peripheral CD4
+
 and CD8

+
 T cells to IR-

induced apoptosis (1–4). Whether the resistance to IR-induced apoptosis of different CD4
+
T-

lymphocyte subsets contribute to radiation-induced toxicity process has never been investigated.  

CD4
+ 

T lymphocytes differentiate into diverse subsets (T helper (Th): Th1, Th2, Th17, etc… and 

regulatory T cell (Treg)) depending on T cell receptor (TCR) activation and the appropriate 

cytokine microenvironments. These subsets differ by their distinct master transcription factors, 

the cytokines they produce, and ultimately their functions against invading pathogens or in 

mediating tolerance (5). The chemokine receptor CCR6 was identified as the main surface 

marker characterizing the Th17 lineage (6), and regulating the recruitment of both Th17 and 

Treg cells into inflammatory tissues (7,8). Interestingly, preclinical data demonstrated that the 

Th17/Th1 lymphocytes ratio was higher in irradiated mouse strains prone to  radiation-induced 

lung fibrosis (9,10). Moreover CCR6 was recently proposed as a predictive biomarker of 

radiosensitivity (11). Recent data from Veldwijk et al. (12) revealed that CD4
+ 

T lymphocytes 

are associated with radiotherapy-related adverse late effects of the skin. But the contribution of 

specific immune cell types to the pathogenesis of IR-induced non-targeted tissue disabilities 

remains incompletely understood.  

Many studies both in vitro and in vivo in humans and model organisms support the idea that 

radiation-accelerated senescence promotes radiation-induced toxicity (13). Cellular senescence 

(CS) is an irreversible arrest of proliferation triggered by different damaging stimuli, including 

dysfunctional telomeres, DNA damage, oncogenic mutations, oxidative stress, and IR. Senescent 

cells are characterized by a combination of different parameters such as β-galactosidase activity,  

cyclin-dependent kinase inhibitors expression such as p16
Ink4a

 and p21
Cdkn1a

, relative resistance to 

apoptosis,  persistent DNA double-strand breaks (DSBs), a senescence-associated secretory 

phenotype (SASP) (14,15), and accumulation of the histone variant H2A.J (16). Although 

“resistance to apoptosis”, underlying the above-mentioned radiosensitivity predictive test, could 

be part of a senescence phenotype, individual sensitivity to IR-induced senescence has never 

been evaluated as an endpoint to predict radiosensitivity. Therefore, in the present study, we 

addressed the question of whether CD4
+
CCR6

+
Th17 lymphocytes have a higher sensitivity to 

IR-dependent apoptosis and/or senescence as compared to CCR6
neg

Th lymphocytes and CCR6
+ or 

neg
Treg lymphocytes.  
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MATERIALS and METHODS  

Cells  

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of healthy donors (Etablissement Français du 

Sang, Creteil, France) were separated using UNI-SEP Separation Tubes (Novamed, Jerusalem, 

Israel). CD4
+
 T cells were enriched from PBMCs by negative selection (untouched CD4

+
 T cell 

isolation kit, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). 

CD4
+
CD45RO

+
CD127

neg
CD25

high
Treg lymphocytes, CD4

+
 

CD45RO
+
CD127

+
CD25

low
CCR6

+
Th17 lymphocytes and CD4

+
CD45RO

+
CD127

+
 

CD25
low

CCR6
neg

Th lymphocytes were further purified (purity ≥99%) by using a fluorescence-

activated cell sorter (Influx; BD Biosciences), after labeling with CD127 PE (R34.34), CD45RO 

ECD (UCHL1, Beckman Coulter, Villepinte, France), CD196 (CCR6) BV 421 or PE-Cy7 

(11A9),  CD25 APC (2A3, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), CD45RO FITC (UCHL1, 

Miltenyi Biotec), and CD4 APC eFluor 780 (RPA-T4, eBiosciences, San Diego, CA USA) 

monoclonal antibodies.. 

Irradiation 

Cells were plated at 10
6
 cells/ml in 96-well U bottom plates (Corning, Acton, MA USA) in 

RPMI 1640 Medium GlutaMAX™ HEPES 25mM (Thermo Fisher, Waltham, MA USA), 1 mM 

sodium pyruvate, 1% MEM Non-Essential Amino Acids Solution, 100 U/ml penicillin, 100 

μg/ml streptomycin, supplemented with 10% human AB serum. Cells were irradiated ex-vivo at a 

2 Gy single dose, using gamma radiation from a 
137

Cs-source (IBL637; Cis-Bio 

International/Scherring, Saclay, France) with a dose rate of 2.7 Gy/min.  

Flow cytometric analysis of Apoptosis 

Irradiated lymphocytes were stained with Annexin V-FITC according to the manufacturer’s 

instructions (BD Biosciences Science) in combination with fluorochrome-conjugated CD3 

PerCP-Cy5.5 (REA613, Miltenyi), CD4 APC-Cy7 (REA623, Miltenyi, France), CCR6 PE-Cy7 

(11A9, BD Biosciences), CD25 APC (4E3, Miltenyi), CD127 PE (18C9, Miltenyi), CD45RO 

ECD (Beckman Coulter), antibodies and Viobility Fixable Dye (Miltenyi) for dead cell 

exclusion, using an LSR Fortessa X20 (BD Biosciences, France). Flow cytometry analysis was 

performed using Flowlogic software version 7.1 (Miltenyi).  

Pharmacologic inhibitors treatments 

Prior to IR, cells were pretreated (or not) with 10 mM N-Acetyl-L-cysteine (NAC, Sigma 

Aldrich) for 1.5 hours, 100nM rapamycin (Sigma Aldrich), 3 µM KU60019 (Sigma Aldrich) for 

1 hour, 5µM U0126 (Sigma Aldrich), 5µM JNK-IN-8 (Sigma Aldrich), or 10µM SB203580 

(Sigma Aldrich) for 30 minutes (30 min).  

RNA isolation and real time quantitative RT-PCR 
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Total mRNA isolation and qRT-PCR analysis were performed as published (17). Primer 

sequences are listed in Table.S1. The expression of all the indicated target transcripts was 

measured by the relative quantification of real-time PCR using a mix of each cDNA sample as a 

calibrator sample, according to the ΔΔCt method (18). 

Staining for Senescence-associated β-Galactosidase (SA β-Gal), p16
Ink4a

, cleaved caspase-3, 

H2AX and H2A.J 

Cells were harvested and spread on Superfrost plus slides (Menzel-Glaser, Braunshweig, 

Germany) at 1x10
5
 cells/slide. Staining for SA β-Gal activity (Ozyme, Saint-Quentin-en-

Yvelines, France) was performed as described (19). 

p16
Ink4a 

analysis: cells were fixed  by 4% formaldehyde-PBS for 15 min and incubated overnight 

at 4°C with anti-p16
Ink4a

 (1:250, Abcam, Cambridge, UK) followed by incubation with Alexa-

594 conjugated goat anti-rabbit antibody (1:200, Life Technologies, Saint-Aubin, France) for 1 

hour. H2A.J analysis: cells were fixed by 3.7% formaldehyde-PBS, and incubated at room 

temperature for 1 hour with anti-H2A.J (1:750, gift of Carl Mann (16)), followed by a 1 hour 

incubation with Alexa-594 (1:500, Life Technologies). After washing, cells were mounted with 

Prolong Gold+DAPI (Life Technologies) and analyzed on microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany).  

Caspase 3 activation & H2A.J expression analysis: cells were fixed by 4% formaldehyde-PBS, 

washed with PBS and deposited onto poly-D-lysine coated slides. After permeabilization and 

saturation, cells were incubated with primary antibodies (anti-phospho-histone H2A.X mAb 

(1:400, Merck Millipore, France) or anti-cleaved Caspase-3 mAb (1:200, Cell Signaling, Ozyme, 

France) for 1 hour, and then with Alexa-488 conjugated goat anti-mouse antibody (1:750, Life 

Technologies, Saint-Aubin, France) and Alexa-594 (1:1000, Life Technologies) for 1 hour, 

respectively. After washing, cell were incubated with DAPI (1:1000, Life Technologies), 

mounted with Prolong Gold Antifade, and analyzed on a Zeiss Axio Imager microscope driven 

by MetaSystems software.  

The images were processed with ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). A minimum of 100 cells per 

condition were analyzed.  

Cytokine secretion assays 

Cell culture supernatants were analyzed by the Luminex assay (PROCARTAPLEX, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA USA), according to the manufacturer's instructions 

Statistics 

Statistical tests were performed using Prism version 5.04 (GraphPad, La Jolla, CA, USA) and 

data are represented as standard error of the mean (SEM). Differences were assessed with the 

two-tailed Mann-Whitney U-test. 
§ 

indicates a statistical difference between 2 sub-populations (
§
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p<0.05, 
§§

 p<0.01), * in comparison to the non-treated condition (* p<0.05, ** p<0.01), 
&

 in 

comparison to the treated condition (
&

 p<0.05, 
&&

 p<0.01). 

 

RESULTS 

Resting CCR6
+
Th17 lymphocytes are resistant to a 2 Gy IR-induced apoptosis. 

We first determined the IR-induced apoptosis of different subsets of CD4
+
T lymphocytes after 

irradiation of PBMCs at 2 Gy by quantification of AnnexinV
+
 cells 48 hours after IR (Fig. 1A). 

The following CD4
+
T lymphocyte subsets were studied: CCR6

+
T effector/memory lymphocytes 

(henceforth referred to as “CCR6
+
Th17”) or CCR6

neg
 T effector/memory lymphocytes 

(henceforth referred to as “CCR6
neg

Th”) among CD3
+
CD4

+
CD45RO

+
CD25

neg
CD127

+
 T 

lymphocytes, and CD3
+
CD4

+
CD45RO

+
 CD25

+
 CD127

neg
 (henceforth referred to as “Treg”) with 

CCR6 positive staining or not. CCR6
+
Th17 lymphocytes were more resistant to IR-induced 

apoptosis compared to CCR6
neg

Th lymphocytes and to Treg lymphocytes (Fig. 1A & 1B). In 

addition, CCR6
+
Treg lymphocytes were more sensitive to IR-induced apoptosis compared to 

CCR6
neg

Treg lymphocytes (Fig. 1C). In accordance, CCR6
+
Th17 lymphocytes showed a lower 

activation of caspase-3 than CCR6
neg

Th and Treg lymphocytes (Fig. 1D & 1E), and a higher 

expression of anti-apoptotic effectors (Bcl-2, Bcl-xL LF) after 2 Gy IR (Fig. 1F). No significant 

differences could be detected for the other pro- and anti-apoptotic genes (data not shown). 

Altogether, these results show that resting CCR6
+
Th17 lymphocytes are resistant to a 2 Gy IR-

induced apoptosis.  

 

 Figure 1: Resistance to IR-induced apoptosis of CCR6
+
Th17 lymphocytes 
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Figure 1: Resistance to IR-induced apoptosis of CCR6
+
Th17 lymphocytes 

(A) Representative flow cytometric gating strategy illustrating lymphocyte CD4
+
T-lymphocyte 

subsets in PBMCs. Cells treated with 2 Gy IR and analyzed by flow cytometry 48 hours post-IR. 

(B-C) %Apoptosis (%Apoptosis 2 Gy – %Apoptosis 0 Gy) at 48 hours within CCR6
+
Th17/ 

CCR6
neg

Th/Treg (B), and within CCR6
+
Treg/CCR6

neg
Treg (C). n=6, mean +/- SEM. 

(D-E) Epifluorescence microscopy was applied to assess cleaved caspase-3 in  

CCR6
+
Th17/CCR6

neg
Th/Treg at 24 hours after 2 Gy IR. Image acquisition was performed with a 

Zeiss Axio Imager microscope driven by MetaSystems software. At least 120 cells are counted 

in one experiment. n=4, mean +/- SEM. 

(F) qRT-PCR data showing expression of anti-apoptotic genes Bcl2, Bcl-xL LF. 
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High IR-induced senescence of CCR6
+
Th17 cells 

Cellular senescence is associated with increased resistance to apoptosis. We thus assayed for 

canonical hallmarks of senescence in irradiated CD4
+
 T lymphocytes: senescence-associated β-

galactosidase (SA-β-gal) activity and expression of the cell cycle inhibitors p16
Ink4a

 and p21
Cdkn1a

 

(20). IR induced SA-β-gal activity in CCR6
+
Th17, CCR6

neg
Th and Treg lymphocytes (Fig. 2A), 

but SA β-gal activity dose-response was significantly higher for CCR6
+
Th17 compared to 

CCR6
neg

Th and Treg lymphocytes (Fig. 2B). Moreover, p16
Ink4a

 expression was higher in 

CCR6
+
Th17 cells after 2 Gy IR (Fig. 2C & 2D) and after H2O2 treatment (Fig. 2E). Finally, 

p21
Cdkn1a

 expression significantly increased after 2 Gy IR only in CCR6
+
Th17 (Fig. 2F).  

We then quantified the secretion of SASP factors (21,22) in supernatants of CCR6
+
Th17 and 

CCR6
neg

Th lymphocytes 48 hours after 2 Gy IR. Mitogenic stimulation with anti-CD3 and anti-

CD28, which mimics TCR activation in the presence of a co-stimulatory signal, was used as a 

positive control. Compared to this TCR activation, irradiation of CCR6
+
Th17 and CCR6

neg
Th 

cells resulted in a moderate secretion of SASP factors with no secretion of IL-13, IL-33 and GM-

CSF (Fig.2G & 2H). Secretion of IL-1α, IL-6, osteopontin, MIP-1, and MIP-1 were similarly 

increased after IR and secretion of IL-1 was increased only in CCR6
neg

Th. Interestingly, 

irradiated CCR6
+
Th17 lymphocytes secreted larger amounts of VEGF-A and IL-8 compared to 

irradiated CCR6
neg

Th lymphocytes (Fig. 2G).   

Altogether, these results show that human CCR6
+
Th17 lymphocytes are highly sensitive to IR-

induced senescence associated with VEGF-A and IL-8 secretion. 
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  Figure 2: IR-induced senescence in CCR6
+
Th17 lymphocytes 
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Figure 2: IR-induced senescence in CCR6
+
Th17 lymphocytes 

(A) Representative images of SA-β-Gal staining of CCR6
+
Th17/CCR6

neg
Th17/Treg at 48 hours 

after 2 Gy IR. Senescent cells are blue after SA-β-Gal cytoplasmic staining. 

(B)  % SA-β-Gal positive cells. 200-800 cells per experimental condition were counted. n=4,  

mean +/- SEM. 

(C) Representative images of p16
Ink4a

 immunofluorescence in CCR6
+
Th17/ CCR6

neg
Th/Treg at 

24 hours after 2 Gy IR.  

(D-E) % p16
Ink4a

 positive cells. 150–500 cells per condition were counted. n=4, mean +/- SEM. 

(D) Cells were treated with 2 Gy IR. (E) Cells were treated with H2O2 at the indicated 

concentrations for 72 hours. 

(F) qRT-PCR showing expression of p21
Cdkn1a

 in CCR6
+
Th17/CCR6

neg
Th/Treg. n=5, mean +/- 

SEM. 

(G-H) Comparative cytokine production of CCR6
+
Th17/CCR6

neg
Th at 72 hours after 2 Gy IR 

(n=7). (G) plate-bound anti-CD3 (5µg/mL) antibody and soluble anti-CD28 (2µg/mL) antibody 

were used as a positive control (n=4). Selected cytokine levels are shown as the fold change over 

the non-irradiated conditions. 

 

Irradiation of CCR6
+
Th17 cells is associated with expression of the rare histone variant 

H2A.J. 

IR exposure generates DNA double-strand breaks (DSBs) which leads to recruitment of the 

ATM kinase and phosphorylation of the H2AX histone variant on megabase regions of the 

chromatin surrounding the DSBs. These so-called H2AX foci can be quantified by 

immunofluorescence microscopy. Residual H2AX foci at 24 hours post-IR are hallmarks of 

persistent DNA damage associated with several types of senescence (22). We thus investigated 

DSB repair by enumerating H2AX foci in sorted, resting CCR6
+
Th17, CCR6

neg
Th and Treg 

lymphocytes at different time points after 2 Gy IR. IR-induced H2AX foci peaked around 15-30 

min post-IR in the three T-lymphocyte subsets which showed similar repair kinetics, but the 

number of H2AX foci at 30 min after 2Gy IR was higher in CCR6
+
Th17 compared to 

CCR6
neg

Th and Treg lymphocytes. No significant residual H2AX foci were found at 24 hours 

in the three T-lymphocyte subsets, although there was a tendency towards slightly higher foci per 

cell in CCR6
+
Th17 and CCR6

neg
Th lymphocytes relative to non-irradiated controls (Fig. 3A & 

3B).  

As DNA damage can also impact H2A.J expression (16), we next investigated H2A.J expression 

in 2 Gy-irradiated CCR6
+
Th17 and CCR6

neg
Th lymphocytes. H2A.J expression increased 72 

hours after a 2 Gy IR of CCR6
+
Th17 and CCR6

neg
Th lymphocytes, but this increased expression 

was higher in CCR6
+
Th17 lymphocytes (Fig. 3C & 3D). The specificity of H2A.J detection was 

verified by the absence of labeling if the H2A.J peptide, specific of the x BCR epitope of the 

anti-H2A.J antibody, was added as a competitor (PC) during the incubation with the anti-H2A.J 

antibody in the IF procedure. H2O2-induced oxidative stress similarly increased H2A.J 
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expression in CCR6
+
Th17 and CCR6

neg
Th lymphocytes (Fig. 3E) suggesting a specific 

regulation of expression of H2A.J during irradiation of CCR6
+
Th17 lymphocytes. 

 

Figure 3: IR-induced senescence of CCR6
+
Th17 lymphocytes is associated with expression 

of H2A.J despite completion of the DDR  
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Figure 3: IR-induced senescence of CCR6
+
Th17 lymphocytes is associated with expression 

of H2A.J despite completion of the DDR  

(A) Immunofluorescence of γH2AX foci in CCR6
+
Th17/CCR6

neg
Th/Treg lymphocytes at 0, 15, 

30 min, and 24 hours after 2 Gy IR.  

(B) Quantification of γH2AX foci at 0, 15, 30, 45 min, 1, 6 and 24 hours after 2 Gy IR. At least 

120 cells per experimental condition were counted in each experiment. n=4, mean +/- SEM.  

(C) Representative images of H2A.J immunofluorescence in CCR6
+
Th17/CCR6

neg
Th at 72 hours 

after 2 Gy IR with or without peptide competition (PC) of H2A.J antibodies.  

(D-E) % H2A.J positive cells. 200–500 cells per experimental condition were counted. n=4, 

mean +/- SEM. (D) Cells were treated with 2 Gy IR (E) Cells were treated with H
2
O

2 at the 

indicated concentrations for 72 hours. 

 

Inhibition of ROS, MAPKs, and mTOR signaling pathways prevents VEGF-A and IL-8 

expression independently of H2A.J expression in senescent CCR6
+
Th17. 

IR increases the production of ROS, which can activate MAPKs signaling pathways (23), which 

in turn regulate mTOR kinase (24) and the SASP (25). SASP expression has also been correlated 

with H2A.J accumulation in senescent fibroblasts (16). By using pharmacologically selective 

inhibitors, we studied the potential involvement of ATM and the ROS-MAPKs-mTOR (26,27) 

signaling pathways in IR-induced senescence of CCR6
+
Th17 lymphocytes. CCR6

+
Th17 and 

CCR6
neg

Th lymphocytes were pretreated with the ATM inhibitor (KU60019), a ROS scavenger 

N-acetylcysteine (NAC), a p38-MAPK inhibitor (SB203580), a JNK-MAPK inhibitor (JNK-IN-

8), a MEK1/2 inhibitor (U0126) or a mTOR inhibitor (rapamycin) before a 2 Gy IR. 

Pretreatment with NAC, rapamycin, and the three MAPKinase pathway inhibitors prevented the 

IR-induced upregulation of p16
Ink4a

 expression and SA--Gal activity in both CCR6
+
Th17 and 

CCR6
neg

Th lymphocytes, whereas pretreatment with the ATM inhibitor did not (Fig. 4A & 4B). 

Conversely, IR-induced H2A.J expression was not prevented by pretreatment with NAC, 

rapamycin and p38-MAPK inhibitor, whereas pretreatment with the ATM inhibitor or MEK1/2 

and JNK inhibitors did prevent its expression (Fig. 4C). Finally, whereas IR-induced secretion of 

both IL-8 and VEGF-A was abolished by pretreatment with NAC, pretreatment with rapamycin 

or the three MAP Kinase pathways inhibitors only abolished IR-induced VEGF-A but not IL-8 

secretion (Fig. 4D & 4E).  

Altogether, these results showed that inhibition of the MEK/ERK-JNK signaling pathways was 

the only condition that blocked all IR-induced senescence hallmarks and VEGF-A secretion of 

CCR6
+
Th17 lymphocytes.  
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Figure 4: Effect of pharmacological inhibitors pretreatment on irradiated 

CCR6
+

Th17/CCR6
neg

Th  
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Figure 4: Effect of pharmacological inhibitors pretreatment on irradiated 

CCR6
+

Th17/CCR6
neg

Th  

(A-C) % of p16
Ink4a

, -Gal positive cells, and H2A.J were evaluated. 200–600 cells per 

experiment condition were counted, mean +/- SEM, n=5 for p16
Ink4a

 & H2A.J (A&C), n=3 for -

Gal (B)  

(D-E) Comparative cytokine production of CCR6
+
Th17/CCR6

neg
Th 72 hours after 2 Gy IR. 

VEGF-A (D) and IL-8 (E) levels are shown as the fold change over the non-irradiated. n=5, 

mean +/- SEM. 

 

DISCUSSION 

IR-induced accelerated senescence in CCR6
+
Th17  

Cellular senescence (CS) is an irreversible arrest of proliferation triggered by different damaging 

stimuli, including IR. Similarly to IR-induced senescence in fibroblasts, epithelial, endothelial 

and mesenchymal stem cells (28–31), we found that IR of CCR6
+
Th17 cells led to increased 

expression of SA-β-gal activity, p16
Ink4a

 and p21
Cdkn1a

. Accordingly, we next demonstrated that 

CCR6
+
Th17 lymphocytes are more resistant to IR-induced apoptosis compared with CCR6

neg
Th 

and Treg among PBMCs, as well as when sorted corresponding cells are compared (Fig. 1 & 2). 

Additionally, the irradiated CCR6
+
Th17 lymphocytes upregulated anti-apoptotic genes (Bcl-2, 

Bcl-xL LF) that presumably account for this resistance to apoptosis (Fig. 1D). These results 

agree with previous findings that Bcl-2 proteins were increased in senescent fibroblasts (32). In 

line with this, CD34
+
 hematopoietic stem cells are thought to be more resistant to apoptosis than 

other hematopoietic cells because of their higher expression of anti-apoptotic proteins (33), and 

Muranski et al. showed that Th17 lymphocytes were long-lived by retaining stem cell-like 

characteristics (34). We noted that CCR6
neg

Treg were more resistant to IR-induced apoptosis 

compared with CCR6
+
Treg lymphocytes (Fig. 1C), although our results showed that Treg are 

less resistant to IR-induced apoptosis compared to CCR6
+
Th17 and CCR6

neg
Th lymphocytes. In 

contrast, a previous study demonstrated that Treg are more resistant to apoptosis than CD4
+
T 

lymphocytes in the PBMCs (35), but the authors did not investigate these CCR6
+
Th17, 

CCR6
neg

Th, CCR6
+
Treg, CCR6

neg
Treg T-lymphocyte subsets in their study.  

 

IR-induced senescence of CCR6
+
Th17 cells is associated with expression of H2A.J despite 

completion of DDR. 

We found no significant differences in the decay and residual levels of H2AX foci post-IR in 

CCR6
+
Th17 compare to CCR6

neg
Th and Treg lymphocytes (Fig. 3A & 3B). Similarly, 1 Gy IR 

of quiescent bone marrow cells (30), or 2 Gy IR of quiescent young and old haematopoietic stem 
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cells did not yield residual H2AX foci 24 hours post-IR (30,36). After much higher levels of IR 

(15 Gy) in the presence of an apoptosis inhibitor, an increase in persistent H2AX foci was 

observed for the IR-induced senescence of quiescent endothelial cells (37). 

Senescent cells are metabolically active and exhibit widespread modifications in protein 

expression and secretion corresponding to the SASP that may damage neighboring healthy 

tissues (38). In our study, ATM inhibition did not affect p16
Ink4a 

(Fig. 4A), SA--Gal (Fig. 4B), 

and two SASP factors secretion, VEGF-A and IL-8  (Fig. 4D & 4E) after IR of resting (TCR-

nonstimulated) CCR6
+
Th17 and CCR6

neg
Th lymphocytes. This contrasts with a previous study 

showing that senescence of TCR-stimulated CD4
+
 Th lymphocytes was induced by Treg 

lymphocytes in part via DNA damage and ATM activation (39). Therefore, ATM-dependent 

signaling pathways are not necessary for senescence induction after IR of resting Th 

lymphocytes. Moreover, ATM inhibition prevented H2A.J expression in irradiated CCR6
+
Th17 

cells (Fig. 4C). Thus, increased H2A.J levels are not required for the expression of the VEGF-A 

and IL-8 under these conditions in contrast to a role for accumulated H2A.J in the expression of 

SASP genes during etoposide-induced senescence of fibroblasts (16). The striking inhibition of 

H2A.J accumulation by the ATM inhibitor suggests that ATM is activated after IR of 

CCR6
+
Th17 lymphocytes despite the apparent absence of residual H2AX foci 24 hours post-IR 

(Fig. 3A & 3B). ATM can be activated by oxidative stress, but NAC did not inhibit H2A.J 

expression after IR, and H2O2-induced increased H2A.J expression was similar in CCR6
+
Th17 

and CCR6
neg

Th lymphocytes (Fig. 3E). This suggests a specific regulation of H2A.J expression 

during irradiation of CCR6
+
Th17 lymphocytes, presumably through a transient activation of 

ATM by DNA DSBs (Fig. 4C), independently of ROS.  

Inhibition of the MEK-ERK pathway also blocked H2A.J expression. Since the MEK-ERK 

pathway is known to be activated in an ATM-dependent fashion in response to DNA damage  

(40–42), we suggest that ATM-MEK-ERK cascade defines a pathway required for H2A.J 

expression after IR that might be particularly active in CCR6+ Th17 compared to other CD4
+
 T 

lymphocytes. In support of this, previous results showed that the MEK1/2-ERK1/2 signaling 

pathway is critical for proper Th17 lymphocyte differentiation and activation (43–45). 

Signaling pathways of IR-induced senescence  

We found that activation of  the p38-MAPK, ERK1/2, JNK and mTOR signaling pathways were 

required for increased expression of SA--Gal, p16
Ink4a

, and VEGF-A (but not IL-8), 

independently of ATM activity (Fig. 4). Remarkably, inhibition of ROS with N-acetyl-cysteine 

profoundly inhibited all senescence features including IL-8 expression with the exception of 

H2A.J accumulation (Fig. 4). It thus appears that ROS are crucial for IR-induced senescence of 

the CCR6
+
Th17 and CCR6

neg
Th lymphocytes, presumably by activating downstream signaling 

pathways including MAPKs and mTOR. It is well-documented that IR can trigger ROS 

formation and ROS-induced senescence via p38-MAPK and ERK1/2 activation leading to 

p16
Ink4a

 expression  (46,47). Inhibition of VEGF-A expression by individual inhibition of ROS, 
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MAPKs, or mTOR suggests that these represent a single interdependent signaling pathway 

which might be related to the critical role of MEK-ERK shown in Th17 lymphocytes (43–45). 

The ROS-MAPKs-mTOR pathway can potentially activate VEGF-A expression via HIF-

1(48,49). In contrast, IL-8 secretion was blocked only by NAC, so we suggest that ROS 

activate at least two independent downstream signaling pathways in CCR6
+
Th17 that contribute 

to IL-8 expression (Fig. 4E).  

CONCLUSION 

To our knowledge, this is the first study to demonstrate high sensitivity of CCR6
+
Th17 cells to 

IR-induced senescence. We show that IR-induced senescence of CCR6
+
Th17 lymphocytes 

promotes IL-8 and VEGF-A secretion that may contribute to IR-induced normal tissue damage 

and even facilitate tumor recurrence and metastasis after radiotherapy. IR-induced senescence in 

CCR6
+
Th17 lymphocytes was largely independent of ATM activity, but highly dependent on 

ROS generation and MEKs/ERK/JNK pathways as seen by the strong suppressing action of N-

acetyl-cysteine and MEKs inhibitors. Our data are encouraging for further research using CD4
+
 

T lymphocytes subtypes as potential intrinsic radiosensitivity hallmarks, and Bcl-2 /Bcl-xl and 

the MAPKs pathways as target for senolytic drugs to overcome late inflammation after 

radiotherapy. 
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2. Etude par cytométrie en flux de l’association de la proportion des lymphocytes T 

CD4
+
CCR6

+
 Th17 parmi les lymphocytes T CD4

+
 périphériques, à la toxicité radio-

induite ≥ Grade 3 chez les patients après radiothérapie. 

 

Etude comparative de la répartition des sous-populations de lymphocytes 

Th1/Th2/Th17/Th1-17/Treg
 
au sein des

 
lymphocytes T CD4

+ 
CD45RO « mémoire »

  

 

   

 

 
 

Figure 35 : Etude par cytométrie en flux  des sous-populations de lymphocytes T CD4
+
 

périphériques chez 3 patients avec fibrose de grade  ≥  3 post-RT . 

 

Nos résultats préliminaires montrent  une tendance à l’augmentation du pourcentage de 

lymphocytes T CCR6
+
Th17 au sein des lymphocytes Tconv « mémoire » dans le groupe des 

trois patients ayant développé une fibrose de grade  ≥  3 post-RT par rapport au groupe de cinq 

donneurs sains, alors que la proportion de la sous-population de lymphocytes T CCR6
neg 

est 

similaire entre les deux groupes; cependant  au sein de la sous-population de lymphocytes T 

CCR6
neg

 la proportion de la sous-population de lymphocytes Th2 montrent une tendance à 

l’augmentation dans le groupe des trois patients ayant développé une fibrose de grade  ≥  3 post-

RT par rapport au groupe de cinq donneurs sains, alors que la proportion des sous-populations 

Th1 et Th17-Th1 est plutôt diminuée. De plus,  au sein des lymphocytes Treg, la répartition des 

Treg CCR6
+
 et CCR6

neg
 semble être inversée dans le groupe des 3 patients comparé au groupe de 

donneurs sains,  le pourcentage de lymphocytes Treg CCR6
+ 

(très immunosuppresseurs)  

montrant une tendance à être  diminué dans le groupe des trois patients par rapport aux donneurs 

sains.  



 
 
 

116 
 

Nos résultats préliminaires montrent également, qu’au sein des lymphocytes Th17 CCR6
+
, la 

proportion de lymphocytes Th17 CCR6
+
CD161

+
, plus inflammatoires, semble plus importante  

que celle des lymphocytes Th17 CCR6
+
CD161

neg
 dans le groupe des trois patients ayant 

développé une fibrose de grade  ≥  3 post-RT par rapport au groupe de donneurs sains (Figure 

36). En revanche, l’expression de CD90 ne semble pas discriminante. 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Etude par cytométrie en flux  des sous-populations de lymphocytes T CCR6
+
Th17 

périphériques en fonction de l’expression de CD161 et CD90  

 

 

 

 

 



 
 
 

117 
 

Enfin, nos résultats préliminaires montrent une tendance à l’augmentation du ratio de 

CCR6
+
Th17/CCR6

+
Treg dans le groupe de trois patients ayant développé une fibrose de grade  ≥  

3 post-RT par rapport au groupe de cinq donneurs sains, ce qui suggère que la proportion des 

lymphocytes Treg très immunosuppresseurs, les lymphocytes Treg CCR6
+
, est diminuée chez les 

patients qui développent une fibrose sévère post-RT (Figure 37).  

 

 

Figure 37 : Ratios Th17 / Treg en fonction de l’expression du récepteur CCR6
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Partie 5 : Discussion 

 
Les données de la littérature que nous avons rapportées dans la revue figurant à la partie 1  

montrent que la sénescence accélérée radio-induite pourrait provoquer la fibrose via l’induction 

d’un sécrétome pro-inflammatoire et pro-fibrogénique provenant des cellules irradiées (Nguyen 

et al., 2018). Par ailleurs, une accumulation pulmonaire de lymphocytes T CD4
+
 inflammatoires, 

les  Th17, corrèle positivement avec la fibrose pulmonaire chez les souris après irradiation totale 

(Paun et al., 2015, 2017). L’existence d’une sensibilité à la sénescence radio-induite 

particulièrement élevée pour les lymphocytes Th17 pourrait contribuer à expliquer l’association 

de leur augmentation à la toxicité radio-induite tardive à type de fibrose.  

 

Dans la première partie de mon travail, j’ai pu montrer que la sous-population de lymphocytes 

Th17 exprimant le récepteur de chimiokine CCR6
+
 était effectivement plus sensible à la 

sénescence radio-induite, et donc plus résistante à l’apoptose radio-induite, que la sous-

population des lymphocytes Th CCR6
neg

. J’ai également identifié des voies de signalisation 

activées par les RI, en particulier la voie des MAPKs, dans les lymphocytes Th17 CCR6
+
, qui 

représentent des cibles potentielles pour des stratégies de prévention de la sénescence radio-

induite de ces cellules. De plus, des résultats préliminaires portant sur 3 patients présentant une 

fibrose de grade  ≥  3 post-RT comparés à des  donneurs sains, montrent le potentiel prédictif 

d’un ratio élevé des lymphocytes Th17 CCR6
+
 / Treg CCR6

+
 périphériques de radiosensibilité 

individuelle.  

 

1. Sensibilité des lymphocytes  T CD4
+
CCR6

+
Th17 à la sénescence radio-induite 

 

Nous avons montré pour la première fois, que les lymphocytes CCR6
+
Th17 sont plus sensibles à 

la sénescence radio-induite par rapport aux lymphocytes CCR6
neg

Th et aux lymphocytes Treg, 

sur la base de la surexpression du variant d'histone H2A.J, l’augmentation de l’activité de SA--

Gal, la surexpression de p16
Ink4a

 et de p21, et la production d’IL-8 et de VEGF-A. Ces résultats 

sont en accord avec ceux récapitulés dans notre revue de la littérature présentée à la partie 1 et 

décrivant que les RI peuvent induire la sénescence dans différents types cellulaires, tels que les 

cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les cellules immunitaires, les cellules souches du 

stroma hématologique, les cellules qui dérivent de l’ectoderme et du mésoderme. Dans notre 

étude, nous avons utilisé la dose des RI à 2 Gy pour l’analyse des différents de marqueurs de 

sénescence. En effet, le test de survie cellulaire pour prédire la radiosensibilité a été évalué par la 

fraction de survivant à une dose de 2 Gy (SF2) (Geara et al., 1992; Pouliliou et al., 2015), et il est 

décrit que l’effet de dose-réponse peut impacter l’expressions des gènes (Ghandhi et al., 2015). 

Compte-tenu du caractère résistant à l’apoptose des cellules sénescentes, nos résultats sont 

cohérents avec les résultats de différentes équipes corrélant un faible taux d’apoptose des 

lymphocytes T CD4
+
 et CD8

+ 
avec un fort risque de toxicité radio-induite tardive (Ozsahin et al., 

2005) dans différents cancers, ces études ayant permis de développer  l’un des tests prédictifs de 
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radiosensibilité les plus fiables sur la base de l’apoptose radio-induite lymphocytaire ou test 

RILA (Radio-induced lymphocyte apoptose) (Azria et al., 2015).  

 

Dans notre revue nous avons également résumé les liens établis entre la sénescence des 

fibroblastes et les processus fibrotiques. Les fibroblastes jouent un rôle central dans la 

fibrogenèse via le mécanisme de la transition fibroblaste-myofibroblaste en réponse au stress 

oxydatif (qui peut être généré par les RI, les UV, la chimiothérapie, le tabagisme) (Kendall and 

Feghali-Bostwick, 2014). Par ailleurs, Fang et coll. ont montré que les fibroblastes attirent les 

lymphocytes Th17 et maintiennent leur phénotype, ce qui peut contribuer à l'exacerbation de 

l’état inflammatoire (Fang et al., 2018). De plus, il a été montré que l’IL-8 pérennisait la 

sénescence des fibroblastes (Acosta et al., 2008) ; les lymphocytes Th17 CCR6
+
 sénescents, via 

la sécrétion d’IL-8, pourraient contribuer au maintien du phénotype sénescent pro-fibrogénique 

des fibroblastes, après leur migration vers les tissus inflammatoires sécrétant du CCL20 (Acosta 

et al., 2008). Par ailleurs, le caractère pro-fibrogénique du VEGF-A a déjà été rapporté dans 

différents modèles de fibrose pulmonaire et maladies rhumatologiques auto-immunes (Barratt et 

al., 2018). 

 

Nous avons pu établir que le ciblage pharmacologique de la cascade des voies de signalisation 

des ERO/MAPKinases et/ou de mTOR prévenait la sénescence radio-induite et la sécrétion du 

VEGF-A, de l’IL-8 par les lymphocytes CCR6
+
Th17, donc  était une stratégie anti-fibrosante 

potentielle. Nos résultats sont en accord avec les données de la littérature qui rapportent que la 

voie ERK1/2 est impliquée dans le modèle de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine 

(Suzuki et al., 2003), et que les inhibiteurs des MAPKs, notamment d’ERK1/2, sont testés dans 

différentes pathologies fibrosantes, comme la BPCO (Mercer and D’Armiento, 2006), la fibrose 

pulmonaire (Madala et al., 2012), la fibrose cardiaque (Luo et al., 2017), la fibrose hépatique 

(Lao et al., 2018), et fibrose rénale (Andrikopoulos et al., 2019). 

2.  Le ratio des lymphocytes CD4
+
CCR6

+
Th17 / CD4

+
CCR6

+
Treg  pourrait être utilisé 

comme marqueur de la radiosensibilité intrinsèque individuelle. 

 

Le déséquilibre entre les réponses pro-inflammatoire et anti-inflammatoire induites par les 

différentes sous-populations de lymphocytes Th17 etTh2 d’une part et les lymphocytes Treg 

d’autre part pourrait jouer un rôle central dans la progression de la toxicité radio-induite. Les 

Th17 sont capables d’induire à une réponse pro-inflammatoire médiée par l’IL-17 et l'expression 

de divers médiateurs de l'inflammation, alors que les Th2 produisent  l’IL-13, qui conduit à une 

activation par la voie alternative des macrophages résidents dans les tissus en macrophages pro-

fibrotiques, favorisant la fibrose (Wynn and Ramalingam, 2012). En revanche, les lymphocytes 

Treg sont responsables de la réponse anti-inflammatoire.  

 

L’analyse  de nos résultats préliminaires semble montrer qu’une distribution particulière des 

lymphocytes T CD4
+
 mémoire est associée à l’existence chez les patients d’une toxicité radio-



 
 
 

120 
 

induite. Les proportions de lymphocytes CCR6
+
Th17 et Th2 plus élevées chez les trois patients 

ayant développés une fibrose de grade ≥ 3 post-RT renforce l’hypothèse  d’un rôle potentiel des 

lymphocytes CCR6
+
Th17 sénescents dans la fibrose après une irradiation, via le caractère  pro-

fibrogénique de l’IL-8 et du VEGF-A sécrétés. Nos résultats sont en accord avec les résultats 

rapportant l’augmentation de lymphocytes Th17 trouvée dans le lavage broncho-alvéolaire chez 

les souris ayant développé une fibrose pulmonaire radio-induite (Paun et al., 2015, 2017). De 

même, différentes études ont rapporté que le taux élevé des lymphocytes Th17 circulants est 

associé à un mauvais pronostic de la fibrose kystique pulmonaire (Mulcahy et al., 2015). De 

même, les résultats de Lei et coll. indiquent que les lymphocytes Th17 participent à la 

pathogenèse de la fibrose cutanée et pulmonaire en augmentant la prolifération des fibroblastes 

et la production des cytokines pro-inflammatoires (Lei et al., 2016). L’augmentation des 

lymphocytes Th17 circulants a été aussi corrélée à la fibrose pulmonaire chez les souris atteintes 

des lésions rénales aiguës (Mehrotra et al., 2018) En outre, la surexpression de l'IL-17 et 

l’accumulation de lymphocytes Th17 ont été détectées dans le foie chez les patients atteints de 

fibrose hépatique. L’augmentation des Th2 circulants a été corrélée à la fibrose pulmonaire 

idiopathique (Adegunsoye et al., 2016; Mora et al., 2005; Wu et al., 2018). De plus, nous avons 

observé que la proportion des Th1 serait à tendance diminuée chez les trois patients ayant 

développé une fibrose de grade ≥ 3 post-RT par rapport aux cinq donneurs sains. Ce résultat est 

compatible avec ceux rapportés par Paun et coll. qui ont montré que la déficience  des 

lymphocytes Th1 est corrélée avec la fibrose pulmonaire radio-induite dans un modèle murin 

(Paun et al., 2017). De plus, l’infiltration des lymphocytes Th1 entraînant l'inhibition de la 

fibrose induite par la bléomycine dans la modèle in vivo (Yoshizaki et al., 2010). L’ensemble de 

ces données suggèrent que les lymphocytes CD4
+
CCR6

+
Th17 constituent un biomarqueur 

prédictif prometteur de la fibrose radio-induite et une cible potentielle pour le développement 

thérapeutique anti-fibrotiques. 

 

Enfin, suite à l’observation d’une tendance à l’augmentation des lymphocytes CCR6
+
Th17 chez 

les trois patients analysés, nous avons évalué les ratios des différentes sous-populations 

lymphocytaires CD4
+
 pro-inflammatoires et des sous-populations lymphocytaires CD4

+ 
anti-

inflammatoires pour affiner cette différence entre les patients et les individus sains. Il est 

intéressant de noter que le ratio des lymphocytes CCR6
+
Th17 / CCR6

+
Treg a tendance à être  

plus élevé chez les patients par rapport aux donneurs sains. Ce résultat est cohérent avec les 

résultats présentés dans notre article soumis, qui montrent que les lymphocytes  CCR6
+
Treg sont 

plus sensibles à l’apoptose radio-induite par rapport aux  CCR6
neg

Treg. Cela pourrait indiquer 

que les capacités de régulation de l’inflammation chez les patients pourraient être déficientes du 

fait des CCR6
+
Treg diminuées à cause de leur plus grande sensibilité à l’apoptose radio-induite. 

En effet, les résultats de Lee et coll. indiquent que le CCR6 pourrait servir comme un marqueur 

pour identifier les cellules Treg mémoires effectrices qui présentent une activité suppressive 

supérieure à celle des cellules CCR6
neg

Treg  (Lee et al., 2017).  
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Partie 6 : Conclusions et perspectives 

 

Notre étude a montré que les RI induisent la sénescence des lymphocytes CCR6
+
Th17 qui  

présentent un phénotype pro-inflammatoire via la sécrétion d’IL-8 et de VEGF-A. Ces  

lymphocytes CCR6
+
Th17 sénescents pourraient être délétères lors de leur migration dans les 

tissus inflammatoires proches de la zone irradiée. 

 

Du point de vue de la recherche translationnelle, notre étude a un certain nombre de limites. Les 

nombres de patients ayant  présenté une fibrose de grade ≥ 3  après une radiothérapie adjuvante 

(n = 3) et  de donneurs volontaires sains (n = 5) étudiés sont très faibles. Une  étude avec 

davantage de patients ainsi qu’un groupe- contrôle de patients sans fibrose radio-induite est 

indispensable pour confirmer l’intérêt du ratio LT CD4
+
CCR6

+
Th17 / CCR6

+
Treg chez les 

patients.  En cas de confirmation de nos résultats préliminaires, des études longitudinales 

prospectives devront être envisagées.  

Chez les patients présentant une fibrose radio-induite sévère, il pourrait être intéressant de 

regarder par immunohistochimie si le co-marquage CCR6
+
/IL-8 et/ou VEGF-A et/ou H2A.J est 

plus important dans les lésions de fibrose que dans des tissus avoisinants non fibreux. 

 

Le rôle potentiel des lymphocytes  CCR6
+
Th17 irradiés dans la fibrose pourrait être évalué par 

un modèle de co-culture de lymphocytes CCR6
+
Th17 irradiés et de fibroblastes, ou de culture 

des fibroblastes avec du surnageant de lymphocytes CCR6
+
Th17 irradiés, en présence ou non 

d’anticorps bloquants les récepteurs pour l’IL-8, et/ou le VEGF-A,  afin d’évaluer in vitro l’effet 

du secrétome radio-induit sur l’activité fibrogénique des fibroblastes.  

Nos résultats ont montré que que seul l’inhibiteur de la voie MEK1/2-ERK1/2  inhibe à la fois 

l’expression de H2A.J et la sécrétion d’IL-8 et VEGF-A après les RI. La modulation des voies 

ERO-MAPK pourrait être une cible potentielle pour la prévention de la fibrose radio-induite, 

comme ça a déjà été montré dans différents modèles de fibrose. Nous vérifierons le rôle de la 

voie de signalisation ERK1/2 dans l’expression de p16
Ink4a

 et la sécrétion de VEGF-A dans les 

lymphocytes CCR6
+
Th17 en utilisant des petits ARN interférents contre ERK1/2. Comme le 

VEGF est spécifiquement induit par l'exposition aux RI dans les lymphocytes CCR6
+
Th17, nous 

testerons l'implication de la voie NRF2/VEGF-A et de la voie HIF-1VEGF-A en analysant par 

qRT-PCR  l’expression des cibles de NRF2 et HIF-1  dans la sénescence radio-induite des 

lymphocytes CCR6
+
Th17 en analysant par qRT-PCR  l’expression des cibles de NRF2 et HIF-

1. 

En attendant un avenir plus prometteur pour des patients atteints de cancers et présentant des 

toxicités radio-induites, des études précliniques et des essais cliniques seront indispensables pour 

contribuer à la découverte d’un marqueur d'une radiosensibilité individuelle ainsi que les agents 

thérapeutiques pour les patients.  
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Titre : Radiosensibilité des sous-populations lymphocytaires T et sénescence radio-induite 

Mots clés : radiothérapie, radiosensibilité, fibrose,  sénescence, lymphocytes CCR6+Th17 

Résumé : Environ 60 % des personnes atteintes d’un 
cancer auront au moins une séance de radiothérapie 
au cours de la prise en charge thérapeutique de leur 
maladie. Les doses de radiothérapie sont limitées en 
raison du risque important de fibrose séquellaire des 
tissus sains. Les rayonnements ionisants (RI) peuvent 
induire différents types de mort cellulaire y compris 
l'apoptose et la sénescence. Les cellules sénescentes 
ont une sensibilité réduite à l'apoptose et un 
phénotype sécrétoire inflammatoire. De plus, les RI 
peuvent induire la production d’espèces réactives de 
l’oxygène (ERO) qui provoquent des lésions de 
l'ADN dans les tissus non ciblés, et des effets 
systémiques associés à l'inflammation. Différentes 
équipes ont proposé des tests prédictifs de la 
radiosensibilité individuelle des patients basés sur 
l’évaluation du taux d'apoptose radio-induite des 
lymphocytes T CD4+/CD8+ (LT). Cependant, l’impact 
des différences de sensibilité à l’apoptose/sénescence 
des sous-populations de LT sur le taux d’apoptose n’a 
pas été étudié 

Notre hypothèse est que la sensibilité à 
l’apoptose/sénescence radio-induite des LT circulants 
est associée à la sur/sous-représentation de sous-
populations particulières de LT CD4+ dont les 
fonctions sont en rapport avec la survenue de fibrose. 
Nos résultats chez le donneur sain montrent que les 
LT CCR6+Th17 pro-fibrogéniques sont moins 
sensibles à l’apoptose et plus sensibles à la 
sénescence que les LT CCR6negTh et les Treg. Cette 
sénescence peut être préjudiciable via l’IL-8 et le 
VEGF-A que sécrètent les lymphocytes CCR6+Th17 
qui migrent  dans les tissus irradiés. La modulation 
des voies ERO/MAPKs ou mTOR pourrait être une 
cible potentielle pour la prévention de la toxicité 
radio-induite par les CCR6+Th17 sénescents. Enfin, le 
ratio de cellules circulantes CCR6+Th17 sénescentes 
H2A.J+ / CCR6+Treg pourrait être utilisé comme 
marqueur potentiel de la radiosensibilité individuelle. 
 

 

 

Title : Radiosensitivity of CD4+T-lymphocyte subsets and radiation-induced senescence  

Keywords : radiotherapy, radiosensitivity, fibrosis, senescence, CCR6+Th17 lymphocyte 

Abstract: On average, 60% of cancer patients have 
at least one radiation session during their care 
throughout the history of their disease. The doses of 
radiotherapy are limited because of the high risk of 
fibrosis-type side effects of healthy tissues. Ionizing 
radiations can induce a variety of cell death 
responses including apoptosis, but also senescence. 
Senescent cells have reduced sensitivity to 
apoptosis, and a pro-inflammatory secretory 
phenotype. In addition, ionizing radiations can 
induce the production of reactive oxygen species 
(ROS) that cause DNA damage in non-target 
tissues, and systemic effects associated with 
inflammation. In order to improve the 
personalization of radiotherapy, different teams 
proposed predictive tests of the individual 
radiosensitivity of patients by establishing a 
relationship between a low rate of radio-induced  

apoptosis of CD4+/CD8+ T lymphocytes (LT) and a 
high risk of secondary fibrosis. However, whether  
differences in individual cell-subpopulation 
sensitivity to radiation-induced senescence impact  
the ratio between LT cell subpopulations has not 
been studied. Our results on healthy donors show 
that pro-fibrogenic CCR6+ Th17 cells are less 
sensitive to apoptosis and more sensitive to 
senescence compared to CCR6neg LT. This 
senescence can be detrimental as irradiated 
CCR6+Th17 lymphocytes secrete IL-8 and VEGF-A 
and can migrate in the irradiated tissues. Modulation 
of ROS/MAPK or mTOR signaling pathways could 
be potential targets for the prevention of radiation-
induced toxicity by CCR6+Th17 senescence. 
Finally, the ratio of circulating H2A.J+ senescent 
CCR6+ Th17/CCR6+Treg cells may be used as a 
potential marker of individual radiosensitivity. 

 

 

 
 
 
 

 


