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RESUME 

 

La leucémie lymphoïde chronique reste une pathologie incurable même si les nouveaux 

moyens thérapeutiques permettent d’obtenir des réponses de bonne qualité. Les déterminants 

idiotypiques des lymphocytes B représentent une cible idéale pour la génération de cellules T 

spécifiques dirigées contre le clone malin. Dans ce cadre, l’induction d’une réponse 

immunitaire efficace semble donc intéressante. L’objectif principal de cette étude était 

d’augmenter l’immunogénicité des cellules tumorales de LLC-B. Pour cela, la possibilité 

d'une activation de ces cellules par des agonistes de Toll-like récepteurs (TLRs) a été explorée. 

Tout d’abord, le profil d’expression protéique des TLRs a été recherché au niveau des 

lymphocytes B sains et pathologiques par cytométrie de flux. La mise en évidence d'une 

expression significative de TLR-7 et TLR-9 a ensuite permis d'analyser l’effet d'une 

stimulation par des ligands de ces TLRs par immunophénotyage, cytomorphologie, analyse de 

l’apoptose par la méthode TUNEL et étude de la prolifération par marquage CFSE. Le profil 

cytokinique des suspensions cellulaires stimulées ou non a également été examiné par 

cytométrie de flux. Enfin, une analyse fonctionnelle a été réalisée dans un modèle de 

stimulation allogénique afin de mesurer la capacité de ces cellules stimulées à activer des 

lymphocytes T naïfs.  

Les résultats obtenus montrent un profil d’expression des TLR-4, -7, -9 et -10 similaire 

pour les cellules B de LLC et les lymphocytes B sains avec toutefois une expression plus 

importante de TLR-9 dans les cellules tumorales. L’engagement de TLR-4 a pour 

conséquence une faible activation de HLA-DR sur les cellules B saines et tumorales. 

L’activation de TLR-7 via les plus fortes concentrations d'imiquimod R837 induit surtout une 

apoptose rapide et importante des cellules de LLC-B ainsi qu'une augmentation modérée de 

l'expression des marqueurs de costimulation et de présentation des cellules B saines et 

tumorales. La stimulation de TLR-9 via les ODN CpG entraîne une activation des cellules B 

saines et tumorales et protège les cellules tumorales de l'apoptose. Les profils cytokiniques 

des suspensions cellulaires ont montré que ces ligands de TLRs orientent les réponses 

cellulaires vers un profil pro-inflammatoire, éventuellement propice à la génération de 

réponses cellulaires, potentiellement anti-tumorales via la production d'IL-8 et de TNF. Enfin, 

il est apparu que les cellules amygdaliennes et tumorales stimulées avec les ODN CpG 



n'étaient pas capables d'activer des lymphocytes T naïfs allogéniques, ce qui pourrait être lié à 

la faible production d'IL-2 ou à la production d'IL-10 par ces cellules. 

En conclusion, TLR-7 et TLR-9 représentent des cibles thérapeutiques intéressantes 

dans le traitement de la LLC-B. L’imiquimod R837 pourrait aider à la clairance tumorale dans 

les LLC-B. L’activation cellulaire induite par via les ODN CpG M362 pourrait par contre être 

utilisée pour augmenter le potentiel de cellules présentatrices d’antigènes des cellules B de 

LLC à condition de parvenir à contrecarrer l'environnement tolérogène et à différencier les 

cellules B en cellules activatrices de réponses Th1 et cytotoxiques. 

 

Mots clés : Leucémie lymphoïde chronique, Toll-Like récepteurs, LPS, imiquimod R837, 

ODN CpG M362 
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PREAMBULE 
 

La leucémie lymphoïde chronique B (LLC-B) est la leucémie la plus fréquente dans les 

pays occidentaux. D’importants progrès thérapeutiques ont été réalisés dans le traitement de 

cette maladie depuis quelques années avec notamment l’apport des analogues des purines et 

l’utilisation d’anticorps monoclonaux humanisés à visée thérapeutique, mais la LLC-B reste 

toujours une maladie incurable dans l’immense majorité des cas.  

L’existence d’un effet "graft-versus-leukemia" dans la LLC-B, après une greffe 

allogénique à conditionnement myéloablatif ou à conditionnement atténué, souligne la 

capacité du système immun à guérir la LLC-B et donc l’intérêt potentiel de l’immunothérapie 

cellulaire dans le traitement de cette maladie. Ainsi, la vaccination antitumorale pourrait 

occuper une place de choix dans le traitement de la LLC-B d’autant plus que les déterminants 

idiotypiques des lymphocytes B représentent une cible idéale pour la génération de cellules T 

spécifiques dirigées contre le clone malin. Mais les nombreuses anomalies immunologiques 

décrites dans la LLC-B et responsables d’un environnement anergisant constituent un obstacle 

à surmonter pour le développement d’approches vaccinales satisfaisantes. 

Il pourrait être intéressant de tirer profit des propriétés de cellules B capables de 

présenter elles-mêmes leur idiotype en cas d’activation. Dans ce contexte, les Toll-Like 

Récepteurs ou TLRs qui sont des récepteurs de l’immunité innée impliqués dans l’activation 

des cellules B normales pourraient constituer une approche originale dans le traitement de la 

LLC-B. 

L’objectif à terme de cette étude est d’augmenter l’immunogénicité des cellules B 

tumorales en les transformant en cellules capables de présenter efficacement leur propre 

idiotype tumoral et d’induire des réponses de type TH1 et cytotoxiques. Ces possibilités ont 

été explorées via l’utilisation d’un activateur non spécifique, le phorbol 12-myristate 13-

acétate, pour une stimulation chimique directe de la protéine kinase C et des ligands de Toll-

Like récepteurs, correspondant à une approche plus naturelle et pharmacologiquement 

acceptable, mais dépendante de la présence de ces molécules sur les cellules de LLC-B.  

Après une revue de la littérature des connaissances actuelles portant sur la LLC-B, les 

contreparties physiologiques potentielles des cellules qui la constituent, l’immunité 

antitumorale dans la LLC-B et les TLRs, les travaux réalisés dans le cadre de cette étude sont 

exposés. 
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I - LA LEUCEMIE LYMPHOÏDE CHRONIQUE B OU LLC-B  
 
 
I.1 -  Définition 
 

La LLC-B est une hémopathie lymphoïde chronique définie par l’accumulation lente et 

progressive, dans la moelle osseuse, le sang périphérique, la rate, les ganglions et le foie, de 

petits lymphocytes B néoplasiques d’aspect mature et d’origine monoclonale. 

 

I.2 -  Epidémiologie et étiologie 
 

La LLC-B est la plus fréquente des leucémies dans les pays occidentaux. Elle représente 

en effet 22 à 30% de toutes les leucémies de l’adulte (Redaelli, 2004).  

Dans les pays occidentaux, 95% des LLC sont des LLC-B alors qu’en Asie, les LLC-T 

prédominent (Rozman, 1995). En Europe, les hommes sont quasiment deux fois plus touchés 

que les femmes (Oscier, 2004) mais cette différence s’estompe avec l’âge en passant à un 

ratio de 1:1 chez les patients âgés de plus de 75 ans (Hernandez, 1995). La LLC-B est 

essentiellement une maladie du sujet âgé et l’âge médian des patients diagnostiqués est de 72 

ans (Ries, 2007). Elle est très rare avant 40 ans mais son incidence augmente rapidement avec 

l’âge (Montserrat, 1995). Entre 2000 et 2004, l’incidence annuelle de la LLC-B était 

d’environ 3.7/100 000 habitants aux Etats-Unis (Ries, 2007). Son incidence est à la hausse 

depuis les 20 dernières années en raison d’une pratique plus fréquente d’examens sanguins et 

de l’amélioration des tests diagnostiques. Ainsi, la proportion de patients diagnostiqués à un 

stade précoce de la maladie est passée de 30% à 60% (Kalil, 1999). Toutefois, la majorité des 

patients étant asymptomatiques, l’incidence réelle de la LLC-B ne peut pas être déterminée de 

façon précise. 

La cause de survenue d'une LLC-B est inconnue (Rozman, 1995), mais des facteurs de 

susceptibilité génétique ont été incriminés en raison de l’incidence élevée de LLC-B 

familiales (Montserrat, 1995 ; Yuille, 2000). 
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La fréquence de la LLC-B est variable selon les régions : elle est plus faible en Asie 

avec un taux de 2.5% au Japon et en Chine alors qu’elle est de 38% au Danemark (Dighiero, 

1991). Ces différences de fréquence seraient dues à des facteurs génétiques plutôt qu’à des 

facteurs environnementaux. En effet, un étude a montré qu’un Japonais résidant à Hawaï 

n’avait pas plus de risque d’être atteint de LLC-B qu’un Japonais résidant au Japon 

(Yanagihara, 1989). Les pesticides, les radiations ionisantes, les carcinogènes, le régime 

alimentaire, les agents alkylants, l’hépatite C et le virus Epstein Barr ont tous été suspectés 

comme pouvant être en relation avec la survenue d’une LLC-B mais aucune corrélation n’a 

été réellement mise en évidence (Redaelli, 2004). 

 

I.3 -  Classification 
 

La classification de l’Organisation Mondiale de la santé (OMS) (Harris, 2000) place la 

LLC-B dans le groupe des lymphomes non-hodgkiniens (LNH) en raison du fait qu’elle se 

développe, comme la majorité de ces derniers, à partir de lymphocytes B matures. Ce système 

de classification résulte d’un projet collaboratif entre l’Association Européenne 

d’Hématologie et la Société Américaine d’Hémopathologie et correspond à une mise à jour de 

la classification REAL (Revised European American Lymphoma) (Harris, 1994) par l’OMS. 

Il s’agit de la première classification consensuelle à l’échelle mondiale. Cette classification 

divise les hémopathies lymphoïdes selon qu’elles doivent leur origine aux lymphocytes B, T 

ou NK (Natural Killer). Elle tend à être plus physiopathologique, cherchant à identifier la 

contrepartie normale de chaque type tumoral. Ainsi, elle organise ces lymphomes selon le 

stade de différenciation de l’équivalent ou contrepartie normale des cellules tumorales : 

lymphocytes précurseurs (thymiques ou lymphoblastiques) ou périphériques (matures ou 

post-thymiques) (tableau 1).  
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Tableau 1 Classification anatomopathologique des lymphomes B selon l’OMS (d’après 

Harris, 2000) 

 

Lymphomes B 

 

Cellules B précurseurs 

Lymphome/leucémie B lymphoblastique 

 

Proliférations B matures (périphériques) 

Leucémie lymphoïde chronique B (LLC-B)/lymphome lymphocytique 

Leucémie prolymphocytaire 

Lymphome lymphoplasmocytaire 

Lymphome splénique de la zone marginale (+/- cellules villeuses) 

Leucémie à tricholeucocytes 

Myélome/plasmocytome 

Lymphome extraganglionnaire de la zone marginale de type MALT 

Lymphome de la zone marginale ganglionnaire (+/- monocytoïde) 

Lymphome folliculaire 

Lymphome à cellules du manteau 

Lymphomes diffus à grandes cellules B 

� lymphome à grandes cellules médiastinales 

� lymphome à grandes cellules intravasculaires 

� lymphome des séreuses 

Lymphome de Burkitt/leucémie de Burkitt 

 
 

Cette classification intègre, au sein de chaque catégorie, l’ensemble des données 

morphologiques, phénotypiques, génétiques et cliniques acquises ces dernières décennies, et 

présente donc l’avantage de fournir une liste actualisée des entités anatomo-cliniques de 

lymphomes, fréquentes ou rares, actuellement reconnues.  

 
I.4 -  Signes cliniques  
 

Il est à noter que dans 25% des cas, les patients sont asymptomatiques au moment du 
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diagnostic. La maladie, totalement latente, est alors découverte par la pratique d’un 

hémogramme systématique (Abbott, 2006). Quand ils sont présents, les symptômes les plus 

souvent rencontrés sont peu spécifiques. Les patients peuvent ainsi présenter une asthénie, 

une pesanteur abdominale liée à un syndrome tumoral ou un syndrome anémique. De plus, à 

l’examen, 87% des patients peuvent présenter des adénopathies, 54% une splénomégalie et, 

dans 14% des cas, une hépatomégalie (Abbott, 2006).  

 
I.5 -  Evolution 
 

L’évolution de la LLC-B est variable, souvent indolente pendant de longues années, en 

particulier dans les stades précoces de la maladie. 

 

I.5.1 -  Complications hématologiques 

 
� Cytopénies 

Une anémie et/ou une thrombocytopénie peuvent être observées à un stade avancé chez 

15% des patients (Kalil, 1999). Ces cytopénies sont le plus souvent d’origine auto-immune 

mais elles peuvent également être la conséquence d’une baisse de production de la moelle 

hématopoïétique due à un envahissement médullaire ou encore à une hémodilution dans le cas 

d’hypersplénisme (Dighiero, 1991). La survenue de telles complications auto-immunes 

aggrave le pronostic car elle impose souvent une prise en charge thérapeutique (corticoïdes, 

splénectomie) majorant le risque infectieux.  

 
� Transformation en lymphomes 

Une évolution des formes plus agressives, en particulier le développement d’un 

lymphome (syndrome de Richter) ou la transformation en leucémie prolymphocytaire sont 

décrits chez 15% des patients (Kalil, 1999). 

Les patients développant une transformation prolymphocytaire présentent des 

cytopénies et une splénomégalie. L’examen cytologique retrouve de plus des prolymphocytes 

à côté des lymphocytes typiques de la LLC-B (O’Brien, 1995). Ces prolymphocytes 

correspondent à de grands lymphocytes matures avec un cytoplasme modérément basophile et 

volumineux, un nucléole central bien visible et leur nombre augmente progressivement : au 
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delà de 55%, on parle de leucémie lymphoïde à prolymphocytes.  

Le syndrome de Richter survient dans 3 à 10% des cas au stade terminal de la LLC-B. Il 

se caractérise par une aggravation des signes généraux et le développement rapide d’une 

grosse masse tumorale dont la biopsie révèle le caractère lymphomateux (Dighiero, 1991). Il 

s’agit le plus souvent d’un lymphome dit "agressif" (B diffus à grandes cellules) et beaucoup 

plus rarement d’une maladie de Hodgkin.  

 
I.5.2 -  Complications infectieuses 

 
Des infections surviennent dans 50% des cas, particulièrement dans les stades avancés 

de la maladie. Souvent sévères, elles constituent la cause la plus fréquente de morbidité et de 

mortalité des LLC-B. Elles sont favorisées par le déficit de l’immunité cellulaire, la présence 

d’une hypogammaglobulinémie et les neutropénies provoquées par l’évolution de la maladie 

ou l’administration de certains traitements tels que les immunosuppresseurs ou les corticoïdes. 

Ces infections sont essentiellement bactériennes et affectent l’appareil respiratoire, la peau et 

l’appareil urinaire. Les septicémies sont assez fréquentes et d’autres organes peuvent être 

touchés. Ces infections peuvent également être virales : les plus fréquentes sont dues aux 

virus herpès Herpes simplex ou virus varicelle zona. Les infections mycobactériennes ou 

fongiques sont moins fréquentes (Binet, 1997). 

 
I.5.3 -  Cancers associés 

 
Le risque d’apparition d’un cancer chez les sujets porteurs de LLC-B est plus 

important que chez des sujets témoins du même âge et du même sexe, avec une incidence de 6 

à 15%. Les cancers de la peau sont les plus fréquents mais d’autres tumeurs peuvent survenir, 

en particulier le cancer du poumon et du côlon. Le groupe coopérateur français a rapporté, 

chez les patients à des stades précoces traités par un agent alkylant au long cours, une 

augmentation significative des cancers épithéliaux par rapport à des patients non traités (Binet, 

1997). 
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I.6 -  Biologie des cellules B tumorales 
 

La LLC-B est une maladie se traduisant par l’accumulation de petits lymphocytes B 

matures. Les études réalisées n’ont pas montré de taux important de prolifération de ces 

cellules qui sont, dans plus de 99% des cas, bloquées en phase Go/G1 du cycle cellulaire 

(Caligaris-Cappio, 2002).  

Des travaux ont toutefois récemment montré que la LLC-B n’était pas une maladie 

statique résultant uniquement de l’accumulation de lymphocytes avec une durée de vie 

prolongée mais correspondait plutôt à un processus dynamique composé également de 

cellules qui prolifèrent puis meurent, assurant ainsi le renouvellement du clone (Messmer, 

2005).  

L’accumulation des cellules B malignes proviendrait d’une augmentation de leur durée 

de vie, liée à une altération de la mort cellulaire programmée de ces cellules tumorales 

(Dighiero, 2005). Les mécanismes de ce défaut d’apoptose ne sont pas encore complètement 

élucidés. Dans 90% des LLC-B, la protéine anti-apoptotique bcl-2 est surexprimée, sans que 

cela ne résulte d’une translocation chromosomique t(14;18) comme dans le cas des 

lymphomes folliculaires (Kalil, 1999). Cette surexpression est due à une hypométhylation du 

promoteur du gène bcl-2 entraînant son inactivation (Hanada, 1993) observée chez une partie 

des patients (Robertson, 1996 ; Pepper, 1997). Son rôle dans l’inhibition de l’apoptose n’est 

toutefois pas complètement élucidé puisque aucune corrélation n’a été observée entre 

l’apoptose observée in vitro et les taux d’expression de bcl-2 (Dighiero, 2005). 

Récemment, des études ont montré le rôle des micro-ARNs dans l’inhibition de 

l’apoptose de la LLC-B. Les micro-ARNs (mi-ARNs) sont des petits ARNs fonctionnels 

simple brin non codants qui jouent un rôle important dans la régulation de l’expression des 

gènes à un niveau post-transcriptionnel en interagissant avec leur ARN messager (ARNm) 

cible (Valencia-Sanchez, 2006). 

Ainsi, il a été montré que les miARN-15a et miARN-16-1, situés au niveau du 

chromosome 13q14, sont délétés ou sous-régulés dans 65% des LLC-B (Calin, 2002). 

L’expression de ces deux mi-ARNs serait inversement corrélée à l’expression de bcl-2 par 

une régulation négative de bcl-2 à un niveau post-transcriptionnel. Ils agiraient donc comme 

des gènes suppresseurs dont les mutations engendreraient par conséquent une surexpression 

de bcl-2. De plus, cette répression de bcl-2 par les mi-ARNs induirait l’apoptose dans un 
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modèle de lignée cellulaire (Cimmino, 2005). Toutefois, ces résultats sont controversés. Il a 

été rapporté que les miARN-15a et miARN-16-1 ne seraient sous-régulés que dans 11% des 

LLC-B (Fulci, 2007). De plus, une étude récente a également montré que ces deux mi-ARNs 

ne se comporteraient pas comme des gènes suppresseurs de tumeurs et ne réguleraient pas 

l'expression de bcl-2 que ce soit à un niveau transcriptionnel ou traductionnel (Linsley, 2007). 

Il a également été rapporté que l’expression des miARN-29b et miARN-181b, sous-

régulés dans les formes agressives de LLC-B, réguleraient Tcl-1, leur expression étant 

inversement corrélée à celle de Tcl-1 (Pekarsky, 2006). Ce dernier est un oncogène activateur 

de la voie PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt, qui joue un rôle primordial dans la survie 

cellulaire et qui est surexprimé dans les formes agressives de LLC-B (Pekarsky, 2000 ; Laine, 

2000).  

D’autres travaux se sont focalisés sur l’implication de cette voie PI3K/Akt (Datta, 1999) 

dans le défaut d'apoptose des cellules tumorales de LLC-B. Ainsi, il a été montré que la 

protéine PI3K est constitutivement activée dans les cellules B tumorales de LLC-B et qu’une 

inhibition spécifique de cette kinase augmente l’apoptose de ces cellules (Ringshausen, 2002). 

De plus, il a récemment été proposé que Akt pourrait être activée indépendamment de la PI3K, 

via la protéine protéine kinase C PKCβ et ainsi contribuer à la survie des cellules B de la LLC. 

Par ailleurs, ces auteurs ont également rapporté que le mitogène PMA (phorbol 12-myristate 

13-acétate) inhibe l’apoptose des lymphocytes B de LLC, ex vivo, via la PKCβ (Barragan, 

2006).  

La dérégulation des gènes du cycle cellulaire pourrait également contribuer à 

l’accumulation des cellules malignes en phase G0/G1. Des taux importants de la protéine 

p27Kip1, un inhibiteur de kinases dépendantes du cycle cellulaire, ont été rapportés chez la 

majorité des patients. Si l’on considère le rôle clé que joue cette protéine dans la progression 

du cycle cellulaire, sa surexpression dans les cellules B de LLC-B pourrait être responsable de 

leur accumulation en phase G0/G1 (Vrhovac, 1998). 

De plus, les cytokines produites et sécrétées directement par les cellules B de LLC, 

telles que le TNF-α (tumor necrosis factor-α) et l’interleukine-8 (IL-8), ainsi que l’IL-2, qui 

est produite par les lymphocytes T et "absorbée" par les cellules B tumorales via des 

récepteurs spécifiques, affectent la survie et la prolifération de ces cellules B de façon 

autocrine et paracrine (Kalil, 1999). 
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I.7 -  Facteurs pronostiques 
 

I.7.1 -   Critères de diagnostic positif 

 
Le "National Cancer Institute/Working Group" (NCI/WG) et l’"International Working 

Group on CLL" (IwCLL) ont élaboré des critères de diagnostic pour la LLC-B ainsi que des 

critères de réponse aux traitements (Cheson, 1996) (tableau 2). 

 

Tableau 2 Comparaison des critères de diagnostic de la LLC-B selon NCI/WG et IwCLL 

(d’après Cheson, 1996)  

 

 NCI/WG IwCLL 

Lymphocytose (g/l) > 5 

a) > ou égal à 10 et phénotype de type B ou 
infiltration médullaire 

b) <10 et phénotype de type B + infiltration 
médullaire 

Cellules atypiques < 55% Non établi 

Durée de la lymphocytose  
> ou égal à 2 mois Non établi 

Présence de lymphocytes 

dans la moelle osseuse > ou égal à 30% 
> 30% 

Classification  Raï (combiné avec Binet) IwCLL 

Traitements  
Masse tumorale volumineuse, 

maladie en progression 

Stade A : lymphocytose > à 50 G/l 
Temps de doublement < 12 mois 

Profil diffus de la moelle 
Stade B et C : tous les patients 

 

Le diagnostic de LLC-B repose sur l’analyse cytologique et immunophénotypique des 

cellules lymphoïdes circulantes. Une lymphocytose de plus de 5 G/L composée 

majoritairement de petits lymphocytes monomorphes, présentant un noyau arrondi, un 

cytoplasme très restreint, une chromatine dense parfois mottée, un nucléole absent ou de 

petite taille, associés à la présence de "noyaux nus" ou "ombres de Gümprecht" traduisant la 
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fragilité des lymphocytes tumoraux après étalement sur lame, sont caractéristiques de la LLC-

B (figure 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  : Frottis sanguin caractéristique d’une LLC-B   

 

L’étude de la moelle osseuse par aspiration ou biopsie doit montrer, lorsqu’elle est 

réalisée, une infiltration de plus de 30% de la moelle (Cheson, 1996). 

 

I.7.2 -  Immunophénotype des cellules B de la LLC-B 

 

L’analyse immunophénotypique est fondamentale pour un diagnostic positif. Les 

cellules B de la LLC-B présentent un immunophénotype caractéristique défini par 

l’expression de CD19 associé à un ou plusieurs autres marqueurs de la lignée B : CD20, 

CD21, CD23, CD24 et CD79a. L’expression de CD23 est un élément diagnostic important, 

permettant de différencier les LLC d’autres syndromes lymphoprolifératifs B. 

Ces cellules B co-expriment CD5, initialement décrit comme un marqueur spécifique 

des cellules T, mais qui est également exprimé par environ 10 à 25% des lymphocytes B 

normaux du sang (Kipps, 1989). Cependant, il est à noter que 5% des LLC-B sont CD5 

négatives (Cartron, 1998). 

De plus, l’immunophénotypage de la LLC-B se démarque par la faible expression des 

immunoglobulines membranaires ou de surface (SmIg). Il s’agit le plus souvent d’IgM, 

parfois d’IgD, souvent des deux isotypes associés comme dans les lymphocytes B naïfs. Les 

isotypes gamma ou alpha (IgG ou IgA) sont exceptionnels. Par ailleurs, en raison de la 

Lymphocyte B

Ombre de 
Gümprecht
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clonalité des lymphocytes, une seule chaîne légère est exprimée (kappa ou lambda) 

(Montserrat, 1995).  

Enfin, ces cellules expriment faiblement ou pas du tout CD79b (McCarrron, 2000) et 

CD22 et l’épitope particulier de CD20 reconnu par l’anticorps FMC7 (Matutes, 1994) est en 

général négatif alors qu’il est positif dans les leucémies à tricholeucocytes, prolymphocytaires 

ou dans certains lymphomes (Matutes, 1994 ; Rothe, 1996). 

Ces caractéristiques immunophénotypiques permettent d’établir le score proposé par 

Estella Matutes et qui porte son nom (Matutes, 1994) (0 à 5 points). En fonction du score, on 

peut orienter le diagnostic vers une leucémie lymphoïde chronique (score égal à 4 ou 5), ou 

vers un autre syndrome lymphoprolifératif (score faible) (tableau 3). 

 

Tableau 3 Système de scoring de Matutes (d’après Matutes, 1994) 

 

Score de Matutes  
Marqueur  

1 point  0 point  

Intensité Ig de surface faible modérée ou élevée 

CD5 positif négatif 

CD23 positif négatif 

FMC7 négatif positif 

CD22/CD79b faible/négatif modéré/fort 

 

Le score varie de 0 à 5. 

Un score élevé (supérieur ou égal à 4) est en faveur d’une LLC-B. 

 

I.7.3 -  Classifications de Rai et de Binet 

 

Le taux de survie des patients atteints de LLC-B est fortement variable. Pour certains 
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patients, la maladie n’évolue jamais, et ils décèdent de causes qui n’ont aucun lien avec la 

maladie alors que d’autres peuvent mourir rapidement des complications liées à la maladie 

dans les mois qui suivent le diagnostic, en dépit d’un traitement thérapeutique approprié 

(Kalil, 1999). 

Au cours des trois dernières décennies, le principal progrès dans le traitement de la 

LLC-B a été de mieux définir le pronostic individuel de chaque patient et de bien identifier les 

malades nécessitant un traitement d’emblée. Deux classifications anatomo-cliniques sont 

couramment utilisées afin de déterminer les principaux critères de décision thérapeutique dans 

la LLC-B. Il s’agit de la classification de Rai (Rai, 1975) et de celle de Binet (Binet, 1981).  

La classification de Binet est plutôt utilisée en Europe alors que celle de Rai est préférée 

aux Etats-Unis. Les paramètres pris en compte sont le syndrome tumoral superficiel, l’anémie 

et la thrombopénie.  

La classification originale de Rai permet la stratification pronostique des patients en 5 

stades (stades 0 à IV) mais a été par la suite modifiée en une classification en 3 catégories de 

risque (risque faible, risque intermédiaire et haut risque) avec des médianes de survie très 

différentes (tableau 4) (Rai, 1987).  

 

Tableau 4 Classification de Rai (d’après Rai, 1975) 

 

  Description  Survie moyenne (en années)  

Stade 0  Risque faible 
Lymphocytose sanguine et 

médullaire 
>15 

Stade I  Risque intermédiaire 
Lymphocytose et 

adénopathies 
9 

Stade II  Risque intermédiaire 

Lymphocytose et 

splénomégalie et/ou 

hépatomégalie 

7 

Stade III  Risque élevé 
Lymphocytose et anémie 

(Hémoglobine < 11g/dL) 
5 

Stade IV Risque élevé 

Lymphocytose et 

thrombocytopénie  

(Plaquettes < 109/L) 

5 
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Ainsi, les stades 0 (médiane de survie supérieure à 10 ans) et I (médiane de survie 

supérieure à 8 ans) sont d’évolution lente compatible avec une vie normale, le stade II 

(médiane de survie de 6 ans) correspond à un pronostic intermédiaire et les stades III 

(médiane de survie de 2 ans) et IV (médiane de survie de moins de 2 ans) sont de mauvais 

pronostic. 

La classification de Binet (tableau 5), quant à elle, distingue trois groupes de patients 

avec des pronostics différents : les patients à pronostic favorable (stade A) correspondant à 

63% des patients ont une survie médiane supérieure à 10 ans, et ceux à pronostic 

intermédiaire (stade B), représentant 28% des patients, une médiane de survie de 6 ans. Les 

patients à risque défavorable (stade C) ont un pronostic sombre, avec une survie médiane de 

60 mois et correspondent à 9% des patients.  

 

Tableau 5 Classification de Binet (d’après Binet, 1981) 

 

 
Nombre d’aires ganglionnaires 

atteintes* 
Formule sanguine 

Survie moyenne 
(en années) 

Stade A < 3 aires 
Hémoglobine > 100 g/L 

Plaquettes > 100 x 109/L 
>10 

Stade B > ou égal à  3 aires 
Hémoglobine > 100 g/L 

Plaquettes > 100 x 109/L 
7 

Stade C Indifférent 

Hémoglobine < 100 g/L 

et/ou 

Plaquettes < 100 x 109/L 

5 

 
* maximum = 5 aires [ganglionnaire cervical, axillaire ou inguinale (que l’atteinte soit unilatérale ou 

bilatérale), rate ou foie] 

 

Cependant, ni la classification de Rai, ni celle de Binet, ne permettent d’identifier, parmi 

les malades de bon pronostic, ceux pour lesquels la maladie restera indolente et ceux dont la 

maladie va progresser rapidement et qui pourraient bénéficier d’un traitement précoce 

(Shanafelt, 2004). Ces modèles pronostiques anatomo-cliniques classiquement utilisés en 

pratique courante pour évaluer le profil évolutif de patients porteurs de LLC-B s’avèrent donc 
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aujourd’hui insuffisants, d’autant plus que 80% des patients sont diagnostiqués aux stades 

précoces de la maladie (Byrd, 2004). Il est par conséquent fondamental de disposer, dès le 

diagnostic, de critères qui permettent d’évaluer le risque individuel de progression afin de 

pouvoir proposer une stratégie thérapeutique dont les modalités découlent de l’évaluation de 

ce pronostic. L’hétérogénéité de la population des patients au stade A rend cette recherche 

d’autant plus nécessaire et devrait pouvoir déboucher sur l’identification des patients dont le 

pronostic est plus défavorable et qui pourraient bénéficier d’un traitement précoce. 

 

I.8 -  Nouveaux facteurs pronostiques 
 

I.8.1 -  Cytogénétique 

 

Les analyses cytogénétiques conventionnelles de la LLC-B sont limitées par la faible 

activité mitotique des cellules leucémiques in vitro empêchant l’obtention d’un nombre de 

cellules en métaphase suffisant pour réaliser la technique des bandes. Cette méthode permet 

de détecter des anomalies génétiques dans environ 40 à 50% des cas (Juliusson, 1990). Le 

développement des techniques d’hybridation in situ avec des sondes fluorescentes (FISH) a 

amélioré cette détection. Des anomalies chromosomiques récurrentes ont ainsi pu être 

détectées dans 82% des cas de LLC-B par FISH sur noyaux en interphase (Döhner, 2000). 

Plus récemment; il a été proposé de stimuler les cellules de LLC-B avec des 

oligodéoxynucléotides (ODN) contenant des dinucléotides CpG non méthylés combinés avec 

de l’IL-2 pour augmenter le nombre de mitoses et l’analyse cytogénétique conventionnelle 

(Dicker, 2006) en raison de travaux antérieurs qui ont montré que cette association induit la 

prolifération des cellules B de LLC-B (Decker, 2000a et 2000b ; Decker, 2002). 

Döhner et al. (2000) ont identifié, sur la base des anomalies cytogénétiques, 5 groupes 

pronostiques indépendants, avec dans un ordre péjoratif croissant : 

- la délétion de 13q14 : il s’agit de l’anomalie la plus fréquente ; elle concerne 55% des 

patients. Elle est associée aux formes plutôt indolentes et est de bon pronostic (médiane de 

survie de 133 mois). 

- l’absence d’anomalie cytogénétique détectée chez 18% des patients (médiane de survie de 

114 mois). 
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- la trisomie 12 est retrouvée chez 16% des patients (médiane de survie de 111 mois), et 

dans la moitié des LLC atypiques. 

- la délétion 11q22-23 incluant le gène ATM (ataxia telangiectasia mutated) qui correspond 

à un oncogène  et qui concerne 18% des patients (médiane de survie de 79 mois), est de 

mauvais pronostic et est associée à des formes tumorales qui nécessitent rapidement un 

traitement. 

- la délétion 17p impliquant le gène codant pour la protéine p53 concerne toujours des 

formes graves, et est retrouvée chez 7% des patients (médiane de survie de 32 mois). Cette 

délétion semble être prédictive d’un état réfractaire aux agents alkylants (Morabito, 1997) 

et/ou aux analogues des purines (Döhner, 1995). Un traitement spécifique tels que des 

corticoïdes à fortes doses, des anticorps anti-CD52 ou une éventuelle allogreffe est 

d’ailleurs actuellement proposé à ces patients. 

 

Ces anomalies peuvent être acquises au cours de l’évolution de la maladie caractérisant 

le caractère pronostique très péjoratif à court terme (Shanafelt, 2006). 

Récemment, il a été rapporté la présence d’une insertion de 6 à 18 nucléotides au niveau 

du promoteur de Mcl-1 chez 30% des malades, insertion non observée chez les témoins. Cette 

anomalie pourrait être associée à une augmentation de Mcl-1, tant au niveau des ARNm que 

de la protéine (Moshynska, 2004). 

 

I.8.2 -  Hypermutations somatiques 

 

Les mutations somatiques des régions variables des gènes des immunoglobulines 

résultent d’un processus d’affinement et de maturation de leur spécificité vis-à-vis de 

l’antigène. Ce mécanisme correspond à l’introduction au hasard de mutations ponctuelles 

dans les régions variables des gènes. Ces mutations somatiques apparaissent au stade de 

centroblaste et ont lieu uniquement au sein du centre germinatif. En outre, ce processus 

complète le remaniement VDJ des gènes des immunoglobulines enclenché lors des étapes de 

sélection au sein du centre germinatif (figure 2).  
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Figure 2   : Schématisation du développement des lymphocytes B (adapté de Sagaers, 2003) 

 

Deux sous-catégories présentant des différences de survie ont ainsi été identifiées au 

sein de la LLC-B selon la présence ou non d’hypermutations somatiques dans la région 

variable des chaînes lourdes des immunoglobulines (Hamblin, 1999 ; Damle, 1999). Ainsi, les 

patients présentant des hypermutations somatiques au niveau des gènes IgVH ont un pronostic 

favorable, avec une médiane de survie de 25 ans au sein des stades A, alors qu’en l’absence 

de mutations somatiques, les patients ont un pronostic défavorable, avec une survie médiane 

des stades A de 8 ans, résultat confirmé par plusieurs analyses multivariées (Oscier, 2002 ; 

Kröber, 2002 ; Maloum, 2000).  

Ces résultats suggèrent que la LLC-B est une maladie hétérogène dont deux types 

peuvent être identifiés par la biologie et les facteurs de pronostic associés. Dans les LLC-B de 

bon pronostic, la population lymphocytaire B exprimerait des gènes mutés codant pour les 

immunoglobulines et correspondrait à la prolifération d’une cellule B ayant eu un contact 

préalable avec l’antigène dans le centre germinatif. Elle serait donc d’origine post-germinale. 
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Au contraire, dans les LLC-B de mauvais pronostic, la transformation surviendrait dans une 

cellule B naïve, n’ayant jamais rencontré l’antigène et ne présentant pas de mutation au 

niveau des gènes codant pour les immunoglobulines c’est à dire d’origine pré-germinale 

(Hamblin, 1999 ; Damle, 1999 ; Maloum, 2000).  

Toutefois, cette séparation de la LLC-B en deux entités distinctes va à l’encontre de 

données qui plaident en faveur d’une maladie unique : la morphologie et l’immunophénotype 

du lymphocyte B malin ne sont pas différents, que les gènes des immunoglobulines soient ou 

non mutés, les altérations de l’expression du récepteur B pour l’antigène (ou BCR pour B cell 

receptor), la surexpression de bcl-2 et de p27Kip1 sont communes aux deux formes. Des 

études récentes du profil des gènes exprimés par les lymphocytes B LLC-B en microarray 

soutiennent l’idée que tous les cas de LLC-B auraient une origine commune ou suivraient un 

processus commun de transformation maligne (Dighiero, 2002). 

La valeur pronostique du statut mutationnel apparaît être un élément puissant, fiable et 

stable dans le temps chez un même sujet. Cependant, sa détermination fait appel à une 

technique longue, difficile et coûteuse, difficilement accessible à des laboratoires de routine 

hospitalière. La nécessité d’identifier un ou des marqueurs substituts s’est donc rapidement 

imposée. 

 

I.8.3 -  CD38 

 
Il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire de type II, dotée d’une activité 

enzymatique qualifiée d'NAD glycohydrolase, ADP-ribosyl cyclase ou encore ADP-ribose 

cyclique hydrolase, impliquée donc dans le métabolisme de l'ADP.  

La molécule CD38 est exprimée sur les lymphocytes T, B et NK 

(http://www.sciencegateway.org/resources/prow/guide/4279266_g.htm). Sa présence a 

également été rapportée sur les monocytes, au niveau desquels elle peut s’associer avec les 

molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe II et jouer le rôle de 

co-récepteur dans l’activation des cellules T induites par les superantigènes (Zilber, 2000).  

Les cellules lymphoïdes B expriment cet antigène de membrane à plusieurs stades non 

contigus de leur différenciation. Ainsi, cette glycoprotéine transmembranaire est fortement 

exprimée en particulier au niveau des précurseurs médullaires, des cellules du centre 

germinatif et des plasmocytes. Elle est en revanche absente de la membrane des lymphocytes 
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matures. Son rôle est incomplètement élucidé et paradoxal : dans la moelle, il bloque la 

prolifération médullaire des précurseurs lymphoïdes, alors qu’il les maintient en survie dans le 

centre germinatif (Deaglio, 2003). 

Initialement, une corrélation a été observée entre l’expression de CD38, étudiée en 

cytométrie de flux, et le caractère non muté de la LLC-B (Damle, 1999). Les patients sans 

hypermutations somatiques tendraient à exprimer CD38 alors que ceux qui présentent des 

hypermutations n’exprimeraient que partiellement CD38, sur moins de 30% des lymphocytes 

malins. Cependant, il existe une discordance dans environ un tiers des cas. Plusieurs études 

multivariées ont en effet montré que l’expression de CD38 n’est pas systématiquement 

corrélée au degré de mutation IgVH  (Hamblin, 2000 ; Hamblin, 2002 ; Kröber, 2002 ; 

Zucchetto, 2005 ; Degan, 2004). D’autre part, le seuil de positivité et la valeur pronostique 

indépendante de ce facteur restent controversés. Enfin, l’expression de CD38 varie avec le 

temps chez un même patient et notamment après traitement (Hamblin, 2002 ; Kröber, 2002). 

L’ensemble de ces arguments empêche de retenir CD38 comme marqueur de substitution des 

IgVH. Néanmoins, en analyse univariée, CD38 montre une valeur pronostique puisque sa 

positivité définit une catégorie de patients de pronostic défavorable (Ibrahim, 2001 ; Hamblin, 

2002 ; Lin, 2002). 

 

I.8.4 -  Zap 70  

 

Beaucoup plus récemment, l’étude du profil d’expression génique de la LLC-B a 

permis de montrer que la protéine Zap 70 (Zap pour Zeta-chain (TCR) Associated Protein) 

était exprimée dans certaines cellules de LLC-B (Rosenwald, 2001) et pourrait être un autre 

paramètre de substitution à la recherche du statut mutationnel IgVH.  

Zap 70, qui est une tyrosine kinase de la famille Syk, intervient dans la signalisation 

des lymphocytes T après stimulation du récepteur des cellules T (Kane, 2000). Cette kinase 

est exprimée, à l’état normal, dans les cellules T et NK (Chan, 1992). Son expression a 

également récemment été détectée, chez la souris, à des taux plus faibles que ceux observés 

dans les lymphocytes T normaux, au niveau des cellules B spléniques ainsi qu’au niveau des 

cellules B immatures et plus particulièrement aux stades pro-B (progéniteurs B) et pré-B 

(précurseurs B) de la lymphopoïèse B (Schweighoffer, 2003).  

La protéine Zap 70 peut être phosphorylée et activée, après stimulation du BCR des 
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cellules de LLC. Une fois activée, elle peut coopérer avec Syk, une tyrosine kinase 

intervenant à l’état normal, au niveau du signal de transduction du BCR, favorisant ainsi la 

prolifération des cellules B tumorales (Chen, 2002). Les mécanismes à l’origine de 

l’expression anormale de Zap 70 dans les cellules B de LLC-B ne sont pas complètement 

élucidés.  

Des travaux ont par ailleurs montré que l’expression de Zap 70 est clairement reliée au 

caractère muté ou non d’IgVH dans les LLC-B. La signification pronostique de l’expression 

de Zap70 a été démontrée dans plusieurs études, avec une évolution plus péjorative pour les 

LLC-B Zap 70+ (Wiestner, 2003 ; Crespo, 2003 ; Orchard, 2004). Il a également été rapporté 

que la valeur pronostique de l’expression de Zap 70 apparaît supérieure à celle du statut 

mutationnel IgVH (Rassenti, 2004). 

Ainsi, la détermination de l’expression de Zap 70 par PCR (polymerase chain reaction) 

ou cytométrie de flux pourrait remédier aux difficultés de l’analyse du gène IgVH. Toutefois, 

l'analyse en PCR doit être réalisée sur des lymphocytes B de LLC soigneusement purifiés, 

afin d'éliminer des signaux issus des cellules T ou NK. Par ailleurs, la détection par 

cytométrie de flux, qui permet de se dispenser de cette séparation nécessite néanmoins une 

technique de marquage intracellulaire, et a été réalisée avec des anticorps différents dans les 

équipes ayant publié sur cette recherche. Le développement de nouveaux anticorps, plus 

discriminants, et l’évolution des stratégies d’expression des résultats laissent espérer 

prochainement une standardisation aboutissant à une meilleure reproductibilité inter-

laboratoires. 

 

I.8.5 -  Autres facteurs biologiques 

 

On assiste à l’émergence de nouveaux facteurs pronostiques biologiques, dont l’intérêt 

demande pour certains à être confirmé et qui doivent faire l’objet d’études multivariées.  

Les marqueurs de prolifération que sont les taux sériques de thymidine kinase (TK) et 

de β2 microglobuline (β2m), le temps de doublement de la lymphocytose ou encore le 

raccourcissement des télomères, reflet du nombre total de divisions, constituent des 

paramètres biologiques prometteurs comme facteurs prédictifs de l’évolution de la maladie. 
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� Thymine kinase  

La thymidine kinase est une enzyme cellulaire impliquée dans la réparation de l’ADN 

lors de sa synthèse. Cette enzyme intracellulaire contrôle la phosphorylation de la 

déoxythymidine en déoxythymidine monophosphate, ensuite incorporée sous forme 

triphosphate dans l’ADN. L’activité de la TK sérique des patients atteints de LLC-B est 

probablement liée au nombre de cellules tumorales en division, reflétant ainsi la masse 

tumorale et le taux de prolifération des cellules B malignes (Montillo, 2005). Un taux sérique 

de TK élevé est effectivement associé à une survie diminuée et constitue un facteur prédictif 

de progression dans les stades A. En effet, dans ces formes indolentes, l’augmentation de la 

thymidine kinase précède de plusieurs mois la progression de la maladie (Hallek, 1999).  

 

� Bêta 2 microglobuline  

La β2m est une protéine extracellulaire de la superfamille des immunoglobulines, 

associée de façon non-covalente aux chaînes alpha transmembranaires des molécules du CMH 

de classe I exprimées à la surface de toutes les cellules nucléées. Elle peut également être 

détectée sous forme soluble dans le sérum. Un taux sérique élevé de β2m est associé à une 

survie diminuée (Keating, 1998). L’augmentation du taux sérique de la β2m est un indicateur 

pronostique assez parallèle à celui de la thymidine kinase mais semble indépendant de cette 

dernière. De plus, l’augmentation du taux sérique de la β2m est un indicateur pronostique qui 

semble indépendant des autres paramètres (Hallek, 1996). Toutefois, des résultats discordants 

ont été rapportés (Molica, 1999). 

 

� Le doublement de la lymphocytose 

Montserrat et al. (1986) ont rapporté une médiane de survie de 118 mois pour les 

patients ayant un faible temps de doublement de la lymphocytose alors que pour les patients 

avec un taux de doublement rapide, la médiane de survie était de 61 mois. En outre, un temps 

de doublement inférieur à 6 mois, quel que soit le taux des lymphocytes sanguins, est 

considéré comme un critère de maladie "active" justifiant la mise en route d’un traitement 

(Cheson, 1996 ; Oscier, 2004). 

 
Parmi les autres paramètres pronostiques utiles, il faut mentionner le CD23 sérique. 
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� CD23 sérique 

L’antigène CD23 est une glycoprotéine transmembranaire de type II avec une région C-

terminale extracellulaire de type C-lectine. Il s’agit du récepteur de faible affinité pour la 

partie constante des IgE, également connu sous le nom de FcεRII. Deux formes d’épissage 

alternatif de CD23, FcεRIIa/CD23A et FcεRIIb/CD23B ont été décrites. CD23A est exprimé 

sur les lymphocytes B matures et la forme B est exprimée sur les monocytes/macrophages, les 

plaquettes, les cellules dendritiques folliculaires, les éosinophiles, certaines cellules T et une 

sous-population de cellules épithéliales thymiques (Lees, 1998). 

La forme soluble de CD23 résulte du clivage de cet antigène membranaire et son taux 

sérique est une variable pronostique corrélée à la survie des cellules de LLC-B : les LLC 

CD23- qui s’accompagnent d’un taux important de CD23 soluble sont caractérisées par un 

pronostic péjoratif. De plus, chez les patients de stade A, une ascension rapide des taux de 

CD23 sérique prédit la progression de la maladie (Sarfati, 1996). 

 

Tous ces marqueurs biologiques permettent d’anticiper l’évolution de la LLC-B au 

diagnostic et très vraisemblablement, dans un avenir proche, de stratifier les traitements en 

fonction de ces marqueurs (Montillo, 2005). Ceci devrait permettre de ne pas sur-traiter des 

patients ayant un bon pronostic, en particulier les stades A "paisibles", mais également de ne 

pas sous-traiter d’autres stades A qui vont évoluer rapidement. Pour les LLC-B plus 

agressives, les nouveaux facteurs pronostiques permettront de définir des sous-populations de 

patients devant être traités lourdement (intensification thérapeutique) (Shanafelt, 2004) et 

d’autres qui pourront bénéficier d’une chimiothérapie conventionnelle. Cependant et selon les 

recommandations de l’IwCLL, ces facteurs pronostiques "modernes" ne doivent pas être pris 

en compte en dehors de protocoles prospectifs visant à démontrer leur pertinence. 

 

I.9 -  Traitements 
 

I.9.1 -  Indications thérapeutiques pour le stade A 

 

Pour les patients au stade A de Binet, l’évolution de la maladie est en général lente et la 

médiane de survie est identique à celle de la population générale de même âge. Aussi, il existe 
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actuellement un consensus pour ne pas traiter ces malades. La comparaison entre 

l’administration de chlorambucil et une abstention thérapeutique dans les stades A ne montre 

aucune différence de survie (Dighiero, 1998 ; French Cooperative Group on Chronic 

Lymphocytic Leukemia, 1990 ; Shustik, 1988 ; CLL Trialists’ Collaborative Group, 1999). 

Cette attitude s’applique autant aux sujets les plus jeunes qu’aux personnes plus âgées, sous 

réserve d’une surveillance clinique (adénopathies et splénomégalie) et biologique (numération 

formule sanguine) régulière. Le NCI/WG a publié des recommandations pour l’initiation du 

traitement (Cheson, 1996). La mise en route d’un traitement spécifique peut être envisagée en 

cas :  

- de progression de la maladie vers un stade B ou C, 

- d’apparition de symptômes cliniques (perte de poids, fièvre…), 

- d’augmentation importante (supérieure à 30 ou 40 g/L) et/ou rapide (doublement du 

nombre de lymphocytes dans le sang en moins de 6 mois) de la lymphocytose, 

- du développement de pathologies auto-immunes (anémie hémolytique auto-immune 

ou purpura thrombopénique),  

- d’infections récurrentes. 

Actuellement, les essais thérapeutiques visent à mieux caractériser les patients stade A 

évolutifs en fonction des nouveaux critères pronostiques (statut mutationnel, génétique,…) et 

à évaluer alors la mise en route rapide d’une immunochimiothérapie. 

 

I.9.2 -  Indications thérapeutiques pour les stades B et C 

 

Pour les malades de stade B ou C, un traitement est généralement proposé d’emblée. Il 

n’existe cependant pas encore de consensus sur les modalités optimales de traitement et le 

choix dépend de la stratégie à long terme et de l’âge du malade.  

Actuellement, chez les sujets jeunes ou pouvant tout du moins supporter un traitement 

relativement lourd, l’objectif thérapeutique est l’obtention d’une rémission la plus complète 

possible (définie avec les nouveaux outils d’évaluation comme la cytométrie de flux 4 ou 6 

couleurs). En effet, comme cela a été démontré dans les pathologies lymphomateuses, 

plusieurs éléments tels que des études rétrospectives ou des analyses de sous groupes laissent 

présager que l’obtention d’une rémission complète se traduit par une augmentation de la 

survie. En 2005, l’association fludarabine, cyclophosphamide et anticorps monoclonal anti-
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CD20 constitue le traitement de première ligne permettant d’obtenir le meilleur taux de 

rémission complète (Keating, 2005). 

Pour les sujets plus âgés et/ou ne pouvant supporter un tel traitement, le contrôle des 

symptômes sans entraîner de toxicité trop importante semble être un objectif raisonnable 

(Abbott, 2004). 

 

I.9.3 -  Traitement de première intention 

 
� Monochimiothérapie 

Les agents alkylants tels que le chlorambucil et le cyclophosphamide agissent en 

établissant des liaisons covalentes avec l’ADN. Ceci aboutit, par la formation de ponts entre 

les chaînes d’ADN qui ne peuvent donc plus être séparées, à l’inhibition de la réplication et de 

la transcription des régions d’ADN concernées et par conséquent à la mort cellulaire par 

apoptose. 

Le chlorambucil est l’agent alkylant le plus largement utilisé en monothérapie, en 

traitement de première ligne. Le taux de réponse varie de 60 à 70% mais les rémissions 

complètes sont rares (Flinn, 1996), la rémission complète étant définie par la disparition des 

signes cliniques et en particulier des signes généraux et la normalisation de l’hémogramme. 

Les corticoïdes comme la prednisone sont fréquemment utilisés en association à la 

chimiothérapie mais leur activité anti-tumorale n’a jamais été démontrée dans la LLC-B et un 

traitement combinant chlorambucil et prednisone ne semble pas améliorer la survie par 

rapport à un traitement avec du chlorambucil seul (Flinn, 1996). 

Le cyclophosphamide est également utilisé mais essentiellement en association avec les 

analogues des purines tels que la fludarabine. 

 

� Les analogues de purines 

Les analogues de purines font partie d’une grande classe de médicaments anticancéreux 

appelés métabolites qui, contrairement aux agents alkylants, agissent de manière spécifique 

sur les cellules qui prolifèrent. Les analogues de purines interfèrent avec la synthèse des 

acides nucléiques pendant la phase S du cycle cellulaire. 

La fludarabine correspond à l’analogue de purines le plus utilisé comme traitement de 
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seconde ligne. Il s’agit d’un analogue de l’adénine qui inhibe l’adénosine désaminase. 

L’apport des analogues des purines a modifié la prise en charge de la LLC-B. 

Initialement indiqué comme traitement de seconde ligne ou en cas de résistance aux alkylants 

(Johnson, 1996 ; Rai, 2000 ; Leporrier, 2001), la fludarabine est désormais, en association 

avec le cyclophosphamide, le traitement de référence en première ligne.  

Toutefois, dans certains cas, la fludarabine induit un déficit immunitaire T prolongé 

avec une lymphopénie CD4 exposant ainsi les malades à des infections opportunistes ainsi 

que des anémies hémolytiques auto-immunes. 

 

� Polychimiothérapie 

Plusieurs associations de chimiothérapies de type "lymphome" constituées d'alkylants, 

de corticoides et d'anthracyclines ont été évaluées dans la LLC-B lors d’essais thérapeutiques. 

Plusieurs molécules peuvent être associées au cyclophosphamide :  

- la vincristine qui est un poison du fuseau cellulaire : il s’agit d’un anti-mitotique capable 

de bloquer ainsi la dynamique du fuseau mitotique le long duquel migrent les 

chromosomes et d’arrêter les cellules en métaphase. 

- la doxorubicine et l’adriamycine qui sont des anthracyclines : il s’agit de molécules 

s’intercalant dans la double hélice d’ADN entre 2 bases adjacentes au niveau du complexe 

formé entre l’ADN et la topoisomérase II, une enzyme provoquant des cassures doubles 

brins provisoires au niveau de l’ADN. Ceci aboutit à la stabilisation des coupures double-

brins, au blocage des fonctions de l’enzyme et à la mort cellulaire. 

- le cisplatine est un autre agent alkylant : c’est une molécule plane capable de se glisser 

entre deux paires de bases d’ADN. La double hélice d’ADN est alors déformée, la 

transcription et la réplication bloquées. 

On parle alors de polychimiothérapie de type CVP (Cyclophosphamide / Vincristine / 

Prednisone) ou CHOP (Cyclophosphamide / Adriamycine 

(doxorubicine/hydroxydoxorubicine) / Vincristine (Oncovin) / Prednisone), qui est un 

traitement de première ligne de référence, ou CAP (Cyclophosphamide / Adriamycine / 

Prednisone). Toutefois, aucune de ces polychimiothérapies n’a montré sa supériorité au 

chlorambucil (French Cooperative Group on Chronic Lymphocytic Leukemia, 1990 ; CLL 

Trialists’ Collaborative Group, 1999). 

  Par contre, Eichhorst et al (2006) ont rapporté l’avantage de l’association fludarabine et 
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cyclophosphamide par rapport à la fludarabine utilisée seule en terme de réponse complète et 

globale. 

 

� Les anticorps monoclonaux 

� Anticorps anti-CD20 

La molécule CD20 est une phosphoprotéine non-glycosylée qui fonctionne en tant que 

canal calcique en formant des homo-oligomères et qui pourrait également être mise en jeu 

dans la formation d’autres canaux ioniques (Lees, 1998). La molécule CD20 est un marqueur 

spécifique des lymphocytes B. Elle est en effet exprimée du stade pré-B jusqu’au stade de 

lymphocyte B mature et activé. Elle n’est cependant pas exprimée à la surface des cellules 

souches hématopoïétiques, des cellules pro-B ni des plasmocytes. De plus, CD20 est présente 

sur les cellules de la plupart des lymphomes B non-hodgkiniens (Kalil, 1999). Ce marqueur 

constitue une cible thérapeutique idéale dans les lymphomes de type B car la reconstitution du 

répertoire B n’est pas perturbée si on injecte l’anticorps anti-CD20. 

L’anticorps monoclonal anti-CD20 humanisé (rituximab, Mabthera®) est un anticorps 

monoclonal chimérique spécifique du CD20 humain. Cet anticorps est formé des régions 

variables d’un anticorps murin anti-CD20 fusionné avec des fragments constants d’une chaîne 

lourde humaine IgG-1 associés à une chaîne légère κ. La portion Fc de l’IgG humaine a été 

sélectionnée pour sa capacité à fixer le complément et entraîner une cytotoxicité de type CDC 

(Complement Dependent Cytotoxicity) en sus de sa reconnaissance par les récepteurs Fc-

gamma dans le cadre de l’ADCC (Antibody Dependent Cell Mediated Cytotoxicity).  

Cet anticorps est très efficace dans le traitement des lymphomes folliculaires, mais 

semble moins efficace dans le traitement des LLC-B. En effet, lorsqu’il est utilisé en 

monothérapie, cet anticorps monoclonal ne permet d’obtenir que des taux de réponse modérés 

avec des rémissions de courte durée chez des patients en rechute (Nguyen, 1999) ce qui 

pourrait être expliqué par une expression moins importante de CD20 sur les LLC-B par 

rapport aux lymphomes folliculaires non-hodgkiniens (Kalil, 1999). L’utilisation du rituximab 

a toutefois permis d’obtenir des taux de réponse plus importants pour les patients non traités 

par rapport aux patients ayant rechuté, bien que le taux de réponses complètes reste faible 

(Liu, 2004). Par ailleurs, il a été mis en évidence que son utilisation à des doses plus fortes 

augmente le taux de réponse avec toutefois un coût financier important (Keating, 2002). Il 

faut également noter que d'autres anticorps monolonaux dirigés contre CD20 font 

actuellement l'objet d'un développement industriel majeur. 
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� Anticorps anti-CD52 

La molécule CD52 est une très petite protéine constituée de 12 acides aminés, accrochée 

à la surface cellulaire par une liaison GPI (glycosylphosphatidylinositol), et assez fortement 

glycosylée. Les anticorps anti-CD52 sont extrêmement efficaces pour induire une lyse 

cellulaire médiée par le complément. Ce marqueur est présent à la surface de nombreuses 

cellules hématopoïétiques, notamment les lymphocytes B et T périphériques, normaux et 

malins (Salisbury, 1994) ainsi qu’à la surface des cellules NK, des monocytes, des 

macrophages et des éosinophiles (Lundin, 2004). Cependant, ses effets toxiques sur le 

développement des progéniteurs médullaires in vitro sont inexistants (Gilleece, 1993). Cet 

anticorps constitue donc une arme idéale pour le traitement des LLC-B puisque les 

lymphocytes provenant de sujets atteints de LLC-B expriment constamment et fortement 

CD52. 

L’alemtuzumab (Mabcampath®) est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre 

l’antigène CD52. Il s'agit d'un anticorps chimérique généré par la fusion des régions variables 

d’un anticorps monoclonal de rat d'isotype IgG2a avec une immunoglobuline humaine de type 

IgG1κ (Hale, 2001). Il a été suggéré que l’alemtuzumab provoque une lyse des lymphocytes 

par ADCC, CDC et par activation du complément (Xia, 1993 ; Wing, 1996). Il a une 

efficacité majeure sur la composante hyperlymphocytaire périphérique, modérée au niveau de 

la moelle osseuse et de la rate, plus aléatoire sur les adénopathies (Bowen, 1997, Österborg, 

1997). 

Son usage est pour l’instant réservé aux patients réfractaires à la fludarabine et ayant 

reçu des alkylants (Moreton, 2003). Des taux de rémission moléculaire complète de l’ordre de 

38% ont été obtenus avec l’alemtuzumab chez des patients réfractaires à la fludarabine 

(O’Brien, 2003 ; Lozanski, 2004). 

En raison de la présence de CD52 au niveau des lymphocytes normaux, des 

lymphocytopénies durables concernant surtout les lymphocytes T CD4 sont observées chez 

tous les patients traités avec l’alemtuzumab ce qui augmente par conséquent les risques 

d’infection (Keating, 2002 ; Lundin, 2004). 

 
� Immunochimiothérapie 

Des essais thérapeutiques de phase III actuellement en cours, notamment en Europe, 

visent à évaluer l’association de ces anticorps monoclonaux à la Fludarabine et au 
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Cyclophosphamide (FC) comme traitement de première ligne. Ainsi, l’association 

Fludarabine / Cyclophosphamide et Rituximab (FCR) a déjà été rapportée par l’équipe du MD 

Anderson (Keating, 2005) comme la plus efficace en phase II. 

 

I.9.4 -  Greffes de cellules souches hématopoïétiques 

 

Malgré l’avènement des analogues de purines ou des anticorps monoclonaux, le 

traitement de la LLC-B ne permet pas encore de guérison. Dans une population de patients 

répondant à des critères de sélection précis et admissibles à des protocoles de recherche, un 

traitement curatif peut être envisageable par la transplantation de cellules souches 

hématopoïétiques allogéniques ou autologues. Les autogreffes et allogreffes de cellules 

souches hématopoïétiques nécessitent au préalable une chimiothérapie très intensive dite de 

conditionnement et une irradiation corporelle totale. Elle a pour but d’assurer une 

immunosuppression suffisante du receveur afin d’éradiquer la maladie et d’empêcher le rejet 

du greffon.  

La chimiothérapie laisse en effet persister des cellules leucémiques résiduelles, pouvant 

être des cellules chimiorésistantes, ou des cellules résidant dans des sanctuaires inaccessibles. 

Par ailleurs, la réémergence de la prolifération leucémique réduit sensiblement les chances de 

survie du patient. La greffe permet en partie de pallier à ces inconvénients, qui sont à l’origine 

de rechutes, après un traitement par chimiothérapie. 

 

� Les autogreffes de cellules souches hématopoïétiques 

Pour les malades pour lesquels une allogreffe est trop risquée ou impossible faute de 

donneurs, l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques médullaires ou périphériques est 

une alternative. Ces cellules sont prélevées chez le patient alors qu’il est en rémission 

complète et avant qu’il ne reçoive un traitement de chimiothérapie intensif.  

L’autogreffe élimine le risque de réactions immunitaires, mais comporte un risque de 

contamination du prélèvement par des cellules tumorales. La sélection des cellules saines de 

la moelle autologue est obtenue par un traitement chimique visant à détruire les cellules 

malignes ou par une sélection positive des cellules souches au moyen d’anticorps 

monoclonaux. 
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Le statut de la maladie lors de la greffe et le nombre de lignes de traitement 

antérieurement reçues sont les deux facteurs principaux qui ont un impact sur la réponse 

obtenue après la greffe chez les patients atteints de LLC. Des rémissions moléculaires peuvent 

être obtenues chez certains patients après une greffe autologue et le taux de mortalité est 

moins important que pour la greffe allogénique. Toutefois, un taux de récidive à 4 ans de 50% 

sans plateau dans la courbe de survie est observé (Byrd, 2004). Ces données suggèrent que la 

greffe autologue n’a pas d’effet curatif de la LLC-B, rendant ce traitement moins attrayant. 

 

� Les greffes allogéniques 

L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques consiste à prélever des cellules 

souches d’un donneur compatible avec le patient. Ces cellules saines colonisent très 

rapidement la moelle du patient. Cependant, une réaction du greffon contre l’hôte (GVH) peut 

survenir lorsque les lymphocytes du donneur s’attaquent aux autres organes du patient.  

Ces cellules souches peuvent être obtenues à partir de moelle osseuse, ou de sang 

périphérique, après mobilisation grâce à l’injection de facteurs de croissances 

hématopoïétiques, ou encore à partir de sang placentaire (ou sang de cordon).  

Son efficacité est liée à la fois au conditionnement myéloablatif et à la réaction du 

greffon contre la tumeur (GVT ou graft-versus-tumour, GVL ou graft-versus leukemia). En 

permettant l’instauration d’une réponse immunitaire cytotoxique et d’une alloréactivité anti-

leucémique, l’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques rend possible la perspective 

d’une guérison. 

La possibilité d’éradication de la maladie est à mettre en balance avec un taux de 

rechute et un taux de morbidité/mortalité importants dans cette indication, notamment pour ce 

dernier en raison de la toxicité liée aux traitements, à l’incidence et à la sévérité de la GVHD 

ou aux infections (Gribben, 2007). Les résultats obtenus après conditionnement myéloablatif, 

reposant principalement sur des analyses de registre ou des données unicentriques, mettent en 

évidence une mortalité due à la transplantation de 17% à 44% à 5 ans et une survie sans 

progression de 30% à 71% à 5 ans. Après conditionnement dit atténué, les études portant sur 

des patients ayant reçu en moyenne 4 lignes de chimiothérapie avant la greffe montrent une 

mortalité liée à la transplantation plus faible (de 7% à 20% à 5 ans) et une survie sans 

progression de 44 à 75% à 5 ans (Michallet, 2003). Ces résultats mettent en avant la 

possibilité de guérir la LLC-B par transplantation allogénique et soulignent également que le 

contrôle de la maladie à long terme grâce à l’allogreffe est étroitement dépendant de la 
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présence ou de l’absence d’une GVHD chronique extensive dont l’incidence a augmenté avec 

les nouvelles techniques de greffe que sont les conditionnements à intensité réduite et 

l’utilisation de cellules souches hématopoïétiques sanguines (Michallet, 2003). 

Afin de réduire la toxicité de ce type de technique et de potentialiser l’effet 

allogénique (GVL) dans cette maladie, les stratégies d’allogreffe de cellules souches 

hématopoïétiques après conditionnement à intensité réduite ou mini-allogreffes ont 

progressivement émergé, d’abord dans d’autres pathologies (Slavin, 2001 ; Carella, 2000 ; 

Childs, 1999 ; Badros, 2001). L’objectif est de favoriser l’émergence de l’effet GVL en 

réduisant les toxicités thérapeutiques. Plusieurs études pilotes ont démontré la faisabilité, la 

tolérance et l’efficacité de ce type de conditionnement (Khouri, 2001 ; McSweeney, 2001 ; 

Branson, 2002). Le développement récent de conditionnements immunosuppresseurs peu 

myéloablatifs laisse espérer une diminution de la toxicité de la procédure de greffe 

allogénique et l’extension de son indication à des malades plus âgés (Khouri, 1998). Elles 

sont actuellement en cours d’évaluation clinique mais les premières séries homogènes et 

importantes de patients rapportées dans la littérature suggèrent que les syndromes 

lymphoprolifératifs (parmi lesquels la LLC-B) chimiosensibles seraient une des meilleures 

indications (Khouri, 1998 ; Robinson, 2002 ; Morris, 2004).  

Il est toutefois à noter que les allogreffes de cellules souches hématopoïétiques doivent 

être réalisées dans le cadre de protocoles d’études. En 2007 et 2008, seule une forme au 

pronostic très péjorative (délétion 17p) justifie d’envisager une allogreffe à conditionnement 

atténué comme traitement de première ligne. 

 

 
II -  CONTREPARTIE PHYSIOLOGIQUE DE LA LLC-B  

 

 
L’origine cellulaire de la LLC-B n’est pas claire et différentes hypothèses ont été 

proposées au cours des dernières années (Ghia, 2006). En raison de l’expression du marqueur 

CD5 au niveau des cellules tumorales de LLC-B, il a été suggéré que la contrepartie normale 

de ces cellules pourrait être les cellules B1 de la zone du manteau folliculaire (Dighiero, 

2005).  
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La classification actuelle des lymphocytes B distingue des lymphocytes B1 et des 

lymphocytes B2. Cette classification a d’abord été élaborée à partir de l’étude exhaustive de 

modèles murins, puis a été appliquée par extension chez l’homme (Sagaert, 2003 ; Youinou, 

1999). Les lymphocytes B2 correspondent aux lymphocytes B conventionnels et sont 

impliqués dans les réponses spécifiques aux antigènes nécessitant une coopération et l’aide 

des lymphocytes T-helper. Les cellules B1 jouent un rôle beaucoup plus précoce et plus 

rapide, dans l’immunité naturelle indépendante des lymphocytes T (Fagarasan, 2000). Ces 

cellules B1, désignées également comme cellules B "innées" (McHeyzer-Williams, 2003), 

sont subdivisées en deux sous-populations : les cellules B1-a qui expriment le marqueur CD5 

et les cellules B-1b, exprimant uniquement l’ARNm codant pour la protéine CD5 (Sagaert, 

2003). 

Les cellules B1 de la zone du manteau folliculaire expriment CD23, sont négatives pour 

le marqueur CD38, coexpriment les immunoglobulines de type IgM et IgD et sont 

caractérisées par l’absence d’hypermutations somatiques dans la région variable des chaînes 

lourdes des immunoglobulines (ou IgVH) (Dighiero, 2005).  

Les cellules des LLC-B partagent avec ces cellules la coexpression de CD5 et de CD23. 

Cependant, il est apparu que dans 50 à 70% des cas, les patients présentent des 

hypermutations somatiques au niveau des gènes IgVH (Oscier, 1997 ; Fais, 1998). De plus, 

l’expression de CD38 prédomine parmi les patients ne présentant pas d’hypermutations 

somatiques (Damle, 1999).  

Récemment, il a été suggéré que les cellules B de la zone marginale pourraient 

constituer la contrepartie normale des cellules leucémiques de la LLC-B (Chiorazzi, 2003; 

Chiorazzi, 2005). Au niveau fonctionnel, les cellules B humaines de la zone marginale 

pourraient être considérées comme les analogues murins des cellules B de la zone marginale 

et des cellules B1-a (Pillai, 2005). Elles sont, comme les cellules B1, impliquées dans les 

réponses innées et capables de rapidement répondre aux microorganismes parvenant dans le 

filtre sanguin que constitue la rate. Ces cellules jouent également un rôle important dans 

l’initiation des réponses T-dépendantes par leur capacité à produire immédiatement des IgM. 

Ces anticorps, en s’associant avec l’antigène, forment des complexes immuns qui sont 

transportés sur les cellules dendritiques folliculaires et interviennent ensuite dans la 

maturation des réponses adaptatives. Ces complexes immuns participent également à 

l’élimination des microorganismes et donc à la résolution de l’infection (Ferguson, 2004).  
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Ces cellules de la zone marginale peuvent présenter un statut hypermuté ou non des 

gènes IgVH comme les cellules de LLC-B. Bien qu’elles ne présentent pas spontanément 

d’expression de CD5, cette molécule pourrait apparaître en relation avec le profil d’activation 

des cellules de LLC-B (Chiorazzi, 2005).  

 
 

III -  IMMUNOTHERAPIE ANTI -TUMORALE DE LA LLC-B  
 
 

Les données concernant les allogreffes à conditionnement atténué suggèrent que les 

caractéristiques immunologiques spécifiques aux cellules clonales des LLC pourraient être 

mises à profit pour des approches encore plus orientées vers une mise en jeu de réponses 

immunitaires anti-tumorales. 

 

III.1 -  Potentiel antigénique des cellules de LLC-B 
 

L’influence de la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD ou graft versus host disease) 

sur l’incidence de la rechute après greffe a été largement démontrée dans les leucémies 

(Maraninchi, 1987). Le rôle des lymphocytes T dans le cadre du contrôle tumoral a été mis en 

évidence lors de l’utilisation thérapeutique d’anticorps monoclonaux anti-récepteur de l’IL-2 

qui ont conduit à une augmentation du taux de rechute des patients ayant reçu une allogreffe 

et une diminution significative de leur survie (Blaise, 1993). De plus, la déplétion 

lymphocytaire au cours des allogreffes est corrélée à un risque de rechute accru ce qui 

souligne l’importance du rôle joué par les lymphocytes dans l’effet GVL. Ceci a été confirmé 

lors de l’utilisation d’injections de lymphocytes du donneur (DLI ou donor lymphocyte 

infusion) à des patients en rechute après allogreffe, permettant d’obtenir un traitement efficece 

et un retour en rémission complète (Kolb, 1995). Cette observation laisse supposer l’existence 

d’une réponse immune médiée par les lymphocytes du donneur contre les cellules 

leucémiques, capable de rompre l’état de tolérance sans expression parallèle de GVHD 

(Maraninchi, 1987).  

Plusieurs études ont montré que les patients atteints de LLC-B étaient sensibles à des 
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injections de lymphocytes du donneur (Morris, 2004 ; Barge, 2003 ; Khouri, 2003). Toutefois, 

Morris et al. (2004) ont rapporté 44% de rechutes à 3 ans en dépit de ce traitement post 

allogreffe (Morris, 2004). Une étude plus récente de Delgado et al. (2006) a montré que 27% 

des patents atteints de LLC-B qui ont reçu une allogreffe après une transplantation autologue 

ayant échoué rechutaient après 2 ans. Pour ces patients, des doses plus importantes de DLI ont 

été nécessaires pour obtenir un contrôle de la maladie avec pour conséquence une 

augmentation considérable de la toxicité due à la maladie du greffon contre l’hôte.  

Cette immunothérapie cellulaire est utilisée dans le cadre du traitement des rechutes 

après allogreffe ainsi que des allogreffes après conditionnement à intensité réduite. La place 

des DLI est toutefois encore mal définie dans le cas de la LLC-B, au regard de ces résultats 

décevants. 

L’existence d’un effet GVT dans la LLC-B suite à l’injection ou non de lymphocytes du 

donneur après à une greffe allogénique ou à conditionnement atténué souligne la capacité du 

système immunitaire à reconnaître les cellules de LLC-B et donc l’intérêt de stratégies 

d’immunothérapie cellulaire dans le traitement de cette maladie (Khouri, 1998 ; Michallet, 

2001).  

Dans ce contexte, des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) telles que des cellules 

dendritiques, des monocytes ou des cellules B activés ouvrent de nouveaux espoirs dans 

l’immunothérapie anti-tumorale, compte tenu du rôle majeur qu’elles peuvent jouer dans la 

présentation d’épitopes tumoraux et l’induction de réponses immunitaires spécifiques. La 

vaccination anti-tumorale constitue donc une approche thérapeutique attractive dans le cadre 

de la LLC-B. 

 

III.2 -  Utilisation des cellules B leucémiques comme 
vecteur de l’antigène tumoral 

 

Par définition, les proliférations lymphocytaires B sont constituées de cellules clonales 

présentant le même récepteur pour l’antigène constitué d’une immunoglobuline de surface 

exprimant les mêmes domaines variables sur toutes les cellules. Il est possible de générer in 

vitro des cellules T cytotoxiques dirigées spécifiquement contre le clone tumoral B. Ainsi, des 

réponses T autologues dirigées contre les cellules tumorales ont pu être générées in vitro en 

employant des peptides modifiés correspondant à la région variable de l’immunoglobuline 
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tumorale ou en utilisant l’idiotype tumoral comme antigène cible (Trojan, 2000 ; Harig, 2001 ; 

Vuillier, 2003) même si les réponses cytotoxiques observées in vitro demeuraient faibles et ne 

concernaient dans ces études qu’un nombre limité de patients. Par ailleurs, des réponses 

cliniques avec une régression tumorale ont été obtenues chez des patients porteurs de 

lymphome B ayant reçu un vaccin contenant l’idiotype autologue (Ruffini, 2002). Les 

déterminants idiotypiques des LLC-B représentent donc une cible intéressante et totalement 

spécifique pour la génération de réponses immunitaires anti-tumorales.  

Il est par ailleurs établi que les cellules B matures expriment spontanément et sont 

capables d’augmenter l’expression membranaire des molécules du CMH de classe II et donc 

sont capables de capturer, apprêter et présenter l’antigène aux lymphocytes T. Ces cellules B 

sont également capables, après une stimulation adéquate, d’exprimer les molécules de 

costimulation et peuvent être utilisées pour générer et amplifier une réponse T anti-tumorale 

spécifique (Schultze, 1997). 

Ces observations permettent d’envisager la possibilité d’utiliser les cellules B de la 

LLC-B comme vecteur de leur propre antigène tumoral afin d’induire une réaction du système 

immunitaire qui aboutirait à la destruction des cellules tumorales. Le développement de 

l’immunothérapie de la LLC-B demeure cependant difficile, d’une part en raison des 

anomalies immunologiques importantes présentes dans cette maladie, et d’autre part parce 

que les cellules de la LLC-B expriment faiblement l’idiotype tumoral qui constitue la cible du 

traitement (Dighiero, 1980).  

 Un certain nombre d’obstacles reste cependant à surmonter avant d’atteindre un tel 

objectif. Ainsi, ex vivo, les cellules de LLC-B sont incapables de stimuler spontanément des 

cellules T allogéniques (Ranheim, 1993 ; Yellin, 1994 ; Ranheim, 1995 ; Van den Hove, 1997) 

ce qui indique qu’en dépit de la reconnaissance par les cellules T de molécules CMH 

allotypiques, les signaux de costimulation nécessaires à leur prolifération font défaut sur les 

cellules B de LLC. En effet, ces cellules présentent une faible expression, voire une absence 

d’expression, de molécules d’adhésion et de costimulation (Buhmann, 1999 ; Ranheim, 1993 ; 

Ranheim, 1995). Or la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le récepteur pour 

l’antigène des cellules T (TCR ou T-Cell Receptor) n’est pas suffisante pour conduire à 

l’activation fonctionnelle des lymphocytes. La mise en place d’une réponse efficace nécessite 

l’intervention des molécules d’adhésion telles que ICAM-1 ou CD54 et LFA-3 (lymphocyte 

function associated antigen-3) ou CD58 qui interagissent respectivement avec LFA-1 et la 

molécule CD2 sur le lymphocyte T ainsi que des molécules de costimulation CD80 et CD86 
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(respectivement appelées B7-1 et B7-2) qui interagissent avec CD28 (Grakoui, 1999) (figure 

3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3  : Représentation schématique d’une synapse immunologique entre un lymphocyte T 

et une cellule présentatrice d’antigène 

 

 En sus de ces anomalies de la synapse immunologique, les cellules de la LLC-B sécrètent 

des facteurs immunosuppresseurs tels que le TGF-β (Transforming Growth Factor- β) ou l’IL-

10, ainsi que de l’IL-4 peu efficace pour la stimulation de réponses cellulaires de type TH1 

(Lotz, 1994 ; Kay, 2001 ; Fayad, 2001). Les cellules non leucémiques du sang périphérique 

des patients atteints de LLC-B sont donc dans un environnement permissif favorisant la 

persistance des cellules tumorales, réalisant un état chronique de tolérance in vivo avec pour 

conséquence l’induction d’un état anergique pour les cellules T de la LLC-B (Rossi, 1996). 

 Indépendamment des réponses T-cytotoxiques espérées, des déficits fonctionnels ont 

également été rapportés dans la population NK des patients atteints de LLC-B (Foa, 1986). 

 Enfin, les lourds traitements immunosuppresseurs utilisés dans les chimiothérapies de 

première ligne, notamment les analogues des purines, accentuent ces phénomènes chez les 

patients traités en induisant une immunodépression majeure. 
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Ainsi, la différenciation des cellules B tumorales en cellules présentatrices d’antigènes 

efficaces, capables de présenter leur propre antigène tumoral aux cellules T autologues mais 

également d’induire une réponse immunitaire, via les lymphocytes T CD4+ et CD8+, 

aboutissant à l’élimination des cellules tumorales, constitue une approche attractive dans la 

LLC-B à condition de parvenir à contrecarrer l’environnement immunosuppresseur induit par 

les cellules tumorales. 

 

III.3 -  Rôle des lymphocytes T dans l’immunité anti-
tumorale 

 

III.3.1 -  Génération de cellules T effectrices et des cellules 

T mémoires 

 
Dans toutes les réponses immunitaires adaptatives, la présentation du complexe 

CMH/antigène à des lymphocytes T naïfs, en association avec des signaux de costimulation, 

conduit à l’activation des lymphocytes spécifiques de cet antigène. Les lymphocytes activés 

produisent de l’IL-2 conduisant à l’activation et à la prolifération du lymphocyte T et donc à 

la formation d’un clone de cellules T. Les cellules de ce clone, qui possèdent donc le même 

récepteur pour l’antigène, se différencient en deux populations : les cellules T effectrices et 

les cellules T mémoires (Goldsby, 2000) (figure 4). 
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Figure 4  : Schématisation de la différenciation des lymphocytes T naïfs en lymphocytes T  

mémoires et lymphocytes T effecteurs 

 

Les lymphocytes T effecteurs gagnent le site de l'agression ou de la tumeur, pour 

éliminer l’antigène impliqué et vont y exercer les diverses fonctions spécialisées des 

lymphocytes T (cytotoxicité, production de cytokines, aide aux cellules B…). Ces cellules 

sont dérivées de cellules naïves rencontrant leur antigène pour la première fois ou de cellules 

mémoires réactivées par la présence de l’antigène. 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. Ces lymphocytes qui reviennent au 

repos après avoir répondu à l’antigène peuvent survivre longtemps après la disparition des 

cellules T effectrices (parfois plusieurs années) en attente d’une réintroduction du même 

antigène. Les lymphocytes mémoires "patrouillent" en permanence entre les organes 

lymphoïdes secondaires et les tissus périphériques non lymphoïdes pendant le reste de la vie 

de l’individu, à la recherche d’éventuelles cellules présentatrices d’antigènes présentant les 

mêmes peptides que ceux qui les ont initialement stimulés et pourront alors s’activer 

rapidement (Goldsby, 2000).  
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Comme les cellules T naïves, les cellules T mémoires sont généralement des cellules au 

repos en phase G0 du cycle cellulaire mais le degré d’activation nécessaire pour l’engagement 

de la réponse immune est très inférieur pour les cellules mémoires. Ainsi, alors que les 

lymphocytes T CD4+ naïfs ne sont activés que par les cellules dendritiques, les cellules B 

sont capables d’activer les cellules T CD4+ mémoires. Ceci pourrait être dû aux taux élevés 

de molécules d’adhésion exprimés à la surface de ces dernières (Goldsby, 2000). 

Parmi les lymphocytes T, on distingue deux sous-populations importantes : les 

lymphocytes T qui expriment le marqueur CD4 également appelés lymphocytes T auxiliaires 

ou helper et ceux qui expriment CD8 ou lymphocytes T cytotoxiques (CTLs ou Cytotoxic T 

Lymphocytes). Ces cellules diffèrent de façon fondamentale dans leurs modalités de 

reconnaissance de l’antigène et dans les fonctions régulatrices ou effectrices qu’elles exercent. 

 

III.3.2 -  Les lymphocytes auxiliaires ou helper  

 

Les lymphocytes T CD4+ effecteurs sont les acteurs principaux des coopérations 

cellulaires, indispensables au développement de l’ensemble des réponses immunitaires. Ils 

exercent leur fonction T auxiliaire en fournissant les signaux de coopération cellulaire (par 

contact direct et par l’intermédiaire de cytokines) aux autres acteurs des réponses 

immunitaires. 

 

� Immunité cellulaire et immunité humorale 

Les lymphocytes T CD4 effecteurs peuvent être subdivisés en deux sous-populations de 

cellules T caractérisées par des profils de production cytokinique différents. Les lymphocytes 

T CD4 de type Th1 (pour T helper type 1) sécrètent de l’IL-2, de l’IFN-γ et du TNF-α et les 

Th2 sécrètent de l’IL-4, de l’IL-5, de l’IL-9, de l’IL-10, et de l’IL-13 (Mosmann, 1989). 

Les lymphocytes T de type Th1 conduisent à une immunité de type cellulaire, avec en 

particulier l’activation des lymphocytes T cytotoxiques. Par contre, les lymphocytes de type 

Th2 induisent une immunité de type humoral, sont capables d’activer les lymphocytes B et 

leur permettent de se différencier en plasmocytes. 

Ces deux types de profils cytokiniques lymphocytaires dérivent d’une population 
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cellulaire appelée Th0 capable de produire l’ensemble des cytokines et provenant elle-même 

de lymphocytes T naïfs producteurs d’IL-2 et d’IL-4. Il existe aussi des lymphocytes T CD4 

appelés suppresseurs ou régulateurs qui produisent des cytokines immunosuppressives 

comme l’IL-10 (Read, 2001) (figure 5). 
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Figure 5  : Schématisation de l’orientation de la réponse immunitaire adaptative vers un profil 

Th1 ou Th2 

 

Ces deux sous-populations de lymphocytes T, Th1 et TH2, possèdent la capacité de 

s’auto-amplifier. Ainsi, l’IL-2, produite par les Th1, stimule la prolifération des Th1 et l’IL-4 

produite par les Th2, stimule la prolifération des Th2. L’IL-12 peut également promouvoir  la 

différenciation Th1. Il existe à l’inverse une inhibition réciproque des deux sous-populations : 

l’IFN- �γ inhibe la génération des lymphocytes T Th2, tandis que l’IL-4 et l’IL-10 inhibent la 

génération des Th1. 

Plus récemment, ont été décrites des cellules T de type Th17 sécrétant la cytokine pro-

inflammatoire IL-17. L'activation des lymphocytes T précurseurs en présence de TGF-ß et 
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d'IL-6 conduit à la différenciation de ces cellules Th17. L'IL-23 joue un rôle important dans le 

maintien de leur fonction effectrice (Stockinger, 2007). Par ailleurs, l'IL-21, produite par les 

cellules TH17 elles-mêmes, est capable d'initier une voie alternative permettant l'activation de 

cette population, en combinaison avec le TGF-ß, et d'amplifier la réponse TH17 (Korn, 2007). 

 

� Rôle des lymphocytes T CD4+ dans l’immunité spécifique anti-

tumorale 

Les propriétés décrites ci-dessous concernent plutôt les cellules CD4+ Th1 qui 

participent principalement à l’immunité cellulaire. 

Les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle clé dans la maintenance de la prolifération et 

des fonctions des effecteurs T CD8+ via la sécrétion l’IL-2. Cette interleukine participe à la 

différenciation et à la survie des CTLs, elle contribue à leur protection contre l’apoptose et 

l’anergie, au maintien de leur capacité cytotoxique et au support de leur production de 

cytokines (Fearon, 1990 ; Rosenberg, 1998). En outre, des travaux ont récemment suggéré 

que ces cellules CD4+ étaient en mesure d’activer directement les CTLs grâce aux molécules 

de costimulation (Giuntoli, 2002). D’autres études ont démontré que les lymphocytes T CD4+ 

étaient capables de moduler l’environnement tumoral pour favoriser l’infiltration des T CD8+ 

(Marzo, 2000) et de réactiver des CTLs mémoires (Gao, 2002). Les T CD4+ peuvent aussi 

éradiquer les cellules tumorales au travers du recrutement et de l’activation des autres cellules 

effectrices comme les macrophages et les éosinophiles (Hung, 1998 ; Mattes, 2003). 

 

III.3.3 -  Rôle des lymphocytes T CD8+ dans l’immunité 

anti-tumorale 

 

Les lymphocytes T CD8+ sont aussi appelés cytotoxiques en raison de leur fonction 

cytolytique. Ils se différencient en effecteurs, dotés d’une fonction cytotoxique.  

Ils peuvent induire une cytotoxicité directe via la voie perforine/granzymes. Cette voie 

conduit au déversement de substances cytotoxiques contenues dans des granules de sécrétion : 

ces substances incluent la perforine, qui peut se polymériser pour former des pores traversant 

la membrane des cellules cibles, et les granzymes (dont les mieux caractérisés sont les 

granzymes A et B) pouvant pénétrer dans la cellule cible par ces pores et qui induisent 
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l’apoptose de la cellule cible en activant les caspases (Janeway, 2001).  

Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont également capables de déclencher 

l’apoptose des cellules cibles au travers de la voie Fas/Fas ligand ou via la voie TRAIL (TNF-

related apoptosis-inducing ligand). Fas, également connu sous le nom de CD95 ou Apo-1, et 

TRAIL sont des récepteurs de la famille du récepteur du TNF situés sur la membrane de la 

cellule cible. Leurs ligands respectifs sont induits dans la membrane de la cellule T 

cytotoxique. L’interaction entre ces récepteurs et leur ligand provoque l’activation des 

caspases et donc l’apoptose des cellules cibles.  

La lyse cellulaire peut également être produite par la sécrétion de cytokines telles que 

l’IFN- γ, le TNF-α et le TNF-β qui permettent de tuer les cellules cibles (Janeway, 2001).  

Certaines sous-populations T CD4+ peuvent également exercer ces fonctions et être 

capables d’induire une cytotoxicité directe via la voie perforine/granzymes (Echchakir, 2000). 

Ces CD4+ particuliers pourraient aussi conduire à l’apoptose des cellules cibles via la voie 

TRAIL (Thomas, 1998). 

 

III.4 -  TLRs et immunothérapie anti-tumorale 
 

Les TLRs sont des récepteurs de l’immunité innée, appartenant à la famille des PRRs 

(Pattern-Recognition Receptors) qui interviennent au cours des mécanismes de l’immunité 

innée en reconnaissant des motifs moléculaires conservés chez les pathogènes, appelés 

PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns). L’engagement de ces récepteurs active 

dans les cellules qui les expriment, plusieurs cascades de signalisation qui aboutissent à la 

mise en place des effecteurs de l’immunité innée. En plus de fournir une première ligne de 

défense contre les pathogènes, l’immunité innée joue un rôle instructif vis à vis de l’immunité 

acquise. Il a en outre été montré que ces récepteurs sont capables d’induire la production de 

cytokines, d’augmenter l’expression des molécules de costimulation et qu’ils jouent un rôle 

primordial dans l’orientation des réponses immunitaires vers un profil Th1. Par ailleurs, des 

études ont montré le rôle que peuvent jouer les ligands de ces récepteurs en tant qu’adjuvants 

dans l’immunothérapie anti-tumorale (van Duin, 2006). Dans ce contexte, les TLRs 

pourraient par conséquent constituer une approche thérapeutique intéressante dans le 

traitement de la LLC-B, en particulier si ces cellules en expriment et sont sensibles à leurs 

agonistes. 
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IV -  LES TOLL -LIKE RECEPTEURS  
 
 

IV.1 -  Découverte 
 

Découverte chez Drosophila melanogaster, la protéine Toll, initialement caractérisée 

par son implication dans l’orientation de la polarité dorso-ventrale au stade embryonnaire 

(Hashimoto, 1988), a ensuite été identifiée comme un récepteur pouvant initier une réponse 

immunitaire vis à vis d’un pathogène (Lemaître, 1996). Une des caractéristiques de la réponse 

immunitaire de la drosophile est la synthèse d’un cocktail de puissants peptides 

antimicrobiens en réponse à l’infection. L’analyse génétique de la régulation de l’expression 

des gènes codant pour ces peptides a mené à l’identification de la voie Toll. Cette voie est 

activée en réponse à des infections par des bactéries à Gram positif ou des champignons, qui 

contrôle notamment l’expression d’un peptide antifongique, la drosomycine (Hoffmann, 

2003). 

La mise en évidence du rôle de Toll dans la réponse antifongique de la drosophile a 

incité la recherche de récepteurs homologues chez les mammifères. Une famille de récepteurs 

apparentés à Toll, les Toll-like récepteurs, a ainsi été identifiée chez ces derniers (Medzhitov, 

1997b ; Rock, 1998). On en connaît actuellement 13 membres (TLR-1 à -13) dont 10 sont 

formellement identifiés chez l’homme (TLR-1 à -10) (Takeuchi, 1999 ; Rock, 1998 ; Du, 

2000 ; Chaudhary, 1998 ; Chuang, 2001). 

Il est très rapidement apparu que les TLRs pouvaient fonctionner comme des PRRs. En 

effet, des souris C3H/HeJ qui ne répondent pas au lipopolysaccharide (LPS) présentent une 

mutation dans le gène codant pour le récepteur TLR-4 (Poltorak, 1998). Des expériences 

complémentaires basées sur la génération de souris "knock-out" pour le gène de TLR-4 ont 

confirmé que TLR-4 était un composant essentiel du complexe récepteur au LPS (Hoshino, 

1999). 

 

IV.2 -  Sélectivité des ligands 
 

La génération de souris "knock-out" pour chacun des gènes codant pour les différents 
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membres de la famille des TLRs a, par la suite, permis la caractérisation des ligands de 

chacun de ces PRRs. Par ailleurs, les homologies de séquences et l’organisation génomique 

des gènes Toll, ont permis d’identifier 5 sous-classes de TLRs qui reconnaissent des ligands 

de structures similaires : TLR-1, -2, -6 (et -10), TLR-4, TLR-5, TLR-3 et TLR-7, -8 et -9 

(Kaisho, 2004). 

Le ligand de TLR-10 est le seul à n’avoir pas encore été identifié. En effet, l'absence 

d’expression de ce TLR chez la souris a entravé l’identification de ligands naturels ou 

synthétiques de ce PRR (Hasan, 2005). Toutefois, en raison des homologies qu’il présente 

avec TLR-1 et TLR-6, il a été envisagé que son ligand pourrait être d’origine bactérienne 

(Akira, 2003). 

 

IV.2.1 -  TLR-2, TLR-1/TLR-2 et TLR-6/TLR-2 

 

TLR-2 reconnaît un grand nombre de ligands, tels que le peptidoglycane et les acides 

lipotéichoïques des bactéries à Gram positif (Yoshimura, 1999 ; Underhill, 1999 ; Lehner 

2001), les lipopeptides/lipoprotéines bactériens (Takeuchi, 2001 ; Yoshimura, 1999) le 

lipoarabinomannane des mycobactéries (Means, 1999) et le zymosan, un composant de la 

paroi des levures (Underhill, 1999 ; Schwandner, 1999 ; Lien, 1999). Il est par ailleurs 

impliqué dans la réponse cellulaire du glycoinositolphospholipide du parasite Trypanosoma 

cruzi (Aderem, 2000), de la moduline phénol-soluble de Staphylococcus epidermitis (Hajjar, 

2001), des porines constituant la membrane externe des Neisseria (Massari, 2002) et de 

Haemophilus influenzae (Galdiero, 2004). Ce PRR peut également être activé par le LPS issu 

de non-entérobactéries telles que Leptospira interrogans, Porphyromonas gingivalis et 

Helicobacter pylori (Hirschfeld, 2001 ; Werts, 2001 ; Smith, 2003) différent du LPS typique 

des bactéries à Gram négatif reconnu par TLR-4. Enfin, TLR-2 reconnaît des structures 

virales comme le virus de l’herpès (Herpes simplex 1 ou HSV-1), les protéines de l’enveloppe 

du cytomégalovirus (Compton, 2003 ; Kurt-Jones, 2004) et la protéine de l’hémagglutinine de 

la souche sauvage du virus de la rougeole (Bieback, 2002).  

TLR-2 est capable de former des hétérodimères, ce qui permet d’augmenter 

considérablement le spectre des molécules reconnues tout en conservant une grande 

sélectivité (Ozinsky, 2000). Ainsi, ce PRR a la capacité de se dimériser avec TLR-1 et TLR-6 

(Takeuchi, 2001; Wyllie, 2000). L’hétérodimère TLR-1/TLR-2 reconnaît les lipopeptides 
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triacylés Pam3CSK4 (Takeuchi, 2002) ainsi que les lipoprotéines OspA de la membrane 

externe de Borrelia burgdorferi (Alexopoulou, 2002) et des facteurs solubles de Neisseria 

meningitidis (Wyllie, 2000) alors que l’hétérodimère TLR-2/TLR-6 répond aux lipoprotéines 

de mycobactéries tel que MALP-2 (macrophage activating lipopeptide-2) (Takeuchi, 2001).  

TLR-10 qui appartiendrait à la même famille que TLR-1, TLR-2 et TLR-6 pourrait 

également former des hétérodimères avec TLR-2 (Hasan, 2005). 

 
IV.2.2 -  TLR-3 

 
TLR-3 est impliqué dans la réponse à l’ARN double-brin (dsRNA) généré pendant le 

cycle de réplication des virus à ARN au cours d’une infection. Les dsRNA peuvent se lier à et 

activer la protéine kinase PKR dont la signalisation en aval inhibe la réplication virale et 

favorise la production de cytokines pro-inflammatoires (Alexopoulou, 2001). Le Poly (I:C), 

(ou Polyriboinosinic:Polyribocytidylic Acid), un analogue synthétique de dsRNA est souvent 

utilisé comme agent de maturation de TLR-3 (Alexopoulou, 2001 ; Cella, 1999).  

 

IV.2.3 -  TLR-4 

 

Hormis le LPS des bactéries Gram-négatives, TLR-4 peut également être activé par la 

protéine F du virus syncitial respiratoire (Kurt-Jones, 2000), par le bêta rétrovirus de la 

tumeur mammaire de la souris de type B 66 (Rassa, 2002) ou encore par le virus de la 

leucémie murine de Moloney (Abujamra, 2006). La stimulation de TLR-4 peut également être 

médiée par la protéine de choc thermique HSP60 de Chlamydia pneumoniae (Costa, 2002) et 

par une sérine contenant des lipides appelée Flavolipin de Flavobacterium meningosepticum 

(Gomi, 2002). 

TLR-4 peut s’associer à des protéines auxiliaires pour permettre une reconnaissance  et 

une signalisation optimales. Ainsi, son association avec la protéine sécrétée MD-2 et le co-

récepteur CD14 permet de reconnaître le complexe formé par le LPS et la protéine circulante 

LBP (LPS-binding protein) (Ulevitch, 1999). 

 

 



 54 

IV.2.4 -  TLR-5 

 

TLR-5 a été identifié comme récepteur à la flagelline, un constituant du flagelle 

bactérien, et l’activation de la signalisation par TLR-5 entraîne la production de TNF-α 

(Hayashi, 2001). 

 

IV.2.5 -  TLR-7 et TLR-8 

 

TLR-7 et TLR-8 sont impliqués dans la réponse à l’ARN simple brin d’origine virale ou 

non (Diebold, 2004 ; Heil, 2004). Le TLR7 murin et le TLR-8 humain reconnaissent les virus 

à ARN simple-brin comme l’influenza (Diebold, 2004 ; Lund, 2004), le virus Coxsackie B 

(Triantafilou, 2005) et le virus de Sendai (Melchjorsen, 2005). De plus, des duplex de siRNA 

synthétiques contenant un motif interne 5’-UGUGU-3’ sont capables de stimuler les mTLR7 

et hTLR8 (Judge, 2005). 

TLR-7 et TLR-8 sont également impliqués dans la réponse à des composants  

synthétiques de la famille des imidazoquinolines (Hemmi, 2002) comme l’imiquimod (R837 

et S-26308) et le resiquimod (R-848 et S-28463). Ainsi, les TLR-7 murin et humain sont 

capables de reconnaître l’imiquimod R837 et le resiquimod R848. Par contre, le TLR-8 

humain n’est activé que par le resiquimod R848 (Jurk, 2002). Ces imidazoquinolines sont des 

composés de faible poids moléculaire qui ont un fort potentiel antiviral et des propriétés anti-

tumorales dans des modèles animaux (Miller, 1999). 

L’usage de l’imiquimod est actuellement approuvé dans le traitement des verrues 

génitales et périanales externes, dues à une infection au papillomavirus, chez l’adulte (von 

Krogh, 2001 ; Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2002). Des études ont 

également suggéré que l’imiquimod était efficace dans le traitement de molluscum 

contagiosum (Liota, 2000), de kératoses actiniques (Salashe, 2002 ; Stockfleth, 2002) ou 

encore de carcinomes baso-cellulaires (Geisse, 2002 ; Schumack, 2002). L’efficacité de cette 

molécule est en cours d’évaluation dans d’autres infections virales cutanées. 

Par ailleurs, les analogues de guanosine comme la loxoribine (7-allyl-8-oxoguanosine) 

et la bropirimine (2-amin-5-bromo-6-phenyl-4(3)-pyrimidinone) sont également capables 

d’activer TLR-7. Ils peuvent tous deux conduire à la production d’IFN-α ou de cytokines 
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(Akira, 2003).   

 

IV.2.6 -  TLR-9 

 

TLR-9 reconnaît les motifs CpG (deoxyribo-cytidine-phosphate-guanosine) non 

méthylés de l’ADN bactérien (Hemmi, 2000 ; Medzhitov, 1998) et des oligonucléotides 

synthétiques contenant des dinucélotides CpG non méthylés. De plus, il a récemment été mis 

en évidence que des virus à ADN, tels que les virus de l’herpès HSV-1 et HSV-2, ainsi que le 

cytomégalovirus murin, contenant des génomes riches en motifs CpG, sont capables d’activer 

la sécrétion de cytokines et d’interféron de type I après stimulation de TLR-9 (Hochrein, 

2004 ; Lund, 2003 ; Krug, 2004 ; Tabeta, 2004). Quelques études précliniques ont été 

réalisées chez l’homme. Ces premières données montrent que leur utilisation est bien tolérée, 

ce qui est confirmé par d’autres résultats thérapeutiques encourageants dans les maladies 

allergiques, le cancer ou comme adjuvant vaccinal (Klinman, 2004). 

 

IV.2.7 -  TLRs et ligands endogènes 

 

Certaines études suggèrent que ces récepteurs pourraient également reconnaître des 

molécules endogènes telles que des protéines de choc thermique, des peptides antimicrobiens 

ou des fragments de molécules de la matrice extracellulaire, tels que les protéoglycanes, 

l’acide hyaluronique ou la fibronectine. Ces différents ligands endogènes sont récapitulés 

dans le tableau 7.  
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Tableau 6 Les ligands endogènes des TLRs (adapté de Tsan, 2004) 

 

TLRs Ligands endogènes (origine) Références 

TLR-2 

Protéines de choc thermique 

HSP60 
HSP70 
Gp96 

HMGB1 (High mobility group box 1 protein) 

 

Vabulas 2001 
Asea 2002, Vabulas 2002a 

Vabulas 2002b 

Park 2004 

TLR-4 

Protéines de choc thermique 

Heat Shock Protein 60 (HSP60) 

HSP70 
Gp96 

Fibronectine de type III 

Oligosaccharides d’acide hyaluronique 

Fragments polysaccharidique d’héparane sulfate 

Fibrinogène 

ß-défensine 2 

SP-A (protéine du surfactant pulmonaire A) 

 

Ohashi 2000, Vabulas 2001 

Asea 2002, Dybdah 2002, Vabulas 2002a 
Vabulas 2002b 

Okamura 2001 

Termeer 2002 

Johnson 2002 

Smiley 2001 

Biragyn 2002 

Guillot 2002 

 

Cependant, des auteurs ont évoqué la possibilité que ces ligands soient contaminés par 

du LPS ou d’autres PAMPs, ce qui pourrait expliquer les activations observées (Akira, 2003). 

Ces réserves mises à part, ces études suggèrent que les TLRs pourraient être activés de façon 

coopérative par des molécules du non-soi et des molécules formées à la suite d’une 

dégradation tissulaire : une telle synergie pourrait expliquer comment le système inné établit 

une distinction entre les germes commensaux et les agents infectieux, qui contiennent les 

mêmes PAMPs (Matzinger, 2002 ; Medzhitov, 2002). 

 

IV.3 -  Structure 
 

Les TLRs sont des récepteurs transmembranaires de type I. Ils sont composés d’un 

domaine N-terminal extracellulaire, récepteur du signal de danger, d’un domaine 

transmembranaire et d’un domaine C-terminal intracellulaire qui permet la transduction du 

signal (figure 6).  
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Figure 6  : Structure des TLRs (d’après Akira, 2004) 

 

IV.3.1 -  Domaine extracellulaire 

 

L’ectodomaine est composé de répétitions riches en leucines de 24 à 29 acides aminés, 

appelées Leucin-Rich Repeats ou LRR, séparées du domaine transmembranaire, du côté 

carboxy-terminal, par un motif riche en cystéines appelé motif C-flank. Ce domaine 

extracellulaire est impliqué dans la reconnaissance du signal de danger et joue un rôle clef 

dans l’initiation de signalisation des TLRs (Akira, 2003). La distribution et le nombre de 

motifs répétés riches en leucine ainsi que l’organisation et le nombre d’insertions entre ces 

LRR est propre à chacun des TLRs ce qui leur confère leur spécificité dans la reconnaissance 

des pathogènes (Bell, 2003 ; Choe, 2005). 

 

IV.3.2 -  Domaine intracellulaire ou domaine TIR 
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Le domaine intracellulaire, partagé par les membres de la famille du récepteur de 

l’Interleukine-1 (IL-1R) et également présent dans de nombreux gènes de résistance (R) des 

plantes, est appelé domaine TIR (Toll/IL-1R/R) (Imler, 2001).  

Trois régions très conservées appelées boîte 1, boîte 2 et boîte 3 ont été caractérisées 

dans ce domaine TIR après alignement de séquences des 31 membres de la famille Il-1R/TLR 

(Luo, 2000). Ces régions sont impliquées dans la transduction du signal d’activation. La boîte 

1 pourrait être impliquée dans l’oligomérisation du récepteur avec un autre récepteur (Xu, 

2000).  

La boîte 2 est quant à elle impliquée dans l’oligomérisation avec les molécules 

adaptatrices contenant un domaine TIR qui interviennent dans la signalisation des TLRs (Xu, 

2000). Elle interagirait avec une molécule adaptatrice qui permet la transduction du signal 

grâce à sa structure en boucle (Xu, 2000 ; Li, 2005). 

La boîte 3 contient des acides aminés essentiels pour la signalisation et pourrait être 

impliquée dans la localisation du récepteur probablement par des interactions avec des 

éléments du cytosquelette (Slack, 2000) et dans l’oligomérisation avec les domaines TIR des 

molécules adaptatrices (Xu, 2000) mais sa fonction n’est pas complètement élucidée (O’Neill, 

2003).  

Le domaine TIR comporte environ 150 à 200 acides aminés (Khan, 2004). Le nombre 

d’acides aminés conservés entre les boîtes est généralement de 20 à 30% et varie en fonction 

du récepteur (Akira, 2004). Ce motif TIR est fortement impliqué dans les mécanismes 

d’inflammation et de défense de l’hôte et toute modification de sa séquence en acides aminés 

est susceptible de modifier la réponse de l’hôte aux infections.  

 

IV.4 -  Signalisation des TLRs 
 

La stimulation des différents TLRs par leurs ligands respectifs induit une voie de 

transduction qui conduit à l’activation de NF-κB (nuclear factor kappa-B), des MAP kinases 

ou MAPKs (mitogen-activated protein kinases) et des facteurs IRF (interferon regulatory 

factors) qui engendrent l’expression d’interféron de type I et de gènes induits par l’interféron. 

Ceux-ci régulent la transcription de nombreux gènes codant de protéines impliquées dans 

l’immunité et l’inflammation.  
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Le domaine TIR joue un rôle essentiel dans la signalisation par les TLRs. En effet, une 

mutation ponctuelle dans les séquences codant ce domaine du récepteur TLR-4 

(remplacement de la proline en position 712 par une histidine) abolit la réponse au LPS 

(Poltorak, 1998). Les TLRs interagissent, par l’intermédiaire de ce domaine, avec une 

molécule adaptatrice contenant elle-même un domaine TIR. Cinq molécules adaptatrices ont 

été identifiées (O’Neill, 2003) :  

- MyD88,  

- TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein) également appelé MAL (MyD88 

adaptor-like), 

- TRIF (TIR-domain-containing adaptor inducing interferon-beta) ou TICAM-1 (TIR-

containing adaptor molecule 1),  

- TRAM (TRIF-related adaptor molecule) ou TICAM-2 (TIR-containing adaptor 

molecule 2) ou TIRP (TIR-containing protein), 

- SARM (sterile α and HEAT–Armadillo motifs) dont le rôle dans la signalisation des 

TLRs n’est toutefois pas cependant claire (O’Neill, 2003). 

L’existence de voies de signalisation différentes médiées par des molécules adaptatrices 

spécifiques pour chacun des TLRs peut ainsi expliquer les réponses biologiques distinctes 

obtenues après activation via leurs ligands respectifs. 

MyD88 (myeloid differentiation primary-response protein 88) est la molécule 

adaptatrice la mieux caractérisée. Deux voies de signalisation distinctes faisant intervenir ou 

non MyD88 ont été identifiées : elles sont respectivement appelées voie MyD88 dépendante 

et voie MyD88 indépendante.  

 

 

IV.4.1 -  Voie de signalisation MyD88 dépendante 

 

La voie de signalisation MyD88 dépendante engendre l’activation des facteurs de 

transcription NFκB, IRF et des MAP kinases (MAPKs). 

 

 

� Voies conduisant à l’activation de NF-κB et des MAPKs (figure 7) 
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Figure 7   : Schématisation des voies MyD88 dépendantes aboutissant à l’activation de NF-

κB et des MAPKs (adapté de Kawai, 2006) 

 

MyD88 joue un rôle critique dans la signalisation de tous les TLRs à l’exception de 

TLR3 (Alexopoulou, 2001). 

Le facteur MyD88 contient un domaine de mort (DD pour death domain) du côté N-

terminal qui lui permet d’interagir avec les sérine/thréonine kinases à domaine DD de la 

famille IRAK (IL-1R-associated kinase) et donc de jouer le rôle d’adaptateur entre les TLRs 

et ces kinases. La première étape de l’activation de la voie en aval de MyD88 correspond au 

recrutement de IRAK-4 puis à l’association avec IRAK-1. L’association IRAK/MyD88 

entraîne l’hyperphosphorylation d’IRAK-1 par elle même mais également par la kinase 

IRAK-4 (Li, 2002). 

Tollip, une molécule adaptatrice identifiée à l’origine dans la signalisation impliquant 

IL-1 (Burns, 2000), joue un rôle crucial à cette étape de la voie de signalisation MyD88 

 Cytoplasme 

Noyau 

TLR 

Transcription de nombreux gènes 
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dépendante. En effet, cette molécule est capable d’interagir avec le domaine TIR de TLR-2 et 

TLR-4 : en formant un complexe avec IRAK-1, elle bloque sa phosphorylation et empêche 

ainsi l’activation de NF-κB. Après stimulation du TLR engagé, IRAK-1 phosphoryle Tollip 

ce qui engendre la dissociation du complexe Tollip/MyD88/IRAK ainsi que la dégradation de 

l’inhibiteur Tollip. Tollip correspond donc à une molécule adaptatrice régulant de façon 

négative les voies de signalisation médiées par les TLRs permettant ainsi de limiter la 

production de médiateurs pro-inflammatoires au cours d’une inflammation et d’une infection 

(Zhang, 2002). 

Une fois phosphorylé, IRAK-1 se dissocie du complexe récepteur puis interagit avec la 

protéine TRAF-6 (tumour necrosis factor receptor-associated factor 6) (Suzuki, 2002). TRAF-

6 active alors un hétérodimère constitué de 2 protéines d’ubiquitination appelées Uev1A 

(ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1) et Ubc13 (ubiquitin-conjugating enzyme 13) 

(Deng, 2000 ; Wang., 2001) qui engendrent la polyubiquitination de TRAF-6 et lui permettent 

ainsi de s’associer au complexe formé par TAK1 (TGF-β-activated kinase), TAB1 (TAK1-

binding protein 1), TAB2 et TAB3 (Shibuya, 1996 ; Takaesu, 2000 ; Besse, 2007). TAB1, 2 

et 3 constituent des protéines adaptatrices. TAB1 augmente l’activité kinase de TAK1 

(Shibuya, 1996), alors que TAB2 et TAB3, qui sont 2 homologues, permettent la dimérisation 

TAK1/TRAF-6 (Takaesu, 2000 ; Ishitani, 2003). 

Le complexe TAK1/TAB1/TAB2/TAB3 ainsi activé entraîne la phosphorylation de la 

kinase de IκB (Inhibitor-κB) connue sous le nom de IKK. Le complexe IKK qui est constitué 

de IKKa, (ou IKK1), IKKb (ou IKK2) et IKKg (ou NEMO pour NF-κB essential modulator) 

phosphoryle alors IkB, l’inhibiteur cytoplasmique de NF-κB, ce qui provoque sa dégradation 

et par conséquent la translocation nucléaire des sous-unités p50/p65 du facteur de 

transcription NF-κB (Muzio, 2000).  

TAK1/TAB1/TAB2/TAB3 peut également agir comme une MAP kinase kinase kinase 

(MAPKKK ou MEKKK) (Yamaguchi, 1995) et phosphoryler des protéines MAP kinases 

kinases (MKK ou MEKK). Ainsi, TAK1 peut activer MKK3 et MKK6 qui phosphorylent à 

leur tour la MAPK p38, mais également MKK4 et MKK7 qui activent JNK (c-Jun N-terminal 

kinases) (Kyriakis, 2001). Les MAPKs ERK-1 (extracellular signal-regulated kinase-1) et 

ERK-2 sont également activées en réponse aux TLRs. Cette activation passe par la 

phosphorylation de MKK1 et MKK2 (Shapiro, 1998). 

Les membres de la famille AP-1 (Activator Protein-1) représentent la cible principale 
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des MAPKs. Il s’agit d’homodimères ou d’hétérodimères composés de membres de la famille 

des facteurs de transcription à domaine bZIP. Cette famille regroupe c-jun, junB, junD, c-Fos 

et ATF1/2 (Activation Transcription Factor 1/2), qui s’associent grâce à leur domaine bZIP 

(leucine à glissière) pour former un complexe jun-jun, jun-fos, ou jun-ATF (jun-activating 

transcription factor). Les MAPKs peuvent également activer d’autres facteurs de transcription 

tels que Elk-1 qui fait partie de la famille des protéines Ets et qui est capable d’induire c-Fos, 

ou encore c-myc. Ainsi, JNK active c-Jun, ATF-2 et Elk-1. La protéine p38 active, quant à 

elle, ATF-2 et Elk-1 et le facteur ERK est responsable de l’activation d’Elk-1 (Ferrer, 2003). 

Les différentes voies de signalisation faisant intervenir les MAPKs sont représentées sur la 

figure 8. 
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Figure 8  : Schématisation des voies de signalisation des MAPKs 

 

D’autres membres de la famille des MAPKKKs sont impliqués dans la voie de 

signalisation des TLRs aboutissant à l’activation des MAPKs. Ainsi, Tpl2 (Tumor 

progression locus kinase 2) intervient via une voie dépendante de ERK dans l’induction du 
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TNF-α par le LPS (Dumitru, 2000) et ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) active les 

kinases JNK et p38 (Matsuzawa, 2005). Un autre membre de la famille des MAPKKKs est 

capable d’engendrer la stimulation de NF-κB via TRAF-2 : il s’agit de NIK (NF-κB-inducing 

kinase) (Malinin, 1997). 

Par ailleurs, Ecsit (Evolutionarily Conserved Signaling Intermediate in Toll pathways), 

qui correspond à un autre adaptateur, intervient dans l’activation de MKK1, aboutissant ainsi 

à la phosphorylation de JNK, p38 mais aussi IKK (Kopp, 1999). 

Une autre molécule cytoplasmique à domaine TIR est impliquée dans la signalisation 

MyD88 dépendante. Il s’agit du cofacteur TIRAP/MAL. Il possède un domaine TIR du côté 

carboxy-terminal mais aucun domaine DD du coté N-terminal contrairement à MyD88. Il joue 

le rôle de cofacteur de MyD88 en aval de TLR-2 et TLR-4 (Horng, 2002 ; Yamamoto, 2002).  

 

Finalement, NF-κB et les facteurs de transcription induits par les MAPKs régulent 

l’expression inductible de gènes codant pour des cytokines impliquées dans l’inflammation 

telles que l’IL-8, le TNF-α (tumor necrosis factor-alpha) et l’IL-12, ou encore des molécules 

d’adhésion comme ICAM-1, des molécules chimioattractives, des protéines anti-apoptotiques 

et des enzymes comme iNOS et COX-2 (Boldrick, 2002) ainsi que les molécules 

costimulatrices CD80 et CD86 (Medzhitov, 1997). 

 

� Voies conduisant à l’activation des facteurs IRF 

Les protéines IRFs constituent une famille de facteurs de transcription capables de 

reconnaître la région ISRE (IFN-stimulated response elements) du promoteur des gènes 

induits par ces IFN. Une fois phosphorylés, ces facteurs de transcription forment des 

hétérodimères, sont transloqués vers le noyau et se lient aux régions ISRE ce qui déclenche 

l’expression de l’interféron de type I et/ou de gènes induits par l’interféron (Akira, 2006). 

 
� Induction d’IFN de type I via IRF-7 (figure 9) 
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Figure 9  : Schématisation des voies de signalisation impliquant IRF-7 (adapté de Kawai, 

2006) 

 

La stimulation des TLR-7, -8 et -9 peut également conduire à la production d’IFN de 

type I via IRF-7. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes, en particulier, peuvent produire 

des quantités importantes d’IFN de type I en réponse à une infection virale. TRAF-6 et 

MyD88 interagissent directement avec IRF-7. IRAK-1 est ensuite recruté ce qui conduit à la 

phosphorylation d’IRF-7 et donc à son activation (Honda, 2005 ; Kawai, 2004).  

 

� Production de cytokines pro-inflammatoires indépendante de NF-κB et des 

MAPKs via IRF-5 

Un autre membre de la famille des facteurs IRF intervient au cours de la voie de 

signalisation MyD88 dépendante et engendre la production de cytokines pro-inflammatoires 

comme TNF-α, IL-6, ou IL-12 via TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-7 et TLR-9. Il s’agit d’IRF-5. 

En effet, la production de cytokines pro-inflammatoires est altérée dans des cellules de souris 

IRF5 -/- (Moynagh, 2005). 

Cytosol 

IFN de type I Noyau 
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De la même façon qu’IRF-7, IRF-5 s’associe avec le complexe MyD88 et TRAF-6 

(Takaoka, 2005). Des travaux ont en outre montré qu’IRF-5 est exprimé au niveau des 

cellules B (Barnes, 2001).  

 

IV.4.2 -  Voie de signalisation MyD88 indépendante 

 

Cette voie conduit à l’activation des facteurs de transcription NF-κB et des MAPKs 

(avec une cinétique plus lente que MyD88) mais également du facteur IRF-3, débouchant 

ainsi sur la production d’IFN-β (Hoebe, 2003 ; Yamamoto, 2003) et sur l’induction des gènes 

dépendants des IFN (Kawai, 2001).  

 

� Voie conduisant à l’activation de NF-κB et des MAPKs 

Il existe aussi une voie de signalisation indépendante de MyD88 pour TLR-3 et TLR-4. 

En effet, il a été montré que dans le cas de souris MyD88-/-, l’induction de NF-κB en réponse 

au LPS ou au dsRNA n’est pas abolie mais retardée. Pourtant, la maturation des cellules 

dendritiques de ces souris se traduisant par l’induction de molécules costimulatrices n’est pas 

affectée (Alexopoulou, 2001). Cette voie utilise une autre molécule à domaine TIR, connue 

sous le nom de TRIF ou TICAM-1, pour initier la transduction du signal. TRIF interagit 

directement avec TRAF-6 via ces 3 domaines de liaison (figure 10).  
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Figure 10  : Schématisation des voies de signalisation impliquant TLR-3 et TLR-4 et 

aboutissant à l’activation de NF-κB et des MAPKs 
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De plus, dans le cas de TLR-3, il a été montré que TRAF-6 contient un motif RHIM 

(Rip homotypic interaction motif) qui lui permet d’interagir avec les protéines de la famille 

RIP telles que RIP1 et RIP3. Dans le cas de souris déficientes en RIP1, des études ont montré 

que l’activation de NF-κB via TLR-3 était abolie. L’interaction RIP1/TRIF est donc 

responsable de l’induction de NF-κB dans la voie de signalisation faisant intervenir TLR-3. 

De plus, le rôle de RIP3 n’est pas complètement élucidé : il régulerait de façon négative 

l’activation de NF-κB (Meylan, 2004) (figure 10). 

La protéine TRAM, fonctionne comme un cofacteur de TRIF en aval de TLR-4 mais pas 

de TLR-3 dans la voie de signalisation MyD88 indépendante (Yamamoto, 2003). En effet, la 

production d’IFN-β via TLR-4 et les cascades de signalisation sont abolies dans le cas de 

souris déficientes pour TRAM (Yamamoto, 2003) (figure 11). 
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Figure 11  : Schématisation de la production d’interféron de type I via IRF-3 et IRF-7 
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� Voies conduisant à l’activation des facteurs IRF 

L’activation de TLR-3 et TLR-4 peut conduire à l’activation d’IRF-3 dans la voie de 

signalisation MyD88 indépendante (Moynagh, 2005) ainsi que d’IRF-7 (Taniguchi, 2002 ; 

Honda, 2005). Contrairement à IRF-3 qui est constitutivement exprimé dans le cytoplasme de 

la plupart des cellules et qui induit l’expression d’interféron-β (Hiscott, 1999) et de 

chemokines (Lin, 1999), l’expression d’IRF-7 qui est restreinte aux cellules lymphoïdes peut 

être induite, dans les autres cellules, par une stimulation d’IFN de type I via IRF-3 et conduit 

à l’expression d’IFN-α et d’IFN-ß (Au, 1998). La stimulation des TLRs entraîne la 

phosphorylation de la partie C terminale d’IRF-3 ce qui aboutit à un changement de 

conformation, à son homodimérisation puis à sa dimérisation avec des motifs ISRE présents 

dans le promoteur des gènes IFN-β. Cela conduit alors à l’activation d’un facteur de 

transcription appelé ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3), constitué de STAT1 (signal 

transducer and activator of transcription 1), STAT2 et IRF-9. ISGF3 induit à son tour 

l’expression d’IRF-7 (Nakaya, 2001) (figure 10). 

Les kinases TBK1 (TANK-binding kinase 1) également connues sous le nom T2K ou 

NAK (NF-κB-activating kinase) et IKK-i (inducible IκB kinase) également appelée IKK-ε ont 

été identifiées comme des kinases phosphorylant IRF-3 et IRF-7 (Fitzgerald, 2003; Sharma, 

2003). Des études expérimentales réalisées chez des souris TBK1 -/- et IKKi -/- ont montré 

que ces kinases sont responsables des réponses IFN médiées par TRIF (Hemmi, 2004 ; 

McWhirter, 2004; Perry, 2004). En outre, la protéine NAP1 est une protéine qui se lie à TRIF 

et qui pourrait induire l’oligomérisation et l’activation de TBK1. L’induction d’interféron-ß 

par TLR-3 et TLR-4 est donc médiée par une voie de signalisation faisant intervenir la voie de 

signalisation TRAM–TRIF–NAP1–TBK1 (Sasai, 2005). Par ailleurs, une association de 

TRAF-3 avec TRIF et IRAK-1 a été rapportée (Häcker, 2006 ; Oganesyan, 2006).  

De plus, indépendamment de TRIF, l’activation de TLR-3 induit la phosphorylation de 

deux résidus tyrosine et le recrutement de PI3K. Celle-ci, au travers de la voie de signalisation 

PI3K/Akt est également responsable de l’activation du facteur de transcription IRF-3. Bien 

que non essentielle, cette voie contribue à l’activation maximale de l’IRF-3 (Sarkar, 2004). 

L’activation de IRF-3 via TLR-4 peut utiliser une autre voie de signalisation. En effet, la 

sous unité p65 de NF-κB a été détectée au niveau des complexes ISRE après activation via 

TLR-4 mais pas via TLR-3. Ces résultats indiquent par conséquent que l’activation des ISRE 

médiée par IRF-3 via TLR-4 nécessite la sous unité p65 de NF-κB (Wietek, 2003).  
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IV.5 -  Expression des TLRs 
 

IV.5.1 -  Localisation cellulaire 

 

Les TLRs présentent une localisation différente selon les ligands qu’ils reconnaissent et 

la cellule dans laquelle ils sont exprimés. Ainsi, les TLRs qui sont activés par les PAMPs 

bactériens et fongiques (c’est à dire TLR-1, -2, -4, -5 et -6) sont exprimés à la surface 

cellulaire (Hopkins, 2005 ; Takeda, 2003). Il est important de noter que ces TLRs peuvent 

aussi être exprimés dans l’appareil de Golgi. Cette expression n’est pas nécessaire pour la 

signalisation par ces récepteurs mais représente un pool latent de TLRs (Latz, 2002).  

Les TLRs impliqués dans la réponse aux acides nucléiques (TLR-3, -7, -8, -9) sont 

exprimés dans les vésicules endosomales (Hopkins, 2005 ; Takeda, 2003). Les produits issus 

des bactéries et virus qui utilisent cette voie pour pénétrer chez l’hôte ou qui sont capturés par 

phagocytose sont alors détectés dans ces compartiments par les TLRs correspondants.  

TLR-3 constitue un cas particulier puisque sa localisation cellulaire dépend de la cellule 

dans laquelle il est exprimé. En effet, dans des lignées cellulaires fibroblastiques humaines, 

des données expérimentales ont démontré son expression à la surface cellulaire (Matsumoto, 

2002), alors qu’il est exprimé au niveau des vésicules endosomales dans les cellules 

dendritiques humaines d’origine myéloïde (Matsumoto, 2003). Sa localisation dépendrait 

d’une région cytoplasmique appelée "région linker" située dans la boîte 3 du domaine TIR 

(Funami, 2004 ; Nishiya, 2005). Cette région n’est pas conservée entre les différents TLRs. 

Ainsi, il a été rapporté que le signal de localisation cellulaire de TLR-7 se trouve dans le 

domaine transmembranaire (Nishiya, 2005). En raison de la forte homologie de cette région 

entre TLR-7, -8, et -9, il a été postulé que TLR-8 et TLR-9 sont également localisés au niveau 

des vésicules endosomales du fait du signal contenu dans leur domaine transmembranaire 

(Takeda, 2003 ; Nishiya, 2005).  

 

IV.5.2 -  Expression cellulaire et tissulaire 

 

Les TLRs sont exprimés au niveau d’un grand nombre de cellules et de tissus incluant 

les cellules endothéliales, les monocytes et les cellules présentatrices d’antigènes comme les 
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cellules dendritiques, les macrophages et les cellules B (Janeway, 2002). L’expression des 

différents TLRs varie de façon importante en fonction du type et du niveau d’activation 

cellulaire. Ainsi, les monocytes et les macrophages expriment tous les TLRs sauf TLR-3 alors 

que dans le cas des cellules dendritiques, l’expression de ces PRRs dépend de la sous-

population des cellules dendritiques (Hopkins, 2005 ; Takeda, 2003 ; Zarember, 2002 ; 

Muzio, 2000). 
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Dans le cadre de la LLC-B, différents travaux portant sur des protocoles de vaccination 

anti-tumorale ont montré la possibilité d’induire, in vitro, une réponse cellulaire spécifique 

des cellules tumorales (Trojan, 2000 ; Harig, 2001 ; Vuillier, 2003). Toutefois, malgré la 

présence de CTLs, les cellules tumorales survivent souvent en raison de leur faible 

immunogénicité.  

 

 
Le travail présenté ici a tout d’abord consisté en l’étude du profil d’expression des 

TLRs en cytométrie de flux, à l’aide d’un panel extensif d’anticorps spécifiques. Cette étude 

a comparé les profils d’expression au niveau de lymphocytes B circulants et de lymphocytes 

B amygdaliens issus d’individus sains, et au niveau de cellules B de LLC-B. 

 
Dans un deuxième temps, nous avons analysé l’effet de la stimulation avec les ligands 

des TLRs exprimés au niveau des lymphocytes B tumoraux et comparé les résultats obtenus à 

ceux résultant de la même stimulation sur des lymphocytes B sains amygdaliens. Pour ce faire, 

cinq approches ont été utilisées :  

♦ une analyse en cytométrie de flux des niveaux d’expression des molécules de 

costimulation et de présentation a permis de déterminer les conditions de stimulation 

optimales. 

♦ une analyse cytomorphologique de manière à étudier l’aspect des cellules après 

stimulation. 

♦ la méthode TUNEL pour évaluer l’apoptose de ces cellules B.  

♦ l'analyse séquentielle d'un marquage au CFSE (carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl 

ester) pour mesurer la prolifération cellulaire. 

♦ une étude de la sécrétion de cytokines, en cytométrie de flux, à partir de surnageants de 

culture de lymphocytes B tumoraux ou sains, stimulés ou non, avec des ligands de TLRs. 

Enfin, une analyse fonctionnelle de ces cellules, activées ou non, a été entreprise dans 

un modèle de stimulation allogénique pour mesurer leur capacité à activer des lymphocytes T 

naïfs. 

L’objectif principal de cette étude est d’augmenter l’immunogénicité des cellules B 

tumorales en les transformant en cellules présentatrices efficaces de leur propre idiotype 

et capables d’induire des réponses de type TH1 et cytotoxiques. Pour cela, nous avons 

choisi d’utiliser comme stratégie adjuvante une activation par des agonistes des TLRs. 
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I - PATIENTS ET PRELEVEMENTS  
 
 

I.1 -  Cellules tumorales issues des patients  
 

Quarante sept patients, 17 femmes et 30 hommes, âgés de 41 à 84 ans (moyenne d’âge 

de 64.7 + 0.3 ans) ont été inclus dans ce projet. Ils étaient tous suivis en consultation par le 

Professeur Pierre Feugier dans le service d’Hématologie Adulte et Médecine Interne du 

Professeur Pierre Lederlin (Centre Hospitalier Universitaire de Nancy). Tous les patients ont 

été informés oralement de l’étude et leur consentement éclairé écrit et signé a été recueilli. 

Leur participation à ce travail avait été approuvée par le Comité Local d’Ethique de Nancy. 

Les prélèvements, constitués de 2 tubes de 6 mL de sang total prélevé sur EDTA, ont été 

réalisés dans le cadre habituel des bilans sanguins nécessaires pour l’exploration et le suivi 

des LLC-B. Tous les stades de Binet ont été considérés afin d’évaluer de possibles différences 

entre les patients. Trente sept patients étaient au stade A, 3 au stade B et 7 au stade C. Au 

moment de l'étude, 5 de ces patients étaient traités par du chlorambucil, du cyclophosphamide 

ou de la prednisone.  

Les suspensions cellulaires de 18 patients ont permis de déterminer le profil 

d’expression des TLRs. L’efficacité des différents facteurs de stimulation utilisés a été 

analysée par une étude immunophénotypique chez 9 patients. La prolifération et l’apoptose 

ont également été évaluées pour ces patients. La production des cytokines a été analysée dans 

les surnageants de suspensions cellulaires stimulées ou non provenant de 19 patients. Enfin, 

une analyse fonctionnelle des capacités des lymphocytes B de patients atteints de LLC-B a été 

réalisée dans un modèle de stimulation allogénique chez 5 patients.  

 
I.2 -  Cellules saines utilisées comme témoins 

 
I.2.1 -  Cellules issues du sang périphérique de volontaires 

sains 

 
Des prélèvements de sang périphérique de 28 sujets normaux, comprenant 13 femmes et 

15 hommes, âgés de 21 à 59 ans (moyenne d’âge de 40 + 2.3 ans) provenant de l’EFS de 
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Nancy ont été inclus dans cette étude. Un consentement éclairé écrit et signé a été recueilli 

pour chacun de ces volontaires. Ces prélèvements ont permis de constituer le groupe témoin 

permettant de définir les valeurs de référence de l’expression des TLRs sur les lymphocytes B.  

 
I.2.2 -  Cellules amygdaliennes 

 
Les amygdales constituent une source importante de lymphocytes B matures où ils 

représentent 50 à 60% des cellules totales. Nous avons choisi de nous intéresser aux organes 

lymphoïdes secondaires que constituent les amygdales palatines qui, par leur emplacement, 

sont mises en cause lors d’infections à répétition ou peuvent présenter chez le jeune enfant 

une hypertrophie gênante conduisant à prescrire leur ablation.  

Les amygdales palatines obtenues lors d’une amygdalectomie thérapeutique chez 32 

enfants âgés de 1 à 10 ans (moyenne d’âge de 4.6 + 0.3 ans) ont été incluses dans cette étude. 

Douze prélèvements ont permis de définir les valeurs de référence de l’expression des TLRs 

sur les lymphocytes B. D’autre part, l’effet de la stimulation des différents TLRs a été testé 

par une analyse en cytométrie de flux de l’expression des signaux de costimulation, de la 

prolifération cellulaire et de l’apoptose sur 24 spécimens. La production des cytokines a été 

analysée dans les surnageants de suspensions cellulaires d’amygdales palatines stimulées ou 

non provenant de 18 patients. L’efficacité des signaux d’activation a ensuite été évaluée dans 

un modèle de stimulation allogénique à partir des cellules de 6 sujets. 

 

� Méthode 

Les amygdales, enveloppées dans une compresse imbibée de sérum physiologique, ont 

été acheminées au laboratoire immédiatement après l’intervention chirurgicale. Un fragment 

d’environ 0.5 cm3 a été prélevé sur chaque échantillon de tissu frais et émincé à l’aide de 

ciseaux dans du RPMI 1640 (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA). Les cellules ont été 

dissociées en utilisant un Potter en verre et les lymphocytes amygdaliens ont été isolés par 

centrifugation sur gradient de densité comme décrit dans le paragraphe I.4. 

 

I.3 -  Les cellules répondantes  
 

Des concentrés leuco-plaquettaires provenant de l’EFS du Centre Hospitalier 
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Universitaire de Nancy ont été obtenus à partir de volontaires supposés sains. Les cellules de 

22 patients ont été utilisées comme cellules répondantes dans les réactions mixtes 

lymphocytaires. 

 
I.4 -  Isolement des cellules 

 

La séparation des lymphocytes à partir de sang périphérique, de concentrés leuco-

plaquettaires ou de suspensions cellulaires amygdaliennes a été réalisée par centrifugation sur 

gradient de Ficoll-Hypaque. 

 

I.4.1 -  Principe  

 

Cette technique repose sur les différences de densité que présentent les globules rouges, 

les polynucléaires, les lymphocytes et les monocytes. Les éléments figurés du sang, placés sur 

un milieu Ficoll-Hypaque de densité 1.077, correspondant à la densité des lymphocytes, 

subissent durant la centrifugation une migration différentielle qui conduit à leur séparation en 

plusieurs fractions. A l’interface entre le sang et le Ficoll-Hypaque, les érythrocytes sont 

agrégés en raison du grand nombre de polymères que contient le Ficoll-Hypaque. La densité 

des agrégats étant supérieure à celle du Ficoll-Hypaque, les érythrocytes sédimentent au fond 

du tube. La densité des granulocytes (plus sensibles que les lymphocytes aux variations de 

pression osmotique) s’élève dans une solution hyperosmotique et par conséquent ces 

polynucléaires sédimentent également au fond du tube. Les lymphocytes restent à l’interface 

échantillon/milieu de sédimentation et se rassemblent en un anneau opaque surnageant au 

dessus du Ficoll-Hypaque. Les monocytes se retrouvent dans la phase supérieure qui contient 

également le plasma riche en plaquettes (figure 12) (Boyum, 1976). 
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Figure 12  : Séparation des lymphocytes d’une suspension cellulaire par gradient de Ficoll-

Hypaque 

 

I.4.2 -  Matériel 

 

− Centrifugeuse (Jouan, St Herblain, France) 

 

I.4.3 -  Réactifs 

 

− Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed, Oslo, Norvège) 

− RPMI 1640 supplémenté en L-glutamine et en bicarbonate de sodium (Sigma) 

− Ultroser (Gibco, Paisley, Ecosse) 

− Hepes (Eurobio, Paris, France) 

− Sérum de veau fœtal ou SVF (PAA Laboratories GmbH, Pashing, Autriche) 

− Mélange d’antibiotiques (pénicilline (10000 U/mL), streptomycine (10000 µg/mL), 

fungizone (25 µg/mL) (Gibco-BRL-Life Technologies, Rockville, Maryland, USA) 

− Solution de Hank’s (Hank’s’Balanced Salt Solution, Sigma) 

 

I.4.4 -  Méthode 

 

Environ 10 mL de suspension cellulaire amygdalienne ou de sang total périphérique 

dilués au demi dans du RPMI 1640 ou 5 mL de concentré leuco-plaquettaire dilué au quart 

Sang ou concentré leuco-
plaquettaire ou cellules 

amygdaliennes  
dilués dans du RPMI 

Plasma 

PBMC 

Lymphoprep 

Érythrocytes + 
polynucléaires 

Centrifugation Lymphoprep 
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sont déposés doucement sur 10 mL de Ficoll-Hypaque sans mélanger les 2 phases. 

L’ensemble est centrifugé à 600 g pendant 30 minutes à température ambiante. Les 

lymphocytes sont ensuite recueillis en prélevant l’anneau cellulaire formé à l’interface et 

lavés deux fois dans du RPMI 1640.  

Une numération des cellules contenue dans la suspension finale est réalisée. Pour les 

cultures cellulaires, les suspensions cellulaires ont été ajustées à 5x106 cellules/mL dans du 

RPMI 1640 supplémenté avec 2% d’Ultroser ou 10% de SVF selon les expériences réalisées, 

en présence d’1% d’Hepes et d’1% d’antibiotiques. Pour l’immunophénotypage des cellules 

B de LLC-B à J0 et l’étude du profil d’expression des TLRs, les suspensions cellulaires 

obtenues après isolement sur Ficoll-Hypaque ont été remises en suspension à la concentration 

de 5x106 cellules/mL dans du milieu de Hank’s. 

 

II -   EXPLORATIONS PHENOTYPIQUES ET FONCTIONNELLES 
EN CYTOMETRIE DE FLUX  
 
 

II.1 -  Cytométrie de flux 
 

L’immunophénotypage des cellules de LLC-B, l’étude du profil d’expression des TLRs, 

l’immunophénotypage des cellules B amygdaliennes et tumorales avant et après stimulation, 

l’analyse de l’apoptose et de la prolifération de ces cellules, le dosage des cytokines dans les 

surnageants de culture des suspensions cellulaires stimulées ou non ainsi que le phénotypage 

des lymphocytes T après culture mixte lymphocytaire ont été réalisés par cytométrie de flux.  

 

II.1.1 -  Principe 

 
Cette technique permet une analyse qualitative et quantitative précise de cellules 

marquées de manière directe ou indirecte par des anticorps conjugués à un ou plusieurs 

fluorochromes. 

L’analyse est réalisée dans un système fluidique très fin sous pression. Les cellules en 

suspension sont guidées dans un fin capillaire de liquide de gaine, où elles vont, l’une après 
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l’autre, traverser le faisceau d’un laser émettant une lumière cohérente à une longueur d’onde 

spécifique permettant d'exciter le ou les fluorochromes présents sur/dans chaque cellule. Les 

fluorochromes ainsi excités émettent un signal lumineux dans une longueur d’onde spécifique 

de chacun d'eux. 

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. Des 

filtres optiques sont placés avant ces détecteurs et permettent de séparer dans le rayonnement 

émis les différentes longueurs d’onde de façon à ce que seules la longueur d’onde 

correspondant à l’émission d’un fluorochrome spécifique soit recueillie par chaque détecteur : 

par exemple, comme l’isothiocyanate de fluorescéine émet dans le vert, un filtre absorbant à 

525 nm est utilisé (figure 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 13  : Représentation schématique du système de la fluorescence du cytomètre de flux  

 (adapté de http://www.cardiff.ac.uk/medic/aboutus/departments/haematology 

 /resources/biomed04.ppt#306,11,Diapositive 11) 

 

Chacun des fluorochromes va donc émettre une fluorescence qui sera séparée et 

transformée en signal électrique. Son intensité, exprimée par un numéro de canal, sera 

convertie en valeurs numériques qui seront analysées sur un ordinateur : on visualisera les 

résultats sur un écran par des histogrammes. 
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Hormis la fluorescence, d’autres propriétés de la cellule sont analysées. La lumière 

diffractée selon le même axe que la lumière du laser est détectée dans le canal "Forward 

Scatter" (FS). Cette valeur est proportionnelle à la taille de la cellule analysée et peut donc 

permettre de distinguer les cellules vivantes des cellules mortes. Les signaux indésirables tels 

que les débris cellulaires peuvent ainsi être exclus de l’analyse. La lumière diffractée selon un 

axe perpendiculaire au trajet de la lumière du laser est quant à elle détectée dans le canal 

"Side Scatter" (SS) et témoigne du contenu de la cellule (figure 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 14  : Principe de détection du "Forward Scatter" (FS) et du "Side Scatter" (SS)  

(adapté de http://www.cyto.purdue.edu/flowcyt/educate/theory/fluiopti/sld035.htm) 

 

Ce signal dépend ainsi du rapport nucléocytoplasmique, des granulations 

cytoplasmiques et de la réfringence de la cellule. Ce paramètre analyse la diffraction du laser 

liée aux organites intracellulaires. Il reflète l’aspect plus ou moins granuleux du cytoplasme 

des cellules.  

L’affichage simultané des paramètres FS, SS traités par le logiciel, visualise chaque 

cellule sur l'écran sous forme de point. C’est le cytogramme, nuage de signaux punctiformes, 

qui apparaît. La formation d’un nuage de points plus dense permet de placer une fenêtre 

d’intérêt englobant la population cellulaire à étudier.  
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Pour une même cellule, plusieurs paramètres de morphologie et de fluorescence sont 

enregistrés simultanément. L’analyse peut donc se faire selon un paramètre donné (analyse 

monoparamétrique) ou en associant deux paramètres (analyse biparamétrique) 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 ou encore les coefficients de variation. 

 

II.2 -  Immunophénotypage des LLC-B 
 

II.2.1 -  Principe 

 
L’analyse immunophénotypique des lymphocytes B tumoraux a été réalisée, par 

cytométrie de flux, après marquage direct ou indirect à l’aide d’un panel étendu 

d’immunophénotypage des LLC-B permettant notamment de classer les patients selon les 

critères de Matutes (Matutes, 1994). D’autre part, la proportion de lymphocytes T a été 

évaluée par quadruple marquage direct et l’absence de cellules myéloïdes a été vérifiée par 

l’utilisation des anticorps monoclonaux anti-CD14, CD13 et CD33.  

L’expression des différentes molécules recherchées a été déterminée en relevant, d’une 

part, le pourcentage des sous-populations de cellules positives pour chaque marqueur étudié et 

également la moyenne de l’intensité de fluorescence de ces événements (MFI : Mean 

Fluorescence Intensity). 

 

II.2.2 -  Matériel 

 

− Centrifugeuse (Jouan, St Herblain, France) 

− Station de travail Coulter TQ-Prep (Beckman Coulter) 

− Cytomètre de flux (FC 500, Beckman Coulter, Fullerton, Californie, USA) 
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II.2.3 -  Réactifs 

 
− Phosphate Buffered Saline (PBS) : NaCl 140mM (NORMAPUR®, Prolabo, Paris, 

France), KCl 2,5mM (Prolabo), KH2PO4 1,8mM (Acros Organics, New-Jersey, USA), 

Na2HPO4, 2H2O 10mM (Merck Eurolab Polylabo, Créteil, France) 

− SVF (PAA Laboratories) 

− Milieu de Hank’s (Sigma) 

− Anticorps de lapin anti-immunoglobulines de souris couplé à la fluorescéine (Dako, 

Glostrup, Danemark) 

− Paraformadéhyde (Sigma)  

 

Les anticorps monoclonaux utilisés sont indiqués dans le tableau 8. 
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Tableau 7 Liste des anticorps monoclonaux utilisés pour l’immunophénotypage des patients 

atteints de LLC-B 

 

Anticorps Clone Isotype (espèce) Fabricant 

CD19-FITC 

(fluorescein isothiocyanate) 
J4.119 IgG1 (souris) 

CD5-PE 

(phycoerythrin) 
BL1A IgG2a (souris) 

Beckman-Coulter, Miami, Floride, 

USA 

CD45-FITC B3821F4A IgG2b (souris) 

CD4-RD1 

(rhodamine) 
SFCI12T4D11 IgG1 (souris) 

CD8-ECD 

(phycoerythrin–texas red) 
SFCI21Thy2D3 IgG1 (souris) 

CD3-PC5 

(phycoerythrin–cyanin 5) 
UCHT1 IgG1 (souris) 

Beckman-Coulter 

FMC7-FITC FMC7 IgM (souris) Beckman-Coulter 

CD13 SJ1D1 IgG1κ (souris) Beckman-Coulter 

CD14 My4 IgG2b (souris) Beckman-Coulter 

CD33 My9 IgG2b (souris) Beckman-Coulter 

CD22 SJ10.1H11 IgG1 (souris) Beckman-Coulter 

CD23 M-L233 IgG1κ (souris) 
Beckton Dickinson, Franklin Lakes, 

New-Jersey, USA 

CD79b-FITC SN8 IgG1κ (souris) 
Dako Cytomation, Glostrup, 

Danemark 

Fab-FITC  IgG (chèvre) 
Nordic Immunology, Tilburg, Pays-

Bas 
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II.2.4 -  Méthode 

 

� Immunophénotypage des lymphocytes tumoraux par double 

marquage CD19/CD5  

L’étude de la coexpression CD19/CD5 est réalisée sur sang total avec un anticorps anti-

CD19 couplé à l’isothiocyanate de fluorescéine et un anticorps anti-CD5 couplé à la 

phycoérythrine.  

Cinquante µL de sang périphérique de patients atteints de LLC-B ont été incubés 30 

minutes à 4°C avec 5 µL du mélange d’anticorps monoclonaux d’intérêt. Les globules rouges 

ont ensuite été lysés grâce à la station de travail Coulter Q-Prep. Ce système présente l’avantage 

de permettre la lyse des érythrocytes et la fixation des leucocytes en trois étapes parfaitement 

chronométrées. Il s’agit d’un système automatisé qui permet l’addition séquentielle : 

� d’acide formique (1.2 mg/L) jouant le rôle d’agent de lyse.  

� de carbonate de sodium (6 g/L) / chlorure de sodium (14.5 g/L) / sulfate de sodium 

(31.3 g/L) : cette solution tampon joue le rôle de stabilisateur et neutralise la lyse 

formique. 

� de paraformaldéhyde (10 g/L) qui permet de fixer les cellules. 

Les échantillons ont ensuite été conservés à 4°C à l’obscurité avant d’être analysés par 

cytométrie de flux. 

 

Les données ont été analysées à l’aide des histogrammes suivants : 

� un histogramme biparamétrique Structure/Taille qui donne accès à des 

informations sur la taille et la morphologie de la cellule. Sur ce cytogramme ou 

scattergramme, chaque cellule est représentée par un point dont les coordonnées 

indiquent la granularité cellulaire en abscisse et la taille de la cellule en ordonnée. La 

corrélation de ces deux paramètres permet de différencier les 3 sous-populations 

leucocytaires (lymphocytes, monocytes et granulocytes) qui apparaissent sous forme 

de nuages de points autour desquels sont définies des fenêtres d’intérêt. Les 

polynucléaires ont une granulosité supérieure à celle des monocytes pour une taille 

quasiment équivalente. Les lymphocytes ont une taille et une granularité inférieure à 

celles des deux autres populations leucocytaires. Les signaux indésirables tels que 
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les débris cellulaires peuvent être détectés et exclus de l’analyse sur leurs critères de 

petite taille et faible granularité. De la même façon, les agrégats situés très haut dans 

la partie supérieure de l’écran peuvent être exclus de la région à étudier. Une fenêtre 

d’intérêt (ou Bitmap) a été placée au niveau de chacune des 3 sous-populations. 

Seules les cellules contenues dans la Bitmap "lymphocytes" ont été étudiées dans la 

suite des analyses. 

� un histogramme biparamétrique FITC/PE : cet histogramme permet de 

différencier, au niveau des lymphocytes, les populations cellulaires marquées en 

FITC (FL1) (quadrant AI4), en PE (FL2) (quadrant AI1) ou à la fois en FITC et PE 

(quadrant AI2), ce qui correspond aux cellules exprimant à la fois CD19 et CD5.  

 

Un exemple de l’ensemble de ces histogrammes est présenté dans la figure 15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15  : Exemple d’histogrammes biparamétriques utilisés pour l’immunophénotypage 

des lymphocytes B tumoraux par double marquage CD19/CD5 

 

Les valeurs relevées étaient le pourcentage de lymphocytes marqués pour chaque molécule d’intérêt et la 

moyenne d’intensité de fluorescence de chacune des populations simplement marquée, doublement 

marquée ou non marquée, caractéristique de la densité antigénique de chaque marqueur sur les cellules. 
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� Immunophénotypage des lymphocytes T par quadruple 

marquage (CD45/CD3/CD4/CD8) 

L’immunophénotypage des lymphocytes T a été réalisé selon une stratégie similaire à 

l’aide d’un mélange d’anticorps monoclonaux conjugués à des fluorochromes différents.  

 

Les histogrammes suivants ont été générés pour chaque prélèvement étudié :  

� un histogramme biparamétrique CD45/Taille qui exprime la taille des cellules en 

fonction du logarithme de l’intensité de fluorescence CD45-FITC. 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 appelée 

Bitmap A. Seules les cellules contenues dans cette Bitmap ont été étudiées dans la 

suite des analyses.  

� un histogramme monoparamétrique CD3/count permettant de comptabiliser le 

nombre de cellules exprimant le marqueur CD3-PC5 au sein des lymphocytes de la 

Bitmap A. 

� un histogramme biparamétrique CD3/CD8 permettant de déterminer le 

pourcentage de cellules exprimant le marqueur CD3 (quadrant J4), le marqueur 

CD8-ECD (quadrant J1) et les cellules doublement marquées exprimant à la fois les 

marqueurs CD3 et CD8 (quadrant J2). 

� un histogramme biparamétrique CD3/CD4 permettant de déterminer le 

pourcentage de cellules exprimant le marqueur CD3 (cadre I4), le marqueur CD4-

RD1 (quadrant I1) et les cellules doublement marquées exprimant à la fois les 

marqueurs CD3 et CD4 (quadrant I2). 

 

Un exemple de l’ensemble de ces histogrammes est présenté dans la figure 16. 
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Figure 16  : Exemple d’histogrammes monoparamétrique et biparamétriques utilisés pour 

l’immunophénotypage des lymphocytes T par quadruple marquage 

 

� Immunophénotypage des lymphocytes tumoraux par simple 

marquage 

Pour les marquages indirects réalisés avec des anticorps monoclonaux non conjugués à 

un fluorochrome (CD20, CD22, CD23, CD79β, CD14, CD13 et CD33), 50 µL de suspension 

cellulaire obtenue après isolement des PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) ont 

d’abord été incubés avec 5 µL d’un anticorps primaire non-conjugué dirigé contre la molécule 

étudiée. Après lavage avec 1 mL de solution de rinçage constituée de Hank’s supplémenté 

avec 0.1% de SVF, les échantillons ont été centrifugés 5 minutes à 600 g puis incubés avec 10 

µL d’une solution contenant un anticorps secondaire de lapin anti-immunoglobulines de 

souris conjugué au FITC. Un rinçage a été à nouveau effectué et 300 µL de paraformaldéhyde 

1% en PBS ont été ajoutés au culot cellulaire afin de fixer les cellules. Les cellules ont été 
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conservées à 4°C jusqu’à leur analyse en cytométrie de flux.  

Pour l’étude des marqueurs directement conjugués (anti-FMC7-FITC, anti-CD79β-FITC 

et chaînes lourdes et légères des immunoglobulines), 50 µL d’une suspension cellulaire 

lymphocytaire isolée à partir du sang périphérique ont été incubés 30 minutes à 4°C dans 

l’obscurité en présence des anticorps conjugués à l’isothiocyanate de fluorescéine. Les 

cellules ont ensuite été lavées avec 1 mL de solution de rinçage et fixées avec 300 µL de 

paraformaldéhyde 1% en PBS puis conservées à 4°C jusqu’à leur analyse en cytométrie de 

flux.  

Pour chaque prélèvement étudié, les données ont été analysées à l’aide des 

histogrammes suivants (figure 17) : 

� un histogramme biparamétrique Structure/Taille permettant d’identifier les 

populations cellulaires analysées et de placer la fenêtre d’intérêt englobant la 

population lymphocytaire. 

� un histogramme monoparamétrique FITC/Count : il permet d’analyser la 

répartition de l’intensité de fluorescence dans la population cellulaire comprise dans 

la Bitmap retenue. Grâce à des curseurs d’intégration, il est possible de définir des 

sous-groupes pour lesquels sont calculés le pourcentage de cellules marquées et 

l’intensité de fluorescence moyenne. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17  : Exemple d’histogrammes biparamétrique et monoparamétrique utilisés pour 

l’immunophénotypage des cellules de LLC-B par simple marquage direct et 

indirect. 
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II.3 -  Etude de l’expression des TLRs 
 

II.3.1 -  Principe 

 

Le profil d’expression des TLRs au sein des sous-populations lymphocytaires B 

circulantes saines et pathologiques a été étudié par un panel d’anticorps dirigés contre les 

différents TLRs (TLR-2 à 10). L’expression des TLRs a été déterminée au niveau des cellules 

B à l’aide d’un double marquage. Les TLR-2 et -4 sont exprimés à la surface cellulaire. Par 

contre, pour les autres TLRs (TLR-3, -6, -7, -9 et -10), un marquage intracytoplasmique a été 

réalisé après perméabilisation des cellules.  

 

II.3.2 -  Matériel 

 

− Centrifugeuse (Jouan, St Herblain, France) 

− Cytomètre de flux (FC 500, Beckman Coulter, Fullerton, Californie, USA) 

 

II.3.3 -  Réactifs 

 

− Anticorps : 

• Anti-TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-6 et TLR-9-FITC (Imgenex, San Diego, 

Californie, USA) 

• Anti-TLR-7 et TLR-10 (Imgenex) 

• Anti-CD19-ECD (Beckman Coulter) 

• Anticorps de porc anti-lapin couplé à la fluorescéine (Dako) 

− IntraStain (Dako) 

− Solution de rinçage : solution de Hank’s (Sigma) + 0.1% de SVF (PAA laboratoires) 

− Paraformadéhyde (Sigma) 1% en PBS  
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II.3.4 -  Méthodes 

 
L’étude des différents TLRs a été réalisée, dans une première série d’analyses, au niveau 

des cellules B CD19+ et, dans une deuxième série d’analyses, au niveau des cellules 

CD19+CD5+ et CD19+/CD5-. 
 

� TLR-2 et TLR-4 

Cinquante µL d’une suspension cellulaire ajustée à 5x106 cellules/mL ont été incubés 15 

minutes à température ambiante et à l’obscurité avec 2 µL de l’anticorps monoclonal dirigé 

contre le TLR étudié et soit 5 µL d’anticorps anti-CD19-ECD soit 5 µL d’anticorps anti-

CD19-PC7 et 5 µL d’anti-CD5-PC5. Ces mélanges ont ensuite été lavés avec 2 mL de 

solution de rinçage et centrifugés 5 minutes à 600 g. Après élimination du surnageant, les 

cellules ont été fixées avec 300 µL de paraformaldéhyde et les échantillons ont été conservés 

à 4°C jusqu’à analyse en cytométrie de flux.  

 

� TLR-3, TLR-6 et TLR-9 

Cinquante µL d’une suspension cellulaire ajustée à 5x106 cellules/mL ont été incubés 15 

minutes à température ambiante et à l’obscurité avec soit 5 µL d’anticorps anti-CD19-ECD 

soit avec 5 µL d’anticorps anti-CD19-PC7 et 5 µL d’anti-CD5-PC5. Cent µL de réactif A du 

kit InstraStain ont ensuite été ajoutés afin de fixer les cellules et le mélange a été incubé 15 

minutes à température ambiante et à l’obscurité. Un lavage a été réalisé avec 2 mL de solution 

de rinçage puis 100 µL de réactif B InstraStain permettant la perméabilisation des cellules 

ainsi que 2 µL d’anticorps monoclonal spécifique des TLRs ont été ajoutés au culot cellulaire. 

Le mélange a été incubé 15 minutes à température ambiante et à l’obscurité. Deux mL de 

solution de rinçage ont ensuite été ajoutés pour laver les cellules. Après élimination du 

surnageant, les cellules ont été fixées avec 300 µL de paraformaldéhyde et les échantillons ont 

été conservés à 4°C jusqu’à analyse en cytométrie de flux.  

 

� TLR-7 et TLR-10 

Le mode opératoire est le même que TLR-3, TLR-6 et TLR-9 mais l’incubation avec le 

réactif B Intrastain et l’anticorps anti-TLR a été suivie d’un lavage, et de l’ajout de 2 µL 

d’anticorps secondaire de porc anti-immunoglobulines de lapin conjugué à la fluorescéine. Le 

mélange a ensuite été incubé 15 minutes à température ambiante et à l’obscurité puis lavé. 
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Trois cents µL de paraformaldéhyde ont été ajoutés afin de fixer les cellules avant l’analyse 

en cytométrie de flux.  

Des contrôles isotypiques ont été réalisés, en parallèle, à la surface cellulaire, après 

perméabilisation et avec des immunoglobulines de porc anti-lapin couplées à la fluorescéine 

de façon à déterminer le seuil de positivité du marquage, l’intensité de fluorescence de base 

pour chaque fluorochrome et à calculer les MFI relatives.  

 

Pour l’étude des TLRs au niveau des cellules B CD19+, les données ont été analysées à 

l’aide des histogrammes suivants (figure 18) :  

� un histogramme biparamétrique Structure/Taille : cet histogramme permet de 

repérer les populations cellulaires analysées et de placer la fenêtre d’intérêt 

englobant la population lymphocytaire. 

� un histogramme biparamétrique CD19-ECD/Structure qui permet de déterminer, 

au niveau des lymphocytes compris dans la fenêtre retenue, les cellules exprimant le 

marqueur CD19. Une Bitmap a été placée au niveau des cellules CD19+. 

� un histogramme monoparamétrique FITC/Count : cet histogramme permet de 

différencier, au sein des lymphocytes exprimant CD19, les cellules exprimant le 

TLR d’intérêt.  
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Figure 18  : Exemple d’histogrammes biparamétriques et monoparamétrique utilisés pour 

l’étude du profil d’expression des différents TLRs au niveau des lymphocytes B 

CD19+ sains et tumoraux. 

 

Pour l’analyse du profil d’expression des TLRs au niveau des cellules CD19+/CD5- et 

CD19+/CD5+, les histogrammes suivants ont été générés pour chaque prélèvement étudié 

(figure 19):  

� un histogramme biparamétrique Structure/Taille : cet histogramme permet de 

repérer les populations cellulaires analysées et de placer la fenêtre d’intérêt 

englobant la population lymphocytaire. 

� un histogramme biparamétrique CD5-PC5/CD19-PC7 permettant de différencier, 

au niveau des lymphocytes compris dans la fenêtre retenue, les cellules CD19+ et 

CD5+ (cadre D), et les cellules CD19+ et CD5- (cadre B). 

� deux histogrammes monoparamétriques TLR/Count  permettant de 

comptabiliser le nombre de cellules exprimant le TLR étudié respectivement au sein 
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des lymphocytes du cadre D (CD19+/CD5+) et des lymphocytes du cadre B 

(CD19+/CD5-). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19  : Exemple d’histogrammes biparamétriques et monoparamétriques utilisés pour 

l’étude du profil d’expression des TLRs au niveau des cellules B CD19+CD5- et 

CD19+ CD5+  

 

II.4 -  Stimulation des cellules B saines et 
pathologiques via des ligands de TLRs 

 

Nous avons évalué l’effet de la stimulation de ligands respectivement spécifiques de 

TLR-4, de TLR-7 et de TLR-9 sur des cellules B amygdaliennes et pathologiques sur 

T
a
il
le

Structure CD5-PC5
C
D
1
9
-
PC
7

Cellules CD19+/CD5- Cellules CD19+/CD5+

TLRTLR



 93 

plusieurs jours, et à différentes concentrations. Suite à des travaux précédents réalisés au 

laboratoire par le Docteur Kennel, nous avons choisi d’utiliser le PMA comme contrôle de 

stimulation positif.  

Pour chaque stimulation, les suspensions cellulaires sont placées dans un milieu de 

culture contenant les nutriments et les facteurs de croissance nécessaires à leur survie et dans 

des conditions optimales (atmosphère humide, enrichie en CO2, à 37°C) en présence ou non 

d’agent de stimulation. Ces cellules sont manipulées dans des conditions limitant les risques 

de contamination sous hotte à flux laminaire. 

 

II.4.1 -  Matériel 

 

− Hotte stérile à flux laminaire (SSVAM 19, ESI, Cachan, France) 

− Etuve à CO2 (IR Sensor CO2 incubator, Sanyo, Tokyo, Japon) 

 

II.4.2 -  Réactifs 

 

− Chambres de culture Costar 12 puits (Corning incorporated, New-York, USA) 

− RPMI 1640 supplémenté en L-glutamine et en bicarbonate de sodium (Sigma) 

− Antibiotiques (Pénicilline 10 000 U/mL, Streptomycine 10 000 mg/mL, Fungizone 

25mg/mL) (Gibco) 

− Hepes (Eurobio) 

− LPS provenant d’Escherichia Coli 0111:B4 (Sigma) 

− Imiquimod R837 (Invivogen, San Diego, Californie, USA). 

− ODN M362 (5’-TCGTCGTCGTTCGAACGACGTTGAT-3, Invivogen) 

− ODN M362 contrôle (5’-TGCTGCTGCTTGCAAGCAGCTTGAT-3, Invivogen)  

− Phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA ≥ 99%, Sigma) 

− Solution de rinçage : solution de Hank’s (Sigma) + 0.1% de SVF (PAA laboratoires) 
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II.4.3 -  Méthode 

 

Les suspensions cellulaires tumorales et amygdaliennes ont été stimulées avec quatre 

concentrations d’imiquimod R837, ligand de TLR-7 : 2 µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL et 20 

µg/mL. Pour évaluer l’effet de l’engagement de TLR-9, ces mêmes suspensions cellulaires 

ont été stimulées avec 0.25 µM, 0.5 µM, 1 µM d’ODN M362 et 1 µM d’ODN M362 contrôle. 

Quatre concentrations de LPS qui est un ligand de TLR-4 ont également été testées : 1 µg/mL, 

10 µg/mL, 100 µg/mL et 200 µg/mL. Enfin, les cellules B tumorales et saines ont été activées 

par du PMA à la concentration de 5 µg/L. Cette concentration a été choisie d’après des 

travaux antérieurs du Docteur Anne Kennel et a permis de réaliser des puits contrôles de 

stimulation positive. 

Chaque suspension cellulaire a été mise en culture, en présence ou non d’agents de 

stimulation, dans du RPMI 1640 supplémenté avec 2% d’Ultroser, 1% de tampon Hepes, 1% 

d’antibiotiques et a été incubée dans des chambres de plaques de culture Costar 12 puits 

stériles à raison de 1,5 mL par puits (5x106 cellules/mL) pendant 24, 48 et 72 heures dans une 

étuve à saturation de vapeur d’eau, 37°C et 6% de CO2.  

 
II.5 -  Analyse immunophénotypique des cellules B 
saines et tumorales stimulées 

 

II.5.1 -  Principe 

 
Pour chaque suspension cellulaire amygdalienne ou issue de patients atteints de LLC-B, 

la maturation des cellules stimulées a été évaluée par une analyse immunophénotypique avec 

une série de marqueurs dirigés contre des molécules d’activation ou de costimulation : CD40, 

CD80, CD83, CD86, CD54, CD58, CD38, CD138, HLA-DR. Les pourcentages de cellules T 

et de cellules B tumorales ont également été analysés respectivement par un quadruple 

marquage (CD45/CD3/CD4/CD8) et un double marquage CD19/CD5 comme décrit plus haut. 

 

 

 



 95 

II.5.2 -  Matériel 

 
− Centrifugeuse (Jouan) 

− Cytomètre de flux (EPICS XL, Beckman Coulter) 

− Coulter CXP software tetraCXP System 

 

II.5.3 -  Réactifs 

 

− Solution de lavage : solution de Hank’s (Sigma) avec 0.1% de SVF (PAA laboratories) 

− Anticorps de lapin anti-immunoglobulines de souris couplé à la fluorescéine (Dako) 

− Paraformadéhyde (Sigma) 1% en PBS 

− Fluorosphères (Flow-Count spheres, Beckman Coulter) 

 

Les anticorps monoclonaux utilisés sont indiqués dans le tableau 9. 
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Tableau 8 Anticorps monoclonaux utilisés pour l’immunophénotypage des suspensions 

cellulaires stimulées 

 

Anticorps Clone Isotype (espèce) Fabricant 

CD40 MAB89 IgG1 (souris) Beckman-Coulter 

CD80 MAM104 IgG1 (souris) Beckman-Coulter 

CD83 HB15a IgG2b (souris) Beckman-Coulter 

CD86 HA5.2B7 IgG2b (souris) Beckman-Coulter 

CD54 84H10 IgG1 (souris) Beckman-Coulter 

CD58 AICD58 IgG2a (souris) Beckman-Coulter 

CD38 T16 IgG1 (souris) Beckman-Coulter 

CD138 BB4 IgG1 (souris) Beckman-Coulter 

HLA-DR B8.12.2 IgG2b (souris) Beckman-Coulter 

CCR7-FITC 150503 IgG2a (souris) 
R&D System, Minneapolis, 

Minnesota, USA 

CD19-FITC J4.119 IgG1 (souris) 

CD5-PE BL1A IgG2a (souris) 

Beckman-Coulter 

CD45-FITC B3821F4A IgG2b (souris) 

CD4-RD1 SFCI12T4D11 IgG1 (souris) 

CD8-ECD SFCI21Thy2D3 IgG1 (souris) 

CD3-PC5 UCHT1 IgG1 (souris) 

Beckman-Coulter 
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II.5.4 -  Méthode 

 

Cinquante µL de suspension cellulaire stimulée ou non avec le PMA, le LPS, 

l’imiquimod R837, les ODN M362 contrôles et les ODN M362 ont d’abord été incubés avec 

5 µL d’un anticorps primaire non-conjugué dirigé contre la molécule étudiée. Le mélange a 

ensuite été lavé avec 2 mL de solution de rinçage puis incubé avec 10 µL d’une solution 

contenant un anticorps secondaire de lapin anti-immunoglobulines de souris conjugué à 

l’isothiocyanate de fluorescéine. Un deuxième rinçage a été effectué à nouveau avec 1 mL de 

solution de RPMI supplémenté avec 0.1% de SVF et les cellules ont été centrifugées 5 min à 

600 g. Le surnageant a été éliminé et 300 µL de paraformaldéhyde 1% en PBS ont été ajoutés 

afin de fixer les cellules. Les cellules ont été conservées à 4°C jusqu’à leur analyse en 

cytométrie de flux. 

Des contrôles isotypiques ont été réalisés permettant ainsi de déterminer l’intensité de 

fluorescence de base pour chaque fluorochrome et de calculer les MFI relatives. 

Pour chacune des suspensions cellulaires, les histogrammes générés ont été étudiés 

comme décrit dans les paragraphes II.4.1, II.4.2 et II.4.3. 

Pour certains échantillons, le nombre absolu de cellules a été déterminé en ajoutant 50 

µL de fluorosphères à 50 µL de chaque suspension cellulaire stimulée ou non. Le programme 

d’analyse du cytomètre établit alors automatiquement la numération de chaque population 

d’intérêt. 

 

II.6 -  Analyses morphologiques 
 

II.6.1 -  Principe  

 
 Les cellules des différentes suspensions cellulaires sont étalées par cytocentrifugation sur 

une lame de verre : la force centrifuge projette les cellules sur la lame de verre sur laquelle 

elles adhèrent et le liquide est absorbé par un papier filtre percé en son centre au calibre de la 

pastille de cytospin fixée sur la lame. Les lames sont ensuite fixées et colorées puis observées 

par microscopie optique.  
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II.6.2 -  Matériel  

 
− Cytocentrifugeuse (Cytospin 2, Shandon, Runcorn, Royaume-Uni) 

− Microscope (U-AN, Olympus, Tokyo, Japon) 

− Caméra et logiciel d’analyse d’images (Olympus BX60) 

 

II.6.3 -  Réactifs 

 
− PBS 1X 

− Set de coloration Diff-Quik® (Düdingen, Suisse) 

 

II.6.4 -  Méthode  

 
 Cinquante µL d’une suspension cellulaire ont été déposés dans le fond des cônes de 

chaque chambre de centrifugation et centrifugés 5 min à 400 tours/min. Après séchage de 

l’étalement à l’air libre, les cellules ont ensuite été colorées avec le set de coloration rapide 

Diff-Quik® qui est comparable à la technique de Pappenheim (May-Grunwald-Giemsa) selon 

les recommandations du fournisseur. Les lames ont été trempées 5 x 1 seconde dans le réactif 

Solution fixative, égouttées, trempées dans le réactif Solution colorante I 5 x 1 seconde, 

égouttées à nouveau puis trempées dans la Solution colorante II. Les lames ont ensuite été 

rincées à l’eau, séchées à l’air libre puis observées par microscopie optique. 

 

II.7 -  Evaluation de la prolifération des cellules 
stimulées 

 
La prolifération des suspensions cellulaires a été étudiée par marquage avec du CFSE. 

 
II.7.1 -  Principe 
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Le CFDA-SE (carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester) qui constitue le 

précurseur du CFSE (carboxy-fluorescein succinimidyl ester) est capable de diffuser 

largement dans les cellules et possède deux groupements acétate qui le rendent non 

fluorescent. Il faut noter qu’en raison de sa nature lipophile, ce composé peut, à ce stade, 

également ressortir des cellules. Une fois ce précurseur internalisé, des estérases 

intracellulaires hydrolysent ses groupements acétate et le CFDA-SE devient alors le CFSE qui 

est intensément fluorescent et moins lipophile que son précurseur. Son groupement 

succinimidyl lui permet d’interagir avec les groupements amines des protéines intracellulaires 

via des liaisons amide très stables. Les molécules fluorescentes ainsi obtenues peuvent, dans 

certains cas, être rapidement dégradées ou encore sortir de la cellule (CFR1). Dans les autres 

cas, les conjugués sont incapables de sortir de la cellule (CFR2) et le marquage covalent 

obtenu sur ces protéines est très stable à long terme (figure 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20  : Représentation schématique des différentes étapes du marquage des cellules avec 

le CFSA-DE (adapté de Parish, 1999) 
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Le groupement carbonyl situé entre les positions 5 et 6 du cycle groupement benzène indique que le 

colorant est un mélange des isomères 5 et 6-carbonyl. 

 

Ce marquage durable permet d’utiliser cette molécule pour suivre la prolifération des 

cellules in vivo et in vitro (Parish, 1999). La fluorescence des protéines marquées se distribue 

de façon égale entre les cellules filles, ce qui permet de suivre la prolifération cellulaire, par la 

décroissance du signal fluorescent, en cytométrie de flux.  

 

II.7.2 -  Matériel 

 

− Centrifugeuse (Jouan) 

− Cytomètre de flux (FC 500, Beckman Coulter) 

 

II.7.3 -  Réactifs 

 

− CFSE (Molecular Probes, Eugene, Oregon) 

− PBS 1x 

− RPMI 1640 (Sigma) 

− Plaques de culture de 96 puits (COSTAR Stripwell, Corning) 

 

II.7.4 -  Méthode 

 

A J0, les suspensions cellulaires ont été incubées à 5x106 cellules/mL avec 5µM de 

CFDA-SE pendant 10 minutes à 37°C. Cinq volumes de RPMI 1640 froid ont été ajoutés de 

manière à "absorber" le CFSE libre et le mélange a été incubé 5 minutes sur glace. Les 

suspensions cellulaires marquées ont ensuite été lavées 3 fois avec du RPMI, remises en 

suspension à une concentration de 5x106 cellules/mL dans du RPMI 1640 supplémenté avec 

2% d’Ultroser, 1% de tampon Hepes, 1% d’antibiotiques en présence ou non de facteurs de 

stimulation puis cultivées dans des plaques de culture de 96 puits pendant 1, 2, 3 jours et dans 
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certains cas jusqu’à 7 jours à 37°C sous atmosphère enrichie à 6% de CO2. Les cellules ont 

été recueillies après culture, lavées avec du PBS et fixées avec du paraformaldéhyde à 1% 

dans du PBS puis analysées par cytométrie de flux. Les cellules en prolifération ont été 

estimées par la décroissance de la MFI du CFSE.  

 

Pour chaque prélèvement étudié, les données ont été analysées à l’aide des 

histogrammes suivants (figure 21) : 

� un histogramme biparamétrique Structure/Taille permettant d’identifier les 

populations cellulaires analysées et de placer la fenêtre d’intérêt englobant la 

population lymphocytaire. 

� un histogramme monoparamétrique CFSE/Count : il permet d’analyser la 

répartition de l’intensité de fluorescence du CFSE au sein de la fenêtre d’intérêt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21  : Exemples d’histogrammes biparamétrique et monoparamétrique utilisés pour 

l’étude de la prolifération après marquage par le CFSE des suspensions cellulaires 

stimulées ou non  
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l’intégrité de la membrane plasmique au début du processus, une relocalisation des organites 

cytoplasmiques, une condensation de la chromatine puis la fragmentation du noyau et du 

cytoplasme. La cellule se scinde en corps apoptotiques, délimités par une membrane intacte, 

contenant des organelles, des fragments nucléaires et un cytoplasme condensé. On observe 

également des clivages de l’ADN en fragments de haut poids moléculaires ou de petits poids 

moléculaires (clivage entre les nucléosomes) après l’activation d’endonucléases endogènes. 

Le recrutement d’enzymes spécifiques que sont les aminophosphatidyl translocases entraîne 

la translocation de la phosphatidylsérine de la face interne à la face externe de la membrane 

plasmique.  

 

La méthode TUNEL permet de mettre en évidence in situ la fragmentation de l’ADN 

nucléaire qui signe l’engagement définitif de la cellule dans la mort cellulaire programmée. 

Elle est basée sur le marquage des extrémités 3’OH libres des fragments d’ADN par la 

TdT (terminal déoxynucléotide transférase) : cette enzyme catalyse l’accrochage de 

nucléotides marqués au niveau de ces extrémités 3’-OH libres générés au cours de l’apoptose 

(figure 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22  : Représentation schématique du principe de la méthode TUNEL  

(adapté de https://www.roche-applied-science.com/PROD_IFN/MANUALS/ 

CELL_MAN/apoptosis_033_035.pdf) 

 

Les nucléotides sont marqués à la fluorescéine et peuvent ainsi être détectés par 

cytométrie de flux.  
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II.8.2 -  Matériel 

 

− Centrifugeuse (Jouan) 

− Cytomètre de flux (FC 500, Beckman Coulter) 

 

II.8.3 -  Réactifs 

 

− Roche Molecular Biochemicals In Situ Cell Death Detection kit, Fluorescein (Roche 

Molecular Biochemicals, Indianapolis, Indiana) 

− PBS 1x 

− Paraformaldéhyde (Sigma) dilué à 4% dans du PBS 

− Triton X-100 (Merck, Darmstadt, Allemagne) dilué à 0,1% dans une solution de citrate de 

sodium (Sigma) à 0.1% 

− Anticorps monoclonal anti-CD19-ECD (Beckman Coulter) 

 

II.8.4 -  Méthode 

 

La présence d’apoptose a été évaluée par la méthode TUNEL selon les instructions du 

fournisseur. Des aliquotes de 100 µL de chaque culture cellulaire stimulée ou non avec des 

ODN CpG et GpC, de l’imiquimod ou du PMA ont été fixés avec du paraformaldéhyde dilué 

à 4% dans du PBS pendant une heure à température ambiante, lavés avec du PBS, centrifugés 

5 minutes à 600 g puis perméabilisés grâce à du Triton X-100 dilué à 0,1% dans une solution 

de citrate de sodium à 0.1% pendant 5 minutes sur glace. Les cellules ont ensuite été une 

nouvelle fois lavées avec du PBS puis resuspendues dans 25 µL d’un mélange contenant des 

dUTP conjugués à la fluorescéine et de la TdT et incubées pendant une heure à 37°C. Après 

marquage, les cellules ont été lavées avec du PBS, centrifugées 5 minutes à 600 g, puis fixées 

avec du paraformaldéhyde à 1% et analysées par cytométrie de flux. 

Pour les contrôles négatifs, le protocole est identique mais la TdT n’a pas été ajoutée.  
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Pour certaines suspensions cellulaires, un marquage avec un anticorps anti-CD19-ECD 

ou avec un anticorps anti-CD3-ECD a été réalisé avant marquage par la méthode TUNEL. 

 

Chacune des suspensions cellulaires stimulées ou non a été analysée selon les 

histogrammes suivants (figure 23) :  

� un histogramme biparamétrique Structure/Taille permettant d’identifier les 

populations cellulaires analysées et de placer la Bitmap "Lymphocytes totaux" au 

niveau des lymphocytes 

� un histogramme monoparamétrique TUNEL/count permettant d’analyser la 

répartition de l’intensité de fluorescence dans la population cellulaire comprise dans 

la Bitmap retenue. Grâce à des curseurs d’intégration, il est possible de calculer le 

pourcentage de cellules marquées et l’intensité de fluorescence moyenne. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23  : Exemples d’histogrammes biparamétrique et monoparamétrique utilisés pour 

l’étude de l’apoptose des suspensions cellulaires de LLC-B et amygdaliennes 

stimulées ou non 

 

Pour les suspensions cellulaires qui ont été incubées avec l’anticorps anti-CD19-ECD, des 

histogrammes supplémentaires ont été générés (figure 24) : 

� un histogramme biparamétrique CD19-ECD/Structure qui permet d’identifier, 

parmi les lymphocytes définis dans la Bitmap "Lymphocytes totaux", les cellules 

exprimant le marqueur CD19. 

� un histogramme monoparamétrique TUNEL/count : permettant d’analyser la 

répartition de l’intensité de fluorescence des lymphocytes exprimant le marqueur 

CD19. 
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Figure 24  : Exemples d’histogrammes biparamétrique et monoparamétrique générés pour 

évaluer l’apoptose des cellules B saines et pathologiques 

 

De la même façon, pour les cellules incubées avec un anticorps anti-CD3-ECD, les 

histogrammes suivant ont été analysés (figure 25) : 

� un histogramme biparamétrique ECD/Structure qui permet d’identifier, parmi 

les lymphocytes définis dans la Bitmap "Lymphocytes totaux", les cellules 

exprimant le marqueur CD3. 

� un histogramme monoparamétrique TUNEL/count : cet histogramme permet 

d’étudier la répartition de l’intensité de fluorescence des lymphocytes CD3+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25  : Exemples d’histogrammes biparamétrique et monoparamétrique générés pour 

évaluer l’apoptose des cellules T  
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II.9 -  Evaluation de la sécrétion de cytokines par les 
différentes suspensions cellulaires stimulées ou non 

 

II.9.1 -  Principe 

 

Le dosage des cytokines IFN-γ, IL-1ß, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, 

TNF-α et TNF-β présentes dans les surnageants de culture a été réalisé en cytométrie en flux 

par le kit "FlowCytomix human Th1/Th2 11plex Kit". Cette méthode permet la quantification 

simultanée de 11 cytokines, dans un faible volume d’échantillon (25 µL) par une technique 

apparentée à un ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Elle est basée sur 

l’utilisation de deux types de microbilles de diamètres 4.4 et 5.5 µm comprenant 

respectivement cinq et six microbilles d’intensités de fluorescence rouge distinctes : elles sont 

marquées par le Starfire RedTM dont l’émission maximale se situe entre 685 et 690 nm. Ces 

microbilles sont recouvertes chacune d’un anticorps de capture dirigé contre une interleukine 

spécifique, différente pour chaque bille. Ces anticorps capturent les cytokines éventuellement 

présentes dans le liquide testé. Cette fixation est proportionnelle à la concentration de 

cytokines et est révélée par un mélange d’anticorps également dirigés contre chacune des 

cytokines recherchées. Ces anticorps sont couplés à la biotine et sont enfin marqués par 

fixation de streptavidine conjuguée à la phycoérythrine (figure 26). Les interleukines mises en 

évidence peuvent alors être quantifiées grâce à une gamme de titration réalisée avec une série 

de standards. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26  : Représentation schématique du principe de la technique d’analyse d’interleukines 

par la technologie FlowCytomix (Bender MedSystems). 
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II.9.2 -  Matériel 

 

− Centrifugeuse (Jouan) 

− Cytomètre de flux (FC 500, Beckman Coulter) 

− Logiciel d’analyse "FlowCytometrix Pro 2.1 Software" 

 

II.9.3 -  Réactifs 

 

− Trousse de dosage "FlowCytomix human Th1/Th2 11plex Kit" (Bender MedSystems 

GmbH, Vienne, Autriche) 

 
II.9.4 -  Méthode 

 
Une gamme standard de dilutions est réalisée pour chaque cytokine étudiée. Les 

gammes de dilutions des cytokines IFN-γ, IL-1ß, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, 

TNF-α et TNF-β comprenaient 8 points de gamme : 20000 pg/mL, 6666.7 pg/mL, 2222.2 

pg/mL, 740.7 pg/mL, 246.9 pg/mL, 82.3 pg/mL, 27.44 pg/mL et 0 pg/mL. 

La gamme de dilution du standard IL-8 s’étendait de 10000 pg/mL à 0 pg/mL (10000 

pg/mL, 3333 pg/mL, 1111.1 pg/mL, 370.4 pg/mL, 123.5 pg/mL, 41.15 pg/mL, 13.7 pg/mL et 

0 pg/mL)  

Vingt-cinq µL du mélange de toutes les billes ainsi que 50 µL du mélange des 

conjugués biotine spécifiques de chacune des billes ont été ajoutés à 25 µL de surnageants de 

culture à doser ou à 25 µL de chaque point de gamme. Le mélange a été incubé 2 heures à 

température ambiante et à l’obscurité avant d’être lavé 2 fois avec 1 mL de tampon 1x et 

centrifugé à 200 g pendant 5 minutes. Cinquante µL de streptavidine marquée à la 

phycoérythrine ont ensuite été ajoutés au culot. Le mélange a été incubé 1 heure à température 

ambiante puis rincé à nouveau 2 fois avec 1 mL de tampon 1x. Après élimination du 

surnageant, 500 µL de tampon 1x ont été ajoutés et les échantillons ont été conservés à 4°C 

jusqu’à analyse par cytométrie de flux.  
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Un exemple des histogrammes générés par cytométrie de flux sont présentés sur la 

figure 27 et 28. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27  : Exemple d’histogramme biparamétrique utilisé pour discriminer des deux 

populations de billes utilisées pour le dosage des cytokines dans les surnageants de 

culture des suspensions cellulaires stimulées ou non 

 

Les fenêtres R1 et R2 englobent respectivement les microbilles de diamètres 5.5  et 4,4 µm. 

 

La figure 28 représente la fluorescence de base des deux populations de microbilles contenues 

dans R1 (A) et R2 (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28  : Fluoresecence de base des deux populations de microbilles 
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II.10 -  Etude fonctionnelle : réaction mixte 
leucocytaire  

 

II.10.1 -  Principe 

 

La réaction mixte lymphocytaire explore la prolifération lymphocytaire T spécifique 

d’une réponse allogénique. Cette méthode consiste à mettre en culture deux populations 

lymphocytaires issues de deux individus différents. Dans la réaction mixte lymphocytaire 

unilatérale ou unidirectionnelle, l’une des deux populations est irradiée ce qui permet de 

bloquer sa prolifération. La population inactivée est dite stimulante et l’autre population est 

dite répondante. Cette technique implique une réponse proliférative lymphocytaire résultant 

de la différence de spécificité des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de 

classe II entre les deux populations lymphocytaires. La population T répondante reconnaît les 

déterminants allogéniques de l’autre ce qui induit une transformation blastique. La population 

de cellules stimulantes est mise en présence de deux populations de cellules répondantes 

différentes, dans deux tests distincts, afin d’augmenter la probabilité que les lymphocytes T 

"répondeurs" possèdent un phénotype HLA différent de celui des cellules tumorales et à 

pouvoir proliférer. Idéalement, ce phénotype HLA devrait être connu pour chaque patient 

testé, ce qui est irréalisable en pratique. 

 

Les mesures de prolifération cellulaire des réactions lymphocytaires mixtes en présence 

des cellules tumorales et amygdaliennes ont été réalisées par cytométrie de flux après 

marquage des cellules répondantes au CFSE.  

 

II.10.2 -  Matériel 

 

− Centrifugeuse (Jouan) 

− Cytomètre de flux (FC 500, Beckman Coulter) 
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II.10.3 -  Réactifs 

 

− Plaques de culture de 96 puits (Corning) 

− CFSE (Molecular Probes) 

− PBS 1x 

− RPMI 1640 supplémenté en L-glutamine et en bicarbonate de sodium (Sigma)  

− Antibiotiques (Pénicilline 10 000 U/mL, Streptomycine 10 000 mg/mL, Fungizone 

25mg/mL) (Gibco) 

− Hepes (Eurobio) 

− SVF (PAA Laboratories) 

− Phytohemagglutinin-L (PHA-L) (Sigma) 

− Anticorps : 

• Anticorps anti-CD3-ECD (Beckman Coulter) 

• Anticorps anti-CD4-PC5 (Beckman Coulter) 

• Anticorps anti-CD8-PC7 (Beckman Coulter) 

− Paraformaldéhyde (Sigma) 1% en PBS 

 

II.10.4 -  Méthode 

 

Les cellules mononuclées issues de concentrés leuco-plaquettaires ont été marquées au 

CFSE comme décrit dans le paragraphe VII.2. Cent µL de cellules mononuclées marquées ont 

été ensuite remises en suspension dans du milieu de culture complet dans du RPMI 1640 

supplémenté avec 5% de SVF, 1% de tampon Hepes, 1% d’antibiotiques à la concentration de 

2x106 cellules/mL. Cette suspension cellulaire a été répartie à raison de 100 µL/puits dans des 

plaques de culture de 96 puits à fond rond. Ces cellules correspondaient aux cellules 

répondantes. Cent µL de suspensions cellulaires d’amygdales palatines ou de LLC-B 

stimulées ou non avec le PMA et les ODN CpG ont été ajoutés à des doses graduelles pour 

stimuler les cellules répondantes (ratio lymphocytes B/lymphocytes T de 1/1, 1/3, 1/10, 1/30 

et 1/100). Un contrôle négatif de prolifération spontanée des cellules et un contrôle positif de 

stimulation ont également été réalisés en ajoutant respectivement aux cellules répondantes 

100 µL de milieu de culture seul et 100 µL de milieu de culture additionné de 
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phytohemagglutinine-L (PHA-L) à la concentration de 5 mg/mL. La PHA-L est une lectine 

d’origine végétale qui stimule les lymphocytes T. Trois réplicats ont été réalisés pour chaque 

mesure. Les suspensions cellulaires ont été incubées à 37°C dans une atmosphère contenant 

5% de CO2 et 95% d’humidité. 

A J6, les cellules ont été recueillies, lavées avec du PBS 1x, puis incubées avec un 

anticorps anti-CD3-ECD, un anticorps anti-CD4-PC5, et un anticorps anti-CD8-PC7 pendant 

15 minutes à température ambiante. Après marquage, les cellules ont à nouveau été lavées 

avec du PBS 1x puis fixées avec 300 µL de paraformaldéhyde et conservées à 4°C jusqu’à 

analyse par cytométrie de flux. 

 

Les données ont été analysées à l’aide des histogrammes suivants (figure 29) :  

� un histogramme biparamétrique Structure/Taille : cet histogramme permet de 

placer la fenêtre d’intérêt au niveau des lymphocytes. 

� un histogramme biparamétrique CD3-ECD/Structure qui permet de repérer les 

cellules fluorescentes marquées au CD3-ECD et de placer la fenêtre d’intérêt 

englobant les lymphocytes CD3+. 

� un histogramme monoparamétrique CFSE/Count : il permet d’analyser la 

répartition de l’intensité de fluorescence du CFSE parmi les lymphocytes exprimant 

le marqueur CD3.  

� un histogramme biparamétrique CD3-ECD/CD4-PC5 qui permet de distinguer, 

parmi les lymphocytes de la fenêtre d’intérêt, les cellules doublement marquées 

exprimant à la fois CD3 et CD4 (J2). Il permet de placer une Bitmap au niveau des 

lymphocytes CD3+ CD4+. 

� un histogramme monoparamétrique CFSE/Count : il permet d’analyser la 

répartition de l’intensité de fluorescence du CFSE parmi les lymphocytes CD3+ 

CD4+ 

� un histogramme biparamétrique CD3-ECD/CD8-PC7 : il permet de repérer, 

parmi les lymphocytes, les cellules exprimant à la fois CD3 et CD8 (L2) et de placer 

une Bitmap au niveau des lymphocytes CD3+ CD8+. 

� un histogramme monoparamétrique CFSE/Count : il permet d’analyser la 

répartition de l’intensité de fluorescence du CFSE parmi les lymphocytes CD3+ 

CD8+ 
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Figure 29  : Exemples d’histogrammes biparamétriques et monoparamétriques utilisés pour 

l’étude de la prolifération de cellules T allogéniques dans une réaction mixte 

lymphocytaire. 
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III -  ANALYSES STATISTIQUES 
 
 

Toutes les études statistiques de ce travail ont été réalisées à l’aide du logiciel 

GraphPadPrism™ (San Diego, Californie, USA). La normalité de la distribution des résultats 

a été testée par le test de Kolmogorov Smirnoff. 

Les comparaisons de l’expression des différents TLRs entre les patients atteints de 

LLC-B et les sujets sains ont été réalisées par un test T de Student (p<0.05). En l’absence de 

distribution normale, ces résultats ont été analysés par un test de Mann-Whitney non apparié 

(p<0.05).  

Les analyses immunophénotypiques réalisées au niveau des suspensions cellulaires 

saines et tumorales ont été comparées avant et après stimulation par un test T de Student 

apparié (p<0.05).  

La comparaison de la sécrétion de cytokines par les différentes suspensions cellulaires 

stimulées ou non a été réalisée par un test T de Student apparié (p<0.05) ou, en l’absence de 

distribution normale, par un test de Wilcoxon apparié (p<0.05). Les profils cytokiniques 

obtenus dans les suspensions de LLC-B ont été comparés à ceux obtenus dans les suspensions 

amygdaliennes par un test T de Student (p<0.05) ou, en l’absence de distribution gaussienne, 

par un test de Mann-Whitney non apparié (p<0,05).  

La prolifération des lymphocytes T naïfs en réponse aux cellules B saines et tumorales 

stimulées a été comparée aux résultats obtenus avec des cellules B saines et tumorales non 

stimulées par un test T de Student apparié (p<0.05). 
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I - ETUDE DE L ’EXPRESSION DES TLR S 
 
 

L’étude du profil d’expression des TLRs sur les lymphocytes B normaux a été réalisée 

par cytométrie de flux au niveau de prélèvements sanguins de volontaires sains et de 

suspensions cellulaires éluées d’amygdales palatines. Les résultats obtenus pour ces cellules B 

témoins on été comparés avec ceux observés pour des cellules B de patients atteints de LLC. 

Dans les échantillons de patients atteints de LLC-B les proportions de cellules 

leucémiques étaient comprises entre 63 et 98% (moyenne : 81.3 + 3.4). Les proportions de 

cellules T et B normales persistantes étaient respectivement comprises entre 1 et 20.8% 

(moyenne : 2.7 + 0.8) et 0 et 8% (moyenne : 7 + 2.3). Tous les patients présentaient un score 

de Matutes de 4 ou 5 et aucune expression de CD38 n’a été relevée.  

Dans les suspensions cellulaires obtenues à partir du sang périphérique des sujets sains 

et d’amygdales palatines, les proportions de cellules B CD19+ étaient respectivement 

comprises entre 2.3 et 14.6% (moyenne : 9.6 + 1.7) et entre 62 et 87% (moyenne : 72.4 + 2.7). 

D’autre part, les proportions de cellules CD19+/CD5+ étaient respectivement comprises entre 

0.5 et 5.5% (moyenne : 2.2 + 0.5) et entre 1 et 20% (moyenne : 7.3 + 2.1).  

L’expression des TLRs a été ainsi été analysée au niveau des cellules B CD19+ de 17 

sujets contrôles âgés de 25 à 55 ans (moyenne d’âge de 38 + 0.6 ans), de 12 amygdales 

palatines d’enfants âgés de 3 à 7 ans (moyenne d’âge de 4.9 + 0.5 ans) et de 18 patients âgés 

de 43 à 82 ans (moyenne d’âge de 63 + 2.7 ans).  

 

I.1.1 -  Etude de l’expression des TLRs au niveau de 

lymphocytes B normaux 

 

La figure 30 présente un exemple des profils d’expression obtenus pour chacun des 

TLRs étudiés. 
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Figure 30  : Profil d’expression des TLRs en cytométrie de flux au niveau des cellules B 

CD19+ du sang périphérique de sujets témoins sains 

 

Les lymphocytes B ont été marqués avec un anticorps anti-CD19-ECD et avec des anticorps anti-TLR-

2, TLR-4, TLR-3, TLR-6, TLR-7, TLR-9 et TLR-10 ou avec des isotypes contrôles. TLR-2 et TLR-4 

ont été étudiés à la surface cellulaire, alors que TLR-3, TLR-6, TLR-7, TLR-9 et TLR-10 ont été 

analysés après perméabilisation. Les histogrammes des intensités de fluorescence des TLRs étudiés 

sont représentés avec le contrôle isotypique correspondant. 

 

Il est à noter que pour TLR-4, il semble y avoir une deuxième population, très 

minoritaire, avec une forte expression de ce récepteur. 
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L’analyse par cytométrie de flux a montré une absence d’expression de TLR-3 et TLR-6 

et une faible expression de TLR-2 et TLR-4 au niveau des lymphocytes B CD19+ issus du 

sang périphérique des volontaires sains. Par contre, une forte expression intracytoplasmique 

de TLR-7, TLR-9 et TLR-10 a pu être mise en évidence chez tous les sujets testés (figure 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31  : Profil d’expression des TLRs au niveau des cellules B CD19+ du sang 

périphérique de sujets témoins 

 

Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI des TLRs par rapport au contrôle 

isotypique. 

 

L’expression des TLRs au niveau de cellules B CD19+ amygdaliennes met en évidence 

des résultats similaires à ceux observés au niveau des lymphocytes B du sang périphérique 

c’est à dire une faible expression de TLR-3, TLR-6, TLR-2 et TLR-4 et une forte expression 

de TLR-7, TLR-9 et TLR-10 (figure 32). 
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Figure 32  : Profil d’expression des TLRs au niveau des cellules B CD19+ d’amygdales 

palatines 

 

Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI des TLRs par rapport au contrôle 

isotypique. 

 

I.1.2 -  Etude de l’expression des TLRs au niveau des 

cellules B de LLC-B 

 

Ces analyses immunophénotypiques ont montré un profil d’expression similaire à celui 

des cellules B saines. En effet, aucune expression de TLR-3 et TLR-6 n’a été notée, TLR-2 et 

TLR-4 étaient faiblement exprimés, alors que TLR-7, TLR-9 et TLR-10 étaient fortement 

exprimés. Toutefois, les cellules CD19+ de LLC-B présentaient une expression de TLR-9 

quasiment 2 fois plus importante par rapport à celle observée au niveau des lymphocytes B 

CD19+ sains (figure 33). 
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Figure 33  : Profil d’expression des TLRs au niveau des cellules B CD19+ de patients atteints 

de LLC-B 

 

Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI des TLRs  par rapport au contrôle 

isotypique.  

 

Le tableau 10 présente l’ensemble des résultats ratios de MFI obtenus pour les différents 

TLRs étudiés, au niveau des lymphocytes B CD19+ sains du sang périphérique, d’amygdales 

palatines et des cellules tumorales de LLC-B.  
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Tableau 9 Expression des TLRs au niveau des cellules B normales du sang périphérique et 

d’amygdales palatines et au niveau de cellules B de LLC. 

 

 

Lymphocytes B sains 

Sang périphérique  

Lymphocytes B sains 

Amygdales 

Lymphocytes B  

tumoraux 

TLR-2 1.41 + 0.04 1.16 + 0.04 1.28 + 0.04 

TLR-3 
1.05 + 0.02 1.67 + 0.10 1.08 + 0.02 

TLR-4 
1.28 + 0.05 1.48 + 0.12 1.18 + 0.05 

TLR-6 
0.99 + 0.01 1.39 + 0.12 1.02 + 0.03 

TLR-7 
8.06 + 0.50 7.94 + 0.42 8.93 + 0.74 

TLR-9 7.94 + 0.42* 6.16 + 0.56** 14.22 + 1.15 

TLR-10 
2.64 + 0.15 2.46 + 0.28 2.59 + 0.20 

 

Les valeurs indiquées correspondent à la moyenne (+ ES) des ratios de MFI des TLRs par rapport au 

contrôle isotypique. 

* = p<0.001 versus lymphocytes B tumoraux ; ** = p<0.03 versus lymphocytes B tumoraux 

 

Aucune différence significative n’a été mise en évidence pour les TLR-2, -3, -4, -6, -7 et 

-10, d’une part, entre les cellules B saines du sang périphérique et les cellules B tumorales de 

LLC-B, et d’autre part, entre les cellules B saines amygdaliennes et les cellules B de LLC-B. 

Par contre, l’expression de TLR-9 était significativement plus importante dans les cellules B 

tumorales du sang périphérique (p<0.001) ainsi que dans les cellules B amygdaliennes 

(p<0.03) par rapport aux cellules B CD19+ de patients atteints de LLC-B.  

 

Afin de vérifier que les cellules B normales CD19+/CD5-, présentes en très faible 

proportion chez les patients atteints de LLC-B, mais également que les cellules B 

CD19+/CD5+, rares chez les sujets sains, n’influençaient pas les résultats précédemment 

décrits, nous avons examiné, au cours d’une deuxième série d’analyses, l’expression des 

TLRs intracytoplasmiques à la fois au niveau des cellules B CD19+/CD5+ et des cellules 

CD19+/CD5- de prélèvements sanguins pathologiques et contrôles.  

L’expression des TLR-7, TLR-9 et TLR-10 a alors été recherchée par cytométrie de flux 
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chez 11 patients atteints de LLC-B (moyenne d’âge de 64.9 + 3.7), et 11 sujets contrôles 

(moyenne d’âge de 46.6 + 3.7 ans).  

 

La figure 34 illustre un exemple des histogrammes obtenus par cytométrie de flux 

permettant d’identifier les cellules CD19+/CD5- et les cellules CD19+/CD5- dans les 

échantillons de patients atteints de LLC-B (figure 34A) et de sujets contrôles (figure 34B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34  : Exemple d’histogrammes biparamétriques utilisés pour l’étude du profil 

d’expression des TLR-7, -9 et -10 au niveau des cellules B CD19+CD5- et CD19+ 

CD5+ dans des échantillons de sujets contrôles et de patients atteints de LLC-B 

 

Les lymphocytes B ont été marqués avec des anticorps anti-CD19-PC7, anti-CD5-PC5 et avec des 

anticorps anti-TLR-7, TLR-9 et TLR-10 ou avec des isotypes contrôles. Les histogrammes A et B sont 

représentatifs du profil de distribution des cellules CD19+/CD5+ et CD19+/CD5- respectivement chez 

les patients atteints de LLC-B et les sujets contrôles. 

 

Les analyses immunophénotypiques ont montré que les lymphocytes B normaux 

CD19+/CD5- des patients et des individus témoins présentaient une expression identique de 

ces 3 TLRs (figure 35).  
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Figure 35  : Expression de TLR-7, TLR-9 et TLR-10 au niveau des cellules B CD19+ CD5- 

de sujets sains et de patients atteints de LLC-B 

 

Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI des TLRs par rapport au contrôle 

isotypique. 

 

Par contre, nous avons relevé une expression significativement plus importante de TLR-

7 (p=0.02) et TLR-9 (p=0.002) au niveau des cellules B CD19+/CD5+ des patients par 

rapport aux cellules B CD19+/CD5+ des sujets normaux. Aucune différence n’a été observée 

pour TLR-10 (figure 36). 
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Figure 36  : Expression de TLR-7, TLR-9 et TLR-10 au niveau des cellules B CD19+ CD5+ 

de sujets sains et de patients atteints de LLC-B 

 

Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI des TLRs par rapport au contrôle 

isotypique. 

* = p<0.05 versus lymphocytes B CD19+/CD5+ sains. 

 

Au vu de ces résultats, et puisque aucun ligand n’a été identifié pour TLR-10, nous 

avons choisi de nous focaliser sur TLR-7 et TLR-9 et d’étudier l’effet de leur stimulation via 

un de leur ligands sur des cellules B de LLC et des lymphocytes B normaux amygdaliens. 

Nous nous sommes également intéressés à l’effet d’une stimulation de TLR-4 via le LPS, 

puisque, d’une part, nous avons noté une sous-population de cellules B, minoritaire, qui 

exprime fortement TLR-4 et, d’autre part, puisque le LPS est couramment utilisé pour 

stimuler des cellules B murines. 
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Des travaux précédents réalisés au laboratoire ont montré qu’une stimulation des 

cellules B amygdaliennes et de LLC-B avec le PMA induisait des modifications 

immunophénotypiques avec une augmentation de l’expression des marqueurs de coactivation 

et de présentation. Les stimulations avec cet ester de phorbol ont donc joué le rôle de contrôle 

de stimulation positive dans nos travaux et nous avons comparé l’effet de cette activation avec 

une stimulation par le LPS.  

 
 
II -  EFFET DE LA STIMULATION DES CELLULES B 
SAINES ET TUMORALES VIA TLR-4 
 
 

II.1 -  Stimulation des cellules B amygdaliennes via 
TLR-4 

 

L’influence d’une stimulation de TLR-4 via le LPS a été étudiée au niveau de cellules B 

amygdaliennes représentatives de lymphocytes B normaux.  

Cette analyse a été réalisée au niveau de suspensions cellulaires éluées de 5 amygdales 

palatines d’enfants âgés de 1 à 5 ans (moyenne d’âge de 4 + 0.2 ans) exprimant en moyenne 

69.6% (+ 2.1) de cellules B, 6% (+ 1.4) de cellules CD19+/CD5+ et 19% (+ 3.3) de 

lymphocytes T. L’absence de CD14 et de CD33 a été vérifiée dans toutes les suspensions 

cellulaires . 

Les suspensions cellulaires de cellules B amygdaliennes ont été stimulées pendant 3 

jours avec 5 concentrations de LPS (0.1 µg/mL, 1 µg/mL, 10 µg/mL, 100 µg/mL et 200 

µg/mL). Des cellules cultivées avec du milieu de culture seul et des cellules stimulées avec 5 

µg/L de PMA ont respectivement été utilisées comme témoin négatif et témoin positif 

d’activation cellulaire. 
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II.1.1 -  Etude morphologique 

 

A J0, l’analyse cytologique montrait, pour tous les échantillons, une population 

hétérogène avec des cellules rondes de petite taille et de plus grande taille et quelques cellules 

avec des prolongements cytoplasmiques (figure 37A).  

Après stimulation avec 5 µg/L de PMA et dès J1, les cellules étaient rondes de taille 

moyenne à grande, avec de longues expansions cytoplasmiques ressemblant à des dendrites et 

un noyau à chromatine fine (figure 37C), alors que des ombres de Gümprecht étaient visibles 

pour les cellules sans stimulation traduisant ainsi l’apoptose de ces cellules (figure 37B). 

Après 2 jours de culture, les cytocentrifugats des suspensions cellulaires stimulées avec le 

PMA colorés au May Grünwald Giemsa montraient des cellules de même morphologie avec 

un nombre plus important de cellules présentaant de longues expansions cytoplasmiques. 

Toutefois, à J3, des ombres de Gümprecht apparaissaient.  

L’examen des cellules stimulées pendant 48 heures avec 0.1, 1 et 10 µg/mL de LPS a 

mis en évidence des cellules de même morphologie que les cellules contrôles avec quasiment 

la moitié d’ombres de Gümprecht (figure 37D).  

Après culture pendant 48 heures avec 100 et 200 µg/mL de LPS, les cytocentrifugats des 

suspensions cellulaires colorés au May Grünwald Giemsa ne mettaient en évidence que des 

ombres de Gümprecht (figure 37E). 
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Figure 37  : Morphologie des cellules B amygdaliennes après stimulation ou non avec du 

PMA ou du LPS  

 

Morphologie initiale des cellules d’amygdales palatines à J0 (A), après 48 heures de culture sans 

stimulation (B), après 48 heures de stimulation avec 5 µg/L de PMA (C), après 48 heures de 

stimulation avec 10 µg/mL de LPS (D), ou avec 100 µg/mL de LPS (E). 
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II.1.2 -  Etude immunophénotypique 

 
L’effet de l’engagement de TLR-4 sur l’activation cellulaire a été étudié par la mesure 

de l’expression membranaire des molécules HLA-DR, CD40, CD54, CD58, CD80, CD83 et 

CD86 impliquées dans la fonction de présentation antigénique. Nous nous sommes également 

intéressés à CD138, marqueur des plasmocytes et à CD38, marqueur des lymphocytes B 

précurseurs et des cellules plasmocytaires, afin de déterminer si la stimulation via TLR-4 

induisait une différenciation de ces cellules B en plasmocytes. De plus, pour chaque 

suspension cellulaire stimulée ou non, nous avons vérifié l’absence de monocytes et de 

granulocytes par marquage avec des anticorps anti-CD13, anti-CD14 et anti-CD33. 

Les analyses immunophénotypiques présentés sur la figure 38 montrent que le PMA 

induit une surexpression d’environ 3 fois de HLA-DR, après 2 et 3 jours de stimulation, par 

rapport aux puits contrôles avec le milieu de culture seul. Nous avons également noté une 

augmentation de l’expression de CD40 qui était quasiment 3 fois plus importante à J3, de 

CD80 et CD83 (1.8 fois plus importante à J3), de CD86 (1.5 fois plus importante à J3), de 

CD54 (4 fois plus importante à J3) et de CD58 (jusqu’à 3 fois plus importante à J3). 

HLA-DR est surexprimé dans un rapport d’environ 1.6 fois après 24 heures de culture 

avec le LPS par rapport aux cellules témoins sans stimulation et ce quelles que soient les 

concentrations testées. A J2, les résultats montrent une augmentation de l’expression de ce 

marqueur respectivement de 1.4, 1.5, 1.2, 1.7 et 1.9 fois pour les cellules stimulées avec 0.1 

µg/mL, 1 µg/mL, 10 µg/mL, 100 µg/mL et 200 µg/mL de LPS. Seule la stimulation des 

cellules amygdaliennes avec 200 µg/mL de LPS induit une légère surexpression significative 

de HLA-DR à J3 avec une augmentation d’environ 1.4 fois. 

Une légère augmentation de l’expression de CD54 et CD58 d’environ 1.5 fois est 

observée uniquement après 72 heures de culture avec 10 µg/mL de LPS. 

Aucune variation de l’expression des autres marqueurs étudiés n’a été notée.
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Figure 38  : Expression des molécules de présentation et de costimulation sur des cellules B 

amygdaliennes stimulées ou non par du PMA ou du LPS 
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Les cellules d’amygdales palatines ont été incubées avec du milieu de culture seul, avec 0.1 µg/mL, 1 

µg/mL, 10 µg/mL, 100 µg/mL et 200 µg/mL de LPS, ou avec 5 µg/L de PMA. L’expression de HLA-

DR, CD40, CD80, CD83, CD86, CD54 et CD58 a été mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. 

Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI de chacun des marqueurs par 

rapport à leur expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin. 

 

II.2 -  Stimulation des cellules B de LLC-B via TLR-4 
 

L’effet de la stimulation de TLR-4 via le LPS a été étudié au niveau des cellules B de 

LLC-B de 5 individus avec un score de Matutes de 4 ou 5 par une analyse 

immunophénotypique. Ces sujets atteints de LLC-B étaient âgés de 47 à 78 ans (moyenne 

d’âge de 64.6 + 1.9 ans). Dans cet échantillon de patients, les proportions de cellules 

leucémiques CD19+/CD5+ étaient comprises entre 75 et 99% (moyenne : 86.5 + 3.7). Les 

proportions de cellules T et de cellules B persistantes étaient respectivement comprises entre 

1.5 et 8.9% (moyenne : 3.4 + 1.1) et entre 0.7 et 6% (moyenne : 2.2 + 0.7). Aucune 

expression de CD38 n’a été relevée et moins de 5% des cellules des suspensions cellulaires 

étudiées exprimaient CD14 (moyenne : 1.6 + 0.8). 

 

II.2.1 -  Etude morphologique 

 

Les analyses cytomorphologiques des cellules tumorales à J0 révélaient une population 

homogène avec de petites cellules rondes à rapport nucléo-cytoplasmique élevé (figure 39A). 

Dès J2, les cytocentrifugats des suspensions cellulaires non stimulées colorés au May 

Grünwald Giemsa montraient des cellules de même morphologie avec quasiment la moitié 

d’ombres de Gümprecht caractéristiques des cellules apoptotiques (figure 39B). 

Après stimulation avec le PMA, les cellules étaient plus grandes, avec un cytoplasme 

plus important, et de forme irrégulière. Quelques cellules présentaient de petits prolongements 

cytoplasmiques (figure 39C). 

La morphologie des cellules stimulées pendant 48 heures avec 0.1, 1, 10 et 100 µg/mL 

de LPS était identique à celle des cellules cultivées avec le milieu de culture seul avec un 
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grand nombre d’ombres de Gümprecht (figure 39D). 

Après stimulation pendant 48 heures avec 200 µg/mL de LPS, les cytocentrifugats des 

suspensions cellulaires au May Grünwald Giemsa mettaient en évidence des cellules agrégées 

an amas volumineux et un cytoplasme plus abondant (figure 39E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39  : Morphologie des cellules tumorales de LLC-B après stimulation ou non avec du 

PMA ou du LPS 
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Morphologie initiale des cellules de LLC-B à J0 (A), après 48 heures de culture sans stimulation (B), 

après 48 heures de stimulation avec 5 µg/L de PMA (C), après 48 heures de stimulation avec 10 

µg/mL de LPS (D), ou avec 200 µg/mL de LPS (E). 

 

II.2.2 -  Etude immunophénotypique 

 
Les marqueurs HLA-DR, CD40, CD54, CD58, CD80, CD83, CD86, CD38, CD138, 

CD13, CD14 et CD33 ont été étudiés par cytométrie de flux comme pour les cellules B 

d’amygdales palatines. 

Aucune expression de CD38, CD138, CD13, CD14 et CD33 n’a été relevée dans les 

suspensions cellulaires stimulées ou non. 

Les résultats présentés sur la figure 40 montrent qu’une stimulation des cellules de LLC-

B avec le PMA induit une augmentation significative de l’expression de HLA-DR, jusqu’à 12 

fois plus importante après 72 heures de culture que dans le cas des cellules non stimulées. De 

plus, CD40 est surexprimé dans un rapport de 5 fois à J3, CD54 3 fois dès J2 et CD58 3 fois à 

J3. Les cellules stimulées avec 5 µg/L de PMA présentent également une surexpression des 

marqueurs CD83 et CD86 à un moindre degré avec une augmentation respectivement de 2 

fois à J2 et 1.5 fois dès J1. Par contre, aucune influence de cette stimulation par le PMA n’est 

observée pour CD80. 

Une surexpression dose-dépendante de HLA-DR est visible à J1 dès 10 µg/mL de LPS. 

Les résultats montrent en effet une augmentation de l’expression de ce marqueur 

respectivement de 1.6, 1.7 et 1.8 fois pour les cellules de LLC-B stimulées avec 10, 100 et 

200 µg/mL de LPS. Aucune variation de l’expression de ce marqueur n’a été mise en 

évidence après 48 et 72 heures de culture quelles que soient les concentrations de LPS testées. 

Les résultats montrent également une surexpression de CD86, à J2 seulement, avec une 

augmentation respectivement augmentée de 1.7, 1.4, 1.7, 1.3 et 2 fois pour les cellules 

stimulées avec avec 0.1, 1, 10 et 100 µg/mL de LPS. 

Les autres marqueurs de costimulation étudiés ne présentent aucune variation de leur 

expression. 
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Figure 40  : Expression des molécules de présentation et de costimulation sur des cellules B 

de LLC stimulées ou non par du PMA ou du LPS 
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Les cellules de LLC-B ont été incubées avec du milieu de culture seul, avec 2 µg/mL, 5 µg/mL, 10 

µg/mL, 20 µg/mL d’imiquimod R837 ou avec 5 µg/L de PMA. L’expression de HLA-DR, CD40, 

CD80, CD83, CD86, CD54 et CD58 a été mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les résultats 

sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI de chacun des marqueurs par rapport à leur 

expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin. 

 
 
III -  EFFET DE LA STIMULATION DES CELLULES B 

SAINES ET TUMORALES VIA TLR-7 
 
 

III.1 -  Stimulation des cellules B amygdaliennes via 
TLR-7 
 

L’influence d’une stimulation de TLR-7 via l’imiquimod R837, qui correspond à un 

ligand synthétique appartenant à la famille des imidazoquinolines, a été évaluée au niveau de 

cellules B amygdaliennes. 

Cette analyse a été réalisée au niveau de suspensions cellulaires de 15 amygdales 

palatines d’enfants âgés de 2 à 10 ans (moyenne d’âge de 4.7 + 0.5 ans) exprimant en 

moyenne 72% (+ 2.7) de cellules B, 8.4% (+ 1.8) de cellules CD19+/CD5+ et 20.6% (+ 2.1) 

de lymphocytes T. L’absence de CD14 et de CD33 a été vérifiée dans toutes les suspensions 

cellulaires. 

Les cellules B amygdaliennes ont été cultivées avec avec du milieu de culture seul, avec 

4 concentrations d’imiquimod R837 (2 µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL et 20 µg/mL) ou avec 5 

µg/L de PMA pendant 3 jours.  

 

III.1.1 -  Etude morphologique 

 

Pour les suspensions amygdaliennes stimulées avec 2 et 5 µg/mL d’imiquimod R837, 

les études cytomorphologiques ont mis en évidence des cellules de plus grande taille que les 
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témoins sans stimulation. Quasiment la moitié de ces cellules présentaient des prolongements 

cytoplasmiques et des ombres de Gümprecht apparaissaient dès J2 (figures 41A et 41B).  

Par contre, pour les doses les plus importantes testées (10 et 20 µg/mL), les cellules 

étaient agrégées an amas volumineux et, dès J1, nous avons observé un nombre important 

d’ombres de Gümprecht (figure 41C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 41  : Morphologie des cellules B amygdaliennes après stimulation ou non via TLR-7 

 

Morphologie initiale des cellules d’amygdales palatines après 48 heures de culture sans stimulation 

(A), après 48 heures de stimulation avec 5 µg/mL d’imiquimod R837 (B), ou avec 20 µg/mL 

d’imiquimod R837 (C). 
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III.1.2 -  Etude immunophénotypique 

 

L’effet de l’engagement de TLR-7 sur l’activation cellulaire a été étudié par la mesure 

de l’expression membranaire des molécules HLA-DR, CD40, CD54, CD58, CD80, CD83, 

CD38, CD138, CD13, CD14 et CD33. 

Aucune expression de CD38, CD138, CD13, CD14 et CD33 n’a été relevée dans les 

suspensions cellulaires amygdaliennes stimulées ou non. 

Les résultats des analyses immunophénotypiques sont présentés sur la figure 42. 

Après 24 heures de culture, une légère activation significative de l’expression de HLA-

DR est observée après stimulation des cellules amygdaliennes avec 5 et 10 µg/mL 

d’imiquimod R837. Dès J2, la stimulation avec l’imiquimod R837 induit une surexpression 

significative de HLA-DR, 3 fois plus importante pour 2, 5 et 10 µg/mL, par rapport aux puits 

contrôles non stimulés, et 2 fois plus importante pour 20 µg/mL. L’imiquimod entraîne 

également une augmentation de l’expression de HLA-DR, pour toutes les doses testées, après 

72 heures de culture. Cette expression est jusqu’à 3.5 fois plus importante pour 5 et 10 µg/mL.  

Les cellules d’amygdales palatines stimulées via TLR-7 présentent, à J1, une 

augmentation de l’expression de CD40 qui est 1.5 fois plus importante après stimulation avec 

2 et 10 µg/mL d’imiquimod, et 2.3 fois plus importante pour la dose 5 µg/mL. L’expression 

de CD40 est augmentée de façon similaire à J2 avec une expression jusqu’à 2.1 plus 

importante pour les cellules stimulées avec 10 µg/mL. Après 72 heures de culture, on observe 

une augmentation de 1.6 fois pour les cellules stimulées avec 2 et 10 µg/mL d’imiquimod et 

de 1.8 fois après stimulation avec 5 µg/mL. En revanche, aucune variation de CD40 n’a été 

notée pour les cellules stimulées avec 20 µg/mL. 

A J1, le marqueur CD54 présente une augmentation significative de 1.5 fois par rapport 

aux cellules témoins après stimulation avec 2, 10 et 20 µg/mL d’imiquimod et de 1.8 fois 

après stimulation avec 5 µg/mL. Après 2 jours de culture, l’expression de CD54 est du même 

ordre avec une expression 1.4 fois plus importante après stimulation avec 2 et 5 µg/mL 

d’imiquimod R837 et 1.7 avec 10 µg/mL d’imiquimod. A J3, les résultats montrent une 

augmentation de l’expression similaire à celle notée à J2 pour les cellules stimulées avec 2, 5 

et 10 µg/mL avec une augmentation de 1.4 fois. Aucune variation de l’expression de CD54 

n’a été mise en évidence après stimulation des cellules avec 20 µg/mL d’imiquimod.  
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Les résultats ont également révélé une légère surexpression de CD58 qui est quasiment 

identique à J1 et J2 avec une surexpression d’environ 1.4 fois plus importante. Après 72 

heures de culture, les cellules amygdaliennes stimulées avec 5 µg/mL présentent une 

surexpression similaire à celle observée à J1 et J2. Une légère augmentation de cette 

expression de 1.8 fois par rapport aux cellules témoins après stimulation est notée après 

stimulation avec 2, 10 et 20 µg/mL d’imiquimod.. 

L’expression de CD83 est augmentée significativement de 1.5 fois dès J1 pour toutes les 

doses d’imiquimod. A J2, cette expression est quasiment identique pour toutes les doses 

d’imiquimod testées à l’exception de 20 µg/mL qui n’induit aucune activation de ce marqueur. 

L’expression de CD83 est quasiment identique à J3 (jusqu’à 1.4 fois plus importante) pour les 

cellules stimulées avec 2, 5 et 10 µg/mL et de 1.2 fois plus importante après stimulation avec 

20 µg/mL. 

L’expression de CD86 est quasiment identique pour toutes les doses d’imiquimod 

testées avec une augmentation de presque 1.8 fois à J1 et J2. Un effet dose est visible après 3 

jours de culture avec une surexpression significative de 2 fois pour les cellules stimulées avec 

2 µg/mL d’imiquimod.  

L’imiquimod induit une légère augmentation de l’expression de CD80 après 24 heures 

de culture surtout pour 10 et 20 µg/mL d’imiquimod, doses pour lesquelles on note 

respectivement une augmentation de 1.7 et 1.5 fois. Après 48 heures de culture, aucune 

variation de l’expression de ce marqueur n’est observée et après 72 heures, seules les doses 2 

et 5 µg/mL induisent une légère augmentation de l’expression de CD80. 

 

L’imiquimod R837 induit par conséquent une forte surexpression de HLA-DR et une 

augmentation, à un moindre degré, des autres marqueurs de costimulation étudiés au niveau 

des cellules B saines d’amygdales palatines.  
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Figure 42  : Expression des molécules de présentation et de costimulation au niveau des cellules 

B amygdaliennes stimulées ou non avec du PMA ou avec l’imiquimod R837 
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Les cellules amygdaliennes ont été incubées avec du milieu de culture seul, avec 2 µg/mL, 5 µg/mL, 

10 µg/mL, 20 µg/mL d’imiquimod R837 ou avec 5 µg/L de PMA. L’expression de HLA-DR, CD40, 

CD80, CD83, CD86, CD54 et CD58 a été mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les résultats 

sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI de chacun des marqueurs par rapport à leur 

expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin. 

 

III.1.3 -  Etude de l’apoptose 

 

L’analyse de l’apoptose par la méthode TUNEL a été réalisée au niveau de suspensions 

cellulaires issues de 5 amygdales palatines (moyenne d’âge de 5 + 0.5 ans). 

Les analyses par cytométrie de flux présentées sur la figure 43 montrent que les cellules 

B amygdaliennes stimulées par le PMA présentent une apoptose moins importante que les 

cellules témoins non stimulées, pour les 3 premiers jours de culture, avec une différence 

significative (p=0.04) de 20% pour J1 et J2.  

Les stimulations avec 2 µg/mL, 5 µg/mL et 10 µg/mL d’imiquimod R837 induisent une 

apoptose moins rapide que dans les puits témoins pour les deux premiers jours de culture avec 

une différence significative de 10%. A partir de J3, seule la stimulation avec 2 µg/mL induit 

une apoptose plus faible que pour les cellules des puits contrôles non stimulés, avec un 

pourcentage de cellules apoptotiques de 61%, identique à celui observé pour les cellules 

stimulées avec le PMA. Par contre, aucune différence significative ne persiste entre les 

cellules stimulées avec 5 et 10 µg/mL d’imiquimod et les cellules contrôles non stimulées. 

Pour 20 µg/mL, qui correspond à la dose la plus importante testée, les résultats ont montré 

une induction significative (p=0.04) de l’apoptose dès J3 avec près de 87% de cellules 

apoptotiques alors 70% des cellules sans stimulation étaient apoptotiques. 

Des analyses complémentaires réalisées par cytométrie de flux ont montré des taux 

d’apoptose approchant 97% à J6 et 100% à J7. 
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Figure 43  : Analyse de l’apoptose par la méthode TUNEL dans les cellules d’amygdales 

palatines stimulées ou non avec du PMA ou avec l’imiquimod R837 

 

Les cellules amygdaliennes stimulées ou non pendant 24, 48, et 72 heures avec 2 µg/mL, 5 µg/mL, 10 

µg/mL, 20 µg/mL d’imiquimod R837 ou avec 5 µg/L de PMA ont été marquées par la méthode 

TUNEL et analysées par cytométrie de flux de J1 à J3. Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) 

de pourcentages de cellules TUNEL positives. 

 

III.1.4 -  Etude de la prolifération 

 

Les analyses de la prolifération ont été réalisées après marquage au CFSE au niveau de 

8 prélèvements d’amygdales palatines (moyenne d’âge de 5 + 0.1 ans). 

La fluorescence du CFSE se distribue de façon égale entre les cellules filles. Il est 

donc possible d’évaluer la prolifération cellulaire, par la décroissance du signal fluorescent, et 

donc par la diminution de la MFI, en cytométrie de flux.  

Les résultats obtenus présentés sur la figure 44 montrent que le PMA induit une 

prolifération significative (p=0.0007) dès J3.  

Aucune variation de la prolifération des cellules amygdaliennes n’est observée après 

stimulation avec toutes les doses d’imiquimod testées après 24, 48 et 72 heures de culture.  
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Figure 44  : Etude de la prolifération des cellules B amygdaliennes stimulées ou non par du 

PMA ou avec l’imiquimod R837 

 

Les cellules amygdaliennes marquées par le CFSE ont été incubées avec du milieu de culture seul, 

avec 2 µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL d’imiquimod R837 ou avec 5 µg/L de PMA. La 

fluorescence du CFSE a été mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les résultats sont exprimés 

en moyennes (+ ES) des ratios de MFI du CFSE par rapport à son expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin. 

 

Ces résultats concernant l’apoptose et la prolifération des cellules d’amygdales palatines 

étaient concordants avec l’analyse du nombre absolu de cellules mesuré avec des 

fluorosphères par cytométrie de flux. L’examen du nombre de cellules/mm3 présentes dans les 

puits n’a en effet montré aucune différence significative entre les cellules stimulées et les 

cellules témoins, non stimulées après 24 et 48 heures de culture. Après 72 heures, une légère 

diminution du nombre absolu des cellules présentes dans les puits en présence de 20 µg/mL 

d’imiquimod R837 a été observée traduisant des taux d’apoptose plus importants que les 

cellules non stimulées (figure 45). 

En présence de PMA, une légère augmentation du nombre de cellules a été observée 

surtout après 3 jours de culture, confirmant la prolifération identifiée par la diminution du 

marquage CFSE (figure 45).  
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Figure 45  : Etude du nombre absolu de cellules amygdaliennes présentes dans les puits de 

culture après stimulation via TLR-7 

 

Les cellules d’amygdales palatines ont été incubées avec du milieu de culture seul, avec 2 µg/mL, 5 

µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL d’imiquimod R837 ou avec 5 µg/L de PMA Pour chaque échantillon, le 

nombre absolu de cellules a été déterminé en ajoutant 50 µL de fluorosphères à 50 µL de chaque 

suspension cellulaire stimulée ou non.  

 

Des expériences complémentaires réalisées jusqu’à 7 jours de culture n’ont montré 

aucune variation de la prolifération des cellules amygdaliennes stimulées avec l’imiquimod 

R837 et une prolifération progressive des cellules traitées avec le PMA.  

 

III.2 -  Stimulation des cellules B de LLC-B via TLR-7 
 

Nous avons étudié l’effet de la stimulation de TLR-7 via l’imiquimod R837, sur des 

cellules B de LLC-B de 7 individus avec un score de Matutes de 4 ou 5 par une analyse 

immunophénotypique. Les individus inclus dans cette étude étaient âgés de 43 à 72 ans 

(moyenne d’âge de 61.7 + 3.8 ans). Dans cet échantillon de patients, les proportions de 
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cellules leucémiques CD19+/CD5+ étaient comprises entre 63 et 95% (moyenne : 78.2 + 4.7). 

De plus, les proportions de cellules T et B normales persistantes étaient respectivement 

comprises entre 1.2 et 20.8% (moyenne : 6.6 + 2.7) et 0 et 8% (moyenne : 2.9 + 1.3). Aucune 

expression de CD38 n’a été relevée et moins de 5% des cellules des suspensions cellulaires 

étudiées exprimaient CD14 (moyenne : 1.9 + 0.7). 

 

III.2.1 -  Etude morphologique 

 

L’examen des cellules stimulées pendant 48 heures avec 2 µg/mL d’imiquimod R837 a 

mis en évidence des cellules plus grosses que les cellules contrôles avec quelques petites 

cellules rondes et quasiment la moitié d’ombres de Gümprecht (figures 46A et 46B). 

Après culture pendant 48 heures avec 5 µg/mL d’imiquimod R837, la quasi-totalité des 

cellules apparaissaient agrégées en amas volumineux, les noyaux apparaissaient fréquemment 

fragmentés et les cellules étaient de plus petite taille. Ces caractéristiques morphologiques 

sont fortement indicatrices de phénomènes d’apoptose (figure 46C).  

Après stimulation avec 10 et 20 µg/mL d’imiquimod R837, les cytocentrifugats des 

suspensions cellulaires des cellules colorés au May Grünwald Giemsa ne mettaient en 

évidence que des ombres de Gümprecht (figure 46D). 
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Figure 46  : Morphologie des cellules tumorales de LLC après stimulation ou non avec 

l'imiquimod R837 

 

Morphologie des cellules de LLC-B après 48 heures de culture sans stimulation (A), après 48 heures 

avec 2 µg/mL d’imiquimod R837 (C), avec 5 µg/mL d’imiquimod R837 (D), ou avec 10 µg/mL 

d’imiquimod R837 (D). 

 
III.2.2 -  Etude immunophénotypique 

 
Les marqueurs HLA-DR, CD40, CD54, CD58, CD80, CD83, CD86, CD38, CD138, 

CD13, CD14 et CD33 ont été étudiés par cytométrie de flux comme pour les cellules B 

d’amygdales palatines. 

Aucune expression de CD38, CD138, CD13, CD14 et CD33 n’a été relevée dans les 

suspensions cellulaires stimulées ou non. 

Les résultats présentés sur la figure 47 montrent que l’imiquimod R837 induit une 
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augmentation significative de 1.7 fois de l’expression de HLA-DR dès le premier jour de 

culture après stimulation avec 2 et 5 µg/mL. Par contre, aucune activation de ce marqueur 

n’est observée après stimulation avec 10 et 20 µg/mL d’imiquimod. A J2, les cellules 

présentent une surexpression significative de 2.5 fois de HLA-DR après stimulation avec 2 

µg/mL d’imiquimod par rapport au contrôle sans stimulation et de 4.3 et 4.9 fois  après 

stimulation avec 5 et 10 µg/mL. Un effet dose est visible après 3 jours de culture avec une 

surexpression significative de 2.6 fois pour 2 et 5 µg/mL d’imiquimod. L’absence d’activation 

de HLA-DR persiste après 48 et 72 heures de stimulation pour les cellules stimulées avec 20 

µg/mL qui est la dose la plus importante que nous avons testée. 

Après 24 heures, la stimulation des cellules B tumorales via TLR-7 induit également 

une légère augmentation de CD40 après stimulation avec 2, 5 et 10 µg/mL d’imiquimod avec 

une expression qui est jusqu’à 1.5 fois significativement plus importante après stimulation 

avec 5 µg/mL. De la même façon, CD40 est légèrement surexprimé à J2 dans un rapport de 

presque 2 fois pour les cellules stimulées avec 10 µg/mL. A J3, les résultats mettent en 

évidence un effet dose avec une surexpression respectivement de 2.6 fois, 1.9 et 1.3 fois pour 

les cellules stimulées avec 2, 5 et 10 µg/mL d’imiquimod. La stimulation des cellules avec 20 

µg/mL d’imiquimod n’induit aucune variation de l’expression de ce marqueur.  

De même, nous avons mis en évidence une activation de CD54 avec un effet dose 

visible dès J1 avec une expression jusqu’à 2 fois plus importante après stimulation avec 2 

µg/mL et jusqu’à 1.3 après stimulation avec 10 µg/mL. Après 48 heures de culture, la 

stimulation des cellules B de LLC avec 2 et 5 µg/mL induit une surexpression de 2 fois de 

CD54 et pour les cellules stimulées avec 10 µg/mL une surexpression de 1.6 fois. Seules les 

doses 2 et 5 µg/mL d’imiquimod entraînent respectivement une augmentation de l’expression 

dans un rapport de 2.3 fois et 1.5 fois. La plus forte dose testée qui est 20 µg/mL n’influence 

pas l’expression de CD54. 

Une légère stimulation de CD58 est observée à J2 uniquement avec une augmentation 

de son expression atteignant 1.5 fois.  

Aucune variation n’a été observée pour les autres marqueurs. 

La figure 40 illustre les résultats obtenus par cytométrie pour les cellules stimulées avec 

l’imiquimod R837 et le PMA.  

L’imiquimod R837 est donc capable d’induire une surexpression de HLA-DR et à un 

degré moindre de CD40 et CD54 au niveau des cellules B tumorales de LLC. 
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Figure 47  : Expression des molécules de présentation et de costimulation au niveau des 

cellules B de LLC-B stimulées avec l’imiquimod R837  
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Les cellules de LLC-B ont été incubées avec du milieu de culture seul, avec 2 µg/mL, 5 µg/mL, 10 

µg/mL, 20 µg/mL d’imiquimod R837 ou avec 5 µg/L de PMA. L’expression de HLA-DR, CD40, 

CD80, CD83, CD86, CD54 et CD58 a été mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les résultats 

sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI de chacun des marqueurs par rapport à leur 

expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin. 

 

III.2.3 -  Etude de l’apoptose 

 
L’apoptose des cellules B de LLC-B a été étudiée par la méthode TUNEL.  

Les résultats présentés sur la figure 48 montrent que la stimulation avec 5 µg/L de PMA 

induit des taux d’apoptose significatifs de 10% dès le premier jour de culture et jusqu’à J3; 

alors que les cellules des puits contrôles non stimulés présentent des taux d’apoptose 

respectivement de 46, 60 et 63% à J1, J2, et J3. 

De la même façon, la stimulation avec 2 µg/mL d’imiquimod R837, qui correspond à la 

dose la plus faible testée, protège les cellules de l’apoptose spontanée observée dans le cas de 

cellules non stimulées. Cette stimulation induit en effet une apoptose moins importante que 

celle observée dans les puits contrôles non stimulés avec des différences respectivement de 

15%, 10% et 8% après 1, 2 et 3 jours de culture. 

En revanche, une induction rapide et importante de l’apoptose a été mise en évidence 

pour les 3 doses les plus élevées d’imiquimod R837. Ainsi, la stimulation avec 5 µg/mL 

d’imiquimod induit des taux d’apoptose plus importants que pour les cellules non stimulées 

avec des différences de 10, 15 et 24% à J1, J2 et J3. La stimulation avec 10 et 20 µg/mL 

d’imiquimod entraîne une apoptose plus importante avec 70% de cellules apoptotiques à J1 et 

95% à J3.  
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Figure 48  : Analyse de l’apoptose par la méthode TUNEL dans les cellules B de LLC-B 

stimulées ou non avec du PMA ou avec l’imiquimod R837 

 

Les cellules B de LLC-B stimulées ou non pendant 24, 48, et 72 heures avec 2 µg/mL, 5 µg/mL, 10 

µg/mL, 20 µg/mL d’imiquimod R837 ou avec 5 µg/L de PMA ont été marquées par la méthode 

TUNEL et analysées par cytométrie de flux. Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) de 

pourcentages de cellules TUNEL positives. 

 

Pour trois suspensions cellulaires marquées par la méthode TUNEL, un marquage avec 

un anticorps anti-CD19-ECD spécifique des cellules B, et parallèlement avec un anticorps 

anti-CD3-ECD, spécifique des cellules T, nous a permis de vérifier que les cellules en 

apoptose correspondaient aux cellules B. Nous avons ainsi confirmé que 100% des cellules en 

apoptose étaient des cellules B (figure 49A) alors qu’aucune positivité TUNEL n’était notée 

pour les cellules T (figure 49B). 
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Figure 49  : Comparaison de l’apoptose évaluée par la méthode TUNEL au niveau des 

lymphocytes B et des lymphocytes T 

 

Les lymphocytes des suspensions cellulaires issues des patients atteints de LLC-B ont été incubés avec 

un anticorps CD19-ECD (A) ou avec un anticorps CD3-ECD (B) avant d’être marqués par la méthode 

TUNEL. Le contrôle négatif est représenté en rose et les cellules doublement marquées pour 

l’antigène membranaire et la fluorescence nucléaire TUNEL sont représentées en bleu. 

 
III.2.4 -  Etude de la prolifération 

 
L’étude de la prolifération des cellules a été réalisée après marquage au CFSE au niveau 

de suspensions cellulaires issues de 7 patients atteints de LLC-B. 
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La baisse d’intensité de fluorescence du CFSE, après normalisation par rapport aux 

témoins, était significativement plus importante après 3 jours de stimulation avec le PMA, 

traduisant une prolifération des cellules de LLC-B avec cet ester de phorbol. 

Les ratios de MFI du CFSE normalisés après stimulation avec l’imiquimod R837 

étaient plus importants que pour les témoins, surtout à J3. Ces résultats peuvent être expliqués 

par l’apoptose importante qui a été observée pour ces cellules, surtout pour les plus fortes 

concentrations testées (figure 50).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50  : Etude de la prolifération des cellules B tumorales stimulées ou non avec du PMA 

ou avec l’imiquimod R837 

 

Les cellules de LLC-B marquées par le CFSE ont été incubées avec du milieu de culture seul, avec 2 

µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL d’imiquimod R837 ou avec 5 µg/L de PMA. La fluorescence 

du CFSE a été mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les résultats sont exprimés en ratios des 

moyennes de MFI du CFSE (+ ES) par rapport à son expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin. 

 

Ces résultats concernant l’étude de l’apoptose et la prolifération des cellules B tumorales 

étaient concordants avec l’analyse du nombre absolu de cellules mesuré avec des 
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dépendante du nombre absolu des cellules présentes dans les puits en présence 

d’imiquimod R837. L’effet le plus important a été observé après 3 jours de culture avec 10 et 

20 µg/mL d’imiquimod R837 (figure 50).  

L’examen du nombre absolu de cellules/mm3 présentes dans les puits a également 

montré une faible prolifération des cellules B stimulées avec l’imiquimod R837 surtout 

visible à J1 pour les concentrations de 2 µg/mL, 5 µg/mL et 10 µg/mL d’imiquimod R837. 

Une légère prolifération a également été notée pour la plus faible dose d’imiquimod testée, à 

J2, et pour 2 µg/mL et 5 µg/mL à J3. Ces résultats mis en parallèle avec l’étude de la 

prolifération et de l’apoptose indiquent que l’apoptose l’emporte sur la prolifération observée 

après marquage des cellules par le CFSE. En présence de PMA, une légère augmentation du  

nombre de cellules a été observée dès J1, surtout visible à J3, confirmant la prolifération 

identifiée par la diminution du marquage CFSE (figure 51). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51  : Etude du nombre absolu de cellules tumorales présentes dans les puits de culture 

après stimulation ou non avec du PMA ou avec l’imiquimod R837  

 

Les cellules de LLC-B ont été incubées avec du milieu de culture seul, avec 2 µg/mL, 5 µg/mL, 10 

µg/mL, 20 µg/mL d’imiquimod R837 ou avec 5 µg/L de PMA Pour chaque échantillon, le nombre 

absolu de cellules a été déterminé en ajoutant 50 µL de fluorosphères à 50 µL de chaque suspension 
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cellulaire stimulée ou non. 

 

La comparaison des résultats obtenus pour les cellules amygdaliennes et les cellules de 

LLC-B stimulées via TLR-7 révèle une surexpression des marqueurs de costimulation et de 

coactivation de même ordre de grandeur. Par contre, alors que l'apoptose spontanée des 

cellules tumorales et des cellules saines est quasiment similaire, des résultats différents sont 

obtenus, au niveau de ces cellules, après stimulation avec l'imiquimod. En effet, les plus fortes 

concentrations d’imiquimod entraînent une apoptose rapide et importante des cellules 

tumorales alors que seule la stimulation avec 20 µg/mL d'imiquimod induit un effet pro-

apoptotique tardif des cellules B saines. 

 
 

IV -  EFFET DE LA STIMULATION DES CELLULES B 

SAINES ET TUMORALES VIA TLR-9 
 
 
IV.1 -  Stimulation des cellules B amygdaliennes via 
TLR-9 
 

L’étude de la stimulation des cellules B saines a été réalisée au niveau de suspensions 

cellulaires de 10 amygdales palatines d’enfants âgés de 3 à 10 ans (moyenne d’âge de 6.2 + 

0.8 ans exprimant en moyenne 66.8% (+ 2.4) de cellules CD19+, 6.5% (+2.2) de cellules 

CD19+/CD5+ et 22.8 % (+ 2) de lymphocytes T. 

Des oligonucléotides synthétiques contenant des motifs CpG non méthylés ont été 

utilisés comme ligands de TLR-9, à trois concentrations, 0.25 µM, 0.5 µM et 1 µM, sur 3 

jours. L’effet de la stimulation avec ces ODN CpG a été comparé avec les résultats obtenus 

sans stimulation et avec le PMA comme témoin positif. 
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IV.1.1 -  Etude morphologique 

 

L’examen des cellules B amygdaliennes après stimulation avec toutes les concentrations 

d’ODN CpG testées montrait, dès le premier jour de culture, de grosses cellules avec un gros 

noyau et un cytoplasme plus abondant que pour les cellules sans stimulation (figures 52A et 

52B). La plupart de ces cellules présentaient des prolongements cytoplasmiques pseudo-

dendritiques de taille variable. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 52  : Morphologie des cellules amygdaliennes après stimulation via TLR-9 

 

Morphologie initiale des cellules d’amygdales palatines après deux jours de culture sans stimulation 
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(A), ou après deux jours de culture avec 0.5 µg/mL d’ODN CpG (B). 

 

IV.1.2 -  Etude immunophénotypique 

 

Aucune expression de CD38 et CD138 n’a été relevée dans les suspensions cellulaires 

stimulées ou non. L’absence de CD14 et de CD33 a également été vérifiée dans toutes les 

suspensions cellulaires. 

Les études immunophénotypiques présentées sur la figure 53 ont permis de montrer une 

surexpression dose-dépendante de HLA-DR à J1 avec une augmentation de 2.2 fois et 1.3 fois 

après activation avec 0.25 et 0.5 µM d’ODN CpG. Une augmentation plus importante de son 

expression est observée après 24 heures dans un rapport de 3 fois pour les 3 concentrations 

d’ODN utilisées. La stimulation avec les ODN CpG induit une surexpression de HLA-DR de 

façon similaire après 72 heures de culture avec une augmentation respectivement de 3, 2.9 et 

3.4 fois après stimulation avec 0.25, 0.5 et 1 µM d’ODN CpG.  

Les ODN CpG induisent par ailleurs une surexpression de CD40 de presque 2 fois par 

rapport aux cellules non stimulées, pour les 3 concentrations d’ODN testées, après 24 heures 

de culture. A J2, l’activation de ce marqueur est identique après stimulation avec 0.25, 0.5 et 1 

µM d’ODN CpG avec une augmentation de son expression de 2.3 fois. La stimulation avec 

0.5 µM d’ODN CpG n’entraîne aucune variation de l’expression de CD40 après 72 heures de 

culture. Par contre, les cellules stimulées avec 0.25 et 0.1 µM d’ODN CpG présentent une 

expression de CD40 augmentée d’environ 2 fois. 

L’augmentation de l’expression de CD54 est quasiment identique à J1, J2 et J3 avec une 

surexpression maximum de 2 fois après stimulation pendant 48 heures avec 0.1 µM d’ODN 

CpG par rapport aux cellules amygdaliennes non stimulées.  

Une surexpression dose-dépendante de CD58 est visible à J1 avec une augmentation 

respectivement de 2, 1.4 et 1.3 fois pour les cellules stimulées avec 0.25, 0.5 et 1 µM d’ODN 

CpG. A J2 et J3, l’activation de CD58 est du même ordre de grandeur avec une augmentation 

d’environ 2 fois pour les 3 doses testées.  

Une légère augmentation dose-dépendante de l’expression de CD80 est mise en 

évidence à J1 et J2 avec une expression maximum de 1.5 fois obtenue après stimulation avec 

0.25 µM d’ODN CpG. A J3, cette expression est augmentée de la même façon respectivement 



 154 

dans un rapport 1.3, 1.6 et 1.7 pour les cellules stimulées avec 0.25, 0.5 et 1 µM d’ODN CpG. 

Le marqueur CD86 est surexprimé dans un rapport de 2 fois après stimulation avec 0.25 

et 0.5 µM d’ODN CpG et de 1.5 fois avec 1 µM d’ODN CpG. Son expression est quasiment 

identique pour les 3 concentrations testées avec une expression jusqu’à 1.5 fois plus 

importante que pour les cellules contrôles non stimulées. A J3, aucune activation de CD86 n’a 

été relevée. 

Les résultats montrent également une légère activation de CD83 avec un effet dose 

visible à J1 et J3. Cette activation est plus importante après 24 heures de culture avec une 

surexpression respectivement de 2, 1.7 et 1.5 fois après stimulation avec 0.25, 0.5 et 1 µM 

d’ODN CpG. A J2 et J3, l’expression de CD83 est augmentée d’environ 1.4 fois.  

Les ODN CpG M362 induisent donc une forte surexpression de HLA-DR et de CD40 et 

une plus faible surexpression des autres marqueurs de costimulation étudiés, au niveau des 

lymphocytes B sains. 
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Figure 53  : Expression des molécules de présentation et de costimulation au niveau des 

cellules amygdaliennes stimulées ou non avec du PMA ou avec les ODN CpG  
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Les cellules amygdaliennes ont été incubées avec du milieu de culture seul, avec 0.25 µM, 0.5 µM, 1 

µM d’ODN M362 ou avec 5 µg/L de PMA. L’expression de HLA-DR, CD40, CD80, CD83, CD86, 

CD54 et CD58 a été mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les résultats sont exprimés en 

moyennes (+ ES) des ratios de MFI de chacun des marqueurs par rapport à leur expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin. 

 

IV.1.3 -  Etude de l’apoptose 

 

L’analyse de l’apoptose par la méthode TUNEL a été réalisée au niveau de suspensions 

cellulaires issues de 5 amygdales palatines (moyenne d’âge de 5 + 0.5 ans). 

Les résultats présentés sur la figure 54 indiquent qu’après 24 et 48 heures de culture, les 

cellules B amygdaliennes stimulées par le PMA présentent un pourcentage de cellules 

apoptotiques de l’ordre de 20%. Ce pourcentage est significativement moins important que 

celui relevé pour les cellules non stimulées qui est de 40%. A J3, la stimulation avec 5 µg/mL 

de PMA induit une apoptose moins importante que pour les témoins non stimulés avec une 

différence de 10%. 

Les 3 doses d’ODN CpG testées entraînent des taux d’apoptose similaires après 

stimulation pendant 24, 48 et 72 heures. A J1, comme pour le PMA, ces ODN semblent 

protéger les cellules B amygdaliennes de l’apoptose avec une différence de 20% par rapport 

aux puits contrôles non stimulés. A J2, cette différence n’est plus que de 13% et dès J3, 

aucune différence n’a été mise en évidence par rapport aux contrôles sans stimulation. Des 

expériences complémentaires ont montré le pourcentage de cellules apoptotiques étaient de 

90% dans les suspensions cellulaires stimulées ou non. 

Par contre, dès J2, ce pourcentage augmente de façon significative pour atteindre 60%, 

se stabiliser à J3 puis augmenter progressivement jusqu’à atteindre 90% à J7.  
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Figure 54  : Analyse de l’apoptose par la méthode TUNEL dans les cellules B d’amygdales 

palatines stimulées ou non avec du PMA ou les ODN CpG M362 

 

Les cellules amygdaliennes stimulées ou non pendant 24, 48, et 72 heures avec 0.25 µM, 0.5 µM, 1 

µM d’ODN M362 ou avec 5 µg/L de PMA ont été marquées par la méthode TUNEL et analysées par 

cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) de pourcentages de 

cellules TUNEL positives. 

 

IV.1.4 -  Etude de la prolifération 

 

Les analyses de la prolifération ont été réalisées après marquage au CFSE au niveau de 

8 prélèvements d’amygdales palatines (moyenne d’âge de 5 + 0.1 ans). 

Les résultats obtenus, représentés sur la figure 55, indiquent que le PMA n’induit 

aucune prolifération des cellules amygdaliennes à J1 et J2. Toutefois, après 3 jours de culture, 

on peut observer une diminution significative de la MFI du CFSE des cellules d’amygdales 

palatines stimulées avec le PMA (p=0.03), par rapport au témoin sans stimulation, ce qui 

suggère une prolifération de ces cellules. 

De la même façon, les ODN CpG induisent une légère prolifération des cellules 
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amygdaliennes après 72 heures de culture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55  : Etude de la prolifération des cellules B d’amygdales palatines stimulées ou non 

avec du PMA ou avec les ODN CpG M362 

 

Les cellules amygdaliennes marquées par le CFSE ont été incubées avec du milieu de culture seul, 

0.25 µM, 0.5 µM, 1 µM d’ODN M362 ou avec 5 µg/L de PMA. La fluorescence du CFSE a été 

mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des 

ratios de MFI du CFSE par rapport à son expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin. 

 

Pour certains échantillons, la poursuite de la culture jusqu’à J7, a montré que cette 

prolifération ne variait pas jusqu’à J7, alors que la MFI du CFSE des cellules traitées avec le 

PMA diminuait de façon progressive et significative. 
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IV.2 -  Stimulation des cellules B de LLC-B via TLR-9 
 

L’effet de la stimulation des cellules B de LLC-B via TLR-9 a été étudié au niveau de 6 

individus avec un score de Matutes de 4 ou 5 par une analyse immunophénotypique. Ces 

individus étaient âgés de 41 à 72 ans (moyenne d’âge de 60.5 + 5.1).  

Dans ces échantillons, les proportions de cellules leucémiques CD19+ CD5+ étaient 

comprises entre 70.5 et 98% (moyenne : 84.5 + 4.1). De plus, les proportions de cellules T et 

B normales persistantes étaient respectivement comprises entre 1.2 et 20.8% (moyenne : 6.3 + 

2.9) et 0.5 et 4.5% (moyenne : 2 + 0.5).  

Comme précédemment, des ODN CpG ont été utilisés comme ligands de TLR-9, à trois 

concentrations, 0.25 µM, 0.5 µM et 1 µM, sur 3 jours. L’effet de la stimulation avec ces ODN 

CpG a été comparé avec les résultats obtenus sans stimulation, avec des ODN GpC contrôles 

et avec le PMA comme témoin positif. 

 

IV.2.1 -  Etude morphologique 

 

Les cellules B de LLC-B stimulées avec les ODN CpG étaient de plus grande taille que 

les cellules non stimulées, avec un gros noyau fragmenté. Certaines de ces cellules 

présentaient des prolongements cytoplasmiques pseudo-dendritiques de taille variable et 

d’autres de volumineuses vacuoles (figures 56A et 56B).  
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Figure 56  : Morphologie des cellules amygdaliennes après stimulation via TLR-9 

 

Morphologie initiale des cellules de cellules de LLC-B après deux jours de culture sans stimulation 

(A), ou après deux jours de culture avec 0.5 µg/mL d’ODN CpG (B). 
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IV.2.2 -  Etude immunophénotypique 

 
Aucune expression de CD38 et CD138 ni de CD13, CD14 et CD33 n’a été notée dans 

les suspensions cellulaires stimulées ou non. 

Les résultats présentés sur la figure 57 indiquent qu’en présence d’ODN GpC, on note 

une augmentation de l’expression des marqueurs de coactivation et de présentation dont 

l’expression est respectivement jusqu’à 4 fois plus importante pour HLA-DR. Les ODN 

contrôles GpC sont donc capables d’induire la stimulation des cellules B de LLC-B.  

Dans le cas des cellules stimulées avec les ODN CpG, les résultats mettent en 

évidence une forte augmentation significative de l’expression de HLA-DR pour 3 doses 

testées. Un effet dose est visible dès J1 avec une surexpression de 2 fois pour les cellules 

stimulées avec 0.25 et de 2.6 fois pour les cellules stimulées avec 0.5 et 1 µM d’ODN CpG. 

Après 48 heures de culture, les ODN CpG induisent une plus forte surexpression de HLA-DR 

respectivement de 3.4, 5.5 et 6 fois après stimulation avec 0.25, 0.5 et 1 µM d’ODN CpG. A 

J3, cette stimulation est du même ordre de grandeur avec une expression jusqu’à 5.5 fois plus 

importante que les puits contrôles sans stimulation. 

Une très forte augmentation de l’expression de CD40 est également observée avec un 

effet dose visible après 24, 48 et 72 heures. A J1, la stimulation via TLR-9 induit une 

surexpression de CD40 dans un rapport respectivement de 1.8, 2.7 et 3.3 pour les cellules 

stimulées avec 0.25, 0.5 et 1 µM d’ODN CpG. La surexpression la plus importante de ce 

marqueur est visible à J2, avec une augmentation de plus de 6 fois après stimulation avec 1 

µM d’ODN CpG. Après 72 heures de culture, CD40 présente une expression augmentée de 

3.2 fois après stimulation avec 0.25 µM ODN CpG et de 5 fois avec 1 µM d’ODN CpG. 

Les ODN CpG entraînent une augmentation significative de l’expression de CD54 

avec un effet dose surtout visible après 3 jours de culture. A J1, cette surexpression est de 

l’ordre de 3 fois pour les 3 doses d’ODN CpG testées. Après 48 heures, l’expression de CD54 

est augmentée respectivement de 2.5, 4.7 et 3.7 fois avec 0.25, 0.5 et 1 µM par rapport aux 

puits contrôles non stimulés. Les ODN CpG induisent également une augmentation de 

l’expression de CD54 comprise entre 3 et 4 fois à J3.  

En ce qui concerne CD58, une surexpression dépendante du temps est mise en 

évidence avec une expression maximum observée à J3. Une augmentation respectivement de 
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1.6, 1.7 et 1.4 fois est notée pour les cellules stimulées avec 0.25, 0.5 et 1 µM d’ODN CpG 

après un jour de culture. Dès J2, les résultats indiquent une surexpression plus importante et 

dose-dépendante de 2.3 fois pour la stimulation avec 0.25 µM d’ODN CpG et de 3 fois pour 

la concentration la plus forte testée, autrement dit 1 µM. De la même manière, à J3, CD58 est 

surexprimé de façon importante. En effet, la stimulation avec 0.25 µM d’ODN CpG induit 

une augmentation de l’expression de CD58 de 2.5 fois et la stimulation avec 0.5 µM et 1 µM 

d’ODN CpG entraîne une augmentation de l’ordre de 3.3 fois par rapport aux contrôles non 

stimulés.  

CD80 est surepxrimé de façon dose-dépendante à un degré moindre, dans un rapport 

d’environ 2 fois à J1. Après 48 heures de culture, une augmentation significative 

respectivement de 2.1, 2.4 et 2.5 est mise en évidence pour les cellules stimulées avec 0.25 

µM, 0.5 µM et 1 µM d’ODN CpG M362. La surexpression de CD58 est du même ordre de 

grandeur après 3 jours de culture : les cellules stimulées avec 0.25, 0.5 et 1 µM présentent 

respectivement une augmentation de 1.8, 2.1 et 2.4 fois. 

Les résultats montrent également une surexpression du marqueur de surface CD83 qui 

est maximale à J1. CD83 est en effet surexprimé dans un rapport de 2 fois après stimulation 

avec 0.25 et 1 µM d’ODN CpG et dans un rapport de 3 fois après stimulation avec 0.5 µM 

d’ODN CpG. Après 48 heures, l’augmentation de CD83 est de l’ordre de 2 fois avec une 

surexpression maximale pour les cellules de LLC-B stimulées avec 1.5 µM d’ODN CpG. 

L’engagement de TLR-9 induit, à J3, une plus faible augmentation de l’expression de ce 

marqueur qui est d’environ 1.5 fois. 

Une forte surexpression de CD86 est observée après stimulation avec les ODN CpG. 

CD86 est augmenté dans un rapport de 2.6 fois pour les cellules stimulées avec 0.25 et 1 µM 

d’ODN et dans un rapport de 2.1 pour les cellules stimulées avec 0.5 µM. Les cellules 

stimulées présentent la plus forte surexpression de CD86 après 2 jours de culture : 

l’augmentation de CD86 est dose-dépendante avec une augmentation respectivement de 2.7, 

3.6 et 3.1 pour les cellules stimulées avec 0.25, 0.5 et 1 µM d’ODN CpG. A J3, l’expression 

de ce marqueur est augmentée respectivement de 1.8, 2.1 et 2.3 fois pour les cellules 

stimulées avec 0.25, 0.5 et 1 µM d’ODN CpG. 

Ces résultats indiquent donc que les cellules de LLC-B stimulées avec des ODN CpG 

présentent une surexpression des marqueurs de coactivation et de costimulation étudiés.  



 163 

ODN GpC Témoin PMA 
ODN CpG 
0.25 µM 

ODN CpG 
0.5 µM 

 

ODN CpG 
1 µM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57  : Expression des molécules de présentation et de costimulation sur des cellules B 

de LLC-B stimulées ou non avec du PMA ou avec les ODN CpG et GpC M362 
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Les cellules de LLC-B ont été incubées avec du milieu de culture seul, avec 0.25 µM, 0.5 µM, 1 µM 

d’ODN M362, 1 µM d’ODN M362 contrôle ou avec 5 µg/L de PMA. L’expression de HLA-DR, 

CD40, CD80, CD83, CD86, CD54 et CD58 a été mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les 

résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de MFI de chacun des marqueurs par rapport à 

leur expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin ; ** = P < 0.05 versus ODN GpC contrôles. 

 

IV.2.3 -  Etude de l’apoptose 

 

Il est apparu qu’une stimulation avec 5 µg/L de PMA induisait jusqu’à 12% d’apoptose 

à J3 alors que les cellules seules, sans stimulation, présentaient un taux d’apoptose de 58%. 

De même, pour les cellules stimulées avec les ODN CpG et GpC, les taux d’apoptose 

observés étaient inférieurs à ceux des cellules non stimulées dès J1, et ce, quelque soit la 

concentration testée. En effet, alors que 58% des cellules témoins les cellules seules étaient 

apoptotiques, ce pourcentage s’élevait à 40% pour toutes les concentrations testées. 

Les différentes concentrations d’ODN CpG et le PMA protégeaient donc les cellules B 

de LLC-B de l’apoptose spontanée observée avec le milieu de culture seul dès J1 (figure 58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58  : Analyse de l’apoptose par la méthode TUNEL dans les cellules B tumorales 

stimulées ou non avec du PMA ou avec les ODN CpG et GpC M362 
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Les cellules B de LLC-B stimulées ou non pendant 24, 48, et 72 heures avec 0.25 µM, 0.5 µM, 1 µM 

d’ODN M362, 1 µM d’ODN M362 contrôle ou avec 5 µg/L de PMA ont été marquées par la méthode 

TUNEL et analysées par cytométrie de flux. Les résultats sont exprimés en moyennes de pourcentages 

de cellules TUNEL positives (+ ES). 

 

IV.2.4 -  Etude de la prolifération 

 

L’analyse de la prolifération après marquage des cellules par le CFSE (figure 59) 

montre l’absence totale de prolifération en présence d’ODN CpG, de J1 à J3. Par contre, on 

retrouve avec le PMA la prolifération cellulaire observée dans les séries précédentes, avec une 

diminution significative (P=0.04) de la fluorescence liée à l’incorporation du CFSE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59  : Etude de la prolifération des cellules B de LLC-B stimulées ou non avec du PMA 

ou avec les ODN CpG M362 

 

Les cellules de LLC-B marquées par le CFSE ont été incubées avec du milieu de culture seul, 0.25 µM, 

0.5 µM, 1 µM d’ODN M362, 1 µM d’ODN M362 contrôle ou avec 5 µg/L de PMA. La fluorescence 

du CFSE a été mesurée par cytométrie de flux à J1, J2 et J3. Les résultats sont exprimés en moyennes 

(+ ES) des ratios de MFI du CFSE par rapport à son expression basale. 

* = P < 0.05 versus témoin. 
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L’étude du nombre absolu de cellules présentes dans les puits de culture a confirmé ces 

résultats puisque aucune différence significative entre les cellules stimulées par les ODN CpG 

ou non n’a été observée (figure 60).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60  : Analyse du nombre absolu de cellules présentes dans les puits après stimulation 

des cellules B tumorales via TLR-9 

 

Les cellules de LLC-B marquées par le CFSE ont été incubées avec du milieu de culture seul, 0.25 µM, 

0.5 µM, 1 µM d’ODN M362, 1 µM d’ODN M362 contrôle ou avec 5 µg/L de PMA. Pour chaque 

échantillon, le nombre absolu de cellules a été déterminé en ajoutant 50 µL de fluorosphères à 50 µL 

de chaque suspension cellulaire stimulée ou non.  

* = P < 0.05 versus témoin. 

 

Toutefois, pour certains échantillons, la poursuite de la culture jusqu’à J7, a permis de 

mettre en évidence une diminution du ratio de la florescence du CFSE traduisant une 

prolifération tardive, qui augmente progressivement jusqu’à J7. 

 

La stimulation de TLR-9 via les ODN CpG induit, au niveau des cellules B tumorales, 

une augmentation de la survie cellulaire et de l’expression des marqueurs étudiés plus 

importantes que pour les cellules B saines. 
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V - EVALUATION DE LA SECRETION DE CYTOKINES  
 
 

Suite aux résultats obtenus qui ont mis en évidence une activation des cellules de LLC-B 

en présence d’ODN CpG et avec la plus faible dose d’imiquimod testée, nous avons choisi 

d’étudier la sécrétion de cytokines au niveau des surnageants de culture de ces suspensions 

cellulaires afin de caractériser l’influence de ces ligands de TLRs sur la production 

cytokinique des cellules B de LLC-B. Nous avons comparé ces résultats à ceux obtenus en 

testant des surnageants de cellules B tumorales stimulées avec le PMA et des surnageants de 

culture d’amygdales palatines stimulées ou non. Les dosages ont été réalisés dans les 

surnageants de cellules B non stimulées ou incubées avec 0.5 µM d’ODN CpG M362, 2 

µg/mL d’imiquimod R837 ou 5 µg/L de PMA pendant 48 heures. 

Le panel des cytokines dosées concomitamment avec la technique de billes CBA a 

permis l’évaluation quantitative des cytokines suivantes : IFN-γ, IL-1ß, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF-α et TNF-β. 

Une gamme étalon a été réalisée pour chaque cytokine étudiée à partir de 50 µL de 

chaque standard. Le tableau 10 et la figure 61 présentent un exemple de courbe de titration 

obtenue. 
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Tableau 10   Exemple de courbe étalon obtenue pour l’interleukine-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 61  : Exemple de gamme standard de dilution obtenue pour l’interleukine-2 

 

Concentration standard  

en pg/ml 
MFI MFI/MFI du blanc x 100  

0.00 0.64 100.00 

27.44 0.62 97.34 

82.30 0.74 115.48 

246.91 1.77 276.32 

740.74 7.02 1 094.11 

2 222.22 32.97 5 139.70 

6 666.67 116.14 18 105.58 

20 000.00 217.01 33 829.9 
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Les figures 62A et 62B illustrent un exemple de la distribution des 11 cytokines étudiées 

obtenue respectivement après analyse par cytométrie de flux et après analyse par le logiciel 

"FlowCytometric Pro 2.1 Software". 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 62  : Exemple de profil de distribution des différentes cytokines dosées dans les 

surnageants de culture 

 

 

V.1 -  Dosage des cytokines dans les surnageants de 
culture d’amygdales palatines 

 

La figure 63 présente les niveaux de sécrétion des différentes cytokines dans les 

surnageants de culture de cellules B de LLC-B stimulées ou non avec les ODN CpG, 

B 

A 
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l’imiquimod et le PMA. 

La stimulation des cellules n’induit pas d’augmentation de la sécrétion d’IL-12 par les 

lymphocytes B amygdaliens, négligeable à l’état de base. Par contre, il existe une synthèse 

spontanée d’IFN-γ, augmentée après traitement avec le PMA, les ODN CpG ou l’imiquimod.  

L’IL-2 a été retrouvée dans tous les surnageants de culture avec et sans stimulation. Sa 

concentration était légèrement augmentée après culture avec le PMA, les ODN CpG et 

l’imiquimod.  

De même, une production d’IL-10 a été observée à l’état de base, légèrement augmentée 

après stimulation avec le PMA et de façon plus importante et significative dans les 

surnageants de culture des cellules B amygdaliennes stimulées avec les ODN CpG (p=0.008) 

et avec l’imiquimod (p=0.04).  

L’IL-4 était produite à un degré moindre à l’état basal et cette expression était inchangée 

quelles que soient les conditions de stimulation utilisées. 

La sécrétion de l’IL-5 était absente quelles que soient les conditions testées. 

La production d’IL-1β, détectable à l’état de base, était induite de façon significative et 

considérable après stimulation avec le PMA (p=0.0002) et à un degré moindre après 

stimulation avec l’imiquimod (p=0.013). Les ODN CpG entraînaient également une légère 

augmentation de cette stimulation.  

En ce qui concerne IL-6, son expression était augmentée de façon significative avec le 

PMA (p=0.013), les ODN CpG (p=0.002), et l’imiquimod (p=0.001). 

Une forte concentration d’IL-8 a été détectée dans toutes les conditions testées, avec ou 

sans stimulation. 

A l’état basal, nous avons détecté une concentration de TNF-α de 80 pg/mL. Cette 

concentration était augmentée de façon significative avec le PMA (p=0.003) et les ODN CpG 

(p=0.0006). La stimulation avec l’imiquimod entraînait également une augmentation de la 

sécrétion de cette cytokine. 

La sécrétion de TNF-β était induite de façon significative dans le cas des cellules B 

saines stimulées avec le PMA (p=0.002) et à un degré moindre après stimulation avec les 

ODN CpG. Toutefois, cette sécrétion était négligeable pour les autres conditions. 
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Figure 63  : Expression des cytokines dans les surnageants de culture d’amygdales palatines 

 

Les résultats sont exprimés en moyennes des concentrations de cytokines dosées dans les surnageants 

de culture de suspensions cellulaires d’amygdales palatines, ajustées à une concentration de 5x106 

dans un volume total de 1.5 mL, et stimulées ou non pendant 48 heures avec 5 µg/L de PMA, 0.5 µM 

d’ODN CpG M362 ou 2 µg/mL d’imiquimod R837. 
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V.2 -  Dosage des cytokines dans les surnageants de 
culture de cellules B de LLC 
 

La figure 64 présente les niveaux de sécrétion des différentes cytokines dans les 

surnageants de culture de cellules B de LLC-B stimulées ou non avec les ODN CpG, 

l’imiquimod et le PMA. 

Les sécrétions d’IL-12 et d’IFN-γ étaient absentes ou négligeables quelles que soient les 

conditions de culture pour tous les patients à l’exception d’un seul pour lequel nous avons 

relevé une expression de ces cytokines à l’état basal. L’échantillon de ce patient présentait 

17.6% de lymphocytes T alors que le taux de lymphocytes T des autres patients variait entre 

2.4 et 5.8% ce qui peut expliquer la production plus importante d’IL-12 et d’IFN-γ par rapport 

aux autres patients.  

Le dosage de l’IL-2 a montré une expression de cette cytokine pour les surnageants de 

culture de cellules B tumorales non stimulées pour 5 patients sur 20. Aucune variation 

significative de la sécrétion de cette cytokine n’a été observée après stimulation avec les ODN 

CpG ou avec l’imiquimod. Le PMA était par contre capable d’induire la production de cette 

cytokine au niveau des cellules qui ne l’exprimaient pas à l’état basal.  

La sécrétion d’IL-10 dans les surnageants de culture des cellules B tumorales non 

stimulées ou stimulées avec l’imiquimod était négligeable. Cette sécrétion était par contre 

augmentée de façon significative et importante dans les surnageants de culture des cellules B 

amygdaliennes stimulées avec le PMA (p=0.007). Les ODN CpG induisaient également une 

augmentation de l’expression de cette cytokine à un degré moindre. 

Une faible production d’IL-4 a été notée à l’état basal et aucune variation significative 

n’a été observée après stimulation avec le PMA, les ODN CpG et l’imiquimod. 

La stimulation des cellules B tumorales n’affectait pas la production d’IL-5 qui restait 

négligeable quelles que soient les conditions de stimulation. 

L’expression d’IL-1β était négligeable pour les cellules B tumorales contrôles ainsi que 

pour les cellules B stimulées avec les ODN CpG et l’imiquimod, mais était induite par le 

PMA (p<0.0001).  

A l’état basal et après stimulation avec les ODN CpG et l’imiquimod, la sécrétion d’IL-
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6 était négligeable. Toutefois, cette cytokine était synthétisée de façon importante après 

stimulation avec le PMA (p=0.001).  

L’IL-8 a été retrouvée dans les surnageants de culture sans stimulation. Cette expression 

était fortement augmentée de façon significative dans les cellules stimulées avec PMA 

(p=0.0001), ODN (p=0.002) et imiquimod (p=0.006).  

Aucune production de TNF-α n’a été détectée dans les surnageants de cellules B de 

LLC-B non stimulées. Par contre, elle était augmentée de façon significative et importante 

après stimulation avec le PMA (p=0.0003). Une plus faible augmentation a également été 

observée après traitement des cellules avec les ODN CpG et l’imiquimod. De plus, nous 

avons noté que le la sécrétion de TNF-β était induite dans les surnageants de culture des 

cellules stimulées avec les ODN CpG (p=0.03) et avec l’imiquimod mais pas pour les autres 

conditions.  
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Figure 64  : Expression des cytokines dans les surnageants de culture de LLC-B  

 

Les résultats sont exprimés en moyennes des concentrations de cytokines dosées dans les surnageants 

de culture de suspensions cellulaires de LLC-B, ajustées à une concentration de 5x106 dans un volume 

total de 1.5 mL, stimulées ou non pendant 48 heures avec 5 µg/L de PMA, 0.5 µM d’ODN CpG M362 

ou 2 µg/mL d’imiquimod R837. 
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V.3 -  Comparaison des sécrétions de cytokines 
obtenues dans les surnageants de culture de cellules B 
saines et tumorales 
 

Nous avons comparé les effets respectifs du PMA, des ODN CpG et de l’imiquimod au 

niveau des suspensions cellulaires saines et tumorales. Pour ce faire, nous avons calculé les 

concentrations relatives de chaque cytokine par le calcul d’un ratio cellules stimulées/cellules 

non stimulées, pour chaque type de suspension et chaque type de stimulation. Ceci permet une 

comparaison plus exacte des effets induits sur les cellules tumorales par rapport aux cellules 

normales. 

La figure 65 présente les concentrations relatives des différentes cytokines d’une part 

dans les surnageants de culture d’amygdales palatines et d’autre part dans les surnageants de 

culture de LLC-B, après stimulation avec le PMA, par rapport à leur concentration basale.  

Ces résultats montrent que le PMA est capable d’induire une sécrétion significativement 

plus importante de l’IL-1ß (p=0.0008), de l’IL-6 (p=0.005), de l’IL-8 (p<0.001) et du TNF-α 

(p=0.01), dans les suspensions cellulaires issues de LLC-B par rapport aux suspensions 

cellulaires éluées d’amygdales palatines. Cet ester de phorbol entraîne également, à un 

moindre degré, une production d’IL-10 plus importante dans les suspensions cellulaires de 

LLC-B par rapport aux suspensions cellulaires amygdaliennes. 

Les concentrations d’IL-2 et d’IL-4 sont augmentées dans un même rapport pour les 

cellules saines et les cellules tumorales. 

Comme décrit plus haut, la sécrétion d’IFN-γ n’a été détectée que dans les suspensions 

amygdaliennes. 
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Figure 65  : Concentrations relatives des cytokines dans les surnageants de culture 

d’amygdales et de LLC stimulés avec du PMA 

 

Les suspensions cellulaires de LLC-B et d’amygdales palatines, ajustées à une concentration de 5x106 

dans un volume total de 1.5 mL, ont été stimulées ou non pendant 48 heures avec 5 µg/L de PMA. Les 

résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de concentrations de chacune des cytokines par 

rapport à leur expression basale. 

* = P < 0.05 versus cellules B saines. 

 

La figure 66 illustre les concentrations relatives des différentes cytokines dans les 

surnageants cellulaires d’amygdales palatines et de LLC-B, après stimulation avec 2 µg/mL 

d’imiquimod, par rapport à leurs concentrations basales. 

La production d’IL-8 apparaît fortement augmentée dans les suspensions cellulaires 

saines et tumorales. 

La stimulation avec l’imiquimod entraîne une sécrétion d’IL-6 jusqu’à 6 fois plus 

importante dans les suspensions cellulaires d’amygdales palatines par rapport aux suspensions 

cellulaires de LLC-B. Les productions d’IL-10, d’IL-1β et d’IL-4 sont également induites de 

façon plus importante dans les surnageants de culture des cellules amygdaliennes. 

La sécrétion d’IL-2 était augmentée dans un même rapport après stimulation des cellules 
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amygdaliennes et tumorales avec l’imiquimod. 

Par contre, l’imiquimod induit une sécrétion plus importante de TNF-α et de TNF-β 

dans les suspensions cellulaires tumorales. 

Enfin, l’imiquimod entraîne une sécrétion d’IFN-γ uniquement dans les suspensions 

cellulaires amygdaliennes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 66  : Concentrations relatives des cytokines dans les surnageants de culture 

d’amygdales et de LLC stimulés avec l’imiquimod R837 

 
Les suspensions cellulaires de LLC-B et d’amygdales palatines, ajustées à une concentration de 5x106 

dans un volume total de 1.5 mL, ont été stimulées ou non pendant 48 heures avec 2 µg/mL 

d’imiquimod. Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de concentrations de chacune 

des cytokines par rapport à leur expression basale. 

 

La figure 67 illustre la comparaison du comportement des cellules tumorales par rapport 

aux cellules B saines après stimulation avec les ODN CpG. 

Après stimulation avec les ODN CpG, la sécrétion d’IL-8 est significativement 

augmentée de façon beaucoup plus importante dans les surnageants de culture de LLC-B par 

rapport aux surnageants de culture de cellules saines (p=0.0186). La production d’IL-6 et de 

TNF-α est également induite de façon plus importante dans les suspensions cellulaires de 
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LLC-B. 

Les ODN CpG entraînent une plus forte sécrétion d’IL-2, d’IL-10 et de TNF-α dans les 

suspensions cellulaires amygdaliennes. De la même façon, l’IL-4 est produite de façon 

significativement plus importante dans les surnageants de culture de cellules B saines 

(p=0.03). 

Les ODN CpG n’induisaient une sécrétion d’IFN-γ uniquement dans les suspensions 

cellulaires amygdaliennes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 67  : Concentrations relatives des cytokines dans les surnageants de culture 

d’amygdales et de LLC stimulés avec les ODN CpG M362 

 

Les suspensions cellulaires de LLC-B et d’amygdales palatines, ajustées à une concentration de 5x106 

dans un volume total de 1.5 mL, ont été stimulées ou non pendant 48 heures avec 0.5 µM d’ODN CpG. 

Les résultats sont exprimés en moyennes (+ ES) des ratios de concentrations de chacune des cytokines 

par rapport à leur expression basale. 

* = P < 0.05 versus cellules B saines. 
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VI -  ETUDE FONCTIONNELLE  : REACTION MIXTE 

LEUCOCYTAIRE  
 
 
Nous avons montré que les ODN CpG et le PMA induisaient une activation des cellules 

B de LLC-B se traduisant par une augmentation importante du niveau d’expression des 

molécules de coactivation et de costimulation. Sur la base de ces résultats, nous avons voulu 

déterminer si ces cellules pouvaient être utilisées pour induire la prolifération de lymphocytes 

T allogéniques. Dans ce but, une analyse fonctionnelle des cellules B tumorales activées avec 

les ODN CpG et le PMA a été réalisée dans un modèle de stimulation allogénique afin de 

mesurer leur capacité à activer des lymphocytes T naïfs et a été comparée avec les résultats 

obtenus avec des cellules B saines d’amygdales palatines. Nous avons choisi de stimuler les 

cellules B avec 0.5 µM d’ODN CpG M362 et avec 5 µg/L de PMA pendant 48 heures. 

 

 

VI.1 -  Etude de la prolifération de lymphocytes T 
naïfs allogéniques en culture mixte avec les cellules B 
amygdaliennes  
 

 
Six suspensions cellulaires amygdaliennes stimulées ou non provenant d’enfants âgés de 

3 à 7 ans (moyenne d’âge de 5 +0.6 ans) ont été utilisées pour évaluer leur capacité à activer 

des lymphocytes T . 

Un exemple du profil de cytométrie de flux obtenu pour chaque stimulation est présenté 

sur la figure 68.  
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Figure 68  : Exemple de profils obtenus par cytométrie de flux pour l’étude de la prolifération 
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de cellules T allogéniques en co-culture avec des lymphocytes B amygdaliens 

stimulés ou non 

 

Les cellules répondantes ont été cultivées soit seules (A), soit en présence de suspensions cellulaires 

d’amygdales palatines non stimulées (B), stimulées avec 0.5 µM d’ODN CpG (C), ou avec 5µg/L de 

PMA (D) (ratio lymphocytes B/lymphocytes T de 1/1). 

Le cadre représenté à droite de chaque histogramme correspond à la position du marquage CFSE à J0. 

 

Comme indiqué précédemment, la diminution de la MFI du CFSE permet de suivre la 

prolifération cellulaire des cellules marquées par cytométrie de flux. 

Les résultats présentés sur la figure 69 montrent que, dans tous les cas, les lymphocytes 

T CD4 et CD8 mis en culture avec des lymphocytes B non stimulés proliféraient légèrement 

par rapport aux lymphocytes T seuls qui, eux-mêmes, semblaient en partie activés in vivo ou 

par les conditions de séparation (pic minoritaire à droite).  

Les cellules B amygdaliennes stimulées avec 5 µg/L de PMA induisent une prolifération 

cellulaire significative des cellules T CD4+ (p=0.0001) ainsi que des cellules T CD8+ 

(p=0.0002) pour les ratios lymphocytes B/lymphocytes T de 1/1 par rapport aux cellules B 

non stimulées. De plus, les lymphocytes T CD4 prolifèrent , à un moindre degré, pour le ratio 

1/3 et une prolifération significative des lymphocytes T CD8, à un moindre degré a également 

été mise en évidence, pour les ratios 1/3, 1/10 et 1/30.  

Par contre, les cellules stimulées avec les ODN CpG induisent une prolifération 

allogénique des deux sous-populations de lymphocytes T comparable à celle obtenue avec les 

cellules B non stimulées. Aucune différence n’a été observée quels que soient les ratios testés 

(figure 69A et 69B).  
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Figure 69  : Prolifération allogénique des lymphocytes T CD4 et CD8 naïfs en réponse aux 

cellules B de LLC-B stimulées ou non 

 

Chacune des suspensions cellulaires tumorales (notées LB) préalablement stimulées ou non avec 0.5 

µM d’ODN CpG et 5 µg/L de PMA pendant 48 heures ont été cultivées avec 2 suspensions cellulaires 

(notées LT) provenant de sujets contrôles à des doses graduelles (ratio lymphocytes B/lymphocytes T 

de 1/1, 1/3, 1/10, 1/30 et 1/100). Les analyses par cytométrie de flux ont été réalisées au niveau des 
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lymphocytes T CD4+ (A) et CD8+ (B). Les résultats sont exprimés en ratios des moyennes de MFI (+ 

ES) obtenues pour les lymphocytes T mis en présence de lymphocytes B activés ou non par rapport à 

la MFI des lymphocytes T naïfs seuls. 

*  = P < 0.05 versus lymphocytes T seuls ; *  = P < 0.05 versus lymphocytes T + lymphocytes B non 

stimulés 

 

VI.2 -  Etude de la prolifération de lymphocytes T 
naïfs allogéniques en culture mixte avec les cellules B 
tumorales 

 

Les suspensions cellulaires de 5 patients atteints de LLC-B âgés de 63 à 84 ans 

(moyenne d’âge de 73.4 + 3.6) avec un score de Matutes de 4 ou 5 ont été utilisées pour 

l’étude de la prolifération de lymphocytes T allogéniques. 

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 70 et indiquent que les cellules B de 

LLC entraînent spontanément une prolifération significative des lymphocytes T allogéniques 

CD4+ et CD8+. En effet, le marquage CFSE est significativement diminué dans les 

lymphocytes CD4+ et CD8+ mis en contact avec des cellules de LLC-B.. 

L’activation des cellules B tumorales avec le PMA induit une légère augmentation de la 

prolifération des lymphocytes T CD4 pour les ratios 1/1 et 1/30 par rapport à la prolifération 

obtenue pour les cellules T co-cultivées avec les suspensions de cellules B seules. De la même 

façon, le PMA initie une prolifération significative des lymphocytes T CD8 de faible intensité 

surtout visible pour le ratio 1/1. 

La stimulation de la prolifération allogénique par les ODN CpG est similaire à celle 

observée avec les cellules de LLC-B non stimulées, voire légèrement supérieure pour un ratio 

de 1:30.  
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Figure 70  : Prolifération allogénique des lymphocytes T CD4 et CD8 naïfs en réponse aux 

cellules B amygdaliennes stimulées ou non 

 

Chacune des suspensions cellulaires amygdaliennes (notées LB) préalablement stimulées ou non avec 

0.5 µM d’ODN CpG et 5 µg/L de PMA pendant 48 heures ont été cultivées avec 2 suspensions 
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cellulaires (notées LT) provenant de sujets contrôles à des doses graduelles (ratio lymphocytes 

B/lymphocytes T de 1/1, 1/3, 1/10, 1/30 et 1/100). Les analyses par cytométrie de flux ont été réalisées 

au niveau des lymphocytes T CD4+ (A) et CD8+ (B). Les résultats sont exprimés en ratios des 

moyennes de MFI (+ ES) obtenues pour les lymphocytes T mis en présence de lymphocytes B activés 

ou non par rapport à la MFI des lymphocytes T naïfs seuls. 

*  = P < 0.05 versus lymphocytes T seuls ; *  = P < 0.05 versus lymphocytes T + lymphocytes B non 

stimulés. 



 186 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSION 



 187 

Les TLRs sont exprimés au niveau protéique par les lymphocytes B 

sains et de LLC 

 

Ce travail s’est proposé d’analyser, dans un premier temps, en cytométrie de flux, 

l’expression des différents TLRs au niveau de lymphocytes B normaux et de lymphocytes B 

de LLC-B. Cette étape préalable était indispensable une exploration de l’éventuelle 

modulation et/ou stimulation de ces récepteurs par des agonistes spécifiques, dans un but 

thérapeutique. 

Les résultats de cette étude ont montré que les cellules B de LLC-B présentent un profil 

d’expression des TLRs similaire à celui des lymphocytes B obtenus à partir du sang 

périphérique ou d’amygdales palatines d’individus sains, avec notamment une faible 

expression de TLR-4 et une forte expression de TLR-7, TLR-9 et TLR-10. TLR-9 apparaît de 

plus surexprimé au niveau des cellules B tumorales.  

Dans la littérature, l’expression des TLRs dans les lymphocytes B humains normaux, a 

été analysée par différentes équipes au niveau de sous-populations cellulaires d’amygdales ou 

du sang périphérique (Bourke, 2003 ; Bernasconi, 2003 ; Muzio, 2000, Eaton-Bassiri, 2004 ; 

Dasari, 2005). La majorité des études portant sur l’expression de ces récepteurs se sont 

toutefois focalisées sur la détection de leurs ARNm par Northern Blot (Muzio, 2000) ou par 

PCR en temps réel (Hornung, 2002). Le développement récent d’anticorps dirigés contre ces 

protéines a permis une nouvelle approche de l’étude de leur profil d’expression, au niveau 

cellulaire. Toutefois, à ce jour, seules quelques études se sont intéressées à l’expression de ces 

récepteurs par cytométrie de flux (Eaton-Bassiri, 2004 ; Dasari, 2005).  

La plupart de ces travaux montrent que de l’ARN messager codant pour tous les TLRs 

peut être détecté dans les cellules B mais que des taux significatifs sont essentiellement 

retrouvés pour TLR-1, TLR-6, TLR-7, TLR-8, TLR-9 et  TLR-10, expression qui apparaît 

plus importante après activation cellulaire (Bourke, 2003 ; Bernasconi, 2003 ; Hornung, 2002). 

Par contre, l’étude de l’expression protéique des différents TLRs au niveau des cellules B 

circulantes et amygdaliennes a permis la mise en évidence de l’expression de TLR-1, TLR-2, 

TLR-7, TLR-9 et TLR-10 (Dasari, 2005 ; Mansson, 2006). 

Très peu d’études se sont focalisées sur l’expression des TLRs au niveau de cellules B 

de syndromes lymphoprolifératifs et en particulier de la LLC-B (Bourke, 2003 ; Jahrsdörfer, 

2005 ; Spaner, 2006). Bourke et al. (2003) ont rapporté une forte expression de TLR-9 mais 
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également de TLR-10 dans des lignées cellulaires représentatives de néoplasies à cellules B 

matures (tels que le syndrome de Burkitt, le lymphome folliculaire et le myélome multiple). 

La surexpression de TLR-9 observée dans les cellules B de LLC-B par rapport aux 

cellules B normales pourrait être corrélée au statut "mémoire" des lymphocytes B de LLC-B. 

En effet, Bernasconi et al. (2003) ont montré une expression plus importante de plusieurs 

TLRs et notamment de TLR-9 au niveau des cellules B mémoires par rapport aux cellules B 

naïves. Une autre étude a également rapporté que l’expression des ARNm de TLR-9 et TLR-

10 augmente fortement des cellules B au repos aux cellules B matures (Bourke, 2003). Ces 

résultats suggèrent que l’expression des ARNm de ces récepteurs au niveau des cellules B 

normales apparaît régulée au cours du développement et que les TLRs sont contrôlés par des 

mécanismes post-transcriptionnels dans les lymphocytes B.  

Le rôle critique que jouent les TLRs dans l’immunité innée et dans l’inflammation a 

incité les chercheurs à identifier de nouvelles classes thérapeutiques d’immunomodulateurs 

ciblant ces récepteurs. L’existence d’agonistes spécifiques pour certains d’entre eux permet 

ainsi d’envisager leur modulation dans une optique de thérapeutique des pathologies des 

cellules B. En outre, des études récentes ont montré le rôle que peuvent jouer les ligands de 

ces récepteurs en tant qu’adjuvants pour améliorer l’efficacité de la chimiothérapie et de 

l’immunothérapie de la LLC-B (van Duin, 2006).  

Des ligands sont connus pour TLR-7 et TLR-9, bien exprimés par les cellules B 

humaines,voire surexprimés pour TLR-9 sur les cellules de LLC-B. Ceci nous a permis 

d’examiner, in vitro, l’influence de leurs agonistes respectifs sur des cellules B de LLC-B, et 

de comparer l’effet observé avec celui induit par une stimulation similaire de lymphocytes B 

sains provenant d’amygdales palatines. Nous nous sommes également intéressés à l’effet 

d’une stimulation de TLR-4 via le LPS, puisque, d’une part, nous avons noté une faible 

expression de ce récepteur sur les lymphocytes B humains et, d’autre part, le LPS est 

couramment utilisé pour stimuler des cellules B murines (Melchers, 1975).  

Les amygdales palatines ont été utilisées comme source importante de lymphocytes B 

humains sains. In vivo, l’activation des cellules B par les antigènes a essentiellement lieu dans 

les organes lymphoïdes secondaires. Au niveau des tissus lymphoïdes associés aux 

muqueuses, comme les amygdales, ceci permet de générer une réponse efficace à un signal de 

danger. Les follicules lymphoïdes et le tissu lymphoïde diffus qui constituent les amygdales 

sont enchâssés dans le chorion de la muqueuse palatine et constituent une source intéressante 

de cellules B car celles-ci y représentent 50 à 60% des cellules totales. De plus, les amygdales 
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sont organisées, comme les autres organes lymphoïdes secondaires, en régions différenciées 

histologiquement abritant les lymphocytes B à différents stades d’activation et de maturation 

(Vessière-Louveaux, 1980 ; Logtenberg, 1981). Toutes les cellules B de ces organes peuvent 

potentiellement être activées, après reconnaissance de l’antigène au travers de leur récepteur, 

ou par des signaux non spécifiques.  

 

 

PMA : témoin positif de l'activation de la voie PKC 

 

Suite à des travaux précédents réalisés au laboratoire par le Docteur Kennel, nous avons 

choisi d’utiliser le PMA comme contrôle de stimulation positif.  

Comme les ligands des TLRs, le PMA est une substance mitogène capable d’activer les 

cellules B sans l’aide de cellules T (Mond, 1990), ce qui se produit dans le cadre de rencontre 

avec des antigènes dits thymo-indépendants ou TI.  

Nous avons montré que cet ester de phorbol protège les cellules B saines mais surtout 

tumorales de l’apoptose avec un effet réellement majeur observé pour les cellules de LLC-B 

alors que l'apoptose spontanée des cellules tumorales et des cellules saines est quasiment 

identique. 

L’ester de phorbol PMA, également appelé TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13-ester), 

est capable d’activer la protéine PKC qui fait partie de la famille des sérine/thréonine kinases. 

L’activation de la PKC dépend du métabolisme des phospholipides membranaires et débute 

par le clivage du PIP2 (phosphatidyl inositol biphosphate) par la phospholipase C (PLC), 

générant de l’inositol triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG). Le PMA mime l’action 

du DAG au niveau de la PKC (Sharkey, 1986). En se liant avec leur domaine de régulation, il 

induit le recrutement de phosphoprotéines au niveau de la membrane plasmique initiant ainsi 

leur activation. La PKC peut ainsi être transloquée dans le cytoplasme où elle pourra 

phosphoryler les résidus sérine/thréonine d’autres protéines. Les phosphoprotéines peuvent 

ensuite agir comme des facteurs de transcription de différents gènes, et réguler l’expression de 

protéines anti-apoptotiques et donc participer à la survie cellulaire (figure 71). 
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Figure 71  : Mécanismes induits par le PMA et aboutissant à la survie cellulaire  

 

Bien que l’implication de la PKC dans l’activation ou l’inhibition de l’apoptose ait été 

rapportée depuis plusieurs années (Whelan, 1998), les travaux s’étant attachés à l’étude des 

mécanismes à l’origine de l’effet anti-apoptotique induit par le PMA sont récents. Il a été 

rapporté que la protéine PKC induit la phosphorylation et l’activation d’Akt, indépendamment 

de la PI3K, après stimulation avec le PMA, dans plusieurs types cellulaires (Li, 1999 ; Bauer, 

2003 ; Kawakami, 2004). 

Le PMA a par ailleurs déjà été décrit comme un inhibiteur de l’apoptose des cellules B 

de LLC-B (Barragan, 2006), résultat également observé dans nos propres travaux. Ces auteurs 

ont mis en évidence l’implication de la PKCβ dans la phosphorylation de la protéine Akt 

après stimulation des cellules B de LLC par le PMA. 

La légère prolifération cellulaire tardive observée, pour les cellules B saines et les 

cellules de LLC-B, peut être expliquée par l'activation d'Akt ou par l'activation de la voie 

Raf/MEK/ERK. Il a en effet été montré que la protéine PKC est capable d'activer Raf-1 

(Sözeri ; 1992 ; Cacace, 1996 ; Ueda 1996) et/ou MEK (Schonwasser; 1998) par 

phosphorylation directe (Monick, 2000 ; Kolch, 1993 ; Yip-Schneider, 2000). Il a également 

été suggéré que la protéine PKC peut induire la phosphorylation de RKIP (RAF kinase 
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inhibitor protein), une protéine inhibitrice de Raf. En se liant avec Raf, elle bloque l'activation 

de la voie Raf/MEK/ERK. La phosphorylation de RKIP par la PKC conduit ainsi à la 

dissociation de RKIP/Raf et donc à la formation du complexe Raf/MEK (Corbit, 2002). 

 

Nous avons observé, après stimulation avec le PMA, une surexpression des facteurs de 

costimulation et de coactivation des cellules de LLC-B. Ces résultats sont en accord avec une 

étude qui a également montré qu'une stimulation des cellules B de LLC-B avec cet ester de 

phorbol induit l’augmentation de l’expression de molécules de classe II du CMH (Yasukawa, 

1988). Par ailleurs, la morphologie des cellules est modifiée, avec l’apparition de 

prolongements cytoplasmiques susceptibles d’améliorer les contacts avec des lymphocytes T. 

Dans ce travail, une augmentation de l'expression des marqueurs étudiés a également été 

mise en évidence, à un degré moindre, au niveau des cellules B d'amygdales palatines.  

Des travaux précédents ont montré, après dosage par népéhélémétrie, de faibles taux 

d'IgA dans les surnageants de culture des cellules B amygdaliennes triées, mais de plus fortes 

concentrations d'IgG et d'IgM (Grandjenette, 2005). Ces concentrations n'étaient pas 

augmentées après stimulation par le PMA, ce qui est concordant avec l'absence d'expression 

de CD38 que nous avons relevée, et ce qui confirme donc que le PMA n'induit pas la 

différenciation des cellules B en plasmocytes.  

 

 

Le PMA induit la survie cellulaire des cellules B normales et surtout tumorales et une 

légère prolifération via l'activation de la PKC. Cet ester de phorbol entraîne également une 

activation cellulaire et l’apparition de prolongements cytoplasmiques caractéristiques. 

 

 
L'imiquimod R837 stimule l'expression des signaux de coactivation et 

de costimulation mais induit surtout un effet pro-apoptotique rapide des 

cellules B de LLC  

 

TLR-7 peut être activé par des composants synthétiques de la famille des 

imidazoquinolines qui miment l’effet des ssARN et dont on a rapporté de fortes propriétés 
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anti-virales et anti-tumorales dans les modèles animaux (Miller, 1999). Chez l’homme, 

l’imiquimod est une imidazoquinoline utilisée pour traiter l’herpès génital, les maladies 

causées par le papilloma virus, ou encore le carcinome basocellulaire (Geisse, 2004). 

TLR-7 est le premier TLR à avoir été ciblé spécifiquement par les firmes 

pharmaceutiques pour la production de molécules thérapeutiques. Ainsi, la forme 

commerciale de l’imiquimod, l’Aldara™, qui se présente sous la forme d’une crème à 5% de 

principe actif, a été approuvée en 1997 comme outil de thérapie anti-cancéreuse avant même 

que les mécanismes d’action de ces récepteurs aient été complètement élucidés. Des 

rémissions cliniques et histologiques complètes ont par ailleurs été observées dans le 

traitement des lymphomes à cellules T (Didona, 2004) ou encore dans le traitement des 

localisations cutanées de la LLC-B après application de cette crème (Spaner, 2005). 

L'étude de la prolifération cellulaire après marquage au CFSE des cellules B tumorales 

stimulées avec l'imiquimod R837 a montré des ratios normalisés de MFI du CFSE plus 

importants que pour les témoins. Ces résultats pourraient être liés à l'effet pro-apoptotique 

rapide et important induit par cet agoniste de TLR-7, au niveau de ces cellules, pour les plus 

fortes concentrations testées. En effet, la condensation cytoplasmique liée à l’apoptose 

pourrait entraîner une concentration corpusculaire du CFSE augmentant corrélativement le 

signal de chaque événement cellulaire . 

Afin d’évaluer le niveau d’activation cellulaire des cellules saines et des cellules 

tumorales stimulées avec l’imiquimod R837, l’expression de HLA-DR, qui est une molécule 

de classe II du CMH, ainsi que des molécules de costimulation CD80, CD86, CD54, CD58 et 

CD40 a été étudiée. 

CD80 (ou B7.1) et CD86 (ou B7.2) sont des glycoprotéines transmembranaires de la 

Superfamille des Immunoglobulines (IgSF). En se liant à CD28 présent sur les lymphocytes T, 

ces molécules fournissent un signal de costimulation nécessaire à l’activation des cellules qui 

les expriment, cellules présentatrices d’antigène et lymphocytes B (Lees, 1998). 

CD40 est une glycoprotéine transmembranaire de la famille du récepteur du Nerve 

growth factor (NGFR) qui, en se liant à son ligand CD40L (CD154) fournit d’importants 

signaux de costimulation nécessaires pour la différenciation terminale T dépendante de 

lymphocytes B activés (Lees, 1998). 

CD54 et CD58 sont des glycoprotéines transmembranaires IgSF fonctionnant comme 

des molécules d’adhésion dans les interactions des lymphocytes T avec les cellules 
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présentatrices d’antigène (Lees, 1998). 

Nous nous sommes également intéressés au marqueur IgSF CD83 qui, en raison de sa 

présence sur les cellules présentatrices d’antigène doit probablement également être mis en 

jeu dans la présentation antigénique en tant que molécule de costimulation (Lees, 1998). 

La stimulation des cellules amygdaliennes avec l’imiquimod R837, in vitro, induit une 

surexpression importante de HLA-DR et à un moindre degré des autres marqueurs de 

costimulation étudiés. 

Les travaux s’étant attachés à l’étude de la stimulation des cellules B saines humaines 

via l’imiquimod R837 sont rares. Mansson et al. (2006) ont rapporté une surexpression de 

HLA-DR après stimulation de cellules amygdaliennes avec cet agoniste de TLR-7. Une étude 

chez la souris a également rapporté que l’imiquimod R837 utilisé à des concentrations 

inférieures à la plus faible dose que nous avons testée augmente l’expression des molécules de 

classe II du CMH et de CD86 de lymphocytes B normaux (Tomai, 2000). 

Dans ce travail, une activation des cellules de LLC-B a été observée avec l’imiquimod, 

se traduisant par une augmentation à la fois dose-dépendante et dépendante du temps de 

l’expression de HLA-DR et de CD40, et à un moindre degré des autres marqueurs de 

costimulation. Nous avons surtout observé une apoptose rapide et significative de ces cellules 

tumorales après stimulation avec les plus fortes concentrations testées, autrement dit avec 5, 

10 et 20 µg/mL d’imiquimod.  

Il est également à noter que la surexpression des marqueurs de costimulation et de 

coactivation observée au niveau des cellules tumorales et des cellules saines, après stimulation 

avec l'imiquimod R837, est de même ordre de grandeur. Par contre, alors que, comme 

mentionné plus haut, l'apoptose spontanée des cellules tumorales et des cellules saines est 

quasiment similaire, des résultats différents sont obtenus, au niveau de ces cellules, après 

stimulation avec l'imiquimod. En effet, un effet pro-apoptotique rapide et important est visible 

pour les cellules de LLC-B stimulées via TLR-7 alors que seule la plus forte concentration 

d'imiquimod induit un effet pro-apoptotique tardif des cellules amygdaliennes. 

Les informations concernant l’activité fonctionnelle de l’imiquimod R837 au niveau des 

cellules B de LLC-B sont limitées. Toutefois, nos résultats sont concordants avec ceux 

rapportés par Spaner et al. (2006). Ces auteurs ont examiné l’effet de la stimulation de cellules 

B de LLC-B avec S28690, un autre agoniste de TLR-7 de la famille des imidazoquinolines, à 

une concentration proche de la plus faible concentration que celle testée ici. Dans ces 
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conditions, une augmentation légèrement plus importante de l’expression des marqueurs de 

coactivation et de costimulation que celle que nous avons observée a été mise en évidence.  

L’activité pro-apoptotique de l’imiquimod a été montrée dans des cultures de cellules 

tumorales épithéliales (Schön, 2003) puis a été confirmé, in vivo, dans des tumeurs de 

différentes origines (Sullivan, 2003 ; Vidal, 2004 ; Sidbury, 2003, Schön, 2004b) et, au niveau 

cellulaire, in vitro (Meyer, 2003). Schön et al. (2003) ont rapporté que des cellules tumorales 

de carcinome baso-cellulaire, cultivées avec de l’imiquimod et en l’absence d’autres cellules 

immunitaires, présentent, de façon dose dépendante, une apoptose importante par rapport aux 

cellules sans stimulation. Cet effet pro-apoptotique a été observé dans des cellules tumorales à 

des concentrations comprises entre 25 µg/mL et 50 µg/mL, concentrations jusqu’à 1000 fois 

inférieures à la dose préconisée pour la crème AldaraTM mise sur le marché. Des études 

ultérieures ont confirmé l’activité anti-apoptotique de l’imiquimod in vivo dans d’autres 

tumeurs telles que des métastases cutanées de mélanome (Schön, 2004b). 

 

Nos résultats sont proches à la fois de ceux de Spaner et al. qui ont rapporté une 

activation cellulaire des cellules de LLC-B stimulées avec un agoniste de TLR-7, à une 

concentration proche de la plus faible concentration que nous avons testée, et de ceux de 

Schön et al., qui montrent un effet pro-apoptotique de l’imiquimod utilisé à de plus fortes 

concentrations.  

 

Les médicaments cytostatiques sont capables d’induire l’apoptose via deux voies 

majeures. La première, appelée voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort, implique 

l’activation des récepteurs du ligand FAS (FAS/APO-1/CD95), de TNF-α ou des récepteurs 

TRAIL qui appartiennent à la superfamille des gènes du récepteur au TNF (Kaufmann, 2000). 

La seconde, appelée voie intrinsèque ou voie mitochondriale, est dépendante du relargage du 

cytochrome c mitochondrial (Sun, 1999 ; Dirsch, 2001, Kaufmann, 2000).  

L’effet pro-apototique de l’imiquimod pourrait être expliqué par son action directe, via 

la voie extrinsèque, sur les récepteurs de mort initiant la cascade de transduction du signal 

apoptotique.  

Schön et al. (2004a) ont rapporté que des cellules de mélanomes stimulées pendant 48 

heures avec 50 µg/mL d’imiquimod présentent une augmentation de l’apoptose similaire à 

celle obtenue avec TRAIL, ligand naturel des récepteurs TRAIL, ou des anticorps agonistes 
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de FAS/APO-1/CD95. Toutefois, aucune altération de l’expression de ces récepteurs de mort 

n’a été relevée au niveau de ces lignées de cellules tumorales stimulées avec l’imiquimod 

(Schön, 2003 ; Schön, 2004b). De plus, l’utilisation d’anticorps antagonistes dirigés contre 

ces récepteurs, capables de bloquer leurs fonctions, inhibe complètement l’apoptose médiée 

par les ligands naturels dans des lignées cellulaires tumorales dérivées de kératinocytes alors 

que l’effet pro-apoptotique de l’imiquimod n’est pas altéré (Schön, 2004a).  

L’imiquimod pourrait donc être capable de contourner le signal de transduction initié 

par les récepteurs de mort, et pourrait agir en aval des interactions moléculaires conduisant à 

l’activation de la cascade des caspases et donc à la mort cellulaire (figure 72).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 72  : Représentation schématique des mécanismes à l’origine de l’activité pro-

apoptotique de l’imiquimod (adapté de Schön, 2004a) 
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après inhibition des caspases dans des lignées tumorales épithéliales et de mélanomes. De 

plus, une activation de la caspase 3 a été détectée dans des cellules tumorales traitées avec 

l’imiquimod mais pas avec le resiquimod, qui est un autre agoniste de TLR-7 (Schön, 2003 ; 

Schön, 2004b). L’imiquimod pourrait donc influencer des voies de signalisation 

complémentaires de l’apoptose comme le relargage du cytochrome c mitochondrial, de la 

mitochondrie vers le cytosol. Le cytochrome c ainsi libéré peut s’associer à la protéine 

régulatrice APAF-1, et à la procaspase-9, proenzyme inactif de la caspase-9, pour former 

l’apoptosome (Hengartner, 2000). La caspase-9 est alors activée et clive la pro-caspase-3, qui 

conduit à l’activation de la caspase-3 jouant le rôle de protéase "effectrice". Ceci entraîne 

alors le clivage des substrats de mort conduisant à la mort cellulaire par apoptose (Zou, 1999). 

Une inhibition de la caspase-9 au niveau de cellules tumorales entraîne une diminution 

de l’effet pro-apoptotique de l’imiquimod ce qui est concordant avec l’hypothèse que la voie 

de signalisation mitochondriale médiée par la caspase-9 serait impliquée dans l’activité pro-

apoptotique de l’imiquimod. De plus, la cinétique de cette translocation est compatible avec 

l’activation de la caspase-3 et la fragmentation de l’ADN cellulaire (Schön, 2003 ; Schön, 

2004b). 

Les protéines de la famille Bcl-2 sont capables de moduler cette voie de signalisation en 

amont de l’activation de la phase exécutrice faisant intervenir les caspases. La famille de 

protéines Bcl-2 comprend aussi bien des protéines pro-apoptotiques telles que Bax, Bak, Bad, 

Bid ou Bim, qu’anti-apoptotiques comme Bcl-2 ou Bcl-XL (Raisova, 2001). Dans des cellules 

de mélanome cultivées avec de l’imiquimod, on observe un ratio Bcl-2/Bax nettement orienté 

vers la protéine Bax (Schön, 2004b), suggérant un biais pro-apoptotique. Ces résultats sont 

confortés par le fait qu’une surexpression de protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 

induit, au niveau de lignées cellulaires de kératinocytes immortalisées ou de mélanomes, une 

suppression nette de l’apoptose normalement observée après traitement par l’imiquimod. De 

plus, des cellules de mélanome exprimant constitutivement de forts taux de Bcl-2 apparaissent 

résistantes à l’apoptose induite par l’imiquimod (Schön, 2004b). Ces observations suggèrent 

donc que l’imiquimod est capable d’activer la voie mitochondriale et que l’apoptose 

engendrée est dépendante des protéines de la famille Bcl-2 (figure 72).  

D’autres travaux ont rapporté que l’imiquimod peut moduler les voies de signalisation 

faisant intervenir STAT-1 (Dockrell, 2001). Il s’agit d’un autre mécanisme pouvant contribuer 

à l’effet pro-apoptotique de l’imiquimod puisque STAT-1 joue un rôle dans l’induction de 

l’apoptose de nombreux types cellulaires (Stephanou, 2005).  
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Il a également été rapporté que la stimulation de TLR-7 conduit à l’activation des MAP-

Kinases ou du facteur de stimulation NF-κB. Or, les voies des MAPKs p38 et JNK sont 

principalement impliquées dans la transduction de signaux apoptotiques. Ainsi, la voie p38 

intervient dans l’apoptose induite par Fas (Juo, 1997). De plus, l’une des fonctions de JNK 

serait d’activer la kinase pro-apoptotique ASK1 (Chen, 1999). Parmi les activités pléiotropes 

de NF-κB existe également une capacité d’induction de la transcription des protéines pro-

apototiques de la famille bcl-2.  

 

L’imiquimod R837 pourrait donc induire l’apoptose des cellules B, indépendamment 

de TLR-7, via la voie mitochondriale ou via STAT-1, ou après engagement de TLR-7, via 

les voies de signalisation aboutissant à l’activation de NF-κB et des MAPKs. 

 

 

Les ODN CpG M362 induisent une forte expression des signaux de 

coactivation et de costimulation équivalente ou supérieure à celle du PMA 

 

Des ODN synthétiques contenant des motifs CpG peuvent être utilisés pour mimer les 

interactions naturelles entre de l’ADN bactérien et TLR-9. Compte tenu de leur fort pouvoir 

immunostimulant, ces ODN CpG ont été utilisés, comme adjuvants, avec succès, dans des 

modèles animaux d’infection, de vaccins ou d’allergie (Weiner, 2000). Ces produits sont 

actuellement en cours d’investigations chez l’homme.  

En oncologie, de nombreuses publications rapportent le rôle de l’injection de ces ODN 

CpG seuls dans la régression de tumeurs solides chez l’homme (Carpentier, 2003). Des essais 

cliniques de phase I, II ou III ont également été réalisés en les utilisant comme adjuvants de 

vaccins ou en thérapie combinée, pour induire des réponses immunes innées et adaptatives 

dans différentes pathologies qui vont de l’allergie au cancer en passant par les infections 

virales (Krieg, 2006). De plus, il a été montré que ce ligand de TLR-9 constituait l’adjuvant le 

plus efficace pour l’induction de réponses immunitaires TH1 cytotoxiques comportant la 

production de lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques de l’antigène (Miconnet, 2002 ; 

Zwaveling, 2002). Ces premières données montrent que les ODN CpG sont bien tolérés chez 

l’homme, et les résultats encourageants obtenus soulignent l’intérêt de leur utilisation en 

immunothérapie. 
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Au moins trois classes distinctes d’ODN CpG ont été décrites (Kerkmann, 2003 ; 

Klinman, 2004). 

Les ODN CpG de type "K" ou "B", tels que l’ODN CpG 2006, sont les plus 

anciennement connus et classiquement utilisés. Ils ont la capacité d’activer les cellules B. Il 

n’induisent qu’une faible sécrétion d’IFN-γ �par les cellules dendritiques plasmacytoïdes mais 

favorisent leur survie, leur maturation et la sécrétion d’IL-8. Ils comportent de multiples 

motifs CpG, et leur structure est stabilisée par un squelette phosphorothioate. 

Les ODN CpG de type "D" ou "A", tels que les ODN CpG 2336 et CpG 2216, possèdent 

une plus faible capacité à activer les cellules B, mais une plus forte capacité à induire la 

production d’IFN de type I par les cellules dendritiques plasmacytoïdes. Ils sont également 

capables d’induire une forte activation des cellules NK. Ils contiennent un seul motif CpG, et 

leur activité requiert un squelette composé d’un mélange phosphodiester-phosphorothioate.  

Les ODN CpG de type "C", tels que l’ODN M362, combinent les effets des ODN de 

type "B" et "A" : ils sont capables d’induire la production d’IFN de type I par les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes ainsi que d’activer des cellules B. Ils sont constitués d’un 

squelette phosphorothioate avec des motifs CpG multiples et des dimères TCG en 5’. La 

séquence la plus puissante est appelée M362 et contient un motif palindromique central avec 

des dinucléotides CG, ce qui est une caractéristique du type A, et un motif "TCGTCG" à 

l’extrémité 5’, structure présente dans les ODN CpG de type "B" (Jurk, 2004) (figure 73). 
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Figure 73  : Représentation schématique des effets induits par les différents types d'ODN 

CpG sur les cellules du système immunitaire humain 

 

Les ODN CpG M362 avec lesquels nous avons choisi de stimuler les cellules B sont des 

ODN de type "C".  

Dans ce travail, nous avons montré que les ODN GpC M362, utilisés comme contrôles 

négatifs des ODN CpG M362, entraînent, au niveau des cellules B de LLC, une augmentation 

de l’expression des marqueurs de coactivation et de présentation étudiés, augmentation 

toutefois moindre par rapport à celle observée pour les ODN CpG M362. Ces ODN contrôles 

induisent également, comme pour les ODN CpG, une protection de l'apoptose des cellules 

tumorales. D'autres études ont rapporté un effet des ODN non-CpG contrôles sur différents 

types cellulaires (Latz, 2004 ; Yasuda, 2005 ; Saegusa, 2007). Il a été suggéré que TLR-9 

présenterait une "faible affinité" pour les ODN non-CpG, qui est convertie en une liaison de 

"forte affinité" après introduction de motifs CpG. Les ODN non-CpG seraient donc de 
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"faibles" immunostimulants (Saegusa, 2007). 

La stimulation des cellules B saines provenant d’amygdales palatines avec cet ODN 

entraîne, au niveau de ces cellules, une augmentation de l’expression de HLA-DR, CD40, 

CD54 et CD58 et à un moindre degré des autres des marqueurs de costimulation. 

A notre connaissance peu d’études se sont intéressées à l’effet de la stimulation des 

cellules B via des ODN de type "C". Les travaux de la littérature cités ci-après afin de discuter 

nos résultats concernent la stimulation de cellules B via les ODN de type "B". 

Les ODN CpG de type "B" sur les cellules B humaines normales induisent une 

activation des marqueurs de costimulation et de co-activation ce qui est concordant avec nos 

résultats. Ainsi, Gantner et al. (2003) ont montré une surexpression des marqueurs 

d’activation CD40, CD54, CD80, CD86 et HLA-DR après stimulation de cellules B saines 

provenant d’amygdales palatines (Gantner, 2003). Il a également été rapporté une 

augmentation de l’expression de HLA-DR (Mansonn, 2006) ainsi que de CD40 et CD86 

(Bauer, 1999) au niveau de cellules B amygdaliennes mises en culture avec des ODN CpG 

2006. Hartmann et al. (2000) ont rapporté des résultats similaires après activation de cellules 

B saines du sang périphérique avec des ODN CpG, caractérisés par une surexpression des 

marqueurs CD40, CD54, CD80, CD86 et des molécules de classe II du CMH (Hartmann, 

2000).  

Après stimulation des cellules de LLC-B avec les ODN CpG M362, nous avons observé 

une augmentation de l’expression de tous les marqueurs d’activation, plus importante que 

pour les cellules B saines, une survie prolongée de ces cellules tumorales ainsi qu’une 

prolifération tardive. 

Peu d’équipes se sont attachées à l’étude de l’activation des cellules B de LLC-B par les 

ODN CpG. Ces rares travaux ont également montré, par cytométrie de flux, une surexpression 

des marqueurs de costimulation et de présentation antigénique après stimulation pendant 48 

heures avec 5 µg/mL d’ODN CpG 2006 (Jahrsdörfer, 2001 ; Jahrsdörfer, 2005b), ou avec 2 

µg/mL d’ODN DSP30 (Decker, 2000a) ce qui est concordant avec nos résultats. Toutefois, 

Decker et al. (2000a) ont rapporté, après marquage à la thymidine tritiée, une prolifération des 

cellules tumorales dès 3 jours de culture avec des ODN de type "B". Jahrsdörfer et al. (2001 et 

2005b) ont également relevé, grâce à un marquage au CFSE, une prolifération des cellules B 

de LLC après 4 jours de stimulation avec les ODN CpG 2006, prolifération qui est suivie par 

une mort programmée des cellules par apoptose (Jahrsdörfer, 2005b). 
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Plusieurs études ont montré que les ODN CpG sont capables d’augmenter la survie de 

cellules B murines. Ainsi, Yi et al. ont rapporté que les ligands de TLR-9 protégent les 

cellules murines de lymphomes B de l’apoptose (Yi, 1996 ; Yi, 1998 ; Han, 1999). Cet effet 

anti-apoptotique est associé à une augmentation de l’activité p50/c rel de NF-κB et au 

maintien du taux du proto-oncogène c-myc (Yi, 1995 ; Yi, 1998) et donc à la régulation de 

protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Lee, 1999 ; Nilsson, 2003). De plus, c-myc 

peur contribuer au maintien de la phosphorylation d'Akt qui, comme déjà mentionné plus haut, 

un rôle essentiel dans la survie cellulaire (Bellmann, 2006). Des ODN CpG de type B ont 

également un effet anti-apoptotique au niveau de cellules B murines matures, de par le 

maintien de l’expression de NF-κB (Yi, 1998) ou en bloquant la perte spontanée du potentiel 

de membrane mitochondrial (Yi, 1999). Il a également été rapporté que les ODN CpG 

peuvent protéger les cellules B de l’apoptose médiée par Fas en régulant de façon négative 

l’expression de ce récepteur de mort sur les cellules B murines (Wang, 1997).  

Une synthèse des données disponibles montre que l’engagement des agonistes 

spécifiques de TLR-9 induit une activation d’une part des MAPKs, notamment de ERK, p38, 

et JNK, et d’autre part de NF-κB, IRF-5 et IRF-7. 

La protéine Akt a également été rapportée comme étant activée après stimulation avec 

les ODN CpG (Dragoi, 2005 ; Sester, 2006). Les voies de signalisation conduisant à 

l'activation de cette protéine via les ODN CpG ne sont toutefois pas claires. Il a été suggéré 

que l'activation d'Akt en réponse aux ODN CpG serait indépendante de TLR-9 : la protéine 

DNA-PK (DNA-dependent protein kinase), une sérine/thréonine kinase de la famille des 

PI3K-like, induirait directement la phosphorylation et l'activation d'Akt (Dragoi, 2005). 

Toutefois, ces résultats sont controversés. En effet, Sester et al. (2006) ont montré que les 

ODN CpG induisent la survie de macrophages murins via TLR-9 et la voie PI3K/Akt, 

indépendamment de la protéine DNA-PK. 

La protéine Akt joue un rôle primordial dans la régulation de la prolifération et de la 

survie des cellules normales et cancéreuses (Osaki, 2004). Les protéines de la famille des 

PI3Ks ou des PI3K-like activées convertissent le PIP2 en PIP3 (phosphatidyl inositol 

triphosphate) ce qui aboutit à l’activation de la sérine/thréonine kinase Akt également 

nommée protéine kinase B ou PKB. L’activation de cette protéine kinase induit la 

phosphorylation de protéines cibles de la famille Bcl-2 telles que la protéine pro-apoptotique 

Bad ou la protéine anti-apoptotique Mcl-1 qui peuvent ainsi respectivement être inhibée ou 

surexprimée (Datta, 1997 ; Liu, 2001 ; Maurer, 2006). Akt peut également inactiver les 
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facteurs de transcription de la famille Forkhead tels que AFX et FKHRL1 qui possèdent des 

sites consensus de phosphorylation conservés pour Akt. Ces facteurs participent normalement 

à l’activation de la transcription de gènes codant des protéines pro-apoptotiques telles que le 

ligand de Fas, IGFBP-1 (insulin-like growth factor-binding protein-1) et Bim (protéine pro-

apoptotique de la famille Bcl-2) (Datta, 1999). Il a par ailleurs été rapporté que Akt est 

capable d’activer le facteur de transcription CREB (cyclic AMP-response element-binding 

protein) qui est impliqué dans l’augmentation de transcription de facteurs anti-apoptotiques 

tels que Bcl-2 (Datta, 1999). Akt peut également inhiber l’apoptose en phosphorylant 

directement la caspase-9 ou en induisant l’expression de régulateurs négatifs de l’apoptose 

tels que XIAP (Xlinked inhibitor of apoptosis protein) (Cardone, 1998 ; Dan, 2004 ; Hu, 

2004 ; Uddin, 2006) (figure 74). 

Une autre voie de signalisation cellulaire qui est impliquée dans la survie cellulaire et 

activée par les ODN CpG est celle de l’activation du facteur de transcription NF-κB. En effet, 

l’activation de NF-κB conduit à sa translocation dans le noyau où il active la transcription de 

gènes impliqués dans la prolifération cellulaire ou l’inhibition de l’apoptose (Lee, 1999). Par 

ailleurs, d’autres études ont montré que la protéine Akt peut augmenter l’expression des gènes 

cibles de NF-κB telles que Bcl-XL et A1, en activant IKK et en induisant ainsi la dégradation 

de IκB (Suzuki, 2003 ; Song, 2004) (figure 74). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 74  : Représentation schématique de l'implication de la voie PI3K ou DNA-PK / Akt 

dans la survie cellulaire (adapté de Datta, 1999) 
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Akt est capable de moduler de nombreuses protéines intervenant dans la prolifération. 

En effet, elle peut inhiber le GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) ce qui induit une voie de 

signalisation qui aboutit à l’expression de la cycline D1. Cette cycline permet alors d’induire 

la progression du cycle cellulaire. La kinase Akt peut également phosphoryler P21/Waf1/Cip1 

et p27Kip2 ce qui permet d’inhiber leur effet anti-prolifératif en empêchant notamment 

l’inhibition du complexe cycline D1/CDK4 (cyclin-dependent kinase 4). De la même manière, 

Akt peut augmenter la phosphorylation de mTOR (mammalian target of rapamycin). La 

protéine mTOR ainsi phosphorylée induit la traduction de la cycline D (Osaki, 2004). 

La voie de signalisation Raf/MEK/ERK, activée par les ODN CpG via TLR-9, peut 

également contrôler l’expression de nombreuses protéines essentielles pour la survie et la 

prolifération cellulaire. Ainsi, ERK peut être impliqué dans la régulation de Bim, qui est une 

autre protéine pro-apototique de la famille des protéines Bcl-2 (Harada, 2004). ERK 

augmente la transcription du gène de la cyclin D1 et facilite également la formation de 

complexes actifs cycline D1/CDK4 (Cheng, 1998 ; Matsushime, 1994 ; Lavoie, 1996) 

favorisant ainsi la prolifération cellulaire. Il a également été montré que p27 peut être 

phosphorylée in vitro par ERK. Cette phosphorylation peut jouer un rôle dans la dégradation 

de p27Kip1 et/ou réguler sa capacité de lier CDK2 (Kawada, 1997 ; Nguyen, 1999 ; Yin, 

1999 ; Bastians, 1998 ; Alessandrini, 1997) qui favorise l’entrée dans la phase S. 

 

Les ODN CpG entraînent une activation cellulaire et une augmentation de la survie des 

cellules B normales et tumorales. Cet effet anti-apoptotique peut être la conséquence d'une 

activation du facteur de transcription NF-κB, de la voie Ras-Raf-MEK-ERK, ou encore de 

la protéine Akt. L’activation d'ERK et de Akt peuvent également expliquer la prolifération 

tardive que nous avons observée au niveau des cellules B saines et tumorales.  

 

La réponse des cellules B de LLC-B à la stimulation via les ODN CpG est hétérogène. 

Dans plusieurs études portant sur un petit échantillon de patients, il a été rapporté une 

prolifération des cellules tumorales dans la moitié des cas (Decker, 2002 ; Jahrsdörfer, 

2005b). Toutefois, une induction de l’apoptose a également été observée dans certains cas, ce 

qui indique que la stimulation de ces cellules de LLC-B via les ODN CpG a un effet 

pléiotropique sur la prolifération et l’apoptose (Jahrsdörfer, 2005a ; Jahrsdörfer, 2005b). 
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La découverte et l’identification des motifs CpG hypométhylés comme ligands de TLR-

9 est récente (Bauer, 2001). Aussi, les données de la littérature sont relativement pauvres 

concernant les voies de signalisation de TLR-9 chez l’homme. En effet, la plupart des études 

se sont attachées à étudier ces voies de signalisation dans des cellules murines, qui, par 

l’utilisation de souris "knock-out" se prêtent plus facilement à l’analyse des voies de 

transduction du signal, mais il n’est pas certain que ces résultats puissent être complètement 

étendus à l’homme. En effet, le profil d’expression des TLRs varie entre les espèces. Par 

exemple, le TLR-9 murin est exprimé non seulement au niveau des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes et des cellules B comme le TLR-9 humain, mais également au niveau des 

monocytes et des cellules dendritiques myéloïdes. De plus, selon les espèces, les séquences 

optimales des motifs CpG sont différentes. Ces séquences sont respectivement 5’-GTCGTT-

3’ et 5’-GACGTT-3’ chez l'homme et la souris (Wagner, 2004). Il est donc difficile de 

prévoir précisément les effets de l’activation de TLR-9 chez l’homme en extrapolant les 

résultats obtenus chez la souris (Iwasaki, 2004). 

Une étude sur la localisation des différents types d’ODN CpG, au niveau de cellules 

dendritiques plasmacytoïdes humaines, a montré que les ODN de type "A", qui sont capturés 

par le récepteur scavenger CXCL16 (Gursel, 2006), sont ensuite retenus dans les endosomes 

où ils sont capables d’induire la production d’IFN-α via une voie de signalisation faisant 

intervenir MyD88 et IRF-7. Par contre, après internalisation dans un compartiment endosomal, 

les ODN de type "B" sont rapidement transférés et dégradés dans le lysosome où ils induisent 

en majorité la production de TNF-α �via des voies de signalisation faisant intervenir les 

facteurs MyD88 et IRF-5 (Honda, 2005). Les ODN de type "C" sont quant à eux distribués 

dans les deux types d’endosomes (Guiducci, 2006). Les différents effets biologiques observés 

dans la littérature dépendent donc fortement de la nature des ligands qui est essentielle pour 

orienter leur localisation intracellulaire (figure 75). 
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Figure 75  : Représentation schématique des différentes réponses activées après stimulation 

des cellules dendritiques plasmacytoïdes par différents types d'ODN CpG 
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est ainsi possible de formuler l’hypothèse que la surexpression de TLR-9 dans les LLC-B 

pourrait être directement impliquée dans la physiopathologie d’une affection caractérisée par 

de nombreuses infections, et donc par un contact potentiel chronique avec des antigènes 

d’origine bactérienne. La surexpression de TLR-9 contribuerait ainsi au maintien du clone 

malin, voire à sa prolifération plus agressive en présence de co-facteurs associés à une 

augmentation du signal transmis par TLR-9, tels que 17p- et/ou le statut non muté.  

 

Après stimulation avec les ligands respectifs de TLR-7 et TLR-9, les cellules B saines 

présentent une surexpression des marqueurs de coactivation et de costimulation modérée et de 

même ordre de grandeur. Les résultats concernant l'apoptose mettent également en évidence 

un comportement similaire des cellules B saines stimulées avec l’imiquimod et les ODN CpG. 

En revanche, une activation cellulaire plus importante a été observée au niveau des 

cellules B tumorales stimulées avec les ODN CpG par rapport aux cellules B tumorales 

stimulées avec l’imiquimod. L’engagement de TLR-9 induit par ailleurs une survie des 

cellules tumorales alors que les plus fortes concentrations d’imiquimod entraînent une 

apoptose rapide et importante de ces cellules.  

 

 

La stimulation par les TLRs module différemment le profil de 

sécrétion cytokinique des cellules B saines ou de LLC 

 

La sécrétion de onze cytokines (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-γ, 

TNF-α et TNF-β) a été examinée au niveau des surnageants de culture des suspensions 

cellulaires saines ou tumorales stimulées ou non. Ceci avait pour objet de caractériser 

l’environnement cytokinique généré ex vivo par les cellules B de LLC-B et les modifications 

induites par leur modulation. Il faut noter que le milieu de culture utilisé, supplémenté par de 

l’Ultroser comme apport de facteurs trophiques complémentaires, est dépourvu de sérum donc 

de cytokines pouvant potentiellement interférer avec les dosages. Ceci renforce la 

significativité des résultats observés. Il faut toutefois noter que la séparation cellulaire 

permettant d’obtenir des suspensions lymphocytaires prive certainement les cellules B de 

LLC de facteurs micro-environnementaux qui les entourent in vivo. La significativité 
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essentielle de ce travail réside donc dans la comparaison de la sécrétion cytokinique "de base" 

à celle observée après modulation des TLRs. 

Les dosages des cytokines ont été réalisés grâce au kit "FlowCytomix human Th1/Th2 

11plex Kit" en cytométrie de flux. Cette technique, de mise en oeuvre rapide, offre la 

possibilité d'identifier et de quantifier simultanément 11 cytokines, dans un faible volume 

d'échantillon, avec une meilleure reproductibilité et une meilleure sensibilité qu'un dosage 

ELISA (Morgan, 2004). Une des limites de cette méthode, récurrente à toute méthode de 

quantification, est l’absence de standards internationaux. En effet, chaque technologie possède 

ses propres calibrateurs et variations inter-lots, ce qui peut rendre difficiles les comparaisons, 

d'une part entre ces méthodes, et, d'autre part, avec les techniques ELISA traditionnelles. 

Toutefois, l'utilisation homogène de cette technique permet une appréciation comparative de 

profils cytokiniques par essence complexes. 

L’IL-1β  est une cytokine pro-inflammatoire capable d’augmenter la prolifération des 

cellules B et de favoriser la synthèse d’immunoglobulines. De plus, une de ses plus 

importantes activités biologiques est sa capacité à activer les lymphocytes T en augmentant la 

production de l’IL-2 et l’expression membranaire des récepteurs à l’IL-2  sur ces cellules 

(Borish, 2003). 

L’IL-2 induit, d’une manière générale, l’expansion clonale des lymphocytes T (Th1 et 

Th2) et active les fonctions des cellules cytotoxiques.  

Les cytokines pro-inflammatoires IL-4 et IL-5 favorisent la différenciation des 

lymphocytes B en plasmocytes et leur sécrétion d’immunoglobulines. La production d’IL-4 a 

un effet autocrine sur les lymphocytes Th2 en favorisant leur prolifération. Elles sont 

également impliquées dans le switch IgE. 

L’IL-6, est une cytokine pro-inflammatoire produite par une grande variété de cellules 

dont les lymphocytes B. Sous l’influence de cette cytokine, les lymphocytes B se 

différencient en plasmocytes et sécrètent des immunoglobulines. L’IL-6 favorise également 

l’orientation de lymphocytes naïfs T CD4+ vers le des cellules activées de profil cytokinique 

Th2 en induisant la production initiale d’IL-4 par ces cellules ou en inhibant la production 

d’IFN-γ et donc la réponse Th1 (Diehl, 2002). 

L’interleukine-8 est une cytokine pouvant être sécrétée par un très grand nombre de 

cellules incluant les monocytes, les macrophages, les lymphocytes, mais également les 

cellules non hématopoïétiques comme les cellules épithéliales ou endothéliales (Taub, 1996). 
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Elle a été initialement identifiée comme une molécule chimioattractive pour les neutrophiles. 

Il a également été rapporté que l’IL-8 est capable d’attirer des lymphocytes T mais ces 

résultats restent controversés (Taub, 1996).  

L’IL-10 est produite par les lymphocytes Th2 et TR1 (T regulatory cell 1), les 

lymphocytes B et les macrophages. Elle joue un rôle immunomodulateur essentiel en régulant 

négativement la réponse Th1. Il s’agit en effet d’une cytokine immunosuppressive capable 

d’inhiber la production de diverses cytokines Th1 en régulant de façon négative les fonctions 

des cellules présentatrices d’antigènes (Moore, 2001). L’activation des cellules T est 

également bloquée en raison de l’inhibition par l’IL-10 de la production d’IL-2 (Hatanaka, 

2000). En outre, l’activation de lymphocytes T en présence d’IL-10 peut induire un état 

anergique irréversible et ce, même en présence d’IL-2, après une stimulation par des anticorps 

anti-CD3 ou anti-CD28. L’anergie médiée par l’IL-10 semble associée à l’induction d’une 

population de lymphocytes T régulateurs produisant de forts taux d’IL-10 (TR1) et pouvant 

inhiber les réponses spécifiques d’antigènes in vitro et in vivo. En inhibant la production d’IL-

12 et l’expression de molécules de costimulation par différents types de cellules dendritiques, 

l’IL-10 peut aussi inhiber des réponses T allogéniques (Moore, 2001). 

L’IL-12 et l’IFN- γ promeuvent la différenciation Th1. Ainsi, l’IL-12 qui est 

normalement dérivée des monocytes et des macrophages mais également des cellules B et des 

cellules dendritiques (Borish, 2003) induit la différenciation des lymphocytes Th0 en 

lymphocytes Th1 ainsi que la production d’IFN-γ par ces cellules et par les lymphocytes NK 

(Yap, 2000). L’IFN-γ quant à lui joue un rôle primordial dans l’immunité à médiation 

cellulaire. Il active en effet les neutrophiles et les cellules NK qui sont capables de 

cytotoxicité envers des cellules modifiées comme les cellules infectées par des virus ou des 

bactéries intracellulaires et les cellules tumorales (O’Connor, 2005). De plus, il induit une 

augmentation de l’expression des molécules du CMH de classes I et II (Borish, 2003). 

Le TNF-α et le TNF-β (également appelé lymphotoxine-α) sont deux protéines 

homologues capables de se lier aux mêmes récepteurs. Elles sont sécrétées par diverses 

cellules du système immunitaire dont les lymphocytes T, les lymphocytes B et les cellules NK 

ainsi que par les cellules endothéliales. Le rôle premier du TNF consiste en l’induction directe 

de l’apoptose de diverses cellules tumorales de par ses effets cytotoxiques (Borish, 2003). En 

outre, la production de TNF-α augmente l’efficacité de la réponse immune anti-tumorale des 

lymphocytes T, en particulier en augmentant la sécrétion de l’IL-2 indispensable à l’activation 

et à la prolifération des cellules T (Matanic, 2003). Le TNF active également de nombreux 
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types cellulaires comme les lymphocytes, les monocytes, les macrophages, les cellules 

épithéliales et mésenchymateuses, lesquelles produisent alors des cytokines et des substances 

chimiotactiques (Akira, 1993). Sous son influence, les lymphocytes B produisent des 

anticorps et les lymphocytes T des cytokines pro-inflammatoires. Il est également un puissant 

activateur des polynucléaires neutrophiles en induisant le chimiotactisme, l’adhérence et la 

dégranulation de ces cellules, et la mise en place des phénomènes du stress oxydatif (Borish, 

2003). 

Un grand nombre de cytokines ont été retrouvées ici dans les surnageants de culture des 

suspensions de cellules amygdaliennes non stimulées. Ainsi, une très forte production d’IL-8 

a été observée ainsi qu’une plus faible production des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et 

TNF-α. Des taux significatifs d’IL-1β, d’IL-2, d’IL-4, d’IL-10 et d’IFN-γ ont également été 

notés, témoignant de la complexité des réponses immunitaires muqueuses permanentes dans 

ce tissu. La présence, dans les suspensions cellulaires non triées utilisées, de lymphocytes T 

capables de sécréter eux-mêmes des cytokines, et donc de stimuler les lymphocytes B peut 

expliquer la grande diversité des cytokines produites à l’état basal. 

La stimulation des cellules B amygdaliennes avec le PMA induit une augmentation de la 

production des cytokines pro-inflammatoires IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α et TNF-β. Elle 

augmente également la sécrétion d’IFN-γ, et à un moindre degré d’IL-2. Par contre, le PMA 

n’induit qu’une faible augmentation d’IL-10, suggérant que cet activateur favorise les 

réponses pro-inflammatoires, sans que la contrepartie régulatrice soit favorisée.  

Les ODN CpG et l’imiquimod R837 entraînent tous deux une augmentation de la 

production d’IFN-γ et des cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-8, TNF-α. Il existe 

parallèlement une augmentation de la production d’IL-10 témoignant d’une tentative de 

régulation. Une légère augmentation de la sécrétion d’IL-2, d’IL-1β, et de TNF-β a également 

été mise en évidence dans les surnageants de culture des cellules B amygdaliennes. Il semble 

donc qu’à l’instar du PMA, ces ligands des TLRs orientent les réponses cellulaires vers un 

profil pro-inflammatoire, éventuellement propice à la génération de réponses cellulaires, 

potentiellement anti-tumorales. 

Ceci est confirmé par la production concomitante d’IFN-γ, témoin de réponses TH1, et 

d’IL-10, tentant de les inhiber, après stimulation avec le PMA, les ODN CpG et l’imiquimod. 

Par ailleurs, l’augmentation de la sécrétion d’IL-8 par les cellules B amygdaliennes indique 

clairement l’effet pro-inflammatoire et pro-immunitaire de cette réponse. 
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Il est à noter qu'aucune production d'IL-12 n'a été mise en évidence dans les surnageants 

de culture des cellules non stimulées, ou après stimulation avec les ligands de TLRs ou avec 

le PMA. 

Chez la souris, plusieurs d’études ont montré que les ODN CpG étaient capables 

d’induire de fortes réponses Th1. En effet, des cellules B murines stimulées avec des ODN 

étaient capables de sécréter de l’IL-12 (Wagner, 2002 ; Krieg, 2002). Chez l’homme, par 

contre, peu d’informations sont disponibles quant à la capacité des ODN CpG à orienter la 

réponse plutôt vers un profil Th1 ou Th2. Les travaux de Bauer et al. (1999) ont mis en 

évidence, comme les nôtres, une induction de la sécrétion de l’IL-6 et de TNF-α après 

stimulation de cellules B amygdaliennes avec des ODN CpG 2006. Cette équipe a toutefois 

rapporté que ces cellules stimulées produisent également de l’IL-12, contrairement à ce que 

l'on a observé ici. Ceci peut toutefois s'expliquer par la différence d'ODN CpG utilisés. 

L’examen des cytokines présentes dans les surnageants de culture des cellules B de 

LLC-B non stimulées a mis en évidence une forte sécrétion d’IL-8, suggérant un 

environnement pro-inflammatoire.  

Dans la littérature, les dosages des cytokines dans le contexte de la LLC ont, dans la 

plupart des cas, été réalisés au niveau sérique. Nos résultats vont toutefois dans le sens des 

travaux de di Celle et al. (1994) qui ont mis en évidence une production importante d’IL-8 

dans des surnageants de culture de cellules B de LLC-B. Cette cytokine induirait 

l'accumulation de ces cellules B tumorales, en prolongeant leur survie de façon autocrine (di 

Celle, 1996). Molica et al. (1999) ont par ailleurs rapporté une corrélation entre les taux d'IL-8 

sérique et les taux de bcl-2 suggérant ainsi que l'effet anti-apoptotique de cette interleukine 

pourrait faire intervenir bcl-2.  

Nous avons également montré que le PMA entraînait une production importante de 

cytokines pro-inflammatoires IL-1β, IL-6 et IL-8 par les cellules de LLC-B, ainsi qu’une 

augmentation de la sécrétion de TNF-α. Toutefois, le PMA induisait également, à un degré 

moindre, une augmentation de la sécrétion d’IL-10, témoin potentiel, là encore, d’une 

tentative de régulation.  

La stimulation des cellules de LLC-B avec les ODN CpG induit elle aussi une forte 

sécrétion d’IL-8. Ceci est compatible avec l’idée que la surexpression de TLR-9 par les 

cellules de LLC-B contribue à l’histoire naturelle de la maladie, potentiellement entretenue 

par les agents pathogènes responsables des infections de ces patients, et se traduisant par des 
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taux élevés d’IL-8 in vivo (Molica, 1999). Les ODN CpG induisent par ailleurs une 

augmentation de la production d’IL-6, de TNF-α et de TNF-β. Une induction de la sécrétion 

de la cytokine immunosuppressive IL-10 a également été notée, comme avec le PMA et 

témoignant peut être de tentatives de régulation.  

Après stimulation avec l’imiquimod R837, nous avons également observé que les 

cellules de LLC-B produisaient, in vitro, d’importantes quantités d’IL-8. Ceci suggère que les 

ARN bactériens pourraient aussi contribuer à l’histoire naturelle de la maladie. Une 

production augmentée de TNF-α et de TNF-β a également été observée, corroborant 

l’hypothèse pro-inflammatoire.  

Les ODN CpG, l’imiquimod et le PMA n’affectent que très peu la production d’IL-2 et 

n’induisent pas la production d’IL-12 ni d’IFN-γ par les cellules B tumorales. Ces cellules B 

stimulées semblent donc incapables d’orienter une réponse lymphocytaire T vers un profil 

Th1. La forte sécrétion d’IL-8 dans les surnageants de culture des cellules stimulées avec le 

PMA, les ODN CpG et l’imiquimod pourrait jouer un rôle de chimioattractant pour les 

polynucléaires neutrophiles ou certains lymphocytes T. Enfin, la sécrétion importante de TNF 

pourrait permettre d’augmenter l’efficacité de la réponse immune anti-tumorale des cellules T.  

 

 

 

 

La comparaison des effets induits par le PMA sur les cellules tumorales par rapport aux 

cellules normales a montré que cet ester de phorbol stimule de façon beaucoup plus 

importante la sécrétion de l'IL-1β, de l'IL-6, de l'Il-8 et du TNF-α au niveau des cellules B de 

LLC et à un degré moindre d'IL10. Par contre, la production de TNF- β était plus fortement 

augmentée dans les surnageants de culture des cellules amygdaliennes.  

Les ODN CpG M362 entraînent une sécrétion d'IL-8 beaucoup plus importante au 

niveau des cellules B tumorales. L'IL-6 et le TNF-β ont également été retrouvés à de plus 

fortes concentrations dans les surnageants de culture des cellules de LLC-B. En revanche, 

l'IFN-γ, l'IL-2, l'IL-10, l'IL-4 et le TNF-α sont apparus comme étant plus fortement sécrétés 

par les cellules saines stimulées avec les ODN CpG.  

La production d’IL-8 apparaît fortement augmentée dans les suspensions cellulaires 

L'imiquimod R837 et les ODN CpG M362 orientent les réponses cellulaires vers un 

profil pro-inflammatoire et pro-immunitaire via la production d'IL-8 et de TNF. 
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saines et tumorales stimulées avec l'imiquimod R837. La sécrétion d’IL-2 était également 

augmentée de la même façon, après stimulation des cellules amygdaliennes et tumorales avec 

l’imiquimod. Cet agoniste de TLR-7 entraîne une sécrétion d’IL-6 beaucoup plus importante 

par les cellules d’amygdales palatines par rapport aux cellules de LLC-B. Les productions 

d’IL-10, d’IL-1β et d’IL-4 sont également induites de façon plus importante dans les 

surnageants de culture de cellules normales. Par contre, l’imiquimod entraîne une plus forte 

sécrétion de TNF-α et de TNF-β dans les suspensions cellulaires tumorales. 

La sécrétion cytokinique observée après stimulation avec les ODN CpG et l’imiquimod 

peut être expliquée par l’activation de NF-κB et des facteurs de transcription induits par les 

MAPKs, suite à l’engagement de TLR-7 et TLR-9. En effet, ces facteurs régulent l’expression 

de gènes codant pour des cytokines ou encore des molécules chimioattractives (Boldrick, 

2002). 

D’autres travaux ont rapporté que l’imiquimod peut moduler les voies de signalisation 

faisant intervenir STAT-1 (Dockrell, 2001) ce qui pourrait contribuer à la transcription de 

cytokines pro-inflammatoires (Bottrell, 1999). 

En outre, l’imiquimod pourrait activer directement NF-κB et augmenter l’expression de 

certaines cytokines pro-inflammatoires indépendamment de TLR-7. Schön et al. (2006) ont 

ainsi rapporté qu’une lignée immortalisée de kératinocytes humains, HaCaT, n’exprimant 

aucun TLR, présente une augmentation de l’expression de l’IL-6, de l’IL-8, du TNF-α et de 

l’IL-1β  en présence d’imiquimod. De plus, des cellules mononucléées de souris déficientes 

pour le gène MyD88, un adaptateur essentiel dans les voies de signalisation médiées par les 

TLRs, présentent en présence d’imiquimod une surproduction d’IL-1β, même si elle est plus 

faible que pour des souris exprimant MyD88. L’imiquimod pourrait donc interférer 

directement avec la voie de signalisation du récepteur de l’adénosine et induire la production 

de cytokines pro-inflammatoires. Il serait en effet capable de se lier aux récepteurs de 

l’adénosine et en particulier à A1 et A2A, avec une forte affinité, et ce, à des concentrations 

proches de celles utilisées dans les études cliniques. De plus, la structure chimique de 

l’imiquimod ressemble beaucoup à celle de l’antagoniste typique de ces récepteurs qu’est la 

théophylline (Schön, 2006). L’activation des récepteurs A2A par l’adénosine extracellulaire 

conduit à l’activation de l’adenylyl cyclase, à l’accumulation de l’AMPc (Adénosine 

monophosphate cyclique) et inhibe la transcription des gènes des cytokines pro-

inflammatoires (Sullivan, 1998). L’imiquimod jouerait ainsi un rôle d’antagoniste partiel sur 

le récepteur A2A entraînant une diminution de l’adenylyl cyclase, de l’accumulation de 
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l’AMPc et donc à une diminution du rétro-contrôle négatif qui limite normalement les 

réactions inflammatoires (Schön, 2006).  

 

 

Différenciation des cellules B en cellules présentatrices d’antigènes efficaces 

 

La stimulation des cellules B tumorales avec le PMA entraîne une légère augmentation 

de la prolifération des lymphocytes T CD4+ et CD8+. De plus, les cellules de LLC-B 

stimulées avec les ODN CpG induisent une prolifération allogénique des deux sous-

population de lymphocytes comparables à celle obtenue avec les lymphocytes B non stimulés. 

La production d’IL-10 et la faible sécrétion d’IL-2 mises en évidence dans les surnageants de 

culture de ces cellules tumorales stimulées pourraient expliquer ces résultats.  

Une étude récente a rapporté des quantités importantes de cellules T régulatrices chez 

des patients atteints de LLC-B par rapport aux taux observés chez des sujets sains. Une 

fréquence plus importante de lymphocytes T régulateurs a par ailleurs été observée chez des 

patients atteints de LLC non traités ou présentant une maladie progressive (Beyer, 2005). Or, 

les lymphocytes T régulateurs CD4+ CD25+ sont capables d’inhiber les réponses T 

spécifiques d’un antigène et peuvent être partiellement responsables de l’absence de réponses 

anti-tumorales (Sakaguchi, 2004). La présence de lymphocytes T régulateurs dans nos 

cultures pourrait également expliquer l’incapacité des cellules B tumorales stimulées à induire 

la prolifération des lymphocytes T. 

Nous avons par contre montré une prolifération des lymphocytes T mis en culture avec 

des cellules B amygdaliennes stimulées avec du PMA, prolifération qui concernait surtout les 

lymphocytes T CD8+. 

Pour confirmer ces résultats, il serait intéressant d’utiliser des lymphocytes T isolés par 

tri immunomagnétique comme cellules répondantes. Il serait également nécessaire d’examiner 

le profil de production de cytokines par les lymphocytes T après culture avec les cellules B 

leucémiques stimulées.  

Les résultats rapportés ici sont concordants avec plusieurs travaux montrant qu’il est 

possible de différencier des cellules B en cellules présentatrices d’antigènes efficaces. Ainsi, 

Zhong et al. ont rapporté l’existence d’une sous-population de cellules B matures 5G9+ issue 
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du sang périphérique humain présentant un phénotype de cellules B matures avec une 

morphologie et des fonctions de cellules dendritiques (Zhong, 1999). Corradi et al. (1987) ont 

d’ailleurs montré, il y a longtemps, qu’une sous-population de cellules B humaines peut, après 

stimulation avec un ester de phorbol, acquérir les caractéristiques morphologiques de cellules 

dendritiques. 

Plusieurs études ont également montré la capacité des précurseurs de cellules B à se 

différencier en cellules présentatrices d’antigènes sous l’influence de différents stimuli. Ainsi, 

Björck et al (1998) ont rapporté que des cellules CD19+ pro-B pouvaient se transformer en 

cellules présentatrices d’antigènes quand elles étaient mises en culture avec de l’IL-1β, de 

l’IL-3, de l’IL-7, du TNF-α, du SCF (Stem Cell Factor) et un ligand humain de FLT-3 (Fms-

Like Tyrosine kinase 3). Plus récemment, dans une lignée cellulaire du nom de HBM-Noda, 

dérivée de cellules primaires de la moelle osseuse d’un patient atteint d’une leucémie aiguë 

myéloblastique, ont été identifiées des caractéristiques de cellules B telles que le 

réarrangement des gènes d’immunoglobulines et l’expression des marqueurs pan-B CD19 et 

CD20, ainsi qu’une morphologie et l’expression de marqueurs spécifiques aux cellules 

dendritiques (Nagasaki, 2000). Les travaux de Mohty et al. (2002) ont également mis en 

évidence la possibilité d’obtenir des cellules dendritiques à partir de cellules B CD19+ du 

sang périphérique de sujets contrôles ou de patients atteints de syndromes lymphoprolifératifs 

après 8 jours de culture en présence d’IL-4 et de CD40 ligand.  

Ces différents travaux suggèrent l'existence d'une relation étroite entre les cellules B et 

les cellules dendritiques et mettent en avant la possibilité de transformer des cellules B en 

cellules présentatrices d'antigènes efficaces, avec des propriétés morphologiques et 

phénotypiques équivalentes. Ceci va dans le sens des résultats que nous avons obtenus après 

stimulation des cellules B saines et tumorales avec le PMA et les ODN CpG. Ces résultats 

sont concordants avec les propriétés nouvellement décrites des lymphocytes B, acteurs de 

l'immunité innée, mais qui peuvent également jouer le rôle de lien entre l'immunité innée et 

cognitive (Viau, 2005). 
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Ce travail avait pour objectif principal de transformer les cellules B de patients atteints 

de leucémie lymphoïde chronique B en cellules présentatrices d’antigènes efficaces de leur 

propre idiotype via une activation par des agonistes des TLRs. 

 

Dans un premier temps, le profil d’expression des TLRs au niveau des lymphocytes 

B sains et pathologiques a été analysé par cytométrie de flux. Les résultats obtenus ont 

montré que le profil d'expression des TLRs des cellules B de LLC-B est similaire à celui des 

lymphocytes B normaux avec une importante expression de TLR-7, -9 et -10 et une plus 

faible expression de TLR-4. Par ailleurs, TLR-9 est exprimé de façon beaucoup plus 

importante au niveau des cellules B tumorales. 

 

L'effet de la stimulation des ligands de TLR-4, TLR-7 et TLR-9 a ensuite été testé, 

au niveau de cellules B saines amygdaliennes et des cellules B tumorales. Le niveau 

d'activation cellulaire des cellules saines et des cellules tumorales stimulées a été analysé par 

immunophénotypage. Une analyse cytomorphologique a été entreprise de manière à étudier 

l’aspect des cellules après stimulation. Leur prolifération a été évaluée grâce à un marquage 

au CFSE et l'apoptose a été étudiée par la méthode TUNEL. Une étude de la sécrétion de 

cytokines a également été réalisée, en cytométrie de flux, à partir de surnageants de culture de 

lymphocytes B tumoraux ou sains stimulés ou non afin de caractériser l'influence des ligands 

des TLRs étudiés sur leur production cytokinique.  

Nous avons montré que le LPS, ligand de TLR-4, induit, in vitro, une faible 

augmentation de l'expression de HLA-DR au niveau des cellules B saines et tumorales. 

Après stimulation avec l'imiquimod R837, ligand de TLR-7, nous avons surtout mis en 

évidence, pour les plus fortes concentrations testées, un effet pro-apoptotique rapide et 

important des cellules tumorales mais pas des cellules B saines. De plus, cette stimulation 

induit, in vitro, une activation modérée des cellules B amygdaliennes et tumorales. 

Les cellules B de LLC-B stimulées avec des ODN CpG M362, ligands de TLR-9, 

présentent une augmentation importante des marqueurs de costimulation et de présentation 

ainsi qu'une augmentation de leur survie. Une activation moindre a été observée au niveau des 

cellules B d'amygdales palatines stimulées avec ces ODN CpG. 
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La caractérisation de l’environnement cytokinique généré ex vivo par les cellules B 

d'amygdales palatines et de LLC-B stimulées ou non par l'imiquimod R837 et les ODN CpG 

M362 a montré que ces ligands orientent les réponses cellulaires vers un profil pro-

inflammatoire. La production d'IL-8 observée pourrait jouer un rôle de chimioattractant pour 

les polynucléaires neutrophiles ou certains lymphocytes T et la sécrétion importante de TNF 

pourrait permettre d'augmenter l’efficacité de la réponse immune anti-tumorale des cellules T.  

 

Enfin, une analyse fonctionnelle a été réalisée dans un modèle de stimulation 

allogénique afin de mesurer la capacité des cellules B saines et pathologiques stimulées ou 

non par les ODN CpG à activer des lymphocytes T naïfs. L'absence de prolifération de 

lymphocytes T naïfs allogéniques que nous avons observée pourrait être expliquée par la 

faible sécrétion d'IL-2 ainsi que par la présence d'IL-10 dans les surnageants de culture. 

 

Ce travail permet de compléter les rares données de la littérature concernant l'expression 

des TLRs au niveau des cellules B de LLC-B et des cellules B saines. 

 

 

L’induction d’apoptose médiée par l'imiquimod R837 pourrait permettre la production 

de structures hautement immunogènes reconnues par des cellules dendritiques et donc 

d’éliminer les cellules malignes en association avec la chimiothérapie.  

Les ODN CpG M362 pourraient, par contre, être utilisés comme adjuvants pour 

transformer les cellules B tumorales en cellules présentatrices d’antigènes efficaces de leur 

propre idiotype à condition de parvenir à les différencier en cellules activatrices de réponses 

Th1 et cytotoxiques et à contrecarrer l'environnement immunuosuppresseur induit par les 

cellules tumorales. La stimulation par les ODN CpG en présence de corps apoptotiques 

générés par l'imiquimod pourrait permettre un chargement efficace de motifs tumoraux et 

permettre, en présence d'un environnement cytokinique approprié, d'obtenir une activation 

L'ensemble de nos résultats montrent que TLR-7 et TLR-9, exprimés fortement au 

niveau des cellules B tumorales de LLC-B, sont fonctionnels et capables de répondre à 

des ligands spécifiques qui sont respectivement l'imiquimod et les ODN CpG et peuvent 

constituer une cible intéressante dans l’immunothérapie anti-tumorale de la LLC-B.  
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lymphocytaire efficace. 

 

Dans la continuité de ce travail, nous pouvons envisager un certain nombre d'études. 

 

L’exploration de l’orientation immunologique des lymphocytes T obtenus après 

stimulation par les cellules B stimulées avec des ODN CpG devra être réalisée par l’étude de 

leur profil de sécrétion cytokinique. Il sera nécessaire de déterminer les signaux permettant la 

production de cellules T de type TH1 et cytotoxiques et capables de contrecarrer 

l'environnement immunosuppresseur induit par les cellules tumorales. 

Dans un deuxième temps, le potentiel cytotoxique de CTL autologues vis-à-vis des 

cellules tumorales stimulées avec les ODN CpG pourra être évalué. La cinétique de la 

production de cytokines pourra également être analysée par RT-PCR.  

Les voies de signalisation mises en jeu lors de la stimulation de TLR-7 via l'imiquimod 

R837 et de TLR-9 via les ODN CpG M362 devront être étudiées plus précisément. La 

stimulation des TLR-7 et TLR-9 par leurs ligands respectifs peut induire une voie de 

transduction qui conduit à l'activation de NF-κB, des MAPKs telles que ERK, JNK et p38 et 

des facteurs IRF. De plus, la protéine Akt peut être activée via les ODN CpG. Il serait donc 

intéressant de déterminer les facteurs mis en jeu lors des réponses que nous avons obtenues, 

par l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques de chacune de ces voies ou par l'étude de l'état 

d'activation des protéines clefs de ces voies de signalisation. 

Il faudra déterminer si l'apoptose observée après stimulation avec l'imiquimod et si la 

protection de l'apoptose obtenue après stimulation avec les ODN CpG sont respectivement 

dépendantes ou non de TLR-7 et TLR-9. La chloroquine qui est un inhibiteur de 

l'acidification endosomale connu pour bloquer l'activation médiée par TLR-7 et TLR-9 pourra 

être utilisée. 

Les résultats de ce travail pourront être corrélés aux facteurs pronostiques récemment 

décrits tels que le statut mutationnel, les marqueurs CD38 et Zap 70 et la présence ou non de 

délétion 17p ou 11q.  

Une éventuelle modulation de cellules T régulatrices ou de cellules NK produisant 

CD56+/granzyme après stimulation allogénique pourra également être étudiée. 

L'objectif final serait l'utilisation de ces agonistes de TLRs dans des études cliniques de 

phase I. 
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