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1. PREAMBULE

Le cancer du poumon est un problème de santé majeur, mais si son épidémiologie et ses

facteurs de risques sont à peu près compris, il reste beaucoup d'inconnues quant aux

événements biologiques et surtout immunologiques conduisant à son développement chez les

patients. Une étude approfondie des mécanismes caractéristiques de la cancérogenèse

bronchique, de leurs effets sur l'organisme et de leur échappement au système immunitaire, est

donc cruciale pour combattre ce fléau.

Les cancers bronchiques non-à petites cellules (CBNPC) représentent 75 % des cancers

bronchiques, ils incluent des carcinomes à cellules squameuses ou épidermoïdes, des

carcinomes à grandes cellules et des carcinomes bronchoalvéolaires ou adénocarcinomes.

Les CBNPC sont caractérisés par le développement intriqué de cellules cancéreuses et

d'une réaction tissulaire évoluant dans le tissu tumoral et à sa périphérie appelée la stroma

réaction. Le stroma est un tissu conjonctif néo-formé, non tumoral, assurant le soutien et la

nutrition des cellules tumorales. Il est en remaniement constant et composé de protéines de la

matrice extracellulaire, de vaisseaux néo-formés et de cellules inflammatoires. La composante

majeure des cellules inflammatoires du cancer bronchique est représentée par les lymphocytes

T infiltrant la tumeur qui contiennent des cellules T reconnaissant des antigènes tumoraux, mais

dont les caractéristiques fines ont été assez peu étudiées dans les CBNPC.

Le système immunitaire exerce une surveillance constante afin d'éliminer les cellules

tumorales potentielles. De nombreux mécanismes sont impliqués dans cette surveillance

immune parmi lesquels on peut citer les anticorps dirigés contre des antigènes tumoraux, la

cytotoxicité anticorps dépendante, la réponse des cellules Natural Killer liée à la dérégulation

de l'expression des molécules de classe l du CMH sur les cellules tumorales et les lymphocytes

T cytotoxiques spécifiques d'antigènes tumoraux. Lorsque une tumeur parvient à se développer

c'est que le système immunitaire a été dépassé ou que les cellules tumorales ont réussi à

échapper au système immunitaire. Si l'expansion tumorale résulte d'un échappement au

système immunitaire il ne doit pas rester de lymphocytes T anti-tumoraux dans la stroma
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réaction au moment de l'ablation tumorale ou alors ces cellules présentent des caractéristiques

de non fonctionnalité ou d'anergie. Il peut s'agir d'une suppression de clones anti-tumoraux,

d'une non fonctionnalité de la synapse immunologique, de la production de cytokines

immunosuppressives ou d'une combinaison de ces événements.

Ce travail a porté, in situ, sur l'étude de la réponse immunitaire locale et de sa

modulation tumeur dépendante dans le CBNPC. L'objectif principal était la caractérisation de

la stroma réaction et en particulier des lymphocytes intratumoraux et de leurs relations avec les

cellules tumorales. Cette étude comporte quatre volets principaux qui sont:

La détermination de l'existence d'une clonalité potentielle des lymphocytes T

des tissus sains, tumoraux et ganglionnaires obtenus chez les mêmes patients

L'étude de la modulation des partenaires de la synapse immunologique

L'étude des caractéristiques immunophénotypiques des lymphocytes

intratumoraux

L'identification des facteurs solubles impliqués dans l'échappement des

cellules tumorales au système immunitaire.

Ces différents objectifs sont exposés après une revue de la littérature concernant d'une

part les cancers bronchiques, d'autre part les lymphocytes T et enfin l'état de l'art sur

l'immunologie du cancer bronchique.
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2. Le cancer du poumon

2.1. Le poumon· constitution et rôle:

Le poumon droit est constitué de trois lobes. tandis que le gauche est constitué de deux

lobes, en raison de l'espace occupé par le coeur. Les poumons d'un adulte peuvent contenir

environ trois litres d'air. Puisque les poumons n'ont pas de muscles eux-mêmes, ce sont les

muscles thoraciques, et essentiellement le diaphragme, qui sont chargés du travail de la

respiration. L'air inspiré descend dans la trachée. ct se répand jusqu'aux bronches, qui pénètrent

dans les poumons droit et gauche au niveau du hile. Les bronches elles-mêmes se ramifi nt en

plusieurs bronchioles, qui se divisent à leur tour en une demi douzaine de canaux alvéolair s,

étroits conduits s'ouvrant dans les sacs alvéolaires (Figure 1 ) (Wheater, 1987).

Figure 1 Schéma de la constitution des poumons humains.

IM-'e''---~t+,-B",oCf18 "'9"*'tU1I
gaucne

Vue nténeure

(uhp- ancy, cancérogenèse bronchique et rétinoïdes)
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Le poumon a plusieurs rôles. Il permet les échanges gazeux entre le milieu extérieur et

le milieu intérieur. Il procure l'oxygène nécessaire à l'organisme et élimine le C02 produit par

le métabolisme.

Il participe également à la protection immunitaire de l'organisme, car il comporte du

tissu lymphoïde associé aux muqueuses, ainsi qu'au métabolisme de certains xénobiotiques

(Wheater, 1987).

L'air inspiré est conduit par les bronches puis les bronchioles jusqu'aux alvéoles

pulmonaires où l'oxygène traverse la membrane de la paroi alvéolaire pour être transféré vers

les globules rouges contenus dans les capillaires. Inversement, les déchets gazeux passent des

globules rouges aux alvéoles, afin d'être éliminés par l'expiration (Wheater, 1987).

2.2. Epidémiologie du cancer bronchique non-à petites

cellules (CBNPC)

2.2.1. Incidence et mortalité du cancer du poumon

Le cancer du poumon représente un problème de santé publique majeur. En effet c'est le

type de cancer le plus fréquent au monde chez l'homme comme chez la femme. De plus, le

cancer du poumon est la cause principale de mort par cancer dans le monde (Bilello, 2002 ;

Travis, 2002) et représente à lui seul plus d'un sixième des décès imputables aux cancers

(Hoffman, 2000). Plus de 90% des patients affectés par un cancer du poumon en meurent. Le

cancer du poumon est responsable de plus de 25000 nouveaux cas chaque année en France

(Tutin, dossier cancer du poumon). Le tabagisme est la première cause de cette maladie et

l'incidence du cancer du poumon dans une population donnée reflète de façon précise les

habitudes de tabagisme de cette population (Bilello, 2002). Le cancer du poumon est

responsable à ce jour d'environ 1,2 millions de décès (Matakidou, 2006). Le cancer du poumon

est une maladie très virulente, qui, en l'absence de symptômes réellement spécifiques, est

souvent diagnostiquée tardivement. De ce fait, le taux de survie moyen à cinq ans est faible, il

est de 14% pour les cancers bronchiques non-à petites cellules (CBNPC) et il chute

drastiquement pour les cancers bronchiques à petites cellules (4,6%). Ceci explique également

que l'incidence et la mortalité du cancer du poumon soient similaires (Merrill, 2000). De plus le
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taux de survie à 5 ans des CBNPC n'a pas augmenté depuis plus de 25 ans malgré les progrès

thérapeutiques. Il en résulte que la prévention du cancer du poumon et des moyens

diagnostiques précoces sont les éléments majeurs à développer pour lutter contre cette maladie

(Williams, 2001). En effet, dans la majorité des cas, la tumeur est déjà étendue au moment du

diagnostic (Muller-Hagen, 2004).

L'incidence et la mortalité par cancer du poumon sont les plus fortes dans les pays

industrialisés, en particulier aux Etats-Unis et en Europe. En revanche, l'incidence et la

mortalité sont les plus faibles en Afrique sub-saharienne. Cependant, l'incidence du cancer du

poumon augmente très rapidement dans les pays en voie de développement (Bilello, 2002).

Le cancer du poumon affecte principalement les seniors. En effet, le cancer du poumon

apparaît rarement avant 40 ans, l'âge moyen du diagnostic est de 65 à 70 ans avec la moitié des

nouveaux cas diagnostiqués chez des personnes âgées de 65 à 79 ans dans le monde (Bilello,

2002). En France, l'âge moyen des malades est de 64 ans. Ce phénomène nécessite des

précautions particulières liées à la présence fréquente d'autres maladies ainsi qu'à une santé

générale plus fragile (Tutin, dossier cancer du poumon). Cependant, l'incidence du cancer du

poumon tend à augmenter à la fois chez les sujets plus âgés et chez les plus jeunes (Bilello,

2002).

Depuis les années 1950, la mortalité par cancer du poumon chez les femmes blanches a

augmenté de 600%. Ceci est dû, comme préalablement chez les hommes, à l'augmentation

importante de leur consommation tabagique. En effet, les femmes n'ont commencé à fumer en

grand nombre qu'à partir de la seconde guerre mondiale. Certaines études suggèrent de plus que

les femmes pourraient être plus sensibles au cancer du poumon que les hommes (Tanoue,

2000; Pauk, 2005). Cette différence de sensibilité au cancer du poumon pourrait être due aux

oestrogènes (Stabile, 2002). Si les femmes ont une susceptibilité biologique accrue au cancer du

poumon, elle peut ainsi être liée à des facteurs dits de sexe et de genre. Les facteurs liés au sexe

sont ceux responsables des différences biologiques entre hommes et femmes (hormones,

système de reproduction). Les facteurs liés au genre résultent de différences sociétales existant

entre hommes et femmes (expositions différentes en raison des habitudes de consommation

tabagique, ou de métiers non effectués par des femmes) (Pauk, 2005). Ces facteurs liés au sexe

et au genre seraient associés à des différences d'activation et de détoxification des carcinogènes

entre hommes et femmes. De plus, les femmes développent majoritairement des
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adénocarcinomes alors que la prévalence des carcinomes épidermoïdes est la plus forte chez les

hommes (Billelo, 2002).

Le cancer du poumon est à l'origine de 7,6 % des décès masculins et 1,6 % des décès

féminins, toutes causes confondues, en France. La mortalité féminine par cancer du poumon en

France a augmenté de 3% par an ces vingt dernières années alors que la mortalité masculine a

augmenté de 0,8% par an pendant la même période. De plus, les prévisions pour la période

2010-2014, annnoncent une diminution de 3% chez l'homme, alors que chez la femme

l'incidence du cancer du poumon pourrait augmenter de 60% (INVS, 2005). En France, des

différences d'un sexe à l'autre sont également observées en fonction du degré d'urbanisation et

des disparités socioéconomiques, (Figure 2 ).

Figure 2 Taux standardisés (population mondiale) d'incidence du cancer du

poumon chez les hommes et chez les femmes, selon les départements français (1997-

2002).

Taux standardisés d'mç,dençe pour
100 000 hommes
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http://www.doctissimo.fr/html/dossiers/cancer---.poumon/sa_8065_cancer---'poumon_femmes_e

xplosion.htm, selon les données de la CNAMTS (Caisse Nationale d'Assurance Maladie des

Travailleurs Salariés).
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2.2.2. Les facteurs de risque

La consommation de tabac, et en particulier celle de cigarettes, est responsable de plus

de 90% de la mortalité par cancer du poumon dans le monde. Cependant, moins de 20% des

fumeurs de cigarettes développent un cancer du poumon ce qui suggère que d'autres facteurs

jouent également un rôle dans le développement de cette maladie (Bilello, 2002). Une étude

originale de Merrill et Lyon (2005) a comparé le risque de cancer du poumon dans l'Utah chez

les Mormons et les non Mormons. En effet, du fait de leurs convictions religieuses, les

Mormons ont la consommation de tabac et d'a1coolla plus faible des Etats-Unis, ainsi que le

plus fort taux d'adultes mariés avec des enfants vivant dans le milieu familial. Cette étude

montre un risque significativement inférieur chez les Mormons de développer un cancer, et en

particulier un cancer du poumon.

Une étude de l'épidémiologie du cancer du poumon chez les non fumeurs montre que

chez ces patients, certains facteurs de risque professionnels tels que l'exposition à l'amiante et

au radon jouent un rôle dans l'apparition de la maladie (Kreuser, 2001).

2.2.2.1.

2.2.2.1.1.

Le tabagisme

Tabagisme actif

Dans les pays développés, plus de 90% des cas de cancer du poumon chez l'homme et

80% des cas chez la femme sont imputables au tabagisme (Hoffman, 2000).

Historiquement, les hommes ont commencé à fumer en grand nombre lors de la

première Guerre Mondiale. Les femmes ont, quant à elles, commencé à fumer en grand nombre

20 à 25 ans plus tard, lors de la deuxième Guerre Mondiale. Cette différence est reflétée dans

les courbes de mortalité du cancer du poumon, la hausse de mortalité chez les femmes étant

observée environ 20 ans après celle notée chez les hommes. L'incidence du cancer du poumon

aujourd'hui reflète donc le degré de consommation de tabac qui avait cours il y a 20 ans (Rioux,

2000).

Au niveau mondial, on dénombre 1,3 milliards de fumeurs, 1,1 milliard d'hommes et

230 millions de femmes, soit près d'un tiers de la population de plus de 15 ans, qui consomment

annuellement quelque 6000 milliards de cigarettes (WHO, 2004). C'est en Corée que l'on
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observe la plus forte prévalence du tabagisme au monde, qui est de 68% chez les hommes.

L'Ex-URSS, la République Dominicaine, le Tonga, la Turquie et la Chine suivent de près avec

des taux de tabagisme de 67 à 61 % chez les hommes, ce qui est plus du double des taux

observés au Canada et aux USA (WHO, 1996). Si l'incidence du tabagisme commence à

diminuer un peu dans les pays industrialisés, elle augmente dramatiquement d'année en année

dans les pays en voie de développement (WHO, 2004).

Les premières études montrant une association forte entre la consommation de cigarettes

et le cancer du poumon datent de 1950 (Doll et Hill). Le risque de mourir d'un cancer du

poumon chez les fumeurs est ainsi 10 fois plus élevé que chez les non-fumeurs. Il existe une

relation dose-réponse très forte entre la consommation cumulée de cigarettes et le risque de

mourir d'un cancer du poumon (Bilello, 2002). En effet, plus un individu commence jeune à

fumer, plus le nombre de cigarettes consommées par jour est élevé et plus longtemps il fumera,

accroissant ainsi son risque de développer un cancer du poumon (Rioux, 2000). Un homme

fumant 20 cigarettes par jour a 22 fois plus de risque de développer un cancer du poumon qu'un

homme n'ayant jamais fumé de sa vie (Bilello, 2002).

La fumée de cigarette contient plus de 50 carcinogènes connus. Parmi eux se trouvent

les hydrocarbures aromatiques polycycliques et les N-nitrosamines qui nécessitent une

activation métabolique avant d'exercer leur effet carcinogène. Les métabolites de ces

composants sont très réactifs, ils sont capables de se fixer à l'ADN et de causer des mutations,

notamment dans le gène suppresseur de tumeurs p53 et dans l'oncogène K-ras, tous deux

impliqués dans la cancérogenèse de nombreux cancers, dont le cancer du poumon (Bilello,

2002).

D'autres facteurs associés à la consommation tabagique contribuent à augmenter le

risque de développer un cancer du poumon. Ce sont l'âge de début de la consommation

tabagique, la durée de la consommation tabagique, une inhalation plus profonde de la fumée,

les cigarettes contenant de fortes concentrations en nicotine et goudrons et la consommation de

cigarettes sans filtre (Bilello, 2002). Le pourcentage de jeunes fumeurs augmente, et l'âge

d'initiation au tabagisme diminue. Actuellement, 80%, des fumeurs adultes ont commencé à

fumer avant l'âge de 18 ans (Rioux, 2000). Une étude de Hirao et al (2001) montre, chez des

patients présentant un carcinome épidermoïde, une augmentation de la perte d'hétérozygotie

3p21 chez les patients ayant commencé le plus tôt à fumer. De plus, des changements dans la

composition des cigarettes semblent avoir provoqué une modification de la prévalence des
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types histologiques, l'adénocarcinome devenant le type histologique le plus répandu (cf.

chapitre 1.3.1.1) (Bilello, 2002). Ce changement de prévalence implique également un

développement de métastases précoces plus fréquent (Hoffman, 2000).

La consommation tabagique crée une addiction chez le fumeur, due à la nicotine et à ses

dérivés, en particulier les nitrosamines qui agissent sur les récepteurs nicotiniques neuronaux à

l'acétylcholine, dans les régions du cerveau contrôlant la volonté (Minna, 2003). La nicotine

crée une dépendance dont seulement environ la moitié des fumeurs parviendra à se défaire. La

cessation du tabagisme entraîne des effets de sevrage tels que l'anxiété, l'irritabilité, la

frustration, la rage, des céphalées, des difficultés de concentration, une augmentation de

l'appétit et surtout une forte envie de fumer. Généralement, un fumeur ne cesse de fumer

qu'après plusieurs tentatives d'arrêt. A peine 18% des fumeurs ayant commencé à fumer à 13

ans ou moins ont arrêté dans les 10 années suivantes, comparativement à 42% de ceux ayant

commencé à 20 ans ou plus (Rioux, 2000). L'arrêt du tabagisme, s'il n'annule pas en soi les

risques de développer un cancer du poumon, permet de diminuer ce risque. Le risque relatif de

développer un cancer du poumon chez les anciens fumeurs commence à diminuer après 5 ans

de sevrage tabagique. Ce risque continue de diminuer ensuite sans toutefois jamais atteindre le

risque relatif d'une personne n'ayant jamais fumé. De plus l'arrêt de la consommation

tabagique avant 40 ans réduit de plus de 90% le risque, attribué au tabac, de développer un

cancer du poumon (Bilello, 2002).

Les effets de la fumée de cigare sur le risque d'apparition d'un cancer du poumon sont

beaucoup moins étudiés. Toutefois, ce risque est réel et ne doit pas être négligé. En effet, la

consommation de cigares multiplie le risque de développer un cancer du poumon par rapport

aux non fumeurs (Bilello, 2002). De plus, le risque de survenue d'un cancer du poumon chez

les fumeurs de pipe, bien que largement inférieur à celui des fumeurs de cigarettes, est non­

négligeable et supérieur à celui des fumeurs de cigares. Ces différences sont liées, au moins en

partie, à l'inhalation ou non de la fumée et au degré d'intensité de l'inhalation (Milleron, 1995).

Les tabacs dits « sans fumée» (tabac à chiquer et tabac à priser» ne constituent pas un réel

facteur de risque pour le cancer du poumon. En revanche, ces tabacs sans fumée constituent un

réél facteur de risque pour les cancers de de la bouche, du larynx, de la gorge et de l'estomac

(Fondation québécoise du cancer, 2006).

La meilleure stratégie de prévention du cancer du poumon est donc l'arrêt de la

consommation tabagique, ce qui implique, en terme de santé publique, la mise en place de
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mesures pour promouvoir la cessation du tabagisme mais également pour prévenir l'initiation

au tabagisme. Ces mesures consistent, en France comme dans la majorité des pays

industrialisés, en une augmentation du coût des produits dérivés du tabac, dont les cigarettes, en

la diffusion de messages visant à informer de façon « coup de poing» les consommateurs des

dangers du tabagisme sur les paquets de cigarettes comme par exemple «fumer tue» ou

« fumer peut provoquer le cancer », en la limitation voire l'interdiction des publicités pour des

produits dérivés du tabac, en des mesures de protection des non fumeurs dans les lieux publics

(Billelo, 2002). L'augmentation de la taxation des cigarettes est, à ce jour, l'une des

interventions les plus efficaces, surtout chez les jeunes. En effet, aucune autre maladie n'a

montré une aussi forte relation entre une conduite, une habitude, qui sont évitables et

l'incidence de la maladie (Billelo, 2002). Cependant, les interventions actuelles au niveau de la

prévention primaire du tabagisme sont insuffisantes pour faire fortement décliner le nombre de

fumeurs, surtout de jeunes fumeurs (Rioux, 2000).

Le tabagisme ne se limite pas à l'induction du cancer du poumon, il limite également

l'efficacité des traitements. En effet, la nicotine, qui n'est pas par elle-même un carcinogène,

peut favoriser la prolifération cellulaire ainsi que l'angiogenèse et inhiber l'apoptose induite par

certains agents. Ainsi, une étude de Dasgupta et al (2006) montre que l'exposition à la nicotine

réduit le potentiel apoptotique des agents de chimiothérapie. De ce fait, les malades traités pour

un cancer du poumon qui continuent de fumer, ou les patients en sevrage qui prennent des

substituts nicotiniques, sont faiblement répondeurs aux traitements.

2.2.2.1.2. Tabagisme passif

La composition chimique de la fumée inhalée directement de la cigarette et celle de la

fumée d'une cigarette se consommant sont similaires (Billelo, 2002). En effet plusieurs

carcinogènes présents dans la fumée de cigarette inhalée, dont les nitrosamines, se dégagent

directement du bout incandescent ou du filtre après une bouffée, ce qui constitue la fumée

secondaire (Rioux, 2000). Ainsi, des carcinogènes spécifiques de l'absorption tabagique sont

présents dans les urines de non-fumeurs exposés à la fumée de cigarettes (Billelo, 2002).

Il a été estimé que le risque de développer un cancer du poumon est augmenté de 30%

pour une personne non fumeuse vivant avec un fumeur. De plus il existe une relation dose­

réponse aussi chez les fumeurs passifs. Les non fumeurs présentant le risque le plus important
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de développer un cancer bronchique sont ceux qui sont exposés au tabagisme dans leur

environnement familial pendant l'enfance et l'adolescence (Billelo, 2002).

Le risque de cancer du poumon chez les non fumeurs victimes de tabagisme passif

semble être, comme chez les fumeurs, influencé par un certain nombre de facteurs génétiques

(Billelo, 2002).

2.2.2.2. L'amiante

L'amiante a été utilisée de façon extensive pour ses propriétés isolantes et résistantes,

dans la construction des maisons, des écoles et des bâtiments commerciaux, touchant ainsi une

grande majorité de la population, à des taux néanmoins inférieurs à ceux des métiers à risques

(Billelo, 2002).

La première étude montrant un risque accru de développer un cancer du poumon chez

les personnes exposées à l'amiante date de 1955 (Doll). Le risque de cancer du poumon associé

à une exposition à l'amiante varie en fonction du degré d'exposition, du type de fibre et de la

consommation tabagique concomitante. En effet, si le risque de cancer du poumon est 6 fois

supérieur chez les personnes exposées à l'amiante seule, il est 59 fois supérieur chez les

fumeurs exposés à l'amiante (Billelo, 2002).

2.2.2.3. Le radon

Le radon est un gaz inerte produit par la désintégration de l'uranium. Il est présent dans

les sols et les roches, il est capable de diffuser à travers la terre et de ce fait peut être présent à

plus ou moins forte concentration dans les habitations. Le radon produit des dérivés radioactifs

à durée de vie courte qui émettent des particules a capables de détruire les épithéliums

respiratoires (Billelo, 2002). Il existe une relation dose-réponse entre le degré d'exposition au

radon et le risque de cancer du poumon. De plus, il existe une synergie entre l'exposition au

radon et la consommation tabagique (Billelo, 2002).

Bien que l'exposition domestique au radon ne confère pas les mêmes nsques de

développer un cancer du poumon que la consommation tabagique, le grand nombre de
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personnes exposées au radon« résidentiel» en fait une cause de survenue de cancer du poumon

à ne pas négliger (Billelo, 2002).

2.2.2.4. Les facteurs de risque professionnels

Les carcinogènes connus d'origine professionnelle incluent l'amiante, les métaux lourds

comme l'arsenic, le chrome et le nickel, les produits de la combustion du charbon, les

radiations, incluant le radon, les éthers de chlorométhyl, le chlorure de vinyl ainsi que les

composés aromatiques polycycliques (Billelo, 2002 ; Matakidou, 2006).

Quinze pourcent des cancers du poumon chez les hommes et 5% chez les femmes sont

dus à une exposition répétée à des carcinogènes dans un cadre professionnel, aux Etats Unis.

Onze et demi pourcent des cancers bronchiques sont provoqués par une exposition

professionnelle à l'amiante. Il est de plus observé un risque supérieur de développer un cancer

du poumon chez les mineurs d'uranium, qui sont exposés au radon, avec une relation dose­

réponse (Billelo, 2002).

Le risque relatif aux facteurs professionnels augmente de façon significative et linéaire

avec le nombre d'années passées dans un métier à risques (Ruano-Ravina, 2003).

La plupart de ces facteurs de risque professionnels agissent de façon synergique avec la

consommation tabagique dans le développement du cancer bronchique. Cette relation est

particulièrement vraie pour l'amiante et le radon (Billelo, 2002).

L'amiante reste toutefois le facteur de risque professionnelle plus commun.

2.2.2.5. Le régime alimentaire

Diverses études épidémiologiques ont démontré que le contenu en matières grasses de

l'alimentation joue un rôle important dans la carcinogenèse bronchique. Il a été observé une

association dose-dépendante entre la consommation en grandes quantités de produits riches en

matières grasses tels les produits camés «gras» (charcuteries, saucisse), les produits laitiers

(lait entier, crème glacée), les oeufs, et particulièrement les desserts (gâteaux, tartes aux fruits

ou à la crème), et le risque de cancer du poumon. L'effet dose-réponse est particulièrement

important chez les fumeurs, démontrant une synergie possible entre le tabagisme et un régime
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riche en matières grasses. De plus, un apport élevé en calories provenant de matières grasses est

statistiquement significativement associé à la mortalité du cancer du poumon (p=0.001), et ce

après exclusion du tabagisme comme facteur de risque (Rioux, 2000). Un régime alimentaire

riche en graisses ainsi que l'obésité, même chez les non fumeurs, sont associés avec un risque

accru de développer un cancer du poumon (Billelo, 2002).

De nombreuses études épidémiologiques ont montré une association entre un régime

alimentaire riche en fruits et légumes et un risque moindre de développer un cancer du poumon.

Le ~ carotène, présent dans les fruits et légumes, est vraisemblablement l'agent protecteur

principal responsable de cet effet bénéfique. En effet, les personnes consommant le moins

d'aliments riches en ~ carotène sont les plus à risque de développer un cancer du poumon. De

plus, l'effet protecteur du ~ carotène est supérieur chez les fumeurs ayant fumé plus longtemps.

Une prévention du cancer du poumon par l'arrêt du tabagisme accompagné d'un régime

alimentaire équilibré représente un moyen efficace, simple à mettre en œuvre. Le ~ carotène

n'est toutefois pas la seule molécule impliquée. En effet, les personnes ayant un régime

alimentaire riche en a carotène et en lycopènes voient leur risque de cancer du poumon

diminuer de 20 à 25% (Billelo, 2002).

La consommation de carottes, de sauce tomate, d'huile de foie de morue, ainsi que

d'aliments riches en vitamines (ou de compléments vitaminés) est associée à une diminution

significative du risque de cancer du poumon. De même d'autres micronutriments sont

importants pour diminuer le risque de cancer du poumon, comme les flavonoïdes contenus dans

les pommes ou les isothiocyanates présents entre autres dans les différentes sortes de choux. les

vitamines A, C et E, contenues dans différents types d'aliments, sont proposées comme étant

des molécules ayant un effet protecteur (Williams, 2001).

En France, le Programme National Nutrition-Santé (PNNS) a, depuis 2001, déterminé

neuf objectifs nutritionnels prioritaires en termes de santé publique. Le premier objectif consiste

en l'augmentation de la consommation de fruits et légumes avec un apport quotidien

recommandé de 5 fruits et légumes différents. Les autres objectifs principaux comportent une

augmentation de la consommation de calcium, une réduction des apports lipidiques totaux avec

une diminution en particulier des acides gras saturés et monoinsaturés au profit des acides gras

polyinsaturés, une augmentation de la consommation glucidique en favorisant en particulier la

consommation d'aliments riches en amidon comme source d'énergie au détriment des sucres
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simples, une réduction de la consommation d'alcool et une augmentation de l'activité physique

(PNNS,2001-2005).

2.2.2.6. Les susceptibilités génétiques

Une étude de familles a montré que les fumeurs, ayant dans leur famille une ou plusieurs

personnes ayant développé un cancer du poumon, ont un risque de cancer bronchique deux fois

supérieur aux personnes n'ayant pas d'antécédent familial. Le risque de cancer du poumon est

ainsi multiplié par quatre chez les non fumeurs ayant des antécédents familiaux de cancer du

poumon. De même, les patients atteints de cancer du poumon sont statistiquement plus

susceptibles d'avoir un ou plusieurs cas de cancer du poumon dans leur famille (Billelo, 2002).

Des études sur les différences d'expression de produits de gènes de métabolisation des

carcinogènes du tabac et sur les mutations de gènes suppresseurs de tumeurs et d'oncogènes ont

procuré des preuves plus directes de l'implication de susceptibilités génétiques dans le risque de

développer un cancer du poumon. Les carcinogènes de la fumée de cigarette sont oxydés par les

enzymes du cytochrome PA50 en intermédiaires réactifs qui sont finalement transformés en

formes excrétables par des enzymes telles la glutathion S-transférase. En particulier, les

enzymes CYPIAI et GSTMI sont inductibles par la fumée de cigarette et leur expression est

incriminée dans le risque de cancer du poumon (Billelo, 2002).

Le gène p53 est muté dans plus de 50% des cancers du poumon, les mutations du gène

K-ras sont quant à elles mises en évidence dans 25 à 50% des adénocarcinomes (Billelo, 2002 ;

Matakidou,2006).

Il a de plus été montré un lien intrafamilial entre le cancer du poumon, le cancer du

larynx et celui du pharynx, et une région du chromosome 6q23-25 (Schwartz, 2006). Un risque

accru de développer un cancer du poumon est également associé à une hétérozygotie de

xeroderma pigmentosum (XP) qui est une maladie autosomale récessive rare caractérisée par

une prédisposition importante à des cancers de la peau de types variés. La prédisposition du

cancer du poumon associée à XP implique la voie de la réparation de l'ADN par excision

nucléotidique dans le processus de carcinogenèse lié au tabac (Matakidou, 2006). Certaines

autres maladies à caractère héréditaire telles que le syndrome de Werner (sclérodermie
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atrophique récessive) ou le syndrome de Bloom (érythème congénital) sont associées à un

risque augmenté de développer un cancer du poumon (Matakidou, 2006).

2.2.2.7. Autres facteurs de risque

Plusieurs maladies pulmonaires non malignes préexistantes ont été associées avec un

rIsque accru de cancer du poumon. Ces maladies incluent les bronchopneumopathies

chroniques obstructives, la fibrose pulmonaire idiopathique, la pneumoconiose et la

tuberculose. Les bronchopneumopathies chroniques obstructives présentent le plus fort risque

de cancer bronchique associé (Billelo, 2002).

2.3. Types histologiques

Les deux types histologiques majeurs de cancer du poumon sont les cancers bronchiques

non-à petites cellules (CBNPC) et les cancers bronchiques à petites cellules (CBPC). En effet,

ces deux types de cancer du poumon présentent des caractéristiques cliniques différentes dans

leur présentation, leur dissémination métastatique et leur réponse à la thérapie. (Travis, 2002).

Le diagnostic du cancer bronchique peut être établi par histologie ou par cytologie.

L'étude histologique dans le diagnostic du cancer du poumon est basée sur l'examen de divers

types de prélèvements, incluant la bronchoscopie, la biopsie par aspiration, les lavages broncho­

alvéolaires et les biopsies chirurgicales (thoracoscopie, biopsie d'excision, lobectomie ou

pneumonectomie) (Travis, 2002).

2.3.1. Les cancers bronchiques non-à petites cellules

Les cancers bronchiques non-à petites cellules représentent 75% des cancers

bronchiques (Cersosimo, 2002). Ils regroupent les carcinomes épidermoïdes, les

adénocarcinomes et les carcinomes à grandes cellules car ces types histologiques présentent des

caractéristiques cliniques et biologiques similaires (Yokota, 2004).
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Les CBNPC sont relativement chimiorésistants et sont traités dans un premier temps par

chirurgie si le diagnostic est précoce (Yokota, 2004).

2.3.1.1. Adénocarcinomes

Les adénocarcinomes représentent actuellement le type histologique de cancer du

poumon le plus fréquent aux Etats Unis et au Canada. Environ 30% des cancers bronchiques

sont des adénocarcinomes. Ils sont souvent accompagnés d'une effusion pleurale maligne

(Travis, 2002). Les adénocarcinomes sont caractérisés par le développement précoce de

métastases alors que souvent les symptômes du développement de la tumeur primaire ne sont

pas encore visibles (Hoffman, 2000).

Les adénocarcinomes sont divisés en plusieurs sous-groupes de cancers bronchiques qui

comprennent les adénocarcinomes glandulaires, les adénocarcinomes papillaires, les

adénocarcinomes bronchoalvéolaires et les adénocarcinomes muco-sécrétants. La plupart des

adénocarcinomes sont histologiquement hétérogènes consistant en deux types histologiques ou

plus coexistant dans la même tumeur (Travis, 2002).

Les adénocarcinomes glandulaires sont caractérisés par le développement de cellules

tumorales formant des glandes et des acini. Les adénocarcinomes papillaires sont caractérisés

par le développement de structures papillaires à la surface de fins noyaux fibrovasculaires. Les

adénocarcinomes bronchoalvéolaires sont peu communs, ils sont constitués de cellules

uniformes cuboïdales proliférant le long de septums alvéolaires. Les adénocarcinomes muco­

sécrétants sont quant à eux caractérisés par des cellules tumorales peu différenciées produisant

de la mucine dans leur cytoplasme (Figure 3 ) (Travis, 2002).

(Wheater, 1986)

A : acinus rempli de mucus.

Figure 3 Adénocarcinome pulmonaire.
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Les adénocarcinomes sont préférentiellement rencontrés chez les femmes et les hommes

jeunes. Les cancers du poumon se développant chez des non fumeurs sont typiquement des

adénocarcinomes, de même que ceux se développant chez des ex-fumeurs (Brambilla, 2001).

L'évolution de la fabrication des cigarettes avec d'abord l'utilisation d'un filtre puis la

commercialisation de cigarettes « light » contenant des concentrations inférieures de nicotine et

de nitrosamines, semble être à l'origine de ce changement de type histologique prédominant

(Bilello, 2002). En effet, initialement, le développement de cigarettes avec filtres et/ou à plus

faible teneur en nicotine et en goudron a fait diminuer l'incidence des cancers du poumon. Puis,

le risque chez les fumeurs de cigarettes avec filtre a graduellement augmenté pour atteindre le

niveau de risque précédemment observé chez les fumeurs de cigarettes sans filtre. De plus, les

fumeurs de cigarettes à faible teneur en nicotine (moins de 1.2 mg de nicotine par cigarette) ont

commencé à inhaler la fumée plus profondément, afin de maintenir leur niveau d'absorption de

nicotine. Une inhalation profonde augmente la biodisponibilité des nitrosamines au niveau des

régions bronchoalvéolaires, favorisant ainsi le développement d'adénocarcinomes (Rioux, 2000,

Brooks, 2005). Une autre hypothèse suggère que l'utilisation du filtre diminue la taille moyenne

des particules de fumée inhalées favorisant leur dépôt dans des régions pulmonaires

périphériques (Brooks, 2005).

2.3.1.2. Carcinomes épidermoïdes

Les carcinomes épidermoïdes représentent environ 30% de l'ensemble des cancers

bronchiques (Travis, 2002). Ils restent le type de cancer le plus fréquemment diagnostiqué en

Europe (Hoffman, 2000, Berg, 2005). Deux tiers des carcinomes épidermoïdes sont formés par

des tumeurs de localisation centrale, le tiers restant est constitué de tumeurs pulmonaires

périphériques (Travis, 2002). Les carcinomes épidermoïdes sont constitués de cellules

tumorales bien différenciées avec un cytoplasme abondant et kératinisé (Travis, 2002).

Il n'y a pas d'épithélium épidermoïde dans le poumon normal, et les carcinomes

épidermoïdes proviennent de cellules épithéliales bronchiques par dysplasie épidermoïde

(Yokota, 2004). La différenciation épidermoïde comprend la formation de ponts intercellulaires

ainsi que la kératinisation sous deux formes principales : la kératinisation unicellulaire et la

kératinisation en couches concentriques de cellules squameuses anormales. Les carcinomes
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épidermoïdes se développent principalement dans les bronches segmentaires. La transformation

des bronches lobaires et principales apparaît par extension (Figure 4 ) (Travis, 2002).

Les carcinomes épidermoïdes sont divisés en plusieurs sous-groupes de cancers

bronchiques qui comprennent les carcinomes épidermoïdes papillaires, les carcinomes

épidermoïdes à cellules claires, les carcinomes épidermoïdes à petites cellules et les carcinomes

épidermoïdes basaloïdes (Travis, 2002).

Figure 4 Carcinome épidermoïde bronchique.

K : foyer de kératinisation

(Wheater, 1986)

Parmi les CBNPC, les carcinomes épidermoïdes sont les plus fréquemment rencontrés

chez les fumeurs (Le Calvez, 2005).

2.3.1.3. Carcinomes à grandes cellules

Les carcinomes à grandes cellules (CGC) représentent 9% de l'ensemble des cancers du

poumon. La plupart du temps les CGC se développent dans la périphérie pulmonaire. Ils

peuvent cependant parfois avoir une localisation centrale (Travis 2002).

Les CGC sont caractérisés par l'apparition de grandes plages tumorales nécrotiques. Ils

sont constitués de grandes cellules organisées en couches ou en nodules avec un cytoplasme

abondant et des noyaux vésiculaires avec un nucléole saillant (Figure 5 ). Les CGC incluent les

CGC neuroendocrines, les CGC basaloïdes et les CGC à cellules claires (Travis, 2002).
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Figure 5 Carcinome neuroendocrine à grandes cellules.

Marquage à la chromogranine A (Les

chromogranines sont une famille de protéines localisées

exclusivement dans les granules de sécrétion des cellules

endocrines, neuroendocrines et des neurones).

(Milleron, 1995)

'.,. .~

2.3.2. Les cancers bronchiques à petites cellules

Les cancers bronchiques à petites cellules (CBPC) proviennent de cellules épithéliales

présentant des caractéristiques neuro-endocrines (Yokota, 2004). Les CBPC représentent 20%

de l'ensemble des cancers bronchiques. Deux tiers des CBPC sont des masses tumorales

périhilaires. Un CBPC typique est péribronchique avec infiltration de la sous-muqueuse

bronchique et des tissus péribronchiques (Travis 2002).

Les CBPC sont caractérisés par le développement de petites cellules cancéreuses en

amas denses avec un cytoplasme peu abondant, une chromatine nucléaire finement granulaire,

un nucléole petit ou absent et de multiples mitoses. Ce type de cancer bronchique provoque

souvent l'apparition de métastases ganglionnaires nombreuses et d'une nécrose tissulaire

importante (Figure 6 ) (Travis 2002).

Figure 6 Carcinome bronchique à petites cellules.

(Wheater, 1986)



Les CBPC sont généralement agressifs avec une dissémination métastatique précoce. Ils

présentent donc souvent des métastases au moment du diagnostic (Travis, 2002). Les lésions

précancéreuses de ces cancers sont alors peu connues puisqu'ils sont déjà à des stades avancés

au moment du diagnostic. Les CBPC sont radio- et chimio-sensibles, c'est pourquoi ils sont

traités de façon quasi-systématique par ces deux techniques (Yokota, 2004).

L'association avec la consommation tabagique est très forte pour les CBPC (Hoffman,

2000; Le Calvez, 2005).

2.4. Processus de carcinogenèse bronchique

Le but de l'étude moléculaire de la carcinogenèse bronchique est d'améliorer les

techniques de diagnostic précoce et d'identifier les processus responsables de la prolifération

cellulaire incontrôlée et de la dissémination métastatique, afin de transcrire la dysfonction de

régulateurs «clés» du cycle cellulaire et de cascades de transduction de signaux en outils

cliniques. L'épidémiologie moléculaire du cancer du poumon peut aider à l'élaboration de

nouvelles stratégies cliniques en complément de la chirurgie, de la radiothérapie et de la

chimiothérapie (Fong, 2002).

Le cancer bronchique est d'origine unicellulaire, provient d'un progéniteur commun, et

se développe de façon hétérogène. Dans la majorité des cas, la cellule d'origine requiert jusqu'à

10 mutations pour devenir maligne. Les agents mutagènes et carcinogènes créent des altérations

génétiques qui, de concert avec un processus de réparation de l'ADN défaillant et une

augmentation de la réplication, aboutissent finalement à l'émergence d'un phénotype malin.

Plusieurs anomalies génétiques sont observées, avec une fréquence élevée, dans la majorité des

types de cancer du poumon. La population tumorale initiale, plutôt homogène, progresse vers

une population plus hétérogène, et plus instable génétiquement. A ce stade, les cellules

transformées sont plus susceptibles de présenter des brisures chromosomiques, ainsi que des

changements de ploïdie. Tous les clones pré-malins ou malins sont sujets à une sélection, les

clones les mieux adaptés seront favorisés, notamment ceux qui échappent à la reconnaissance

du système immunitaire, qui ont une expression accrue de facteurs de croissance et de leurs

récepteurs, ou encore qui expriment des facteurs d'angiogenèse (Rioux, 2000).
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Les carcinogènes majeurs contenus dans la fumée de cigarette sont les hydrocarbures

polycycliques (comme le benzo(a)pyrène), les nitrosamines et les amines aromatiques. Les

carcinogènes de la fumée de cigarette sont enzymatiquement activés en électrophiles

chimiquement réactifs qui se fixent à l'ADN et produisent des lésions dans certains oncogènes

et gènes suppresseurs de tumeurs, ainsi que dans des gènes codant pour des protéines de

réparation de l'ADN. La susceptibilité au cancer du poumon chez les fumeurs peut être reliée à

la balance individuelle entre la capacité d'activation de procarcinogènes inhalés et la capacité

de détoxification de ces carcinogènes. La susceptibilité individuelle au cancer du poumon peut

être influencée par des polymorphismes génétiques et être modifiée par le tabac (Fong, 2002)

2.4.1. Les différentes étapes de l'oncogénèse

Les cancers résultent de la transformation progressive de lésions précurseurs. Les

cellules pré-néoplasiques acquièrent des altérations génétiques somatiques qui évoluent par

étapes vers une tumeur invasive par expansion clonale. Les stades de cancérisation passent de la

cellule normale à l'hyperplasie (ou métaplasie), puis à la dysplasie, pour aboutir à la formation

d'un carcinome in situ.(Fong, 2002).

La première étape est souvent une perte allélique en 3p, puis en 9p (p16), Bq (RB) 8p et

17p, suivie par des mutations des gènes de la famille ras. Viennent ensuite les mutations de p53

(Fong, 2002; Yokota, 2004). La perte d'hétérozygotie sur les chromosomes 2q, 9p, 18q et 22q

est significativement plus fréquente chez les patients présentant des métastases (Yokota, 2004).

Plusieurs modèles de la progression tumorale du cancer du poumon sont proposés. La

formation de métastases peut provenir d'une cellule unique située dans la tumeur primaire.

Dans ce cas, les gènes responsables du processus métastatique n'influencent pas la prolifération

de la tumeur primaire, mais toutes les cellules métastatiques sont susceptibles de porter des

gènes responsables du processus métastatique (Figure 7 A). Cette formation métastatique peut

avoir lieu très tôt dans la carcinogenèse, et la tumeur primaire et les métastases auront alors des

croissances indépendantes (Figure 7 D). Un autre modèle de développement tumoral du cancer

du poumon peut être l'apparition de plusieurs cellules à caractère métastatique dans la tumeur

primaire produisant la formation de métastases et influençant les capacités de prolifération de la

tumeur primaire (Figure 7 B). Cette formation métastatique peut là aussi avoir lieu très tôt dans
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la carcinogenèse, la tumeur primaire et les métastases auront alors également des croissances

indépendantes (Figure 7 C) (Yokota, 2004).

Figure 7 Différents modèles génétiques de la progression tumorale.

• : cellules épithéliales normales, 0: cellules pré-cancéreuses, : cellules

cancéreuses sans capacités métastatiques,

métastatiques.
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2.4.2. Altérations géniques

L'instabilité génétique et épigénétique du cancer du poumon existe à deux niveaux:

- au niveau chromosomique, avec des pertes et des gains massifs,
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- et au niveau nucléotidique incluant des modifications d'une ou plusieurs bases et des

méthylations des gènes promoteurs.

Les cancers du poumon sont caractérisés par de nombreuses anomalies chromosomiques

numériques (aneuploïdie) et des anomalies de structure incluant des délétions, des

amplifications et des translocations non réciproques. Des altérations des microsatellites sont

rencontrées dans 35% des carcinomes bronchiques à petites cellules et dans 22% des

carcinomes bronchiques non-à petites cellules (Fong, 2002).

Les altérations géniques incluent de nombreuses pertes alléliques totales ou

segmentaires à divers loci (dont 3p, 9p, Bq 8p et 17p), l'aneuploïdie, les altérations de p53 et la

surexpression de K-ras, myc et de Bcl-2 (Fong, 2002 ; Yokota, 2004).

L'hyperméthylation de promoteurs tumeur-spécifiques est un mode majeur

d'inactivation de nombreux gènes. L'hyperméthylation des promoteurs constitue une

modification épigénétique et non pas génétique de l'ADN (Yokota, 2004).

Les études de cartographie des délétions apparaissant dans les cancers bronchiques

définissent plus de 30 régions situées sur 21 bras chromosomiques différents comme des loci

potentiels de gènes suppresseurs de tumeurs dans les CBNPC et les CBPC. Ceci suggère que de

nombreux gènes suppresseurs de tumeurs restent à identifier (Yokota, 2004).

La perte d'hétérozygotie est très fréquente chez les patients atteints de cancer du

poumon et le nombre de pertes d'hétérozygotie augmente avec l'augmentation de la

consommation tabagique (Yoshino, 2003) (Tableau 1 ).
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Tableau 1 Altérations de gènes suppresseurs de tumeurs et d'oncogènes

dans diverses lignées cellulaires de cancer du poumon.

Histolog- Genetic al,d epigenetic alterationsJ.'

Ceilline ical' Tumor suppressor gene Oncogene
subt>/pe"

.053 RB .0 16 .0 15 pl4ARF FHIT PTEN 5MAD4 TGFj1RII MYOf8B PPPfR3 KRA5 j':·catenÎn (-/n,),;- N·myc

Lu14 SCC Mut Mut HD
Lu135 SCC Mut Mut Amp
N417 SCC Mut Mut HD Mut Amp
NCi-H109 SCC Mut Mut Mut
Lul34 SCC Mut HD
Lu139 SCC Mut Amp
NCI-H516 SCC Mut Mut Amp
NCI-H774 SCC Mut HD
SSC-5 SCC Mut Mut
NCI-HMI SCC Mut Met Amp
NCI-H69 SCC Mut Mut Amp
NCI-H82 SCC Mut Amp
M,18 SCC

NCI-H322 fI,DC Mut HD HO HD
PC-3 A,DC Mut HD HD HD
PC-14 ADC Mut HD HO HD
RERF-LCOK ADC Mut HD HO HD
VMRC-LCD ADC Mut HD HO HD Mut Amp
Ma-17 ADC Mut HD HO HD
Ma-24 ADC Mut HO HO HD Mut
PC-9 ADC Mut Mut

Ma-' ADC Mut Mut
Ma-19 ADC Mut Mut Mut HO Mut
RERF-LCMS ADC Mut Mut Mut HD
ASC-1 fI.DC Mut Met
NCI-H23 fI.DC Mut Met Mut Mut (12Cys) Amp
NCI-H44l fI.DC Mut Met Mut 02V<11)
Ma-JO ADC Mut Met
PC-7 ADC Mut Amp
,0.,427 ADC HD HO HD Mut (12k5p) Mut
,0.,549 ADC HO HO HD Mut Mut (115er)
Ma-26 ADC Me.

LC1-Sq SQC Mut HD HD HD
NCI-H157 SQC Mut Mut Mut Mut Mut Mut (12Arg)
NCI-H510 SOC Mut Mut
EBC-l SOC Mut Met HO HD
PC-1O SOC Mut HD Mut
NCI-H596 ASC Mut Mut

Ma-25 LCC Mut HD HO HD
Lu99 LCC Mut HD HD Mut (l2Cys)
Lu65 LCC Mut Mut Mut Mut (12Cys) Amp
Ma-l LCC Mut Mut Mut HO Mut Mut
PC-13 LCC Mut Met
NCI-Hl155 LCC Mut Mut Mut Mut Mut (61 His)

n SCC, small œil c;arcinoma; .'lDC, adenO::<1rcinoma: SQC, squamous œil carcinoma; ASC, adenosquamous e;,rcinoma: LCC, large 0011 c;arcinoma.
2) Mut, mutation: HD, homoz'Igous deletion; Met. hypermethylation: -, loss of expression (goien for RB onl'l): -"'.np._ amplificatic'n. Blue, inacti-
'iation of tumor suppressorgene: Pink, activation of oncogene: Gray, net examined; Blank. no abberration.

y okota, 2004

2.4.2.1. Oncogènes

L'activation des oncogènes est souvent due à des mutations ponctuelles, des

amplifications géniques ou des réarrangements. Les produits des oncogènes induisent

l'expression de facteurs de croissance par stimulation de boucles autocrines et paracrines ainsi
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que l'activation de nombreuses voies de signalisation aboutissant à la production de peptides

régulateurs par les cellules tumorales ou les cellules saines adjacentes (Osada, 2002 ; Fong,

2002).

2.4.2.1.1. Gènes de la famille ras

Les gènes de la famille ras (K-ras, H-ras et N-ras) codent pour des protéines

membranaires et leur activation au niveau cellulaire provoque des modifications lipidiques de la

membrane. K-ras est le gène ras le plus exprimé dans les cancers du poumon et il est muté dans

15 à 20% des CBNPC et dans 20 à 30% des adénocarcinomes (Fong, 2002). Les mutations de

K-ras sont rares dans les carcinomes épidermoïdes (Le Calvez, 2005). K-ras est moins

fréquemment altéré que p53 ou que la voie p16-Cycline Dl-RB dans les cancers bronchiques,

ce qui suggère que les mutations de K-ras pourraient être associées à des stades plus tardifs de

progression maligne ou à des sous types de cancers bronchiques (Yokota, 2004). Les mutations

de K-ras sont corrélées avec la consommation tabagique. La voie de signalisation ras active des

produits de proto-oncogènes, comme Myc, qui induisent la transcription de gènes de croissance

cellulaire (Fong 2002).

2.4.2.1.2. ErbB

Des anomalies des récepteurs des neurégulines ErbBl (=récepteur de l'EGF) et ErbB2

(=HER2/neu) sont fréquemment mises en évidence dans les cancers bronchiques. Les

récepteurs ErbB font partie d'une famille de récepteurs transmembranaires aux tyrosines

kinases. Des taux élevés de récepteurs ErbB augmentent le potentiel métastatique des CBNPC

(Fong, 2002). ErbB2 est plus fréquemment surexprimé dans les adénocarcinomes que dans les

carcinomes épidermoïdes (Nakamura, 2003).

2.4.2.1.3. Cyclooxygénase 1 et 2 (COX-1-2)

Les enzymes cyclooxygénases ont beaucoup attiré l'attention car l'utilisation d'aspirine

a été associée à une diminution de 40 à 50% du risque de cancer du colon. Or COX est la cible
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principale de la plupart des anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS). Les AINS inhibent la

formation d'un cancer bronchique dans des modèles animaux. Deux isoformes de COX sont

identifiés: COX1 qui est exprimée constitutivement dans la majorité des tissus et joue un rôle

dans l'homéostasie tissulaire et COX2 qui est inductible par de nombreuses substances dont des

mitogènes et des médiateurs de l'inflammation (Hastürk, 2002).

L'expression de COX2 apparaît préférentiellement dans les adénocarcinomes par

rapport aux carcinomes épidermoïdes alors que COX1 est exprimée par plus de cellules

tumorales dans les carcinomes épidermoïdes que dans les adénocarcinomes (HastÜfk, 2002).

COX2 est plus exprimée chez les patients montrant une dissémination métastatique ou

ganglionnaire, ce qui suggère que COX2 pourrait jouer un rôle dans l'acquisition d'un potentiel

métastatique dans les adénocarcinomes. De plus, l'expression de COX2 est associée à la

consommation tabagique (Hastürk, 2002).

2.4.2.1.4. Bombésine/gastrin releasing peptide (GRP)

La bombésine/GRP joue un rôle dans le développement et la réparation pulmonaire au

niveau embryonnaire. Chez l'adulte, elle est exprimée dans de nombreux tissus parmi lesquels

le système nerveux central et le tube digestif. La réactivation de la bombésine/GRP est mise en

évidence dans 20 à 60% des CBPC, elle est moins présente dans les CBNPC (Fong, 2002 ;

Saurin, 2000).

Dans le poumon, la bombésine/GRP est détectée à la fois dans l'épithélium tumoral et

non tumoral. L'activation autocrine du récepteur à la bombésine/GRP a été mise en évidence

dans des lignées de CBPC. La bombésine/GRP exerce un effet chimiotactique vis-à-vis des

cellules tumorales exprimant les récepteurs à la bombésine/GRP dans les CBPC (Saurin, 2000).

2.4.2.1.5.

Bel2 est un proto-oncogène anti-apoptotique. Bel2 est exprimé dans 75 à 95% des

CBPC, il est plus exprimé dans les carcinomes épidermoïdes que dans les adénocarcinomes

(Fong, 2002). Bel-2 joue un rôle important dans la régulation de la survie des cellules B et T
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sélectionnées ainsi que lors de la maturation. Le VIruS d'Epstein-Barr contient un gène

présentant une séquence homologue de Bcl-2 (Goldsby, 2000).

2.4.2.2. Gènes suppresseurs de tumeurs

Les gènes suppresseurs de tumeurs sont classiquement inactivés par la délétion

structurale d'un allèle parental combinée avec une mutation ponctuelle (ou petite) ou avec

l'inactivation épigénétique de l'autre allèle par méthylation (Fong, 2002). Les mutations

intervenant dans l'inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs sont pour la plupart des

anomalies de réparation de l'ADN avec transversion G : C (en particulier pour p53) et T : A ou

des cassures aux points de jonctions terminales (Yokota, 2004).

2.4.2.2.1. p53

Le gène suppresseur de tumeur p53 participe au maintien de l'intégrité génomique dans

le contexte de dommages de l'ADN causés par les carcinogènes ainsi que par les radiations yet

les ultra violets. L'activation de p53 aide à réguler la transition GliS du cycle cellulaire,

l'analyse des dommages de l'ADN en phase G2/M et l'entrée de la cellule en processus

d'apoptose. Des dysfonctions dans le gène p53 permettent la survie de cellules contenant des

dommages de l'ADN, ouvrant une brèche pour l'évolution en cellule tumorale (Fong, 2002).

La mutation ponctuelle d'un G en T dans la séquence de p53 est caractéristique, elle est

présente très fréquemment dans les cancers bronchiques. La fréquence de mutation de p53 est la

plus forte dans les carcinomes épidermoïdes et les CBPC (Yokota, 2004).

Les mutations de p53 sont très fréquentes dans les cas de cancer du poumon chez les

fumeurs (Le Calvez, 2005 ; Yokota, 2004).

2.4.2.2.2. Voie pl 6-Cycline-Dl-Rétinoblastome (RB)

La voie de transduction p16-Cycline-Dl-RB est essentielle dans le contrôle de la

transition GliS du cycle cellulaire. Des anomalies protéiques de RB sont mises en évidence

dans 90% des CBPC et dans 15 à 30% des CBNPC. Des anomalies de la cycline Dl sont mises
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en évidence dans 25 à 47% des CBNPC. Les altérations de p16 peuvent être associées à la

progression tumorale, au stade et à la survie (Fong, 2002) (Figure 8 ).

Figure 8 Schématisation de la voie de transduction de signaux p16-Cycline-DI-RB.
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2.4.3. Cascade métastatique

Le processus de métastase tumorale est un phénomène dynamique complexe impliquant

à la fois des interactions des cellules tumorales entre elles et des interactions entre les cellules

tumorales et le tissu hôte. Le processus de métastase tumorale peut être sous divisé en un

certain nombre d'étapes biologiques séquentielles dont la régulation n'est pas encore

entièrement comprise (Figure 9 ).
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La première étape du processus métastatique est caractérisée par la dissociation de

cellules tumorales de la tumeur primaire et leur infiltration active du stroma environnant. C'est

l'étape d'invasion. Ces cellules tumorales pénètrent le système vasculaire ou lymphatique dans

une étape qualifiée d'intravasation. Elles sont ensuite distribuées de façon passive par le

courant vasculaire ou lymphatique vers les organes distants où elles sont arrêtées par leur taille

dans les plus petits vaisseaux. Les cellules quittent alors les vaisseaux et envahissent l'organe

cible, c'est l'extravasation. Cette dernière étape d'invasion n'aboutit pas forcément à

l'apparition de métastases détectables puisque les cellules tumorales peuvent être éliminées par

le système immunitaire ou rester "silencieuses" pendant un temps variable, c'est la dormance

tumorale. Les cellules tumorales dormantes, lorsqu'elles sont stimulées par des facteurs

environnementaux, augmentent leur activité proliférative afin d'établir des masses tumorales

secondaires détectables (MacDonald, 2002 ; Massin, 2004).
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Figure 9 Schématisation des différentes étapes de la cascade métastatique.
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D'un point de vue moléculaire, la dissociation des cellules tumorales nécessite la perte

des liaisons intercellulaires homotypiques qui sont médiées par des molécules d'adhésion,

notamment celles de la superfamille des cadhérines (Massin, 2004). Les E-cadhérines sont

responsables de l'organisation, de la structure et de la morphogenèse des tissus épithéliaux.

L'expression des intégrines, qui permettent la fixation au collagène et à la laminine des

membranes basales, est par ailleurs diminuée dans les CBNPC (Fong, 2002).

La dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) et de la membrane basale par les

cellules tumorales est essentielle pour l'invasion tumorale et la formation de métastases. Les

métalloprotéinases de la matrice (MMP) sont responsables de la dégradation de la MEC (Fong,

2002 ; Gouyer, 2005).

Des cellules hématopoïétiques dérivant de la moelle osseuse et exprimant le récepteur 1

du VEGF semblent constituer des sites pré-métastatiques tumeur-spécifiques et forment des

clusters cellulaires avant l'arrivée des cellules tumorales, selon une étude de Kaplan et al.

(2005). En effet, dans cette étude, la déplétion en VEGFI chez des souris annule la formation

de ces clusters pré-métastatiques et prévient le développement de métastases. La reconstitution

du pool de VEGFI permet la formation de ces clusters et le développement métastatique. De

plus, les cellules VEGFI+ expriment le very late antigen 4 (VLA-4). Or, le VEGF augmente la

production par les fibroblastes de fibronectine, qui est un ligand de VLA-4, formant ainsi une

niche tolérante pour les cellules tumorales migrantes. Kaplan et al. ont réalisé cette étude en

utilisant des cellules de carcinome pulmonaire de Lewis qui forment des métastases

préferentiellement dans les poumons et quelquefois dans le foie, et des cellules de mélanome

B16 présentant un profil métastatique plus étendu, injectées chez des souris. Les résultats cités

précédemment sont valables pour les deux types cellulaires injectés.

2.5. Diagnostic et traitements

Les symptômes associés aux cancers du poumon sont peu spécifiques, ce qui explique

en partie un diagnostic souvent tardif. Il faut effectivement déplorer que plus de 80 % des
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cancers broncho-pulmonaires ne soient actuellement pas accessibles à la chirurgie, leur

diagnostic se faisant encore à un stade trop tardif (Rossant, dossier cancer du poumon).

Les symptômes les plus souvent reliés à une tumeur pulmonaire primaire incluent une

toux (inquiétante, rebelle mais souvent négligée chez le fumeur bronchitique chronique), une

dyspnée (gêne respiratoire), une hémoptysie (crachats sanguinolents), voire une pneumonie

obstructive. Des douleurs thoraciques peuvent suggérer une extension à la plèvre pariétale ou

une extension extra-pulmonaire (Hoffman, 2000). D'autres symptômes peuvent également

aiguiller le médecin vers la recherche d'une tumeur primaire pulmonaire, comme une

expectoration variable et inconstante, un wheezing (respiration sifflante) survenant dans

certaines positions, des pneumopathies à répétition, une dysphonie (changement dans le timbre

de la voix), une suppuration pulmonaire, un syndrome de compression de la veine cave

supérieure (l'obstruction par la tumeur du drainage veineux provoque la dilatation des veines

collatérales du cou et de la partie supérieure du thorax) (Rossant, dossier cancer du poumon).

Parfois, le début est plus trompeur, il peut s'agir de troubles neurologiques provoqués

par des métastases (compression médullaire, épilepsie, hypertension intracrânienne (HIC)...),

d'un syndrome paranéoplasique (cutané, endocrinien, neurologique), de troubles ostéo­

articulaires, de fracture(s) spontanée(s) (métastases osseuses) (Rossant, dossier cancer du

poumon).

Le développement d'une tumeur pulmonaire produit également une altération de l'état

général du malade (asthénie, anorexie, amaigrissement, fièvre au long cours et grande fatigue)

(Hoffman, 2000).

Les métastases sont fréquentes dans le cancer du poumon. Les tumeurs bronchiques

métastasent préférentiellement dans un autre lobe pulmonaire ou dans l'autre poumon, dans le

cerveau, la cavité pleurale, les os, le foie, les glandes surrénales ou la peau. Le processus

métastatique apparaît le plus souvent chez les patients présentant un cancer à petites cellules

(CBPC) ou un adénocarcinome (Hoffman, 2000).

2.5.1. Stades de cancérisation selon la classification TNM

La classification T.N.M remplit plusieurs rôles: aider le clinicien à établir le traitement,

fournir des indications sur le pronostic, faciliter l'évaluation des résultats thérapeutiques,
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permettre l'échange de renseignements entre les centres et concounr à la poursuite des

recherches concernant le cancer du poumon chez homme.

Cette classification repose sur la définition précise de l'envahissement de la tumeur par

la détermination de 3 critères. Ce sont les stades:

T concernant la localisation primitive du néoplasme

N concernant l'envahissement tumoral des ganglions pulmonaires

M décrivant la présence ou non de métastases à distance.

La technique de description et de classification applicable à toutes les localisations de

cancer consiste en l'identification de l'extension de la maladie en utilisant les 3 symboles: T, N

et M, l'attribution à chacun d'entre eux d'une série de chiffres indiquant les degrés de

l'envahissement ou de l'extension tumorale ainsi que le groupement des facteurs TNM en un

petit nombre de classes cliniques (Mountain, 2002), (Tableau 2 ).

Tableau 2 Description des stades tumeur primitive (T) et extension

ganglionnaire (N) pour l'établissement de la classification TNM.

Classification du stade T

Statut T Description

Tl Tumeur de 3 cm ou moins, entourée de parenchyme pulmonaire ou la plèvre, sans
invasion des bronches lobaires proximales en bronchoscopie.

T2 Tumeur de plus de 3cm ou tumeur envahissant la plèvre viscérale ou associée à
une atélectasie n'intéressant pas tout un poumon. A la bronchoscopie, la tumeur
est située au niveau lobulaire et à au moins 2cm de la carène.

T3 Tumeur de taille indifférente avec une extension à la paroi thoracique, au
diaphragme, à la plèvre ou au péricarde sans atteinte du cœur, des grands
vaisseaux, de la trachée, de l'opesophage ou du corps vertébral.
ou atteinte de la bronche principale sans atteinte de la carène.
ou atélectasie de tout un poumon.

T4 Atteinte du médiastin, du cœur, des grands VaIsseaux, de la trachée, de
l'œsophage, du corps vertébral, de la carène ou épanchementpleural positif.
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Classification du stade N

StatutN Description

NO Pas de métastases des ganglions régionaux.

NI Atteinte(s) ganglionnaire(s) homolatérale(s) péri-bronchique(s) et/ou homolatérale(s)

hilaire(s) y compris une extension directe à partir de la tumeur primitive.

N2 Adénopathie(s) régionale(s) médiastinale(s) homolatérale(s) et/ou sous-carénaire(s).

N3 Atteinte(s) ganglionnaire(s) médiastinale(s) contro-latérale(s), hilaire(s) contro-

latérale(s), scalénique(s) homo- ou contro-latérale(s) ou sus-claviculaire(s).

Mountain, 2002

Diverses techniques sont utilisées pour le diagnostic et la classification des cancers du

poumon. La radiographie pulmonaire constitue le premier examen de détection de la tumeur et

de son extension. Le scanner permet une analyse beaucoup plus précise de la localisation et de

l'étendue de la tumeur. L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est utile pour la détection

et la localisation de la tumeur er de nodules périphériques. La plupart des tumeurs sont

caractérisées par une augmentation du métabolisme du glucose. Cette augmentation peut être

détectée par tomographie par émission de positrons (PET-scan) (McLoud, 2002).

2.5.2. Traitements

La chirurgie est indiquée en première intention chaque fois que possible. Une

combinaison de radiothérapie et de chimiothérapie est maintenant couramment utilisée, en

particulier pour traiter les cancers bronchiques de stade avancé ainsi que dans le traitement de

tumeurs présentant des métastases. Cette combinaison est utilisée de façon quasi systématique

pour le traitement des cancers bronchiques à petites cellules (CBPC) (Hoffman, 2000).
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2.5.2.1. Chirurgie

La chirurgie est indiquée lorsqu'elle permet d'enlever la totalité de la tumeur. Pour

opérer, il faut que le cancer soit de petite taille, localisé au poumon et que le patient soit dans un

état général suffisamment bon pour supporter l'ablation d'une partie ou de tout un poumon

(Rossant, dossier cancer du poumon).

Les tumeurs primaires pulmonaires peu étendues (stades TINO et T2NO) sont traitées

préférentiellement par ablation chirurgicale. Il en est de même pour les tumeurs moyennement

étendues (stades TINI, T2NI et T3NO). L'ablation chirurgicale de la tumeur est beaucoup

moins souvent possible chez les patients présentant une tumeur étendue (stades T3 et T4 ainsi

que les stades N2 et N3). La chirurgie n'est pas utilisée comme traitement des tumeurs de stade

4 (tumeurs présentant une ou des métastases). Les cancers bronchiques à petites cellules sont

agressifs et disséminent facilement. Pour cette raison les CBPC ne sont généralement pas traités

par ablation chirurgicale (Hoffman, 2000).

La chirurgie n'est possible que dans environ 25% des CBNPC. Le traitement chirurgical

est généralement suivi d'une radiothérapie pour élminer les cellules cancéreuses résiduelles et,

parfois, de chimiothérapie. Le taux de guérison est fonction de la taille de la tumeur et de

l'extension éventuelle (Rossant, dossier cancer du poumon).

2.5.2.2. Chimiothérapie

La chimiothérapie a pour objectif de détruire les cellules cancéreuses et d'éviter rechutes

locales et métastases. Même si les résultats s'améliorent au cours du temps, ce but est loin

d'être toujours atteint et elle doit presque toujours être associée à d'autres traitements :

chirurgie, radiothérapie, hormonothérapie et immunothérapie. La chimiothérapie est un

traitement systémique toxique pour la totalité des cellules capables de se diviser. Les

chimiothérapies empêchent la synthèse d'ADN indispensable à la duplication des cellules et en

détruisent le cytosquelette. Ces traitements s'appliquent particulièrement aux cancers à petites

cellules, pour lesquels il est commun de supposer une extension du cancer à d'autres organes

même si cette extension n'est pas localisée avec précision. De nombreux effets secondaires sont

liés au caractère toxique systémique de ces traitements: anémie, fatigue, leucopénie (en
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particulier neutropénie), thrombopénie, nausées et vomissements, aphtes, perte des cheveux,

perte de poids, irritation des muqueuses, troubles digestifs et gynécologiques ... (Heron, 2005).

Dans les tumeurs peu étendues (stades TINO et T2NO), la chimiothérapie réalisée avant

une ablation chirurgicale (chimiothérapie néo-adjuvante) permet de prévenir le développement

de tumeur secondaire. Une chimiothérapie post-opératoire est fréquemment réalisée chez les

patients présentant des tumeurs moyennement étendues (stades TINI, T2NI et T3NO), afin

d'éliminer les tumeurs satellites éventuelles et de diminuer les risques de résurgence tumorale

(Hoffman, 2000). Les patients présentant une tumeur étendue (stades T3 et T4 ainsi que les

stades N2 et N3) sont souvent traités parchimio- et radiothérapie combinées. Les patients chez

qui il a été diagnostiqué une ou des métastases sont traités de façon systématique par une

combinaison de chimiothérapie et de radiothérapie. La chimiothérapie est le traitement de

prédilection des CBPC (Hoffman, 2000).

Les divers médicaments utilisés combinés en chimiothérapie proviennent de trois

grandes classes pharmacologiques.

Les anti-métabolites interfèrent avec la synthèse des acides nucléiques pendant la phase

S du cycle cellulaire. Ils comportent les antifolates, les analogues des bases puriques et les

analogues des bases pyrimidiques (Heron, 2005).

Les médicaments agissant au niveau de l'ADN peuvent être alkylants, intercalants,

inhibiteurs des topo-isomérases l et scindants. Ils agissent sur la duplication ou la transcription

(Heron, 2005).

Les médicaments agissant sur les fonctions cellulaires contiennent les alcaloïdes

antimitotiques de la pervenche (inhibiteurs de la polymérisation de la tubuline), les dérivés de

l'if qui sont cytotoxiques pour les cellules en mitose (inhibiteurs de dépolymérisation de la

tubuline), les épipodophyllotoxines (inhibiteurs de topo-isomérase) qui empêchent l'entrée en

prophase, les éthers lipides (proches des phospholipides membranaires) qui induisent

l'apoptose en créant des désordres membranaires, les anticorps monoclonaux, les inhibiteurs

de transduction des signaux des tyrosines kinases (Heron, 2005).
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2.5.2.3. Radiotherapie

La radiothérapie est un traitement local qui provoque beaucoup moms d'effets

secondaires que la chimiothérapie. Du fait de son caractère local, la radiothérapie ne peut

toutefois s'appliquer qu'à des tumeurs primaires localisées et peu profondes (Heron, 2005).

La radiothérapie est utilisée chez les patients présentant une tumeur primaire peu

étendue, qui ne sont pas traitables par chirurgie. Une radiothérapie post-opératoire peut être

réalisée chez les patients présentant des tumeurs moyennement étendues (stades TINl, T2Nl et

T3NO) afin d'éliminer les tumeurs satellites éventuelles et de diminuer les risques de résurgence

tumorale. Les patients présentant une tumeur étendue (stades T3 et T4 ainsi que les stades N2 et

N3) sont souvent traités par radio- et chimio-thérapie combinées. Les patients chez qui il a été

diagnostiqué une ou des métastases sont traités de façon systématique par une combinaison de

radiothérapie et de chimiothérapie. La radiothérapie peut être utilisée en combinaison avec la

chimiothérapie pour le traitement des CBPC (Hoffman, 2000).

Il existe différentes sortes de radiothérapie:

- la radiothérapie externe transcutanée : elle utilise une source de rayonnements

ionisants placée à distance des tissus irradiés (rayons gamma du cobalt, rayons X ou électrons

des accélérateurs linéaires). Plus l'énergie de rayonnement est élevée plus les tissus touchés par

la dose maximale sont profonds. Par exemple les rayons gamma et X touchent les tissus sous­

cutanés alors que des rayons d'énergie supérieure les épargne (Heron, 2005).

- la curiethérapie : elle utilise des éléments radioactifs artificiels scellés, se présentant

sous forme de fils (aiguilles vectrices, fils parallèles, Iridium 192), de source maintenue par une

gaine (Cesium 137) ou de grains (Iode 125). Ces éléments radioactifs sont placés dans le tissu

tumoral (curiethérapie interstitielle) ou à leur contact (curiethérapie endocavitaire). Ces sources

sont parfois implantées définitivement (grains d'Iode 125). La curiethérapie est utilisée seule ou

en complément de la radiothérapie externe, elle est réservée au traitement de la tumeur primaire

qui doit être accessible. La curiethérapie permet de soumettre la tumeur à des doses élevées de

radioactivité avec une décroissance de doses dans sa périphérie, permettant de délivrer la dose

nécessaire à l'éradication de la tumeur visible et une dose inférieure adaptée aux extensions

tumorales éventuelles non visibles macroscopiquement. Cette technique permet un assez bon

respect des tissus sains (Heron, 2005).
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- la radiothérapie métabolique: elle utilise des particules injectées dans la circulation et

qUI se fixent dans des gîtes préférentiels. Elle fait le plus souvent appel à l'iode 131 dans

certaines formes de cancers de la thyroïde. De plus, certaines substances chimiques sont captées

par les cellules tumorales de certains types de cancers et y atteignent des concentrations plus

élevées que dans les tissus sains. (Heron, 2005).

2.5.2.4. Autres traitements

Un certain nombre d'autres traitements sont utilisés dans la prise en charge des cancers.

Ils sont généralement non curatifs à eux seuls mais apportent une augmentation d'efficacité des

autres traitements et une amélioration de la qualité de vie du patient (Heron, 2005)

L'immunothérapie utilisant divers anticorps monoclonaux peut être envisagée dans le

cancer du poumon, deux médicaments disponibles sur le marché pouvant être utilisés dans

certaines tumeurs bronchiques. En effet, le Trastuzumab (Herceptin™) est un anticorps

monoclonal humanisé dirigé contre ErbB2 (=HER2/neu) et peut être utilisé pour le traitement

des tumeurs surexprimant cette molécule. Le Cetuximab (Erbitux™) est un anticrops

monoclonal chimérique dirigé contre ErbB1 (récepteur de l'EGF) et peut de même être utilisé

pour le traitement des tumeurs surexprimant cette molécule (Heron, 2005).

Deux médicaments disponibles sur le marché: le Gefitinib (Iressa™) et l'Erlotinib

(Tarceva™) sont également des inhibiteurs de la voie de prolifération tumorale dépendante de

l'EGF. Ces deux médicaments sont de petites molécules qui inhibent spécifiquement la tyrosine

kinase responsable de la transduction des signaux résultant de la liaison entre l'EGF et son

récepteur (Heron, 2005).

Le proliférateur de péroxysomes ppARy est un régulateur cellulaire important car il

inhibe la croissance et induit la différenciation des cellules cancéreuses. L'utilisation de ligands

de PPARy pourrait représenter une nouvelle voie de thérapie anti-angiogénique pour les

tumeurs multi-drogues résistantes (Panigrahy, 2002). Cependant il existe divers médicaments

anti-angiogéniques sur le marché dont le Bevacizumab (Avastin™), un anitcorps monoclonal

humanisé qui se lie au VEGF, empêchant sa fixation à son récepteur cellulaire (Heron, 2005).

Le cancer du poumon n'est pas considéré comme un cancer hormono-dépendant et

l'hormonothérapie n'est pas envisagée dans ce type de cancer (Heron, 2005).

55



La thérapie photodynamique constitue une autre modalité de traitement des cancers.

C'est un traitement local utilisant des molécules photosensibles s'activant par éclairement à

certaines longueurs d'onde. L'activation de ces photosensibilisateurs provoque la production de

radicaux libres et de dérivés réactifs de l'oxygène capables de lyser directement les cellules

tumorales. La production des espèces réactives de l'oxygène induit également une réponse

immune inflammatoire et des dommages dans la microvascularisation tumorale (Schneider,

2005). Une stratégie de photothérapie peut être utilisée dans le traitement de certains cancers du

poumon, en particulier les tumeurs de stades précoces, centrales et de petite taille (Furukawa,

2005).
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3.. Les lymphocytes T

Les lymphocytes T tiennent leur nom de leur site de maturation principal, le thymus.

Les lymphocytes T sont des cellules essentielles du système immunitaire. Ils se

différencient dans le thymus à partir de précurseurs hématopoïétiques s'engageant dans la

lignée lymphocytaire T au niveau de la moelle osseuse. Le progéniteur commun des cellules

lymphoïdes dérive lui même d'une cellule souche hématopoïétique pluripotente. Suite à une

succession d'étapes de différenciation, elle est en effet capable de générer l'ensemble des

lignées des cellules sanguines, c'est-à-dire les lignées lymphoïde, myéloïde, mégacaryocytaire

et érythroïde (Legrand, 2002).

Les lymphocytes T constituent, avec les lymphocytes B, une classe cellulaire

particulière, capable de reconnaître une molécule antigénique avec un très haut degré de

spécificité. Cette reconnaissance est possible grâce aux récepteurs pour l'antigène (TCR pour

les lymphocytes T et BCR pour les lymphocytes B) (Valitutti, 1997).

3.1. Le récepteur pour l'antigène des cellules T (TeR)

Le TCR est un hétérodimère formé de deux sous unités, respectivement a et ~ ou y et b.

Les chaînes du TCR comportent chacune un domaine variable V et un domaine constant C

présentant respectivement des homologies avec les domaines variables et constants des

immunoglobulines (Flug, 1985). Les domaines variable et constant des chaînes du TCR sont

reliés par un petit domaine charnière comportant un résidu cystéine impliqué dans la liaison

inter-chaînes. Chaque chaîne contient un domaine transmembranaire hydrophobe dont les

acides aminés, chargés positivement, interviennent dans les interactions avec les domaines

transmembranaires des chaînes du complexe CD3, chargés négativement. Contrairement aux

immunoglobulines (Ig), le TCR est monovalent et n'est pas sécrété (Janeway, 2001).
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Chaque cellule T expnme enVIron 105 molécules de TCR, toutes identiques, à sa

surface. Les descendants de cette cellule T, après prolifération c1onale, expriment des molécules

de TCR identiques à celles de la cellule «mère », mise à part l'apparition de quelques

mutations somatiques individuelles (Goldsby, 2000).

3.1.1. TCR a~ et TCR y8

Les lymphocytes T circulants peuvent exprimer deux types de TCR : ap ou y8.

Les lymphocytes T ap et y8 diffèrent par le type d'antigène qu'ils reconnaissent, le

pattern d'expression des co-récepteurs CD4 et CD8, et leur distribution anatomique en

périphérie. Ils diffèrent également dans leurs fonctions, bien que les fonctions des lymphocytes

T y8 ainsi que les ligands qu'ils reconnaissent soient moins bien connus que ceux des

lymphocytes T ap. Les réarrangements géniques mis en évidence dans les thymocytes matures

ap et y8 suggèrent que ces deux lignées cellulaires dérivent d'un précurseur commun après

certains réarrangements (Allison, 2001).

Dans le cas des lymphocytes T y8, la reconnaissance de l'antigène par les cellules T ne

passe pas par l'intermédiaire d'une molécule du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) :

le TCR y8 peut directement reconnaître les antigènes sous la forme de protéines intactes ou de

composés non peptidiques. Ce TCR présente une variabilité restreinte. Seules 5% des cellules T

périphériques portent un TCR y8. Les lymphocytes T y8 sont préférentiellement localisés dans

les épithéliums muqueux (peau, intestin et bronches principalement) où ils représentent une

grande partie des lymphocytes intra épithéliaux (Allison, 2001). Contrairement aux cellules T

ap qui circulent intensément dans la circulation périphérique, les lymphocytes T y8 semblent

fixes, résidant dans certains sites épithéliaux. Les cellules T y8, de par leur localisation et les

antigènes reconnus, constituent une première barrière de protection en particulier contre les

agents pathogènes extérieurs pénétrant dans l'organisme par les diverses muqueuses (Goldsby,

2000).

A l'inverse, la reconnaissance de l'antigène par les cellules T ap passe nécessairement

par sa présentation dans une molécule du CMH en coopération avec les molécules co­

réceptrices CD4 ou CD8. En effet, les lymphocytes T ap sont incapables de reconnaître un
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antigène libre, contrairement aux immunoglobulines. La variabilité du TCR aB est

essentiellement concentrée dans la région de reconnaissance du peptide antigénique présenté

par la molécule du CMH (Janeway, 2001).

Les loci y, 8 et Bcommencent leur réarrangement pratiquement simultanément dans le

développement des thymocytes. Les facteurs régulant l'engagement des lignées dans l'une ou

l'autre voie ne sont pas connus, cependant l'engagement dans la lignée y8 semble provenir

simplement du réarrangement productif à la fois de la chaîne y et de la chaîne 8 dans la même

cellule. Ainsi, le réarrangement productif des gènes y8 conduit à l'expression d'un TCR y8

fonctionnel menant à la différenciation de la cellule en lymphocyte T y8 (Janeway, 2001).

3.1.2. Mécanismes de réarrangement des gènes du TeR

Pour permettre la reconnaissance d'une grande variété d'épitopes antigéniques à partir

d'une portion relativement restreinte du génome, les lymphocytes B et T utilisent un mécanisme

spécifique·de cette classe cellulaire, le réarrangement génomique. Le réarrangement au hasard

des gènes du TCR permet de créer environ lOB spécificités différentes. Cette énorme diversité

potentielle· est par la suite diminuée par un processus de sélection thymique qui élimine toutes

les cellules T possédant des récepteurs autoréactifs et s'assure que seules les cellules T

possédant des TCR capables de reconnaître un antigène en association à une moélcule du CMH

sont sélectionnées (Goldsby, 2000).

Le mécanisme de réarrangement se déroule au hasard dans les thymocytes selon

plusieurs étapes avec d'abord un réarrangement de la chaîne y, suivi, s'il est fonctionnel, par

celui de la chaîne 8. Si ce dernier est également fonctionnel, un TCR y8 est créé. En revanche,

si l'un des deux réarrangements y ou 8 est non fonctionnel ce sont les chaînes Bpuis a qui

subissent un réarrangement pour créer un TCR aB. Ainsi, tous les lymphocytes T d'un clone

ont la même séquence génique réarrangée de la chaîne y (Kuby, 2000).

Lorsque le réarrangement B n'est pas productif il peut être sauvé par un autre

réarrangement sur le même chromosome grâce à la présence pour cette chaîne d'un deuxième

cluster de segments D, J et C : Db, Jb et Cb. Il existe de plus des réarrangements a multiples.

Les chances de réussite sont ainsi augmentées de 80 %. Lorsque le réarrangement Best effectif,
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la chaîne ~ est exprimée et est transporté à la surface cellulaire en même temps que les

molécules CD3, présentes dans le cytoplasme dès la phase de différenciation médullaire initiale.

Les co-récepteurs CD4 et CD8 sont ensuite exprimés, associés à la tyrosine kynase lck. La

production d'un réarrangement S effectif entraîne la prolifération clonale des cellules pré-T.

Durant la phase de prolifération induite par ce pré-TCR S, les gènes RAG-1 et RAG-2 sont

réprimés afin d'empêcher les réarrangements a de se produire avant la fin de la phase

proliférative. Quand les gènes RAG-1 et 2 sont de nouveau transcrits, les hétérodirnères RAG­

1-RAG-2 s'accumulent ce qui pennet à chaque cellule contenant un réarrangement Sproductif

d'aboutir à de nombreux thymocytes. Lorsque stoppe la division cellulaire. chaque cellule

réarrange les gènes de sa chaîne a permettant ain i à chaque chaîne ~ fonctionnelle d'être

associée avec beaucoup de chaînes a différentes dans les cellules progénitrices. Le TCR aS est

exprimé et la sélection par les complexes peptide-CMH dans le thymus peut commencer

(Janeway, 2001).

La possibilité de réarrangements multiples de la chaîne a au niveau des deux allèles du

locus garantit à chaque cellule T développée d'avoir une chaîne a fonctionnelle. De plus, les

cellules T ont la possibilité de réarranger la chaîne a sur le deuxième chromosome si les

réarrangements multiples réalisés sur le premier chromosome n'ont pas produit de TCR aS

fonctionnel. Le réarrangement des gènes de la chaîne a peut se poursuivre même après

l'expression du TCR à la surface cellulaire. Ceci permet de produire de nombreuses chaînes a

différentes candidates à la sélection via le CMH en partenariat avec la même chaîne ~

(Janeway,2001).

Les premiers progéniteurs des cellules T ne portent ni la molécule CD4 ni la molécule

CD8. ils sont appelés "doubles négatifs". Les précurseurs T double négatifs montrent divers

patterns d'expression des molécules CD44 et CD25. Les cellules T doubles négatives

réarrangent la chaîne ~ et la pré chaîne a afin de former lill pré-TCR. Ce pré-TCR fournit un

signal indiquant l'arrêt des réarrangements Sce qui provoque à la fois l'arrêt provisoire des

réarrangements du TCR et la prolifération des cellules pré-T; et induit l'expression sur l s

cellules pré-T à la fois de CD4 et de CD8. Ces cellules sont appelées "double positives". Les

cellules T double positives initient le réarrangement de la chaîne a. Ces cellules double

positives contenant un TeR réarrangé subissent deux sélections dans le th mus: la sélection

positive qui implique l'interaction des thymocytes immatures et des cellules épithéliales
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cortical s et la sélection négative qui élimine les cellules possédant des récepteurs T d'affinité

variable pour des antigènes du soi présentés par des molécules de CMH classe 1. Lors de la

sélection positive, il existe une compétition entre les molécules CD4 et eD8 pour la

reconnaissance des molécules de CMH classe 1 ou des molécules de CMH classe II. Une

cellule T double positive qui parviendra à se lier à une molécule de eMH classe 1 exprimée

par 1 s cellules corticales thymique va se différencier en cellule "simple positive" eD8+. A

l'inverse, tille cellule T double positive qui parviendra à se lier à une molécule de CMH classe

II va se différencier en cellule "simple positive' CD4+ (Kuby, 2000 ; Baldwin, 2005).

Le domaine variable des chaînes a et y, comme celui des chaînes légères d'Ig, est codé à

partir de segments V (Variabilité) et J (Jonction). Le domaine variable des chaînes ~ et 0

comme celui des chaînes lourdes d'immunoglobulines, utilise des segments D (Diversité) en

plus de segments V et J spécifiques (Janeway, 2001).

La diversité des TeR est le résultat du réarrangement au hasard des gènes codant pour la

synthèse des domaines variables des chaînes du TeR.

L'organisation des réarrangements des chaînes a et ~ et des chaînes y et 0 est similaire.

Le complexe de gèn s codant la chaîne 0 est totalement localisé à l'intérieur du

complexe de gènes codant la chaîne a, entre le groupe de segments V et J (Hayday, 2001), sur

le chromosome 14 chez l'homme (Verschuren, 1998). Le complexe de gènes codant la chaîne

~ est localisé sur le chromosome 7, ainsi que le complexe de gènes codant la chaîne y (Figure

10 ). Les segments V et J des chaînes y et 0 sont beaucoup moins nombreux que ceux des

chaînes a et ~ et des immunoglobulines. Le répertoire du TCR~ contient 73 segments V dont

18 pseudogènes et 9 üRF ; 2 segments D ; 2 segments J et 2 segments C. Le répertoire du

TCRy contient 14 segments V dont 5 pseudogènes et 3 üRF ; 5 segments J et 2 segments e.

Le répertoire d TeRa contient 56 segments V dont 10 pseudogènes et 1 ÜRF ; 61 segments

J dont'" pseudogènes et 7 üRF et 1 segments C. Enfin, le répertoire du TeRo contient 9

segments V dont 1 pseudogène ; 3 segments D; 4 segments J et 1 segments e (Lefranc,

2006). Le répertoire des chaînes y et 0 est donc beaucoup plus restreint que celui des chaînes

a et ~. Ainsi, les lymphocytes Tyo reconnaissent des antigènes sous forme de protéines

entières ou de composés non peptidiques qui ne nécessitent pas une grande spécificité de

reconnaissance (Janeway, 2001).
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Dans le cas des chaînes a et y, un segment J, «choisi» au hasard parmi les segments du

répertoire J, s'accole et réarrange avec un segment V « choisi» au hasard parmi les segments

du répertoire V. La séquence génique comprise entre ces deux segments est excisée. Le

complexe de gènes codant pour la chaîne 8 étant inclus dans le complexe de gènes codant pour

la chaîne a, le réarrangement de la chaîne a excise la chaîne 8.

Pour les chaînes ~ et 8, un segment J «choisi» au hasard parmi les segments du

répertoire J s'accole et réarrange avec un segment D « choisi» au hasard parmi les segments du

répertoire D. La séquence génique comprise entre ces deux segments est excisée. De la même

façon, la séquence réarrangée JD s'accole et réarrange avec un segment V « choisi» au hasard

parmi les segments du répertoire V. Après excision du segments génique compris entre ces

deux séquences, il est produit un segment VDJ réarrangé (Goldsby, 2000) (Figure 10 ).
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Figure 10 Schématisation des étapes de réarrangement génique des TeR a13.
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L'énorme diversité créée par les combinaisons V, D et J est considérablement

augmentée par trois phénomènes supplémentaires générateurs de diversité :

1. la variabilité de jonction: la recombinaison des segments V, D et J nécessite la

jonction de séquences signal de recombinaison et des régions codantes. La jonction des

séquences signal est toujours précise. En revanche, la jonction des séquences codantes est

généralement imprécise générant une diversité supplémentaire.

2. l'addition P consiste en une addition de nucléotides de séquence palindromique à

l'extrémité de jonction des séquences codantes ce qui induit une variation de séquence de la

jonction codante.

3. l'addition N consiste en l'ajout de nucléotides Gusqu'à 6) de séquence totalement

aléatoire au niveau de la jonction des séquences codantes par la desoxynucléotidyl transférase

terminale (TdT). Certaines additions N génèrent des réarrangements non-productifs en insérant

un codon stop dans la séquence codante.

Les effets combinés de ces trois mécanismes peuvent créer jusque 1013 séquences

différentes, rien que dans les régions jonctionnelles des TCR (Goldsby, 2000).

3.1.3. Le complexe TCR-CD3

Le TCR présent à la surface cellulaire est étroitement associé au complexe

multimoléculaire CD3. Ce complexe protéique invariant intervient dans l'expression du TCR à

la surface des cellules T et dans la transduction du signal suite à la reconnaissance d'un

antigène (Werlen, 2002). Le complexe CD3 est constitué de cinq protéines: CD3 y, 8, E, çet 11,

dont trois appartiennent à la superfamille des immunoglobulines (CD3 y, 8, E). Chaque chaîne

de CD3 contient un domaine transmembranaire chargé négativement qui interagit avec le

domaine transmembranaire chargé positivement des deux chaînes du TCR. L'expression de

chacune des chaînes de CD3 à la surface cellulaire est dépendante de l'expression correcte des

autres chaînes du complexe CD3 et de celles du TCR. Inversement l'expression du TCR à la

surface cellulaire est dépendante de l'expression membranaire de CD3 (Janeway, 2001;

Goldsby, 2000).
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Chaque chaîne du complexe CD3 est munie d'un long domaine cytoplasmique contenant

un ou plusieurs domaines ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) leur

pennettant d'interagir avec des protéines de transduction de signaux. La liaison du ligand par le

TCR entraîne la phosphorylation des domaines ITAM par l'intennédiaire de tyrosine-kinases de

la famille Src (Lck, Fyn... ) (Werlen, 2002) (Figure Il ).

Figure Il

CD3.

Schématisation de l'association du TCR au complexe multimoléculaire
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3.1.4. Survie et sélection des lymphocytes T

Lorsque le réarrangement du TCR a~ est effectif les cellules T réarrangées subissent

une double sélection dans le thymus avant d'être libérées dans le sang périphérique. La

sélection positive implique l'interaction des thymocytes immatures et des cellules épithéliales

corticales. Les thymocytes immatures exprimant un TCR fonctionnel capable de reconnaître les

molécules de CMH portées par les cellules thymiques reçoivent un signal protecteur les

protégeant de l'apoptose. Les thymocytes n'exprimant pas de TCR fonctionnel capable de

reconnaître les molécules du CMH ne reçoivent pas ce signal protecteur ce qui conduit à leur

mort par apoptose. La population de thymocytes restreints au CMH qui survivent à la sélection
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positive subit la sélection négative. En effet, cette population comprend certaines cellules

possédant des récepteurs T d'affinité variable pour des antigènes du soi présentés par des

molécules de CMH classe 1. Les cellules T auto-réactives sont éliminées par apoptose

(Goldsby, 2000).

On estime que 90 à 95% des cellules T périphériques expriment les complexes TCR­

CD3 parmi lesquels environ deux fois plus de cellules CD4+ que de cellules CD8+. Les cellules

T CD4+ et CD8+ quittent le thymus et entrent dans la circulation générale en tant que cellules

au repos en phase GO du cycle cellulaire. Ces cellules T qui n'ont pas encore rencontré

l'antigène sont caractérisées par une chromatine condensée, très peu de cytoplasme et une faible

activité transcriptionnelle. Les cellules T résident dans les organes lymphoïdes secondaires tels

que les ganglions lymphatiques et recirculent régulièrement dans le sang périphérique. Le

lymphocyte T naïf a donc un tropisme naturel pour ces organes lymphoïdes secondaires. Il n'a

en revanche aucun tropisme pour les tissus périphériques non lymphoïdes. La recirculation à

grande échelle augmente la probabilité qu'une cellule T naïve rencontre l'antigène approprié.

Les cellules T naïves survivent en moyenne 5 à 7 semaines en l'absence de stimulation

antigénique. Les cellules T sont capables de circuler dans les tissus et les organes lymphoïdes

grâce à l'expression de récepteurs pour les molécules d'adhésion de la famille des CAM (Cell

Adhesion Molecule) présentes à la surface des cellules endothéliales. Les cellules T naïves ne

présentent pas de préférence pour un type particulier de tissu lymphoïde secondaire et circulent

de façon non discriminative vers les tissus lymphoïdes secondaires de l'ensemble de

l'organisme en reconnaissant les molécules d'adhésion des cellules endothéliales.

L'attachement initial des lymphocytes naïfs aux veinules à haut endothélium (HEV) est

généralement médié par la liaison entre la sélectine-L portée par le lymphocyte et des molécules

d'adhésion telles que GlyCAM-1 et CD34 (famille des molécules mucine-like) portées par les

cellules endothéliales (Goldsby, 2000).

3.2. Reconnaissance de l'antigène

La stimulation antigénique des lymphocytes T induit secondairement leur

prolifération, ainsi que l'expression de marqueurs d'activation (CD28) et de molécules

d'adhésion (CDlla/CDI8=LFAI) (Noble, 2000). Elle conduit à la synthèse de cytokines qui
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activent d'autres lymphocytes T et B, des cellules monocytaires et endothéliales, ainsi que des

granulocytes (Kuby, 2000).

Les lymphocytes T a~ reconnaissent l'antigène sur les molécules présentatrices

d'antigènes que sont les molécules de CMH.

Le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), appelé HLA chez l'homme, comporte

deux classes de glycoprotéines membranaires :

- les molécules de classe l du CMH qui présentent des antigènes endogènes aux cellules

T CD8+.

- les molécules de classe II du CMH qui présentent des antigènes exogènes aux cellules

T CD4+.

Les molécules de classe III du CMH forment un ensemble hétérogène comportant des

molécules sans relevance immunologique (hormones stéroïdiennes par exemple) et des

molécules d'intérêt immunologique direct (C4A, C4B, TNF, les deux sous-unités TAPI, TAP2

des pompes à peptides associés à la présentation antigénique par les molécules

d'histocompatibilité de classe I, les gènes codant certaines sous-unités LMP-2, LMP-7 du

protéasome) (Lemonnier, 2001).

Les gènes codant pour les molécules de classe l et de classe II du CMH sont hautement

polymorphiques. Etant donné que chaque individu hérite d'un allèle de chacun de ses parents

pour chaque locus, de multiples molécules de classe l et de classe II du CMH sont exprimées

chez chaque individu (Goldsby, 2000).

Les molécules du CMH, comme les TCR, fonctionnent comme des molécules de

reconnaissance de l'antigène mais ne possèdent pas la spécificité de reconnaissance de

l'antigène qui est celle des TCR. En effet, chaque molécule du CMH peut se lier à tout un

spectre de peptides antigéniques dérivés de la dégradation intracellulaire d'antigènes

(Goldsby, 2000).

Les régions distales à la membrane des différents allèles des molécules du CMH

montrent une grande variation dans leur séquence d'acides aminés. Ces régions distales

forment une cavité, appelée sillon présentoire de l'antigène, à l'intérieur de laquelle se situe le

peptide antigénique qui est présenté aux lymphocytes T. Chaque allèle possède une structure

et une spécificité différente pour le sillon présentoire. La capacité de présentation de
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l'antigène aux cellules T dépend, pour chaque individu, du groupe particulier d'allèles du

CMH dont il a hérité (Goldsby, 2000).

Lors de la reconnaissance antigénique, les cellules T en mouvement doivent s'arreter

afin de former des interactions cellule-cellule stables avec la cellule présentatrice d'antigène.

Ce contact stable entre une cellule T et une cellule présentatrice d'antigène est appelé synapse

immunologique (Friedman, 2005). Le contact entre les cellules doit durer plusieurs heures

afin de produire une activation complète des cellules T naïves (Dustin, 2003).

La reconnaissance effective d'un antigène par les cellules T nécessite à la fois la

reconnaissance du complexe CMH-peptide par le complexe TCR-CD3 mais également un

signal de co-activation non spécifique généré par la reconnaissance des molécules de co­

activation CD28 présentes à la surface des lymphocytes et un des membres de la famille B7

(B7-1 et B7-2) à la surface de la cellule présentatrice (Goldsby, 2000). La molécule CD28 est

impliquée dans l'initiation et la stabilisation de la synapse immunologique, ainsi que dans la

prolifération des cellules T suite à la reconnaissance antigénique. L'intervention de CD28 est

très rapide (Andres, 2004). La formation de la synapse immunologique nécessite également

l'implication précoce des tyrosines kinases des familles Src et Syk (Dustin, 2003). La formation

de la synapse immunologique détermine la nature et le degré de la réponse immune produite

(Creusot, 2001).

Le lymphocyte T activé (ou effecteur), quitte le ganglion par les mêmes voies qu'un

lymphocyte T naïf. Mais il a acquis des propriétés migratoires différentes, qui le dirigent

électivement vers les tissus périphériques non lymphoïdes, surtout s'ils sont inflammatoires. Le

recrutement cellulaire à partir du sang débute par le passage des leucocytes à travers une

barrière de cellules endothéliales. Cette migration trans-endothéliale se déroule en quatre étapes

succeSSives:

- le roulement : grâce à des molécules de la famille des sélectines et à leurs ligands, les

leucocytes et les cellules endothéliales interagissent faiblement et de manière réversible. Ainsi,

le leucocyte roule sur l'endothélium, poussé par le flux sanguin.

- l'activation dépendante des chimiokines: le leucocyte qui roule entre en contact avec

les chimiokines produites par les cellules endothéliales activées.

- l'arrêt ferme: il dépend de l'interaction entre les intégrines leucocytaires activées et

leur ligand endothélial.
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- la diapédèse: le leucocyte passe à travers l'endothélium.

Les cellules entrent et sortent du réseau vasculaire par le même processus, c'est la

diapédèse. Une fois parvenu dans l'espace sous-endothélial, le leucocyte poursuit sa migration à

travers le tissu. Cette migration est guidée par l'existence d'un gradient de chimiokines

interstitiel. A partir d'un site de production, qui correspond en général à une cellule immunitaire

activée, les chimiokines diffusent dans le tissu interstitiel. Mais cette diffusion est vite limitée

par la fixation des chimiokines sur la matrice extracellulaire. La concentration de chimiokines

fixées à cette matrice est d'autant plus élevée que l'on se trouve à proximité du site de

production. Le leucocyte est capable de reconnaître ce gradient, et de migrer par étapes

successives jusqu'au site de production de la chimiokine (Faveeuw, 2000). Ceci définit le

chimiotactisme (Figure 12 ).

Figure 12 Schématisation du processus de diapédèse.

Lumière vasculaire

RoulgmoOl Açl!v!llon ndh§slon t,cmg D'IpodÔ"

Recopl.'Jr&
do chlmloklnos

o )

http://www.kb.u-psud.fr/kb/niveau2/enseignements/niveau3/etudmed/cours­

immunologie/figures/chap09-fig04.jpg

69



3.2.1. Apprêtement et présentation de l'antigène

Les antigènes, qui sont généralement volumineux et complexes, ne sont pas reconnus

dans leur totalité par les lymphocytes. Seules certaines régions immunologiquement actives

sont reconnues par les TCR, ce sont les déterminants antigéniques ou épitopes. L'antigène doit

pour cela être dégradé en petits segments peptidiques qui vont se complexer avec des molécules

de classe 1 ou de classe II du CMH (Goldsby, 2000). La densité des molécules de CMH à la

surface des cellules présentatrices d'antigène est directement corrélée à la stabilité de la liaison

TCR-ligand et au degré d'activation de ces cellules T (Sumen, 2004). La reconnaissance de

l'antigène sur les molécules de CMH est antigène dépendant, cependant il n'existe pas de

certitude quant à l'implication uniquement de complexes molécule de CMH-peptides

spécifiques ou si des complexes molécule de CMH-peptides non spécifiques sont également

impliqués. L'implication de complexes molécule de CMH-peptides spécifiques uniquement

peut produire un effet de compétition qui augmenterait l'affinité des réponses spécifiques

(Wetzel, 2005).

3.2.1.1. Apprêtement et présentation de l'antigène par les

molécules de CMH classe 1

Il existe six loci de molécules de classe 1du CMH chez l'homme: A, B, C, E, F et G.

Les complexes de CMH classe 1 sont composés de trois éléments: une chaîne lourde a,

la B2-microglobuline et un court peptide de 8 à 10 acides aminés. La B2-microglobuline ainsi

que le peptide sont nécessaires à la stabilisation de la molécule et à sa migration vers la surface

cellulaire. Les domaines al et a2 forment un plateau constitué par le rapprochement de 8

feuillets ~ anti-parallèles surmontés de deux hélices a qui délimitent le sillon présentoire de 25

A de long et 10 A de large au niveau duquel se fixent les peptides qui seront présentés au

système immunitaire (Lemonnier, 2001).

La dégradation des antigènes cytosoliques en peptides est réalisée par protéolyse. La

protéolyse est assurée par un complexe multiprotéique, appelé protéasome, dont certaines sous­

unités sont codées par des gènes inductibles par l'IFNy, LMP2 et LMP7. Ce processus est

dépendant de l'ATP et se déroule généralement après ubiquitination des protéines. En effet,
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l'interféron-y provoque le remplacement des sous-unités catalytiques X, Y et Z du protéasome

par des sous-unités qui leur sont très proches, appelées respectivement LMP7, LMP2 et

MECLI. La production d'IFNy induit également l'expression d'une sous-unité constitutive de

l'une des unités régulatrices du protéasom, PA700 (19 S). Le complexe 19S joue un rôle

prépondérant dans la dégradation des protéines ubiquitinylées. En se liant aux deux extrémités

du protéasome 20S pour former le protéasome 26S, il active celui-ci et il apporte des sous­

unités qui permettent la reconnaissance des chaînes d'ubiquitine, la dénaturation du substrat et

le recyclage de l'ubiquitine. Ces deux modifications donnent naissance à un

immunoprotéasome qui reconnaît sélectivement les molécules du soi et du soi modifié, et qui a

des spécificités catalytiques différentes de celles du protéasome ordinaire.

L'immunoprotéasome produit des peptides antigéniques d'environ 15 acides aminés qui se lient

particulièrement bien avec le complexe CMH classe l et seront donc présentés en priorité à la

surface des cellules infectées ou tumorales (Coux, 2000).

Les peptides ainsi produits dans le cytosol sont ensuite acheminés dans le réticulum

endoplasmique par les pompes à peptides associées au CMH que sont les TAP (Transporters of

antigen-processing). Les pompes TAP sélectionnent des peptides de 8 à 10 acides aminés. Elles

transportent préférentiellement des peptides se terminant par un résidu hydrophobe (leucine,

isoleucine) et par un résidu basique, ces résidus sont appelés des résidus d'ancrage (Lemonnier,

2001 ; Goldsby, 2000).

L'association des peptides aux molécules d'histocompatibilité de classe l est réalisée

dans le réticulum endoplasmique. En effet, dans le réticulum, la chaîne lourde des molécules de

classe l interagit avec d'autres molécules: p88 ou calnexine, calréticuline, tapasine. La

calréticuline s'associe aux chaînes lourdes isolées. Après fixation de la b2-microglobuline, le

complexe chaîne lourde b2-microglobuline, dépourvu de peptide, est pris en charge par la

calréticuline, puis, après interaction avec la tapasine, ce complexe interagit avec la face

luminale des pompes TAP, jusqu'à fixation d'un peptide. Cette interaction cesse après la

fixation peptidique (Figure 13 ). L'association peptide-CMH est très stable dans les conditions

physiologiques (Lemonnier, 2001 ; Goldsby, 2000).

Figure 13 Modèle d'association de peptides aux molécules du CMH 1 dans le

réticulum endoplasmique.
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3.2.1.2. Apprêtement et présentation de l'antigène par les

molécules de CMH classe II

Il existe dix loci de classe II chez l'homme, dont les trois principaux sont HLA-DR,

HLA-DP et HLA-DQ. Les molécules de CMH classe II sont des glycoprotéines

hétérodimériques constituées d'une chaîne ex et d'une chaîne ~ (Figure 14) (Goldsby, 2000).

Figure 14 Localisation chromosomique des loci des molécules de classe II du CMH

Chl'olhuslillh' hUrtlilin ()

Lemonnier, 2001

Dans le cas d'un antigène exogène, celui-ci est produit hors de la cellule hôte et pénètre

dans la cellule présentatrice d'antigène par endocytose ou phagocytose. Les cellules

présentatrices d'antigène sont les macrophages, les cellules dendritiques et les lymhpocytes B

(Goldsby, 2000). L'antigène ingéré est inclus dans un endosome puis dégradé en petits

fragments dans un phagolysosome. Les protéines exogènes à dégrader intègrent successivement

les différents compartiments de la voie endocytique où elles sont dégradées par diverses

enzymes protéolytiques. L'efficacité et la qualité de l'apprêtement de l'antigène dépendent de la

complexité de la protéine à dégrader, de ses sites de clivage pour les protéases et de la nécessité

éventuelle de dénaturer la protéine avant sa protéolyse. L'activité optimale des protéases

requiert un pH acide entre 3 et 6, par conséquent leur efficacité sera modulée en fonction du

compaltiment endocytique où elles agissent. Ainsi, des antigènes encapsulés dans des

liposomes se dissociant au pH des lysosomes sont apprêtés plus efficacement que des antigènes

transportés dans des liposomes libérant l'antigène au niveau des endosomes plus précoces. De

nombreuses familles de protéases sont présentes dans les compartiments endocytiques, dont les

cathepsines. Ces protéases sont colocalisées avec les molécules de classe II dans ces vésicules.
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Chaque protéase est caractérisée par des sites préférentiels de clivage et l'action simultanée de

plusieurs protéases a été mise en évidence pour certains antigènes (Lemonnier, 2001).

Les molécules de classe II sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique, où trois

dimères a~ s'associent avec un trimère de chaîne invariante CD74. Les nonamères ainsi formés

sont exportés vers les endosomes via l'appareil de Golgi. La chaîne invariante est constituée

d'une protéine chaperonne qui a plusieurs fonctions: elle contribue à l'assemblage des chaînes

a et ~ des molécules de classe II nouvellement synthétisées et assure leur stabilisation dans le

réticulum avec une conformation permettant leur transport par la voie endocytique et elle

empêche la fixation de peptides endogènes, présents dans le réticulum ou l'appareil de Golgi,

aux molécules de classe II. Des signaux localisés dans la région cytoplasmique de la chaîne

invariante sont responsables du transport des molécules de classe II du réticulum

endoplasmique à la voie endocytique (Lemonnier, 2001).

Au niveau des endosomes, la chaîne invariante est progressivement dégradée par des

protéases auxquelles les molécules de classe II sont résistantes. Quelques fragments peptidiques

restent temporairement associés aux dimères a~ de molécules de classe II, en particulier

différents peptides appelés peptides CLIP (Class II Like Invariant chain Peptides) sont associés

au dimère a~ et permettent d'empêcher la fixation de peptides endogènes. Ensuite, les protéines

DM catalysent la dissociation de peptides déjà présents sur les molécules de classe II, dont

CLIP, permettant l'échange de CLIP contre des peptides antigéniques (Lemonnier, 2001).

Dans l'endosome, les fragments antigéniques formés se lient au sillon présentoire des

molécules de CMH classe II. Le sillon présentoire des molécules de classe II est constitué par

les chaînes al et ~1 qui forme un plateau constitué de 8 brins ~ antiparallèles et d'hélices a

antiparallèles. Le sillon présentoire des molécules de classe II accepte des peptides de 13 à 18

acides aminés. Les complexes CMH-peptides sont ensuite exportés vers la membrane cellulaire

(Goldsby, 2000) (Figure 15 ).

Lorsque les différentes combinaisons peptidiques présentées par les molécules de classe

1 et de classe II du CMH sont analysées, il est observé que la diversité des peptides présentés est

inférieure à celle prédite par les calculs théoriques. En effet, certaines combinaisons peptidiques

sont présentées de façon plus fréquente, ce biais de présentation est appelé l'immunodominance.

Elle résulte du fait que la conformation du sillon présentoire des molécules de classe 1 accepte

74



préférentiellement des peptides de 9 acides aminés ayant un résidu carboxy-terminal

hydrophobe et un résidu amino-terminal basique. Seuls ces peptides formeront des liaisons

totalement stabilisées avec le sillon présentoire des molécules de classe 1. Le sillon présentoire

des molécules de classe II est quand à lui « ouvert », permettant à des peptides de 13 à 18

acides aminés de dépasser de chaque coté. Les capacités de liaison des peptides aux molécules

de classe II du CMH sont déterminées par les 13 acides aminés centraux, ayant souvent des

motifs conservés, du peptide et par la distance constante entre le peptide et le fond de la cavité

de liaison (Goldsby, 2000).

Figure 15 Dégradation, transport et fixation aux molécules de classe II, de l'antigène
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3.2.2. Reconnaissance de l'antigène sur les molécules de CMH

Les lymphocytes T CD8+ et CD4+ reconnaissent l'antigène sur les molécules de classe I

et classe II respectivement avec une cinétique rapide mais une affinité faible (Konig, 2002).

3.2.2.1. Reconnaissance de l'antigène sur les molécules de CMH

classe 1 par les lymphocytes T CD8+

Les lymphocytes T cytotoxiques reconnaissent des peptides issus d'antigènes endogènes

présentés par les molécules de classe I du CMH (Zamoyska, 1998). La molécule CD8 est un

hétérodimère a~ dans la majorité des cas ou un homodimère aa, dont les chaînes sont reliées

par un pont disulfure. Chaque chaîne contient un domaine de la superfamille des

immunoglobulines (Goldsby, 2000).

La molécule CD8 et les molécules du TCR interagissent simultanément avec le

complexe CMH de classe I, respectivement au niveau d'une région constante du domaine a3 et

au niveau du sillon présentoire constitué par les domaines al et a2. La molécule CD8 entre

également en contact avec la tyrosine kinase lck par sa queue cytoplasmique (Zamoyska, 1998)

(Figure 16 ). L'affinité de CD8 pour les molécules de CMH de classe I varie en fonction de la

structure de la molécule de CMH (Konig, 2002).

Dans la majorité des cas la prolifération des cellules T CD8+ suite à la reconnaissance

de l'antigène nécessite l'apport conséquent d'IL-2 produit par les cellules T CD4+ en

prolifération (Goldsby, 2000). Cette production d'IL-2 peut e faire après contact d'une cellule

présentatrice d'antigène avec à la fois une cellule T CD4+ et une cellule T C08+ mais ce

mécanisme semble peu probable. Un mécanisme plus plausible d'aide des cellules CD4+ à

l'activation des cellules CD8+ serait l'activation en premier lieu d'une cellule T CD4+ puis

l"activation d'une cellule T CD8--l- par la même cellule présentatrice d'antigène (Xiang, 2005).
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Figure 16 Reconnaissance de l'antigène par les lymphocytes T CD8+ sur les

molécules de CMH classe I.

Cellule «présentatrice» :
cellule infectée ou tumorale

Molécule de Classe [ -;­
peptide antigénique

Lymphocyte T CD8+

Les lymphocytes T exprimant le co-récepteur CD8 à leur surface ont une activité

cytotoxique vis à vis de cellules néoplasiques ou des cellules de l'hôte infectées par des virus

(Zitvogel, 1999).

3.2.2.2. Reconnaissance de l'antigène sur les molécules de CMH

classe II par les lymphocytes T CD4+

Les lymphocytes T helper reconnaissent des peptides ISSUS d'antigènes exogènes

présentés par des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe II

(Zamoyska, 1998).

La protéine CD4 est une glycoprotéine monomérique contenant quatre domaines de la

superfamille des immunoglobulines (Janeway, 2001). Son domaine cytoplasmique interagit

également avec la tyrosine kinase lck participant ainsi à la transduction du signal (Foti, 2001).
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Le TCR reconnaît le peptide antigénique dans le sillon présentoire localisé entre les

domaines terminaux (cd et ~1) des deux chaînes de la molécule de CMH de classe II alors que

CD4 reconnaît spécifiquement une région constante du domaine ~2 (Kuby, 2000) (Figure 17 ).

De plus, les cellules T CD4+ ayant été activées par la reconnaissance de l'antigène sur les

molécules de CMH classe II portées par une cellules présentatrice d'antigène seraient capables

d'activer par la suite d'autres cellules T CD4+ par des contacts cellule T-cellule T (Xiang,

2005).

Figure 17 : Reconnaissance de l'antigène par les lymphocytes T CD4+ sur les

molécules de CMH classe II.

Cellule présentatrice d'antigène

Molécule de Classe Il + [
peptide antigénique

CD3-TCR

Lymphocyte T-CD4+

CD4

3.2.3. Génération des cellules T effectrices et des cellules T

memOires

Lorsqu'une cellule T naïve reconnaît un complexe CMH-peptide, à la surface d'une

cellule présentatrice d'antigène ou d'une cellule cible en présence des molécules de co-
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stimulation B7 et CD28, diverses cytokines sont produites, dont l'interleukine 2 (IL-2)

conduisant à l'activation et à la prolifération du lymphocyte T. La prolifération débute environ

48h après l'activation du lymphocyte T et les cellules T engagées dans cette voie se divisent 2 à

3 fois par jour pendant 4 à 5 jours. Le processus de prolifération des cellules T est clonaI, c'est­

à-dire que les cellules générées sont identiques à la cellule mère. Toutes les cellules T d'un

même clone portent donc exactement le même TCR. Les cycles de prolifération conduisent à la

formation d'un large clone de cellules T progénitrices qui se différencient en deux populations:

les cellules T effectrices et les cellules T mémoires (Goldsby, 2000).

Les cellules T effectrices sont celles qui vont exercer les diverses fonctions spécialisées

des lymphocytes T (cytotoxicité, production de cytokines, aide aux cellules B... ). Les cellules

effectrices sont dérivées de cellules naïves rencontrant leur antigène ou de cellules mémoires

après réactivation par l'antigène. La durée de vie des cellules effectrices est courte, allant de

quelques jours à quelques semaines. Les populations de cellules effectrices et naïves expriment

des molécules membranaires différentes ce qui contribue aux différents profils de recirculation

de ces cellules (Goldsby, 2000). Les lymphocytes T auxiliaires ou helper exprimant le

marqueur de surface CD4 forment deux sous populations de cellules T caractérisées par des

profils de production cytokinique différents. Les cellules Thl sécrètent de l'IL-2, de l'IFNy et

du TGF~ induisant les réponses immunes à médiation cellulaires telles que l'hypersensibilité

retardée et l'acivation des cellules T cytotoxques. Les cellules Th2 sécrètent quant à elles de

l'IL-4, de l'IL-S, de l'IL-6 et de l'IL-lO permettant à ces cellules T d'interagir avec les

lymphocytes B entraînant leur prolifération et leur différenciation en plasmocytes producteurs

d'anticorps (Kuby, 2000).

Les cellules T mémoires sont caractérisées par une durée de vie longue, elles

permettent une réponse immune beaucoup plus rapide et forte en cas de deuxième rencontre

du même antigène. Cette réponse initiée par les lymphocytes T mémoires qui sont activés par

la rencontre de l'antigène et prolifèrent est appelée réponse immune secondaire. Les cellules

mémoires fournissent une protection immune immédiate dans tous les tissus, y compris les

tissus non-lymphoïdes. Les cellules T mémoires persistent longtemps après la diminution et la

disparition des cellules T effectrices. Comme les cellules T naïves, les cellules T mémoires

sont généralement des cellules au repos en phase GO du cycle cellulaire mais le degré

d'activation nécessaire pour l'engagement de la réponse immune est très inférieur pour les

cellules mémoires. Par exemple, les cellules T CD4+ naïves ne sont activées que par les
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cellules dendritiques alors que les cellules T CD4+ mémoires peuvent également être activées

par des macrophages ou des cellules B. Ceci pourrait être dû aux taux élevés de molécules

d'adhésion exprimés à la surface des cellules mémoires. Les cellules mémoires présentent des

différences dans leurs profils de recirculation qui les distinguent des cellules T naïves et des

cellules T effectrices (Goldsby, 2000 ; Cheroutre, 2005).

Les cellules T naïves expriment à leur surface cellulaire l'isotype CD45RA alors que

les cellules T mémoire expriment l'isotype CD45RO. L'expression de la molécule CD27

permet de plus de distinguer les population de cellules T effectrices des populations de

cellules T quiescentes. On distingue ainsi les cellules naïves quiescentes (CD45RA+, CD27-),

des cellules T naïves effectrices (CD45RA+, CD27+), des cellules mémoires quiescentes

(CD45RO+, CD27-) et des cellules mémoires effectrices (CD45RO+, CD27+) (Béné, 1998 ;

Morimoto, 1993).

3.3. Production de cytokines

Les lymphocytes TCD4+ sont activés lorsqu'ils reconnaissent l'antigène sur les

molécules de classe II du CMH. Lors de cette reconnaissance, la cellule présentatrice produit,

entre autres cytokines, de l'IL-1 qui apporte un signal de co-activation des cellules T et promeut

leur maturation et leur expansion clonale (Kuby, 2000). Ces cellules T activées sécrètent

différentes sortes de cytokines qui jouent un rôle central dans l'activation des cellules B, des

cellules T ainsi que d'autres cellules participant à la réaction immune. Les cytokines produites

agissent de façon autocrine et paracrine. Des modifications dans le profil des cytokines

produites par les cellules Th (T helper) peuvent changer le type de réponse immunitaire qui se

développe parmi les autres leucocytes. La réponse Th1 produit un profil cytokinique pro­

inflammatoire et active principalement de nombreuses fonctions à médiation cellulaire comme

l'hypersensibilité retardée et l'activation des cellules T et des macrophages, ainsi que de la

production d'IgG promotrices d'opsonisation. Cette sous-population est également responsable

du déclenchement et de l'entretien de la réponse inflammatoire pouvant être excessive et mener

à des lésions tissulaires (Goldsby, 2000). La réponse Th2 stimule l'activation et la

différenciation des éosinophiles, elle fournit une aide aux cellules B et est à l'origine de la

production d'IgM, d'IgE et d'isotypes d'IgG qui n'activent pas la voie du complément. La

sous-population Th2 intervient dans les réactions allergiques (Goldsby, 2000).
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Dans le cas d'un antigène endogène, la cellule présentatrice d'antigène libère de l'IL-12

qui permet la production des cytokines de type Thl par les lymphocytes T helper (Thl). Les

Thl produisent principalement de l'IL-2, de l'interféron-y (IFNy), de l'IL-12 et du tumor

necrosis factor-~ (TNF~). Dans le cas d'un antigène exogène, la cellule présentatrice oriente les

lymphocytes T helper vers une production cytokinique de type 2 (Th2). Les Th2 produisent des

cytokines telles que l'IL-4, l'IL-5, l'IL-6 et l'IL-l 0 (Merlot, 2004 ; Goldsby, 2000).

L'IFNy favorise l'activation des lymphocytes T CD8+ capables de lyser les cellules du

soi infectées, favorise l'activation des macrophages et augmente l'expression des molécules de

classe l et de classe II du CMH sur de nombreux types cellulaires (Goldsby, 2000). L'IFNy

active les neutrophiles et les cellules NK qui sont capables de cytotoxicité envers les cellules

modifiées telles les cellules infectées par des virus ou des bactéries et les cellules tumorales

(O'Connor, 2005). La production d'IFNy induit également la commutation de classe de

certaines IgG. Le TNF~ a des effets cytotoxiques sur les cellules tumorales et promeut la

phagocytose. Le TNF~ et l'IFNy sont les principaux responsables de l'inflammation et en

particulier de l'hypersensibilité retardée. La combinaison de l'IL-2 et de l'IFNy déclenche la

différenciation terminale des cellules T cytotoxiques. L'IFNy inhibe l'expansion de la sous­

population cellulaire Th2. Le profil de production cytokinique des cellules Thl rend cette sous­

population particulièrement bien adaptée à la réponse aux infections virales et aux pathogènes

intracellulaires (Goldsby, 2000 ; Kuby, 2000) (Figure 18 ).

La production d'IL-4 a un effet autocrine sur les lymphocytes Th2 en favorisant leur

prolifération. La sécrétion de l'IL-4 et de l'IL-5 par les cellules Th2 induit la production d'IgE.

L'IL-4 favorise le switch des immunoglobulines en IgG et des IgM en IgE. Les IgE activent la

réponse des mastocytes, basophiles et éosinophiles contre les infections par helminthes mais

sont également responsables des phénomènes allergiques. En effet, les IgE se fixent avec une

forte affinité aux récepteurs du Fc des mastocytes et des basophiles. Une exposition ultérieure

au même allergène conduit à des liaisons croisées entre les IgE fixées à la surface des

mastocytes et des basophiles, ce qui provoque la dégranulation de ces cellules. Les principaux

effets sont la vasodilatation et la contraction des muscles lisses. L'interleukine 4 a également la

particularité d'augmenter l'expression des molécules de classe II du CMH sur les cellules B et

les macrophages. L'interleukine 5 stimule également le switch des immunoglobulines en IgA.

La sécrétion d'IL-6 promeut la différenciation terminale des cellules B en plasmocytes
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producteurs d'anticorps, stimule la sécrétion d'anticorps et induit la synthèse de protéines de la

phase aiguë. L'IL-4 et l'IL-lO s'opposent à l'expansion des populations de cellules Thl

(Goldsdby, 2000 ; Kuby, 2000) (Figure 18 ).

Le TGF13 sécrété par les cellules T a un effet anti-inflammatoire global en inhibant la

prolifération de diverses cellules hématopoïétiques et épithéliales. Il favorise aussi le switch des

immunoglobulines en IgA et sa production est associée au profil Th3. L'IL-15 produite par les

lymphocytes T a une action autocrine en favorisant leur prolifération. L'IL-13 produite par les

cellules Thl et Th2 a quant à elle un effet inhibiteur sur l'activation et la production

cytokinique des macrophages et elle constitue un régulateur important de la réponse

inflammatoire (Kuby, 2000).

Les lymphocytes T CD8+, lorsqu'ils sont activés, produisent également des cytokines

cependant leur diversité est plus limitée que pour celles générées par les lymphocytes T CD4+

(Goldsby, 2000). L'IL-12 produite par les cellules Thl agit de concert avec l'IL-2 pour

promouvoir la différenciation terminale des lymphocytes T CD8+ en cellules T cytotoxiques.

Les cellules T cytotoxiques produisent cependant de l'IL-16 qui a divers effets sur les cellules T

CD4+. En effet, l'IL-16 induit l'expression de molécules de classe II du CMH et la production

de cytokines par les cellules T CD4+ mais inhibe aussi la prolifération des cellules T CD4+

induite par la rencontre de l'antigène (Kuby, 2000).
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Figure 18 Schématisation de l'orientation de la réponse immune primaire vers une

réponse de type Th! ou Th2.
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4. Immunologie du cancer bronchique non-à

petites cellules (CBNPC)

4.1. La stroma réaction

Au delà d'une certaine taille (1-2mm3
), les foyers tumoraux nécessitent une adaptation

de leur micro-environnement cellulaire et extra-cellulaire afin d'assurer leur oxygénation et leur

soutien (Ohtani, 1999; Fong, 2002). De plus, la présence d'un foyer tumoral suscite souvent

une réaction de l'hôte. Ces modifications des structures préexistantes induites par les cellules

tumorales aboutissent à la formation d'un tissu conjonctif et inflammatoire, associé aux cellules

tumorales, appelé la stroma réaction.

Le stroma est un tissu conjonctif néo-formé, non tumoral, assurant le soutien et la

nutrition des cellules tumorales. Il représente une modification du tissu conjonctif de soutien

normal de l'organe, qui s'adapte à la croissance de la tumeur et à la destruction du tissu normal.

Il est en remaniement constant puisqu'il doit suivre la croissance de la tumeur. Si celle-ci est

rapide, la nutrition est insuffisante et le tissu cancéreux se nécrose.

La stroma réaction est constituée de cellules de soutien, de néo-vaisseaux et de cellules

inflammatoires (Ohtani, 1999).

4.1.1. Angiogénèse

La néo-angiogénèse est nécessaire à la croissance tumorale afin d'assurer l'oxygénation

et la nutrition des cellules tumorales. En effet, les cellules tumorales ont besoin à la fois d'un

apport de nutriments et d'une évacuation des déchets. Tant que l'épaisseur de la tumeur est

inférieure à quelques millimètres, la simple diffusion suffit généralement pour permettre ces

échanges. Au-delà, pour survivre, les cellules cancéreuses doivent acquérir un pouvoir

d'angiogénèse, afin d'élaborer tout un système sanguin nourricier (Ohtani, 1999; Baclesse,

2006).
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Les vaisseaux tumoraux sont composés de Vaisseaux nOUrrICIerS et de Vaisseaux

inflammatoires exprimant des molécules d'adhésion cellulaire facilitant la migration de cellules

immunocompétentes dans le tissu. Ce sont des veinules à haut endothélium (HEV). Les

mécanismes, complexes, de la prolifération des cellules endothéliales sont différents des

mécanismes de prolifération des cellules tumorales (Ohtani, 1999).

Les cellules tumorales stimulent la prolifération des cellules endothéliales des capillaires

voisins, qui forment des boucles vasculaires en direction de la tumeur, afin de l'irriguer et de

permettre son développement. La production des facteurs angiogènes constitue soit une réaction

normale à l'hypoxie (diminution du taux de l'oxygène du sang circulant) des cellules

cancéreuses ou des cellules normales avoisinantes, soit le fait de mutations génétiques

particulières (Ohtani, 1999; Baclesse, 2006).

La néovascularisation, grâce aux apports en oxygène et en nutriments, permet à la

tumeur de se multiplier puis, dans un second temps elle peut permettre aux cellules tumorales

d'envahir la paroi des capillaires et de diffuser dans la circulation générale dans un processus

métastatique (Ohtani, 1999 ; Cours Baclesse angiogenèse, 2006).

4.1.1.1.

4.1.1.1.1.

Facteurs de croissance

Facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF)

Le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire ou VEGF est sécrété par la tumeur

lorsqu'elle est en état d'hypoxie (Fong, 2002). Il a une activité mitogène spécifique pour les

cellules endothéliales in vitro et un fort pouvoir angiogénique in vivo. L'expression du VEGF

et de son récepteur est corrélée avec le développement embryologique, le développement

cyclique de l'endomètre, du placenta, des hémangiomes ou des tumeurs. Les cellules

endothéliales sont les seules à posséder un récepteur spécifique pour ce facteur.

Il existe au moins deux types de récepteurs spécifiques pour le VEGF, à activité tyrosine

kinase: le récepteur KDR (kinase domain containing receptor) et FLT1 (fms-like tyrosine

kinase). L'interaction entre le VEGF et ses récepteurs nécessite la présence de protéoglycanes,

notamment l'héparine (Baclesse, 2006).
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Le VEGF stimule la prolifération des cellules endothéliales, la production d'enzymes

protéolityques extracellulaires et la formation de structures multicellulaires pourvues de lumière

afin de former des capillaires sanguins. Le VEGF joue un rôle décisif dans les premières phases

de l'angiogenèse, cependant il n'est pas suffisant à lui seul pour induire l'angiogenèse.

Le TGFB est un inhibiteur puissant de la mitose et de la migration des cellules

endothéliales, il stimule la synthèse de cytokines et de composés de la MEC. Le TGFB participe

donc à la seconde partie de l' angiogenèse. En effet, la migration et la prolifération de

l'endothélium sont stimulées dans un premier temps par le VEGF et le TGFB permet dans un

second temps de produire la membrane basale des vaisseaux nouvellement formés (Pepper,

2000).

4.1.1.1.2. Facteur de croissance fibroblastique basique CbFGF)

Le facteur de croissance fibroblastique basique (b-FGF) exerce un puissant effet

mitogène et chimiotactique pour les cellules endothéliales et fibroblastiques ainsi que pour les

cellules musculaires lisses des vaisseaux. Il se lie facilement avec les protéoglycanes de la

membrane cellulaire, notamment le sulfate d'héparine. La production d'une grande quantité de

b-FGF dans les tumeurs est favorisée par la présence d'héparinases et de collagénases

tumorales, qui libèrent le b-FGF lié aux protéoglycanes péri-cellulaires. Il existe un effet

synergique du bFGF et du VEGF (Bac1esse, 2006).

L'héparine stabilise et protège les facteurs FGF de l'inactivation, et fonctionne comme

un récepteur de faible affinité qui séquestre le facteur bFGF et facilite son interaction avec les

récepteurs cellulaires de haute affinité. Du fait de leur séquestration, en grande abondance, dans

l'espace péri-cellulaire, par l'héparine et d'autres protéoglycanes, les facteurs FGF et VEGF

sont le plus souvent inactifs. Ils sont relargués puis activés, grâce à des héparinases, après un

traumatisme local minime, une irradiation, une inflammation, un choc thermique ou une

nécrose tumorale (Baclesse, 2006).
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4.1.1.1.3. Facteur de croissance hépatocytaire (HGF)

Le facteur de croissance hépatocytaire (HGF) est une tyrosine kinase membranaire qui

stimule la croissance, la mobilité et la différenciation des cellules épithéliales. Le niveau

d'expression constitutif du HGF est bas, et augmente en réponse à des dommages pulmonaires.

Le HGF est surexprimé chez les patients présentant un CBNPC et est associé à un mauvais

pronostic (Fong, 2002).

4.1.2. Protéines de la matrice extra-cellulaire (MEC)

La prolifération des cellules de soutien aboutit à un processus de fibrose, induite par une

activation des fibroblastes, qui produisent des protéines de la matrice, mais aussi des enzymes

de dégradation de cette dernière (Ohtani, 1999). Ainsi les cellules tumorales induisent la

formation d'une nouvelle matrice en activant les cellules stromales (Ohtani, 1998).

Le TGF~l stimule l'expression de nombreuses protéines de la MEC dont la laminine,

l'élastine, la thrombospondine et les divers types de collagène. Le TGF~l inhibe également la

production de protéines de dégradation de la matrice. De plus, le TGF~ 1 stimule l'adhésivité

des cellules en modulant l'expression des intégrines. Le TGF~l joue donc un rôle central dans

le processus de fibrose (Vignaud, 1998).

Deux facteurs sont essentiels dans l'angiogenèse :

../ les interactions cellules-matrice via les molécules d'adhésion et en particulier les

intégrines

../ la protéolyse de la MEC réalisée par les métalloprotéinases de la matrice (MMP) et les

activateurs de plasminogène (PA). Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires

capables de se lier aux molécules composant la matrice par leur domaine extracellulaire et au

cytosquelette par leur domaine cytoplasmique. Les intégrines peuvent également activer des

voies de signalisation intracellulaires (Pepper, 2000).
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4.1.2.1. Fibroblastes

Les fibroblastes associés aux tumeurs synthétisent du collagène, des fibres élastiques

ainsi que d'autres composés de la MEC. Ces fibroblastes sont distincts de ceux présents dans

les tissus sains. Leur durée de vie est plus longue et ils expriment des antigènes de surface

fœtaux. Ils synthétisent également des isoformes tumeur-spécifiques de composés de la matrice

extra-cellulaire (EDB fibronectine) ainsi que des protéases (stromelysine-3, gélatinase) et des

facteurs de croissance tels que l'IL-6. Les fibroblastes associés aux tumeurs expriment de façon

systématique le récepteur du PDGF. De plus, les macrophages associés aux tumeurs

bronchiques produisent de grandes quantités de PDGF qui stimule la croissance des

fibroblastes. Le TGFB ainsi que d'autres facteurs de croissance stimulent les sécrétions

fibroblastiques et la synthèse de collagène et de fibronectine (Vignaud, 1998).

4.1.2.2. MétaUoprotéinases (MMPs)

Les MMPs constituent une famille d'endoprotéases zinc-dépendantes comprenant des

collagénases, des gélatinases, des stromelysines, des Membrane Type MMPs, des matrilysines

et une élastase des macrophages. Les MMPs jouent un rôle central dans l'invasion tumorale par

dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire (Massin, 2004).

La plupart des MMPs sont sécrétées sous forme de pro enzymes latentes (pro-MMPs)

qUI sont activées dans le milieu extracellulaire par clivage protéolytique. L'activateur

d'urokinase-plasminogène (u-PA) ainsi que les plasmines activent les MMP de la matrice. Les

MMPs sont régulées par des inhibiteurs endogènes et des inhibiteurs de métalloprotéinases. Le

turnover de la MEC est régulé par la balance entre les taux d'activateurs et d'inhibiteurs des

MMPs. Les MMPs jouent un rôle important dans la progression tumorale et les processus

métastatiques dans les cancers du poumon (Gouyer, 2005).

La thrombine induit une augmentation importante de l'expression de MMP-I (ou

collagénase interstitielle) et de MMP-3 (ou stromélysine-1) dans les cellules endothéliales. Le

facteur plaquettaire 4 (FP4), qui est sécrété par les plaquettes lorsqu'elles s'agrègent sous l'effet

de la thrombine, inhibe l'activation des MMPs par la thrombine (Gouyer, 2005).

Les fibroblastes péritumoraux constituent la source majeure de production de MMPs

(Vignaud, 1998).
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4.1.3. Composante inflammatoire

La composante inflammatoire de la stroma réaction est composée principalement de

lymphocytes, de macrophages et de cellules NK. Dans le CBNPC les deux tiers des cellules

inflammatoires de la stroma réaction sont des lymphocytes avec 80 % de lymphocytes T dont

un tiers sont cytotoxiques (Vignaud, 1998).

4.1.3.1. Cellules NK

Les cellules NK détruisent de nombreuses lignées cellulaires exprimant peu de CMH l,

comme les cellules tumorales. Ces cellules interviennent rapidement, sans nécessiter de contact

préalable avec l'antigène.

Les cellules NK possèdent deux types de récepteurs, des récepteurs inhibiteurs de la lyse

et des récepteurs activateurs de la lyse. Les cellules NK lysent les cellules tumorales qui

n'expriment pas le CMH de classe I alors que les mêmes lignées qui l'expriment ne le sont pas.

Les récepteurs impliqués dans l'inhibition de la lyse sont des récepteurs KIR-L (Killer Cell

Immunoglobulin-like Receptor), CD94/NKG2 et ILT (CD85) (immunoglobulin-like transcript)

reconnaissant différentes molécules du CMH de classe 1. La reconnaissance par ces récepteurs

de molécules du CMH de classe I sur une cible cellulaire permet d'inhiber la cytotoxicité NK.

Les mécanismes moléculaires impliqués passent par le recrutement de tyrosines phosphatases

par des motifs ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif), présents dans la

portion intracytoplasmique de ces récepteurs. L'engagement de ces récepteurs bloque la

transduction du signal activateur.

Cependant, certaines cibles cellulaires (notamment les érythrocytes) n'expriment pas de

molécules du CMH de classe I et ne sont pas pour autant lysées par les cellules NK. Cela

suggère que l'action lytique des cellules NK nécessite à la fois la levée d'inhibition et un signal

activateur. Plusieurs familles de récepteurs activateurs ont été identifiées: les NCR (Natural

Cytotoxicity Receptors : NKp44, NKp46, NKp30 et NKG2D), les récepteurs de la famille des

KIR-S (récepteurs ayant une très forte homologie dans leur portion extracellulaire avec les

récepteurs KIR-L inhibiteurs mais dépourvus de motif d'inhibition ITIM) et le récepteur

NKG2C. Les KIR-S et l'hétérodimère CD94/NKG2C reconnaissent des molécules de CMH
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classe l alors que le récepteur NKG2D reconnaît des molécules induites par le stress cellulaire

(infection virale ou transformation tumorale) : MICAIB (molécules de classe 1 non-classiques).

Le contrôle de l'activation des cellules NK est donc lié à la balance entre des signaux

activateurs et inhibiteurs. On distingue schématiquement plusieurs situations (Figure 19 ) :

../ Une cellule normale exprime à sa surface une molécule de CMH classe l reconnue par

un récepteur inhibiteur NK, inhibant ainsi la cytotoxicité naturelle de la cellule NK (Figure 19

A).

../ La cible, exprimant des ligands pour les NCR, n'exprime pas de molécule du CMH de

classe 1. Il n'y a donc pas d'inhibition du signal activateur et la cellule est lysée (Figure 19 B).

../ La cible exprime de façon anormale des ligands reconnus par les NCR (cellule stressée)

mais n'a pas perdu l'expression du CMH de classe l, le signal inhibiteur bloque l'activation et

la cytotoxicité naturelle NK. Dans cette situation le signal inhibiteur peut être dépassé lorsque

la densité en ligands activateurs ou leur affinité pour les récepteurs activateurs est importante

(Figure 19 C).
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Figure 19 Régulation de l'activation de la cytotoxicité NK.
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c

Schleinitz, 2005
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4.1.3.2. Macrophages

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM), présents dans la stroma réaction

tumorale, présentent des fonctions contradictoires. En effet, ils ont la capacité d'affecter la

production de protéines de la matrice et participent au remodelage de la matrice extra-cellulaire.

Ils favorisent également l'angiogenèse. Cependant, l'activation des macrophages est nécessaire

à la cytotoxicité cellulaire. Les TAM ne se multiplient pas, ils sont recrutés au site tumoral. Les

principales chimiokines entrant en jeu sont MCP-1, 2 et 3, MIP et GROa. Plusieurs cytokines

anti-inflammatoires comme le TGF~ et l'IL-10 contrebalancent les effets de ces chimiokines

(Vignaud, 1998).

De nombreuses molécules produites par les cellules tumorales et stromales sont des

activateurs des TAM comme diverses protéines de la famille des TNF dont le TNFa qui induit

les cellules en apoptose et le TNF~ (Vignaud, 1998).

Les TAM activés sont capables de lyser les cellules tumorales via différents médiateurs

incluant des cytokines (IL-12, TNFa, IL-6) et des intermédiaires réactifs de l'oxygène et de

l'azote. La cytotoxicité nécessite un contact cellulaire. Les TAM produisent également de

grandes quantités de facteurs de croissance (EGF, GM-CSF, IL-l, 6, 12, PDGF, VEGF, TGF et

TNFa). En particulier, le PDGF (platelet-derived growth factor), facteur de croissance

chimiotactique pour les cellules mésenchymateuses (fibroblastes et cellules musculaires lisses),

joue un rôle qui semble important dans l'édification du stroma (Vignaud, 1998).

4.1.3.3. Polynucléaires

Les polynucléaires ou granulocytes représentent 60 à 70 % des leucocytes du sang mais

ils sont relativement peu abondants dans la stroma réaction. Les granulocytes sont des cellules

douées de phagocytose caractérisées par un noyau plurilobé ainsi que des granulations

spécifiques. Les polynucléaires sont constitués de trois classes cellulaires: les polynucléaires

neutrophiles, les polynucléaires éosinophiles et les polynucléaires basophiles. Les plus

nombreux sont les polynucléaires neutrophiles (60-70 %). Les autres polynucléaires sont

beaucoup plus rares dans le sang préiphérique: éosinophiles 2-5 % et basophiles <1 %
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(Revillard, 2001). Par contre, les éosinophiles sont abondants dans les tissus, notamment

muqueux, où ils cohabitent avec des mastocytes, cellules présentant beaucoup d'homologies

avec les basophiles.

Les polynucléaires sont capables d'adhérer aux cellules endothéliales et de traverser les

parms vasculaires par diapédèse. Lors de la diapédèse, les neutrophiles émettent des

pseudopodes et vont circuler dans les tissus conjonctifs pour intervenir là où il y a des foyers

infectieux ou tumoraux (Revillard, 2001).

4.2. Les lymph.ocytes T de la stroma réaction

Le poumon est un organe immunocompétent caractérisé par une grande

compartimentalisation des sites immunitaires. On distingue les systèmes immunitaires muqueux

des bronches, du poumon profond et des ganglions de drainage.

Le poumon humain possède parfois des formations lymphoépithéliales organisées qui

saillent dans la lumière bronchique, présentant des caractéristiques communes avec les plaques

de Peyeret constituant le tissu lymphoïde associé aux bronches (BALT). Ces structures sont

surtout rencontrées chez les sujets polyinfectés ou ayant développé des manifestations

inflammatoires importantes (Berman, 1990). Des lymphocytes intraépithéliaux sont présents

entre les cellules bronchiques, et la lamina propria comporte un tissu lymphoïde diffus avec

présence de plasmocytes à IgA et à IgM (Salvi, 1999).

Le poumon profond contient des agrégats de lymphocytes T et B situés à proximité des

bronchioles, veinules et artérioles. Il contient également des lymphocytes et des plasmocytes

épars. Les alvéoles pulmonaires sont riches en macrophages et contiennent une petite

population lymphocytaire (Bingisser, 2001). De plus de nombreux ganglions drainent le

poumon.

4.2.1. Les lymphocytes T de la stroma réaction des CBNPC

Les lymphocytes T infiltrant les cancers bronchiques constituent des populations

hétérogènes composées principalement de cellules T CD3+. Les TIL sont majoritairement

CD8+ avec un ratio CD4/CD8 bas. Par rapport aux lymphocytes du sang périphérique, les TIL
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montrent un expression supérieure de nombreux marqueurs d'activation dont CD45RO, HLA­

DR et CD25 indiquant que ces cellules sont activées, peut être en ayant reconnu un antigène

spécifique de la tumeur. Les lymphocytes T CD8+ sont capables de lyser directement des

cellules tumorales dans un contexte CMH de classe 1. Les cellules T CD4+ participent à ce

processus en sécrétant diverses cytokines qui régulent l'induction des cellules immunes. Les

tumeurs exprimant les molécules de classe II du CMH peuvent activer directement certaines

cellules T CD4+ tumeur-spécifiques (Vignaud, 1998).

L'infiltration lymphoïde des tissus cancéreux suggère une défense immunitaire locale

contre la tumeur, mais peu de travaux se sont intéressés à ces cellules dans le CBNPC. Il a été

démontré que les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) sont enrichis en cellules T capables de

reconnaître des antigènes associés aux tumeurs, exprimés à la surface des cellules cancéreuses

autologues (Echchakir, 1999). Ces cellules T spécifiques ont été utilisées afin d'identifier des

antigènes associés aux tumeurs codés par différentes familles de gènes, comme MAGE, BAGE

et GAGE (Van Den Eynde, 1997). L'existence in situ d'une réponse immune cellulaire anti­

tumorale a été suggérée par analyse en PCR. Cette étude a en effet montré une activation des

TIL et des destructions et dommages des cellules tumorales voisines (Echchakir, 1999). De

plus, le locus de la chaîne ~ du TCR des TIL activés montre des réarrangements dominants

parmi les patients atteints de CBNPC, suggérant qu'une population oligoclonale de cellules T

est présélectionnée in vivo au site tumoral (Me1ioli, 1994 ; Echchakir, 1999).

Les profils de réarrangements des gènes Œ, ~, Y et 8 peuvent être utilisés comme un

marqueur permettant la détection et l'identification de populations de cellules T polyclonales,

oligoclonales ou monoclonales (Flug, 1985).

Les TIL et les lymphocytes du sang périphérique d'un même patient ont très rarement

été analysés simultanément. Deux études de la littérature suggèrent que les TIL contiennent une

proportion significativement supérieure de lymphocytes T CD3+ et de lymphocytes T CD8+

que le sang périphérique. Les TIL contiendraient également une proportion de lymphocytes

mémoires activés supérieure aux lymphocytes du sang périphérique, ceci à la fois pour les TIL

CD4+ et les TIL CD8+ (Kuo, 1998 ; Viale, 1990). L'expression de CD20 (lymphocytes B), de

CD25 (récepteur à l'IL-2) et de DR (CMH classe II) serait augmentée dans les TIL alors que

l'expression de CD16 (cellules NK) serait diminuée (Yoshino, 1993 ; Woo, 2002). Les TIL du

CBNPC contiennent une proportion supérieure de lymphocytes T CD8+ qui s'accumulent et ont

une activité cytotoxique au site de la tumeur. Parmi les TIL CD4+, il existe beaucoup de
94



cellules T CD4+ CD25+ qui ont un haut niveau constitutif d'expression de CD152 (Cytotoxic T

Lymphocyte Antigen ou CTLA-4). Ces cellules pourraient inhiber la prolifération des cellules

Tautologues. Les cellules T CD4+ CD25+ observées dans le CBNPC inhiberaient de façon

sélective la réponse immunitaire de l'hôte ce qui pourrait contribuer à la progression du cancer

bronchique (Woo, 2002).

4.2.2. Production de cytokines

Les cytokines exprimées dans le micro-environnement tumoral semblent être des

médiateurs importants à la fois de la réponse de l'hôte et de la survie de la tumeur. La source de

ces cytokines inclut les cellules tumorales, les leucocytes infiltrants, les fibroblastes et d'autres

éléments de la stroma réaction.

Un travail de Ortegel et collaborateurs (2002) montre que les lymphocytes infiltrant les

tumeurs du CBNPC produisent de façon prédominante des cytokines de type Thl comme

l'interféron y (IFN-y) et l'IL-2, qui induisent une réponse immunitaire cellulaire. Un profil

d'expression cytokinique de type Th2 (IL-4, IL-S, IL-6 et IL-lO) est associé à une réponse

immune humorale. Lorsque ces cytokines sont ajoutées à une culture de TIL activés par l'IL-2,

l'IL-4 et l'IL-l 0 entraînent l'activation des TIL cytotoxiques contre la tumeur alors que le TGF

~ la supprime. Par conséquent, les cellules tumorales du CBNPC expriment des cytokines qui

ont la capacité de réguler la réponse antitumorale in situ. Cependant, les effets des cytokines

dérivées de tumeurs varient qualitativement et quantitativement ce qui suggère que la balance

cytokinique intratumorale pourrait influencer le pronostic de la réponse de la tumeur à une

éventuelle immunothérapie. La capacité des cytokines à influencer la réponse immune

antitumorale et la progression tumorale semble dépendre de facteurs tels que la concentration,

la chronologie, la localisation et la cellule cible de ces cytokines. L'impact des cytokines sur les

cellules tumorales dépendrait de la balance établie entre les cytokines produites par les cellules

saines et celles produites par les cellules tumorales. Les cellules du CBNPC produiraient des

cytokines qui influencent la prolifération des cellules tumorales et l'activation des TIL de façon

positive ou négative (Ortegel, 2002; Zitvogel, 1999).
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4.3. Echappement des cellules tumorales au système

immunitaire dans le CBNPC

Le développement d'une réponse immunitaire anti-tumorale in vivo, naturelle ou induite

à des fins thérapeutiques, repose sur le postulat qu'il existe des antigènes spécifiques des

tumeurs, capables d'être présentés de manière efficace aux effecteurs du système immunitaire

(Zitvogel, 1999). Ainsi, les cellules tumorales apparaîtraient fréquemment dans l'organisme,

mais elles seraient la plupart du temps éliminées par le système immunitaire. Le

développement clinique pathologique d'une tumeur serait alors dû, soit à l'échec du système

immunitaire, soit à une stratégie élaborée par les cellules cancéreuses pour échapper à leur

destruction par le système immunitaire (Goldsby, 2000).

La croissance et l'expansion des cellules tumorales s'accompagnent de l'apparition de

néo-antigènes exprimés à leur surface. Le système immunitaire peut alors répondre à la

présence de ces cellules cibles via une réponse spécifique cellulaire et/ou humorale qui peut

aboutir à une lyse cellulaire par apoptose (Trojan, 2002). Ces réponses sont médiées par des

lymphocytes T helper, des lymphocytes T cytotoxiques (CTL), des macrophages et des cellules

natural killer (NK) (Goldsby, 2000).

Les antigènes tumoraux sont de plusieurs types, il peut s'agir d'antigènes viraux, de

néo-antigènes produits par mutation génique ou par transcription illicite dans la cellule

tumorale, d'antigènes de type oncofoetal qui ne s'expriment plus dans le tissu sain

correspondant, d'antigènes spécifiques de tissu pour lesquels il pourrait exister une rupture de

tolérance ou de peptides non mutés issus de protéines ubiquitaires surexprimées dans des

cellules tumorales (Zitvogel, 1999).

La plupart des études ont montré que des TIL fraîchement isolés sont incapables de tuer

les cellules tumorales, apparaissent inertes du point de vue immunologique ou sont réprimés.

Ces TIL peuvent toutefois être stimulés in vitro afin de réexprimer une activité cytolytique

contre la tumeur ce qui suggère que des facteurs intratumoraux seraient responsables de

l'incompétence immunologique observée sur ces TIL. La présence de cytokines particulières,

de facteurs de croissance et de protéases donne la capacité d'atténuer la réponse Immune

antitumorale et influence la progression tumorale (Ortegel, 2002).
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De plus, des déficiences dans les mécanismes d'apprêtement et de transport des

antigènes tumoraux, ainsi que des diminutions d'expression de l'antigène ou de l'allèle

« présentateur» du CMH permettent aux cellules malignes de se camoufler en diminuant le

nombre de complexes CMH-peptides membranaires. Des signaux de co-stimulation insuffisants

peuvent de plus induire un état d'anergie des lymphocytes T spécifiques. Cette anergie peut

également être induite par des cytokines produites dans l'environnement de la tumeur. Enfin, un

mécanisme d'élimination active des lymphocytes par les cellules tumorales a été proposé via

l'expression de FasL à la surface des cellules tumorales (Zitvogel, 1999).

Selon le travail de thèse de F Massin F (2004), diverses cytokines et chimiokines sont

exprimées plus ou moins fréquemment dans les sumageants de lignées de cancers bronchiques.

Ce sont l'IL-8 et le facteur d'angiogénèse Ang dans tous les surnageants, ainsi que l'IL-6,

MCPl, GRO(a,~, ou y), ENA-78 et RANTES qui sont exprimées dans un nombre décroissant

de lignées. Ces molécules sont des facteurs angiogéniques importants qui permettent également

le recrutement de cellules inflammatoires qui peuvent favoriser la croissance tumorale en

produisant des cytokines angiogéniques, des facteurs de croissance et des protéases et peuvent

également contribuer à génération d'anomalies génétiques dans les cellules épithéliales suite à

la libération de radicaux libres.

4.3.1. Modulation d'expression du complexe CD3-TCR

La modulation d'expression du complexe CD3-TCR est très peu connue dans le cancer

bronchique. Dans divers types de cancers, dont les mélanomes, les cancers du sein et des

ovaires ainsi que les carcinomes oraux et rénaux, la diminution d'expression de la chaîne çde

CD3 ainsi que des tyrosine kinases associées (p56lck et P59fyn) a été mise en évidence au site

tumoral ainsi que dans le sang périphérique (Whiteside, 2006). La chaîne CD3Ç du TCR est

essentielle à l'activation des cellules T en permettant la transduction du signal de

reconnaissance de l'antigène. La diminution d'expression ou l'absence de la chaîne CD3Ç

aboutit à la transmission d'un signal de reconnaissance aberrant ou inefficace ce qui conduit à

une perte partielle ou totale des fonctions immunes des lymphocytes T. Ceci se traduit par la

réduction ou l'absence de flux calcique, une diminution de l'activité tyrosine kinase après

reconnaissance du peptide par le complexe TCR-CD3, un profil cytokinique altéré et une

augmentation de la sensibilité à l'apoptose de ces cellules T (Witheside, 2004).
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Une diminution d'expression de la chaîne ç du TCR a également été mise en évidence

dans les lymphocytes d'effusions pleurales malignes (Shikora, 2002) ainsi que dans les

mésothéliomes (dans ce cas l'ensemble des chaînes du TCR sont diminuées) (Jamicki, 1996).

4.3.2. Modulation d'expression des molécules du CMH

Les molécules de classe l du CMH sont réprimées dans les adénocarcinomes et les

carcinomes épidermoïdes ainsi que dans les cancers bronchiques à petites cellules (Whiteside,

2006). De ce fait, la formation effective de complexes peptide antigénique tumoral/molécules

de classe l du CMH est fortement inhibée, empêchant la reconnaissance des peptides tumoraux

par les cellules T CD8+. La diminution de la reconnaissance antigénique induit une diminution

d'expression de diverses cytokines d'activation et de prolifération des cellules immunes dont

l'IL-2, l'IL-4, l'IL-6 et l'INFy. De plus, les lymphocytes T infiltrant les tumeurs bronchiques

montrent de faibles taux de réplication. Ces trois observations suggèrent que les TIL des

cancers bronchiques sont déficients fonctionnellement dans leur capacité de médiation d'une

réponse cytotoxique anti-tumorale efficace (Vignaud, 1998). Le défaut d'expression des

molécules de classe l du CMH peut être du à des dérégulations ou des mutations des enzymes

TAPI et TAP2 (Whiteside, 2006).

Les molécules de classe II (HLA-DR, DP et DQ) sont exprimées constitutivement sur

les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes B (Foukas, 2001). Les molécules

de classe II sont également exprimées constitutivement à la surface des pneumocytes

(Cunningham, 1995). L'expression de ces molécules peut aussi être induite à la surface de

nombreux types cellulaires. Une étude de Foukas et collaborateurs (2001) montre que

l'expression de HLA-DR de classe II est drastiquement diminuée dans les tissus tumoraux de

patients présentant un cancer du poumon en comparaison à des tissus sains. L'expression de

HLA-DR est diminuée aussi à la surface des cellules immunes de la stroma réaction (Foukas,

2001). et du sang périphérique des patients présentant un carcinome épidermoïde ou un cancer

bronchique à petites cellules (Nakamura, 2002).
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4.3.3. Expression de molécules du CMH non-classiques

Certaines molécules du CMH de classe l du CMH sont différentes des molécules HLA­

A, B et C, ce sont les molécules de classe l dites non classiques. Il existe entre autre les

molécules HLA-E, F et G. Ces molécules résultent d'un épissage alternatif, elles montrent un

polymorphisme et une distribution tissulaire limitée. Les fonctions de ces molécules sont

différentes de celles des molécules de classe l classiques, par exemple HLA-E inhibe les

cellules NK alors que HLA-G est impliquée dans divers mécanismes immuns dont la tolérance

immune. L'expression de HLA-G dans divers cancers est corrélée avec un mauvais pronostic

(Garcia-Lora, 2003).

Il existe d'autres molécules du CMH non-classique, CD1d, MIC-A et MIC-B. La

molécule CD1d se distingue des autres molécules présentatrices d'antigènes par sa capacité à

présenter des antigènes glycolipidiques. CD1d est exprimée à la surface des cellules épithéliales

gastrointestinales et des cellules hématopoïétiques. MIC-A et MIC-B sont des glycoprotéines

exprimées principalement à la surface de l'épithélium gastrointestinal et thymique cortical.

Elles présentent de faibles homologies avec les molécules de classe l du CMH. Ces molécules

pourraient être impliquées dans la réponse autoimmune. L'expression de CD1d, MIC-A et

MIC-B est induite sur certaines cellules épithéliales tumorales (Poccia, 2001).
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5.. Objectifs du travail

Les données de la littérature sont encore fragmentaires quant aux mécanismes mis en

place par le système immunitaire pour contrôler la prolifération des cancers bronchiques et,

réciproquement, par les cellules tumorales pour échapper à ce contrôle. A la lumière de travaux

réalisés dans d'autres types de cancers, et sur la base d'un recrutement local de tumeurs

fraîches, cette étude a abordé ces deux problématiques complémentaires en explorant les

caractéristiques des lymphocytes intratumoraux et celles des cellules cancéreuses, et en se

focalisant sur les partenaires de la synapse immunologique.

Dans ce travail, quatre approches complémentaires ont été utilisées afin d'analyser ces

caractéristiques:

./ La recherche de la présence de clones de cellules T, définis par les segments Vp
utilisés, a été réalisée à partir de lymphocytes T fraîchement isolés des tissus sains, tumoraux

et ganglionnaires de chaque patient à l'aide d'une technique de cytométrie de flux. La

cytométrie de flux a également été utilisée pour l'immunophénotypage des lymphocytes T

dans ces trois types de tissus en utilisant un panel d'anticorps dirigés contre les molécules de

surface CD3, CD4 et CDS.

./ L'électrophorèse en gel de gradient dénaturant (DGGE) ainsi que l'électrophorèse en

gradient de température (TTGE) ont permis de compléter l'étude de la clonalité des

lymphocytes T de la stroma réaction en séparant les différents segments VJ du gène y du TCR,

amplifiés par PCR, à la paire de bases près.

./ L'étude immunohistologique en immunofluorescence sur coupes à la congélation

utilisant divers marqueurs lymphocytaires et pneumocytaires a été utilisée pour l'exploration

phénotypique des tissus sains, tumoraux et ganglionnaires, permettant de déterminer les

caractéristiques d'activation et d'interaction des différents compartiments pulmonaires. La

modulation d'expression des molécules du TCR et des molécules associées au TCR telles CD3,

CD4, CDS et les molécules de classe l et de classe II du CMH a été étudiée par cette technique

afin de déterminer la modulation de leur expression dans le tissu tumoral des différents types de

cancers bronchiques non-à petites cellules.
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-/ L'amplification par RT-PCR de l'ARN de diverses cytokines a pennis de mettre en

évidence la production ou non de ces cytokines en fonction du type de tissus analysé et de

l'importance de la stroma réaction.

L'ensemble des résultats obtenus ont été analysés en fonction du type de tissu, du type

de cancer bronchique non-à petites cellules, en particulier les adénocarcinomes et les

carcinomes épidennoïdes, du stade de différenciation tumorale selon la classification TNM, de

l'âge des patients et de la consommation tabagique.
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6.. Patients et prélèvements

6.1. Patients

La population étudiée comprenait 62 patients: 55 hommes (moyenne d'âge: 62 ans ± 10

ans) et 7 femmes (moyenne d'âge: 61 ans ± 7 ans). Chez trente trois patients, un carcinome

épidermoïde avait été diagnostiqué, 23 patients présentaient un adénocarcinome et 6 patients un

carcinome à grandes cellules. Tous ces patients étaient éligibles pour une chirurgie curative de

première intention.

Selon la classification TNM, 24 patients (39%) présentaient une extension aux ganglions

lymphatiques proximaux et 2 patients (3%) présentaient une ou plusieurs métastases. Pour 6

patients (l0%) le stade de différenciation a été évalué à Tl, pour 49 (77%) à T2 et pour 7 (11 %)

à T3 ou T4. Des informations concernant la consommation tabagique ont pu être recueillies

pour 36 patients. Elle était en moyenne de 44 ± 16 paquets année pour les 34 patients fumeurs

de ce sous groupe.

L'ensemble de cette population de patients a bénéficié d'une étude de l'utilisation du

répertoire Vp en cytométrie de flux et d'un immunophénotypage en quadruple marquage sur les

lymhpocytes élués des prélèvements tissulaires. Les échantillons sanguins de onze patients ont

été analysés pour l'immunophénotypage en quadruple marquage.

La population de patients dont les tissus ont été étudiées en DGGE/TTGE comprenait 44

sujets dont 23 présentant un carcinome épidermoïde, 17 un adénocarcinome et 4 un carcinome à

grandes cellules. Selon la classification TNM, 20 patients présentaient une extension aux

ganglions lymphatiques proximaux et aucun patient ne présentait une/des métastase(s).

La population de patients dont les tissus ont été étudiés en immunofluorescence sur

cryocoupes comprenait 51 sujet dont 28 avec un carcinome épidermoïde, 19 un

adénocarcinome et 4 un carcinome à grandes cellules. Selon la classification TNM, 21 patients

présentaient une extension aux ganglions lymphatiques proximaux et 4 patients présentaient

une/des métastase(s).
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Pour l'étude de la production tissulaire des cytokines IFNy, TGFB, RANTES, GROa,

MCP-l, ANG, IL-6, IL-8 et ENA-78, la population étudiée comprenait 10 patients alors que

l"expression du TNFa et de l'interleukine 10 (IL-lO) a été étudiée chez 30 patients. La

moyenne d'âge de cette population était de 62 ± 8ans, 21 patients présentaient un carcinome

épidermoïde et 9 un adénocarcinome. Cette population a été sélectionnée en fonction de

l'importance de la stroma réaction du tissu tumoral, étudiée en immunofluorescence sur

cryocoupes. L'ensemble de ces données sont résumées dans le Tableau 3 . Les caractéristiques

cliniques des patients dont l'expression cytokinique a été étudiée en RT-PCR sont résumées

dans le Tableau 4 .

Il est à noter que seules les analyses comparées entre les patients atteints d'un carcinome

épidermoïde et ceux atteints d'un adénocarcinome pourront être statistiquement significatives

car le nombre de patients atteints d'un carcinome à grandes cellules est trop faible (4 patients)

comparé aux deux autres populations.
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Tableau 3 Données cliniques des patients

Cytométrie
DGGE/TTGE Immunohistologie RT-PCR

de flux

Nombre de
62 44 51 10 30

patients

Hommes 55 38 45

Age 62±10 61±10 62±9
59±8 62±8

Femmes 7 6 6

Age 61±7 59±10 58±4

Carcinomes
33 23 28 7 21

épidermo'ides

Adénocarcinomes 23 17 19 3 9

Carciomes à
6 4 4 0 0

grandes cellules

Extension
24 20 21 4 12

ganglionnaire

Métastases 2 0 4 0 2

Stade Tl 6 6 6 2 24

Stade T2 49 33 32 8 5

Stade T3-4 7 5 6 0 1

Consommation 34 33 24
- -

tabagique 44 ± 16 48 ± 17 PA 43±17
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Tableau 4 Données cliniques des patients dont l'expression de diverses

cytokines a été étudiée par RT-PCR.

CE: carcinome épidermoïdes, AC : adénocarcinomes, SRI: stroma réaction importante,

SRF : stroma réaction faible.

Age Type de Stade selon la classification TNM

cancer

Moyenne Ecart CE AC Tl T2 T3 NO Nx MO Mx

type

Ensemble 10
59 8 7 3 2 8 0 6 4 0 0

des patients

cytokines SRI 5
63 5 3 2 1 4 0 2 3 0 0

Population: patients

10 patients SRF5
54 9 4 1 1 4 0 4 1 0 0

patients

TNFa 30
62 8 21 9 5 24 1 18 12 28 2

IL-IO patients

Population: SRI 15
65 6 11 4 2 12 1 8 7 13 2

30 patients patients

SRF 15
59 9 10 5 3 12 0 10 5 15 0

patients
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6.2. Echantillons tissulaires

Les échantillons de tissu pulmonaire utilisés dans cette étude ont été obtenus

immédiatement après chirurgie curative. Trois types de tissus ont été transmis par l'anatomo­

pathologiste après examen macroscopique du matériel chirurgical, dans les six heures suivant

l'intervention. Ces échantillons étaient respectivement (i) du tissu tumoral, (ii) du tissu

pulmonaire apparemment sain prélevé aussi loin que possible de la tumeur et (iii) des ganglions

intrapulmonaires. Tous les échantillons ont été transportés dans une solution saline à

température ambiante. Une petite partie de chaque échantillon a été utilisée à l'état frais pour

les techniques de cytométrie de flux. L'autre partie de chaque échantillon a été congelée en

azote liquide et conservée à -SO°C pour les autres techniques.

Figure 20 Schématisation des principales étapes des différents protocoles utilisés

pour l'étude de la réponse immunitaire locale et de la modulation tumeur

dépendante dans le cancer bronchique non-à petites cellules
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7. Cytométrie de flux:

7.1. Principe

Les analyses réalisées en cytométrie de flux sont résumées dans la Figure 21 .

Différentes études ont été réalisées en cytométrie de flux:

- l'immunophénotypage des lymphocytes T par quadruple marquage (CD45, CD3, CD4

et CD8) à partir de quatre populations lymphocytaires: les lymphocytes fraîchement élués des

tissus sains, tumoraux et ganglionnaires; les lymphocytes élués de ces tissus après culture

organotypique courte en milieu non-tumoral; des lymphocytes de patients non cancéreux après

culture courte en milieu tumoral; les lymphocytes sanguins de patients présentant un cancer

bronchique.

- l'immunophénotypage du répertoire VB du TCR à partir des lymphocytes T

fraîchement élués des tissus sains, tumoraux et ganglionnaires ainsi qu'à partir de lymphocytes

T sanguins provenant de Il patients atteints d'un cancer bronchique non-à petites cellules.

Figure 21 Schématisation des étapes des différents protocoles utilisés pour les

techniques de cytométrie de flux
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La technique de cytométrie de flux permet une analyse qualitative et quantitative de

cellules marquées, de façon directe ou indirecte, par un ou plusieurs fluorochrome(s) au sein

d'une suspension cellulaire. La séparation des lymphocytes T a été réalisée par gradient de

Ficoll-Hypaque. Les globules rouges, les polynucléaires, les cellules parenchymateuses et

stromales et les monocytes peuvent être séparés des lymphocytes par ce gradient de densité de

1,077 conespondant à la densité des lymphocytes.

110



Figure 22 Séparation des lymphocytes d'une suspension cellulaire par gradient de

Ficoll-Hypaque
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Le marquage fluorescent peut être porté par des molécules de surface, de l'ADN, de

l'ARN, des organites intracellulaires, en fonction des techniques mises en œuvre et des réactifs

utilisés. Ici, ce sont des molécules membranaires qui ont été identifiées à l'aide d'anticorps

monoclonaux.

L'analyse en cytométrie de flux repose ensuite sur la mesure de l'interaction entre les

fluorochromes fixés sur ou dans les cellules et un faisceau laser.

La suspension de cellules marquées est injectée dans une veine capillaire contenant un

courant liquidien rapide entraînant la suspension dans une chambre dont le diamètre diminue

progressivement pour permettre un bon alignement des cellules. L'ensemble de ces deux

processus permet le passage de la suspension cellulaire cellule par cellule devant un faisceau

laser excitateur. Le passage des cellules devant le faisceau du laser provoque une diffraction

mesurable de ce dernier. De plus, les fluorochromes excités par le laser émettent une

fluorescence de longueur d'onde spécifique.
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Les signaux optiques émis par chaque cellule sont focalisés et séparés par des circuits de

miroirs dichroïques puis acheminés vers les systèmes de détection qui sont des

photomultiplicateurs permettant de convertir les signaux optiques en signaux électriques. Un

système de filtres dichroïques permet également de séparer dans le rayonnement émis les

différentes longueurs d'ondes émises par différents fluorochromes (fluorescence verte, orange,

rouge...).

Les différents types de signaux lumineux recueillis fournissent des informations

multiples. Ainsi, la lumière diffusée renseigne sur la taille et la morphologie de chaque cellule.

La lumière mesurée dans un angle de 1 à 15° par rapport à l'axe du rayon incident reflète la

taille de la cellule, c'est le Forward Scatter (FS). La lumière diffusée mesurée à 90°, qui dépend

du rapport nucléocytoplasmique, des granulations cytoplasmiques et de la réfringence de la

cellule, reflète la structure de la cellule, c'est le Side Scatter (SS). Chaque photomu1tiplicateur

renseigne de plus sur la fluorescence éventuellement émise par la cellule.

Les résultats se présentent sous forme d'histogrammes mono- ou biparamétriques

accompagnés pour chacun d'une liste des statistiques afférentes. Cette dernière peut contenir

pour chaque sous population cellulaire sélectionnée le nombre de cellules, le pourcentage par

rapport au total ou à un fenêtrage spécifique, la valeur moyenne de chacun des paramètres

analysés, le pic de fluorescence, les coefficients de variation.

7.1.1. Immunophénotypage des lymphocytes T par quadruple

marquage:

L'immunophénotypage des lymphocytes T a été réalisé par quadruple marquage avec le

mélange suivant d'anticorps monoclonaux de souris : CD45IFITC (isothiocyanate de

fluorescéine), CD3/PC5 (phycoérythrine-cyanine5), CD4/RD 1 (rhodamine), CD8/ECD

(phycoérythrine-texas red) (Cyto-Stat® Tetrachrome® Beckman-Coulter, Miami, Floride,

USA). Lorsqu'ils sont excités par un laser argon émettant à 488 nm, le FlTC émet entre 504 et

541 nm une fluorescence verte, la RD1 émet entre 568 et 590 nm une fluorescence orange,

l'ECD émet entre 610 et 635 nm une fluorescence rouge et la PC5 émet entre 660 et 680 nm une

fluorescence violette.

Les histogrammes suivants ont été générés pour chaque prélèvement étudié:
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,/ un histogramme biparamétrique Structure/Taille qui donne accès à des informations sur

la taille et la morphologie de la cellule. Sur cet histogramme chaque cellule est représentée par

un point dont les coordonnées indiquent la granularité cellulaire en abscisse et la taille de la

cellule en ordonnée. Ceci permet d'identifier les populations cellulaires analysées. La formation

d'un nuage de points plus dense permet de placer une fenêtre d'intérêt (ou Bitmap) englobant la

population cellulaire à étudier.

,/ un histogramme biparamétrique CD45/Taille qui exprime le Forward Scatter en fonction

du logarithme de l'intensité de fluorescence FITC (FL1). Cet histogramme permet de repérer et

d'analyser les lymphocytes qui sont les leucocytes exprimant le plus fortement cette molécule

en définissant les contours d'une bitmap. Seules les cellules contenues dans cette bitmap seront

étudiées dans la suite des analyses. Ce fenêtrage est nécessaire car malgré la séparation sur

Ficoll, les échantillons de cellules tissulaires éluées contiennent beaucoup d'événements qui ne

correspondent pas à des lymphocytes.

,/ des histogrammes monoparamétriques CD3, CD4 et CD8/count permettant de

comptabiliser le nombre de cellules exprimant respectivement CD3, CD4 et CDS au sein de la

population lymphocytaire étudiée, définie par la bitmap.

,/ un histogramme biparamétrique CD3/CD4 permettant de déterminer le nombre de

cellules exprimant à la fois les marqueurs CD3 et CD4 et celles n'exprimant que CD3 ou que

CD4.

./ un histogramme biparamétrique CD3/CD8 permettant de déterminer le nombre de

cellules exprimant à la fois les marqueurs CD3 et CDS et celles n'exprimant que CD3 ou que

CD8.

Un exemple de l'ensemble de ces histogrammes est présenté dans la (Figure 23 ).
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Figure 23 Exemple d'histogrammes monoparamétriques et biparamétriques utilisés

pour l'immunophénotypage des lymphocytes T tissulaires par quadruple marquage
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Les valeurs relevées étaient respectivement le pourcentage de lymphocytes marqués pour

chaque molécule d'intérêt et la moyenne d'intensité de fluorescence de chaque pic (MFI:

Mean Fluorescence Intensity), caractéristique de la densité antigénique de chaque marqueur

sur les cellules.
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7.1.2. Immunophénotypage du répertoire V~ du TeR par

triple marquage:

L'analyse du TCR a~ des lymphocytes a été réalisée grâce à la trousse IOTest®Beta

Mark TCR V~ Repertoire Kit (Immunotech, Beckman-Coulter, Miami, Floride, USA)

contenant 24 anticorps qui couvrent 70 % du répertoire TCR V~ humain normal des

lymphocytes T CD3+ du sang périphérique. Ce test repose sur la combinaison de 3 anticorps

monoclonaux de souris spécifiques chacun d'un segment du répertoire V~, conjugués à deux

fluorochromes, et regroupés dans un seul test. Un des anticorps est couplé à l'isothiocyanate de

fluorescéine (FITC), un autre à la phycoérythrine (PE) et le troisième anticorps est couplé à la

fois à la PE et au FITC (Tableau 5 ).
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Tableau 5 Anticorps monoclonaux composant le IOTest®Beta Mark

TCR VJ3 Repertoire Kit utilisé pour l'immunophénotypage du

répertoire V-beta du TCR.

VJ3/ Clone Isotype

ube Fluorochrome (espèce)

A Vb 5.3 PE 3Dll IgG1 (souris)

Vb7.1 PE+FITC ZOE IgG2a (souris)

Vb3 FITC CH92 IgM (souris)

B Vb9 PE FIN9 IgG2a (souris)

Vb17 PE+FITC E17.5F3 IgG1 (souris)

Vb16 FITC TAMAYA1.2 IgG1 (souris)

C Vb18 PE BA62.6 IgG1 (souris)

Vb5.1 PE+FITC Immu157 IgG2a (souris)

Vb20 FITC ELL1.4 IgG (souris)

D Vb 13.1 PE Immu222 IgG2b (souris)

Vb 13.6 PE+FITC JU74.3 IgG1 (souris)

Vb8 FITC 56C5.2 IgG2a (souris)

E Vb5.2 PE 36213 IgG1 (souris)

Vb2 PE+FITC MBP2D5 IgG1 (souris)

Vb12 FITC VER2.32 IgG2a (souris)

F Vb23 PE AF23 IgG1 (souris)

Vb 1 PE+FITC BL37.2 IgG1 (rat)

Vb 21.3 FITC IG125 IgG2a (souris)

G Vb 11 PE C21 IgG2a (souris)

Vb22 PE+FITC Immu546 IgG1 (souris)

Vb14 FITC CAS 1. 13 IgG1 (souris)

H Vb 13.2 PE H132 IgG1 (souris)

Vb4 PE+FITC WJF24 IgM (rat)

Vb7.2 FITC ZIZOU4 IgG2a (souris)
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Les données ont été analysées à l'aide des histogrammes suivants:

../ un histogramme biparamétrique Structure/Taille (SS/FS) permettant d'identifier les

populations cellulaires analysées et de placer la fenêtre d'intérêt (ou Bit Map A) englobant la

population lymphocytaire.

.,( un histogramme biparamétrique de l'intensité de fluorescence en isothiocyanate de

fluorescéine (FITC) par rapport à la taille des cellules.

../ un histogramme biparamétrique de l'intensité de fluorescence en phycoérythrine RDI

par rapport à la taille des cellules.

../ un histogramme biparamétrique FITC/RD l qui permet de différencier les trois

populations cellulaires respectivement marquées en FITC (B4), en PE (BI) ou à la fois en PITC

et PE (B2), c'est-à-dire les cellules exprimant chacun des VI) de chaque combinaison

d'anticorps.

Un exemple de l'ensemble de ces histogrammes est présenté dans la Figure 24.
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Figure 24 Exemple d'histogrammes monoparamétriques et biparamétriques utilisés

pour l'immunophénotypage du répertoire Vf3 du TeR par triple marquage
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7.2. Méthodes

7.2.1. Cultures

7.2.1.1. Cultures organotypiques courtes

Pour chaque type de tissu, un petit fragment de tissu frais a été mIS en culture

extemporanée dans ImL de milieu Quantum 007 (PAA Laboratories GmbH, Pashing, Austria)

pendant une nuit dans une des chambres de plaques de culture Costar® 12 puits stériles

(Corning incorporated, NY, USA). Le milieu Quantum 007 est un milieu de culture complet

pour lymphocytes, contenant de la L-glutamine et contrôlé pour l'absence d'endotoxine. Après

cette incubation, une suspension cellulaire a été ensuite réalisée pour chacun des prélèvements

ayant pu en bénéficier (37 tissus sains et tumeurs, 6 ganglions)

7.2.1.2. Cultures courtes de lymphocytes T

Cinq cent microlitres d'une suspension cellulaire de lymphocytes T fraîchement séparés

dans du Rank's (106 cellules/mL) provenant de sujets non cancéreux ont été également mis en

culture extemporanée pendant une nuit dans ImL de surnageant de la lignée cellulaire A549

(adénocarcinome épithélial pulmonaire). Les lymphocytes ont ensuite été lavés deux fois dans 7

mL de Hank's et remis en suspension pour étude en cytométrie de flux.

7.2.2. Suspensions de lymphocytes intratissulaires

Pour chaque échantillon, un fragment environ 1cm3 de la partie tissulaire

réservée à l'élution lymphocytaire a été découpé aux ciseaux dans une boîte de Petri dans du

Hank's puis soumis à une dissociation mécanique à l'aide de la MediMachine. Les cellules

éluées ont ensuite été prélevées du Medicon à l'aide d'une seringue à insuline de ImL et mises

en suspension dans 10mL de Hank's. Cette suspension cellulaire a ensuite été soumise à une

centrifugation sur gradient de Ficoll-Hypaque afin d'isoler les lymphocytes. Ces derniers ont été

recueillis en prélevant l'anneau cellulaire formé à l'interface Ficoll/Hank's après 30 minutes de

centrifugation à 400g. Les lymphocytes ont été remis en suspension dans 20 mL de Hank's et
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lavés par une centrifugation de 5 minutes à 600g. Les suspensions cellulaires ont été ajustées à

106 cellules/mL.

Les lymphocytes issus des suspensions cellulaires de tissus frais ont été additionnés de

20 mL de Hank' s, centrifugés 5 minutes à 1800 rpm et le culot cellulaire a été remis en

suspension dans du Hank's à raison d'un volume final de 500 /-lL. Neufs aliquots de 50 !!L de

suspension cellulaire ont été incubés avec 5 /-lL de chaque combinaison d'anticorps:

8 tubes incubés chacun avec une des 8 combinaisons de trois anticorps (IOTest®Beta

Mark TCR V~ Repertoire Kit) pour la recherche de clonalité des lymphocytes T,

1 tube incubé avec le mélange de quatre anticorps (Cyto-Stat® Tetrachrome®) pour

l'immunophénotypage des lymphocytes T.

Les lymphocytes issus des cultures tissulaires courtes ont été remis en suspension dans

20 mL de Hank' s, centrifugés 5 minutes à 1800 rpm et le culot cellulaire a été remis en

suspension dans du Hank's à raison d'un volume final de 50 /-lL. Un aliquot de 50 /-lL de

suspension cellulaire a été incubé avec 5 /-lL Cyto-Stat® Tetrachrome®.

Les lymphocytes issus des échantillons sanguins ont été remis en suspension dans 20

mL de Hank's, centrifugés 5 minutes à 1800 rpm et le culot cellulaire a été remis en suspension

dans du Hank's à raison d'un volume final de 500 /-lL. Neufs aliquots de 50 /-lL de suspension

cellulaire ont été incubés avec 5 /-lL de chaque combinaison d'anticorps:

8 tubes incubés chacun avec une des 8 combinaisons de trois anticorps pour la

recherche de clonalité des lymphocytes T,

1 tube incubé avec le mélange de quatre anticorps pour l'immunophénotypage des

lymphocytes T.

Les différents mélanges cellules-anticorps ont été vortexés, puis incubés 30 minutes à

4°C et lavés avec 1 mL de liquide de rinçage (PBS-BSA (2 %)-bicarbonate qsp pH 7,2). Trois

cent /-lL de paraformaldéhyde 0,1 % en PBS ont été ajoutés à chaque culot cellulaire avant

analyse au cytomètre de flux.
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7.3. Analyses statistiques

La nonnalité de la distribution des résultats a été testée par le test de Kolmogorov

Smimoff. Les résultats ont été analysés par un t test de Student à l'aide du logiciel

GraphPadPrism™ pour les analyses d'immunophénotypage en quadruple marquage dont les

distributions étaient nonnales. En l'absence de distribution nonnale, les résultats de

l'identification des clones de cellules T ont, quant à eux, été exprimés en médianes et analysés

par un test de Wilcoxon apparié (logiciel GraphPadPrismTM).
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8.. Electrophorèse en gradient de température

(TTGE) et électrophorèse en gel de gradient

dénaturant (DDGE)

8.1. Principe

Les techniques de DGGE et de TTGE se réalisent après un certain nombre d'étapes de

préparation et d'amplification des segments géniques d'intérêt. Les tissus sont tout d'abord

digérés à la protéinase K puis une extraction phénolique de l'ADN est réalisée. La digestion des

tissus à la protéinase K permet la libération de l'ADN dans le milieu par la dégradation des

membranes nucléaires et plasmiques des cellules. L'extraction phénolique utilise la solubilité

différentielle des composés cellulaires dans deux phases non miscibles. SeuIl'ADN est soluble

dans la phase aqueuse. La concentration en ADN est déterminée par mesure de la densité

optique (DO) de la solution à 260 nm, une unité de DO correspondant à 50 Ilg d'ADN. La

pureté de la préparation est simultanément testée en mesurant la DO à 280 nm afin de quantifier

la contamination protéique. Les ADN sont ensuite amplifiés par réaction de polymérisation en

chaîne (peR).

8.1.1. PCR:

La technique de polymérisation en chaîne est utilisée pour l'amplification de séquences

nucléotidiques précises d'ADN double-brin. La Taq polymérase permet de synthétiser un brin

complémentaire d'ADN entre deux amorces nucléotidiques qui vont s'hybrider avec la

séquence complémentaire sur chacun des brins d'ADN. La Taq polymérase permet donc

d'amplifier la séquence contenue entre les amorces à partir de l'extrémité 3'OH de l'amorce

hybridée et des quatre dNTPs qui servent de substrat. La température varie au cours de chaque

étape des cycles de réplication, et dépend par ailleurs de la séquence choisie. Par réplications

successives au cours de n cycles, on obtient 2n copies de la séquence d'ADN d'intérêt (Figure

25 ).
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Figure 25 Principe d'amplification d'une séquence génique par réaction de

polymérisation en chaîne de l'ADN.
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Dans le cadre de l'étude de la clonalité des lymphocytes T dans la stroma réaction des

cancers bronchiques non-à petites cellules, les séquences géniques codant pour les gènes du

domaine variable V de la chaîne y du TeR ont été étudiées. Pour cela, les séquences

nucléotidiques de 8 amorces couvrant les répertoires V et J de la chaîne y ont été choisies selon

les données publiées par Théodorou et al. (1995) (Figure 26 ).
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Figure 26 Localisation des différentes amorces utilisées pour l'amplification en

chaîne de l'ADN dans le locus y du TCR (d'après Greiner, 1995).

y y-

... ...
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Tableau 6

Séquence des amorces utilisées pour l'amplification en chaîne de

l'ADN par une technique de PCR multiplex.

Gènes Amorces Séquence des amorces Positions

VyI VIG (GC clamp) CCAGGAGGGGAAGGCCCCACAG 366-387

Vyll V9G (GC clamp) ATCTGGCATTCCGTCAGGCAAA 360-381

VyIII VI0G (GC clamp) ACAAAGTGGAGGCAAGAAAGAA 366-387

VyIV VIlG (GC clamp) GCTCAGGTGGGAAGACTAAGAA 336-357

JI 11 CCGATACTTACCTGTGACAAC 217-197

JP lP TTGTTCCGGGACCAAATACCTT 75-54

JPl lPlB AGCTTAGTCCCTTCAGCAAATA 71-50

JP2 lP2B AGCCTAGTCCCTTTTGCAAACG 60-39
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Les quatre amorces 5' sont précédées d'un Ge clamp (séquence riche en GC) qui servira

pour la DGGE (électrophorèse en gel de gradient dénaturant) et les huit amorces (Genset

Oligos, Paris, France) sont utilisées simultanément en une PCR multiplex. La Tm utilisée ici

était de 56°C.

Pour chaque PCR, trois contrôles ont été réalisés: un contrôle sans ADN pour détecter

une contamination éventuelle des produits de PCR par de l'ADN non recherché, un témoin

d'ADN de lymphome T (syndrome de Sezary : lymphome T cutané présentant une c10nalité des

lymphocytes T CD4+, CD7- malins) comme témoin positif dont le profil électrophorétique ne

doit comporter qu'une seule bande et un témoin d'ADN de lymphome B comme témoin négatif

car les réarrangements du BCR ne sont pas détectés par les amorces spécifiques du TCR

gamma (Figure 27 ).

8.1.2. Electrophorèse en gradient de température (TTGE) et

électrophorèse en gel de gradient dénaturant (DDGE)

L'électrophorèse en gradient de température (TTGE) et l'électrophorèse en gel de

gradient dénaturant (DGGE) sont deux méthodes électrophorétiques similaires permettant

d'identifier des variations d'une seuie base entre deux segments d'ADN de taille identique. Ces

techniques sont basées sur la séparation de fragments d'ADN double brin en fonction de leur

composition et de leur séquence nucléotidique.

Pour la DGGE, un fragment d'ADN double brin est soumis à une électrophorèse dans

un gel de polyacrylamide contenant un gradient d'agents dénaturants (urée et formamide)

linéaire et parallèle à la migration. Ces agents dénaturants augmentent la solubilité des bases

dans l'eau, engendrant des interactions hydrophobes qui abaissent la température de demi­

dénaturation (Tm). La Tm est caractéristique de chaque séquence nuc1éotidique et un

changement d'une seule base engendre une variation de celle-ci (Figure 27).

Le principe de la TTGE est identique mis à part le fait que cette technique utilise un

gradient de température pour dénaturer les ADN au lieu d'un gradient d'agents dénaturants. De

ce fait, la réalisation de la TTGE est plus aisée que celle de la DGGE.

La dénaturation de l'ADN se fait par domaines suivant leur stabilité: un domaine riche

en A-T (2 liaisons hydrogènes) s'ouvrira plus rapidement qu'un domaine riche en G-T (3
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liaisons hydrogènes) car sa Tm est inférieure. Deux molécules d'ADN de même longueur dont

les séquences ne diffèrent que d'une paire de bases ne s'ouvriront pas en même temps et

migreront différemment à travers un gradient donné, qu'il soit de température ou d'agent

dénaturants (selon le manuel d'utilisation du DCode™ Universal Mutation System (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)).

Cependant, pour qu'un fragment soit analysable par DGGE ou par TTGE, il faut qu'il

contienne au moins deux domaines de stabilité différente, le domaine le plus stable retardant

l'ouverture totale de la molécule, alors que le moins stable sera dénaturé. C'est pourquoi il est

créé artificiellement un domaine de haute stabilité, adjacent au domaine à explorer, en fixant, à

l'extrémité 5' de l'une des deux amorces oligonucléotidiques de PCR, la séquence riche en G/C

(G/C clamp) suivante:

5'CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCC3'.

Lorsque le fragment d'ADN contenant ces deux domaines atteint dans le gel la position

de demi-dénaturation de son domaine de fusion le moins stable, les deux brins de ce domaine se

dissocient, créant une conformation partiellement simple brin. Ceci provoque une diminution de

la mobilité électrophorétique, et la position finale du fragment dépend ainsi de la position de

demi-dénaturation du domaine le moins stable et donc de sa séquence (selon le manuel

d'utilisation du DCode™ Universal Mutation System (Bio-Rad)).

Deux contrôles de DGGE (Bio-Rad) ont été utilisés. Ils consistent en une PCR pour

l'amplification d'un fragment d'ADN génomique humain sauvage et d'un fragment d'ADN

génomique humain mutant. Le fragment d'ADN mutant est identique à l'ADN sauvage à

l'exception d'une mutation unique d'un G en A en position 138 de l'exon 8 du gène p53 (Ras)

humain selon la notice du kit DCode™ control reagent kit for DGGE, CDGE, TTGE (Figure 27

).

L'identification de la position de migration des amplicons dans les gels de DGGE/TTGE

a été réalisée par une coloration argentique. Cette méthode repose sur la réduction différentielle

des ions argent fixés à l'ADN par l'intermédiaire du glutaraldéhyde. En effet, l'une des fonctions

aldéhydiques du glutaraldéhyde se fixe à l'ADN et l'autre aux ions argent (selon le manuel

d'utilisation du Phast system, Pharmacia Biotech, Saint Quentin Yvelines, France) (Figure 27).
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Figure 27 Exemples de bandes indiquant la présence de petits clones lymphocytaires

T après amplification du répertoire V-Jy et DGGE/TTGE.
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8.2. Méthode

8.2.1. Digestion tissulaire et extraction phénolique de l'ADN

Un échantillon (3mm3
) de chaque prélèvement tissulaire congelé à l'azote liquide a été

décongelé à température ambiante puis broyé en Eppendorf à l'aide d'un broyeur adapté (Piston

Pellet) dans du tampon STE. Les broyats ont ensuite été incubés 12 heures à 56°C afin d'assurer

l'activité de l'enzyme, puis conservés à 4°C.
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Les échantillons digérés par la protéinase K ont été soumis à deux lavages v/v successifs

(au minimum) en tampon phénol (aquaphénol et Ready Red v/v) sous hotte à extraction des

toxiques, puis centrifugés 5 minutes à 3000 rpm à 4°C avant recueil de la phase aqueuse.

L'ADN a ensuite été précipité par addition de 0,1 volume d'acétate de sodium 3M et 2 volumes

d'éthanol absolu, puis incubé 12h à -20°C. Les tubes ont été centrifugés 15 minutes à 12000

rpm à 4°C et les sumageants éliminés. Puis les culots ont été additionnés de 500 /-LL d'éthanol à

70% et centrifugés 15 minutes à 12000 rpm à 4°C avant élimination des sumageants. Les culots

d'ADN ont été séchés et conservés à -20°C dans 10 /-LL d'Eau Déminéralisée Filtrée Autoclavée

(EDFA).

La concentration en ADN a été déterminée et ajustée avec de l'EDFA à 100 ng/mL.

8.2.2. Amplification en chaîne de l'ADN (PCR) des lymphocytes

T tissulaires

Pour chaque échantillon à amplifier, un mélange réactionnel a été réalisé comme suit:

- 5 ilL de tampon de réaction

- 2,5 mM de chlorure de magnésium

- 4 mM de dNTPs

- 2,6 nM d'ADN

- 2/-LL d'amorce au 20ème

- EDFA q.s.p. 50 /-LL.

Les cycles suivants sont effectués au Thermocycler Gene Amp® PCR system 9700 :

-pré-dénaturation: 10 minutes à 94°C. Cette étape permet de préparer les cycles

d'amplification en dénaturant l'ADN. Puis la température varie selon trois étapes pour chaque

cycle:

-dénaturation: 1 minute à 94°C où l'ADN double brin matrice est dénaturé en ADN

simple brin par la chaleur, afin de permettre l'appariement des amorces complémentaires.
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-appariement des amorces: 1 minute à 56°C permettant la fixation des amorces au

niveau des régions complémentaires sur les ADN simples brins matrices.

- élongation: 2 minutes à 72°C, température à laquelle la Taq polymérase a une activité

optimale d'élongation des amorces au niveau de leur extrémité 3', en incorporant les dNTPs

présents dans le milieu réactionnel. Ce cycle de trois étapes est répété 40 fois.

-extension finale des amplicons : 10 minutes à 72°C afin d'achever la polymérisation.

La Taq polymérase (30 U/mL) est déposée au cycle 1 au moment du passage de la

première étape à la seconde car l'étape de 10 minutes à 94°C risquerait de dénaturer l'enzyme.

Les produits de PCR ont été conservés à 4°C.

8.2.3. TTGE/DDGE

8.2.3.1. DGGE :

Le gradient dénaturant a été réalisé à partir du mélange de deux solutions mères:

-une solution mère 80 % dénaturante contenant 16 M d'acrylamide/bis solution, du TAE

(2,5X), 340 g/L d'urée ultrapure et 32 % de formamide désionisé.

-une solution mère non dénaturante contenant 16 M d'acrylamidelbis solution et du TAE

(2,5X).

Ces deux solutions mères sont utilisées pour obtenir les solutions dénaturantes 10 % et

60%.

Extemporanément, 0,065 % de temed et 0,525 % de persulfate d'ammonium ont été

ajoutés aux solutions. Les gels ont été coulés grâce au Gradient Delivery System Model 475

puis polymérisés pendant 12 h à 4°C en présence d'un peigne en position apicale permettant de

définir 16 puits-échantillons.

Les dépôts consistaient en 20 I-lL de produit d'amplification de PCR et 3,2 I-lL de

solution de tampon de charge. Des marqueurs de masse moléculaire MarceFM ont également

été déposés.
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Le DCode™ Universal Mutation System a été utilisé pour une migration à 56°C durant

5h30 à 110mV, selon les recommandations du fabricant et selon le protocole du Dr Lenormand

(Rouen).

8.2.3.2. TTGE:

Les gels de polyacrylamide simple à 6,5% ont été préparés avec du TAE 1,25%

supplémenté avec 0,065 % de temed et 0,525 % de persulfate d'ammonium. Les étapes de

polymérisation, de dépôt des échantillons, de migration et de coloration étaient les mêmes que

pour la DGGE, et les mêmes témoins et marqueurs de taille ont été utilisés. Le gradient a été

constitué par une diminution progressive de la température de migration de 61°C à 51 oC

pendant 4 heures (2.5 °C/h), ce gradient de température étant effectué par le DCode™ Universal

Mutation System (Bio-Rad).

8.2.4. Coloration argentique

Chaque gel a ensuite été retiré des plaques d'électrophorèse et délicatement placé dans

un cuve pour les différents bains de la coloration argentique.

Les fragments d'ADN présents dans le gel ont été fixés dans 100 mL d'une solution à

200 glL d'acide trichloroacétique durant 3 minutes. Les gels ont ensuite été lavés 3 minutes

dans une solution contenant 50 % d'éthanol et 10 % d'acide acétique, puis deux fois 5 minutes

dans une solution contenant 10% d'éthanol et 5% d'acide acétique (solution 1).

Les gels ont alors été sensibilisés par incubation dans une solution contenant 25 % de

glutaraldéhyde pendant 10 minutes et lavés deux fois 5 minutes dans la solution 1, puis deux

fois 5 minutes dans de l'eau distillée.

Les colorations proprement dites ont été réalisées par incubation 10 minutes dans 100

mL d'une solution à 5 g/L de nitrate d'argent. Après deux rinçages d'une minute à l'eau

distillée, la révélation consistait en une incubation d'un temps variable Gugé à l'œil) dans 100

mL d'une solution de carbonate de sodium 0,016% et de formaldéhyde 750 J.lLIL. La

révélation était arrêtée par incubation 5 minutes dans 100 ml d'une solution d'acide acétique à
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5%. Les gels ont ensuite été préservés dans une solution de glycérol 5 % et d'acide acétique 50

%, puis séchés à chaud sous vide par le Drygel jr. pendant 3 heures.

8.2.5. Analyses statistiques

La normalité de la distribution des résultats a été testée par le test de Kolmogorov

Smimoff. En l'absence de distribution normale, les résultats ont été exprimés en médianes et

analysés par un test de Wilcoxon apparié pour les comparaisons touchant l'identification des

clones de cellules T, à l'aide du logiciel GraphPadPrism™.
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9.. Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes

9.1. Principe

Les techniques d'immunofluorescence sur coupes de tissu sont des techniques

sensibles et spécifiques qui permettent une analyse qualitative et semi-quantitative d'antigènes

cellulaires ou tissulaires marqués par un ou plusieurs anticorps couplés à un fluorochrome. Ces

techniques présentent l'avantage de renseigner sur la localisation histologique et l'intensité du

marquage.

Les anticorps monoclonaux de souris, suivants, dirigés contre des molécules humaines,

ont été utilisés: anti-CD3 (UCHTl), antÎ-CD4 (l2T4Dll), anti-CD8 (21 THY2D3), anti-HLA­

DR (B8.12.2) et HLA-DQ (SPVL3), anti-CD45RA (2H4) et anti-CD45RO (DCHLl), anti-TCR

alB (BMAÜ31) et y/ô (IMMU51ü), anti-CD25 (ACT-l), RAM (FÜ261) (Dako), anti-B2

microglobuline (TÜ99).
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Figure 28 Schématisation des étapes du protocole utilisé pour la technique

d'immunofluorescence indirecte sur cryocoupes
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9.2. Méthode

L'immunodétection a été réalisée sur des coupes sériées de tissu congelé de 5!lm

d'épaisseur préparées à l'aide d'un microtome réfrigéré, ou cryostat, thermostaté à -30°C. Les

coupes ont été recueillies sur une lame de verre dégraissée, séchées à l'air et fixées pendant 45

secondes dans un four à micro-ondes. Une coupe a été colorée au bleu de toluidine pendant

quelques secondes, puis rincée et examinée pour déterminer la qualité du tissu. Elle a ensuite

été réservée à l'étude des caractéristiques morphologiques de chaque prélèvement. Les coupes

sériées suivantes ont été marquées par une technique d'immunofluorescence indirecte. Chaque

coupe a été délimitée par un anneau hydrophobe de Rhodorsil® et incubée lh en chambre

humide, à température ambiante, dans 50!lL de Hank's contenant 5!lL d'anticorps monoclonal

dilué au tiers.
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Les lames ont ensuite été lavées 3 fois S minutes dans du PBS et incubées 30 minutes en

chambre humide avec SO !J.L de solution d'anticorps secondaire de lapin anti-immunoglobulines

de souris conjugué au FITC (RAM-FITC).

Les lames ont alors été lavées 3 fois S minutes dans du PBS et montées dans une goutte

de PBS/Glycérol (7/3) avant examen à l'aide d'un microscope à fluorescence équipé d'une

caméra et du logiciel d'analyse d'image Olympus DP70 (Olympus BX60, Tokyo, Japon).

Toutes les lames ont été examinées "en aveugle" c'est à dire sans connaissance au

préalable de la nature saine ou tumorale du tissu, ni de l'anticorps monoclonal utilisé, ni des

caractéristiques cliniques de chaque patient.

Tous les échantillons ont été documentés numériquement. Pour chaque molécule testée,

l'intensité de fluorescence ainsi que le nombre de cellules marquées a été évalué par un score de

0, pour l'absence totale d'expression ou de cellules marquées, à 4 lorsque l'intensité était

maximale ou que les cellules marquées étaient particulièrement nombreuses dans l'ensemble du

tissu.

9.3. Analyses statistiques

Les résultats ont été testés pour la normalité de leur distribution par le test de

Kolmogorov Smimoff. En l'absence de distribution normale, les résultats ont été exprimés en

médianes et analysés par un test de Wilcoxon apparié pour les comparaisons touchant les

différents tissus (p:SO,OS). Les comparaisons entre différents diagnostics, stades TNM, entre

homme et femmes ou en fonction de la consommation tabagique ont été réalisées par le test de

Mann-Whitney non apparié (p:SO,OS).
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10. Transcription inverse d'ARN et amplification

en chaîne de l'ADNc (RT-PCR)

10.1. Principe

Les analyses réalisées en RT-PCR sont résumées dans la Figure 29 .

Figure 29 Schématisation des étapes du protocole d'extraction d'ARN total et

d'amplification par RT-PCR de gène de diverses cytokines.
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La RT-PCR est une des techniques les plus sensibles permettant la détection et

éventuellement la quantification d'ARNm. Il n'est cependant pas nécessaire d'isoler les ARNm

des cellules, et la technique se réalise sur ARN total après extraction phénolique. Le dosage des

ARN s'effectue au spectrophotomètre (260nm) et la contamination protéique est déterminée en

fonction du rapport des DO à 260 et 280 nm. Le rapport pour un ARN "pur" doit être compris

entre 1,7 et 2. Il est important de noter que le milieu d'extraction des ARN ainsi que celui de

préparation de la RT-PCR doivent être totalement dépourvus de RNases (RNase free) afin

d'éviter la dégradation des ARN. Les Eppendorfs ainsi que l'eau utilisés sont donc stériles et

préalablement traités avec un inhibiteur de RNases (RNase out™ Ribonuclease inhibitor).

La RT-PCR consiste en la synthèse de l'ADN complémentaire (ADNc) de l'ARNm

étudié par transcription inverse (RT) suivie d'une amplification de cet ADNc par PCR. Le kit

utilisé pour cette technique a été le SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinium® Taq

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France), qui réunit en un seul tube les composants nécessaires à la

fois à la synthèse d'ADNc et à la réaction de PCR, qui suit immédiatement la rétroconversion de

l'ARN et ne nécessitant pas de manipulation supplémentaire.

La réaction de transcription inverse s'effectue grâce à une ADN polymérase ARN

dépendante (version modifiée du rétrovirus de la leucémie murine Moloney dans le kit utilisé)

capable d'utiliser un brin d'ARN comme matrice pour catalyser la synthèse du brin d'ADN

complémentaire, à partir d'une amorce spécifique de l'ARN d'intérêt. L'enzyme responsable de

l'amplification de l'ADNc est l'ADN polymérase Paltinium® Taq. Les cytokines étudiées ont

été choisies d'après les résultats de la thèse du Docteur Frédéric Massin: «Expression de

tétraspanines et d'intégrines BI, et immunomodulation dans le cancer du poumon, 2004 ».

Il s'agit des 10 cytokines suivantes: TNFa (Moller, 2001), INFy (Pravica, 1999), IL-10

(Tripathy, 2004), TGFB (Zhou, 2004), RANTES (Schwabe, 2003), GROa (Rudack, 2004),

MCP-l (Lee, 2004), ANG (Pavlov, 2003), IL-6 (Franciosi, 2005) et ENA-78 (Rudack, 2004).

Les séquences des amorces sont présentées dans le Tableau 7 .
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Tableau 7 Séquences des amorces des cytokines utilisées pour la

technique de RT-PCR. S : sens, AS : anti-sens.

Cytokine Sens Séquence (5'-3') Tm (OC)

S ACAAGCCTGTAGCCCATGTTGTA
TNFa 67

AS ATTGATCTCAGCGCTGAGTCGGTCA

S GCTGTCATAATAATATTCAGAC
INFy 53

AS CGAGCTTTAAAAGATAGTTCC

S ACAGCTCACCACTGCTCTGT
IL-lO 56

AS AGTTCACATGCGCCTTGATG

S CATCCCAGACTCAGCCAAGA
TGF~ 57

AS GAGTTTCCAGGGTCTGTCCA

S CTACTCGGGAGGCTAAGGCAGGAA
RANTES 70

AS GAGGGGTTGAGACGGCGGAAGC

S CCCCACTGCGCCCAAA
GROa 52

AS CAAGCTTTCCGCCCATTCTT

S CAGCCAGATGCAATCAATGC
MCP-l 55

AS GTGGTCCATGGAATCCTGAA

S CATCATGAGGAGACGGGG
ANG 55

AS TCCAAGTGGACAGGTAAGCC

S GTGTGAAAGCAGCAAAGAGGC
IL-6 58

AS CTGGAGGTACTCTAGGTATAC

S ATGACTTCCAAGCTGGCCGTG
IL-8 62

AS TATGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAA

S CCCACAGTGCTCCAAGGT
ENA-78 59

AS TCAAGACAAATTTCCTTCCCGTTCT

Contrôle S ACCACAGTCCATGCCATCAC
54

GAPDH AS TCCACCACCCTGTTGCTGTA
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Les amplicons obtenus ont été analysés par électrophorèse en gel d'agarose à 2%, coloré

au bromure d'éthidium. Un gel à 2 % permet une séparation efficace de fragments d'ADN entre

100 et 3000 paires de bases. L'ADN est chargé négativement car il contient des groupements

P04
3

-, il migre en fonction de sa masse moléculaire, de la borne négative vers la borne positive,

sous l'action d'un courant électrique (Figure 30 ).

Les résultats ont été visualisés grâce à un transilluminateur surmonté d'une caméra (Gel

Doc XR system, Bio-Rad,) le tout étant relié à un ordinateur contenant le logiciel d'analyse de

gels Quantity One (Bio-Rad).

Un témoin négatif et un témoin positif de RT-PCR ont été systématiquement réalisés. Le

témoin négatif consistait en un mélange réactionnel normal de RT-PCR mais dépourvu d'ARN.

Le gène de la Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) a été choisi comme

contrôle positif car c'est un « gène de ménage» (housekeeping) exprimé dans la plupart des

cellules. La GAPDH est une protéine homotétramérique qui catalyse la cinquième étape de la

glycolyse en oxydant le groupement aldéhyde du glycéraldéhyde-3-phosphate au niveau

d'oxydation d'un groupement carboxyle et réduit le NAD+ en NADH,H+ (Sambrook, 1989)

(Figure 30)

Figure 30 Exemple de résultats obtenus en RT-PCR en utilisant des amorces

spécifiques de l'IL-lO.

Chaque puits contient les produits d'amplification d'un échantillon tissulaire. Les puits

des extrémités droite et gauche contiennent les marqueurs de taille.
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10.2. Méthode

10.2.1. Extraction phénolique des ARN

Les Eppendorfs stériles ont été traités 10 minutes avec l~L de RNase out™ et 1mL

d'eau DEPC pendant 10 minutes. Un échantillon tissulaire d'environ 3mm3 a été prélevé sur les

échantillons tissulaires conservés à -80°C. Chaque échantillon a été décongelé à température

ambiante puis broyé dans un Eppendorf stérile dans 500~L de Trizo1. Les échantillons ont été

homogénéisés pendant 5 minutes à température ambiante puis 200~L de chloroforme ont été

ajoutés. Après agitation des échantillons, ils ont été centrifugés 15 minutes à 1200 tours/minute

à4°C.

Les sumageants ont été prélevés et additionnés de 500~L de propanol, homogénéisés 10

minutes à température ambiante puis les tubes ont été centrifugés 10 minutes à 1200

tours/minute à 4oC.

Après élimination des sumageants, les culots ont été rincés deux fois, additionnés de

200~L d'éthanol 75%, homogénéisés et centrifugés 5 minutes à 7500 tours/minute à 4°C. Après

élimination de l'éthanol les échantillons ont été séchés à l'air libre durant 15 minutes.

Les ARN extraits ont ensuite été dissous dans l O~L d'eau DEPC. La concentration des

ARN et leur contamination (rapport Dü260/D0280) ont été déterminés au spectrophotomètre

SmartSpec™ Plus spectrophotometer (Bio-Rad) en diluant pour chaque échantillon 1J.1L d'ARN

avec 49~L d'eau DEPC. La concentration des ARN a ensuite été ajustée à l~M avec de l'eau

DEPC.

10.2.2. RT-PCR de cytokines présentes dans les tissus

Le mix de RT-PCR a été réalisé selon les données du kit SuperScript™ One-Step RT­

PCR with Platinium® Taq :

- 25~L de mix de réaction

- 2~L d'amorce au 20ème

- l~L d'enzyme
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- 3J.LL de sulfate de magnésium 5mM

- l7J.LL d'eau DEPC

La réaction de RT-PCR a été réalisée selon les étapes suivantes:

30 minutes à 50°C: rétroconversion de l'ARN en ADNc, température à laquelle

l'enzyme Moloney a une activité de transcription inverse de L'ARN optimale.

2 minutes à 94°C: pré-dénaturation de l'ADNe.

15 secondes à 94°C: dénaturation de l'ADNe afin de permettre l'appariement des

amorces complémentaires.

30 secondes à la Tm des amorces utilisées: appariement des amorces permettant la

fixation des amorces au niveau des régions complémentaires sur les ADNc.

1 minute à 72°C: élongation, température à laquelle la Taq polymérase a une activité

optimale cl'élongation des amorces au niveau de leur extrémité 3', en incorporant les dNTPs

présents dans le milieu réactionnel.

Ces trois étapes d'amplification de l'ADN ont été réalisées 35 fois. Afin d'achever la

polymérisation, une dernière étape a été réalisée:

7 minutes à 72°C: extension finale des amplicons .

Les amplicons ont été conservés à 4°C.

10.2.3. Electrophorèse en gel d'agarose

Les produits de RT-PCR ont ensuite été soumis à une électrophorèse en gel d'agarose à

2% (90mL de tampon TAE IX et 1.8g d'agarose). Chaque solution d'agarose a été chauffée 3

minutes au micro-ondes 750W puis 5J.LL de BET ont été incorporés. Après refroidissement à

environ 50-60°C les gels ont été coulés dans la cuve d'électrophorèse et laissés à polymériser à

température ambiante pendant 20 minutes. Les gels ont ensuite été placés dans la cuve

d'électrophorèse et recouverts de TAE IX. Pour chaque échantillon, 6J.LL de produit de PCR ont
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été ajoutés à 6~L de tampon de charge et déposés dans un puits du gel d'agarose. Cinq

microlitres de marqueurs de taille ont également été déposés dans un des puits. La migration

des échantillons a été effectuée pendant une heure à 7SV.

10.2.4. Analyses statistiques

Les résultats ont été analysés pour la comparaison d'expression des diverses cytokines

entre elles par un test de Khi2 à l'aide du logiciel GraphPadPrism™.
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Il .. Fiches techniques

Fiche technique nO l :
Préparation de suspensions cellulaires li partir de tissus frais

./ Réactifs
- Hank's balanced solution (Sigma, St Louis, MO, USA)
- Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed, Oslo, Norvège)

./ Matériel
- Boîte de Petri

Ciseaux
MediMachine (Dako, Glostrup, Danemark)
Medicon (Dako)
Seringue à insuline
Tubes coniques 30 mL
Tubes à fond rond 30 mL
Pipettes de 10 mL
Pipet Aid
Pipettes Pasteur à embout souple
Centrifugeuse
Compteur de cellules ou cellule de Malassez

./ Technique
- Découper les tissus en petits fragment dans environ 5 mL de Hank's

dans la boîte de Petri, sans laisser le tissu se déssécher
Placer les fragments et le milieu dans le Medicon positionné dans la
Medimachine
Actionner la Medimachine pendant 5 minutes
Aspirer la suspension cellulaire avec la seringue à insuline
Placer la suspension cellulaire dans un tube à fond conique
Complémenter avec le reste du milieu de dissection et du Hank's frais
pour obtenir environ 12mL
Déposer 10 mL de Ficoll dans un tube à fond rond
Déposer délicatement la suspension cellulaire à la surface du Ficoll à la,
pipette à l'aide du Pipet Aid
Centrifuger 20 minutes à température ambiante à 400 g
Recueillir immédiatement l'anneau de lymphocytes avec une pipette
Pasteur à embout souple et le placer dans un tube à fond conique
Additionner 20 mL de Hank's
Centrifuger 5 minutes à 600 g
Eliminer le surnageant
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Reprendre le culot dans 1 mL de Hank:' s
Faire une numération cellulaire et ajuster la suspension en Hank's à 106

cellules/mL
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Fiche technique N°2
Marquages membranaires en cytométrie de flux

./ Réactifs
- Cyto-Stat® Tetrachrome® (Beckman-CouIter, Miami, Floride, USA)

IOTest®Beta Mark TCR V~ Repertoire Kit (Immunotech, Beckman­
CouIter)
Phosphate Buffered Saline (PBS) : NaCI 140mM (NORMAPUR®,
Prolabo, Paris, France), KCI 2,5mM (Prolabo), KH2P04 1,8mM (Acros
Organics, New-Jersey, USA), Na2HP04,2H20 10mM (Merck Eurolab
Polylabo, Créteil, France)
Sérum albumine bovine (BSA) (PAA laboratory GmbH, Pasching,
Autriche)
Bicarbonate (Gibco, Invitrogen, Cergy-Pontoise, France)
Paraformaldéhyde (Sigma)

./ Matériel
- Tubes à hémolyse de 5mL
- Micropipettes
- Centrifugeuse
- Cytomètre de flux (EPICS-XL, Coultronics, Beckman CouIter)

./ Technique
- Déposer 5 ilL de chaque anticorps du IOTest V~ répertoire kit dans 8

tubes à hémolyse
Déposer 5 ilL de quad dans un tube à hémolyse
Ajouter 50 ilL de suspension cellulaire dans chaque tube contenant 5
ilL d'anticorps
Vortexer chaque tube quelques instants
Laisser incuber 30 minutes au frigo
Déposer 1 mL de liquide de rinçage (PBS-BSA (2 %)-bicarbonate qsp
pH 7,2) dans chaque tube
Centrifuger 5 minutes à 600 g
Eliminer le surnageant
Additionner 50 ilL de PAF par tube
Lecture au cytomètre de flux
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Fiche technique n03 :
Digestion à la protéinase K

../ Réactifs
- Protéinase K (Merck Eurolab Polylabo, Créteil, France)
- Tampon STE (Saline-TRIS-EDTA ; NaCI 0,2 mM ; (NORMAPUR®,

Prolabo, Paris, France), Tris-HCI pH 8,0 la IlM (Merck), EDTA 0,2 IlM
(TITRIPLEX ® III, Merck))

- SDS (RECTAPUR®, Prolabo)

../ Matériel
- Broyeur de tissus: Piston Pellet (Merck)
- Tubes Eppendorfs de 1,5mL
- Micropipettes
- Incubateur

../ Technique
- Prélever un fragment de tissu congelé pour chaque échantillon dans des

Eppendorfs
Ajouter 300 ilL de tampon STE
Broyer les échantillons à l'aide de broyeurs Piston Pellet
Addtionner 600 ilL de tampon STE
Ajouter 5 IlLde protéinase K à 20mg/mL
Ainsi que 50 ilL de SDS 10%
Placer les Eppendorfs fermés dans l'incubateur thermostaté à 56°C
pendant 12h
Refroidir doucement les Eppendorfs jusque 4°C
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Fiche technique n04 :
Extraction phénolique de l'ADN

../ Réactifs
- Aquaphénol (APPLIGENE®, Prolabo)
- Ready Red (APPLIGENE®, Prolabo)
- Acétate de sodium 3M (Merck)
- Ethanol absolu (Merck)
- Eau Déminéralisée, Filtrée (Nalgene Sybron, Rochester, NY, USA)

../ Matériel
- Autoclave (Mediclav Osi, Maurepas, France)
- Tubes Eppendorfs de 1,5mL
- Micropipettes
- Centrifugeuse
- Spectrophotomètre: Beckman DU®640 (Beckman Instruments®, Gagny,

France)

../ Technique
- Autoclaver un nombre suffisant d'Eppendorfs

Déposer 1 volume de produit de digestion
Ajouter 1 volume de tampon phénol (aquaphénol et Ready Red v/v)
Homogénéiser doucement par retournements successifs
Centrifuger 5 minutes à 3000 tours/min à 4°C
Aspirer délicatement le surnageant aqueux à l'aide d'une micropipette
Eliminer le phénol dans un bidon spécifique prévu à cet effet
Réitérer ces étapes d'extraction une fois au minimum
Ajouter à chaque extrait 0.1 volume d'acétate d'ammonium 3M
Additionner 2 volumes d'éthanol absolu
Homogénéiser à l'aide d'une micropipette
Laisser incuber 12h à -20°C
Centrifuger 15 minutes à 12000 tours/min à 4°C
Eliminer doucement le surnageant à l'aide d'une micropipette en laissant
l'ADN adhérer aux parois
Reprendre le culot dans 500 /-iL d'éthanol à 70%
Centrifuger 15 minutes à 12000 tours/min à 4°C
Eliminer doucement le surnageant à l'aide d'une micropipette en laissant
l'ADN adhérer aux parois
Laisser sécher à l'air libre
Reprendre le culot dans 10 /-iL d'eau déminéralisée, filtrée, autoclavée
(EDFA)
Prélever 1/-iL d'extrait d'ADN à l'aide d'une micropipette dans une cuve
du spectrophotomètre
Diluer dans 49 /-iL d'EDFA
Déterminer la concentration et la pureté de l'ADN par la lecture de la DO
260nm et 280nm au spectrophotomètre
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Fiche technique nOS:
PCR

./ Réactifs
- Eau Déminéralisée, Filtrée (Nalgene Sybron, Rochester, NY, USA)
- 8 amorces supplémentées d'un GC clamp (Genset Oligos, Paris, France)
- dNTPs (Master Mix, Eurogentec, Liège, Belgique)
- Kit PCR Goldstar Red™ (Eurogentec)
- Contrôles de DGGE : DCode™ control reagent kit for DGGE, CDGE,

TTGE (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

./ Matériel
- Autoclave (Mediclav Osi, Maurepas, France)
- Tubes Eppendorfs de 0,2mL
- Micropipettes
- Centrifugeuse
- Thermocycler Gene Amp® PCR system 9700 (Perkin Elmer Biosystems,

Courtaboeuf, France)

./ Technique
- Autoclaver un nombre suffisant d'Eppendorfs

Réaliser pour chaque extrait d'ADN le mélange réactionnel suivant:
5 ilL de tampon de réaction
2,5 mM de chlorure de magnésium
4mMdedNTPs
2,6nMd'ADN
21lL d'amorce au 20ème

0,5 ilL de Taq polymerase (30 U/mL)
EDFA q.s.p. 50 ilL.

Réaliser les cycles suivants au thermocycler
10 minutes à 94°C
1 minutes à 94°C
1 minute à 56°C 40 cycles
2 minutes à 72°C
10 minutes à 72°C

Conserver les produits de PCR à 4°C
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Fiche technique nO : 6 :
DGGE

./ Réactifs
- Ethanol

Acrylamidelbis solution (Bio-Rad)
Tampon TAE lOX (Tris acide acétique EDTA) (Bio-Rad)
Urée ultrapure (Norrnapur®, Prolabo)
Forrnamide désionisé (Norrnapur®, Prolabo)
Eau distillée
Temed (Bio-Rad)
Persulfate d'ammonium (Merck)
Marqueurs de taille: MarceITM (APPLIGENE®, Prolabo)
Tampon de charge: 0,25 % de bleu de bromophénol (RAL Kulhmann,
Paris France), 0,25 % de xylène cyanol (Sigma, Saint Louis, MO, USA)
et 40 % de saccharose (Sigma)

./ Matériel
- Béchers de 50 mL

Éprouvettes
Micropipettes
Seringues de 20 mL
Plaques d'électrophorèse Glass Plate, Outer et Glass Plate, Inner ; 16 cm2

(Bio-Rad)
Gradient Delivery System Model475 (Bio-Rad)
DCode™ Universal Mutation System (Bio-Rad)

./ Technique
- Nettoyer soigneusement les plaques d'électrophorèse à l'éthanol

Assembler les plaques
Préparer 250 mL de solution mère à 80% d'agents dénaturants:

40 ml d'acrylamide
80 ml de forrnamide désionisé
85 g d'urée ultrapure
12.5 ml TAE IX
qsp 250 ml d'eau distillée

Préparer 250 mL de solution mère à 0% d'agents dénaturants:
40 ml d'acrylamide
12.5 ml de TAE IX
qsp 250 ml d'eau distillée

Préparer 200 mL de solution dénaturante à 60%
150 ml de solution mère à 80 %
50 ml de solution mère à 0 %

Préparer 200 mL de solution dénaturante à 10%
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25 ml de solution mère à 80 %
175 ml de solution mère à 0 %

- Ajouter 13 ~L de temed et 105 ~L de persulfate d'ammonium (lg/lOmL)
à 20 mL de solution à 60%

- Ajouter 13 ~L de temed et 105 ~L de persulfate d'ammonium (lg/10mL)
à 20 mL de solution à 10%

- Prélever avec une seringue 20 mL de solution à 60% et dans une autre 20
mL de solution à 10%

- Couler le gel à l'aide de ces deux seringues et du Gradient Delivery
System

- Laisser polymériser 12h à 4°C
- Remplir la cuve d'électrophorèse avec 7.5 litres de TAE IX et y placer

les gels
- Chauffer la cuve à 56°C
- Arrêter la pompe
- Retirer les peignes
- Dans des Eppendorfs mélanger 20 ~L de produits de PCR et 3.2 ~L de

tampon de charge
- Vortexer
- Déposer 20 ~L de chaque échantillon dans les puits du gel
- Déposer 1~L de marqueur de taille dans un des puits
- Remettre la pompe en marche
- Faire migrer pendant 5h30 à 11 OV à 56°C avec le DCodeTM Universal

Mutation System
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Fiche technique n07 :
TTGE

../ Réactifs
- Ethanol

Acrylamide/bis solution (Bio-Rad)
Tampon TAE 10X (Tris acide acétique EDTA) (Bio-Rad)
Urée ultrapure (Normapur®, Prolabo)
Formamide désionisé (Normapur®, Prolabo)
Eau distillée
Temed (Bio-Rad)
Persulfate d'ammonium (Merck)
Marqueurs de taille: MarceITM (APPLIGENE®, Prolabo)
Tampon de charge : 0,25 % de bleu de bromophénol (RAL Kulhmann,
Paris France), 0,25 % de xylène cyanol (Sigma, Saint Louis, MO, USA)
et 40 % de saccharose (Sigma)

../ Matériel
- Béchers de 50 mL

Éprouvettes
Micropipettes
Seringues de 20 mL
Plaques d'électrophorèse Glass Plate, Outer et Glass Plate, 1nner ; 16 cm2

(Bio-Rad)
Gradient Delivery System Model475 (Bio-Rad)
Eppendorfs 0,2 mL
DCode™ Universal Mutation System (Bio-Rad)

../ Technique
- Nettoyer soigneusement les plaques d'électrophorèse à l'éthanol

Assembler les plaques
Péparer 500 mL de solution d'acrylamide a l'abri de la lumière à 4°C
75 ml acrylamide 40 %
180 g d'urée ultrapure
12.5 ml TAE 50X
qsp 500 ml d'eau
Ajouter 26 !-LL de temed et 210!-LL de persulfate d'ammonium (lgIlOmL)
à 40 mL de solution
Couler le gel à l'aide des seringues et du Gradient Delivery System
Laisser polymériser 12h à 4°C
Remplir la cuve d'électrophorèse avec 7.5 litres de TAE IX et placer les
gels
Chauffer à 61°C
Arrêter la pompe
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- Retirer les peignes
- Dans des Eppendorfs mélanger 20 ilL de produits de PCR et 3.2 ilL de

tampon de charge
- 1ilL MarceFM
- Déposer 20 ilL de chaque échantillon dans les puits du gel
- Déposer 1ilL de marqueur de taille dans un des puits
- Remettre la pompe en marche
- Programmer le gradient de température à 2,SoC par heure
- Faire migrer pendant 4h à 11av avec le DCodeTM Universal Mutation

System
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Fiche technique nOS:
Coloration argentique

~ Réactifs
- Acide trichloroacétique (Prolabo)

Acide acétique (Merck)
Glutaraldéhyde (Sigma)
Nitrate d'argent (Prolabo)
Carbonate de sodium (Normapur®, Prolabo)
Formaldéhyde (Sigma)
Glycérol (Prolabo)

~ Matériel
- Grandes cuves en verre
- Eprouvettes
- Micropipettes
- Drygel jr. (Hoefer Scientific Instrument, Pharmacia, Uppsala, Suède)

~ Technique
- Baigner le gel de DGGE/TTGE dans 100 mL d'une solution à 200 glL

d'acide trichloroacétique pendant 3 minutes
Laver le gel 3 minutes dans une solution contenant 50 % d'éthanol et 10
% d'acide acétique
Laver deux fois 5 minutes dans une solution contenant 10% d'éthanol et
5% d'acide acétique (solution 1)
Incuber 10 minutes les gels dans une solution de glutaraldéhyde à 25 %
Lavés deux fois 5 minutes dans la solution 1
Laver deux fois 5 minutes à l'eau distillée
Incuber les gels 10 minutes dans 100 mL d'une solution de nitrate
d'argent à 5 glL
Laver deux fois une minute à l'eau distillée
Incuber dans 100 mL d'une solution de carbonate de sodium 0,016% et
de formaldéhyde 750 !-tUL durant un temps jugé à l'œil
Arrêter la révélation par incubation 5 minutes dans 100 mL d'une
solution d'acide acétique à 5%
Sécher 3 heures le gel à chaud sous vide à l'aide du Drygel jr
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Fiche technique n09 :
Immunofluorescence indirecte sur cryocoupes

./ Réactifs
Bleu de toluidine (Sigma, Saint Louis, MO, USA)

- Rhodorsil® (Rhodia Chem, Caronno Pertusella, Italie)
Hank's balanced solution (Sigma)
Anticorps monoclonaux (description dans le chapitre S.l)
Phosphate Buffered Saline (PBS) : NaCI 140mM (NORMAPUR®,
Prolabo, Paris, France), KCI2,5mM (Prolabo), KH2P04 1,SmM (Acros
Organics, New-Jersey, USA), Na2HP04,2H20 10mM (Merck Euro1ab
Po1y1abo, Créteil, France)
Anticorps secondaire: anticorps polyclonal de lapin anti­
immunoglobulines de souris conjugué au FITC (RAM-FITC) (Dako,
Glostrup, Danemark)
Glycérol (Prolabo)

./ Matériel
- Cryostat (Jung CM lS00, Leica, Nussloch, Allemagne)

Four à micro-ondes
Coton-tige
Chambre humide
Microscope à fluorescence (Olympus BX60, Tokyo, Japon)
Logiciel d'analyse d'image Olympus (DP70 Manager)

./ Technique
- Réaliser des coupes sériées de tissu congelé de 51lm d'épaisseur au

cryostat
Recueillir chaque coupe sur une lame de verre dégraissée
Séchage à l'air
Fixer 45 secondes dans un four à micro-ondes
Coloration d'une coupe au bleu de toluidine
La rincer à l'eau et la réserver pour analyse en microscopie optique
Délimiter au coton-tige les coupes sériées suivantes par un anneau de
Rhodorsil®
Déposer 50llL de Hank's sur chaque coupe
y insérer 51-lL d'anticorps monoclonal dilué au tiers
Incuber lh en chambre humide à température ambiante
Laver 3 fois 5 minutes dans du PBS
Déposer 50 I-lL de RAM-FITC sur chaque coupe
Incuber 30 minutes en chambre humide
Laver 3 fois 5 minutes dans du PBS
Ajouter une goutte de PBS/Glycérol (7/3)
Examen au microscope à fluorescence équipé d'une caméra et du
logiciel d'analyse d'image Olympus DP70
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Fiche technique nOIO :
Extraction phénolique d'ARN

../ Réactifs
- Inhibiteur de RNase : RNase out™ Ribonuclease inhibitor (Invitrogen,

Cergy Pontoise, France)
Eau DEPC (Invitrogen)
Trizol® (Invitrogen)
Chloroforme (R.P. Normapur®, Prolabo, Paris, France)
Propanol (Rectapur®, Prolabo)
Ethanol 96° (Sigma, Saint Louis, MO, USA)

../ Matériel
- Eppendorfs 1,5 mL

Autoclave (Mediclav Osi, Maurepas, France)
Micropipettes
Broyeur de tissus: Piston Pellet (Merck)
Centrifugeuse
Spectrophotomètre: SmartSpec™ Plus spectrophotometer (Bio-Rad)

../ Technique
- Autoclaver les Eppendorfs

Incuber les Eppendorfs 10 minutes avec 11-lL de RNase out™ et 1mL
d'eau DEPC
Décongéler les échantillons à température ambiante
Broyer les tissus en Eppendorf stérile dans 500l-lL de Trizol
Homogénéiser à température ambiante
Ajouter 200l-lL de chloroforme
Agiter et centrifuger 15 minutes à 1200 tours/minute à 4°C
Prélever les sumageants
Ajouter 500l-lL de propanol
Homogénéiser 10 minutes à température ambiante
Centrifuger 10 minutes à 1200 tours/minute à 4°C
Eliminer les sumageants
Rincer les culots 2 fois par ajout de 200l-lL d'éthanol à 75%
Homogénéiser et centrifuger 5 minutes à 7500 tours/minute à 4°C
Eliminer l'éthanol à l'aide d'une micropipette
Sécher à l'air libre 15 minutes
Homogénéiser dans lOI-lL d'eau DEPC
Déterminer le rapport D0260/D0280 au spectrophotomètre
SmartSpec™ Plus (lI-lL d'ARN, 491-lL d'eau DEPC)
Ajuster la concentration à 11-lM avec de l'eau DEPC
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Fiche technique nOll :
RT-PCR

.;' Réactifs
- Inhibiteur de RNase : RNase out™ Ribonuclease inhibitor (Invitrogen,

Cergy Pontoise, France)
- Eau DEPC (Invitrogen)
- SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinium® Taq (Invitrogen)
- Amorces: easy oligos (Proligo, Boulder, CO, USA)

.;' Matériel
- Autoclave (Mediclav Osi, Maurepas, France)
- Eppendorfs 0,2 mL
- Micropipettes
- Thermocycler Gene Amp® PCR system 9700 (Perkin Elmer Biosystems,

Courtaboeuf, France)

.;' Technique
- Autoclaver les Eppendorfs

Incuber les Eppendorfs 10 minutes avec 1J.1L de RNase out™ et 1mL
d'eauDEPC
Réaliser pour chaque extrait d'ARN le mix de RT-PCR suivant

25J.1L de mix de réaction
2J.1L d'amorce au 20ème
1J.1L d'enzyme
2J.1L d'ARN 1J.1M
3J.1L de sulfate de magnésium 5mM
17J.1L d'eau DEPC

Réaliser les cycles suivants au thermocycler
30 min à 50°C
2 min à 94°C
15 sec à 94°C
30 sec à la Tm 35 cycles
1 min à 72°C
7 min à 72°C.

Conserver les produits de RT-PCR à 4°C
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Fiche technique nOlZ :
Électrophorèse en gel d'agarose

..; Réactifs
- Agarose electrophoresis grade (Invitrogen)
- Bromure d'éthidium (Bio-Rad, Hercules, CA)

Tampon TAE 10X (Tris acide acétique EDTA) (Bio-Rad)
- Tampon de charge: 10X BlueJuice™ gelloading buffer (Invitrogen)
- Marqueurs de taille: Juies™ Ready-to-use (Qbiogen, Irvine, CA, USA)

..; Matériel
- Eppendorfs 0,2 mL
- Eprouvettes
- Erleinmeyer
- Four à micro-ondes
- Micropipettes
- Générateur: power pac 3000 (Bio Rad)
- Cuve d'électrophorèse : Sub-cell® GT agarose gel electrophoresis

systems (Bio-Rad)
- Gel Doc XR system (Bio-Rad)
- Logiciel Quantity One (Bio-Rad)

..; Tech..nique

- Peser 1.8g d'agarose
- Dissoudre dans 90mL de tampon TAE 1X, dans un erlenmeyer
- Chauffer 3 minutes au four à micro-ondes 750W
- Incorporer 5l-tL de BET
- Laisser refroidir à 50-60°C
- Couler le gel dans la cuve d'électrophorèse
- Laisser polymériser 20 minutes à température ambiante
- Recouvrir les gels par du TAE IX
- Dans des Eppendorfs de 0,2 mL mélanger 6l-tL de produit de RT-PCR et

6l-tL de tampon de charge
- Déposer les échantillons dans les puits
- Déposer 5l-tL de marqueurs de taille dans un puit
- Faire migrer une heure à 75V
- Révéler à l'aide du Gel Doc XR system équipé du Logiciel Quantity One
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Résultats
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12.. Sous populations T et répertoire V-beta

Les tissus sains et tumoraux de 62 patients ont été analysés, mais seuls 27 tissus

ganglionnaires étaient suffisamment volumineux pour permettre une analyse en cytométrie de

flux.

Les échantillons sanguins de onze patients ont été analysés en cytométrie de flux.

12.1. Caractérisation des lymphocytes T

12.1.1. Immunophénotypage des lymphocytes T des différents

tissus en quadruple marquage

L'immunophénotypage en quadruple marquage montrait un nombre de cellules portant

CD3 inférieur dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains et ganglionnaires

(moyenne: 58% ± 19 sain, 48% ± 21 tumeur, 60% ± 17 ganglion). De plus, la moyenne des

MFI de CD3, CD4 et CD8 était significativement supérieure dans les tissus sains par rapport

aux tumeurs (p<0,0001). La moyenne du MFI de CD3 était également significativement

supérieure dans les ganglions par rapport aux tumeurs (p=0,016) (Tableau 8 ).

Dans les ganglions, comme l'on pouvait s'y attendre, les cellules T CD4+ (moyenne:

26,5% ± 16) étaient les plus abondantes avec un ratio moyen CD4/CD8 de 4 ± 1,6. Cet index

d'immunorégulation était significativement inversé dans les tissus pulmonaires. En effet, les

cellules T CD8+ constituaient la population cellulaire la plus représentée à la fois dans les tissus

sains (moyenne: 22% ± 18) avec un ratio moyen CD4/CD8 de 0,88 ± 0,17, (p<0,001 par

rapport aux ganglions) et dans les tumeurs (moyenne: 22% ± 15) avec un ratio moyen

CD4/CD8 de 0,58 ± 0,07, (p<O,OOl par rapport aux ganglions).
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Tableau S Moyennes des pics d'intensité de fluorescence des molécules

CD3, CD4 et CDS dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires.

* :significativement différent

MFI CD3 MFICD4 MFICD8

Tissus sains 0.59 ± 0.21 0.47 ± 0.14 0.48 ± 0.18
J.. J.. ...A.... ... ...

Tumeurs 0.47 ± 0.18 0.36 ± 0.10 0.43 ± 0.15

"""
Ganglions 0.58 ± 0.22 0.39 ± 0.15 0.37 ± 0.12

12.1.2. Immunophénotypage des lymphocytes T des différents

tissus après culture organotypique courte en milieu non tumoral

L'immunophénotypage en quadruple marquage après culture organotypique en milieu

non tumoral ne montrait pas de variation significative du nombre de cellules T CD3+. En

revanche l'expression de CD4 était significativement augmentée sur les lymphocytes extraits

des ganglions après culture passant de 26,5% à 41,5% de cellules marquées (p=0,004). De

même, l'expression de CD8 étaient significativement supérieure parmi les lymphocytes extraits

des tumeurs après culture en milieu non tumoral passant de 22% à 28% de cellules marquées

(p=0,04 tumeur). En revanche, parmi les lymphocytes des ganglions, CD8 était initialement

présent sur 21,5% des cellules et cette population était significativement diminuée après culture

en milieu non tumoral (15,6%, p=0,02) (Figure 31 ).

L'étude comparée de l'immunophénotypage des lymphocytes T avant et après culture en

milieu non tumoral, patient par patient, a révélé une augmentation significative du nombre de

cellules extraites des tumeurs et exprimant CD8+ après culture (p=0,04). L'analyse de la

moyenne des MFI comparée patient par patient montrait une augmentation significative pour

les cellules CD3 (p=0,047), CD4 (p=0,014) et CD8 (p=0,005) éluées des tissus sains après

culture organotypique courte en milieu non tumoral. Pour les lymphocytes élués des tumeurs, la

moyenne des MFI de CD4 était significativement augmentée après culture organotypique en

milieu non tumoral (p=0,04). Enfin, la moyenne des MFI de CD3 et de CD4 était
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significativement augmentée pour les lymphocytes élués des ganglions après culture (p=0,01 ;

p=0,03) (Tableau 9 ).

Tableau 9 Moyennes comparées des MFI des molécules CD3, CD4 et

CDS dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires avant et après

culture organotypique courte en mileu non tumoral.

MFICD3 MFICD4 MFICD8

Tissus Avant 0.59 ± 0.21 0.47±0.14 0.48 ± 0.18

sams ..A. ..A.

"" ....
Après 0.76 ± 0.13 0.54 ± 0.09 0.64 ± 0.21

Tumeurs Avant 0.47 ± 0.18 0.36 ± 0.10 0.43 ± 0.15

•. l"i

Après 0.54 ± 0.21 0.44±0.15 0.44 ± 0.19

Ganglions Avant 0.58 ± 0.22 0.39 ± 0.15 0.37 ± 0.12

..A. -"-

Après 0.84 ± 0.06 0.61 ± 0.07 0.53 ± 0.09
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Figure 31 Comparaison des pourcentages de cellules T et des sous populations CD4

et CD8 avant et après culture organotypique courte en milieu non tumoral.

* :différence significative de la proportion de cellules marquées.
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12.1.3. Immunophénotypage de lymphocytes T des échantillons

sangulDs

L'immunophénotypage en quadruple marquage des lymphocytes T sanguins montrait

des pourcentages moyens de lymphocytes T CD3+ abaissés par rapport aux valeurs nonnales :

64% ± 17 chez les patients pour 75% ± 5 dans le laboratoire. Il existait également une

diminution des taux de cellules CD4+ qui ne représentaient que 28% ± 7 des lymphocytes

(contre 50% ± 5) et des cellules CD8+ dont le pourcentage moyen est de 18 ± Il % des
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lymphocytes (contre 25% ± 5) du sang périphérique. Le ratio moyen de cellules T CD4/CD8

était de 2,2 ± 1,25.

La moyenne des MF! de CD3 était de 1,67 ± 1.11, celle de CD4 de 1,29 ± 0,74 et celle

de CD8 de 1,09 ± 0,77. Les moyennes des MFI de CD3 (p<0,0001), CD4 (p<O,OOOl) et CD8

(p=0,006 pour les tissus sains et p=0,0002 pour les tumeurs) des échantillons sanguins étaient

significativement supérieures à celle des tissus sains et tumoraux.

12.2. Caractérisation du répertoire V~ du TCR

Les proportions de cellules T exprimant chacune des chaînes V~ du TCR sont faibles,

c'est pourquoi il a été considéré qu'un pourcentage supérieur à cinq représentait un petit clone

dans le tissu testé.

12.2.1. Caractérisation de l'utilisation du répertoire Vf3 du TCR

dans les différents tissus

12.2.1.1.

sains

Caractérisation du répertoire VJ3 du TeR dans les tissus

La moyenne de la taille des clones mis en évidence était de Il,9% ± 8,7 des

lymphocytes tissulaires (range: de 5% à 54%). Le segment V de la chaîne ~ du TCR le plus

fréquemment exprimé dans les tissus sains était le V~14 avec la mise en évidence de clones

dans 24 des 44 tissus sains étudiés (55%).

Des clones de lymphocytes T portant les segments du TCR V~3 (22 patients), V~8 (20

patients), V~20 (21 patients) et V~21.3 (21 patients) étaient également très fréquents dans les

tissus sains.

Les clones V~7.2 (16 patients), V~12 (19 patients) et V~16 (18 patients) étaient

également bien représentés.

Les autres segments V des chaînes ~ du TCR étaient peu exprimés par les lymphocytes

des tissus sains (Figure 32 ).
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12.2.1.2. Caractérisation du répertoire Vf3 du TCR dans les tumeurs

Le segment V de la chaîne p du TCR le plus fréquemment exprimé dans les tissus

tumoraux était le Vp14 avec la mise en évidence de 37 clones parmi les 44 tumeurs étudiées

(84%).

Les clones de lymphocytes T portant les chaînes p du TCR Vp3 (28 patients), Vp2ü (32

patients) et Vf321.3 (patients) étaient très fréquents dans les tumeurs.

Les clones Vf37.2 (19 patients), Vf38 (26 patients), Vf312 (26 patients) et Vp16 (25

patients) étaient également bien représentés.

Les autres segments V des chaînes p du TCR étaient peu exprimées dans les tissus

tumoraux (Figure 32 ).

12.2.1.3. Caractérisation du répertoire Vf3 du TCR dans les

ganglions

Le segment V de la chaîne p du TCR le plus fréquemment exprimé dans les tissus

ganglionnaires était le Vp14 avec la mise en évidence de 18 clones parmi les 27 ganglions

étudiés (41 %).

Les clones de lymphocytes T portant les chaînes p du TCR Vp3 (17 patients), Vf312 (19

patients), Vf316 (15 patients) et Vp2ü (15 patients) étaient fréquents dans les ganglions

intrapulmonaires.

Les clones Vp7.2 (8 patients), Vp8 (13 patients) et Vp21.3 (35 patients) étaient

également représentés.

Les autres segments V des chaînes pdu TCR étaient peu exprimés dans l'ensemble des

ganglions (Figure 32 ).

163



Figure 32 Nombre de patients présentant des clones utilisant chaque V~ du TCR

dans les tissus sains tumoraux et ganglionnaires.
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12.2.2. Comparaison de l'utilisation du répertoire Vf3 du TCR

dans les différents compartiments étudiés

12.2.2.1. Utilisation comparée du répertoire V~ du TCR en fonction

du type de tissu

La chaîne V~14 était la plus représentée avec 55 % de clones tous types de tissus

confondus. Les clones V~3(47,8 %), V~12 (47,7 %), V~21.3 (47,3 %), V~20 (46,9 %), V~16

(41,6 %), V~8 (40,7 %), V~7.2 (28,6 %) étaient également bien représentés. Pour l'ensemble de

ces sept chaînes, le nombre de clones présents était supérieur dans les tumeurs par rapport aux

autres tissus. De même le nombre de clones exprimant ces chaînes était supérieur dans les tissus

sains par rapport aux ganglions.
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Lorsque l'on s'est intéressé aux pourcentages d'expression globale de chaque chaîne V~

du TCR dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires, il est apparu des différences

d'expression en fonction du tissu. Ainsi :

.,/ dans les tissus sains, aucune chaîne V~ du TCR n'était plus exprimée, en médiane de

pourcentage d'expression, que dans les tumeurs ou les ganglions.

.,/ dans les tumeurs, la chaîne V~21.3 (p=O.08) était plus exprimée (6% d'expression) que

dans les ganglions (5% d'expression). En revanche, plusieurs chaînes V~ du TCR étaient

significativement plus exprimées dans la tumeur que dans le tissu sain, ce sont les chaînes V~3

(p=O,04), V~12 (p=O,008), V~14 (p=O,03), V~16 (p=O,Ol), V~20 (p=O,006) et V~21.3

(p=O,002).

.,/ dans les ganglions, les chaînes V~8 (p=O,009 avec la tumeur), V~12 (p=O,05), V~14

(p=O,009), V~16 (p=O,08) et V~21.3 (p=O,08) étaient significativement plus fréquemment

exprimées que dans les tissus sains et les tumeurs (Tableau 10 ).

Tableau 10 Médianes des pourcentages d'expression des segments V des

chaînes V~ du TeR les plus fréquents, dans les tissus sains, tumoraux

et ganglionnaires.

V~\Tissu Sain Tumeur Ganglion

3 2 4 5

7.2 1,5 2 2

8 2 2 4

12 2 4 6

14 3 5 8

16 2 3 5

20 2,5 5 5

21.3 2,5 6 5
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Lorsqu'un clone était présent dans le tissu tumoral, il était souvent également présent

dans le tissu ganglionnaire du même patient. En effet, pour le TCR V~14, sur 18 patients

présentant un clone ganglionnaire exprimant cette chaîne, 16 en avaient également un dans le

tissu tumoral. Pour les chaînes utilisant V~7.2, V~8, V~16 et V~20 tous les patients

présentaient des clones à la fois dans le .ganglion et dans la tumeur. Les clones les moins

retrouvés à la fois dans le ganglion et la tumeur d'un même patient étaient ceux utilisant les

segments V~3 et V~12 avec tout de même respectivement 68% et 76% de co-expression

(Tableau Il ).

Les clones présents dans la tumeur d'un patient donné étaient beaucoup moins

fréquemment également présents dans le tissu sain du même patient. Les clones les plus

fréquemment exprimés dans ces deux tissus pour un même patient étaient ceux utilisant les

chaînes du TCR V~7.2, V~8 et V~16 avec respectivement 82%, 81 % et 72% de co-expression.

En revanche, il est intéressant de noter que le segment V~14, qui était le plus fréquemment

utilisé tous types de tissus confondus et pour chaque type de tissu, présent dans 24 tissus sains

et 37 tumeurs, était la chaîne V~ du TCR la moins souvent présente dans le tissu sain et la

tumeur d'un même patient avec 51% de co-expression (Tableau 7).

Les clones les plus représentés dans l'ensemble des tumeurs et absents dans le tissu sain

du même patient étaient V~ 13.1 et V~13.2.

Si l'on compare l'expression des chaînes V~ du TCR dans les trois types de tissus

patient par patient, pour les 27 patients dont le tissu ganglionnaire à été analysé en cytométrie

de flux, il est apparu que les segments V~ les plus fréquemment concomitants étaient V~7.2

(63%), V~8 (64%) et V~14 (67%) suivis de V~20 (56%) et V~21.3 (53%). Les chaînes du TCR

les moins fréquemment présentes dans les trois types tissulaires d'un même patient étaient les

chaînes utilisant V~3 (41 %), V~12 (42%) et V~16 (47%) (Tableau Il ).
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Tableau Il Expression concomitante de clones V~ chez un même

patient.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de cas où la même spécificité V(3 était observée

comme un clone dans plus d'un des trois tissus testés.

Ganglions et Ganglions et Tissus Tumeurs et Tissus

Tumeurs (n=27) sains (n=27) sains (n=62)

V~3 76 41 61

V~7.2 100 63 82

V~8 100 64 81

V~12 68 42 65

V~14 89 72 51

V~16 100 47 72

V~20 100 56 66

V~21.3 87 53 63

12.2.2.2.

de tumeur

Utilisation comparée du répertoire V~ en fonction du type

Lorsque l'on s'est intéressé aux pourcentages d'expression globale de chaque chaîne V(3

du TeR dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires, il est apparu des différences

d'expression en fonction du type de cancer. Ainsi :

v' Dans les tissus sains, les segments V(33, 14, 16 et 21.3 étaient plus souvent utilisés chez

les patients présentant un adéocarcinome que chez les patients présentant un carcinome

épidermoïde. Aucune chaîne V(3 n'était plus exprimée dans les carcinomes épidermoïdes pour

les tissus sains (Figure 33 ).
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./ Dans les tumeurs, les chaînes utilisant V08, 14 et 16 étaient plus présentes chez les

patients présentant un adénocarcinome alors que les chaînes utilisant V03 et 13.1 étaient plus

fréquentes chez les patients présentant un carcinome épidermoïde (Figure 33 ).

./ Dans les ganglions, le segment V012 du TCR était significativement plus exprimé chez

les patients présentant un adénocarcinome par comparaison aux patients présentant un

carcinome épidermoïde (p=O,009). De plus, les chaînes utilisant V01, V07.2 et V021.3 étaient

également plus présentes dans les adénocarcinomes. En revanche, les chaînes utilisant V0 3,

V016 et V020 étaient plus fréquentes dans les carcinomes épidermoïdes comparés aux

adénocarcinomes (Figure 33 ).

Figure 33 Médianes des pourcentages d'expression de chaque chaîne V0 du TeR
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Il existait un clone plus spécifiquement exprimé dans les tumeurs que dans les tissus

sains, dans les carcinomes épidermoïdes : le Vf313.1 Dans les adénocarcinomes, il n'a pas été

observé de cellules exprimant des spécificités absentes du tissu sain des mêmes patients.

12.2.2.3.

tumoral

Utilisation comparée du répertoire Vf3 en fonction du stade

Le nombre de patients présentant des métastases (2) était trop faible pour permettre

l'analyse comparée du répertoire Vf3 du TCR.

Lorsque l'on s'est intéressé aux pourcentages d'expression globale de chaque segment

Vf3 du TCR dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires, il est apparu une différence

d'expression en fonction de l'extension ou non de la tumeur aux ganglions lymphatiques. En

effet, la spécificité Vf37.2 était significativement plus exprimée chez les patients présentant une

extension ganglionnaire (p=O,007) (Figure 34 ).
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Figure 34 Médianes des pourcentages d'expression de chaque chaîne V~ du TeR

dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires en fonction de l'extension de la

tumeur aux ganglions lymphatiques.

* : différence significative d'expression d'une chaîne V~ du TCR entre les patients sans

extension ganglionnaire (NO) et les patients présentant une extension ganglionnaire de la

tumeur (Nx).
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Lorsque l'on s'est intéressé aux pourcentages d'expression globale de chaque segment

V~ du TCR dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires, il est apparu des différences

d'expression en fonction du stade de différenciation T des tumeurs. Ainsi:

./ Dans les tissus sains, les chaînes utilisant V~3 (p=O,02), V~ 16 (p=O,03) et V~20

(p=0,02) étaient significativement plus exprimées chez les patients présentant un stade de

différenciation Tl comparé aux patients présentant un stade T2.

Les chaînes utilisant V~3 (p=0,007), V~7.2 (p=O,OI), V~8 (p=O,OI), V~12 (p=O,03),

V~14 (p=0,01), V~16 (p=O,OOIS), V~20 (p=O,OOS) et V~21.3 (p=0,006) étaient, quant à elles,
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significativement plus fréquentes chez les patients présentant les stades de différenciation

tumorale T3 et T4 comparé aux patients présentant un stade T2 (Figure 35 ).

./ Dans les tumeurs, les chaînes utilisant V~3 (p=O,03), V~8 (p=O,003) et V~20 (p=O,02)

étaient significativement plus exprimées chez les patients présentant un stade de différenciation

T3 ou T4 comparés aux patients présentant un stade Tl.

Les chaînes utilisant V~3 (p=O,04), V~8 (p=O,002), V~ 16 (p=O,005) et V~20 (p=O,O 1)

étaient, quant à elles, significativement plus fréquentes chez les patients présentant les stades de

différenciation tumorale T3 et T4 comparés aux patients présentant un stade T2 (Figure 35 ).

./ Dans les ganglions, les analyses comparées en fonction du stade T n'ont pas pu être

réalisées en fonction de leur trop faible contingent (2 ganglions).

Figure 35 Médianes des pourcentages d'expression de chaque chaîne V~ du TeR

dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires en fonction du stade de

différenciation tumorale T.

* :différence significative d'expression d'une chaîne V~ du TCR entre les stades Tl et T2

* : différence significative d'expression d'une chaîne V~ du TCR entre les stades T2 et T3-4

* : différence significative d'expression d'une chaîne V~ du TCR entre les stades Tl et T3-4.
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12.2.2.4. Autres utilisations comparées du répertoire VB du TeR

Les analyses comparées de l'utilisation du répertoire VB du TCR en fonction de l'âge

des patients et en fonction de la consommation tabagique ne montraient pas de différence

significative d'expression des chaînes VB du TCR.

12.2.3. Caractérisation de l'utilisation du répertoire Vf3 du TCR

dans les échantillons de sang périphérique

L'analyse de l'utilisation du répertoire VB du TCR dans les échantillons de sang

périphérique de patients présentant un cancer bronchique non-à petites cellules n'a pas révélé

de biais d'utilisation de ce répertoire. En effet, la présence d'aucun clone n'a été détectée parmi

les Il échantillons sanguins analysés.
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13.. Etude de la clonalité des lymphocytes T par

TTGE/DGGE

Tous les lymphocytes qui expriment un TCRa~ ont précédemment réarrangé leur

TCRy8 au cours de leur maturation intrathymique (Kuby, 2000). La majorité de ces

réarrangements sont non productifs mais restent détectables car toujours présents au niveau de

l'ADN. Tous les lymphocytes Ta~ provenant d'un même clone cellulaire présenteront donc

exactement les mêmes réarrangements de leur séquence de TCRy. La mise en évidence d'un

répertoire de TCRy restreint dans une population lymphocytaire suggère que un ou plusieurs

clonees) ont proliféré localement à partir de une ou plusieurs cellule T ancestrale commune.

L'exploration des réarrangements du TCRy est souvent utilisée pour l'étude d'une

oligoclonalité possible des cellules T car le répertoire TCRy contient un nombre limité de gènes

variables (V) et de jonction (1) permettant des amplifications de l'ADN en PCR multiplex

(Porcelli S, 1991).

Les techniques de DGGE/TTGE permettent de discriminer deux segments d'ADN de

même taille à la base près. Les lymphocytes T polyclonaux présentant différents

réarrangements du TCRy apparaîtront sous forme de smears après coloration argentique des

gels de DGGE/TTGE. Les clones de lymphocytes T vont engendrer quant à eux l'amplification

de fragments d'ADN exactement identiques migrant à la même position dans le gel et résultant

en la formation d'une bande. Une population lymphocytaire monoclonale sera donc caractérisée

par une bande unique tandis qu'une population lymphocytaire oligoclonale présentera plusieurs

bandes.
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13.1. Etude de la restriction d'utilisation du répertoire Vy

du TeR dans les différents tissus

Les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires des 44 patients étudiés par PCR et

DGGE/TTGE ont permis d'observer une restriction du répertoire Vy et une oligoclonalité

caractérisée par 19 bandes de taille différente numérotées de 1 à 19 dans l'ordre décroissant de

leur taille relative.

Tous les contrôles étaient satisfaisants présentant une bande unique pour l'échantillon de

lymphome T de Sézary et aucune bande pour l'échantillon de lymphome B.

Parmi les 132 échantillons étudiés, 7 ne présentaient ni bande ni smear, suggérant

l'absence de cellules T dans l'échantillon. Dix-huit échantillons présentaient un smear

témoignant d'une population lymphocytaire T polyclonale. Parmi ces 25 échantillons, 7

échantillons étaient des tumeurs. Le Tableau 12 présente le nombre de cas présentant une ou

plusieurs bandes dans les différents tissus. Aucune bande n'était jamais exprimée uniquement

dans un type donné de tissu.
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Tableau 12 Nombre de cas présentant une ou plusieurs bandes

caractérisant la présence de un ou plusieurs clones lymphocytaires T

dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires.

Bandes Tissus sains Tumeurs Ganglions

(n=44) (n=44) (n=44)

1 9 12 8

2 14 16 9

3 13 13 11

4 10 12 13

5 8 10 11

6 10 9 8

7 10 13 9

8 11 13 13

9 2 7 5

10 12 15 13

11 7 13 9

12 9 13 13

13 6 16 16

14 11 10 11

15 10 12 13

16 9 8 8

17 4 5 8

18 9 8 7

19 18 15 19
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13.1.1. Etude de la restriction d'utilisation du répertoire Vy du

TCR dans les tissus sains

La présence d'une ou plusieurs bandes a été observée dans 32 tissus sains sur les 44

testés (73%),4 échantillons ne présentaient ni bande ni smear, et 8 échantillons présentaient un

smear. La bande 19 était la plus fréquemment présente dans les tissus sains, suivie par les

bandes 2,3 et 10. Les autres bandes étaient moins représentées (Tableau 12 ).

Trois échantillons présentaient une monoclonalité lymphocytaire T caractérisée par la

présence d'une bande unique alors que 29 (66%) tissus sains présentaient une oligoclonalité

caractérisée par la présence de plusieurs bandes.

13.1.2. Etude de la restriction d'utilisation du répertoire Vy du

TCR dans les tumeurs

La présence d'une ou plusieurs bandes a été observée dans 37 tumeurs sur les 44 testées

(84%),3 échantillons ne présentaient ni bande ni smear, et 4 échantillons présentaient un smear.

Dans les tissus tumoraux, les bandes 2, 13, 10 et 19 étaient les plus représentées, suivies

par les bandes 3, 7, 8, Il et 12 (Tableau 12 ).

Seuls 2 échantillons présentaient un seul clone lymphocytaire T plus exprimé caractérisé

par la présence d'une bande unique dans un smear alors que 35 tumeurs (80%) présentaient une

oligoclonalité caractérisée par la présence de plusieurs bandes.

13.1.3. Etude de la restriction d'utilisation du répertoire Vy du

TCR dans les dans les ganglions

La présence d'une ou plusieurs bandes a été observée dans 25 des 44 ganglions

testés, aucun échantillon ne présentait ni bande ni smear, et 19 échantillons présentaient un

smear.
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Dans les tissus ganglionnaires, la bande 19 était la plus représentée. Les bandes 13,4,8,

10, 12 et 15 étaient également bien représentées avec une fréquence d'expression légèrement

supérieure à celle des bandes 3,5 et 14 ainsi que les bandes 2, 7 et Il (Tableau 12 ).

Deux échantillons présentaient une monoclonalité lymphocytaire T caractérisée par la

présence d'une bande unique alors que 19 ganglions (43%) présentaient une oligoclonalité

caractérisée par la présence de plusieurs bandes.

13.2. Etude comparée de la restriction d'utilisation du

répertoire Vy du TeR

13.2.1. Etude comparée de la restriction d'utilisation du

répertoire Vy du TeR en fonction du type de tissu

Les tissus tumoraux présentaient la plus grande fréquence de bandes clonales, suivis par

les tissus ganglionnaires puis les tissus sains. La majorité des bandes (13/19) étaient plus

présentes dans les tumeurs que dans les ganglions et les tissus sains. La bande 19 était la plus

fréquente, en particulier dans les tissus sains et les ganglions, suivie par la bande 13 qui, quant à

elle, était plus présente dans les ganglions et les tumeurs que dans les tissus sains. Les bandes 4,

5, 10, 11, 12 et 15 étaient également fréquentes et plus exprimées dans les ganglions et les

tumeurs que dans les tissus sains. Les bandes 6, 14 et 16 ne présentaient pas de différence

d'expression entre les différents types de tissus (Figure 36 ).

De façon intéressante, des bandes tumeur-spécifiques ont été identifiées, dans le sens où

ces bandes étaient présentes uniquement dans le tissu tumoral d'un patient donné. Ce sont les

bandes 13 (16 cas) et Il (13 cas).

Si l'on compare uniquement les tissus tumoraux et les tissus ganglionnaires, certaines

bandes étaient plus exprimées dans les ganglions que dans les tumeurs : les bandes 17 et 19. En

revanche les bandes 1, 2, 3, 6, 7, 9, 10, 11, 13 et 18 étaient plus exprimées dans les tissus
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tumoraux que dans les ganglions. Les autres bandes sont exprimées de façon similaire dans les

tumeurs et les ganglions (Figure 36 ).

Figure 36 Restriction d'utilisation du répertoire Vy du TeR dans les tissus sains,

tumoraux et ganglionnaires.
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Les carcinomes épidermoïdes présentaient la plus grande fréquence de bandes Vy.

Dans les tissus sains, les bandes Vy l, 2, 3, 5, 7 et 18 étaient plus fréquemment présentes

chez les patients présentant un adénocarcinome que chez les patients présentant un carcinome

épidermoïde. A l'inverse, les bandes Vy 8, 10, 13, 16 et 17 étaient plus exprimées dans les

carcinomes épidermoïdes (Figure 37 ).

Dans les tumeurs, les bandes Vy 18 et 19 étaient plus fréquentes dans les

adénocarcinomes. La bande Vy 13 était beaucoup plus présente dans les carcinomes

épidermoïdes. De même, les bandes Vy 1,9, 10, Il, 12, et 15 étaint plus exprimées dans les

carcinomes épidermoïdes.
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Dans les ganglions, la fréquence des bandes Vy 5,7,9,13 et 18 était supérieure dans les

adénocarcinomes comparés aux carcinomes épidermoïdes. A l'inverse, la fréquence des bandes

Vy 2,6 et 10 est supérieure dans les carcinomes épidermoïdes (Figure 37 ).

Figure 37 Restriction d'utilisation du répertoire Vy du TeR dans les tissus sains,

tumoraux et ganglionnaires en fonction du type de cancer.

AC : adénocarcinome, EC : carcinome épidermoïde.
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Certaines bandes ont semblé être spécifiques des carcinomes épidermoïdes puisqu'elles

étaient présentes dans le tissu tumoral de patients présentant un carcinome épidermoïde mais

absentes du tissu sain des mêmes patients (20 cas). Les plus fréquentes de ces bandes étaient les

bandes 13 (8/23 cas), Il (4/23 cas) et 10,12,15 (3/23 cas).

Dans les adénocarcinomes, les bandes absentes du tissu sain, les plus fréquentes étaient

les bandes 2 (7/17) et 7 (5/17).

Les carcinomes à grandes cellules exprimaient préférentiellement la bande 10 (2/4 cas),

absente du tissu sain correspondant.
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13.2.3. Etude comparée de la restriction d'utilisation du

répertoire Vy du TeR en fonction du stade tumoral

Lorsque l'on a comparé l'analyse de la fréquence d'expression des différentes bandes

Vy, caractérisant 19 segments Vy du TCR identifiés, entre les patients ne présentant pas

d'extension tumorale aux ganglions proximaux et ceux en présentant une, il est apparu certaines

différences. Ainsi:

../ D'une façon globale, c'était chez les patients présentant une extension ganglionnaire

qu'étaient présentes le plus de bandes.

../ Dans les tissus sains, seules les bandes 7 et 16 étaient un peu plus fréquemment

exprimées chez les patients ne présentant pas d'extension tumorale ganglionnaire. Les quinze

autres chaînes Vy du TCR étaient plus exprimées chez les patients présentant une extension

ganglionnaire, en particulier, les bandes Vy 3,6, 8, Il, 12, 13, 15, 18 et 19. La bande 19 était

celle qui présentait la plus grande différence d'expression entre les deux stades N dans les tissus

sains (29% pour NO, 55% pour Nx) (Figure 38 ).

../ Dans les tumeurs, les bandes 5, 9, 10, 14, 15, 16 et 17 étaient plus fréquentes chez les

patients ne présentant pas d'extension tumorale aux ganglions. Les douze autres chaînes Vy du

TCR étaient plus exprimées chez les patients présentant une extension ganglionnaire, en

particulier, les bandes Vy 2, 6, 11 et 19. La bande 14 était celle qui présentait la plus grande

différence d'expression entre les deux stades N dans les tumeurs (33% pour NO, 10% pour Nx,)

(Figure 38 ).

../ Dans les ganglions, les bandes 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, Il, 15 et 17 étaient plus exprimées

chez les patients ne présentant pas d'extension tumorale. Il est à noter que dans les ganglions

c'était cette fois chez les patients ne présentant pas d'extension tumorale ganglionnaire qu'a été

détecté le plus grand nombre de bandes Vy. Les autres chaînes Vy du TCR étaient plus

exprimées chez les patients présentant une extension ganglionnaire. La bande 19 était, comme

pour les tissus sains, celle qui présentait la plus grande différence d'expression entre les deux

stades N dans les ganglions (17% pour NO, 50% pour Nx) (Figure 38 ).

180



Figure 38 Restriction d'utilisation du répertoire Vy du TeR dans les tissus sains,

tumoraux et ganglionnaires en fonction de l'envahissement tumoral des ganglions

lymphatiques proximaux.

NO : pas d'extension ganglionnaire, Nx : extension ganglionnaire.
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Lorsque l'on compare l'analyse de la fréquence d'expression des différentes bandes Vy,

caractérisant 19 segments Vy du TeR différents en fonction du stade de différenciation

tumorale T, il est apparu des différences. Ainsi:

./ Dans les tissus sains, les bandes 7, 8, Il, 12, 13 et 19 étaient plus exprimées chez les

patients présentant un stade Tl comparés aux patients présentant un stade T2. A l'inverse, les

autres bandes étaient plus fréquentes chez les patients présentant un stade T2. Les bandes 1,9,

15 et 17 étaient absentes des tissus sains des patients présentant un stade Tl. La bande 13 était

celle qui présente la plus grande différence d'expression entre les stades Tl et T2 dans les tissus

sains (67% pour Tl, 22% pour T2).

Lorsque l'on a comparé l'expression des bandes Vy des tissus sams des patients

présentant les stades T2 et T3-4, il est apparu également un certain nombre de différences. Une

grande majorité de bandes Vy (13 bandes), les bandes 1,2,3,4,5,10,12,13,15,16,17,18 et

19, étaient plus exprimées dans les tissus sains des patients présentant un stade de
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différenciation T2 comparés aux patients présentant des stades T3 et T4. Les autres bandes Vy

étaient plus présentes chez les patients présentant des stades T3 et T4. Les bandes 12, 16 et 17

étaient absentes des tissus sains des patients présentant des stades T3 et T4. Les bandes 12 et 16

étaient celles qui présentent la plus grande différence d'expression entre les stades T2 et T3-4

dans les tissus sains (30% pour T2, 0% pour T3-4).

Globalement, dans les tissus sains, la fréquence des bandes 12, 13 et 19 décroissait du

stade Tl aux stades T3-4. A l'inverse, la présence des bandes 6, 9 et 14 augmentait du stade Tl

aux stades T3-4 (Figure 39 et Figure 40 ).

./ Dans les tumeurs, neuf segments Vy étaient plus fréquents chez les patients présentant

une tumeur de stade Tl par comparaison aux patients présentant une tumeur de stade T2. Il

s'agissait en particulier des bandes Vy 6, 8, 9, Il, 12, 13 et 19. A l'inverse, dix bandes Vy

étaient plus présentes chez les patients présentant le stade T2, en particulier les bandes Vy 5, 14,

15 et 18. Les segments Vy 5 et 9 n'étaient jamais exprimés chez les patients de stade Tl. La

bande 12 était celle qui présentait la plus grande différence d'expression entre les stades Tl et

T2 dans les tumeurs (67% pour Tl, 35% pour T2, soit une différence d'expression de 32%).

Lorsque l'on a comparé l'expression des bandes Vy des tumeurs des patients présentant

les stades T2 et T3-4, il est apparu également un certain nombre de différences. En effet, onze

bandes Vy étaient plus fréquentes dans les tumeurs de stade T2 que dans les tumeurs de stades

T3 et T4. Les plus grandes différences d'expression étaient observées pour les bandes Vy 10,

12, 15, 16, 18 et 19. A l'inverse, huit bandes Vy étaient plus présentes chez les patients

présentant les stades T3 et T4, en particulier les bandes Vy 7,8,9 et 11. Les bandes Vy 10, 14,

15, 16, 17 et 18 n'étaient jamais exprimées chez les patients de stades T3 et T4. La bande 12

était celle qui présentait la plus grande différence d'expression entre les stades T2 et T3-4 dans

les tumeurs (48% pour T2, 0% pour T3-4).

Globalement, dans les tumeurs, la fréquence des bandes 2, 6, 10, 12, 13, 17 et 19

décroissait du stade Tl aux stades T3-4. A l'inverse, la présence des bandes 1, 3, 4, 5, 7 et 9

augmentait du stade Tl aux stades T3-4 (Figure 39 et Figure 40).

./ Dans les ganglions, sept segments Vy étaient plus fréquents chez les patients présentant

une tumeur de stade Tl par comparaison aux patients présentant une tumeur de stade T2, en
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particulier, les bandes Vy 7, 8, 12, 13 et 19. A l'inverse, 12 bandes Vy étaient plus présentes

chez les patients présentant le stade T2, en particulier les bandes Vy 1, 4, 10, 15 et 17. Les

bandes Vy 1, 9, 15 et 17 n'étaient jamais présentes chez les patients de stade Tl. La bande 15

est celle qui présentait la plus grande différence d'expression entre les stades Tl et T2 dans les

ganglions (0% pour Tl, 43% pour T2) (Figure 39).

Lorsque l'on a comparé l'expression des bandes Vy des ganglions des patients

présentant les stades T2 et T3-4 il est apparu également un certain nombre de différences. En

effet, une grande majorité (14) de chaînes Vy était plus fréquente dans les ganglions de stade T2

que dans les ganglions de stades T3 et T4. Les plus grandes différences d'expression étaient

observées pour les chaînes Vy 1, 6,10,15,16,17,18 et 19. A l'inverse, 5 bandes Vy étaient

plus présentes chez les patients présentant des stades T3 et T4, en particulier les bandes Vy 7 et

8. Les bandes Vy 1, 6, 15, 16, 17, 18 et 19 n'étaient jamais exprimées chez les patients de stades

T3 et T4. Les bandes 15 et 19 étaient celles qui présentaient la plus grande différence

d'expression entre les stades T2 et T3-4 dans les ganglions (43% pour T2, 0% pour T3-4)

(Figure 40 ).

Globalement, dans les ganglions, la fréquence des bandes 3, 12, 13 et 19 décroissait du

stade Tl aux stades T3-4. A l'inverse, la présence des bandes 4 et 9 augmentait du stade Tl aux

stades T3-4 (Figure 39 et Figure 40 ).

Certaines bandes semblaient spécifiques du stade T2, ce sont les bandes Vy 1, 15 et 17

dans les ganglions. Certaines bandes n'étaient exprimées dans aucun tissu pour un stade de

différenciation T donné. Ce sont les bandes Vy 9 pour le stade Tl et Vy 16 et 17 pour les stades

T3 et T4 (Figure 40 ).
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Figure 39 Comparaison de la restriction d'utilisation du répertoire Vy du TCR dans

les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires en fonction des stades de différenciation

tumorale Tl et T2.
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Figure 40 Comparaison de la restriction d'utilisation du répertoire Vy du TCR dans

les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires en fonction des stades de différenciation

tumorale T2 et T3-4.
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13.2.4. Etude comparée de la restriction d'utilisation du

répertoire Vy du TeR en fonction de l'âge des patients

Lorsque l'on a comparé la fréquence d'expression des différentes bandes Vy, en

fonction de l'âge des patients, il est apparu des différences. Ainsi :

if Globalement, les patients entre 40 et 60 ans présentaient plus de bandes Vy que les

patients plus âgés (60 ans et plus).

if Dans les tissus sains, la bande 19 était largement plus exprimée chez les patients les

moins âgés (60% chez les 40-60 ans et 30% chez les 60 ans et plus). De plus, six bandes Vy

étaient légèrement plus exprimées chez les patients les moins âgés. En revanche, six segments

Vy étaient plus présents chez les patients les plus âgés, en particulier les Vy 7, 13 et 17. Les six

autres bandes étaient exprimées de la même façon quel que soit l'âge des patients (Figure 41 ).

if Dans les tumeurs, sept bandes Vy étaient plus souvent présentes chez les patients les

moins âgés et en particulier les bandes Vy 1, 2 et 13. A l'inverse, six segments Vy, et en

particulier les Vy 6, 7 et 8, étaient plus fréquents chez les patients les plus âgés. Les six autres

bandes étaient exprimées de la même façon quelque soit l'âge des patients. Les bandes

présentant la plus grande différence d'expression en fonction de l'âge des patients dans les

tumeurs étaient les bandes 1 et 8 (45% chez les 40-60 ans contre 20% chez les 60 ans et plus

pour la bande 1, 20% chez les 40-60 ans contre 45% chez les 60 ans et plus pour la bande 1)

(Figure 41 ).

if Dans les ganglions, quinze bandes Vy sur les 19 (soit 79%) étaient plus exprimées chez

les patients les moins âgés. La différence d'expression était particulièrement marquée pour les

bandes Vy 2,8, 10, 12, 13 et 15. Seuls les segments Vy 3 et 18 étaient légèrement plus exprimés

chez les patients les plus âgés. Enfin, la bande Vy 14 était exprimée avec la même fréquence

chez les patients quel que soit leur âge (Figure 41 ).
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Figure 41 Comparaison de la restriction d'utilisation du répertoire Vy du TCR dans

les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires en fonction de l'âge des patients.
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13.2.5. Etude comparée de la restriction d'utilisation du

répertoire Vy du TeR en fonction de la consommation tabagique

Lorsque l'on a comparé l'analyse de la fréquence d'expression des différentes bandes

Vy, caractérisant 19 segments Vy du TeR différents en fonction de l'âge des patients, il est

apparu des différences d'expression de certaines spécificités Vy. Ainsi:

./ Globalement, les patients fumant moins de 50 paquets-année (PA) présentaient plus de

bandes Vy que les patients fumant plus de 50 PA.

./ Dans les tissus sains, une grande majorité de spécificités Vy (13) étaient plus présentes

chez les moindre fumeurs «50 PA). De plus, de grandes différences d'expression étaient mises

en évidence pour les bandes Vy 8, 10, Il, 12, 13, 14, 15, 17, 18 et 19. Les segments Vy l, 5, 7

et 9 étaient, quant à eux, plus présents chez les patients ayant la plus forte consommation

tabagique (>50 PA). Les bandes Vy 2 et 3 étaient exprimées également quelle que soit la

consommation tabagique. La bande Vy 9 était absente des tissus sains des patients ayant la
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moins forte consommation tabagique. Enfin, la bande Vy19 montrait la plus grande différence

de fréquence d'expression en fonction de la consommation tabagique dans les tissus sains (64%

pour les fumeurs de moins de 50 PA, 36% pour les fumeurs de plus de 50 PA) (Figure 42 ).

,/ Dans les tumeurs, une grande majorité de spécificités Vy (13) étaient plus présentes chez

les moindres fumeurs «50 PA). De plus, de grandes différences d'expression ont été mises en

évidence pour les bandes Vy1, 2, 3, 6, 10, Il, 18 et 19. En revanche, les six autres bandes Vy

étaient plus exprimées chez les grands fumeurs que chez les moins grands fumeurs, en

particulier les bandes 5, 9 et 14. De plus la bande 5 n'était jamais présente chez les patients

fumant moins de 50 PA, elle constituait de ce fait la bande présentant la plus grande différence

de fréquence d'expression en fonction de la consommation tabagique dans les tumeurs en étant

présente chez 43% des patients fumant plus de 50 PA (Figure 42 ).

,/ Dans les ganglions, neuf bandes Vy étaient plus fréquentes chez les patients fumant

moins de 50 PA comparé aux patients fumant plus de 50 PA. En particulier, les segments Vy 3,

7, 8, 13 et 19. Neuf bandes Vy étaient pour leur part plus exprimées chez les grands fumeurs, en

particulier les bandes 1,4 et 15. La spécificité représentée par la bande Vy 10 était exprimée de

la même façon quelle que soit l'importance de la consommation tabagique. Enfin, la bande

Vy19 montre la plus grande différence de fréquence d'expression en fonction de la

consommation tabagique dans les ganglions (64% pour les fumeurs de moins de 50 PA, 29%

pour les fumeurs de plus de 50 PA) (Figure 42 ).
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Figure 42 Comparaison de la restriction d'utilisation du répertoire Vy du TCR dans

les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires en fonction de la consommation

tabagique.
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13.3. Comparaison des résultats des études de c10nalité

obtenus en cytométrie de flux et par la technique de

DGGE/TTGE

La comparaison tissu par tissu de la présence ou de llabsence d'une restriction

d'utilisation des répertoires V~ et Vy a permis d'observer un degré de clonalité semblable dans

85% des tumeurs. Des résultats similaires ont été observés dans 87.5 % des cas pour les tissus

pulmonaires sains et dans 91.3 % des cas pour les ganglions.
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14. Etudes immunohistologiques

Les tissus sams et tumoraux de 51 patients ont été analysés, seuls 16 tissus

ganglionnaires étaient suffisamment étendus pour permettre l'analyse en immunohistologie.

L'étude en immunofluorescence sur cryocoupes appliquée aux tissus sains, tumoraux et

aux ganglions de patients atteints d'un cancer bronchique non-à petites cellules a permis de

caractériser les niveaux d'expression de diverses molécules exprimées à la surface des

lymphocytes T et des pneumocytes. De plus, cette technique renseigne sur la localisation

histologique du marquage fluorescent.

Le contrôle sans premier anticorps montrait une autofluorescence des tissus élastiques,

mais aucun marquage non spécifique dans d'autres structures.

../ L'anticorps monoclonal anti-CD3 reconnaît les lymphocytes T à la surface desquels ce

complexe multimoléculaire est exprimé en association avec le complexe de reconnaissance

antigénique (TCR). CD3 est strictement spécifique des lymphocytes T.

../ CD4 est exprimé à la surface des lymphocytes T helper, des monocytes, des

macrophages et de certaines cellules dendritiques.

../ CD8 est exprimé à la surface des lymphocytes T cytotoxiques.

../ Les TCRa(3 et y8 caractérisent les deux voies de différenciation du TCR des cellules T.

../ L'antigène leucocytaire commun CD45 est exprimé à la surface des cellules d'origine

hématopoïétique et il joue un rôle actif dans la transduction des signaux d'activation des

lymphocytes T. L'isoforme CD45RA est associée à la sous population de cellules T «naïves»

alors que l'isoforme CD45Rü est associée à la sous population de cellules T «mémoires ».

../ L'anticorps monoclonal anti-CD25 reconnaît la chaîne a du récepteur à l'IL-2 présente

sur les lymphocytes T et B activés.

../ La (32 microgobuline est une molécule de classe l du CMH présente sur les cellules

présentatrices d'antigène, les cellules T et B activées ainsi que sur toutes les cellules présentant

des antigènes endogènes.
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./ L'anticorps anti-HLA-DR reconnaît les déterminants non polymorphiques des

molécules HLA-DR de classe II du CMH qui sont présents sur les cellules présentatrices

d'antigène, les cellules B et T activées, les monocytes, les macrophages ainsi que sur les

pneumocytes.

Les molécules HLA-DP et HLA-DQ sont également des molécules de classe II du

CMH.

14.1. Etudes histologiques des tissus sains, tumoraux et

ganglionnaires

14.1.1. Etude histologique sur cryocoupes des tissus sains

L'étude histologique des tissus sains a confirmé l'absence de cellules tumorales dans ces

tissus. Elle a de plus montré que les lymphocytes étaient rares ou absents dans la majorité des

tissus sains (61 % des cas). Lorsqu'ils étaient présents, les lymphocytes étaient principalement

présents sous forme de cellules éparses dans le parenchyme (moyenne: 2000 ± 152

cellules/mm2
). Dans 39% des cas, les lymphocytes étaient également présents sous forme de

petits foyers lymphocytaires proches de structures bronchiques ou vasculaires (moyenne: 4800

±316 cellules/mm2
) (Figure 43 ).

14.1.2. Etude histologique sur cryocoupes des tumeurs

Toutes les sections tumorales montraient une forte infiltration de cellules tumorales,

souvent disposées en foyers entourés de tissu stroma1. La taille des échantillons était suffisante

pour permettre l'observation de tissu sain adjacent à la tumeur dans 40 cas sur 51 étudiés.

L'étude histologique montrait la présence de lymphocytes dans 88% des tumeurs. Dans 78%

des cas les lymphocytes étaient présents sous forme de foyers lymphocytaires étendus

(moyenne: 15200 ±3847 cellules/mm2
). Ces foyers étaient localisés dans la stroma réaction, à

la périphérie tumorale, ou parfois au sein de la tumeur elle-même. Des lymphocytes épars

étaient également présents dans 84% des tumeurs avec une valeur moyenne de 800 ±78

cellules/mm2 (Figure 44 ).
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Les six tumeurs ne présentant pas d'infiltration lymphocytaire étaient toutes des tumeurs

différenciées, avec une densité en cellules tumorales très forte dans la moitié des cas et à

l'inverse une densité cellulaire très faible dans l'autre moitié des cas. Cinq des six tumeurs ne

présentant pas d'infiltration lymphocytaire étaient des tumeurs de stade T2 ne présentant pas

d'extension tumorale aux ganglions proximaux. Il n'a pas été mis en évidence de différence

significative de la présence de lymphocytes entre les patients présentant une tumeur

différenciée ou non différenciée.

L'étude histologique des tissus tumoraux met en évidence un certain nombre de

différences de structures en fonction du type de tumeur. Ainsi:

if Les adénocarcinomes étaient généralement mixtes, caractérisés par la néo-formation de

structures glandulaires et papillaires contenant souvent des composés de la stroma réaction en

leur centre. La stroma réaction était généralement fibreuse, et lorsque l'adénocarcinome était

peu différencié, il existait une nécrose importante.

if Les carcinomes épidermoïdes différenciés étaient caractérisés par la production de

kératine, par de grandes zones de nécrose et par une très grande densité de la tumeur lorsqu'elle

était peu différenciée. La stroma réaction était très fibreuse et la néo angiogenèse était

importante.

if Les carcinomes à grandes cellules étaient caractérisés par la formation de cellules

volumineuses avec un développement tumoral très intriqué: il n'existait généralement pas de

démarcation entre la stroma réaction et la tumeur elle-même.

14.1.3. Etude histologique sur cryocoupes des ganglions

Les ganglions renferment de par leur nature, structure et fonction, essentiellement des

lymphocytes T et B. Les cellules T se trouvent en périphérie des centres germinatifs, autour des

cellules B.

L'architecture des ganglions était très souvent désorganisée dans ces tissus issus de

patients présentant un CBNPC. Dans près de la moitié des ganglions étudiés (7 cas sur 16), le

tissu lymphoïde ganglionnaire était clairement infiltré de cellules tumorales métastatiques.
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Les ganglions présentaient des centres germinatifs bien visibles dans 12 des 16 cas

étudiés. Chez les quatre autres patients, les ganglions étaient désorganisés et infiltrés pas des

cellules tumorales. Chez ces patients les centres germinatifs n'étaient plus identifiables.

14.1.4. Etudes histologiques comparées des tissus sams et des

tumeurs

Les études histologiques comparées des tissus sams et tumoraux ont montré que

l'infiltration lymphocytaire était significativement plus importante dans les tumeurs que dans

les tissus sains. En effet, les lymphocytes sont plus abondants dans le tissu tumoral que dans le

tissu sain du même patient dans 74 % des cas (p<O,OOOI) (Figure 43 et Figure 44 ).

Dix pourcent des patients ne présentaient pas d'infiltration lymphocytaire, quel que soit

le tissu étudié. Enfin, dans 8% des cas, l'infiltration lymphocytaire était plus importante dans le

tissu sain que dans le tissu tumoral.

L'analyse du groupe de patients dont la consommation tabagique était connue a révélé

chez tous la présence de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL). Ces TIL sont plus nombreux,

chez les fumeurs, que les lymphocytes présents dans le tissu sain d'un même patient, ceci sans

relation avec le degré de consommation tabagique.
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Figure 43 Exemple de coloration au bleu de toluidine d'une cryocoupe de tissu sain

en miscroscopie optique. Grossissement: lOOx.
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Exemple de coloration au bleu de toluidine d'une cryocoupe de tumeur en

miscroscopie optique. Grossissement: lOOx.

Le chorion, sous l'épithélium, est riche en cellules mononuclées dont de nombreux

lymphocytes.

Cellules èpithéliales
stratifiées

193



14.2. Expression de différents marqueurs lymphocytaires et

pneumocytaires

14.2.1. Expression de différents marqueurs lymphocytaires et

pneumocytaires en fonction du type de tissu

La densité cellulaire, pour les lymphocytes, est exprimée en nombre de cellules par

mm2
. L'ensemble de ces résultats est synthétisé dans le Tableau 13 .

.,( Les lymphocytes T exprimant à leur surface la molécule CD3 étaient présents dans 25

cas sur 51 dans les tissus sains. Dans les tumeurs, des cellules T CD3+ ont été mises en

évidence dans 44 cas sur 51.

L'analyse patient par patient a révélé que les cellules CD3+ étaient présentes, dans 23

cas, à la fois dans le tissu sain et le tissu tumoral du même patient. L'intensité du marquage était

toutefois nettement supérieure dans les tissus sains. Parmi ces vingt trois patients, l'intensité

d'expression de CD3 était inférieure dans les tumeurs comparées aux tissus sains chez 12

patients. En revanche, l'intensité de CD3 était supérieure dans les tumeurs chez 6 patients.

L'intensité d'expression de CD3 était similaire dans les tissus sains et tumoraux chez 5 patients

(Figure 45 et Figure 46 ).

CD3 était très exprimé dans les ganglions avec une intensité de fluorescence

significativement supérieure à celle des tumeurs (différence de score p=Ü,Ü2) (Tableau 13 ).
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Figure 45 Exemple d'immunomarquage de CD3 dans les tissus sains. Microscopie à

fluorescence. Grossissement: x400.

Autofluorescence
des tissus élastiques

Lymphocytes T CD3+

Figure 46 Exemple d'immunomarquage de CD3 dans les tumeurs. Microscopie à

fluorescence. Grossissement: x400.

Cellules tumorales Lymphocytes T CD3+

,/ Les lymphocytes T CD4+ étaient présents dans 19 tissus sains et dans 39 tumeurs sans

différence marquée d'intensité de fluorescence. Cependant, l'intensité des cellules CD4+ était
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légèrement supérieure dans les ganglions correspondants. Les lymphocytes T CD4+

représentaient 75% des cellules T des ganglions (Tableau 13 ).

,/ Dans les tissus sains, des cellules CD8+ étaient présentes dans 24 cas alors que 44

tumeurs en contenaient. L'expression de CD8 était significativement supérieure dans les

tumeurs (différence de score p=O,0006). Les cellules CD8+ représentaient les deux tiers des

cellules des infiltrats lymphocytaires des stroma réactions. Chez 41 patients les cellules CD8+

étaient visibles dans les ilots tumoraux, en contact étroit avec les cellules tumorales. La très

grande majorité des cellules T éparses étaient CD8+, quel que soit le tissu considéré. Dans les

ganglions, les cellules CD8+ représentaient 25% des cellules T (Tableau 13 ).

,/ Le complexe du TCRaB était faiblement exprimé dans les ganglions alors que les

cellules T étaient très nombreuses dans ces tissus. Cette faible intensité de marquage a rendu

difficile la visualisation du TCRaB sur les cellules T souvent éparses des tissus sains.

Toutefois, la comparaison des tumeurs et des ganglions a révélé une diminution significative

d'expression du TCRaB dans les tumeurs (comparaison de scores p=O,Ol pour le nombre de

cellules marquées, p=O,007 pour l'intensité de fluorescence). Une diminution d'expression du

TCRaB dans les tumeurs a également été mise en évidence chez 10 des 17 patients chez qui la

présence du TCRaB etait détectée à la fois dans le tissu tumoral et ganglionnaire (Tableau 13 ).

,/ Les cellules TCRy8+ et les cellules CD25+ étaient très rares ou absentes quelque soit le

tissu. En effet un marquage de TCRy8 a pu être observé seulement dans 6 tissus sains, 5

tumeurs et 4 ganglions. Un marquage de CD25 a été visualisé seulement dans 3 tissus sains, 6

tumeurs et 6 ganglions (Tableau 13 ).

,/ CD45RA, présent sur les lymphocytes «naïfs» ou caractéristique d'une activation

tardive de ces cellules, et CD45RO caractérisant les lymphocytes « mémoires », ont montré des

différences d'expression en fonction du type tissulaire considéré. Des cellules CD45RA+

étaient présentes dans 18 tissus sains et dans 36 tumeurs. Des cellules CD45RO+ étaient
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présentes dans 21 tissus sains et dans 39 tumeurs. Ces deux isotypes étaient très exprimés dans

les ganglions dans des proportions similaires.

Dans les tumeurs, les deux isotypes CD45RA et CD45RO avaient une intensité de

fluorescence significativement supérieure sur les TIL par rapport aux cellules éparses des tissus

sains (comparaison de scores p=0,0002 pour CD45RA et p=0,0001 pour CD45RO). Lorsque

CD45RA et CD45RO étaient tous les deux présents dans le tissu tumoral d'un patient donné,

CD45RO était significativement exprimé à la surface de plus de cellules T que CD45RA

(p=0,01). La même observation a été faite, dans les tumeurs, pour tous les types de tumeurs et à

tous les stades d'évolution tumorale (Figure 47 ). Enfin, il a été observé que le nombre de

cellules CD45RO+ diminuait lorsque la consommation tabagique des patients augmentait

(médiane du nombre de cellules marquées: 3 <40 paquets-année (PA), 2 40-59 PA, 1 >60 PA)

(Tableau 13 ).

Figure 47 Comparaison de l'expression de CD45RO et CD45RA dans les tumeurs,

selon le type de tumeur et les stades d'évolution tumorale en fonction de la

classification TNM.

Les données sont exprimées sous forme de médianes de scores de nombre de cellules

marquées.* :significativement différent.
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La ~2 microglobuline est un des composés du complexe multi-moléculaire de classe 1

du CMH, qui permet à toutes les cellules nucléées de présenter les antigènes endogènes. La ~2

microglobuline était exprimée de façon très intense sur les pneumocytes sains et les

lymphocytes, dans les tissus sains. De même l'expression de la ~2 microglobuline était très

intense à la surface des lymphocytes des ganglions intrapulmonaires.

En revanche, dans les tumeurs, l'expression de la ~2 microglobuline était très faible

voire absente sur les cellules tumorales. Cette différence d'expression de la ~2 microglobuline

entre les tissus sains et les tumeurs était statistiquement significative (p=0,005) (Tableau 13 ).

De plus, une diminution d'expression de la ~2 microglobuline à la surface des pneumocytes

tumoraux par comparaison aux pneumocytes sains a été observée chez 50 patients sur 51. De

même, l'expression de la ~2 microglobuline était significativement diminuée à la surface des

lymphocytes intratumoraux, comparé aux lymphocytes des tissus sains (p=0,0002) (Figure 48 et

Figure 49).

Figure 48 Exemple d'immunomarquage de la ~2 microglobuline dans les tissus sains.

Microscopie à fluorescence. Grossissement: x400.

Macrophages
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Figure 49 Exemple d'immunomarquage de la ~2 microglobuline dans les tumeurs.

Microscopie à fluorescence. Grossissement: x100.
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Figure 50 Exemple d'immunomarquage de la ~2 microglobuline dans les tumeurs.

Microscopie à fluorescence. Grossissement: x400.

LvmphocV1e.s
Infiltrés

Pn~IJmO(\t1e'5 sams
rêSldue.ls·

TISSU tumor:al

./ Le marqueur HLA-DR, complexe multi-moléculaire de classe II du CMH, était lui aussi

et de façon plus surprenante, très exprimé à la surface des pneumocytes et des lymphocytes des

tissus sains. HLA-DR était également très exprimé à la surface des lymphocytes ganglionnaires.

En revanche, le complexe HLA-DR était absent ou rare à la surface des cellules tumorales par

comparaison aux pneumocytes sains, et cette différence était significative (comparaison de

scores: p=O,OOS) (Tableau 13 ). De plus, une diminution d'expression de HLA-DR à la surface

des pneumocytes tumoraux par comparaison aux pneumocytes sains a été observée chez 45
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patients. De même, l'intensité d'expression ainsi que le nombre de cellules marquées étaient

significativement inférieurs à la surface des lymphocytes intratumoraux (p=O,OOO 1) (Figure 51

).

Figure 51 Exemple d'immunomarquage de HLA-DR classe II dans les tissus sains.

Microscopie à fluorescence. Grossissement: x400.
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Figure 52 Exemple d'immunomarquage de HLA-DR classe II dans les tumeurs.

Microscopie à fluorescence. Grossissement: x100.
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Figure 53 Exemple d'immunomarquage de HLA-DR classe II dans les tumeurs.

Microscopie à fluorescence. Grossissement: x400.
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./ Un discret marquage pour HLA-DQ, autre complexe multi-moléculaire de classe II du

CMH n'a été observé que chez 35 patients dans les tissus sains, dans 34 tumeurs et chez 13 des

16 patients dont les ganglions ont été étudiés. Il n'a pas eté observé de différence significative

d'expression de HLA-DQ entre les tissus sains et tumoraux. En revanche l'expression de HLA­

DQ était légèrement supérieure dans les ganglions comparés aux deux autres types de tissus

(Tableau 13 ).

./ Aucun marquage du complexe multi-moléculaire de classe II HLA-DP n'a été mis en

évidence dans aucun type de tissu.
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Tableau 13 Niveaux d'expression de marqueurs immunologiqucs dans

les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires par immunofluorescencc

sur coupes à la congélation.

Les données sont exprimées sous forme de médianes de scores de cellules marquées et

de scores d'intensité de fluorescence pour chaque marqueur et pour chaque type de tissu. Les

scores sont exprimés suivant une échelle de 0 à 4. NB : nombre de cellules marquées, If :

intensité de fluorescence, 02m : 02 microglobuline.

Scores NB NB NB IF IF IF

Marqueurs Sains Tumeurs Ganglions Sains Tumeurs Ganglions

CD3 0 ') 2 0 2 3j

CD4 0 2 3 0 2 2

CD8 0 0 2 3

TCRa~ 0 0 3 0 0 2

TCRyô 0 0 0 0 0 0

CD45RO 0 2 2 0 2 2

CD45RA 0 2 0 2 2

CD25 0 0 0 0 0 0

~2m sur 4 2 4 3 2 4
lymphocytes

~2m sur
0 2 0 0 0 0

pneumocytes

HLA-DR sur
4 2 4 3 2 4

lymphocytes

HLA-DRsur
0 2 0 0 0 0

pneumocytes

HLA-DP 0 0 0 0 0 0

HLA-DQ 1 3 2
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14.2.2. Expression comparée de différents marqueurs

lymphocytaires et pneumocytaires en fonction du type de

tumeur

Dans les tissus sains, l'unique différence observée en fonction du type de cancer était le

nombre de lymphocytes présents qui était supérieur chez les patients présentant un

adénocarcinome par rapport à ceux présentant un carcinome épidermoïde.

Dans les tumeurs, de nombreuses différences d'intensité de fluorescence ont été mises

en évidence. En particulier, les molécules CD3 et CD8 qui étaient exprimées plus intensément à

la surface des cellules T infiltrant les adénocarcinomes qu'à la surface des lymphocytes T

infiltrant les carcinomes épidermoïdes. (médiane d'IF: 3 AC, 2 CE).

En revanche, la ~2 microglobuline était exprimée plus intensément à la surface des

pneumocytes et des lymphocytes dans les carcinomes épidermoïdes comparés aux

adénocarcinomes (médiane: 2 AC, 3 CE). De même, HLA-DQ était exprimé à la surface de

plus de pneumocytes et de lymphocytes dans les carcinomes épidermoïdes (médiane: 1 AC, 2

CE) (Figure 54 ).
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Figure 54 Comparaison des niveaux d'expression de CD3, CD8, f32 microglobuline et

HLA-DQ dans les tumeurs, en fonction du type de tumeur.

Les données sont exprimées sous forme de médianes de scores de nombre de cellules

marquées et d'intensité de fluorescence. ~2m : ~2 microglobuline
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CD4, était exprimé significativement plus intensément dans les ganglions de patients

présentant un adénocarcinome que dans ceux de patients présentant un carcinome épidermoïde

(médiane: 3 AC, 2 CE, p=0,03). C'était également le cas pour le TCRa~ avec une médiane de

fluorescence de 2 pour les adénocarcinomes et de l pour les carcinomes épidermoïdes,

CD45RA et CD45RO avec pour chacun une médiane de fluorescence de 3 pour les

adénocarcinomes et de 2 pour les carcinomes épidermoïdes. HLA-DQ était, quant à lui, présent

dans les ganglions de tous les patients pour lesquels un adénocarcinome avait été diagnostiqué

alors que HLA-DQ était présent dans 3 ganglions des 5 patients présentant un carcinome

épidermoïde.

La ~2 microglobuline était exprimée plus intensément dans les ganglions de patients

présentant un carcinome épidermoïde (médiane: 3 AC, 4 CE) (Figure 55 ).
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Figure 55 Comparaison des niveaux d'expression de CD4, TCRa~, CD45RA et

CD45RO dans les ganglions, en fonction du type histologique de tumeur.

Les données sont exprimées sous forme de médianes de scores d'intensité de

fluorescence.

4,5

r----

*- - - -

f-- - f-- 1-

-

1l 4
l:
Cl>
o
~ 3,5
o
~ 3
Cl>

"Cl
.~ 2,5
'iii

! 2
.!:
~ 1,5
~
o
o

CIl

0,5

° CD4 TCR CJ.~ CD45RO

AC CE

CD45RA ~2m

lymphocytes

Dans les quatre cas de carcinomes à grandes cellules (CGC), des cellules CD3 étaient

présentes trois fois dans le tissu sain alors qu'elles avaient été observées dans moins de 50% des

cas dans le tissu sain des patients présentant des adénocarcinomes ou des carcinomes

épidermoïdes. Cependant l'intensité d'expression de CD3 était moins forte dans les tumeurs des

patients présentant un carcinome à grandes cellules que dans les adénocarcinomes (médiane: 2

AC, 1 CGC). Il en était de même pour l'expression de CD8 dans les tumeurs.

14.2.3. Expression comparée de différents marqueurs

lymphocytaires et pneumocytaires en fonction du stade tumoral

Lorsqu'une extension tumorale aux ganglions pulmonaires proxImaux était

diagnostiquée (stade TxNx comparé au stade TxNO selon la classification TNM), des

lymphocytes infiltrant la tumeur ont été observés chez tous les patients. Les cellules T
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cytotoxiques étaient plus nombreuses et CD8 était exprimé plus intensément dans les tissus

sains des patients présentant une extension ganglionnaire. De plus, CD8 était exprimé plus

intensément que CD4. Dans les tumeurs, l'intensité de fluorescence de CD3 était

significativement supérieure chez les patients de stade TxNx en comparaison des patients de

stade TxNO (p=0,03) (Figure 56 ). Dans les ganglions, le nombre de cellules exprimant la ~2

microglobuline (médiane: 4 NO, 1 Nx) ainsi que HLA-DR (médiane 4 NO, 2 Nx) à leur surface

était inférieur chez les patients présentant une extension tumorale ganglionnaire.

Figure 56 Comparaison des niveaux d'expression de CD3, CD4 et CD8 dans les

tissus sains et les tumeurs en fonction de l'extension tumorale aux ganglions

proximaux.

Les données sont exprimées sous forme de médianes de scores de nombre de cellules

marquées et d'intensité de fluorescence. * :significativement différent.
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La présence de métastases n'était pas associée à des modifications d'expression notables

des marqueurs étudiés. Toutefois, les quatre patients présentant des métastases présentaient plus

de lymphocytes dans les tumeurs que dans les tissus sains avec une expression intense de CD3

et de CD8 à la surface des lymphocytes infiltrant les tumeurs.
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L'analyse comparative de l'expression des différents marqueurs en fonction du stade

d'évolution tumoral T de la classification TNM a révélé un certain nombre de différences.

Ainsi, la proportion de patients avec une absence totale de lymphocytes dans le tissu sain et la

tumeur diminuait lorsque le stade d'évolution tumorale augmentait pour disparaître

complètement dans les stades les plus évolués (16,5% Tl, 6% T2, 0% T3-4). De même, la

proportion de patients présentant plus de lymphocytes dans la tumeur que dans le tissu sain

diminuait lorsque le stade T augmentait (83,5% Tl, 79% T2, 67% T3-4). Dans les tissus sains,

le nombre de lymphocytes présents était supérieur aux stades T3 et T4 par comparaison aux

autres stades. En revanche, aucune différence notable de l'infiltration lymphocytaire en

fonction des stades T n'a été observée dans les tumeurs (Figure 57 ).

Dans les tissus sains, le nombre et l'intensité de fluorescence des cellules CD3+ et

CD4+ augmentaient en fonction de l'évolution tumorale. En revanche, l'expression du TCRaB,

de CD45Rü et de HLA-DQ diminuait en fonction des stades T croissants. Dans les tumeurs,

l'expression de CD8, CD45RO, CD45RA, de la B2 microglobuline et de HLA-DR diminuait

également avec l'évolution tumorale (Figure 57).
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Figure 57 Comparaison des niveaux d'expression de CD3, CD4, CD8, CD45RA,
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14.2.4. Expression comparée de différents marqueurs

lymphocytaires et pneumocytaires en fonction de l'âge des

patients

Chez les patients de moins de 50 ans, des lymphocytes étaient toujours présents à la fois

dans la tumeur et le tissu sain. Chez ces patients, le tissu tumoral contenait plus de lymphocytes

que le tissu sain. Le nombre de patients ne présentant aucune infiltration lymphocytaire quel
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que soit le tissu considéré augmentait avec l'âge des patients (0% <50 ans, Il % 50-59 ans, 6%

60-69 ans et 17% >70 ans).

Dans les tissus sains, la présence de foyers lymphocytaires était rare. Cependant, chez

les patients âgés de 60 à 69 ans, et uniquement chez eux, il a été observé de petits foyers

contenant en moyenne: 800 ± 97 cellules/mm2
. De même, peu de cellules éparses étaient

présentes dans les tissus sains, elles étaient présentes uniquement chez les patients âgés de 50 à

69 ans (moyenne: 500 ± 69 cellules/mm2
) (Figure 58 ).

Dans les tumeurs, le nombre de cellules constituant les foyers variait beaucoup avec

l'âge des patients, mais cette variation n'était pas homogène. Ainsi, les foyers lymphocytaires

étaient importants dans les tumeurs des patients les plus jeunes, mais le nombre de cellules les

constituant diminuait significativement chez les patients âgés de 50 à 59 ans. La taille des

foyers lymphocytaires augmentait fortement chez les patients âgés de 60 à 69 pour diminuer à

nouveau chez ceux âgés de plus de 70 ans. En effet, le nombre moyen de cellules constituant

ces foyers dans les tumeurs était de 50 pour les patients de moins de 50 ans, de 10 cellules/foyer

pour les patients âgés de 50 à 59 ans (p==0,07), de 45 cellules/foyer pour les patients âgés de 60

à 69 ans (p==0,02) et de 10 cellules/foyer pour les patients âgés de plus de 70 ans (p==0,06). Au

niveau des cellules éparses dans les tumeurs, elles étaient significativement plus nombreuses

chez les patients âgés de plus de 60 ans que chez les patients âgés de moins de 60 ans (p==0,04)

(Figure 58 ).

Figure 58 Comparaison du nombre de cellules constituants les foyers lymphocytaires

et du nombre de cellules éparses dans les tissus sains et les tumeurs, en fonction de

l'âge des patients.
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15. Productions cytokiniques des cancers

bronchiques non-à petites cellules (CBNPC)

La présence de Il cytokines différentes a été étudiée, dans les tissus sains et tumoraux

de 10 patients, c'est à dire dans 20 échantillons tissulaires. La présence d'ARN messagers de ces

cytokines rend compte de leur production dans les tissus. L'ARN total des échantillons a été

obtenu par une extraction phénolique au Trizol puis les échantillons ont été amplifiés par

reverse transcriptase polyrnerase chain reaction (RT-PCR). Les amplicons ont été additionnés

de bromure d'éthidium puis analysés par électrophorèse en gel d'agarose et révélation aux UV.

Suite à l'étude de la stroma réaction sur cryocoupes, 10 patients ont été sélectionnés pour

cette étude, 5 présentant une forte stroma réaction et 5 présentant une absence totale ou une très

faible stroma réaction dans le tissu tumoral. Afin de confirmer les profils d'expression du TNFa

et de l'interleukine 10 (IL-10), 30 patients ont été sélectionnés, 15 présentant une forte stroma

réaction et 15 présentant une absence totale ou une très faible stroma réaction dans le tissu

tumoral.

15.1. Amplification d'ARN cytokiniques

L'ensemble des résultats est résumé dans le Tableau 14 , le Tableau 15 et la Figure 59.

15.1.1. Fréquence d'expression des ARNm de cytokines

./ Interféron y (IFNy) :

L'IFNy était la cytokine la plus exprimée dans le CBNPC puisqu'il était présent dans

75% des tissus testés pour cette cytokine. L'IFNy était exprimé dans plus de la moitié des tissus

sains (70%) avec une très nette prédominance pour les stroma réaction faibles ou absentes

(71 %). L'IFNy était également présent dans la quasi totalité des tumeurs (80%) avec cette fois
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une fréquence d'apparition nettement supérieure dans les tumeurs présentant une forte stroma

réaction.

.;' Interleukine 6 (IL-6) :

L'IL-6 était très fréquemment exprimée dans les CBNPC puisqu'elle était présente dans

70% des tissus indépendemment de l'importance de la stroma réaction. L'IL-6 était exprimée

dans 60% des tissus sains et 80% des tumeurs, sans différence d'expression en fonction de la

taille de la stroma réaction.

.;' Growth Related Oncogene a (GROa) :

GROa était présent dans la moitié des tissus avec une fréquence légèrement supérieure

dans les tissus des patients présentant une forte stroma réaction (60%). GROa était faiblement

présent dans les tissus sains des CBNPC (30%) et était uniquement présent dans les tissus sains

de patients présentant une forte stroma réaction. Dans les tumeurs, GROa était présent dans la

majorité des tissus (70%) avec une expression légèrement supérieure dans les tumeurs

présentant une faible stroma réaction.

.;' Interleukine 10 (IL-IO) :

L'IL-IO était présente dans 45% des cas avec une distribution globale indépendante de

l'importance de la stroma réaction. L'IL-IO était exprimée dans 33% des tissus sains. Elle était

présente dans la majorité des tumeurs (57%) et était plus exprimée dans les tumeurs avec une

forte stroma réaction associée.

.;' Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-l) :

MCP-l était exprimé dans 45% des cas, principalement dans les tissus de patients

présentant une forte stroma réaction (67%). MCP-l était peu représenté dans les tissus sains et

était exprimé uniquement dans les tissus présentant une stroma réaction importante. MCP-l

était également présent dans la majorité des tumeurs (60%) mais sans différence d'expression en

fonction de l'importance de la stroma réaction.

211



,/ Tumor Necrosis Factor a (TNFa) :

Le TNFa était exprimé dans 25 tissus sur 60 testés, c'est à dire dans 42% des cas. Le

TNFa était plus fréquemment exprimé dans les tissus présentant une forte stroma réaction

(60%). Le TNFa était peu exprimé dans les tissus sains (20%), sans différence d'expression

selon l'importance de la stroma réaction. En revanche, le TNFa était exprimé dans la majorité

des tumeurs (63%) et cette cytokine était présente plus fréquemment dans les tissus de patients

présentant une forte stroma réaction (63%).

,/ Angiogénine (ANG) :

L'angiogénine était présente dans 40% des cas avec une nette prédominance

d'expression dans les tissus de patients présentant une forte stroma réaction (67%). L'expression

de l'angiogénine dans les tissus sains et les tumeurs était comparable à celle de GROa.

,/ Epithelial Neutrophil-Activating 78 (ENA-78) :

ENA-78 est peu représenté dans le CBNPC, il était exprimé dans 35% des cas. ENA-78

était un peu plus fréquemment exprimé dans les tissus de patients présentant une forte stroma

réaction (57%). Sa présence a été mise en évidence dans 20% des tissus sains et dans la moitié

des tumeurs avec une expression préferentielle dans les tumeurs de patients présentant une forte

stroma réaction.

,/ RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and presumably

Secreted) :

RANTES était également peu exprimé dans le CBNPC (30% des tissus) sans différence

de fréquence d'expression liée à l'importance de la stroma réaction. Cette cytokine n'était

exprimée que dans un seul tissu sain présentant une stroma réaction importante. Elle était

exprimée dans la moitié des tumeurs avec une expression supérieure dans les tumeurs

dépourvues de stroma réaction ou avec une stroma réaction faible.
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./ Tumor Growth Factor B (TGFB) :

Le TGFB était peu exprimé dans le CBNPC puisque son expression n'a été mise en

évidence que dans 25% des tissus avec une nette prédominance dans les tissus présentant une

forte stroma réaction (80%). Il n'était jamais exprimé dans les tissus sains. En revanche, le

TGFB était présent dans la moitié des tissus tumoraux testés avec une très forte prédominance

dans les tumeurs présentant une stroma réaction importante (80%).

Comparaison des niveaux d'expression des différentes cytokines dans les tissus sains

Dans les tissus sains, l'INFy était la cytokine la plus représentée avec 70% d'expression,

suivie par l'IL-6 (60%). Venaient ensuite l'IL-IO, GROa, MCP-I et ANG qui étaient exprimés

dans environ 30% des cas. Le TGFB était totalement absent des tissus sains. L'IFNy était

signnificativement plus exprimé que RANTES dans les tissus sains (p=0,02).

Si l'on compare les niveaux d'expression des diverses cytokines en fonction de

l'importance de la stroma réaction dans les tissus sains, il est apparu que RANTES, GROa,

IvICP-l et ANG étaient exprimés uniquement dans les tissus sains de patients présentant une

forte stroma réaction (p=0,0143). A l'inverse, l'INFy était principalement exprimé dans les

tissus de patients ne présentant pas de stroma réaction ou avec une stroma réaction faible.

- Comparaison des niveaux d'expression des différentes cytokines dans les tumeurs

Dans les tumeurs, l'INFy et l'IL-6 étaient les cytokines les plus fréquemment exprimées

(80%), suivies de GROa (70%), du TNFa, de MCP-I et de l'IL-IO (~60%). Les autres

cytokines étaient exprimées dans la moitié des tumeurs. L'IFNy était significativement plus

exprimé que ANG, ENA-78, RANTES et le TGFf3 (p=0,033).

Si l'on compare les niveaux d'expression des diverses cytokines en fonction de

l'importance de la stroma réaction dans les tumeurs, il est apparu que le TGFB était très

majoritairement exprimé dans les tumeurs avec forte stroma réaction (80%, p=0,0027). Le
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TNFa, l'INFy, l'IL-10 et ENA-78 étaient également plus exprimés dans les tumeurs présentant

une stroma réaction importante (~60%). En revanche, RANTES, GROa et ANG étaient plus

fréquents dans les tumeurs présentant une stroma réaction faible ou absente (~60%).

- Comparaison des niveaux d'expression des différentes cytokines dans les tumeurs

et les tissus sains

Toutes les cytokines étudiées étaient plus exprimées dans les tumeurs que dans les tissus

sains. Le TGF~ était exprimé exclusivement dans les tumeurs (p=0,033). RANTES (83%) suivi

du TNFa qui était plus exprimé dans les tumeurs que dans les tissus sains (p=0,003), ENA-78

et MCP-1 étaient les autres cytokines les plus majoritairement exprimées dans les tumeurs

(~70%). L'INFy et l'IL-6 étaient quant à elles presque autant présentes dans les tissus sains que

dans les tumeurs.

Si l'on compare ces résultats en fonction de l'importance de la stroma réaction, il n'est

pas apparu de cytokine exprimée majoritairement en SRF ou SRI pour les deux tissus.

Cependant certaines cytokines comme ie Tl\TFa, l'IL-10, 1'1L-6 et ENA-78 avaient une

expression égale en SRI et SRF dans les tissus sains mais étaient plus exprimées dans les

tumeurs avec une stroma réaction importante. En revanche, l'INFy était plus exprimé en SRF

dans les tissus sains et en SRI dans les tumeurs. A l'inverse, RANTES, GROa et ANG étaient

très légèrement plus exprimés en SRI dans les tissus sains et en SRF dans les tumeurs
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Tableau 14 Expression comparée de dix cytokines dans l'ensemble des

tissus pulmonaires sains et tumoraux testés.

Les résultats sont exprimés systématiquement en nombre de cas positifs (NB) et en

pourcentages (%). SRI : Stroma Réaction Importante, SRF : Stroma Réaction Faible. Dans les

colonnes tissus sains et tumeurs, la patients ont été testés sauf pour les cytokines TNFa et IL­

la pour lesquelles 30 patients ont été testés. Le pourcentage d'expressions pour les colonnes

SRI et SRF est calculé par rapport au nombre de cas où la cytokine est exprimée dans les

tissus pulmonaires sains ou tumoraux.

Cytokines Tous tissus Tissus sains Tumeurs

% par
%

% par
% %

NB % NB rapport % SRI NB rapport
SRF SRI SRF

au total au total

TNFa 25 42 6 24 50 50 19 76 63 37

IFNy 71 75 7 47 29 71 8 53 63 37

IL-IO 27 45 la 37 50 50 17 63 59 41

TGFp 5 25 a a a a 5 100 80 20

RANTES 6 30 1 17 100 a 5 83 40 60

GROa la 50 3 30 100 a 7 70 43 57

MCP-l 9 45 3 33 100 a 6 67 50 50

ANG 8 40 3 37 100 a 5 63 40 60

IL-6 14 70 6 45 50 50 8 57 50 50

ENA-78 7 35 2 29 50 50 5 71 60 40
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Figure 59 Pourcentage d'expression de dix cytokines dans l'ensemble des tissus sains

et des tumeurs.
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Tableau 15 Test de significativité statistique Khi2 pour l'ensemble des

cytokines étudiées.

Les valeurs en gras sont statistiquement significatives

TNFa IFNy IL-1O TGF~ RANTES GROa MCP-l ANG IL-6 ENA78

TNFa 0,025 0,3 0,31 0,51 0,53 0,75 1 0,057 0,74

IFNy 0,016 0,0016 0,0044 0,102 0,05 0,025 0,72 0,01

IL-1O 1 0,72 0,1 0,18 0,3 0,004 0,49

TGF~ 0,72 0,1 0,18 0,31 0,004 0,49

RANTES 0,19 0,33 0,51 0,011 0,74

GROa 0,75 0,53 0,2 0,34

MCP-l 0,75 0,11 0,52

ANG 0,057 0,74

IL-6 0,027
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Des cellules tumorales apparaissent fréquemment dans l'organisme, mais sont la plupart

du temps éliminées par le système immunitaire. Cependant, au stade avancé de la

cancérogenèse que représentent les tumeurs accessibles à la chirurgie, la surveillance immune a

été mise en échec (Zimmermann, 2005). Les travaux de la littérature montrent que les cellules

tumorales utilisent différents mécanismes afin de diminuer leur reconnaissance et leur

destruction par les cellules du système immunitaire :

./ Modulation d'expression du complexe CD3/TCR à la surface des TIL

./ Induction de l'apoptose des TIL par le complexe Fas/Fas L

./ Diminution d'expression des molécules du CMH à la surface des cellules tumorales

./ Production de cytokines immunosupressives

./ Absence de signaux de costimulation

./ Diminution de l'expression des antigènes tumoraux ou altération de ces peptides

(Platsoucas,2003).

L'étude de la clonalité des lymphocytes T de la stroma réaction des cancers bronchiques

non-à petites cellules a permis dans ce travail de mettre en évidence l'existence d'une

restriction d'utilisation des répertoires V~ et Vy suggérant une oligclonalité de ces

lymphocytes T caractérisée par:

./ l'existence de clones V~ dans les tissus sains, tumoraux et ganglionnaires.

./ la mise en évidence de l'existence de 19 bandes distinctes en DGGE/TTGE. En effet, les

amorces de PCR utilisées couvrant la globalité du TCR Vy, la présence d'une bande

représentait la signature d'un clone particulier de cellules T.

L'existence de clones de V~ et de Vy a été mise en évidence à la fois dans les tissus

sains, tumoraux et ganglionnaires, à des fréquences variables. La présence de clones dans les
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ganglions était un résultat attendu pUlsque les ganglions sont d s organes lymphoïdes

secondaires constitués de cellules immunitaires, dont de nombreux lymphocytes T et B. En

revanche, la présence de clones de cellules T dans les tissus pulmonaires sains est beaucoup

plus surprenante. En effet, ch z des sujets sains, le système immunitaire effectue une

surveillance à grande 'chelle afin de détecter des agents p thogènes ou des cellules

néoplasiques éventuelles. Le répertoire du TCR utilisé doit être maximal afin d'obtenir une

surveillance immune optimal (Goldsby,2000).

L'étude immunohistologi ue a montré que le tissu pulmonaire sain est caractérisé par

une faible densité de lymphocytes mais qu'il existe des foyers lymphocytaires dans beaucoup

de tissus sains chez les fumeurs et que ces lymphocytes présentent un répertoire restreint de

~egments V~ du TCR où de petits clones utilisant 1~3, V~7.2, V~8, V~12, V~14, V~16, V~20

et V~21.3 sont les plus fréquents. Cette restriction de répertoire est confirmée par la présence

de 6 bandes Vf3récurrentes dans les tissus sains. Le tabagisme peut provoquer des

inflammations chroniques du tractus respiratoire conduisant à un biais d'utilisation du

répertoire du TCRa~ caractérisant une oligoclonalité (Korn, 2005). De même, dans un certain

nombre de maladies pulm naires, dont certaines peuvent être liées au tabac, il a été mis e

évidence une oligoclonalité des lymphocytes T. Ainsi, un travail de Shimizudani et

collaborateurs (2001), a montré, par PCR-Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

suivie d'un séquençage des gènes V~ du TCR, qu'il exis e une oligoclonalité des lymphocytes

T périphériques, provenant de liquides de lavage bronchoalvéolaire, avec récurrence de huit

clones : V~3, 4, V~5, V~8, V~9, V~12, V~ 18 et V1320 chez une patiente atteinte de bronchite

chronique à éosinophiles. Cinq de ces clones (V133, V~4, V138, V~ 12 et Vf320) sont communs

avec les clones les plus fréquemment rencontrés dans nos propres travaux dans le parenchyme

sain comme dans les stroma réactions tumorales. De même, une oligoclonalité des lymphocytes

T périphériques a été mise en évidence dans les liquides de lavage bronchoalvéolaire de patients

présentant une fibrose pulmonaire idiopathique (Shimizudani 2002), une sarcoïdose (Jones,

1996 ; Usui, J996) ou une alvéolite allergique (Murayarna, 1995).

De plus une étude de Burastero et collaborateurs (1996) sur ci q patients, a montré, par

PCR suivie d'une analyse en hétéroduplex, qu'il n'existe pas d'oligoclonalité des lymphocytes

T a~ dans le poumon de non fumeurs en bonne santé. Il est donc possible de cons'dérer que ce

clones soient spécifiques de lésions très précoces prétumorales liées au tabac.
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Ces résulats sont également confortés ici par la mise en évidence du caractère polyclonal

des lymphocytes du sang périphérique chez des patients atteints de cancer du poumon. Ceci

renforce l'idée d'une localisation tissulaire spécifique de ces clones.

Une partie des clones observés dans le tissu tumoral étaient également présents dans les

ganglions régionaux, suggérant la circulation de ces cellules T entre la tumeur et le tissu

lymphoïde correspondant. Ceci est en accord avec les données de la littérature dans d'autres

types de cancers comme le cancer du sein (Allan, 2004), du col de l'utérus (Santin, 2001) ou du

pancréas (Von Bemstorff, 2001), ainsi que dans les cancers bronchiques non-à petites cellules

(Meta, 1995).

Toutes les cellules T exprimant un TCR aB ont préalablement réarrangé leur TCR y8 au

cours de la maturation intrathymique. La plupart de ces réarrangements sont non-productifs,

cependant ils peuvent être détectés dans l'ADN. Ceci implique que, dans un clone donné, tous

les lymphocytes T aB possèdent non seulement le même TCR, mais également le même

réarrangement de leur chaîne y. Les lymphocytes T portant un TCR aB reconnaissent

exclusivement les antigènes sous forme de peptides présentés par des molécules du CMH. Ces

lymphocytes circulent intensément entre la circulation périphérique, les organes lymphoïdes et

les tissus afin d'effectuer la surveillance immune. Leur TCR doit ainsi reconnaître l'antigène

avec un très haut degré de spécificité, et les réarrangements des segments géniques des chaînes

aB permettent de produire 1013 spécificités différentes (Goldsby, 2000). Les lymphocytes

portant un TCR y8 reconnaissent quant à eux des antigènes sous forme de composés non

peptidiques ou de protéines intactes. Ils sont de plus généralement fixes et ont accès à une

variété réduite d'antigène. Les TCR y8 présentent donc une variabilité restreinte (Allison,

2001).

Lors du réarrangement du TCR, lorsque le réarrangement y8 n'est pas productif, le

réarrangement de la chaîne Ba lieu et lorsque ce réarrangement Best productif il existe un

temps d'arrêt dans le processus de réarrangements. En effet, le lymphocyte T portant un

réarrangement productif va proliférer avant de terminer la construction de son TCR par les

réarrangements de la chaîne a. Ainsi chaque chaîne Bfonctionnelle est associée avec beaucoup

de chaînes a différentes dans les cellules progénitrices. L'analyse des réarrangements de la
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chaîne B infonnent donc sur une restriction éventuelle d'utilisation de répertoire mais n'est pas

synonyme d'une clonalité stricte, contrairement à l'étude des réarrangements de la chaîne y

(Janeway, 2001).

Un segment VB-beta (YB13.1) semble spécifique des carcinomes épidennoïdes en ce

sens qu'il est absent des tissus sains des mêmes patients. Il n'a en revanche pas été observé de

restriction intratumorale particulière dans le cas des adénocarcinomes.

Toutefois, il existe des différences dans les restrictions de répertoire identifiées avec les

deux techniques utilisées. On observe en effet un clone aB intratumoral absent du tissu sain

uniquement pour les carcinomes épidennoïdes alors que deux clones gamma semblent

spécifiques des adénocarcinomes et un des carcinomes épidennoïdes.

L'étude du répertoire VB met en évidence des TCR fonctionnels et exprimés à la surface

des cellules. Le clone observé dans les carcinomes épidennoïdes pourrait donc être spécifique

d'un antigène tumoral. A l'inverse, l'amplification du gène V-gamma, toujours réarrangé mais

généralement non fonctionnel, reflète plutôt, lorsqu'elle met en évidence une restriction de

répertoire, l'existence de lymphocytes T dérivés d'une cellule initiale unique, donc une

prolifération locale. Les résultats observés ici suggèrent donc que les lymphocytes recrutés da.Tls

la stroma r~action des adénocarcinomes utilisent des segments VB similaires à ceux présents

dans le tissu sain des fumeurs, ou non explorés par la technique utilisée qui recouvre 70 % des

segments VB du répertoire. Dans les deux cas, l'amplification de segments V-gamma restreints

indique par ailleurs la prolifération in situ de plusieurs clones de lymphocytes (oligoclonalité).

Ces deux caractéristiques, de recrutement et de prolifération locale, sont confortées par la mise

en évidence en immunofluorescence sur ces cellules des isofonnes CD45RA et CD45RO. Les

cellules portant l'isofonne CD45RA sont soit des cellules naïves récemment recrutées, soit des

cellules mémoire réactivées ou venant de tenniner une réponse immunitaire (Seddiki, 2005) Les

cellules CD45RA+ naïves, lorsqu'elles rencontrent l'antigène, prolifèrent clonalement et se

différencient en cellules effectrices ou en cellules mémoires. Les cellules mémoires CD45RO+,

issues d'un lymphocyte ayant reconnu l'antigène, se distinguent des cellules naïves par de

nombreuses propriétés fonctionnelles telles que la capacité de générer une réponse immune en

présence de quantités inférieures d'antigènes, une prolifération plus rapide en réponse à la

stimulation antigénique, l'acquisition plus rapide des fonctions effectrices, la production de plus
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de types cytokiniques et la possession d'un plus grand pattern de molécules d'adhésion leur

permettant de migrer vers les tissus périphériques. Les cellules mémoires sont de plus moins

dépendantes de la stimulation antigénique par les cellules présentatrices d'antigène que les

cellules naïves et peuvent continuer de se multiplier en périphérie longtemps après la

stimulation antigénique (Beckhove, 2004, Béné, 1998 , Kufer, 2001).

Les quelques études réalisées sur l'oligoclonalité des lymphocytes T dans la stroma

réaction des cancers bronchiques non-à petites cellules ont comparé les TIL avec les

lymphocytes du sang périphérique des mêmes patients, mais pas avec ceux des tissus sains et

ganglionnaires. Une analyse, par PCR à haute résolution, de Echchakir et collaborateurs

(1999), portant sur 9 patients, a montré que les clones V~16 et V~17, V~12, V~23 et V~24 et

V~20 et V~21 (selon les patients) étaient plus exprimés dans les tumeurs que dans le sang

périphérique. Cette étude montrait également que les TIL mis en culture et activés à l'IL-2

présentent une oligoclonalité plus marquée que celle des lymphocytes infiltrant la tumeur

«frais ». De plus, certaines spécificités V~ ne sont pas exprimées parmi les lymphocytes mis

en culture et activés par l'IL-2, ce qui suggère l'importance de réaliser les analyses de

clonalité des lymphocytes T sur des lymphocytes intratumoraux fraîchement isolés, sans

culture préalable. Ceci suggère également qu'une réorientation de la restriction d'utilisation

du répertoire du TCR a~ pourrait être possible en cultivant les TIL et en les activant avec des

cytokines appropriées telle l'IL-2.

La DGGE est une méthode efficace pour l'étude des clones lymphocytaires qui a été

largement appliquée au diagnostic et à l'exploration des lymphomes T (Cordel, 2001 ; Abou­

Elella, 2000; Theodorou, 1996). Ces études sont réalisées à des fins essentiellement

diagnostiques ou de recherche génomique. Les études de tissus réactionnels sont très rares et la

stroma réaction tumorale a été étonnamment peu étudiée dans la littérature avec cette approche.

La quasi totalité des études ont été réalisées en biologie moléculaire, par amplification en PCR

d'ADN (comme ici dans la technique de DGGE) ou, le plus souvent, d'ADN complémentaire

généré à partir des mARN extraits des cellules. Ces travaux détectent, comme dans ce travail,

un certain degré d'oligoclonalité dans la stroma réaction, avec une restriction d'utilisation du

répertoire V~. Une étude de Peoples et collaborateurs (1993), a montré que les segments V~6 et
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V(32, surtout, mals aussi V(33, V(37, V(38 et V(313.1, sont fréquemment utilisés par les

lymphocytes infiltrant les cancers ovariens. Les cellules T cytotoxiques spécifiques des tumeurs

mammaires et pancréatiques expriment majoritairement trois segments V(3 dans leur TCR:

V(39, V(313.1 et V(317 (Kirii, 1998). Dans le carcinome colorectal, les clones V(39, 3 et V(34

sont les plus fréquents (Baier, 1998). Seul le clone V(313.1, présent dans les tumeurs mais

absent des tissus sains dans notre étude, apparaît être commun dans la réaction immunitaire

impliquée dans ces différents types de cancers. Le segment V(33, très exprimé dans les cancers

ovariens et colorectaux, est également un des clones V(3 que nous avons observé le plus

fréquemment dans le cancer du poumon. Le clone V(38 est fréquent à la fois dans les tumeurs

bronchiques et ovariennes.

L'étude immunhistologique a permis de mettre en évidence la présence d'une stroma

,réaction d'importance variable dans les tissus tumoraux. La stroma réaction du cancer

bronchique est variable en fonction du patient, du type de tumeur, de son stade de

différenciation, mais aussi de beaucoup d'autres facteurs comme le tabagisme ou les gènes

d'histocompatibilité (Vignaud, 1998).

Les lymphocytes sont très présents dans la stroma réaction puisque les tumeurs

contiennent significativement plus de lymphocytes que les tissus sams. L'étude

immunhistologique montre que les lymphocytes T de la stroma réaction des cancers

bronchiques non-à petites cellules sont en grande majorité organisés en foyers péritumoraux et

qu'une proportion plus ou moins grande de lymphocytes T peuvent être intratumoraux (tumor

infiltrating lymphocytes ou TIL), ce qui est en accord avec les résultats de la littérature dans le

cancer bronchique (Vignaud, 1998), ainsi que dans d'autres types de tumeurs comme le cancer

du sein (Coronella, 2001 ; Fierabracci, 2006) ou le cancer colorectal (Menon, 2003).

Ce travail a confirmé que la stroma réaction est constituée de lymphocytes T CD3+,

avec une répartition topographique différente des sous populations CD4+ et CD8+. Cependant,

l'expression de CD3 est significativement moins intense dans les tumeurs par comparaison aux

tissus et aux ganglions. Dans les ganglions, les cellules CD4+ sont quatre fois plus fréquentes

que les cellules CD8+. A l'inverse, le ratio CD4+/CD8+ est inversé dans les tissus sains ainsi

que dans les tumeurs.
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La modulation d'expression du complexe CD3/TCR à la surface des TIL, dans le cancer

bronchique, a été très peu étudiée. Dans cette étude, les résultats de cytométrie en flux et

d'immunohistologie ont montré une très nette diminution d'expression de CD3 dans les

tumeurs en comparaison aux ganglions, ce qui est a été confirmé par l'immunophénotypage en

cytométrie de flux. Donc les lymphocytes T infiltrant les tumeurs sont présents mais sont

inertes ou réprimés. Ce résultat est en accord avec les données de la littérature mettant en

évidence la diminution d'expression de CD3 dans de nombreux types de cancers, en particulier

dans le cancer de la tête et du cou (Whiteside, 2004 ; Shibuya, 2002), les carcinomes rénaux

(Tartour, 1995) et ORL (Reichert, 2001), les mélanomes (Rabinowich, 1996), les

mésothéliomes (Jarnicki, 1996) et les effusions pleurales (Sikora, 2002), les lymphomes T

(Edelman, 2000) et les leucémies lymphoblastiques (Torelli, 2003), les cancers colorectaux

(Nakagomi, 1993), ovariens (Taylor, 2004), gastriques (Takahashi, 2001 ; Ishigami, 2004),

pancréatiques (Von Bernstorff, 2001) et du sein (Schule, 2002). Ces études ont été réalisées en

utilisant diverses techniques comme la cytométrie de flux quantitative, l'incorporation de

thymidine tritiée, l'immunohistologie ou le Western blot et mettent en évidence une diminution

significative d'expression de la chaîne çde CD3 dans les lymphocytes infiltrant les tumeurs ou

les ganglions envahis. La diminution d'expression de CD3 est associée dans ces études à un

mauvais pronostic et à un taux supérieur de rechutes.

Une diminution d'expression de CD3 est associée à des défaillances fonctionnelles des

lymphocytes T avec:

../ une baisse des activités tyrosine kinase suivant la reconnaissance de l'antigène. En effet,

la liaison du ligand par le TCR entraîne la phosphorylation des domaines ITAM de CD3 par

l'intermédiaire de tyrosine-kinases de la famille Src (Lck, Fyn... ) et c'est ce signal qui permet la

transduction des signaux d'activation (Whiteside, 2004; Werlen, 2002).

../ une abolition ou une diminution des flux calciques liée à l'absence ou à la diminution

des signaux d'activation transduits par CD3 suite à la reconnaissance de l'antigène (Goldsby,

2000). La diminution des flux calciques provoque la non transduction des signaux

intracellulaires et la non activation des cellules T (Whiteside, 2004 ).

../ un profil cytokinique altéré avec une diminution de production de certaines cytokines,

en particulier de l'IL-2 et de l'IFNy. En effet, la reconnaissance de l'antigène et la transduction

du signal par CD3 entraîne la production de cytokines de prolifération et d'activation par les
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cellules T (Goldsby, 2000). La transduction altérée du signal conduit à une activation partielle

des lymphocytes T et à une production cytokinique insuffisante (Whiteside, 2004).

./ une augmentation de la sensibilité des cellules T à l'apoptose : les cellules T portant un

faible nombre de CD3Ç expriment de forts taux de FasL ainsi que d'autres molécules induisant

la mort cellulaire par apoptose. De plus, il existe une corrélation significative entre la

prolifération des cellules T et l'expression de la chaîne ç ainsi qu'entre l'apoptose des

lymphocytes T et l'expression de la chaîne ç. (Whiteside, 2004; Reichert, 2002).

Un des mécanismes responsables de la diminution d'expression de CD3 pourrait être

l'activation induite par la tumeur de peptidases intracellulaires dans les cellules T conduisant au

clivage de diverses protéines dont les chaînes ç (Whiteside, 2004). Un autre mécanisme

pourrait être la sécrétion de facteurs solubles tels la zeta inhibithory protein qui supprime la

chaîne ç sans interférer avec les fonctions des tyrosines kinases lck et ZAP-70 (Whiteside,

2004). La diminution d'expression de CD3Ç pourrait être également due à la stimulation

antigénique chronique accompagnant la croissance tumorale. En effet, il a été montré que

l'activation des cellules T par un antigène spécifique est accompagnée d'une diminution rapide

de l'expression des chaînes çet E de CD3. L'expression de ces deux chaînes de CD3 est ensuite

restaurée durant la réponse immune normale. Lorsque le stimulus est chronique, ces molécules,

dégradées dans les lysosomes, pourraient ne pas être renouvelées suffisamment rapidement

pour permettre la réexpression des chaînes de CD3 à la surface des cellules T. Un autre

mécanisme impliqué dans la diminution de CD3Ç est médié par les intermédiaires réactifs de

l'oxygène produits par les monocytes activés ou les granulocytes dans le micro-environnement

tumoral. De plus, la chaîne ç de CD3 contient des sites sensibles au clivage par les caspases

(Whiteside, 2004 ; Whiteside, 1999).

Afin d'assurer leur survIe et leur maintien au sem des organes lymphoïdes

périphériques, les lymphocytes T ne peuvent adopter de comportement passif, ils doivent

constamment intégrer des signaux de survie. Les cellules T mémoire ont notamment besoin

d'intégrer des signaux via l'interaction entre leur TCR et les molécules du CMH afin de

pouvoir se maintenir dans les compartiments périphériques (Legrand, 2002). Dans ce travail, il

a été noté une diminution de l'intensité d'expression du TCRaf3 dans les tissus tumoraux. Or, la
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reconnaissance efficace des antigènes sur les molécules du CMH et la constitution de la synapse

immunologique nécessitent le rapprochement d'une centaine de molécules de TCR. En effet, le

contact entre le lymphocyte et la cellule présentatrice d'antigène doit être étroit et durer

plusieurs heures voire jours pour le développement efficace de cellules T effectrices. C'est la

polarisation des molécules de TCR et leur clusterisation qui permet la formation de la synapse

immunologique (Delon, 2000). En effet, la liaison entre le TCR et la molécule de CMH est de

faible affinité, la dissociation est rapide lorsque les taux d'associations sont faibles. Ces faibles

taux d'association montrent qu'une grande barrière d'énergie doit être franchie afin de produire

une interaction stable et efficace. La fixation d'une molécule de TCR au CMH provoque un

changement conformationnel de la molécule de TCR dans la région de contact avec la molécule

de CMH. Les molécules de TCR sont alors mobilisées par la liaison au cytosquelette et se

dirigent vers le centre des interactions cellule T-cellule présentatrice. Lorsque les molécules de

TCR sont proches de la membrane de la cellule présentatrice, elles se fixent aux molécules de

CMH afin de former la synapse immunologique. La fixation simultanée de nombreuses

molécules de TCR induit «l'ajustement» de la conformation du TCR avec une surface de

fixation du ligand flexible et stabilisée permettant l'engagement du ligand. Le peptide serait la

molécule responsable de l'induction des changements conformationnels observés lors de la

liaison des molécules de TCR aux complexes peptides-CMH (Krogsgaard, 2003) (Figure 60).
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Figure 60 Clusterisation active des molécules de TCR à l'interface entre les cellules

T et les cellules présentatrices d'antigène (Baz, 2005).

A: la cellule T reconnaît la cellule présentatrice via l'interaction TCR-CMH, B : grâce

à la liaison au cytosquelette l'ensemble des molécules de TCR se dirigent vers le site

d'interaction entre les deux cellules, C : constitution de la synapse immunologique.

(6)

La répartition topographique des sous-populations T CD4+ et CD8+ isolés des tissus

tumoraux a été ici montrée comme étant différente de celle observée dans les tissus sains et

chez les personnes ne souffrant pas de cancer. En effet, les tissus tumoraux contiennent plus de

lymphocytes cytotoxiques, capables d'une interaction directe avec les cellules tumorales. Les

cellules présentatrices d'antigène, et en particulier les cellules dendritiques, résident dans les

tissus périphériques et ont pour rôle la capture de l'antigène. Lorsqu'elles ont capturé un

antigène, elles migrent vers la zone T des ganglions où elles perdent leur capacité d'endocytose

et de phagocytose au profit de la présentation antigénique en exprimant les peptides

antigéniques dans des molécules de CMH. Dans les ganglions les cellules présentatrices
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activent les cellules T CD8+ avec l'aide des cellules T CD4+. Les cellules T CD8+ activées et

amplifiées dans le ganglion migrent ensuite dans la stroma réaction afin d'effectuer la lyse des

cellules tumorales cibles (Baz, 2005).

En effet, les cellules T CD4+ ont pour rôles principaux l'aide à la génération de la

réponse immune anticorps-dépendante en permettant la transformation des lymphocytes B en

plasmocytes producteurs d'anticorps et l'aide à l'activation et l'expansion des cellules T CD8+

(Gerloni, 2005). L'activation des cellules T CD8+ est insuffisante à elle seule pour produire une

réponse immune anti-tumorale efficace. Les cellules cytotoxiques ont besoin des cellules T

CD4+ pour produire une réponse soutenue, avoir une activation optimale (Knutson, 2005 ;

Ostrand-Rosenberg, 2005). L'IL-2 produite par les cellules T CD4+ activées est nécessaire à la

prolifération des cellules T CD8+. De plus, l'intervention des cellules T CD4+ est indispensable

à la génération de cellules T mémoires pleinement effectives. En effet les cellules T mémoires

générées en l'absence de cellules CD4+ prolifèrent peu et produisent de faibles taux de

cytokines (Baz, 2005). Les cellules T CD4+ sont de plus capables d'agir indirectement sur la

croissance tumorale en produisant une réponse de type hypersensibilité retardée attirant des

cellules inflammatoires telles les macrophages, les granulocytes éosinophiles ou les cellules NK

dans la stroma réaction (Gerloni, 2005). En effet, les cellules T activées se différencient en

cellules Th1 et Th2 qui produisent de nombreuses cytokines recrutant des cellules effectrices

anti-tumorales (Hung, 1998). Les cellules T CD4+ semblent également capables d'effectuer un

lyse directe des cellules tumorales par sa sécrétion d'IFNy qui a une activité cytotoxique contre

les cellules tumorales en produisant des dérivés actifs de l'oxygène, en augmentant l'expression

des molécules de CMH, en altérant l' apprêtement des antigènes endogènes et en induisant la

production d'inhibiteurs de l'angiogenèse par les cellules tumorales (Gerloni, 2005).

Cependant, les cellules T CD4+ pourraient également promouvoir la croissance tumorale en

recrutant des neutrophiles qui sécrètent des métalloprotéinases favorisant la néoangiogenèse

ainsi que la prolifération tumorale. De plus, dans certains cas, les cellules T CD4+, au lieu

d'aider à l'activation des cellules T CD8+, suppriment la réponse CD8+ anti-tumorale, ce qui

est montré chez des souris porteuses de tumeur chez qui la déplétion en cellules T CD4+

provoque une expansion rapide et systémique de cellules T CD8+ effectrices tumeur­

spécifiques (Den Boer, 2005).

Un faible ratio CD4/CD8 dans les tissus tumoraux, les tissus sains et/ou dans le sang

périphérique a été mis en évidence dans d'autres types de tumeurs comme par exemple dans le
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cancer bronchique à petites cellules où il est associé à un mauvais pronostic (Nakamura, 2002)

ou dans le gliome (Hussain, 2005).

De plus, il a été observé en cytométrie de flux une augmentation du pourcentage de

cellules détectables exprimant CD4, après culture organotypique courte en milieu non tumoral,

dans les ganglions. De même, le pourcentage de cellules détectables exprimant CD8 été

augmenté dans les tumeurs après culture en milieu non tumoral. Cette réexpression va dans le

sens d'une levée de la suppression immune locale provoquée par la tumeur avec amélioration à

la fois du pool des cellules T helper CD4+ ganglionnaires et amélioration du pool des cellules

T cytotoxiques CD8+ de la tumeur. En effet, l'augmentation du nombre de cellules détectables

exprimant CD4+ dans les ganglions permet une augmentation des capacités d'activation et de

prolifération des cellules T CD8+ dans les ganglions. Ces cellules T cytotoxiques vont ensuite

migrer vers la tumeur afin d'effectuer leur action cytotoxique contre les cellules portant

l'antigène reconnu (Gerloni, 2005). De plus, l'augmentation du nombre de cellules détectables

exprimant CD8 et CD4 après culture en milieu non-tumoral montre que le microenvironnement

tumoral est bien un acteur de l'inhibition d'expression de ces molécules. Ceci montre de plus

que la modulation du système immunitaire exercée par la tumeur est un processus réversible, au

moins dans une certaine limite. Ces résultats vont dfuîS le sens des travaux de Tomasi (2006)

qui montre que beaucoup des mécanismes d'échappement tumoral au système immunitaire sont

médiés par des évènements épigénétiques et que ces évènements sont réversibles.

Dans les tumeurs, la majorité des lymphocytes sont des cellules mémoires comme dans

d'autres types de cancer (Whiteside, 2006 ; Pages, 2005). Le seuil de détection des signaux de

survie, d'activation et de prolifération (antigène, molécules du CMH, cytokines) par les cellules

T mémoire est plus bas que celui des cellules T naïves, permettant leur réactivation rapide lors

d'un nouveau contact avec l'antigène (Golsby, 2000). La durée du signal requise pour

l'activation des cellules T mémoires varie inversement à la force de la stimulation qui dépend à

la fois du nombre de molécules de TCR et de leur affinité pour le complexe CMH-peptide ainsi

que de la densité des complexes CMH-peptide à la surface de la cellule présentatrice. Les

cellules mémoires présentent une plus grande distribution anatomique que les cellules naïves

leur permettant d'effectuer une surveillance immune plus efficace des tissus périphériques (Baz,

2005). Les cellules mémoires acquièrent aussi une activité cytotoxique ou de relargage de
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cytokines plus rapidement que les cellules T naïves. La production de cytokines par les cellules

T mémoires est également plus abondante (Zimmermann, 1999).

Les cellules T CD8+ mémoire effectrices montrent une activité cytolytique immédiate,

des capacités d'expansion réduites et une migration préférentielle dans les tissus périphériques.

Les cellules T CD8+ mémoire centrales, quant à elles, nécessitent une réactivation afin

d'exercer des capacités cytolytiques. Elles prolifèrent en réponse à l'antigène et résident

principalement dans les organes lymphoïdes (Baz, 2005). L'anergie des cellules T induite par

les cellules tumorales affecte les cellules T naïves mais également, dans une moindre mesure,

les cellules T mémoires. Les cellules tumorales semblent ainsi capables de paralyser la réponse

des cellules T à tous les stades de leur différenciation (Flynn, 2003). Cet effet délétère du

microenvironnement tumoral a été confirmé dans ce travail par les tests de culture

organotypique de tissu tumoral dans un milieu de culture diluant les facteurs potentiellement

anergisants. Les quelques heures de ces cultures ont suffi pour permettre une réexpression des

molécules de la synapse sur les lymphocytes T intratumoraux, induisant non seulement une

augmentation de la MFI mais également la détection de cellules plus nombreuses, identifiées

comme «négatives» immédiatement après leur élution du tissu pulmonaire. Ces cellules

exprimaiens vraisemblablement initialement des taux de CD3, CD4 et CD8 membranaires ne

permettant pas lem détection en cytométrie. Les différences observées entre les lymphocytes

intratumoraux, du parenchyme sain et des ganglions vont dans le sens d'une altération globale

des réponses immunitaires, avec toutefois des nuances comme la plus forte expression de CD8

dans les tumeurs, majorée après élimination du microenvironnement, et corrélable à leurs

fonctions cytotoxiques. De plus, les moyennes de MFI de CD3, CD4 et CD8 des échantillons

sanguins étaient significativement supérieures à celle des tissus sains et tumoraux et aucun biais

d'utilisation du répertoire V~ du TCR n'a été mis en évidence dans les échantillons sanguins.

Ces deux résultats vont également dans le sens de l'existence d'une modulation tumorale locale

des cellules T.

En immunohistologie, les molécules HLA de classe II-DR et DQ ainsi que la ~2

microglobuline sont fortement exprimées par les pneumocytes sains alors que les cellules

tumorales expriment peu ces molécules et qu'elles persistent sur les pneumocytes sains

résiduels proches de la tumeur. Dans d'autres types de cancers, les travaux de la littérature

montrent que les cellules tumorales (comme celles des mélanomes par exemple) peuvent
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diminuer l'expression des molécules CMH de classe l à leur surface, aboutissant à leur non

reconnaissance par les lymphocytes T CD8+ (Perales, 2002; Castelli, 2002 ; Kataki, 2002,

Vignaud, 1998). Les modifications d'expression des antigènes de classe l à la surface des

cellules tumorales incluent une diminution des molécules HLA de classe l classiques et

l'apparition d'antigènes de classe l non classiques (Seliger, 2002 ; Garcia-Lora, 2003 ; Madjd,

2005). Les variations d'expression des molécules de classe l classiques incluent une perte

totale d'expression, une diminution d'expression ou la perte ou la diminution d'expression de

certaines allospécificités. La perte totale d'expression des classe l est due à une perte

d'hétérozygotie du gène de la [)2 microglobuline. Cette perte d'hétérozygotie est provoquée par

l'instabilité génique accompagnant et provoquant le développement tumoral. La diminution

d'expression de l'ensemble des molécules de classe l du CMH peut être due à des mécanismes

tels que l'attachement défectueux de facteurs régulateurs al'enhancer du gène de HLA classe l

ou à une dérégulation des mécanismes d'apprêtement et de présentation des antigènes due à des

altérations de l'expression et/ou de la fonction de divers composants de la voie de présentation

antigénique par les molécules de CMH classe 1. Plusieurs mécanismes peuvent être à l'origine

de la diminution sélective d'expression de certaines molécules de classe l, dont une perte

d'hétérozygotie ne touchant pas l'ensemble des loci du CMH classe l ou la perte de facteurs de

transcription liant des facteurs régulateurs spécifiques d'un locus HLA (Seliger, 2002).

Les antigènes de classe l non classiques comprennent entre autres les molécules HLA­

G, HLA-F et HLA-E, elles sont caractérisées par une distribution tissulaire restreinte, une faible

expression cellulaire et un polymorphisme limité. La molécule HLA-G est la plus étudiée, Les

molécules HLA-G inhibent l'activité cytolytique des cellules T CD8+ tumeur-spécifiques et

bloquent la cytotoxicité des cellules NK en liant les récepteurs inactivateurs KIR (Seliger,

2002). La molécule HLA-E module les fonctions des cellules NK (Marin, 2003).

Dans les lignées cellulaires tumorales, comme in situ dans les tumeurs examinées dans

ce travail, il existe une répression de l'expression des molécules de classe II du CMH ce qui

diminue fortement la présentation des antigènes. Cette diminution de l'expression de HLA-DR,

comme des molécules de classe l du CMH, fait partie des mécanismes mis en place par les

cellules tumorales pour échapper à la surveillance immune. Cette répression de HLA-DR est

systématiquement présente dans les cancers bronchiques non-à petites cellules analysés. Cette

observation est d'autant plus intéressante que le parenchyme pulmonaire et les cellules
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épithéliales bronchiques sont parmi les rares tissus non immuns de l'organisme à exprimer

spontanément ces molécules (Glanville, 1989).

L'expression des antigènes de classe II du CMH est plus problématique, en effet, dans

des tumeurs comme le cancer du sein ou de l'ovaire on observe une expression des antigènes

CMH classe II dans la tumeur alors qu'ils ne sont pas exprimés dans le tissu sain correspondant

(McDermott, 2002; Nijman, 2001). Dans le cas du cancer du pancréas ces antigènes sont

exprimés dans le tissu sain alors que leur expression diminue dans la tumeur (Ryschich, 2003).

L'expression des molécules de CMH classe II est corrélée avec l'infiltration des cellules T et

des cellules dendritiques. L'expression des molécules de classe II par les cellules tumorales est

inductible par diverses cytokines, la plus efficace étant l'IFNy. Or, dans diverses tumeurs il

existe souvent un switch du pattern d'expression cytokinique qui passe de Th1 à Th2. Dans ce

cas, l'absence de production de l'IFNy peut empêcher l'expression de novo des molécules de

classe II à la surface des cellules tumorales. Un des mécanismes pouvant expliquer une forte

expression des molécules de classe II dans les tissus tumoraux de certains types de cancers

serait que la reconnaissance des cellules tumorales par les cellules dendritiques engendrerait la

production d'IFNy par ces dernières (McDermott, 2002). Il a été de plus suggéré que les

cellules tumorales portant des molécules de classe II pourraient avoir une fonction de

présentation des antigènes directe, sans passer par des cellules dendritiques, dans les tumeurs

classe II positives. Cette étude a utilisé des souris chez qui ont été transfectées des cellules

tumorales classe II positives. Ces souris étaient résistantes à l'invasion tumorale et

l'interprétation de ce résultat était le développement de réponses immunes anti-tumorales

(Armstrong, 1998).

Très peu d'études ont été réalisées sur les effets du microenvironnement tumoral sur les

lymphocytes infiltrant la tumeur (ou TIL) dans les cancers bronchiques. Seule l'équipe

d'Ortegel a montré que les cellules tumorales épithéliales semblent produire des cytokines

majoritairement de type Th2 (Ortegel, 2002) alors que les TIL semblent exprimer des cytokines

de type Thl, or les cytokines de type Th2 sont capables d'inhiber les effets des cytokines de

type Thl (Ortegel,l999). Il a été d'autre part montré que les cellules tumorales de cancers du

poumon sont capables d'inhiber la prolifération, la cytotoxicité et la production d'ARNm

cytokinique par les cellules T (Huang, 1995 ; Yoshino, 1993). Par exemple, le TGF~, produit
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par les cellules tumorales, est une molécule immunosuppressive capable d'inhiber la génération

de cellules T cytotoxiques, mais pas leur fonction (Ranges, 1987). De plus, les lymphocytes T

CD8+ infiltrant la tumeur produiraient moins d'INFy qui est associé avec leur efficacité in vivo

(Trojan, 2004). Le TGF~ peut également promouvoir la croissance tumorale, dans certains

types de cancers, par ses propriétés de stimulation de la migration et de l'invasion cellulaire

ainsi que la promotion de l'angiogenèse. Le TGF~ agirait de façon autocrine et/ou paracrine et

en synergie avec des oncogènes transformés (Iyer, 2005 ; Wick, 2006 ; Arteaga, 2006). L'IL-6,

a quant à elle, un rôle ambigu car elle est capable à la fois de promouvoir la croissance et/ou la

différenciation des cellules T, des cellules B, des macrophages et des mégacaryocytes, de

stimuler la production d'IL-2 et l'expression du récepteur à l'IL-2 par les cellules T mais

également de promouvoir l'invasion tumorale. En effet, l'IL-6 augmente la mobilité des cellules

tumorales par un effet autocrine et/ou paracrine. (Ashizawa, 2005). D'autres hypothèses

impliquent la sécrétion de facteurs inhibiteurs solubles spécifiques de tumeurs, ou des

molécules membranaires inhibitrices comme RCAS 1 (Villunger, 1999). En effet, RCAS 1 est un

antigène exprimé à la surface des cellules tumorales dans les tumeurs agressives, il supprime la

croissance des cellules immunes in vitro et induit l' apoptose des cellules T infiltrant la tumeur

dans certaines tumeurs comme le gliome (Nakabayashi, 2006).

Les ARNm de plusieurs cytokines ont pu être détectés ici dans les tissus sains et/ou

tumoraux ainsi que chez les patients présentant une forte stroma réaction et/ou une faible

stroma réaction. Le TGF~ n'était présent que dans des tumeurs et quasiment uniquement chez

les patients présentant une forte stroma réaction associée à la tumeur. Le TNFa, exprimé dans

76% des tissus tumoraux testés était rare dans les tissus sains (24% d'expression). Dans les

tumeurs, le TNFa, comme le TGF~, était préférentiellement exprimé chez les patients

présentant une forte stroma réaction. Le TNFa est sécrété par diverses cellules du système

immunitaire dont les lymphocytes T et B et les cellules NK ainsi que par les cellules

endothéliales. Le TNFa a de nombreux effets notamment dans l'inflammation, le

développement des centres germinatifs et l'hématopoïèse, la différenciation et l'activation des

cellules T et des cellules B en particulier par la stimulation d'expression des protéines RAG,

ou l'induction de l'apoptose, de nombreuses cellules, en particulier les cellules tumorales.

L'induction de l'apoptose peut se faire par la stimulation des caspases ou par l'augmentation

d'expression de FasL sur les cellules cibles (Locksley, 2001). La sécrétion de TNFa dans les
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tissus twnoraux pourrait refléter une augmentation de la réponse immune anti-tumorale,

accentuée par les effets cytotoxiques de cette cytokine ainsi que par ses effets d'activation et

de différenciation des cellules immune et sa potentialisation de l'inflammation. En effet, le

TNFa, dans les cancers et en particulier dans le cancer du poumon, lorsqu'il se lie à ses

récepteurs cellulaires à la surface des cellules twnorales, induit la production d'intermédiaires

réactifs de l'oxygène capables d'induire l'apoptose des cellules cibles. De plus, l'expression

du TNFa augmente l'efficacité de la réponse immune anti-twnorale des cellules T, en

particulier en augmentant la sécrétion de l'IL-2 indispensable à l'activation et à la

prolifération des cellules T (Matanic, 2003).

L'INFy, produit par les lymphocytes T et les cellules NK, peut avoir comme de

nombreuses autres cytokines des effets opposés. Il augmente la prolifération et l'activité de

diverses cellules et molécules du système immunitaire (macrophages, cytotoxicité anticorps

dépendante, cytotoxicité NK naturelle, expression des molécules classe l et classe II du CMH

sur les cellules présentatrices d'antigènes, expression de récepteurs à l'IL-2). Cependant, à

d'autres concentrations, l'IFNy peut également inhiber le développement à la fois de la

réponse immune humorale et cellulaire (Coleman, 1987). La réalisation d'une PCR

quantitative pour l'étude de l'expression des cytokines, et en particulier de l'IFNy, permettrait

d'apporter de plus amples éléments de réponse quant aux rôles joués par cette cytokine dans

le développement tumoral du cancer bronchique, aux vues des données précédemment citées.

De l'ARNm de cette cytokine a été détecté ici chez pratiquement tous les patients, à la fois

dans les tissus sains et les tissus tumoraux, principalement chez les patients présentant une

faible stroma réaction pour les tissus sains et principalement chez les patients présentant cette

fois une forte stroma réaction pour les twneurs. Une étude de Trojan et collaborateurs (2004),

utilisant une technique de PCR quantitative afin de déterminer les niveaux d'expression de

l'IFNy dans le cancer bronchique non-à petites cellules, montre que les cellules T CD8+

produisant de l'IFNy sont principalement localisées à l'intérieur des foyers twnoraux, alors

que les cellules T CD8+ actives sont principalement celles situées en périphérie. Ceci peut

être du à la fois à une diminution d'expression de l'IFNy et à la sécrétion de cytokines

immunosuppressives telles que l'IL-la et le TGF~. De plus, le TNFa et l'IFNy pourraient

agir de façon synergique afin d'induire la mort cellulaire par apoptose des cellules tumorales.

La combinaison TNFa et IFNy permettrait d'induire plus de types de caspases que
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l'expression de chaque cytokine séparément, les autres mécanismes de cette synergie n'étant

pas identifiés (Lee, 2002).

L'IL-IO était plus fréquemment sécrétée dans les tissus tumoraux présentant une stroma

réaction importante. Elle est produite entre autres par les lymphocytes T et B et les

monocytes. Or l'IL-IO est une cytokine immunosuppressive, elle inhibe la production de

diverses cytokines ainsi que la prolifération des lymphocytes T, en particulier les lymphocytes

Thl, et l'activation des macrophages et des cellules dendritiques. Les effets de l'IL-IO sont

opposés à ceux de l'IFNy. L'inhibition de l'activation des cellules T est principalement

réalisée par le blocage de l'induction de la production d'IL-2 par l'IL-lO. (Paul, 1998;

Hatanaka, 2000). L'IL-IO inhibe la production de TNFa et d'IFNy par les lymphocytes T

activés. L'induction de la production d'IL-IO par les cellules tumorales semble corrélée avec

un mauvais pronostic pour le cancer bronchique non-à petites cellules. Ceci va dans le sens

d'un échappement de la tumeur au système immunitaire: la tumeur se rend invisible du

système immunitaire qui« baisse sa garde », l'IL-IO exerçant un rétrocontrôle négatif sur le

développement de la réponse immunitaire anti-tumorale (Hatanaka, 2000).

L'IL-6 est exprimée de façon égale dans les tissus et les tumeurs ainsi que chez les

patients présentant une forte et une faible stroma réaction, ce qui est en accord avec ses

multiples rôles ambigus dans la croissance tumorale discutés précédemment. RANTES est

principalement exprimé dans les tumeurs, en particulier chez les patients présentant une faible

stroma réaction. RANTES est sécrété par les cellules T CD8+, les plaquettes, les cellules

épithéliales et les fibroblastes, en réponse à divers médiateurs de l'inflammation. RANTES a

un effet mitogène sur les cellules T conduisant ces cellules à l'apoptose, ce qui explique que

cette cytokine soit exprimée chez les patients présentant une faible stroma réaction (Payne,

2002). GROa et MCP-I sont principalement exprimés dans les tumeurs, sans différence en

fonction de l'importance de la stroma réaction. GROa promeut l'angiogenèse et le

chimiotactisme des neutrophiles et son expression dans les tumeurs peut augmenter le pouvoir

de dissémination des cellules tumorales, ce qui est montré en particulier pour le mélanome

(Payne, 2002). MCP-I a un effet chimiotactique sur les monocytes et les cellules NK, sa non

expression est liée à une réponse immune déficiente et à la progression tumorale dans le

cancer du sein (Payne, 2002). ENA-78 est un facteur angiogénique de même que ANG. Ces

deux facteurs sont principalement exprimés dans les tumeurs, ENA-78 étant plus exprimé
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chez les patients présentant une forte stroma réaction à l'inverse de ANG. L'expression de ces

cytokines est reliée à la croissance tumorale et à sa dissémination (Wente, 2006).

L'ensemble des résultats de RT-PCR montre l'expression de diverses cytokines dans les

tissus sains et tumoraux, ces cytokines ayant souvent des effets multiples et antagonistes sur

l'activation des acteurs du système immunitaire ainsi que sur la croissance tumorale. Ceci

témoigne de la complexité de la stratégie tumorale visant à leurrer le système immunitaire sur

son identité.
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Ce travail avait pour objet l'étude de la réponse immunitaire locale de la stroma réaction

du cancer bronchique non-à petites cellules et de sa modulation tumeur-dépendante. La

clonalité potentielle des lymphocytes T des tissus sains, tumoraux et ganglionnaire a été

analysée à l'aide de deux techniques complémentaires. L'étude phénotypique des tissus sains,

tumoraux et ganglionnaires a été réalisée permettant de déterminer les caractéristiques

d'activation et d'interaction des cellules immunes et épithéliales des différents compartiments

pulmonaires. Afin de compléter cette étude, l'analyse de l'expression de diverses cytokines

impliquées dans la régulation de la réponse immune et de la croissance tumorale dans les tissus

sains et tumoraux a été entreprise.

Les résultats obtenus montrent qu'il existe une oligoclonalité des lymphocytes T de la

stroma réaction des cancers bronchiques non à petites cellules. L'oligoclonalité des

lymphocytes T a également été mise en évidence dans les ganglions et de façon plus

surprenante dans les tissus sains chez les fumeurs suggérant que ces clones pourraient être

spécifiques de lésions très précoces prétumorales liées au tabac. De plus, une partie des clones

observés dans le tissu tumoral étaient également présents dans les ganglions régionaux,

suggérant la circulation de ces cellules T entre la tumeur et le tissu lymphoïde correspondant.

Le clone V~13.1 semble spécifique des carcinomes épidermoïdes en ce sens qu'il est absent des

tissus sains des mêmes patients alors que deux clones gamma semblent spécifiques des

adénocarcinomes et un des carcinomes épidermoïdes. L'étude du répertoire V~ met en évidence

des TCR fonctionnels exprimés à la surface des cellules, l'amplification du gène V -gamma,

toujours réarrangé mais généralement non fonctionnel, reflète plutôt, lorsqu'elle met en

évidence une restriction de répertoire, l'existence de lymphocytes T dérivés d'une cellule initiale

unique, donc une prolifération locale. Le clone observé V~13.1 dans les carcinomes

épidermoïdes pourrait donc être spécifique d'un antigène tumoral et être recruté au site tumoral

en raison de cette spécificité. Ces deux caractéristiques, de recrutement et de prolifération

locale, sont confortées par la mise en évidence à la surface des cellules T présentes dans les

tissus tumoraux des isoformes CD45RA et CD45RO.

La stroma réaction des cancers bronchiques non-à petites cellules est importante mais

variable, elle est constituée de lymphocytes T CD3+ cependant, l'expression de CD3 et des

corécepteurs CD4 et CD8 est significativement moins intense dans les tumeurs par comparaison
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des tissus sams et des ganglions. Une diminution d'expression de CD3 est associée à de

nombreuses défaillances fonctionnelles des lymphocytes T. Il a de plus été noté une diminution

de l'intensité d'expression du TCRa~ dans les tissus tumoraux. Or, la reconnaissance efficace

des antigènes sur les molécules du CMH et la constitution de la synapse immunologique

nécessite le rapprochement d'une centaine de molécules de TCR. Parallèlement, les molécules

HLA-DR et HLA-DQ de classe II ainsi que la ~2 microglobuline de classe l sont fortement

exprimées par les pneumocytes sains alors que les cellules tumorales expriment peu ces

molécules et qu'elles persistent sur les pneumocytes sains résiduels proches de la tumeur. La

diminution d'expression des molécules de CMH classe l à la surface des cellules tumorales

aboutit à leur non reconnaissance par les lymphocytes T CD8+. De plus, la diminution

d'expression des molécules de CMH classe II à la surface des cellules tumorales aboutit à leur

non reconnaissance par les cellules T CD4+ et les cellules présentatrices d'antigènes ce qui

annule la potentialisation de la réponse T cytolytique.

Diverses cytokines ayant des effets antagonistes sont produites dans le tissu tumoral en

particulier le TGFf3, l'IL-ID, RANTES, ENA-78, MCP-I et GROa qui apportent une aide à la

croissance et/ou à la dissémination tumorale en inhibant la prolifération et la différenciation des

cellules T et en favorisant l'angiogenèse. Le TNFa et l'IFNy produits dans la tumeur ont quant

à eux un effet de potentialisation de la réponse immune anti-tumorale. Cette production de

cytokines ayant des rôles antagonistes dans la tumeur confirme la complexité de la stratégie

tumorale visant à leurrer le système immunitaire sur son identité. De plus, la faible

reconnaissance de l'antigène par les cellules T induite par la diminution d'expression des

molécules présentatrices du CMH sur les cellules tumorales ainsi que la diminution

d'expression des complexes TCR-CD3 permettent aux cellules malignes d'échapper au système

immunitaire. L'ensemble de ces résultats suggère que la tumeur génère un microenvironnement

immunosuppresseur.

Certains clones sont exprimés dans le tissu sain et absents de la tumeur, ce qui suggère

que de telles cellules seraient capables de contenir le développement tumoral dans une certaine

mesure. Il serait intéressant d'analyser les mécanismes possibles, induits par la tumeur afin de

supprimer ces lymphocytes T tumeurs-spécifiques à sa proximité. Un de ces mécanismes

pourrait être l'induction de l'apoptose de ces cellules T par la sécrétion de cytokines

immunosuppressives. Le séquençage de l'ADN des clones de lymphocytes T portant un
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réarrangement Vy du TCR spécifique des tumeurs ainsi que de ceux spécifiques des

adénocarcinomes et des carcinomes épidermoïdes pourrait constituer la base d'une

immunothérapie spécifique visant à enrichir les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) en

cellules T capables de reconnaître des antigènes associés aux tumeurs. Il serait également

intéressant de quantifier les cytokines produites dans le microenvironnement tumoral ainsi que

dans les tissus sains et les ganglions afin de déterminer le degré d'implication de chacune de ces

cytokines dans la modulation de la réponse immune dans la cancer bronchique non-à petites

cellules. Les cytokines utilisées dans cette étude ont été choisies d'après un travail de doctorat

portant sur l'identification des cytokines exprimées dans les surnageants tumoraux de patients

atteins d'un cancer bronchique non-à petites celles. L'identification des cytokines

spécifiquement exprimées par les lymphocytes infiltrant les tumeurs permettrait donc de

compléter cette étude. Les capacités de réexpression des molécules de la synapse

immunologique par les lymphocytes tissulaires, lorsqu'ils ne sont plus exposés à un

microenvironnement délétère laisse supposer que leur anergie pourrait être levée. Ces

observations pourraient être la base de travaux visant à permettre l'élaboration

d'immunothérapies spécifiques.
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Abstract. In lung cancer as in other malignancies, tumor
formation induces the development of local and systemic
antitumoral immune responses. The tumor itself becomes
sUlTounded by a local stroma reaction containing inflammatory
cells, a large part of which being tumor infiltrating T-Iympho­
cytes. This study was designed to investigate the potential
clonality of these T-cells in non-small ce11lung cancer. Two
complementary methods where used: exploration of the VB
TCR rcpertoire usage in flow eytometry and analysis of the
Vy TCR repertoire in multiplex PCR and gradient gel electro­
phoresis. These techniques were applied respectively to
eluted fresh lymphocytes and extraeted DNA from healthy
lung tissue, tumor and lymph nodes from 44 patients. There
was a good correlation between the two teehniques used. An
oligoclonal repertoire restriction was noted in most of the
cases and in the three types of tissues studied suggesting the
presencc of tumor-specific clones. Moreover, V13I4 appeared
to be the most frequent specificity used whatever the tissue
considered, while V1313.1 appeared to be selectively used in
the stroma reaetion of epidennoid lung carcinomas. A restricted
TCRy band was also present in these tumors, and two more
bands of TCRy where selectively present in adenocarcinomas.
The demonstration of both a-B and y-ô TCR restriction suggests
both the recruitment of speeific T-cel1s and their local
proliferation within the tumoral tissue. The same feature in
healthy lung tissue indicates that il might already be the site
of specific anti-tumoral T-cel1 reactivity. In conclusion, this
study reports on the presence of oligoclonal T-cell responses in
most cases of non-sma11 ce11lung cancer. The comparison of
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les Nancy. France
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tumor, healthy tissue and lymph nodes showed some degrce of
patient-dependent similarities suggestive of tumor specificily.

Introduction

The immune system constantly exerts a surveillance mIe in
order to eradicate potential1y tumoral transfonned cel1s (1).
This has long been demonstrated in animal models or human
observations of high eancer incidence in immunocompromised
individuals (2). Several mechanisms have been demonstrated
to be responsible for this immunological control, including
anti-tumoral antigens antibodies, cytotoxie through ADCC,
natural killer ce]] responses related to the deregulation of MHC
class l on tumor cells, and tumor-antigen specific cytotoxic T
lymphocytes (1,3-6). The development of such anti-tumoral
immune responses implies the participation of al1 actors and
machinery of specifie immunity, including ceU proliferation
and the generation of both effeetor and memory ceUs (4).
Once cancer is clinically obvious, it may be because these
mechanisms have been overwhelmed or because the tumor
cel1s found a way to escape the immune system (5,7,8). In the
tonner case, traces of 1m active 1mti-tumoral immune response
may be found in the form of T-cell clones, bearing the same
nB-TCR and/or carrying the same TCRy rearrangement
amplifïed during cell proliferation (1). Conversely, if tumor
expansion results from immune escape, there may remain no
anti-tumoral T-cells in the stroma reaetion at the time of
tumor resection (5).

In lung cancer the malignant tissue is partially infiltrated
and sUlTounded by a local stroma reaction as in many other
tumors such as breast (9, JO), colorectal (1I), proslatic (12),
ovarian (13), gastric (14), colon (15), bladder (16) and skin
cancer (17). The stroma reaction is a non-tumoral connective
tissue which provides nutrition and support to tumoral tissue
and is constantly remodeling. The stroma reaction is constituted
of extracellular matrix, neoangiogenesis and int1ammatory
cells (18). Characterization of these int1ammatory cells in lung
c,mcer has shown that they were in large part T lymphocytes
(19-21), as in other tumors (16,17) with a few macrophages
and NK celJs. Tumor infiltrating T-ce11s (TIL) have been
demonstrated to be specific of tumor antigens in some
instances (22-25) yet little is known about the specifïcity of
T-cells in the stroma reaction of lung cancer (26).
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They might be part of the normal lymphocytic population
of the lung tissue, or anti-tumoral cells, overwhelmed by the
tumm ceUs, yet displaying TCR characteristics suggestive of
their specificity, i.e., clonality.

To examine whether restrieted anti-tumoral T-cell responses
remainee! in non-small ecU lung cancer patients wc usee! two
eomplementary approaches of TCR restriction investigation
eoneomitantly in tumoral tissues, normal lung tissue and
lymph nodes from 44 patients.

Materials and methods

Patients. The population studied eomprised 44 patients, 38
males (mean age 6l±1O years old) and 6 females (mean age
59±10 years old). Seventeen patients had been diagnosed
with aclenocarcinoma, 23 with epidemloid carcinoma and 4
with large cells carcinoma. AU were eligible for surgery as
first therapy.

Tissue .l'amples. Lung tissue samples used in these studies
were obtained immediately artel' curative surgery. Three types
of samples were provie!ed by the pathologist after macroscopic
examination of surgical material, within hours after the
completion of surgery. These samples were respectively i)
tumor tissue; ii) apparently normal lung tissue cut-out as far
as possible from the tumor and iii) an intrapu11ll0nary lY1llph
node. AlI samples were placed in saline at room temperature
and were processed within six hours of surgery. Part of each
sample was used for eIution of lymphocytes from fresh tissue.
The remnant was snap-frozen in liquid nitrogen then stored at
-80'C until fUlther use. Whcn lymph Dodes wcre too smalI,
they were prcferentialIy snap-frozen ane! not clutecl.

Lymphocyte suspensions. For each sample, the part reservecl
for lymphocyte c1ution was placecl in Hank's butler (Sigma,
St. Louis, MO) in a Petri clish, minced with scissors, then
gently shredded using the McdiMachine (Dako, Glostrup,
Dcnmark). The ceU duate was sucked out of the Meclicon cclI
(Dako) using an insulin-type 1 ml syringe ane! placeclin about
JO ml of Hank's medium. This solution was gently layered
over a Fieoll-Hypaque gradient (Lymphoprep, Nycomed,
Oslo, Norway) and centrifuged for 30 min at 400 g at room
temperature. The lymphocyte layer was then collectee!,
washed once in Hank's medium and resuspended for use in
t10w cytometry. Suspensions were adjusted at 106/ml.

Flow cytometry. The proportion ofT-celI subsets in thc purified
lymphocyte suspension was assessed in Dow eytometry using a
four color panel of TetraChrome'" CD45-FITC/CD4-RDlI
CD8-ECD/CD3-PC5 (Beckman Couhcr, Fullerton, CA) mono­
clonal antibodics (MoAb). The expression pattern of TCR VB
genes on eluted lymphocytes was performed in a t10w cyto­
metry technique using the IOTest@Beta Mark TCR VB
Repertoire Kit (Beckman Couher). This reagent kit contains
8 mixtures of 3 MoAb specifie each for one VB segment.
In each of the 8 vials, one of the MoAb is conjugated to
t1uorescein isothiocyanate (FITC), another to phycoerythrin
(PE) and the third to both FITC and PE. Two-color bi­
parametric analysis thus allows to evaluate the proportions of
cells labe1ed with each of the 3 antibodies in each test. The

24 MoAbs provided in the reagent set account for more than
70% of the normal human VB TCR repertoire of peripheral
lymphocytcs (27).

Aliquots (50 ~d) of a11 cclI suspensions were incubated
with 5 ~tl aliquots of TetraChrome@ or of the 8 MoAb
combinations for 30 min at 4oC, washed once in Hank's
buffer then resuspendedlfixed in 300 !lI of 0.1 % para­
fomlaldehyde (Sigma) in phosphate buffercd saline (PBS).

AIl sarnples werc then processed in flow cytometry using
an EPICS-XL4CMCL (Beckman Coulter) with lymphocyte
gating on a forward/side scattergram. Data were expressed as
percentages of lahelee! ceUs within the lymphocyte population.

l'CRy amplification. A11 T-ceUs expressing an aB TCR have
previously rearranged their yô TCR in the course ofintra­
thymic maturation. Most of thcse rearrangements are un­
productive, yet can he detected within the DNA. Demonstration
of a rcstricted TCRy rcpertoirc in a lymphocyte population
suggests that one or several clones proliferated locally l'rom
one or several common ,mcestor T-cells.

In order to examine the TRCy rcpeltoire of T-cells within
the sampled tissues, a small fraction of the frozen material was
thawed in STE buffer [Saline-Tris-EDTA; NaC!, 0.2 mM,
Tris-HO, pH 8.0, 10 [.lM (Merck, Eurolab Polylabo, Créteil,
France), EDTA, 0.2 [.lM (TITRIPLEX® III, Mcrck)] eontaining
105 mg/1 of proteinase K (Merck) and 0.5% of sodium dodecyl
sulfate (SDS RECTAPUR@, Prolabo, Paris, France) for 12 h at
56'C. DNA was then phenol-extracted using thc APPLIGENE@
kit (Prolabo). The amount of DNA recoveree! from each
samp1e was assessee! in spectrophotometry (Beckman DU@
640, Beckman Instruments"" Gagny, France) ane! adjusted at
100 ng/~t1.

Extracted DNA was then amplified by a multiplex poly­
merase chain reaction (PCR) using 8 primers supplementcd
with a GC clamp (Genset Oligos, Paris, France) aUowing
amplification of the V and J TCRy rcpertoires, as rcported
prcviously.

PCRs were performed in the foIlowing conditions: 2.6 ng
extracted DNA, 5 ~tl reaction butTer, 2.5 mM magnesium
ehloride, 30 Ulml Goldstar Red'" Taq polY1llerase (Eurogentec,
Liège, Bclgium), 4 mM dNTPs (Master Mix, Eurogentec) and
primers. The latter were used at the foIlowing concentrations:
1.61 !lM VIG, 2.22 [.lM V9G, 1.83 ~tM VlOG, 2.65 ~tM

VllG, 2.51 ~tM JI, 1.34 ~tM IP, 1.89 [.lM JPIB, 1.84 [lM
JP2B. Forty cycles of amplification were performed for each
sample, using a Gene Amp"9 PCR system 9700 ThermocycIer
(Perkin Elmer Biosystems, Courtaboeuf, France) ulllier the
conditions repOlted by Theodorou et al (28). For each PCR,
three controls were processed: one without DNA, a positive
one (DNA from a Sezary T lymphoma) and a negative one
(B-lineage lymphoma DNA). Two checks of denaturing
gradient gel c1ectrophoresis (DCode'" Control Kit for DGGE/
CDGE/TTGE, Bio-Rad) were also used, respectively a PCR
amplification of a human wild-type genomic DNA fragment
and the same fragment containing mutation of a G into A in
exon 8 ofthe p53 (Ras) gene.

Separation of the amplicons was then performed in
denaturating gradient gel electrophoresis (DGGE) or temporal
temperaturc gel electrophoresis (TTGE). Briefly, for the
samples of 21 patients DGGE was used as follows. A 6.5%



ONCOLOGY REPORTS 13: 509-515, 2005

60

•
50

40

..
30 .. •.. : ••Iii
20 .

• ••
" Il.. . ..

10 • .... ..

511

Figure 1. Exploration of TCR "LI cJonality. VLI usage was asscssed in flow cytometry. Data are exprcsscd as percentage of expression of eaeh VH repeetively
on cells from lymph nodes (À), clinically healthy lung tissue (III) and tumorallung tissue (0).

polyacrylamide gel was prepared sa as ta contain a 10-60%
linear denaturing gradient, using the Gradient Delivery System
Madel 475 (Bio-Rad, Hercules, CA). The 100% denaturation
solution consisted in urea (Prolabo) at 425 gll and 40%
formamide (Prolabo) in 3.125% TAE (Tris Acetic EDTA
butTer, Bio-Rad) supplcmented with 0.065% Temed (Bio­
Rad) and 0.525% ,mlmonium persulfate (Merck). The gradient
was formed by progressive dilution of the urea solution in
Hp. AJter polymerization, each gel was loaded with 20 III
aliquots of amplification products supplcmented with 3.2 pJ
of bromophenol and xylenc cyanol bluc (0.25%) in 40%
sucrose. MarceI"' (Appligene, Prolabo) molecular weight
markeTs were loaded in parallel. Migration was then allowed to
procecd at 56°C for 5-6 h in TAE, at a constant voltage of 110
V, using the DCode'" Universal Mutation System (Bio-Rad).

The samplcs of 23 patients were analyzed in TTGE, using
a temperature gradient, and not a denaturing gradient, to
separate the DNA. Briet1y, a 6.5% polyacrylamide (Bio-Rad)
gel was prepared in 1.25% TAE (Bio-Rad), supplemented with
0.065o/(} Temed (Bio-Rad) and 0.525% ammonium persulfate
(Merck). The polymerisation, loading, migration and staining
were performed in the same conditions as for DGGE and
with the same controls and molecular weight markers. The
gradient was formed by a progressive decrease of the migration
tempcrature from 61'C to 51°C over 4 h (2SC/h).

After completion of the migration, gels were silver-stained
as follows. Oels were fixed by trichloroacetic acid (Prolabo)
at 200 g/l, washed in a 50% ethanol, 10% acetic acid (Merck)
solution then in a 10% ethanol, 5% acetic acid solution. The
gels were thcn sensitized by 25% glutaraldehyde (Sigma) and
washed again in the 50% ethanol 10% acetic acid solution
and in H20. Next, staining was achieved with silver nitrate
(Prolabo) at 5 g/l, followed by one wash in H20 and revelation

by a 0.016% sodium carbonate (Prolabo) and fonna1dehyde
(Sigma) at 750 III Il solution. Color development was stopped
by an acetie acid 5% solution and the gels were preserved in a
glycerol (Prolabo) 5%, acetic acid 50% solution. The gels were
finally dried at hot temperature under vacuum in the Drygel Jr
(Hoefer Scientific Instrument, Pharmacia, Uppsala, Sweden).

Bands were scanned using the Bio Rad OS-710 Calibrated
Imaging Densitometer (Bio-Rad) and analyzed using the
Quantity One Quantitation Software (Bio-Rad).

Statistics. Statistical analysis was applied to the identification
of T-cell subsets, using the Student's t-test.

Rcsults

Characterisation or T lymphocytes. In an cases, only CD3+
T-cells were eluted from the fresh lung tissue samples, and
uB TCR studies are thus representative of the intratissue
population.

Although CD4+ cens were as expected predominant in
lymph nodes with a mean ± SE CD4/CD8 ratio of 4±1.6, the
prop01tions wcre significantly reversed in lung tissue. Indeed,
CD8+ cel1s were the major population both in healthy lung
tissue (mean ± SE CD4/CD8 ratio 0.88±0.17, p<O.001) as weIl
as in tumor tissue (mean ± SE CD4/CD8 ratio 0.58±0.07,
p<O.OOl).

VjJ TCR repertoire. Two-color flow cytometry allowed to
appreciate usage of the 24 VB TCR segments for which
MoAbs were available. Oligoelonality was considered each
timc a VB TCR segment was observed on >5% of the
lymphocyte population studied. All specificities were
detccted at least once. Data arc summarized in Fig. 1.
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Table 1. Concomitant presence of VB clones in individual patients."

Lymph nodes tumors and
healthy lung tissues (n=27)

Lymph nodes and
tumors (n=27)

Lymph nodes and
healthy lung tissues (n=27)

Tumors and healthy
lung tissues (n=44)

VB3

Vf37.2

Vf38

V1312

V1314

VB16

Vf320

V1321.3

7

5

9

8

12

7

9

8

13

8

13

13

16

15

15

13

7

5

9

8

13

7

9

8

17

14

21

16

19

18

20

20

"Data are expressed as the number of cases where the same YB specificity was observed as a clone in more than one of the three tissues tested.

Figure 2. DOGE controIs and lypical cxamples of oligocJonality in lung tissuc.

--.-

were also often present in the corresponcling Iymph node,
while the correlation was much weaker with apparently
healthy lung tissuc.

TCRy repertoire restriction. DGGE/TTGE alIows to
discriminate between DNA fragments of similar size
differing by one base pair thus polyc1onal populations of
T-cells canying different TCRy rearrangements will yield a
smear after silver staining of a DGGE/TTGE gel, while
clones will yield the amplification of exaetly similar fragments
migrating in the same position and resulting in a b<md. Thus
a monoclonal T-ccll population will yield one band, while an
oligoc1onal population wiU yield several bands (Fig. 2).

Ail tissues from the 44 patients studied (44 Iymph nodes,
44 heaJthy lung tissues and 44 tumoral tissues) were submitted

Overall, VB13.1 (23/44) and VB13.2 (14/44) appeared to
be the most tumor-specific, while V134 (11144) and VB22
(11/44) were more freqllently observed in apparently healthy
lung tissue. VB14 was c1early predominant in the three types
of tissues.

Table 1 shows the frequency of concomitant expression of
the VB clones observed in the three types of tissues for eaeh
patient. This disc10ses that clones present in tumoral tissue

Twenty-seven Iymph node samples were large enough to
allow lymphocyte c1ution. Vf314 was the most frequently
used specificity in these lymph nodes followed by Vf312,
V1316 and VB20, then VB3, V138 and VE2l.3. There was one
clone in 3 cases, morc than one in 22 cases, and no VB T-ceIl
restriction was noted in 2 cases.

Among the 44 samples of apparcntly healthy lung tissue
studied, VB 14 again appeared to be the most freqllently used
segment, followed by VB3, V138, VB16, V1320 and VE21.3.
Sorne significant oligoclonality was also observed for VB7.2
and V1312. Again, there was one clone in 4 cases, more than
one in 24 cases, and no VB T-ceIl restriction was noted in 16
cases.

In the 44 tumor sarnples studied, VlH4 was again the
most frcquently used specificity, foIlowed by VlH 6, V1320
and VB21.3, then ViB, VB8, VB12 and VB7.2. There was one
clone in 4 cases, rnorc than one in 33 cases, and no VB T-cell
restriction was noted in 7 cascs.

Intercstingly, although a few «5%) VBIJ+ and VB18+
ceIls were observed in some healthy tissues (VB Il , 6/44; VBI8,
5/44) and lymph nodes (VBll, 5/27; VB18, 5(27), these
specificities were never observed on intra-turnorallymphocytes.

In summary, oligoclonal populations could be observed in
the three types of tissue samples studied. Moreover, several
TCRB specificities were observed only in the tumor tissue of
a given patient, with an apparent sc1ectivity depending on the
type of tumor, i.e., VI3l3.1 (10/23) and VB13.2 (7/23) in
epidermoid carcinoma, VB5.2 (5/17) and VB7.2 (6/17) in
adenocarcinoma or VB3, VB16 and VB20 (1/4) in large cell
carcinoma, yet again without attaining the 5% thrcshold in aIl
cases.
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Table IL Exploration of TCRy c1onality."

Band no. Healthy lung Tumors Lymph nodes
tissues (n=44) (n=44) (n==44)
Positive cases Positive cases Positive cases

1 9 12 8

2 14 16 9

3 13 13 11

4 10 12 13

5 8 10 11

6 10 9 8

7 10 13 9

8 Il 13 13

9 2 7 5

10 12 15 13

11 7 13 9

12 9 13 13

13 6 16 16

14 11 10 11

15 10 12 13

16 9 8 8

17 4 5 8

18 9 8 7

19 18 15 19

avy rearrangement was assessed by multiplex PCR followed by
DGGE/TGGE. Clones were defined by the presence of a well
defined band. Data are expressed as number of positive cases,
i.e., displaying a given band in the different tissues tested.

to yTCR multiplex amplification and DGGE/TTGE. This
allowed to observe repertoire restriction and oligoc1onality,
charactcrized by 19 different size bands numbered l'rom 1 to
19 in decreasing relative size. AlI controls were satisfactory,
i.e., a single band in the sezary T Iymphoma and no band for
the B-celllymphoma (Fig. 2).

Among the 132 tissue samples studied, 3 prcsented neither
band nor smear, suggesting the absence of T-cells in the
sample, and 23 presented a smear related to a polycIonal
non-restricted T-cclI population. This 26-sample group
contained 10 of the tumor samples. Table II shows the number
of cases displaying one or several bands in the diffcrent
tissues.

In Iymph nodes, band 19 was the most frequcnt. Bands
13,4,8,10,12 and 15 were also very frequent, slightly more
than bands 3, 5 and 14,2,7 and 11. There was one band in
2 samplcs, and more than one in 19.

Band 19 also was the most frequent in healthy lung tissue,
followed by bands 2, 3 and Hl. Other bands were less
represented. There was one band in 3 samples, and more than
one in 29.

Conversely, in tumor tissue, bands 2, 13, 10 and 19 were
the most frequent, folIowed by bands 3,7,8, 11 and 12.
SeveraI bands: 13 (8/23), II (4/23) and 10, 12,15 (3/23)
appeared to be specific for epidermoid careinomas since they
were present in tumoral tissue but absent l'rom heaIthy tissue
of the same patients. SimilarIy, bands 2 (7/17) and 7 (5/17)
appeared to be specific for adenocarcinoma while large eells
carcinoma displayed band 10 (2/4), absent l'rom the cor­
responding heaIthy tissue. Tumor-specific bands apparently
were bands 13 (16 cases) and 11 (13 cases). There were one
band in 2 samples, and more than one in 35.

Tumor tissues presented the largest diversity of bands,
followed by Iymph nodes and healthy lung tissues. Band 19
was the most frequent, especially in the two latter tissues,
while band 13 was most frequently observed in tumors and
lymph nodes. Bands 6, 14, 16 and 18 were similarly
represented in ail tissues.

Comparison of the three samples, patient by patient,
allowed to demonstrate the presence of the same band or
bands in ail tissues in Il cases, and in both tumor and lymph
node in 16 cases.

Comparison of both techniques. Tissue by tissue comparison
of the presence or absence of VB and Vy restriction allowed to
observe a similar degree of clonality in 85% of infonnative
cases in tumors. Similar data were observed in 87.5% of the
cases for healthy lung tissue and 91.3% for lymph nodes.

Discussion

In this study, two complementary approaches were used to
investigate the potential oligoclonality of T-œIl infiltration in
non-small eeU lung cancer in a large series of 132 tissue
samples (healthy lung parenchyma, tumor and Iymph node)
t'rom 44 patients. Repertoire restriction was observed in 34 of
the 44 tumors tested, both within VB usage and at the TCRy
level. This suggests than in 10 cases, tumor escape was
suceessful and no more tumor-specific T-cells remainecl in
the tissue. In the other cases, such T-cells were present and
sorne VB specificities even appearcd to be selectiveIy present
in a given type of tumor, i.e., a VB clone and a Vy clone in
epidermoid carcinomas, two Vy clones in adenocarcinomas.
These data suggest both the recruitment of T-cells with a
given specificity and their proliferation in situ in the tumoral
microenvironment.

Sorne of the clones observed in tumoral tissue were also
present in regionallymph nodes, suggesting the circulation of
these T-eells between the tumor and the relevant Iymphoid
tissue.

Moreover, the CD4/CD8 ratio was found to be reversed
compared to the normal situation in both tumol' tissue and
healthy lung tissue. This suggests that the cells recruited
and/or activated in lung tissue arc prcferentially cytotoxic
T-cells possibIy involvecl in direct lysis of tumoral cells. This
also indicates that anti-tumoral immune reactions already
devclop in clinically healthy lung tissue, as discussed below.

Indeed, sorne degree of oligoc1onality was also noted
within apparently healthy lung tissue. In 12 cases, these clones
were different from those observed in the corresponding tumor
tissue, while similar clones were observed in 16 cases. T-œll
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specificities present in healthy lung tissue but absent t'rom
tumors could reprcsent efficient tumor-specifïc cells,
controlling tumor proliferation within still healthy tissue.
Such cens might have apoptoscd through tumor-cscape
mechanisms when they are no longer detectable in tumors
(29,30). Conversely, T-cell speciticitics present in both normal
and tumoral tissue may again indicate T-cell trafficking within
the lung.

In the other hand, VB usage restriction suggests cither the
recruitment of cells with a tumor-specific TCR, or their local
proliferation, or bath. Such usage restriction has been reported
in other tumor tissues than lung cancer (31-33). In patients
with non-smail celllung carcinoma, Echchakir et al (34) have
reported that clones VBI2, VBI6, VBI7, VB20 and VB21,
depending on the patients, were mostly expressed in tumors
rather than in the peripheral blood. These specificities were
also frequently obscrved in our series of three types of tissues.

However, here, Vf.\!4 appeared to be the most frequent
specificity used, whatever the tissue considered. No such
predominance of VB14 has been described in other cancers.
Tt has been only reported in a few patients with autoimmune
disorders (35). VB14 usage could thcrefore bc specific oflung
tissue in smokers.

VB 13.I appeared to be somewhat selectively used in the
stroma reaction of epidermoid lung carcinomas, while it was
absent from healthy lung tissue of the same patients. This
might suggest that T-cells using this VB segment display
speeifieity towards a tumor-specific antigen. VB13.1 oligo­
clonality was indeed reported in the literature in other types
of tumors such as ovarian (36), breast (32) and pancreatic
cancers (32,37).

The presence of TCRy segments of the same size and
sequence, yielding bands aCter multiplex PCR and DGGE/
TTGE, is strongly suggestive of the presence of a clone
derived from a common ancestor (38). This type of oligo­
clonality aecounts for local proliferation. This technique was
initially developed for the analysis of clonality in T -cell
Iymphoma (28,39). This sensitive tool has however seldom
been applied to solid tumors sueh as non-small cell lung
carcinomas, most reported studies having used Southem
blotting (40-43).

Here, two clones (TCRy bands 2 and 7) appeared to
proliferate speeifically in adenoeareinomas while band ] 3
seemed to be assoeiated to epidermoid carcinomas.

Interestingly, some degree of oligoclonality was also
noted within apparently healthy lung tissue. In 12 cases,
these clones were different from those observed in the
corresponding tumor tissue. T-cell speeificities present in
healthy lung tissue but absent from tumors could represent
cfficient tumor-specific ceUs, controlling tumor proliferation
within still healthy tissue. Such ceUs might have apoptosed
through tumor-escape mechanisms when they are no longer
detectable in tumors.

The few studies reporting TCR repertoire analysis in lung
cancer have mostly compared intra-tumoral cells with
peripheral blood T-cells (34), but not with apparently healthy
tissue or Iymph nodes t'rom the same surgieal specimen as we
did here. Tt is of interest to note the excellent correlation we
observed between our two approaehes of TeR usage
restriction. Th is supports the fact that targeted T -cell

responscs develop in lung cancer, fïrst in apparently healthy
lung tissue, then in the tumor itself, yet that in about 25% of
the patients, tumor escape is associated with the absence of
specifie T-cells.

These data are encouraging for subsequent approaches
aiming at identifying the antigens recognized by such clones.
Tt is of interest that some specificitics, expressed in 1ung
tissue devoid of tumoral cells are absent l'rom the tumor
itself. This suggests that such cells are able to contain tumor
development to some extent, yet are induced to apoptose
once malignant cells achieve escape from the immune system.
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RESUME

Le cancer bronchique occupe le premier rang des cancers les plus fréquents dans le monde et le taux de
survie à cinq ans est faible, notamment en raison d'un diagnostic souvent tardif. Le tabagisme, en augmentation
notamment chez les femmes, est de loin la principale cause de cette pathologie. Le développement des cellules
tumorales provoque une réaction stromale tissulaire contenant des cellules inflammatoires dont la majorité sont
des lymphocytes infiltrant la tumeur.

Dans cette étude, quatre approches complémentaires ont été utilisées afm d'analyser les caractéristiques des
lymphocytes T, notamment la recherche d'une clonalité potentielle, dans la stroma réaction des cancers
bronchiques non-à petites cellules, et d'étudier la modulation tumeur-dépendante du système immunitaire:
l'immunophénotypage du répertoire V~ du TCR par cytométrie de flux et l'électrophorèse en gel de gradient
dénaturant (DGGE/TTGE) séparant les différents segments VI du gène y du TCR amplifiés par PCR,
l'exploration phénotypique des tissus sains, tumoraux et ganglionnaires en immunofluorescence sur coupes à la
congélation, et l'amplification par RT-PCR de l'ARN de diverses cytokines.

Les résultats obtenus montrent qu'il existe une oligoclonalité des lymphocytes T dans les tissus sains,
tumoraux et ganglionnaires. Un clone V~ 13.1 semble spécifique des carcinomes épidermoïdes en ce sens qu'il
est absent des tissus sains des mêmes patients alors que deux clones gamma semblent spécifiques des
adénocarcinomes et un des carcinomes épidermoïdes. De plus, la stroma réaction des cancers bronchiques non-à
petites cellules est importante mais variable, l'expression de CD3/TCR est significativement moins intense dans
les tumeurs par comparaison aux tissus sains et aux ganglions. De même, les molécules HLA-DR et HLA-DQ
ainsi que la ~2 microglobuline sont fortement exprimées par les pneumocytes sains alors que les cellules
tumorales expriment peu ces molécules. Diverses cytokines ayant des effets antagonistes sont produites dans le
tissu tumoral en particulier le TGF~ et l'IL-l0 qui favorisent la croissance tumorale et le TNFa et l'IFNy qui ont
un effet de potentialisation de la réponse immune anti-tumorale.

En conclusion, les clones détectés dans les tissus sains pourraient être spécifiques de lésions très précoces
prétumorales liées au tabac. Il semble exister des clones spécifiques des tumeurs et des types tumoraux.
Cependant, au stade avancé de la cancérogenèse bronchique que représentent ces tumeurs accessibles à la
chirurgie, la surveillance immune a été mise en échec par un certain nombre de mécanismes et en particulier la
diminution d'expression des molécules impliquées dans la synapse immunologique (CD3/TCR et peptide/CMH)
ainsi que la sécrétion de diverses cytokines ayant des effets antagonistes.

MOTS CLES : cancer, cytokines, échappement, immunosuppression, oligoclonalité, poumon, TCR

RESlJME

Lung cancer is the most frequent type of cancer in the world, with an overall survival of about 5 years,
mostly because of an often delayed diagnosis. Smoking, which is especially increasing in females, is clearly the
major cause of this pathology. The proliferation of tumor cells induces an inflammatory stromal reaction
comprising numerous tumor-infiltrating lymphocytes.

In this study, four complementary approaches have been used to examine the characteristics, notably
clonality, of T cells from the stroma reaction of non small cell lung cancer and study the tumor-dependent
modulation of the immune system : TCR V~ repertoire usage in flow cytometry, TCRy gene clonaI
rearrangements in denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE/TTGE) separating PCR-amplified VI
segments, tumor and healthy lung tissue infiltration as well as lymph nodes characteristics in immunohistology
and cytokine production by RNA RT-PCR.

The results obtained have demonstrated the oligoclonality of T-cells in the three types of tissues tested. A
V~13.1 clone appeared to be specific of epidermoid carcinoma, since it was not observed in healthy lung tissue
from the same patients. Similarly, two TCRy clones appeared to be restricted to adenocarcinoma and one to
epidermoid carcinoma. Moreover, the stroma reaction of non small lung cancer appeared to be important
although variable, and the expression of the CD3/TCR complex was clearly down regulated in tumors compared
to healthy tissue or lymph nodes. Similarly, HLA-DR, HLA-DQ and ~2 microglobuline, strongly expressed on
healthy pneumocytes were nearly absent from tumor cells. Several cytokines with antagonistic effects were
detected as produced within tumoral tissue, especial1y TGF~ and IL-ID, which favour tumor growth and TNFa
and IFNy which conversely potentialize the anti-tumoral immune response.

In conclusion, the clones identified in healthy lung tissue could be specific of early pre-tumoral lesions
induced by tobacco smoke, and sorne of the clones appear to be tumor-specific. However, at the advanced stage
of carcinogeneis that these surgically-removed tumors represent, the immune system has been defeated by
several mechanisms, including a decrease of the expression ofpartners of the immunological synapse (CD3/TCR
and peptidelMHC) and the production of antagonistic cytokines.

KEY WORDS : cancer, cytokines, immune escape, immunosuppression, oligoclonality, lung, TCR
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