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BCL11B : BAF Chromatin Remodeling Complex
Subunit BCL11B

BCL-2 : B-Cell Lymphoma 2

BCL-XL : B-cell Lymphoma-Extra Large

BID : BH3 Interacting Domain Death Agonist
BRCA1/ BRCA2 : Breast Cancer 1/2

CAD : Carbamoyl-Phosphate Synthetase» 2,
Aspartate Transcarbamylase, And Dihydroorotase

CAD: Carbamoyl-Phosphate Synthetase 2,
Aspartate Transcarbamylase, and Dihydroorotase

Casp : Caspase

CCL : Chemokine (C-C motif) Ligand

CCR : C-C chemokine receptor

CCR4 (CD194) : C-C Chemokine Receptor Type 4
CCR6 (CD196) : C-C Chemokine Receptor Type 6
CD127 (IL-7R-A) : Cluster.de Différenciation 127
CD132 : Cluster de Différenciation 132

CD25 : Cluster de Différenciation 25

CD27 ;Cluster de Différenciation 27

CD28 : Cluster de Différenciation 28

CD3 : Cluster de Différenciation 3

CD4 : Cluster de Différenciation 4

CDA40 : Cluster de Différenciation 40

CDA40-L : Cluster de Différenciation 40:ligand
CD45RA : Cluster de Différenciation 54RA
CD57 : Cluster de Différenciation 57

CD62L (L-Selectin) : Cluster de Différenciation 62L
CD69 : Cluster de Différenciation 69

CD70 : Cluster de Différenciation 70

CD8 : Cluster de Différenciation 8

CD80 : Cluster de Différenciation 80

CD86 : Cluster de Différenciation 86

CD95 (FAS-R) : Fas Cell Surface Death Receptor
CDK :Kinase Dépendante des Cyclines

cf :‘Confere

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CPA: Cellules Présentatrice de I’Antigéne

CSH : Cellules souche hématopoiétique

CTCAE : Common Terminology Criteria for Adverse
Events

CTL : Lymphocytes-T-CD4 a activité cytotoxique

CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated
Protein 4

CXCL : C-X-C motif Chemokine Ligand

CXCR3 (CD183) : CXC Chemokine Receptor 69
DD : Death Domain

DDB2 : Damage Specific DNA Binding Protein 2
DED : Death Effector Domain

DISC : Death-Inducing Signaling Complex

DR5 (TNFRSF10B) : Death Receptor 5

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor
ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
EOMES : Eomesodermin

ERBB2 : Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2

FA : Anémie de Fanconi (Fanconie anemia)

FADD : Fas-Associated Protein with Death Domain
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FAS (CD95L) (CD178) : Fas Cell Surface Death ligand
FBAT : Family-Based Association Test

FDA : Food and Drug Administration

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization

FOXO01 : Forkhead Box O1

FOXO3A : Forkhead Box 0O3-A

FOXP3 : Forkhead Box P3

FSHR : Follicle Stimulating Hormone Receptor

GADD45: Growth Arrest And DNA Damage
Inducible-alpha

GATA3 : GATA Binding Protein 3

GFI-1: Growth Factor Independent 1
Transcriptional Repressor

GSTP1 : Glutathione S-Transferase Pi 1
Gy : Gray

H2AX : Histone Famille des Histones H2A, Membre
X

IFN : Interferon

IGRT : Radiothérapie guidée par I'image

IL : Interleukine

IRF4 : Interferon Regulatory Factor 4

IRM : Imagerie par résonance magnétique
JNK : c-Jun N-Terminal Kinases

LAG-3 : Lymphocyte Activation Gene-3

LAMP1/ LAMP2 :
Membrane Protein 1/2

Lysosomal Associated

LB : Lymphocyte-B

LIG4 : Ligase IV

LT : Lymphocyte-T

LT-CD4 : Lymphocyte-T-CD4

LT-CD4-CM : Lymphocyte-T-CD4 central mémoire

LT-CD4-EM
mémoire

Lymphocyte-T-CD4  effecteur

LT-CD4-RM : Lymphocyte-T-CD4 résident mémoire
LT-CD8 : Lymphocyte-T-CD8

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase

MEKK : Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1
meV, keV, Ev : mega, kilo éléctron volt

miRNA : micro-RNA

MMP : Métalloprotéinase Matricielle

MTOR : Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase
NBS : Syndrome de Nimeégue (Nijmegen)

NBS1 : NIBRIN

NFAT : Nuclear Factor of Activated T-cells

NF-Kb : Nuclear Factor-Kappa B

NK : Lymphocyte Natural Killer

NKG2A (KLRC1) /NKG2D (KLRK1) : Killer Cell Lectin
Like Receptor C/K

NOXA : Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced
Protein 1

NuMa : The Nuclear Mitotic Apparatus Protein

OCA-B (POU2AF1): POU Class 2 Homeobox
Associating Factor 1

ORL : Oto-Rhino-Laryngologiste

OX40 (CD134) (TNFRSF4)
Superfamily Member 4

TNF Receptor

PARP : Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1
PATCH1 : PATCHED 1

PBMC : Cellules Mononuclées du Sang
Périphérique (Peripheral Blood Mononuclear
Cells)

PCC : Premature Chromosome Condensation
PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen

PCR : Amplification en chaine par polymérase
PD-1: Programmed Cell Death 1

PD-L1 : Programmed Death-Ligand 1

PHA : Phytohaemagglutinin

PI3K : Phosphoinositide 3-Kinase

PIKKs: Phosphatidylinositol 3-Kinase-Related
Kinases

PLM : Progéniteur Lympho-Myeloides
PLMD : Progéniteur Lympho-Mono-Dendritic

PLP : Progéniteurs Lymphoides Précoces
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PMD : Précurseurs Monocytaires et Dendritiques
appelés

PRDM1 : PR/SET Domain 1

PROX1 : Prospero Homeobox

PS : Phosphatidylsérine

PU-1 (SPI1) : Spi-1 Proto-Oncogene

PUMA : p53 Upregulated Modulator of Apoptosis

pvaleur: Est la probabilité, pour un modeéle
statistique donné sous I'hypothése nulle, d'obtenir
la méme valeur ou une valeur encore plus extréme
que celle observée

g-PCR : Amplification en chaine par polymérase
gquantitative

RAC1 : Rac Family Small GTPase 1

RAD21 : RAD21 Cohesin Complex Component
Rb : Retinoblastoma Protein

RILA : Radiation-Induced Lymphocyte Apoptosis

RMCI : Radiothérapie conformationnelle avec
modulation d'intensité

RNS : Espéce Réactive de I'Azote

ROR-y-t : RAR Related Orphan Receptor-gmma-t
ROS : Espéce Réative de I’'Oxygéne

RUNX1 : Runt-Related Transcription Factor 1
RUNX3 : RUNX Family Transcription Factor 3
SASP : Facteurs Sécrétés Associés a la Sénescence

SA-B-Gal : Senescence-Associated beta-
Galactosidase

SF2 : Survival Fraction

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

SNV : Single Nucleotide Variant

SOCS-1 : Suppressor Of Cytokine Signaling 1
SOD2 : Superoxide Dismutase 2

STAT: Signal Transducer And Activator Of
Transcription

TANC1 : Tetratricopeptide Repeat, Ankyrin Repeat
And Coiled-Coil Containing 1

T-BET : T-box Expressed in T cells

TCR : T Cell Receptor

Tfh : T-helper folliculaire

TGF-B : Transforming Growth Factor Beta
Th : T-helper

ThPOK (ZBTB7B) : Zinc Finger And BTB Domain
Containing 7B

TILs : Lymphocytes infiltrants la tumeur

TIM-3 : T-cell Immunoglobulin and Mucin
Containing Protein-3

TLR : Toll Like Receptor
TNFR1 : Tumor Necrosis Factor Receptor 1
TNFa : Tumor Necrosis Factors alpha

TRAIL(TNFSF10) : Tumor-Necrosis-Factor Related
Apoptosis Inducing Ligand

Treg : T-regularory

XRCC1/XRCC3 : X-Ray Repair Cross Complementing
1/2
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Avant-propos, résumé

En France, 380 000 nouveaux diagnostics de cancer sont posés chaque année, et 60 % de ces cancers
sont traités par radiothérapie. Une méthode basée sur I'effet des rayonnements ionisants qui
détruisent les cellules tumorales et, dans certains cas, augmentent la réponse immune contre les
cellules cancéreuses. Malgré des avancées technologiques récentes, la radiothérapie engendre des
effets radiotoxiques indésirables sur les tissus sains situés dans le champ d’irradiation. Cependant,
seulement 5 a 15 % des patients développent ces complications radio-induites, ce qui suggere
I’existence d’une radiosensibilité individuelle des tissus sains. Il est donc important de rechercher les
bases génétiques de cette radiosensibilité individuelle et de caractériser des marqueurs et des tests
biologiques prédictifs de cette radiosensibilité individuelle. Les recherches pionniéres réalisées par le
laboratoire d’accueil ont montré que la quantification de I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-
CD4 effecteurs mémoires (LT-CD4-EM) a partir du sang périphérique humain irradié permettait de
stratifier la population. Plus récemment, le laboratoire d’accueil a montré une association génétique
de plusieurs polymorphismes du gene TRAIL (TNFSF10) avec |'apoptose des LT-CD4-EM (Schmitz et al.,
2007) (Baijer et al., 2016). Toutefois, la population de LT-CD4-EM contient des sous-populations
d’effecteurs Th, identifiables par cytométrie en flux, dont la sensibilité aux rayonnements ionisants

pourrait préciser une base cellulaire de la radiosensibilité individuelle.
En résumé, le projet de these s’articule autour de deux axes scientifiques :

1) La compréhension des effets des rayonnements ionisants sur les sous-populations de lymphocytes-

T-CD4 circulantes, quiescentes et apres activation.

2) L’étude de I'association de polymorphismes génétiques sur le géne TRAIL (TNFSF10) et le génome
entier au test de radiosensibilité individuelle mesuré par I'apoptose des lymphocytes-T-CD4 effecteurs

mémoires.

Le contexte de ce projet de thése nécessite des éléments de compréhensions multiples présentés en
introduction du manuscrit. Dans le premier chapitre, j'ai présenté les différentes techniques de
radiothérapie et les effets radiotoxiques associés. Le premier chapitre comprend les
dysfonctionnements du cycle cellulaire et les morts cellulaires radio-induites. Le second chapitre de
I'introduction permet de comprendre la notion de radiosensibilité et de radiosensibilité individuelle.
Ce chapitre détaille les principaux phénotypes proposés comme tests de radiosensibilité sur deux
modeles cellulaires principaux : les fibroblastes et les lymphocytes-T. C'est en fin de chapitre que je
traite de la corrélation entre des polymorphismes de type SNV et les effets radiotoxiques induits par

la radiothérapie d’une part et avec les tests de radiosensibilité de lymphocytes-T-CD8 et de
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lymphocytes-T-CD4 d’autre part. Enfin, le dernier chapitre regroupe les notions essentielles pour
comprendre la physiologie des lymphocytes-T-CD4, de la différenciation en effecteurs (Th) et de la
mise en place de la mémoire des lymphocytes-T-CD4. La fin de ce chapitre est dédiée au regroupement

des études qui analysent les effets des rayonnements ionisants sur les lymphocytes-T-CD4.

Les résultats du premier axe du projet ont été structurés sous la forme d’une proposition d’article
scientifique rédigé en frangais. Le second axe du projet portant sur I'analyse d’association
pangénomique GWAS au phénotype d’apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4 est présenté

dans la seconde partie de la partie résultat du manuscrit.

Ce manuscrit conduira a la conclusion et la discussion de I’ensemble des résultats du projet de thése.
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Introduction : état de 'art

I. Chapitre 1: Principe de la radiothérapie et morts cellulaires induites par les
rayonnements ionisants
1. Lesrayonnements ionisants
a) Type de rayonnements ionisants
En 1896, Henri Becquerel a mis en évidence le principe de radioactivité et d’irradiation en étudiant la
fluorescence avec émission de rayons X de certains composés. Il sera le premier a observer un
rayonnement émis par un atome d’uranium. Les travaux de Pierre et Marie Curie mettent en évidence
I’existence d’autres éléments radioactifs, le polonium et le radium. L’irradiation correspond a I’action
d’exposer un organisme ou une substance a un flux de rayonnements ionisants : rayon a, B, y, X,
protons et neutrons. L'irradiation se mesure en plusieurs unités : gray, rad, sievert et becquerel, I'unité
internationale est le gray (Gy). Les rayonnements ionisants ont la capacité de pénétrer la matiere. Le

niveau de pénétrance dépend du type de rayonnement (Tonnessen and Pounds, 2011) (Figure 1).

Les rayonnements ionisants (Rl) sont classifiés selon leur origine, leur pénétrance, leur charge et
I'intensité de I’énergie mesurée en électron-volt (eV). Les rayonnements ionisants peuvent étre a effet
direct si les particules émises sont chargées (électrons, protons), et a effet indirect si les particules sont
neutres (photons, neutrons). Plusieurs caractéristiques de I'élément radioactif influencent la
pénétrance dans un milieu : la charge, la masse et la vélocité. L'émission a repose sur I'émission de
particules a. Les particules a sont composées de 2 protons et de 2 neutrons et sont chargées
positivement (*2). L’émission a est issue de radionucléides lourds tels que I'uranium, le plutonium, le
radium, le thorium et le radon. Les particules a ont une énergie de 4 a 8 MeV ont un fort pouvoir
ionisant et un faible niveau de pénétrance. Ce type d’émission ne traverse pas la barriére cutanée.
L’émission B correspond a une émission d’électrons a trés haute vitesse. Un électron chargé
positivement induit des émissions positives (B *) et un électron négatif une émission négative (B -). Le
rayonnement B a une énergie de 0,4 MeV plus faible que le rayonnement a. La pénétrance de ce type
de rayonnement atteint les tissus en superficie et peut engendrer des Iésions sur la peau. L'émission y
est une onde électromagnétique provenant du noyau de I'élément radioactif. Le noyau va émettre
cette énergie sous forme de photons afin d’atteindre le niveau le plus bas de stabilité. L’énergie du
rayonnement y est plus importante que celles des précédents rayonnements, de I'ordre de 10 KeV. Les
rayons y ont le niveau de pénétrance le plus haut. L’exposition au rayon y externe et interne peut-étre
|étale pour un organisme vivant. L’émission de rayons X émane d’une trop grande énergie accumulée
par les électrons orbitaux. Ceux-ci vont émettre, de la méme fagon que le noyau, des photons a grande
vitesse. L’énergie de ce rayonnement est de I'ordre de 5 keV. De la méme fagon que les rayons vy, les

rayons X traversent la barrieére cutanée. Les rayonnements cosmiques émanent de la déstabilisation
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d’atomes due aux fortes températures. Ce rayonnement est composé de particules relativistes et est
composé de 85 % de protons (issus de noyaux d’hydrogene), 13 % de particules o et 2 % de noyaux

lourds (issus d’atomes de fer et nickel) (Gianfaldoni et al., 2017) (Keith et al., 2013).

Pouvoir de pénétration de différents types de rayonnement

particule
alpha

¢ proton Papier Corps Acier Béton
@ neutron humain

Figure 1 : Principaux types de rayonnements ionisants et leur niveau de pénétrance dans différentes
matiéres

Différents types de rayonnements ionisants et leur composition : particule alpha, particule B, rayon X,
rayon gamma et particules neutronique. Niveau de pénétrance des différents rayonnements ionisants
a travers différents matériaux : papier, organisme humain, acier et le béton. Les particules a sont
composées de proton et de neutron, elles ne peuvent pas pénétrer le papier. Les particules B sont
composées d’électrons, qui peuvent pénétrer le papier mais pas la barriere cutanée chez 'homme. Les
rayonnements X et y sont composés de photon et ont le plus grand pouvoir de pénétrance, ils
pénetrent la barriere cutanée et 'acier (“Types de rayonnements ionisants,” 2017)

b) Sources de rayonnements ionisants

(1) Sources naturelles
Les sources d’irradiation peuvent étre naturelles ou induites par I’homme. Les rayonnements naturels
sont d’origines terrestre et cosmique. Les éléments naturellement radioactifs résident dans les sols et
les roches et sont aussi référencés comme sources telluriques. Les chaines de I'uranium-238, du
thorium-232 et du potassium-40 représentent 1/3 du niveau d’irradiation au sol annuel mesuré. L’eau
et I'atmosphére sont aussi des sources naturelles d’irradiation. La source majeure d’irradiation

atmosphérique provient de I'émanation de radon des sols (Comité scientifique des Nations Unies pour
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I’étude des effets des rayonnements ionisants and Rapport a I'’Assemblée générale, avec annexes

scientifiques, 2000).

(2) Sources non-naturelles
Les sources non-naturelles sont issues de diverses activités humaines. L’exposition médicale comprend
d’une part, I'imagerie médicale (radiographie, scanner, IRM, produit de contraste) et d’autre part, les
procédures thérapeutiques et de recherche, dont la radiothérapie administrée sous forme externe et
interne. Les produits de combustion, certains matériaux utilisés pour la production d’objets
consommés au quotidien tel que la télévision ou les téléphones portables sont des sources de
rayonnement. Enfin, I'exposition peut provenir d’accidents nucléaires issus des centrales nucléaires
(Chernobyl 1986, Fukushima 2011) et d’armements nucléaires (Hiroshima et Nagasaki 1945). Dans ces
contextes, les rayonnements contaminent les couches de I'atmosphére et se propagent dans
I’environnement. Les radionucléides issus de cette propagation sont inhalés et déposés sur les plantes
et les sols. Enfin, I'industrie nucléaire emploie des travailleurs qui sont exposés au rayonnement, il
s’agit du risque d’exposition professionnel (United Nations Scientific Committee and on the Effects of

Atomic Radiation, 1982).

2. Base de la radiothérapie

a) Principe de la radiothérapie
Le cancer est la seconde cause de déces en France et est en augmentation d’en moyenne 400 000 cas
par an en France. Chaque année en France, plus d’un million de personnes sont hospitalisées pour des
cancers parmi lesquels 60 % de patients sont traités par radiothérapie (Rapport cancer de France). La
radiothérapie est basée sur I’émission de rayonnements ionisants a forte énergie ou de particules
radioactives ciblant les cellules tumorales de maniére a limiter la prolifération tumorale et a les
détruire. La radiothérapie utilise plusieurs sources de rayonnements X (majoritairement), de
rayonnement y, et de particules : protons, neutrons et électrons pouvant étre administrés dans
I’organisme par voie interne ou externe. Les techniques de radiothérapie modernes diffusent des
rayons a haute énergie (5 et 25 MeV) modelés sous la forme de faisceaux par un accélérateur linéaire
d’électron médical qui transforme des électrons en ondes électromagnétiques (Gianfaldoni et al.,
2017). L'avantage des accélérateurs est de produire des rayonnements d’énergie élevée bien définie
permettant I'administration de doses d’irradiation a différentes profondeurs. Le choix du type de
radiothérapie dépend de la localisation, du type et de la taille de la tumeur. La dosimétrie utilisée est
entre 20 et 80 Gy total fractionnée en 10 séances en moyenne. La radiothérapie peut étre curative et
alors guérir le patient, palliative afin de freiner I'évolution du cancer, ou encore symptomatique

lorsqu’elle est utilisée pour soulager le patient (Dillensege et al., 2021).
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b) Les différentes techniques de radiothérapie
Les techniques de radiothérapie ont évolué a travers le temps de facon a optimiser la destruction des
cellules tumorales en protégeant au maximum les tissus sains environnants. La radiothérapie
conformationnelle 3D est composée de 4 a 6 faisceaux qui délivrent une dose uniforme de maniéere
homogeéne au niveau de la tumeur. Les faisceaux diffusent des rayons X de fagon externe. Avant de
démarrer le traitement, le praticien détermine par imagerie (IRM, scanner et TEP) : le positionnement
du patient, la position de la tumeur, les bords et la taille de la tumeur afin de déterminer le volume a
traiter. L'imagerie utilisée étant aussi basée sur I'émission de rayons X, cela ajoute des doses (10-20
mGy) a additionner aux doses de rayonnement du traitement. Le radiothérapeute décide ensuite de
la dose totale du traitement, de I'étalement et du fractionnement du traitement (Nutting et al., 2001).
La radiothérapie conformationnelle est utilisée a visée curative sur un large spectre de tumeurs dont
les tumeurs : de la peau, de la prostate, du thorax (poumons et sein), de 'abdomen (foie, pancréas,
estomac), du pelvis (utérus et ovaires), les cancers ORL, les tumeurs cérébrales, les lymphomes, les
leucémies, les méningiomes, les cancers des os (ostéosarcome), les chondrosarcomes et les cancers
des tissus mous (“Conditions Treated with Radiation Therapy | Stanford Health Care,” n.d.). Certains
types de cancer ne répondent pas aux thérapies basées sur des rayonnements, dont les tumeurs de
Wilms, les rhabdomyosarcomes, le cancer colorectal, les carcinomes des tissus mous et le carcinome
embryonnaire du testicule. Aussi, la radiothérapie a un effet limité sur les cancers métastatiques

(“Radiation Therapy,” n.d.).

La radiothérapie conformationnelle a modulation d’intensité (RMCI) est une technologie plus récente,
elle permet de moduler au cours de la séance l'intensité des faisceaux, ce qui améliore la protection
des tissus sains. Cette technologie permet au cours de la séance d’adapter les faisceaux d’irradiation
aux volumes tumoraux de formes complexes, irréguliéres et concaves. De cette facon, les faisceaux
délimitent précisément les bords de la tumeur, ce qui d’'une part limite les effets sur les tissus sains en
marge de la tumeur; et d’autre part, rend possible I'utilisation de plus fortes doses d’irradiation. (Lin
et al., 2012) (Dillensege et al.,, 2021). Cette technique est utilisée pour traiter des tumeurs
extrémement proches d’organes vitaux, dont les cancers : de la prostate, de la téte et du cou, du
poumon, du sein, gynécologiques ; mais aussi pour des cancers du systeme gastro-intestinal et pour

traiter des tumeurs cérébrales (“Cancer Treatments,” n.d.) (Bortfeld, 2006).

La radiothérapie stéréotaxique ou CyberKnife est la technologie qui initialement a été développée pour
cibler des zones intracérébrales. Elle délivre des doses élevées (5-20 Gy) en fractionnement faible, ce
qui permet de délivrer de fortes doses d’irradiation sur des zones cibles tres précises. L'objectif de

cette technique est de favoriser la nécrose localisée du tissu. Elle est utilisée pour traiter des cancers
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atteignant la glande pituitaire et le cerveau tels que le méningiome, le paragangliome,
I’'hémangioblastome et craniopharyngiome et notamment, dans le cas de microtumeurs cérébrales
non opérables et de métastases (“Stereotactic radiosurgery - Mayo Clinic,” n.d.) (Ricardi et al., 2016).
La radiothérapie stéréotaxique est utilisée chez des patients présentant des cancers a petites cellules
au niveau du poumon, du foie et de la moelle épiniere (“Stereotactic radiotherapy | Cancer treatment
| Cancer Research UK,” n.d.). La radiothérapie stéréotaxique nécessite d’avoir un positionnement trés
précis effectué par radiothérapie guidée par I'image (Hajj and Goodman, 2015). La radiothérapie
guidée par I'image (IGRT) est basée sur I'association entre un accélérateur linéaire et de I'imagerie
réalisée par un scanner, permettant de calculer a chaque séance la forme, I'énergie et la dose du
faisceau d’irradiation. Cela permet un ciblage plus précis de la zone a irradier et limite les effets sur les

tissus sains (Dillensege et al., 2021).

La protonthérapie est la forme la plus sophistiquée et innovante de radiothérapie est basée sur
I’émission de particules chargées a haute énergie : les protons. Grace aux propriétés du proton, un seul
faisceau est dirigé vers la tumeur. L’énergie émanant des protons est la plus faible lors du contact avec
I'organisme et attendra son énergie maximale au sein de la tumeur. Cette technique permet une
adaptation quasi millimétrique au volume tumoral et limite I'irradiation des tissus sains (Dillensege et
al., 2021). Ainsi, cette technique est utilisée principalement dans les cancers pédiatriques du systéme
nerveux central, dont les tumeurs de la fosse postérieure, les craniopharyngiomes et les
médulloblastomes (Steinmeier et al., 2019). Elle est aussi utilisée chez des patients adultes ayant des
tumeurs cérébrales a la base du crane et oculaire qui sont difficilement traitables avec la technique de

radiothérapie conformationnelle.

La radiothérapie interne ou Curiethérapie est basée sur I'administration a I'intérieur de I'organisme
d’éléments radioactifs a émissions a ou B, dont I'iode 125 (cancer de la prostate), I'yttrium 90 (cancer
du foie multimétastatique) et I'iridium 192 (cancer du sein). Les éléments radioactifs peuvent étre
déposés dans une cavité sur les bords de la tumeur, ou directement placés au sein de la tumeur
(Dillensege et al., 2021). La radiothérapie interne est utilisée pour traiter des patients atteints de
cancer de la prostate, utérin, du sein, du poumon, rectal, de la peau et au niveau de I'ceil (“Radiation

Therapy,” n.d.).
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c) Nouveaux protocoles de radiothérapie et thérapies combinées
Les études cliniques les plus récentes révelent I'efficacité des protocoles d’hypofractionnement, c’est-
a-dire une augmentation de la dose délivrée distribuée sur moins de séances. Par exemple, dans le cas
de cancer de la prostate, la dose totale est de 60 Gy fractionnée en 20 séances et de carcinome du
sein, la dose est de 28 Gy fractionnée en 5 séances (Hennequin and Dubray, 2013). Les protocoles
FLASH délivrent une dose unique a forte dose entre 10 et 40 Gy sur des zones définies avec précision.
Cette technique d’irradiation clinique repose sur le développement et I'utilisation d’accélérateur
linéaire d’électrons capable de délivrer un débit de dose moyen de plus de 1000 Gy/s. Les recherches
expérimentales réalisées chez I'animal démontrent que les protocoles d’irradiation FLASH protegent
les tissus sains, notamment les tissus de la peau, et limitent fortement le développement de fibrose

(Favaudon, 2019).

Plusieurs traitements ciblent les cellules tumorales qu’il est possible de combiner a la radiothérapie.
La radiothérapie peut étre utilisée en combinaison avec plusieurs thérapies, dont la chimiothérapie,
des thérapies expérimentales ciblées (Glivec, Cetuximab, inhibiteur de checkpoints cellulaire, CDK4-
CDK6) ou avec de I'immunothérapie, qui visent a stimuler la réponse immunitaire de I'organisme
contre les cellules tumorales (Vial et al., 2019). L'immunothérapie est considérée comme une
révolution parmi les traitements visant a la baisse du développement tumoral. L'immunothérapie a
pour objectif d’inhiber les voies de signalisations cellulaires qui inhibent I’activité des lymphocytes-T-
CD8 cytotoxiques infiltrant les tumeurs et les voies qui sont responsables de |'anergie des lymphocytes-
T-CDS8. L'inhibition de ces voies s’effectue par le biais de molécules, plus spécifiquement des anticorps
monoclonaux appelés inhibiteurs de controle immunologique « checkpoint », qui ciblent les
signalisations inhibant I'activité des lymphocytes-T-CD8 cytotoxiques. Les effets des inhibiteurs de
controle immunologiques ont d’abord été démontrés dans des essais cliniques ; les premiers anticorps
découverts ciblent la signalisation PD-1/PDL-1 (Migden et al., 2018) (Hamid et al., 2013) (Patnaik et al.,
2015) et CTLA-4 (Mellman et al., 2011) (Lipson and Drake, 2011) (Hoos et al., 2010) (Ribas et al., 2007).
Les anticorps monoclonaux ciblent d’une part le récepteur CTLA-4 et PD-1 a la surface des LT-CD8 et
le ligand PDL-1 a la surface des cellules tumorales, de fagon a bloquer les interactions inhibitrices de
I"activité des LT-CD8 entre CTLA-4 et la molécule B7 a la surface des cellules dendritiques et entre PD-
1 et PDL-1. De plus, I'inhibition de récepteur CTLA-4, qui est présent aussi a la surface des effecteurs
différenciés lymphocyte-T-CD4 Treg permet de bloquer la fonction immunosuppressive des effecteurs
Treg sur 'activité des LT-CD8 (Figure 2) (Ayoub et al., 2019). La « Food and drug administration » (FDA)
autorise l'utilisation de 7 inhibiteurs de controle immunologique, qui sont dits de premiére génération,
et qui ont été utilisés chez des patients atteints de cancer du poumon, de mélanome, de carcinome,
de cancer de la vessie, et de cancer de la peau (Mellman et al., 2011) (Migden et al., 2018). De
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nouveaux inhibiteurs de contréle immunologique, de seconde génération, sont utilisés sur différents
essais cliniques. Ces anticorps de seconde génération sont dirigés contre LAG-3 et TIM-3 a la surface
des LT-CD8 et la molécule de surface B7-H4 a la surface des cellules dendritiques (Cogdill et al., 2017)
(MacGregor and Ohashi, 2017).

Le traitement par radiothérapie seule a une fonction immunorégulatrice, notamment, en favorisant la
mort immunologique des cellules tumorales, qui au cours de ce processus libérent des antigénes
reconnus par les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques pourront a leur tour stimuler le
recrutement des LT-CD8 circulants vers le site de la tumeur (Asna et al., 2018). La radiothérapie, d’une
part, permet la surexpression du récepteur PD-1 et de son ligand a la surface des cellules tumorales,
en combinaison avec un traitement d’immunothérapie, cela engendre une potentialisation de
I'inhibition de la voie cellulaire médiée par PD-1 et son ligand (Sharabi et al., 2015). La radiothérapie
favorise la production de TGFB qui remplit une fonction immunosuppressive sur les LT-CD8 (Saito et
al., 2000). Enfin, il a aussi été démontré que la radiothérapie favorise le recrutement des cellules
présentatrices de I'antigene et des LT-CD8 au sein de la tumeur en modulant I'activité des cellules
myéloide et la production d’IFN de type 1 (Deng et al., 2014). Il a été démontré que la combinaison du
traitement par radiothérapie et par immunothérapie stimule les effets antitumoraux qui modulent le

microenvironnement tumoral en favorisant I'activité cytotoxique des LT-CD8 (Kang et al., 2003).

Des études portent sur la combinaison de la radiothérapie, de 'immunothérapie et de nanoparticules.
Les nanoparticules développées par Nanobiotix permettent de potentialiser I'effet de rayonnements
du traitement par radiothérapie. Ce protocole peut étre combiné avec de I'immunothérapie et a déja
été validé chez des patients atteints de sarcome du cou, pour les 3 premiéres phases du processus
d’essai clinique (Bonvalot et al., 2019). Sur des modeéles murins irradiés, il a été démontré plusieurs

utilisations et actions des nanoparticules dont :

- Letransport des si-RNA contre des génes régulant la prolifération tumorale, dont EGFR,

- La délivrance des radionucléides,

- La délivrance d’adjuvants immunologiques qui potentialise le traitement d'immunothérapie,

- La délivrance de nanoparticules exprimant directement a leur surface PD-1 et OX40
spécifiguement dans la tumeur, ce qui stimule la réponse cytotoxique des LT-CD8 de facon

locale (Hagan et al., 2020).
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Figure 2 : Principales actions des inhibiteurs de points de contréles immunologiques (PD1, PD-L-1 et
CTLA-4) sur les cellules du microenvironnement tumoral

Schéma résumant les fonctions des anticorps bloquant PD-1 (Programmed cell death 1), PDL-1
(Programmed death-ligand 1) et CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte associated protein 4) qui sont utilisés
en immunothérapie. L'immunothérapie est un traitement qui vise I’élimination des cellules tumorales
par le biais de la stimulation des cellules du systeme immunitaire, ici les lymphocytes-T-CD8 a activité
cytotoxique. Les anticorps bloquant PD-1 (noms pharmacologique : pembrolizumab, Nivolumab) et
PDL-1 (noms pharmacologique : Atezolizumab, Avelumab, Durvalumab) a la surface des lymphocytes-
T-CD8 cytotoxiques permettent de bloquer l'interaction PD-1/PDL-1 (exprimé par les cellules
tumorales) responsable de I'anergie des lymphocytes-T-CD8 cytotoxiques. L’anticorps bloquant CTLA-
4 (noms pharmacologique : Ipilimumab), permet d’inhiber I'interaction entre CTLA-4 exprimé a la
surface des lymphocytes-T-CD8 cytotoxiques et des Treg et avec les cellules dendritiques, qui inhibent
I'activité des lymphocytes-T-CD8 cytotoxiques. L'inhibition des voies de signalisation qui favorisent
I"anérgie des lymphocytes-T-CD8 va potentialiser I'action ciblée de ces cellules adapté de (Ayoub et al.,
2019).

d) Effets secondaires radiotoxiques
L’étude des effets secondaires du traitement par radiothérapie au début du XXe siécle a permis de
décrire et classifier les effets des rayonnements ionisants sur la santé humaine. Les effets sur
I’organisme sont classifiés en deux catégories : déterministes et stochastiques. Cliniquement, les effets
radiotoxiques de la radiothérapie sont classifiés en fonction du moment de leur apparition, selon deux

catégories : aigu (précoce) et tardif (chronique).
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(1) Effets déterministes vs stochastiques
Les effets non-stochastiques sont décrits apres I'exposition d’un tissu et apparaissent apres une dose
d’irradiation « seuil » de fagon non-linéaire (Figure 3). Les effets sur la physiologie humaine varient en
fonction de la durée d’exposition (Little, 2003). La valeur seuil dépend du type de tissu exposé, de la
durée d’exposition et du type de rayonnement ionisant et correspond a la dose d’irradiation a laquelle
se manifestent des symptomes cliniques (Choudhary, 2018). Les effets non-stochastiques sont
caractérisés par une détérioration fonctionnelle d’un tissu ou organe qui a lieu immédiatement apres
I’exposition aux rayonnements ionisants. L’atteinte a la fonctionnalité du tissu exposé est induite par
la mort cellulaire directe d’un groupe cellulaire issu de ce tissu. Le terme non-stochastique a été
remplacé par « déterministes », car I'effet est déterminé par la dégradation d’un groupe cellulaire
impliqué dans la fonction du tissu. La sévérité de cet effet dépend de la dose d’irradiation et peut étre
réversible. L’altération de la fonction d’un tissu peut engendrer des lésions secondaires sur d’autres
tissus et favorise I’apparition de fibrose (Commission internationale de protection contre les radiations
et al., 2009) (CIPR comission, n.d.). Les effets déterministes comprennent les effets secondaires de la

radiothérapie aigus (précoces) et tardifs (chroniques) qui seront développés dans la partie suivante.

Les effets radio-induits stochastiques sont des événements aléatoires dont la probabilité d’apparition
dépend de la dose d’irradiation. Ils sont mobilisables par le modéle linéaire sans seuil (Figure 3). Les
effets stochastiques engendrent des symptomes cliniques chroniques observés a long terme. Ces
effets ont pour origine une altération d’une seule ou d’un petit groupe de cellules. Il existe trois issues
dans le cas ol une cellule est exposée aux rayonnements ionisants : 1) La cellule utilise ses mécanismes
de réparation de lésion a I’ADN ce qui lui permet de continuer son destin cellulaire normalement, 2)
La cellule entre en mort cellulaire, 3) La cellule échappe au systéme de réparation ou réalise une
réparation partielle des dommages. Une cellule qui progresse dans le cycle cellulaire avec des
aberrations génétiques peut par exemple se diviser de maniére incontrolée, favorisant le processus
tumoral qui fait partie des effets stochastiques (Goodman, 2010). Dans le contexte de la radiothérapie,

I’effet stochastique principal est le cancer secondaire radio-induit.
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Figure 3 : Définition, exemple et modélisations des effets déterministes et stochastiques induits par
les rayonnements ionisants

Définition et exemple d’effets induits par les rayonnements ionisants déterministes et stochastiques.
Les effets déterministes sont modélisés par un modele linéaire avec une dose d’irradiation seuil, en
deca de cette dose seuil, aucun effet ne se manifeste. Les effets déterministes se manifestent chez les
individus apres irradiation sous la forme d’effets cliniques, par exemple : brllure, vomissement, fievre,
maux de téte, fibrose et de 'infertilité. Les effets stochastiques sont modélisés par un modele linéaire
sans seuil, ainsi la sévérité des effets biologiques et/ou cliniques sont proportionnels a la dose
d’irradiation regu. L'effet stochastique principal est le cancer radio-induit, adapté de (Ministry of
environnment, n.d.).

(2) Effets aigus (précoces) induits par la radiothérapie
Les technologies actuelles de radiothérapie limitent au maximum lirradiation des tissus sains.
Toutefois, le traitement par radiothérapie induit des effets secondaires chez les patients qui peuvent
étre classifiés en fonction de leurs apparitions. Les effets aigus ou précoces apparaissent entre 24
heures et les premiéres semaines aprés I’exposition aux rayonnements. Les effets tardifs ou
chroniques se manifestent plusieurs mois apres I’exposition aux rayonnements. Les effets secondaires
aigus et tardifs dépendent de la zone irradiée et de la dose délivrée (Chaturvedi and Jain, 2019). Les
effets aigus sont majoritairement observés pour des tissus ayant un fort pouvoir de renouvellement
tels que la peau et les muqueuses ainsi que le systéme hématopoiétique. Les effets aigus sont résumés
en fonction de la zone irradiée dans le Tableau 1. Les complications des effets aigus peuvent étre

responsables du développement d’effets tardifs tel que la fibrose.
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(3) Effets tardifs (chroniques) induits par la radiothérapie

Les effets chroniques peuvent se manifester plusieurs mois ou années aprés I'exposition. Ces
manifestations peuvent créer des pathologies irréversibles chez le patient nécessitant une longue prise
en charge médicale, c’est le cas pour la fibrose, les cancers secondaires radio-induits et I'infertilité
(Choudhary, 2018). Les principaux effets tardifs sont résumés dans le Tableau 1. Le risque de cancer
radio induit est de 0,2 a 1%. Les cancers hématologiques principalement des leucémies se développent
dans les 3 premieres années apres |'exposition. Les cancers solides surviennent en moyenne 10 ans
apres la premiere exposition (Hoskin, 2002). Le cancer primaire de type Hodgkinien traité par
radiothérapie est corrélé au développement de cancers secondaires au niveau du sein, du poumon, de
la thyroide et de I'estomac. Le cancer primaire du sein est corrélé au développement de cancers
secondaires au poumon, du sein opposé et de leucémie. Le cancer primaire du testicule est corrélé au
développement de cancers secondaires des tissus mous, sur la zone pelvienne, des os, ainsi qu’au
développement de leucémie et de lymphome. Le cancer primaire de l'utérus est associé au
développement de cancer secondaire au niveau du rectum, au développement de leucémie et de
sarcome. Enfin, les cancers pédiatriques primaires sont corrélés au développement de cancer
secondaire au niveau de la thyroide, du sein, de leucémie et de sarcome (Majeed and Gupta, 2021).

Conséquences sur
la qualité de vie

Effets secondaires aigus Effets secondaires tardifs

Tissus organes présents

dans la zone irradiée

Peau et muqueuse Erythéme Alopécie Changement de
Inflammation Télangiectasie perception de go(t
Desquamation Fibrose

Sécheresse Trouble de la pigmentation  Difficulté a déglutir
Humidité Radiodermite chronique et avaler
Nécrose
Epidermite

Glande salivaire Gonflement Difficulté a parler
Sensibilité Difficulté a manger
Xérostomie

Carie dentaire

Réduction production de
salive

Ostéonécrose

Systéme nerveux

Fatigue

Perte appétit

Nausée, Vomissement
Maux de téte
Encéphalopathie (rare)
(Edeme

Convulsion

Fatigue persistante

Effet neurocognitif
Maladie cérébrovasculaire
Dysfonctionnement neuro-
endocrinien

Cancer secondaire
Encéphalite

Myélite

Défaut sensoriel
Paraplégie

Moelle épiniere

Syndrome de Lhermitte
(myélopathie)

Hémorragie

Télangiectasie
Syndrome des
motoneurones

Défaut sensoriel
Paraplégie
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Poumon

Encombrement des voies
respiratoires

Toux

Dyspnée

Fievre

Pneumonie bilatérale
Douleur thoracique
Souffrance cardiaque

Inflammation complication
de la pneumonie

Toux chronique
Essoufflement
Inconfort
respiratoire

Coeur

Péricardite
Epanchement péricardite
Dysfonction vasculaire

Fibrose du myocarde
Cardiopathie
Sténose artéres coronaires

Systéme gastro-
intestinal

Anorexie
Nausée-vomissement
Crampe abdominale
Diarrhée

Augmentation sécrétion de
mucus

Diarrhée chronique
Défaut d’absorption
Obstruction de I'iléus
Télangiectasie des
mugueuses

Ulcération, formation de

Inconfort digestif
Incontinence

Incontinence
Dysfonctionnement de la
vessie

Nécrose de la vessie

Ulcération des muqueuses
Formation de fistule

Rectite fistule
Dysphagie Fibrose
Atrophie
Systéme urinaire Hématurie Dysfonction du Inconfort urinaire
Dysurie « détrusor »

Gonades

Insuffisance ovarienne
Azoospermie temporaire
Impotence

Stérilité permanente

Difficulté a
concevoir des
enfants

Fragilité os
Arthropathie
Ostéosclérose
Ostéite
Ostéonécrose

Utérus et vagin Erytheme Formation de Fistule
Ulcération Sténose vaginale
Prédisposition aux Vaginisme
infections
CEil Kératite Troubles visuels
Conjonctivite
Cataracte
Squelette Retard croissance (enfant)

Tableau 1 : Résumé des effets radiotoxiques qui se manifestent chez les patients aprés un traitement
par radiothérapie

Principaux effets radiotoxiques (secondaires) aigus (précoces) et tardifs (chroniques) qui se
manifestent chez les patients atteints de cancers traités par radiothérapie. Les effets radiotoxiques
présents chez les patients dépendent de la zone irradiée et de la dose d’irradiation. Ainsi, ce tableau
répertorie les effets aigus et tardifs radiotoxiques pour différentes zones irradiées : peau et muqueuse,
glande salivaire, systeme nerveux, moelle épiniére, poumon, coeur, systeme gastro-intestinal, systeme
urinaire, gonades, utérus, ceil et le squelette. La derniére colonne du tableau référence les principales
conséquences des effets radiotoxiques sur la qualité de vie des patients, adapté de (Majeed and Gupta,
2021) (Barazzuol et al., 2020) (Dillensege et al., 2021).

27



(4) Lalymphopénie
La lymphopénie est définie comme la baisse du nombre de lymphocytes circulants (inférieur a
1500/mm3) et peut étre induite par les rayonnements ionisants et donc par le traitement de
radiothérapie. Une approche récente pour évaluer la radiosensibilité individuelle dans un contexte
clinique s’intéresse a la lymphopénie. La lymphopénie est variable en fonction du type de lymphocytes
et en fonction du type de cancer. Des cinétiques différentes de lymphopénie sont rapportées parmi
les sous-populations de lymphocytes lors de la radiothérapie et varient en fonction de I'age des
patients, de la localisation de l'irradiation, de la dose et du fractionnement. Cinq semaines aprées
radiothérapie, la perte de LT-CD4 est de 27 % chez des patients ayant un cancer de type carcinome du
cou et de la téte, 17 % chez les patientes ayant un cancer de type carcinome utérin et 86 % chez les
patients atteints de tumeur du systéme nerveux. Chez les patientes atteintes de carcinome utérin, le
nombre de LT-CD4 tend a redevenir normal dés 24 mois aprées la radiothérapie, mais pas chez les
patients ayant un carcinome du cou et de la téte (Verastegui et al., 2003). Belka et al démontrent que
la lymphopénie des LT-CD4 est plus durable que celle des LT-CD8 et des LB (Belka et al., 1999). Le
volume d’irradiation et le fractionnement sont corrélés au taux et a la profondeur de la lymphopénie.
La lymphopénie des LT-CD4 est induite par la répétition de dose fractionnée. Des traitements a dose
totale élevée (> 65 Gy), mais a fractionnement faible dans un temps court (< 25 jours), induisent des
lymphopénies moins importantes que des traitements a dose totale plus faible, mais trés fractionnée
et plus étendue (entre 25 et 45 jours) (Terrones-Campos et al., 2019). La localisation de la zone irradiée
est corrélée au développement de la lymphopénie, celle-ci est plus importante lorsque la zone irradiée
est proche d’organes lymphoides (thymus, ganglions, rate). Ainsi, la lymphopénie, a savoir la perte du
nombre de lymphocytes est présente chez 80 % des patients atteints de cancer ORL, ayant été irradiés
au niveau du cou (Lin et al., 2018). La lymphopénie radio-induite est associée a un faible pronostic de
survie chez les patients traités par radiothérapie pour des cancers de types : glioblastomes, cancers
ORL, cancers broncho-pulmonaires, cancers du pancréas et de cancers de I'cesophage (Venkatesulu et
al., 2018). L’ensemble de ces études permet I'’émergence de nouveaux protocoles de radiothérapie qui

prennent en compte la perte du nombre de lymphocytes et donc la radiosensibilité individuelle.

La caractérisation des effets radiotoxiques a été propice a lI'ouverture des champs de recherche
clinigue et fondamentale sur la compréhension et la prédiction des effets secondaires de la
radiothérapie. De plus, les effets radiotoxiques induits par la radiothérapie peuvent se manifester
différemment en fonction des individus. Ce constat est a la base des questionnements de prédictions
de la sensibilité au traitement de radiothérapie et plus largement aux rayonnements ionisants. Cette
thématique est abordée dans le chapitre 2 de cette introduction. Outre les symptémes cliniques, la
radiothérapie et plus généralement les rayonnements ionisants induisent des dommages a échelle
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tissulaire, cellulaire et moléculaire. La suite de ce premier chapitre analyse plus précisément des
perturbations induites par les rayonnements ionisants au niveau du cycle cellulaire, et des morts
cellulaires. Notamment, car I'impact de l'irradiation sur le cycle cellulaire et la mort cellulaire des

lymphocytes-T-CD4 sont au cceur de ce projet de thése.

3. Dérégulations du cycle cellulaire, sénescence et morts cellulaires induites par les
rayonnements ionisants

La radiobiologie est une science récente (XXe siecle) qui étudie les effets des rayonnements ionisants

sur la physiologie d’un organisme et sur le systéme biologique. Dans cette partie seront détaillés les

dysfonctionnements du cycle cellulaire et les morts cellulaires induits par les rayonnements ionisants.

a) Dérégulations du cycle cellulaire induites par les rayonnements ionisants
Le cycle cellulaire est le processus permettant la formation a partir d’une cellule mere, de deux cellules
filles partageant le méme matériel génétique. Ce processus cellulaire comprend 4 étapes durant
lesquelles s’effectuent la réplication du génome et la division par mitose. La phase G1 est une phase
de croissance et de préparation du matériel de I’ADN pour la phase suivante de duplication. La cellule
en G1 peut aussi changer de destin cellulaire pour entrer en phase de quiescence GO. La phase S est la
phase de réplication du génome, elle sera suivie d’'une phase G2 durant laquelle la cellule révise
I'intégrité de son génome avant la phase de mitose (M). La phase M est elle-méme subdivisée en 5
étapes : prophase, métaphase, anaphase, télophase et cytodiérese. L’homéostasie cellulaire repose
sur le bon déroulement du cycle cellulaire. Ainsi ces étapes sont régulées par des complexes protéiques
conservés de la levure a 'homme : les complexes kinase-dependant-cycline (CDK) et cyclines, de leurs
activateurs, de leurs inhibiteurs et de modifications post-traductionnelles. Les étapes de régulations
du cycle sont appelées points de controles ou « checkpoint » et sont au nombre de 6. Les deux points
de contréles principaux sont réalisés lors de la transition G1/S régulée par CDK4-6-2/Cycline D-E et de
la transition G2/M régulée par CDK1/Cycline-B. Ces points de contrdles sont caractérisés par une

cascade de signalisations permettant d’accéder a I'étape du cycle suivante (Favaudon, 2000).

Les rayonnements ionisants, induisant des dommages a I’ADN radio-induit, principalement des
cassures double brin qui perturbent la signalisation des points de contréles et sont responsables
d’arréts du cycle cellulaire. Les dommages a ’ADN sont responsables d’un arrét en phase G1 afin
d’empécher les cellules de dupliquer ’ADN contenant des erreurs. Les anomalies chromosomiques et
les cassures a I’ADN sont responsables d’un arrét en phase G2. La kinase ATM, protéine clé dans la
reconnaissance des cassures double brin, permet I'initiation de la signalisation du point de contrdle en

phase G1 et en phase G2. ATM fait partie de la famille des PIKKs, se caractérisant par la présence d’un
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domaine PI3K (Pawlik and Keyomarsi, 2004) (Samuel et al., 2002). Le mécanisme d’activation par
phosphorylation de ATM par l'irradiation est peu connu. La signalisation médiée par ATM aboutissant
a I'arrét du cycle en phase G1 est détaillée dans la Figure 4a. En phase G1, une seconde signalisation
dépendante de ATM est induite par l'irradiation, elle n’implique pas de transcription de genes et se
met en place plus rapidement. Ces signalisations aboutissent a l'inhibition de la formation des
complexes CDK4/6-CyclineD et CDK2-CyclineE, et sont schématisées en Figure 4a (Bartek and Lukas,
2001). Deux signalisations induites par les rayonnements ionisants dépendant de ATM et p53, sont
responsable de I'arrét en phase G2 du cycle (Pawlik and Keyomarsi, 2004) (Samuel et al., 2002). Ces
signalisations aboutissent a I'inhibition de la formation du complexe CDK1/CyclineB et a I'inhibition du

facteur Rb qui est un activateur transcriptionnel Rb, et sont détaillées en Figure 4b.
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Figure 4a et 4b : Principales signalisations cellulaires a I’origines des arréts du cycle cellulaire lors des
points de contréle G1/S et G2/M, induites par les rayonnements ionisants

Schéma des signalisations cellulaires principales a I'origine de I'arrét du cycle cellulaire induit par les
cassures ADN doubles brins (CDB), qui surviennent lors de la transition G1/S (a) et G2/M (b). Les deux
signalisations a I'origine des arréts en G1/S et en G2/M sont dépendantes de la kinase ATM, dont
I'activation est médiée par les cassures ADN doubles brins induites par les rayonnements ionisants. Les
arréts cellulaires lors des transitions G1/S et G2/M sont initiés par la reconnaissance/réparation des
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cassures ADN doubles brins et par I’élévation des especes réactives de I'oxygene (ROS), qui sont a
I’origine de I'activation de la kinase ATM par phosphorylation. L’activation de la kinase ATM aboutit a
I'arrét en G1/S par deux voies, la premiére est médiée par I’activation de la kinase CHK2 et la seconde
par I'activation de MDM2. En phase G1, les deux voies aboutissent a I'inhibition de la formation des
complexes CDK2/CyclineE et CDK4-6/CyclineD. En phase G2, les deux voies aboutissent a I'inhibition
de la formation du complexe CDK1/CyclineB, adapté de (Suzuki et al., 2011).

L'arrét du cycle cellulaire laisse le temps aux cellules de réparer les cassures simple et double brin. La
reprise du cycle dépend du nombre seuil de cassures persistant dans la cellule. Des études démontrent
gue ce seuil est entre 10 et 20 cassures par cellule. Ces cellules, progressant en mitose avec des
anomalies, accumuleront des dommages cytogénétiques importants tels que les cassures
chromosomiques. Ces cassures sont a 'origine de pertes de matériel génétique, d’arréts du cycle

cellulaire permanent et de la mort cellulaire (Deckbar et al., 2011).

La mort cellulaire se définit par un arrét réplicatif et un arrét définitif des fonctions métaboliques de
la cellule menant a sa dégradation. Il existe différents types de morts radio-induites qui sont tres bien
caractérisés dans la littérature et seront passés en revue dans les parties suivantes. Les morts
cellulaires sont caractérisées selon plusieurs critéres : modification de la morphologie cellulaire, le

fonctionnement de la mort et la signalisation de la mort.

b) Sénescence induite par les rayonnements ionisants
La sénescence, est I'arrét permanent et irréversible du cycle cellulaire. Les cellules sénescentes sont
sans activité de réplication et ne proliferent plus, mais sont métaboliquement actives. Les cellules
sénescentes, morphologiquement, sont grandes et étalées et peuvent contenir plusieurs noyaux
(polynuclées). Etant métaboliquement actives, elles ont une forte croissance en taille et en masse
cellulaire. Cette croissance est controlée par la dégradation des composants cellulaires par les enzymes

lysosomales (Hernandez-Segura et al., 2018).

Deux types de sénescence sont décrites dans la littérature. Initialement, c’est la sénescence réplicative
associée a un raccourcissement des téloméres qui a été décrite. Un stress cellulaire (stress oxydatif,
dommages ADN, agent chimique, agent oncogéne) est a I'origine d’une sénescence prématurée
(précoce). Le stress oxydatif induit par les rayonnements ionisants induit une sénescence prématurée.
La sénescence prématurée est régulée par deux signalisations médiées par les protéines p53 et p16 en
début de phase G1 (Sia et al., 2020). La signalisation cellulaire spécifique de la sénescence permet de
caractériser les cellules sénescentes par un pattern spécifique d’expression de geénes, de protéines et
de facteurs de sécrétions. Les cellules sénescentes sont caractérisées par une activité importante de
I’enzyme SA-Bgalactosidase (SA-B-gal), une expression protéique importante de la Cycline D1 et des
inhibiteurs de CDK : p16 et p21, ainsi que d’une perte de I’expression nucléaire de la protéine LamineB1

perturbant l'intégrité de I'enveloppe nucléaire. La porosité nucléaire permet la translocation de
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fragment d’hétérochromatine dans le cytoplasme. Les cellules sénescentes secrétent des facteurs
spécifiques du phénotype sécrétoire associés a la sénescence (SASP) qui sont des : cytokines (IL-1A,
IL-1B IL-6, IL-8, IL-10, IL-13), chimiokines (CCL2, CXCL1/CXCL2), facteurs de croissance et des
métalloprotéases (MMP) (Orjalo et al., 2009) (Li et al., 2018). Ces caractéristiques sont utilisées en
biologie afin d’identifier les cellules sénescentes. Dans un contexte d’irradiation, ce sont les dommages
a I’ADN qui initient la signalisation de la sénescence aboutissant a I'activation du SASP, celle-ci est
résumée en Figure 5. La signalisation dépend d’une part, de I'activation du facteur NF-KB par p53, qui
stimule la transcription des facteurs du SASP ; et d’autre part de l'inhibition du complexe CDK4-
6/CyclineD par p16 et p21 qui régule le point de contréle du cycle cellulaire G1/S. Des études récentes
démontrent I'induction du processus de sénescence en phase G2 du cycle. La signalisation est alors

médiée par la protéine p21 et de la kinase ATM (Muthna et al., 2010) (Correia-Melo et al., 2016).
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Figure 5 : Principales signalisations cellulaires induites par les rayonnements ionisants aboutissant a
la sénescence

Schéma des principales signalisations cellulaires initiée par les cassures ADN double brin (CDB) induite
par les rayonnements ionisants aboutissant a la sénescence cellulaire. Deux voies principales induisent
la sénescence. La premiére dépend de l'inhibition de I'activité de methyltransférases (enzyme qui
méthyle I’ADN : DNMT1 et DNMT3b) sur les promoteurs de trois genes clés: CDKN2A (pl6),
CDKN1A(p21) et CDKN2B (p15). La déméthylation des promoteurs permet la transcription des genes
pl16, p21 et p15 en ARNm. C'est principalement les ARNm pl16 et p21 qui activent le phénotype
sécrétoire associé a la sénescence (SASP). D’autre part, les protéine pl6 et p21 vont inhiber la
formation du complexe CDK4-6/CyclineD en phase G1 du cycle cellulaire, ce qui aboutit a un arrét
cellulaire permanant. La seconde signalisation dépend de I'activation de la kinase ATM par
phosphorylation, celle-ci active des facteurs (CHCK2, p53, NF-Kb) qui stimulent la transcription des
facteurs du SASP. Les facteurs du SASP sont les interleukines : IL-1A-B, IL-6, IL-8, IL-10 et IL-13, les
chimiokines : CCL2, CXCL12 et CXCL13, ainsi que le VEGF, EGF, IGFBP et les métalloprotéases (MMP),
adapté de (Li et al., 2018).
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c) Catastrophe mitotique induite par les rayonnements ionisants
La mort cellulaire par catastrophe mitotique provient de I'incapacité des cellules a terminer la phase
de mitose du cycle cellulaire. Elle a d’abord été décrite comme catastrophe microtubulaire, qui résulte
d’une dérégulation des microtubules en phase de mitose ; le terme catastrophe mitotique a été fixé a
la fin des années 1980. A ce jour, la définition et la caractérisation de ce type de mort sont encore
controversées. La catastrophe mitotique fait suite a un dysfonctionnement dans la régulation des
points de contréles du cycle cellulaire, plus particulierement les points de contrdole de la transition
G2/M. Les cellules vont passer ces points de contréles alors qu’elles contiennent des anomalies
génétiques, dont des dommages a I’ADN et des aberrations chromosomiques. Cela est responsable
d’une entrée prématurée des cellules en phase de mitose, déclenchant la mort par catastrophe
mitotique. Ce type de mort peut étre induite apres plusieurs cycles cellulaires défaillants, responsables
de I"'accumulation d’anomalies génétiques. La mort mitotique est caractérisée par des modifications
morphologiques, dont la micronucléation et la multinucléation. Au niveau cellulaire, la mort mitotique
est associée a un défaut de réplication de I’ADN et une condensation chromosomique prématurée (Sia

et al., 2020).

Le processus de signalisation aboutissant a ce type de mort est peu compris, alors qu’il s’agit du type
de mort cellulaire principalement activée suite a une exposition aux rayonnements ionisants (Sia et al.,
2020). Les anomalies de points de controles et mitotiques, notamment d’assemblage du fuseau, de
ségrégation de chromosome, d’attachement des chromosomes au kinétochore et de cytokinese sont
corrélées a l'induction de la mort mitotique (Wonsey and Follettie, 2005) (Zhen et al., 2007). La
qualification de mort cellulaire pour la catastrophe mitotique est discutée. Notamment, I'article de
Vikafahmetoglu et al met en lumiere des arguments démontrant que la catastrophe mitotique
précederait une mort par nécrose ou par apoptose. Les arguments cités par I'étude sont la
perméabilité des membranes et la fragmentation chromosomique décrites aussi dans le processus
d’apoptose. De la méme manieére, la signalisation médiée par p53 et caspases sont communes aux

voies de catastrophe mitotique et de la mort par apoptose (Vakifahmetoglu et al., 2008).

d) Apoptose induite par les rayonnements ionisants
L'apoptose est une mort cellulaire programmeée et physiologique. Elle intervient dans la régulation
cellulaire lors du développement, mais aussi lors de nombreux processus cellulaires. L’apoptose a été
décrite en 1972 par Kerr et al et se caractérise de fagon tres spécifique. Les cellules apoptotiques sont

caractérisées par (Kerr et al., 1972) :

- Une forme sphérique due au phénomene de rétraction des pseudopodes accompagnée d’une

baisse du volume cellulaire.
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- Laconservation de l'intégrité des membranes

- Unbourgeonnement (blebbing) de la membrane plasmique et une relocalisation des organites

- Au niveau nucléaire, I'enveloppe et le noyau se fragmentent et la chromatine se condense.

- Le processus progressant se forment des corps apoptotiques dont I'élimination est toujours
réalisée par phagocytose. Ainsi, le contenu intracellulaire n’est pas déversé dans

I’environnement cellulaire et protége les cellules avoisinantes.

(1) Signalisation intrinseque (mitochondriale)
La littérature scientifique répertorie trois voies de signalisations qui sont a I'origine de I'apoptose : la
voie intrinséque, la voie extrinséque et la voie des céramides. Ces 3 voies de signalisations peuvent
étre induites par les rayonnements ionisants par l'intermédiaire des dommages a I’ADN et/ou des
produits du stress oxydatif. La voie intrinseque est initiée en réponse au dommage a I’ADN, elle dépend
de la perméabilité de la membrane externe mitochondriale et des protéines mitochondriales de Ia
famille des BCL-2. La voie mitochondriale aboutit au relargage du cytochrome-C de la mitochondrie
vers le cytoplasme permettant |’activation par de la cascade de signalisation des caspases. Les caspases
sont des protéines exprimées sous forme inactive et sont activées par clivage, sous forme active, elles
ont une activité protéolytique et dégradent plusieurs substrats cellulaires (Eriksson and Stighrand,
2010). La reconnaissance d’'un dommage a I’ADN va activer dans le noyau la kinase ATM par
phosphorylation, qui a son tour active la protéine p53 par phosphorylation. La protéine p53, active a
son tour la transcription de trois génes pro-apoptotiques de la famille des BCL-2 : PUMA, BAX et NOXA.
La protéine PUMA subit une translocation vers le cytoplasme pour empécher la formation du complexe
entre BCL-XL (anti-apoptotique) et p53, rendant la protéine p53 cytoplasmique libre. La protéine p53
empéche la formation du complexe entre BCL-2 (anti-apoptotique) et BAX (pré-apoptotique), rendant
la protéine BAX libre. La protéine BAX induit la perméabilité de la membrane externe de la
mitochondrie. La mitochondrie relargue des molécules de cytochrome-C, qui se lient avec les protéines
APAF1 et la forme active de la caspase9, pour former I'apoptosome correspondant a I'oligomérisation
de 7 liaisons APAF1/pro-caspase9. La casapse9 activée active a son tour les pro-caspase3 et pro-
caspase? par un processus de clivage. Plus tardivement au cours du processus, les protéines CAD, AIF
et ’endonucléase G sont relarguées de la mitochondrie et induisent la fragmentation de I’ADN (Elmore,

2007) (Figure 6).

(2) Signalisation extrinseque
La voie extrinseque est indépendante de I'activité mitochondriale. La signalisation extrinseque émane
de la liaison du ligand de la famille du TNF aux récepteurs de mort cellulaire. Cette signalisation permet

I'activation de la pro-caspase 8. Les deux voies intrinséque et extrinséque convergent vers I'activation

36



des pro-caspase3 et pro-caspase?7 (Sia et al.,, 2020). Les rayonnements ionisants induisent des
dommages a I’ADN dont le processus de reconnaissance induit I'activation d'ATM et de p53 par ATM.
La protéine p53 activée induit la transactivation au niveau de la membrane des récepteurs de morts
cellulaires CD95 (FAS-R), TNFR1 et DR5 (TNFSF10B) et de leurs ligands, dont CD95L (CD178), TNFa et
(TRAIL)(TNFSF10). L'interaction ligand récepteur induit la trimérisation du récepteur et le
regroupement (clustering) des domaines DD intracellulaire du récepteur. Les domaines DD des
récepteurs recrutent la protéine adaptatrice FADD. La protéine FADD change de conformation et
expose son domaine de mort cellulaire (DED) qui permet le recrutement et 'interaction avec la
caspase8 activée pour former le complexe DISC. Le complexe DISC permet I'activation de la pro-
caspase 3 et pro-caspase7 (Maier et al., 2016). La voie d’apoptose extrinséque via les récepteurs de
morts cellulaires peut activer la signalisation intrinséque (mitochondriale) de I'apoptose. En effet, la
caspase8 activée est capable de cliver la protéine BID, ce qui favorise la déphosphorylation de la
protéine cytosolique BAD. Sous forme déphosphorylée BAD transloque vers la mitochondrie et stimule
le relargage du cytochrome-C entrainant la signalisation de caspase de la voie apoptotique intrinseque

(zha et al., 1996) (Figure 6).

(3) Signalisation des céramides
La voie des céramides est indépendante de la signalisation de cassure induite par ATM et p53. Les ROS
induits par les rayonnements ionisants induisent une oxydation des lipides de la membrane plasmique,
ce qui active la sphingomyélinase, qui hydrolyse la sphingomyéline au niveau de la membrane et
relargue un facteur secondaire : les céramides. Les céramides activent les voies de signalisation
RAC1/MEKK/JNK qui activent les pro-caspases1/3/6 (Kolesnick and Fuks, 2003) (Haimovitz-Friedman
et al.,, n.d.). lUirradiation induit deux phases de production de céramides, la premiére survient
immédiatement aprés l'irradiation et la seconde quelques heures suivant I'irradiation (Lin et al., 2000)
(Vit and Rosselli, 2003). Les céramides sont capables de stimuler le relargage du cytochrome-C de la
mitochondrie. Ainsi la voie apoptotique des céramides converge vers la voie apoptotique intrinseque

(Siskind et al., 2002) (Figure 6).

(4) Signalisation des caspases exécutives et élimination des cellules apoptotiques
Les caspases initiatrices des signalisations intrinseque et extrinseque de I'apoptose : capspase9 et
caspase8 ont pour cibles plusieurs composants cellulaires dont : les cytokératines, la protéine PARP,
les protéines de la membrane plasmique et les protéines nucléaires (nuMA). Les caspases3 et caspase?
sont exécutives et terminales et sont communes a toutes les signalisations de I'apoptose. Les caspases
terminales activent des endonucléases qui dégradent le contenu nucléaire (ADN, histone) et des

protéases qui dégradent les protéines cellulaires. Ces enchainements de dégradations des composants
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cellulaires sont responsables des modifications morphologiques des cellules apoptotiques. La caspase3
par exemple active I'endonucléase CAD qui dégrade I’ADN chromosomique et induit une condensation
des chromosomes (Sakahira et al., 1998). La caspase3 désorganise le cytosquelette, en clivant plusieurs
protéines régulatrices des composants du cytosquelette dont la protéine GELSOLINE impliquée dans

la polymérisation de I'actine favorisant la formation de corps apoptotiques (Kothakota et al., 1997).

(5) Externalisation des phosphatidylsérines et élimination par phagocytose
Le processus menant a lI'asymétrie des phospholipides membranaires et a I'externalisation sur la
membrane plasmique externe des phosphatidylsérines (PS) est mal compris. Il est associé a la perte de
I'activité aminophospholipide translocase a la membrane et est régulé par les protéines FAS, la
caspase8 et la caspase3. L'externalisation des PS permet la reconnaissance des corps apoptotiques par
les cellules phagocytaires pour la derniere étape du processus d’apoptose: I’élimination. La
reconnaissance et I'élimination par les cellules phagocytaires se réalisent sans inflammation et
n’affectent pas la viabilité des cellules de I'environnement. L’externalisation des PS est utilisée en
routine en biologie afin d’identifier les cellules apoptotiques. La protéine annexineV reconnait et
interagit fortement et spécifiquement avec les PS a la surface des cellules. Ainsi, il est possible
d’identifier par marquage, les cellules positives pour I'annexineV afin de quantifier I'apoptose par
différentes techniques de biologie : cytométrie en flux, I'immunofluorescence, le western-blot. Cette
méthode de quantification de I'apoptose ne permet pas de discriminer les 3 types de voies d’apoptose.
Les cellules nécrotiques (un autre type de mort cellulaire qui sera développé en partie suivante)
perdent l'intégrité de leur membrane (plasmique et nucléaire). Ainsi, elles sont aussi positives au
marquage annexineV (Bossy-Wetzel and Green, 2000). Pour discriminer les cellules apoptotiques des
cellules nécrotiques, il faut réaliser un marquage dirigé contre I’ADN, en utilisant par exemple un
intercalant fluorescent de I'ADN tel que I'iodure de propidium (classiguement) ou le Hoechst 33258
(utilisé dans notre étude). La positivité pour le marquage de I’ADN reflétant alors la perméabilité de

I’enveloppe cellulaire, présente uniquement dans les cellules nécrotiques (Crowley et al., 2016).

38



EXTRINSEQUE

TRAIL-CO95-L-TNF

v TRAIL-R-TNF-R

INTRINSEQUE

S ROS e
& 4§ ' - ) { - '
o N ) B \ : K -
= -1 X L \\ \ Complexe DISC —7
- o ‘ | Céramide
ATM
| ) \
CHK2 \.\
g AALDNN
ps3 - ’,
ps3 - o X e . P53 \
'm(\ \ BAX ’Apoptosome
\ Baxt g .
Y > -
—— BAX ]
——
—) lnf,u:: . p53 . BCL-2 . Casp®

Cytochrome-C

’ Forme phophorysé

Figure 6 : Trois signalisations principales (intrinséque, extrinséque et céramides) induites par les
rayonnements ionisants aboutissant a la mort cellulaire par apoptose

Schéma résumant les trois signalisations principales : intrinseque ou mitochondriale, extrinseque ou
par récepteurs de mort cellulaires et céramides, aboutissant a la mort cellulaire par apoptose et a
I'activation de la caspase (casp) exécutives (caspase3 et caspase?) induite par les rayonnements
ionisants. La voie intrinseque est dépendante des dommages a I'’ADN et aboutit au relargage du
cytochrome-C et a la formation de I'apoptosome qui permet I’activation des caspase3 et caspase7 par
la pro-caspase9. La voie extrinséque dépend des récepteurs de mort cellulaire et aboutit a la formation
du complexe DISC (caspase9, FADD et domaine de mort cellulaire du trimére de récepteurs). Enfin les
céramides sont produits suite a I'oxydation des lipides membranaires par la sphingomyélinase, les
céramides stimulent le relargage du cytochrome-C de la mitochondrie et active les caspases terminales
caspase3 et caspase7, adapté de (Rahmanian et al., 2016).
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e) Nécrose induite par les rayonnements ionisants
La nécrose est une forme de mort non-programmée, elle se caractérise par un gain du volume
cellulaire, la rupture de la membrane plasmique, la dilatation des organites et le déversement des
composés cellulaires dans I'environnement cellulaire. Plusieurs revues démontrent que la nécrose est
régulée par des voies de signalisation, renforgant I'idée qu’il ne s’agit pas d’'une mort accidentelle. Les
récepteurs de morts cellulaires TNFR1, CD95-R, DR5 (TNFRSF10B) et les récepteurs de la famille des
Toll-like-receptor TLR3 et TLR4 régulent la nécrose. La nécrose régulée est aussi retrouvée dans la
littérature sous le terme de « nécroptosis » (Golden et al., 2012). La nécrose est caractérisée par
différentes altérations des fonctionnements cellulaires, mais la cause de l'induction de ces
changements n’est pas résolue. Cette mort cellulaire induit des altérations mitochondriales en
augmentant la perméabilité des membranes et la production de facteur du stress oxydant, dont les
especes réactives de I'oxygene (ROS) et de I'azote (RNS). La nécrose est associée a des altérations
lysosomales et nucléaires, a la dégradation des lipides, et une augmentation de calcium qui active
davantage de protéase. Il n’existe pas de consensus concernant les marqueurs permettant
I'identification des cellules nécrotiques via des marqueurs biochimiques spécifiques (Kroemer et al.,

2009).

f) Autophagie induite par les rayonnements ionisants
L'autophagie est un processus physiologique basé sur le processus d’auto-digestion de complexes
protéiques et d’organites cellulaires. Ce processus est caractérisé par la présence de vacuoles
cytoplasmiques visible en microscopie électronique. Les organites et protéines sont séquestrés dans
des vésicules a double membrane appelée autophagosomes. Ces autophagosomes et leur contenu
sont dégradés par les enzymes lysosomales. Ce processus est initialement induit dans les cellules
déficitaires en énergie et assure donc la survie cellulaire dans des conditions défavorables ; mais est
aussi induit face a différents stress dont les rayonnements ionisants. La signalisation induisant
I"autophagie est initiée par 'activation par dimérisation des récepteurs EGFR et ERBB2. Ce dimeére
EGFR/ERBB2 stimule les voies de signalisations PI3K/AKT et MTOR qui enclenchent la formation de
vésicules. Les génes de la famille ATG sont a la base du processus de vacuolisation (EImore, 2007).
L’autophagie en réponse aux rayonnements ionisants est mieux décrite dans les cellules tumorales,
notamment I'autophagie donne aux cellules tumorales des propriétés de radiorésistance (Maier et al.,

2016).
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Les rayonnements ionisants sont a la base du traitement de radiothérapie qui vise a éliminer ou a
freiner la croissance des cellules tumorales, tout en limitant les effets radiotoxiques sur les tissus
sains. Cependant, des effets surviennent chez les individus et se manifestent immédiatement apreés
Iirradiation, il s’agit dans ce cas des effets aigus (précoces) et peuvent apparaitre plusieurs mois
apres l'irradiation, il s’agit alors des effets tardifs (chroniques). Cliniquement, il s’est avéré que les
effets induits par la radiothérapie pouvaient varier d’'un individu a 'autre. Les rayonnements
ionisants ont des effets a échelle cellulaire et induisent des arréts au cours du cycle cellulaire qui
peuvent se révéler permanents et enclencher le processus de sénescence. Les rayonnements
ionisants induisent plusieurs types de morts cellulaires, dont la catastrophe mitotique, I’apoptose,
la nécrose et 'autophagie. Dans le but de caractériser les effets radiotoxiques du traitement de
radiothérapie et plus largement les effets des rayonnements ionisants sur I’organisme humain ; un
pan de la recherche a développé des tests mesurant la sensibilité aux rayonnements ionisants aussi
appelée radiosensibilité. Certains de ces tests de radiosensibilité sont basés sur les effets biologiques
des rayonnements ionisants, dont la mort cellulaire par apoptose. Ainsi, le second chapitre de
I'introduction aborde les notions de radiosensibilité et de radiosensibilité individuelle et précise

I’ensemble des principaux tests cellulaires et génétiques permettant de la mesurer.
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Il. Chapitre 2 : Radiosensibilité individuelle : tests cellulaires et génétiques permettant de la
mesurer
1. Définir et évaluer la radiosensibilité individuelle par des tests cellulaires

a) Historique et définition de la notion de radiosensibilité individuelle
De la découverte des effets des rayonnements ionisants sur I’'organisme humain et de I'application des
rayonnements en thérapie a émané l'intérét de trouver et définir une caractéristique biologique
reflétant I'intensité des effets biologiques qui seront induits apres une exposition aux rayonnements
ionisants. Cette notion d’un paramétre qui prédit I'ensemble des effets des rayonnements, c’est la
notion de sensibilité aux rayonnements ionisants aussi appelée radiosensibilité. La radiosensibilité
peut étre caractérisée a différentes échelles biologiques, a savoir sur un type cellulaire, tissu ou organe
précis ; mais aussi a I’échelle d’'un organisme entier. La radiosensibilité intrinséque aux lymphocytes-

T-CD4 est développée dans le prochain chapitre.

La radiosensibilité fait référence aux effets néfastes sur les tissus radio-induits aprés I'administration
de fortes doses de rayonnement ionisant (principalement aprés une radiothérapie). Elle implique la
mort de cellules non-cancéreuses. La radiosusceptibilité concerne les cancers induits par les
rayonnements ou toute autre caractéristique stochastique antérieure. La cancérogeneése radio-induite
peut étre la conséquence la plus importante de l'exposition a de faibles doses de rayonnement

(Gomolka et al., 2019) (Gomolka et al., 2020).

La sensibilité aux rayonnements a I'échelle d’un individu est appelée radiosensibilité individuelle.
Historiquement, la caractérisation de ce parameétre a été réalisée selon une approche de test et de
marqueur génétique unique (mono-test) (mono-marqueur). Puis, au fil des recherches dans le
domaine de la radiobiologie, |la caractérisation de la radiosensibilité a été réalisée par plusieurs type
d’approches, notamment, de tests sur différents types cellulaires et de marqueurs génétiques
multiples. Les premieres applications des rayonnements dans les années 1900 dans les secteurs :
médicaux et industriels, notamment sur la radiothérapie, ont mis en lumiere que les rayonnements
ont des effets différents d’un tissu a I'autre et différents d’un individu a I'autre (Granzotto et al., 2011).
C’est principalement dans le contexte du traitement par radiothérapie qu’il existe plusieurs raisons

poussant a la recherche d’un paramétre qui mesure la radiosensibilité :

e Evaluer la sensibilité des différents types de cellules cancéreuses aux rayonnements ionisants
diffusés par la radiothérapie
e Le fait que, les effets secondaires radiotoxiques du traitement par radiothérapie qui peuvent

varier d’un individu a I'autre
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e Comprendre I'implication de la radiosensibilité dans les différences d’efficacité de réponse au
traitement par radiothérapie

En France, I'accident de surirradiation d’Epinal sur des patients traités par radiothérapie est une
démonstration des effets différentiels chez les individus. La méme erreur dosimétrique a été réalisée
chez tous les patients et a eu pour conséquence une variabilité dans les effets tissulaires observés. Les
radiothérapeutes, radio-physiciens et radiobiologistes ont menés des travaux de recherche pour
développer des tests biologiques qui évaluent la radiosensibilité individuelle et se sont posés les
guestions du choix du modele d’irradiation : in vivo, in vitro et ex vivo et le choix du type de tissus pour

développer ce test (Ash, 2007).

Ce sont principalement les effets aigus (précoces) et tardifs (chroniques) du traitement par
radiothérapie qui permettent d’étudier les différences de radiosensibilité in-vivo chez 'Homme.
Jusqu’a récemment, il n’y avait pas eu de classification fixe permettant de renseigner la sévérité des
effets radiotoxiques. Aussi dans certaines études, les patients ont été classés par groupe ou par grade
de sévérité mais, il n'y a pas de corrélation entre les groupes ou grades. Toutefois, des 2018, le
consortium de radiogénomique a officialisé et fixé une seule classification : la classification « Common
Terminology Criteria for Adverse Events » (CTCAE). Elle est basée sur 6 niveaux (grades) de sévérité :
(0) aucun effet ; (1) toxicité moyenne ; (2) toxicité modérée ; (3) toxicité sévere ; (4) toxicité dangereuse
pour la vie du patient ; et (5) toxicité qui induit la mort du patient (Gomolka et al., 2019). Le grade 5
correspond a des réactions extrémement rares qui sont dues a des catastrophes nucléaires, ou a des

erreurs de dosimétrie.

Chez 'Homme, il est difficile d’avoir acces a I’'ensemble des tissus pour analyse. Ainsi les praticiens ont
étudié les cellules sanguines et les cellules de la peau accessibles en réalisant des prises de sang et des
biopsies (Joubert et al., 2008). Pour refléter la radiosensibilité individuelle, les chercheurs ont étudiés
des caractéristiques cellulaires radio-induite mesurées sur des cellules primaires ou des lignées
irradiées in vitro. Les types cellulaires sélectionnés varient en fonction des études. Les effets
radiotoxiques de la radiothérapie ou des caractéristiques cellulaires radio-induites sont associés a
différents tests biologiques prédictifs de la radiosensibilité individuelle. Le premier test de
radiosensibilité a été développé par les équipes de recherche de Puck et Marcus, il s’agit d’un test in
vitro, le test clonogénique, qui mesure la capacité a former des colonies vivantes suite a une
irradiation. (Puck and Marcus, 1956). Au fil des années, les chercheurs ont évalué la radiosensibilité
individuelle en développant une multitude d’autres tests qui seront détaillés dans cette partie. En
outre, il n’existe pas actuellement d’unique caractéristiques cliniques ou cellulaires reflétant la

radiosensibilité humaine et de test standard permettant de mesurer la radiosensibilité.
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b) Test clonogénique sur des fibroblastes
Les chercheurs Marcus et Puck ont développé le premier test de radiosensibilité clonogénique sur des
cellules tumorales. Le test clonogénique est basé sur le tracé de courbe de survie en fonction de la
dose d’irradiation permettant la mesure de la fraction survivante (SF2) ou sur la dose correspondant a
37 % de survie (Dbar) (Fertil et al., 2012) . Suite a cette découverte, Dechavanne et al publient en 1996
une association entre le test clonogénique réalisé sur des fibroblastes de biopsie de peau irradiés en
culture a 2 Gy et la radiosensibilité de patients souffrant du syndrome génétique d’ataxie télangiectasie
causé par une mutation sur le ggéne ATM (Deschavanne and Fertil, 1996). La corrélation entre la valeur
de SF2 et la radiosensibilité individuelle a aussi été démontrée pour plusieurs syndromes génétiques
dont le syndrome de Ligase IV et de Nijmegen (EI-Nachef et al., 2021). Joubert et al réalisent un test
clonogénique sur des fibroblastes primaires et démontrent qu’en fonction du résultat au test
clonogénique (SF2) il est possible de classer les individus en trois groupes de sensibilités (Joubert et
al., 2008) (Figure 7). La plus grande contrainte de ce test repose sur la nécessité de réaliser une biopsie
de peau sur les patients et sur la durée de I'expérimentation qui est longue, car il faut au minimum

plusieurs jours pour cultiver des fibroblastes primaires.

¢) Quantification d’aberrations cytogénétiques dans les fibroblastes
Les techniques d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) et de condensation prématurée des
chromosomes (PCC) ont permis, dans les années 1990, d’étudier par microscopie les chromosomes
lors des phases du cycle cellulaire. Ces techniques ont permis de quantifier les aberrations
chromosomiques dans les fibroblastes, dont les micronoyaux, les chromosomes dicentriques et les
translocations d’ADN. Le nombre de micronoyaux augmente apreés irradiation in vitro de fibroblastes,
et est proposé comme test de radiosensibilité. De plus, ce test de radiosensibilité est corrélé
significativement a la mesure SF2 obtenue par le test de radiosensibilité mesuré par la survie
clonogénique (O’Driscoll et al., 1999). Toutefois, le test de quantification de micronoyaux n’a pas
montré d’association avec des effets secondaires du traitement par radiothérapie chez des patients
ayant un cancer du col de I'utérus, du cou et de la téte (Stonina and Gasiriska, 1997). Une autre étude
d’association entre le nombre de micronoyaux radio-induits aux effets secondaires précoces et tardifs
induits par la radiothérapie démontre que le test de quantification de micronoyaux dans les
fibroblastes est insuffisant et prédit les effets secondaires que de quelques individus (Nachtrab et al.,
1998). Plus récemment en 2016, un axe d’étude du projet Copernic démontre que la quantification de
micronoyaux dans des fibroblastes irradiés in vitro a 2 Gy sur une cohorte d’une centaine de patients
permet de catégoriser la radiosensibilité individuelle en trois groupes : radiorésistance (groupe 1),
radiosensibilité modérée (groupe 2) et hyper-radiosensibilité (groupe 3) (COPERNIC project
investigators et al., 2016) (Figure 7). Enfin, des équipes scientifiques ont étudié d’autres aberrations
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cytogénétiques. L'étude de Virsik et al et démontre que l'irradiation in vitro induit une augmentation
des chromosomes dicentriques et des translocations dans les fibroblastes et lymphocytes humains et
suggere la possibilité d’évaluer la radiosensibilité individuelle par la quantification de ce type

d’aberrations chromosomiques. (Virsik-Peuckert et al., 1997).

d) Cassures ADN double-brin dans les fibroblastes
Les cassures ADN double brin sont analysées généralement par microscopie aprés immunomarquage
de la forme phosphorylée de I’histone y-H2AX. L’équipe de recherche francaise Foray et al a développé
comme test de radiosensibilité individuelle, la quantification de la forme phosphorylée de I'histone y-
H2AX reflétant le nombre de cassures ADN double brin dans les fibroblastes aprés une irradiation in
vitro a 2 Gy (Foray et al., 1998). Leurs études démontrent que la quantité de cassures non réparées
dans des fibroblastes irradiés est proportionnelle a la sévérité des effets secondaires dus au traitement
par radiothérapie et permet de classifier la radiosensibilité des individus en plusieurs groupes. De la
méme maniere que pour la quantification des micronoyaux radio-induits dans les fibroblastes, le projet
international COPERNIC a étudié la corrélation entre le test de quantification des cassures ADN double
brins par la quantification de la forme phosphorylée de I'histone y-H2AX et les effets secondaires
induits par la radiothérapie (Figure 7). Leurs résultats confirment I'association entre la quantification
des cassures ADN double brin et la radiosensibilité individuelle des patients et permet de caractériser
guatre groupes de radiosensibilités (COPERNIC project investigators et al., 2016). Les résultats du
projet Copernic montrent une corrélation entre le test de radiosensibilité de quantification des
cassures ADN double brin et le test de quantification des micronoyaux dans les fibroblastes irradiés
(COPERNIC project investigators et al., 2016). Cependant, une étude démontre que le test de
radiosensibilité de quantifications des cassures ADN double brin est inversement proportionnel a la

mesure du SF2 obtenue au test de survie clonogénique (Joubert et al., 2008).

L’équipe francgaise de recherche de Viau et al ont mesuré les cassures ADN double brin en quantifiant
la forme phosphorylée de I’histone y-H2AX par microscopie (comptage de foyers) et par cytométrie en
flux dans des fibroblastes humains irradiés. La méthode par cytométrie en flux qui est plus pratique et
plus précise que le comptage de foyers est proposée comme test de radiosensibilité individuelle. Viau
et al démontrent que la mesure de l'intensité de y-H2AX par cytométrie est corrélée avec la sévérité
des effets secondaires induits par radiothérapie. Ainsi, a partir de ce test, ils proposent une courbe de
triage qui permettrait de prédire et de classifier les effets de la radiothérapie en trois groupes : non-
affectés/asymptomatiques, patients ayant des effets secondaires modérés et patients ayant des effets

secondaires graves nécessitant une hospitalisation (Viau et al., 2015) (Figure 7). Cette méthode
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d’identification des cassures ADN double brin par marquage de y-H2AX est controversée, car 'intensité

de fluorescence totale ne permet pas d’analyser le nombre de foyers et leurs tailles par cellules.

e) Quantification de la translocation d'ATM phosphorylée dans les fibroblastes
L'équipe de Foray et al ayant initialement développé le test de radiosensibilité basé sur la
guantification de cassures ADN double brins dans les fibroblastes primaires, a développé un second
test de radiosensibilité. Ce test est basé sur la quantification dans des fibroblastes primaires, de la
translocation «nucleoshuttling» de la protéine ATM phosphorylée du cytoplasme vers le noyau aprés
une irradiation in vitro a 2 Gy (Bodgi et al., 2013). Le test est basé sur la corrélation entre le retard de
la translocation nucléaire de la protéine ATM phosphorylée dans les fibroblastes et la réaction sévéeres
de patient ayant regu un traitement par radiothérapie. La translocation cyto-nucléaire d’ATM
phosphorylée est proposée comme test de radiosensibilité individuelle afin de classer la
radiosensibilité des patients en trois groupes. Le premier groupe est radiorésistant (groupe I); le
second a une radiosensibilité modérée causée par le retard de nucléoshuttling de I'ATM (groupe Il) et
le dernier groupe présente hyper-radiosensibilité, causée par une réparation déficiente des cassures
ADN double brins et un fort retard de translocation d'ATM (groupe Ill) (Bodgi et al., 2013) (Granzotto
et al., 2011) (Figure 7). L’association de ce test a la radiosensibilité individuelle de patients a aussi été
confirmée en 2016 dans le projet européen (COPERNIC project investigators et al., 2016). En 2018,
I’équipe de recherche Foray et al innove le test de nucleoshuttling d’ATM et propose un test de mesure
de la phosphorylation de la protéine ATM phosphorylée par la technique d’ELISA dans le noyau de

fibroblastes, cette mesure ne nécessite pas de culture in vitro au préalable (Pereira et al., 2018).
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Figure 7 : Principaux tests cellulaires prédictifs de la radiosensbilité individuelle, réalisés sur des
fibroblastes primaires humains

(a) La quantification de la fraction survivante (SF2) résultats du test clonogénique effectué sur des
fibroblastes primaires humains apres irradiation in vitro a 2 Gy. Le graphique représente le SF2 obtenu
immédiatement apres irradiation en fonction du score obtenu 24 heures apreés irradiation. Le SF2 est
continu en fonction des individus, mais il est possible de déterminer 3 types de score SF2 (entourés en
pointillé), qui permettent de déterminer 3 groupes de radiosensbilité individuelle indiqué sur le
graphique. Le groupe | a un fort SF2 correspond a une résistance a l'irradiation, le groupe Il a un score
SF2 moyen et correspond a une sensibilité moyenne. Le groupe Il a un faible score SF2 qui correspond
a une sensibilité a I'irradiation. (b) Quantification de micronoyaux mesurés par microscopie dans des
fibroblastes primaires humains 24 heures aprés irradiation a 2 Gy. La quantification est réalisée pour
des individus de grades de toxicité induite par la radiothérapie différents (de 0 a 5, 0 étant pas de
toxicité et 5 une toxicité maximale). La quantification de micronoyaux permet de catégoriser la
radiosensbilité individuelle des patients en 3 groupes (indiqué sur le graphique). Le groupe | a un faible
taux de micornoyaux (0-5) et est associé a une résistance a l'irradiation, le groupe Il présente quelques
micronoyaux (5 et 20) et est associé a une sensibilité moyenne a l'irradiation, le groupe Il présente
plus de 20 mirconoyaux et est associé a une sensibilité importante a l'irradiation. (c gauche)
Quantification de foyers y-H2AX reflétant les cassures ADN double brin mesuré par microscopie dans
des fibroblastes primaires humains 24 heures apres irradiation a 2 Gy. La quantification est réalisée
pour des individus de grades de toxicité induite par la radiothérapie différents (de 0 a 5, 0 étant pas de
toxicité et 5 une toxicité maximale). La quantification de foyers y-H2AX permet de catégoriser la
radiosensibilité individuelle des patients en 3 groupes (indiqué sur le graphique). Le groupe | a un faible
taux de foyers y-H2AX (0-2) et est associé a une résistance a l'irradiation, le groupe Il présente quelques
foyers y-H2AX (2 et 10) et est associé a une sensibilité moyenne a l'irradiation, le groupe llla présente
plus de 10 foyers y-H2AX et est associé a une sensbilité importante a l'irradiation et le le groupe lllb
présente plus de 30 foyers y-H2AX et est associé a une sensibilité extréme a l'irradiation. (c droite) La
guantification de cassures ADN double brins a aussi été réalisée en mesurant l'intensité de
fluorescence de y-H2AX par cytométrie en flux, dans des fibroblastes primaires apres irradiation a 2
Gy. Cela permet de déterminer une courbe de triage, qui catégorise la radiosensibilité individuelle des
patients. (d) Quantification de translocation de la protéine ATM phosphorylé dans le noyau, mesurée
dans des fibroblastes primaires humains apres irradiation a 2 Gy. La quantification est réalisée pour
des individus de grades de toxicité induite par la radiothérapie différents (de 0 a 5, 0 étant pas de
toxicité et 5 une toxicité maximale). La quantification de foyers y-H2AX permet de catégoriser la
radiosensibilité individuelle des patients en 3 groupes (indiqué sur le graphique). Le groupe | a une
forte expression cytoplasmique de ATMp (40 foyers) et est associé a une résistance a l'irradiation, le
groupe |l présente dans le cytoplasme entre 30 et 10 foyers ATMp et est associé a une sensibilité
moyenne a l'irradiation, le groupe Illa présente moins de 10 foyers ATMp et est associé a une sensibilité
importante a l'irradiation, adapté de (COPERNIC project investigators et al., 2016) (Joubert et al.,
2008).
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2. Caractéristiques biologiques radio-induite discriminant les différences individuelle et tests
cellulaires évaluant la radiosensibilité individuelle, impliquant les lymphocytes-T- CD4 et les
lymphocytes CD8+
a) Apoptose tardive des lymphocytes-T-CDS8 : le test RILA

Les tests de radiosensibilité développés sur les fibroblastes humains ont plusieurs limites dont la
réalisation d‘une biopsie et le délai de culture in vitro. Les cellules sanguines et principalement les
lymphocytes sont le second type cellulaire d’intérét pour le développement d’un test évaluant la
radiosensibilité humaine. Premierement, les données analysées sur les survivants des bombes
atomiques et de I'accident nucléaire de Tchernobyl ont démontré que les rayonnements ont un effet
sur les lymphocytes. Deuxiemement, car I'accés aux lymphocytes est beaucoup plus pratique et
nécessite une simple prise de sang. Les principaux tests de radiosensibilité portent sur la mort cellulaire

par apoptose des lymphocytes et sont associés aux effets secondaires induits par la radiothérapie.

L'équipe francaise d’Ozsahin et Crampton en 1997 a mis au point un test cellulaire évaluant la
radiosensibilité individuelle, basé sur la mesure de I'apoptose des cellules sanguines exprimant le
récepteur de surface CD8 (CD8+) (référencé comme lymphocytes-T-CD8 par les auteurs), apres
irradiation in vitro a 8 Gy (RILA). C’est le sang total dilué au 1/10° qui est irradié a 8 Gy, 48 heures post-
irradiation I'échantillon est marqué avec des anticorps anti-CD8 et de I'iodure de propidium, puis les
globules rouges sont lysés, pendant 10 minutes. Dans les études qui caractérisent le test RILA, bien
qgue dans leurs conditions expérimentales, il n'y a pas de marquage du récepteur CD3, les cellules
sanguines exprimant le CD8 sont référencées comme lymphocytes-T-CD8. Le test repose sur
I'identification des cellules en apoptose tardive qui perdent du contenu nucléaire, caractérisées par
une fluorescence plus faible de I'iodure de propidium, et qui ont une taille plus petite que les cellules
vivantes (IP- FSC-). Le score RILA est ensuite calculé par la proportion de cellules en apoptose tardive
mesurée apres irradiation a 8 Gy soustraite a la proportion de cellules en apoptose tardive mesurée
en condition contréle sans irradiation (Ozsahin et al., 1997) (Crompton et al., 1999). Le score obtenu
au test du RILA est inversement proportionnel aux effets toxiques induits par le traitement par
radiothérapie (Ozsahin et al., 1997) (Crompton et al., 1999). Une étude, publiée en 2005 par le méme
groupe de recherche, a analysé la corrélation entre le score du RILA et les effets secondaires de
radiothérapie tardifs chez 399 patients ayant différents types de cancers : sein, téte et cou, poumon,
génito-urinaire, gastro-intestinal, hématologique et gynécologique. Leurs résultats démontrent que le
score au RILA est corrélé a I'incidence d’effets secondaires tardifs induits par la radiothérapie. Dans
cette étude, le test RILA classifie les effets tardifs survenant deux ans apres le traitement par
radiothérapie en trois groupes. Un score RILA supérieur a 24 est associé a une faible incidence d’effets

toxiques correspondant aux effets de grade 1 ; entre 16 et 24 est associé a une incidence d’effets
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toxiques modérés correspondant aux effets de grade 1 ; et inférieur a 16 est associé a forte incidence
d’effet toxique induit par radiothérapie correspondant aux effets de grade 2 et grade 3 (Ozsahin et al.,
2005). La prédiction des effets tardifs induits par la radiothérapie par le test RILA a été confirmée sur
différentes cohortes de patients ayant différents types de cancer, ces études furent publiées en 2008,
2010, en 2015 (Azria et al., 2008) (Azria et al., 2015). L’étude publiée en 2015 associe le score RILA
inférieur a 12 a la fibrose radio-induite sur une cohorte de patientes ayant des cancers du sein (Azria

et al., 2015) (Bourgier et al., 2016) (Figure 8).

Les arguments majeurs du test de radiosensibilité RILA sont d’une part, son association avec des effets
cliniques radiotoxiques et d’autre part d’avoir été reproduit par des équipes de recherches au niveau
européen afin de prédire des effets induits par la radiothérapie de grade 2 (Borddn et al., 2009) (Foro
et al., 2014) (Fuentes-Raspall et al., 2015) (Schnarr et al., 2009). Parmi ces études figure celle du projet
européen REQUITE qui a étudié I'analyse de I'association du score RILA aux effets tardifs induits par la
radiothérapie sur 1319 patients ayant des cancers du sein, de la prostate et du poumon en France, en
Allemagne et en Grande-Bretagne. La répartition du score RILA est différente en fonction du type de
cancer et est plus étendue chez les patientes ayant des cancers du sein. Pour le méme type de cancer,
il y a une variation dans I’'étendue des valeurs du RILA en fonction du lieu ou a été réalisée |'étude.
Toutefois, la moyenne du RILA pour chaque type de cancer est identique pour chaque lieu de test.
Cette étude confirme le pouvoir prédictif du test RILA pour les effets tardifs induits par la radiothérapie
de grade 2 et ceux indépendamment de 'origine des patients. Toutefois, il est possible qu’il faille

adapter le score RILA au type de cancer (Talbot et al., 2019).

b) Quantification de I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4 effecteurs
mémoires pour discriminer les différences individuelles

Les travaux dirigés par Schmitz et al portent sur la caractérisation de la radiosensibilité individuelle et
de la recherche de marqueurs génétiques prédictifs de celle-ci. Dans leur premiere étude en 2003,
I’équipe a irradié in vitro des PBMCs issus de 136 donneurs sains a 0,5 1 et 2 Gy et avait démontré que
la quantification de I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4 était variable d’un individu a
I"autre. Pour quantifier I'apoptose radio-induite apres irradiation a 0.5, 1 et 2 Gy, ils ont transformé les
courbes représentant le pourcentage de cellules apoptotiques en fonction des doses croissante
d’irradiation en courbe de survie. Puis, a partir des courbes de survie a été calculé le coefficient
exponentiel qui quantifie I'apoptose radio-induite. Dans un second temps, ils démontrent qu’il existe
une différence d’apoptose radio-induite entre les lymphcoytres-T-CD4 (LT-CD4), lymphocytes-T-CD8
(LT-CD8) et les lymphocytes-B (LB). Au sein du méme donneur, I'apoptose radio-induite entre les

lymphcoytres-T-CD4 (LT-CD4), lymphocytes-T-CD8 (LT-CD8) et les lymphocytes-B (LB) est corrélé. Ainsi
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si I'individu présente une sensibilité d’apoptose radio-induite des LT-CD4, le méme profil sera retrouvé
dans les LT-CD8 et LB. Leurs résultats démontrent que la quantification de I'apoptose radio-induite des
lymphocytes-T-CD4 permet de discriminer des différences individuelles (Schmitz et al., 2003) (Figure
8).

L’héritabilité de la quantification de I'apoptose radio-induite a été décrite et publiée en 2007 (Schmitz
et al., 2007). L'analyse de I'apoptose radio-induite a été réalisée dans les sous-populations naives,
centrales mémoire (CM), et effecteurs mémoires (EM), des LT-CD4 et LT-CD8 issus de PBMC irradiés in
vitro sur une gamme de doses de 1 a 6 Gy. La quantification de I'apoptose radio-induite a été obtenue
en calculant le coefficient de régression exponentiel des courbes de dose réponse 17 heures apres
irradiation a des doses croissantes de 1 a 2 Gy. Premierement, I'’étude démontre une variabilité dans
les proportions de sous-populations entre les individus et un effet de I'dge des individus sur la
proportion de sous-populations. Secondement, qu’il existe une hétérogénéité d’apoptose dans les
sous-populations LT-CD4, les populations NAIVES et CM ont un pourcentage de survie aprés irradiation
de 100 % méme apres une irradiation a 6 Gy dans les LT-CD4 et LT-CD8. Ainsi seules les populations de
LT-CD4 EM et de LT-CD8 EM entrent en apoptose apres irradiation des PBMCs (Schmitz et al., 2007).
Dans la continuité de la caractérisation du test de radiosensibilité, la question de l'implication
génétique dans l'apoptose radio-induite des lymphocytes est étudiée. L'héritabilité de I'apoptose
radio-induite des LT-CD4-EM et LT-CD8-EM a été mesurée par une analyse de corrélation familiale et
démontre que I’héritabilité la plus importante est celle de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM. Les
analyses de ségrégation sur I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM dans les familles ont permis de
démontrer que le modele de ségrégation, qui est significativement le plus associé a I'apoptose radio-
induite, est mendélien additif ou dominant avec un gene majeur impliqué et selon un modele
biallélique, dont le génotype hétérozygote est similaire au génotype homozygote pour I'allele majeur
(Schmitz et al., 2007). Les expérimentations développées par I'équipe et appliquées depuis 2000 ont
permis la quantification de I'apoptose radio-induite sur de larges séries d’échantillons et de population
lymphocytaires, afin de détecter dans les conditions de standardisation des différences
interindividuelles héritables et par la suite identifier des marqueurs génétiques de type

polymorphismes SNV associés.
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Figure 8 : Quantification de I"apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4 pour discriminer des
différences individuelles de sensibilité a I'irradiation et tests RILA mesuré sur les lymphocytes-T-CD8
prédictif des effets radiotoxiques induits par la radiothérapie

(a) Schéma de la quantification de I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4 reflétant les
différences individuelles de sensibilité a I'irradiation. Les cellules du sang périphériques (PBMCs) sont
isolées du sang total, puis irradiées en plaque de culture et cultivées jusque 17h apres irradiation (0,5,
1 et 2 Gy), puis les PBMCs sont marqués pour identifier les lymphocytes-T-CD4 (LT-CD4) et les cellules
annexineV (AnnV) positives. Le pourcentage de cellules AnnV positives qui sont apoptotiques a été
quantifié, puis a été transformé pour obtenir les courbes de survie. Le coefficient de régression
exponentiel de la courbe de survie correspond a la quantification de I'apoptose radio-induite des
lymphocytes-T-CD4, adapté de (Schmitz et al.,, 2007). (b) Principe du test RILA, mesuré sur les
lymphocytes-T-CD8, prédictif de la radiosensibilité individuelle. C’est le sang dilué qui est irradié a 8 Gy
et mit en culture pendant 48h, puis le sang dilué est lysé pour séparer les globules rouges des cellules
mononuclées du sang. Cest la fraction lysée qui est passée en cytométrie pour identifier les
lymphocytes-T-CD8 et I'apoptose tardive. Le score RILA est obtenu par la différence d’apoptose tardive
entre la condition non irradiée et irradiée a 8 Gy. En fonction du score RILA, il est possible de prédire
le risque d’apparition de la fibrose (effets radiotoxique induit par radiothérapie). Dans ce schéma figure
une courbe de prédiction de la fibrose chez des patientes atteintes de cancer du sein grace au score
RILA (inférieur a 12 = fort risque, entre 12 et 20 = risque moyen et supérieur a 20 = faible risque),
adapté de (Azria et al., 2015).
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c) Autres tests de radiosensibilité individuelle effectués sur les cellules mononuclées
du sang périphérique ou les lymphocytes-T

La littérature référence des études portant sur le développement de tests de radiosensibilité
individuelle réalisée sur les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) et les LT-CD4, mais
qui n’implique pas une mort cellulaire. Ces tests reposent sur I'étude: des quantifications
d’aberrations cytogénétiques, de I'expression génique (transcriptionnelle), de I'épigénétique, de la
protéomique ou encore I'étude des profils cytokiniques. De nombreuses études proposent comme test
de radiosensibilité individuelle la quantification d’aberrations chromosomiques induites aprés
irradiation in vitro de PBMC (Lankoff et al., 2006) (Smart et al., 2003) (Fajgelj et al., 1997) (Kondrashova
et al., 1997). Les mémes études dans les LT-CD4 sont peu nombreuses. Pectu et al démontre que le
nombre de micronoyaux induit par une irradiation in vitro a 2 Gy dans des LT-CD4 est associé a la
radiosensibilité de patients atteints de sclérose (Petcu et al., 2006). Une étude démontre la possibilité
de discriminer les différences de radiosensibilité individuelle en mesurant I'expression génique de
CDKN1A dans les PBMCs. Dans une cohorte de 2 patientes atteintes de cancer du sein, les résultats de
Badie et al, démontrent que les patientes présentant une toxicité importante aprés la radiothérapie,
ont une diminution de I'expression de CDKNI1A (Badie et al., 2008). Une étude expose le potentiel
d’utilisation des techniques d’étude du transcriptome a haut débit dans le but d’évaluer la
radiosensibilité individuelle de patients. Chez des patientes atteintes de cancer du sein, il a été
démontré que le profil d’expression de 29 génes de lymphocytes-T irradiés permet de clustériser les
patientes présentant une toxicité importante apres radiothérapie (Henriquez Hernandez et al., 2009).
L’étude de régulation épigénétique dans les PBMCs, notamment des mi-RNA est aussi envisagée pour
évaluer la radiosensibilité individuelle. Chez des patients atteints de cancer de la prostate présentant
aprés radiothérapie des saignements rectaux, il a été démontré que |'expression de deux miRNA
pouvaient permettre de discriminer I'intensité de cet effet secondaire. En effet la majorité des patients
présentant des saignements importants (grade 2—3) ont une faible expression du miRNA Ku80 et une
forte expression miR-99a (Someya et al., 2015). De nombreuses études portent sur I’évaluation de la
radiosensibilité individuelle de patients, en étudiant I'expression protéiques de cytokines. Ces
cytokines sont dosées dans le plasma sanguin. Le niveau plasmatique de TGF-3 permet des discriminer
les patients qui présentent ou non une pneumonie apres radiothérapie (Anscher et al., 1998). Le niveau
plasmatique d’IL-8 est corrélé au développement de lésion pulmonaire chez des patients traités par
radiothérapie. Les patients développant des lésion pulmonaire ont moins d’expression plasmatique
d’IL-8 (Hart et al., 2005). Une élévation des niveaux plasmatique d’IL-10 et d’IL-6 sont aussi corrélés au
développement de lésion pulmonaires induite par la radiothérapie (Arpin et al., 2005). Au-dela des

cytokines, certaines études se sont penchées sur la corrélation entre la radiosensibilité individuelle et
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I’expression de protéines. Ces protéines sont recherchées dans les PBMCs de patients traités par
radiothérapie qui présentent différents degrés d’effets secondaires, par spectroscopie de masse. Chez
des patients atteints de cancer du poumons a petites cellules, il a été démontré que le niveau d’a-2-
macroglobuline permet de discriminer les patients qui développent ou non des Iésions pulmonaires
(Oh etal., 2011). Chez des patientes atteintes du cancer du sein, c’est I'expression de la protéine AK2,
mesurée dans des lymphocytes-T irradié, qui permet de discriminer les différences entre les patientes

qui développent ou non de la fibrose aprés radiothérapie (Lacombe et al., 2019).

3. Polymorphismes génétiques de type SNV prédictifs de la radiosensibilité individuelle

a) Syndromes génétiques associés a la radiosensibilité individuelle

Les premieres études d’associations génétiques aux effets des rayonnements ionisants proviennent de
la découverte de mutations qui provoquent des syndromes d’origine monogénique dont le symptéme
principal est une sensibilité accrue aux rayonnements ionisants. Le syndrome d’Ataxie télangiectasie
(AT) provient d’une mutation sur le géne ATM. En 1967, il a été caractérisé des effets radiotoxiques,
aboutissant un déces d’'un patient 8 mois aprés avoir recu une irradiation a 30 Gy pour traiter un
lymphosarcome. Aprés irradiation, les effets radiotoxiques développés sont: la mucosite, des
érythémes cutanés, une peau suintante et crolteuse, une perte de poids, des difficultés respiratoires
et de cicatrisation de la peau (Gotoff et al., 1967). A la suite, de la description d’effets radiotoxiques
chez des patients atteints du syndrome AT, il a été découvert que des patients atteints d’autres
syndromes présentaient aussi une sensibilité extréme a l'irradiation pouvant entrainer la mort du
patient. Parmi les mieux caractérisés dans la littérature, il y a le syndrome de rupture de Nijmegen
(NBS), résultant d’une mutation sur le géne NBS1. Les patients atteints du syndrome NBS développent
aprés irradiation de la fievre, une neutropénie, des infections répétées, une dysphagie, une
cesophagite érosive, de la dermatite, une pneumonie, des saignements (Bakhshi et al., 2003). Le
syndrome de Fanconi résulte d’'une mutation sur les genes FA, principalement FA-A. Apres irradiation,
les patients ayant ce syndrome développent des thrombocytopénies et décedent précocement apres
radiothérapie (Bremer et al., 2003). Le syndrome de la Ligase IV est caractérisé par une mutation sur
le géne de LIG4. Aprés radiothérapie, ces patients développent, des érythemes séveres, de la
desquamation, des ulceres nécrotiques, une perte de poids et une encéphalopathie (O’Driscoll et al.,
2001). Le syndrome du Gorlin résulte d’une mutation sur le géne PATCH1, dont les patients présentent
aussi une extréme sensibilité a l'irradiation et une forte radiosusceptibilité (Mitchell et al., 2005)
(Larsen et al., 2014). Il a été démontré in vitro dans des fibroblastes de patients, que les patients
atteints du syndrome de Gorlin présentent, une diminution de la fraction survivante obtenues lors du
test clonogénique, une augmentation des cassures ADN et modifications des signalisations de
reconnaissance des cassures ADN et de réparation de cassures ADN (Vulin et al., 2018).

54



L'ensemble de ces syndromes résultent de mutation sur des géenes impliqués dans des voies de
signalisation de reconnaissance et de réparations des cassures ADN. La fréquence de ces syndromes
est rare 1/10000 et est détectable dans les premiéres années de la vie. Les caractérisations des effets
radiotoxiques chez des patients atteints de syndromes génétiques représentent la premiére

démonstration d’une corrélation entre la génétique d’un individu et sa radiosensibilité.

b) Association de polymorphismes génétiques de type SNV sur un ou plusieurs génes
candidats

Les polymorphismes sont des variations du génome a un locus donné, qui varie selon les individus.
Parmi les types de polymorphismes, le polymorphisme SNP de |‘anglais « Single Nucleotide
Polymophism » puis renommé SNV (Single Nucleotide Variant) est une variation d’un seul nucléotide
sur une séquence. lls représentent la forme la plus abondante de variations génétiques (90 %). Leur
fréquence d’apparition est de 1/300 paires de bases et ils sont soit sans effet sur I’expression génique
soit fonctionnels affectant directement une protéine ou sa régulation (Vignal et al., 2002). Ce sont les
corrélations entre des polymorphismes sur un ou plusieurs genes candidats a la radiosensibilité
individuelle qui sont donc recherchées. Le ou les genes sont sélectionnés en raison de I’hypotheése de
I'implication de leur fonction biologique dans la réponse aux rayonnements ionisants. Grace au
criblage génétique a haut débit, de nombreuses études génétiques d’association cas-témoins peuvent
désormais comparer a grande échelle les profils génétiques des personnes hypersensibles aux
rayonnements des profils génétiques de personnes radio-résistantes. Un SNV étant une variation d’un
seul nucléotide, il existe deux alleles. Deux alléles identiques définissent le génotype homozygote et,
deux alléles différents, le génotype hétérozygote. L'allele définit comme majeur a une plus haute
fréquence dans la population et I'alléle mineur est caractérisé par la variation de plus faible fréquence.
Ce type de polymorphisme peut étre identifié par génotypage ou séquencage, par hybridation sur de

puces ADN, et/ou par extension d’amorce par la technique de PCR (Perkel, 2008).

(1) Association de polymorphismes génétiques SNV aux effets secondaires de la
radiothérapie

Les premieres études génétiques d’association a la radiosensibilité individuelle effectuées dans les
années 2000, testaient I'association de genes candidats impliqués dans les signalisations de réparation
par excision de bases (XRCC1, XRCC3), de la réparation des cassures double-brin (ATM, BRCA1, BRCA2),
de stress oxydatif (GSTP1,50D2) ou encore de la réponse inflammatoire (TGF-8) (Andreassen, 2010).
Les polymorphismes les plus étudiés associés aux effets toxiques induits par la radiothérapie sont
résumés dans le Tableau 2. Dans ce tableau récapitulant les principaux polymorphismes génétiques

(SNVs) associés aux effets induits par la radiothérapie, il est observé que des polymorphismes sur un
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méme gene sont associés a la radiosensibilité de patients atteints de différents types de cancer (sein,
téte et cou, prostate et poumons) et donc pour des effets secondaires différents car présents sur
différents organes. Les effets prédits par la présence, chez les patients, de ces SNVs sur les génes ATM,
XRCC1, SOD2 et TGF-6 sont majoritairement prédictifs d’effets tardifs de la radiothérapie spécifiques
de la zone irradiée (Tableau 2). Dans le cas du cancer du sein, c’est principalement des effets cutanés
séveres et de la fibrose. Dans le cas du cancer de la prostate, il s’agit de dysfonctionnement érectile,
des saignements rectaux et de dysfonctionnements du systeme urinaire (Tableau 2). Une revue
publiée en 2015 résume I'ensemble des associations génétiques corrélées aux effets induits par la
radiothérapie qui ont été reproduites dans plusieurs études indépendantes. Cette étude décrit que les
associations impliquant les variants des genes XRCC1 et TGF-8 sont les plus reproductibles (Herskind
et al., 2016). Dans le cadre du projet de méta-analyse du Radiogenomics Consortium, I’association du
SNV rs1801516 sur le géne ATM avec un risque accru de toxicité de tissus sains a été démontrée sur
5456 patients traités pour des cancers du sein et de la prostate provenant de 17 cohortes (Andreassen
et al., 2016). Considérant que les SNVs issus de séquencage de génes candidats se concentrent sur les
génes ATM, XRCC1, XRCC3 et TGF-86, il serait possible d’envisager une détection de la radiosensibilité
individuelle des patients en séquengant non pas un unique SNV, cela semble insuffisant, mais un panel
de génes. Toutefois, une approche par séquencage de génes candidats induit un biais de sélection, car
il est possible que d’autres polymorphismes de type SNVs soient associés, mais dans d’autres régions

génomiques.
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Voie de Type de cancer Effet prédictif Références
signalisation
ATM rs1801516 Fonction Kinase Sein cou et téte  >grade 3 (Azria et al., 2008)
Activé par les cassures ADN  Sein
rs1801516 double brin Sein T: fibrose (Christian N. Andreassen
rs664677 Agit en mitose et en méiose  prostate PetT et al., 2006)
21 séquence Favorise la réparation des Sein T (Angéle et al., 2003)
rs1800058 cassures par recombinaison  pyqgiate T (Cesaretti et al., 2005)
rs1801516 homologue et par NHEJ Sein T (Edvardsen et al., 2007)
rs1801516 Act|veA les points de . Sein PetT (Rosenstein et al., 2007)
rs1800058 cor.ltroles du cycle cellulaire Sein P (Edvardsen et al., 2007)
rs1801516 qui bloque le cycle Prostate T (Ho et al., 2007)
rs1801516 Poumon T (Rosenstein et al., 2007)
111G >A P (zhang et al., 2010)
126713G>A
BRCA1 Suppresseur de tumeur Sein T (MacDermed, 2015)
rs16942 Inhibe la  prolifération Poumon (Kelsey et al., 2013)
cellulaire
Fonction ligase
Favorise la réparation des
cassures ADN double brin
par recombinaison
homologue
Régulation des points de
contréles du cycle cellulaire
Régulateur transcriptionnel
XRCC1 pos1321 G>A Protéine de structure Sein Cou et téte  >grade 3 (Azria et al., 2008)
Intervient sur site de Sein
G28152A cassures ADN simple brin  Cou et téte T sévére (Lazzari et al., 2017)
rs25487 Processus de réparation par  Seijn T : fibrose (Alsbeih et al., 2010)
rs 3213235 excision de base (BER) Prostate Tous (Brem et al., 2006)
rs25489 Interagit avec la PARP, la  ppqometre T (Burri et al., 2008)
codon 194 Ligase-lil et la Polymérase-B T : sévere (De Ruyck et al., 2005)
variant Poumon
rs25487 Peau (Kelsey et al., 2013)
XRCC1 codon P (Chang-Claude et al.,
399 combine a 2005)
APEX  codon
148 Sein
The exon 6 Tous
194Trp en (Moullan et al., 2003)
combinaison
399GIn Sein
rs2682585 T
(Seibold et al., 2015)
XRCC3 pos1075 C>T Processus de réparation de Sein Cou et téte  >grade 3 (Azria et al., 2008)
cassures ADN double brin Cou et téte
rs861539 par recombinaison  prostate T: fibrose (Alsbeih et al., 2010)(C. N.
rs861539 homologue Endométre T Andreassen et al., 2006)
IVS5-14 Favorise la stabilité de la ggjn T: sévére (Burri et al., 2008)
C18067T breche T (De Ruyck et al., 2005)
Fait partie du complexe (Lazzari et al., 2017)
RAD21
Recrute RAD51
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produite par les cellules
immunitaires dont les
macrophages et les

lymphocytes-T

Module I'inflammation dans
le microenvironnement
tumoral, le systéme nerveux
et dans le placenta

Favorise la survie ou la mort
en fonction du type
cellulaire

Favorise la survie des
cellules cancéreuses et la
transition épithélio-
mésenchymateusemésench
umateuse

SOD2 pos47 T>C Intervient dans le stress Sein Cou et téte >grade 3 (Azria et al., 2008)
oxydatif Prostate
rs4880 Enzyme antioxydante Sein T : fibrose (Burri et al., 2008)
codon 16 Détoxifie Iion superoxyde PetT (Andreassen et al., 2003)
Val/Ala (02.) en peroxyde
d’hydrogene (H202) et
oxygene (02)
TGF-B 870 T>C Cytokine produite par des Sein Cou et téte >grade3 (Azria et al., 2008)
cellules immunitaires dont Cou et téte
rs1982073 les lymphocytes Sein T: fibrose (Alsbeih et al., 2010)
codon 10 et Module linflammation T : fibrose (Andreassen et al., 2005)
position 509 Contréle la prolifération, gain
codon -509 Iactivation et la  poumons T : fibrose (Giotopoulos et al., 2007)
codon 10 différenciation cellulaire des Sein PT (Yuan et al., 2009)
C-509-T c.ellules Immunitaires et des  ppoiate T:fibrose (Grossberg et al., 2018)
pos -509 fibroblastes PT (Peters et al., 2008)
Peut stimuler I'apoptose
pos 869 R .
Role dans la croissance des .
pos915 . Sein
cellules cancéreuses
pos ) __509 Favorise |'angiogenése des T (Quarmby et al., 2003)
combination celles endothéliales
pos+869 Favorise la migration des
cellules musculaires
Favorise la transition
épithélio-
mésenchymateusemésench
umateuse
Régulateur transcriptionnel
par activation de la voie
SMAD
TNF-a Rs1800629 Cytokine pro-inflammatoire Sein cou et téte  Tous (Talbot et al., 2012)

Tableau 2 : Résumé des principaux polymorphismes génétiques de type SNV issus de génes candidats

associés aux effets radiotoxiques présents chez les patients aprés un traitement par radiothérapie

Résumé des principaux polymorphismes génétiques de type SNV issus de génes candidats retrouvés
dans la littérature scientifigue et leurs associations aux effets toxiques précoces/aigus (P) et
tardifs/chroniques (T) présents chez les patients aprés un traitement par radiothérapie. Pour chaque
SNV est répertorié dans la premiére colonne le nom du gene sur lequel il est présent, dans la seconde
le nom du SNV ou sa position La troisieme colonne référence les principales fonctions du géne
candidat. La quatrieme colonne référence pour chaque SNV la zone du corps qui a été irradiée chez les
patients de I'étude. La cinquiéme colonne référence pour chaque SNV, si sont association a été
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démontrée pour un effet précoce (P), tardif (T) ou les deux. Enfin la derniére colonne référence pour
chaque SNV la référence et I'année de I'étude d’association.

(2) Association de polymorphismes génétiques SNV a des caractéristiques cellulaire

radio-induite apres irradiation in vitro
Dans cette partie, nous nous concentrerons |'association de polymorphismes génétiques issus de
genes candidats aux tests de radiosensibilités cellulaires impliquant les LT-CD8 : score RILA et les LT-

CD4 : apoptose des LT-CD4-EM.

Association de polymorphismes génétiques de type SNV candidats au test de radiosensibilité

individuelle RILA :

Le groupe de recherche ayant développé le test de radiosensibilité individuelle RILA, étudie en 2008
|'association de polymorphismes de type SNV de plusieurs génes candidats aux effets secondaires
induits par la radiothérapie. Les SNVs étudiés sont sur les genes : ATM, SOD2, XRCC1, XRCC3, TGFB1,
et RAD21. l'analyse de la corrélation entre les SNVs issus de la liste des génes candidats et la présence
d’effets secondaires induits par la radiothérapie chez les patients de I'étude révéle que les patients
ayant manifesté des effets secondaires aprés la radiothérapie présentent au moins 4 SNVs issus des
génes candidats : ATM, SOD2, XRCC1, XRCC3, TGFB1, et RAD21 (Azria et al., 2008). Dans la seconde
partie de cette méme étude, lI'analyse de corrélation démontre une association entre les
polymorphismes SNVs issus de la liste de génes candidats et le test de radiosensibilité individuelle RILA.
Plus particulierement, les patients de la cohorte ayant un score au test de radiosensibilité RILA égale a
9 présentent les SNVs sur les genes candidats ATM, SOD2, XRCC1, XRCC3, TGFB1, et RAD21 (Azria et
al., 2008).

Association de polymorphismes génétiques de type SNVs candidats a la radiosensibilité individuelle

basé sur la quantification de I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4-effecteur mémoire :

Le groupe de recherche piloté par Schmitz et al ayant développé la quantification de I'apoptose radio-
induite des LT-CD4-EM pour discriminer des différences sensibilité a I'irradiation; a démontré en 2007,
I’héritabilité de la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM (Schmitz et al., 2007). Pour
rappel, la quantification de I'apoptose radio-induite dans les LT-CD4 EM correspond au coefficient
exponentiel de la courbe représentant la survie cellulaire en fonction des doses croissantes
d’irradiation. L’analyse de I'héritabilité de la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM
a été une premiére étape pour initier la recherche de marqueurs génétiques prédictifs de I'apoptose
radio-induite des LT-CD4 et plus largement de la radiosensibilité individuelle. Une étude du
transcriptome par microarray a été réalisée dans les LT-CD4-EM circulants non irradiés sur 8 individus
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sains sensibles et résistants a I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM. L’analyse du transcriptome a
démontré une expression différentielle constitutive du géne TRAIL (TNFSF10) entre les individus de
phénotype sensible, intermédiaire et résistant. Ainsi, ce géne a été sélectionné comme gene candidat
pour la recherche de polymorphismes génétiques de type SNVs associés a la quantification de
|"apoptose radio-induite des LT-CD4-EM. Un séquencage ciblé du gene TRAIL (TNFSF10) a été réalisé
par PCR chez 374 individus sains apparentés phénotypés pour leur sensibilité a I'apoptose radio-induite
des LT-CD4 EM, et a démontré la présence de 3 SNVs : rs1131532, rs3815496 et rs1131535 associés a
la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4 EM. Considérant ces 3 SNVs, l'allele exprimé
majeur ou mineur et le génotype associé permettent de prédire I'apoptose radio-induite des LT-CD4
EM et donc de la radiosensibilité. Le génotype homozygote pour I'alléle majeur du SNV rs3815496 du
géne TRAIL (TNFSF10) est associé a un fort taux d’apoptose radio-induit des LT-CD4-EM
(radiosensibilité), et le génotype homozygote pour l'allele mineur est associé a une faible apoptose
radio-induite des LT-CD4-EM (radiorésistance par rapport a la radiosensibilité observée chez les
individus de génotype homozygote pour I'allele majeur) (Baijer et al., 2016) (Figure 9). Enfin, il a été
démontré dans un échantillon de 113 patientes ayant des cancers du sein issus de la cohorte Co-Ho-
RT, que les deux SNVs rs1131532 et rs3815496 sur le gene TRAIL (TNFSF10) sont associés a la présence

de la dermatite aigué, qui est un effet secondaire précoce de la radiothérapie (Baijer et al., 2016).
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Figure 9 : Association de polymorphismes de type SNV sur géne TRAIL (TNFSF10) a la quantification
de I'apoptose radio-induites des lymphocytes-T-CD4-effecteur mémoire

Résumé des étapes menant a I'analyse d’association de polymorphismes génétiques sur le gene TRAIL
TNFSF10 a la quantification de I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires
(LT-CD4-EM) (a) Schéma expérimental de la purification des cellules du sang périphérique (PBMC) a
partir de sang total, les PBMCs sont irradiés puis cultivés 17 h aprés irradiation. Les PBMCs sont ensuite
marqués afin d’identifier les LT-CD4-EM et I'apoptose par quantification des cellules annexineV (AnnV)
positives, (b) Distribution de la quantification de I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4
effecteurs mémoires (correspond au coefficient exponentiel de la courbe représentant la survie
cellulaire en fonction des doses croissantes d’irradiation) sur 373 individus sains, (c) Expression par g-
PCR du gene TRAIL (TNFSF10B) dans les lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires (LT-CD4-EM) chez 15
individus résistants (R), moyens (M) et sensibles (S) a I'apoptose radio-induite, (d) (gauche) Résultat de
I"analyse d’association de polymorphismes génétiques de type SNV sur le géne TRAIL (TNFSF10) a la
quantification de I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires (correspond
au coefficient exponentiel de la courbe représentant la survie cellulaire en fonction des doses
croissantes d’irradiation) de 374 individus sains apparentés. (droite) L’association génétique du
génotypes du SNV rs3815496 sur le géne TRAIL (TNFSF10) AA n=55, GG n=6, et GA, n=65 (individus
sains) a la quantification de I'apoptose des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires (correspond au
coefficient exponentiel de la courbe représentant la survie cellulaire en fonction des doses croissantes
d’irradiation), adapté de (Baijer et al., 2016).
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c) Analyse d’association pangénomique (GWAS)
Les techniques de séquencage a trés haut débit qui permettent de séquencer I'intégralité du génome,
ou l'intégralité des séquences codantes du génome ont permis d’étendre I'identification et donc le
génotypage de polymorphismes génétiques non plus a un panel de génes prédéfinis a I'ensemble des
SNVs du génome de maniere indépendante (Cao et al., 2011). Le génotypage par puce a haut débit
utilise des machines (scanners) lllumina et Affimetrix qui détectent un grand nombre de variants par
genes. Les variants non inclus dans les puces peuvent également étre analysés s’ils sont en déséquilibre
de liaison avec les variants présents dans la puce grace au calcul par imputation. Le GWAS est un type
d’analyse d’association de la totalité du génome a un phénotype (ensemble des caractéres apparents
d'un individu ou organisme, cela peut étre des observations et/ou des caractéristiques biologiques
clinigues ou cellulaires). Les analyses statistiques sont essentielles a I'interprétation des données de
génotypage par GWAS. La statistique d’association d’un SNV a un phénotype est corrigée par le grand
nombre de tests il s'agit de la correction multitest de Bonferroni, cela permet d’éviter d’obtenir des
associations de type « faux positif ». Ainsi, seule une association avec le phénotype biologique étudié
passera le seuil de la correction statistique de Bonferroni (Brothwell et al., 2019) (Hayes, 2013). En
fonction du type de cohorte, du degré d’apparentement des individus, le modele d’analyse utilisé est
différent. Le modele d’analyse FBAT (Family Based Association Test) prend en compte les relations
familiales dans I'analyse de GWAS. Le modele mixte linéaire ne prend pas en compte les relations
familiales et est surtout utilisé pour les individus non apparentés (Lasky-Su and Lange, 2010). Certains
facteurs ont un réle important dans I'analyse statistique du GWAS car ils influent sur la puissance
statistique de I’analyse : la fréquence d’un alleéle dans les différentes populations étudiées, la taille de

la cohorte et le nombre de tests représentant le nombre de questions biologiques.

(1) Analyse d’association pangénomique (GWAS) aux effets secondaires de la
radiothérapie

Une analyse par GWAS réalisée sur une cohorte de patients atteints de cancer de la prostate ayant eu
une radiothérapie démontre qu’un SNV (rs2268363) sur le géne Follicle stimulating hormone receptor
(FSHR) est associé aux dysfonctions érectiles induites pas la radiothérapie (Kerns et al., 2010). Deux
SNVs au locus 6921 sur le géne PR domain zinc finger protein 1 (PRDMI) sont associés aux effets
radiotoxiques induits par la radiothérapie dans une cohorte de patients ayant des lymphomes
Hodgkiniens (Best et al., 2011). Kerns et al réalisent en 2013, une nouvelle étude d’association
génétique par GWAS et démontre une association de 8 SNVs au locus 9p21.2 avec les dysfonctions
urinaires induites par la radiothérapie chez des patients atteints de cancer de la prostate (Kerns et al.,
2013). Lors de cette nouvelle analyse GWAS Kerns et al ne retrouve pas I'association génétique de
rs2268363 sur le gene FSHR, cela est certainement expliqué par le fait que les deux études portent sur
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des effets secondaires différents induits par la radiothérapie. Fachal et al démontre une forte
association génétique par une analyse GWAS de deux SNVs rs10497203 et rs7582141 sur le gene
TANC1 aux effets secondaires radio-induits dans une cohorte de patients atteints de cancer de la
prostate (Fachal et al., 2014). Un séquencage du génome entier suivi d’une analyse GWAS a été réalisé
sur une large cohorte de patients ayant des cancers du sein et du cou et de la téte, traités par
radiothérapie. Cette analyse GWAS démontre que plus de 190 SNVs sont associés aux effets
secondaires de la radiothérapie en ayant un seul de significativité proche du seuil. Ces SNVs sont situés
sur différents génes et le SNVs le plus associés est le rs13116075 situé sur le ggéne CCRN4L (Barnett et
al., 2014). L'étude de Morton et al s’est focalisée sur la recherche de polymorphismes corrélés a
I'induction de cancer radio-induit dans une cohorte de patientes ayant eu un cancer du sein. lls
démontrent que le SNV rs4342822 prés du gene PROX1 est associé a la survenue d’un cancer radio-
induit (Morton et al.,, 2017). En comparant I'ensemble de ces associations aux effets de la
radiothérapie, tirés d’analyse GWAS, on constate qu’il n’y a pas de redondance entre les études. Ainsi,
il n'y donc pas d’unique ou de panel de biomarqueurs qui se dégage des autres. De plus, ces
polymorphismes, issus d’analyse GWAS, ne sont pas communs avec les SNPs mit en lumiére par

séquencage de génes candidats qui identifiait des SNVs sur les genes ATM, XRCC1, XRCC3 et TGF-6.

(2) Analyse d’association pangénomique (GWAS) a une caractéristique cellulaire
observée apres irradiation in vitro

Azria et al qui avaient corrélé dans un premier temps le score obtenu au test du RILA et les effets a un
panel de SNVs de genes candidats, ont réalisés en 2016 une étude d’association du génome entier par
GWAS au phénotype du score RILA. L'étude de GWAS a été réalisée sur une cohorte de patientes ayant
des cancers du sein traités par radiothérapie. Dans un premier temps, le score du RILA a été mesuré
afin de prédire I'apparition de fibrose sous-cutanée et les résultats confirment de nouveau
I'association entre un faible score au RILA et le développement de la fibrose radio-induite. Puis
I"analyse génétique a été réalisée pour deux phénotypes : score obtenu au RILA et au développement
de fibrose radio-induite. L'analyse aprés correction réveéle une association de deux SNVs en
déséquilibre de liaison rs1182531 (pvaleur = 4.2 x 10°) et rs1182532 (pvaleur = 3.6 x 10°®) ; localisés
sur le géne PHACTR3. Le génotype homozygote sur I'alléle majeur aux deux SNVs est associé a 35 %
d’apoptose des LT-CD8, le génotype hétérozygote a 15.4 % et le génotype homozygote mineur a 11.5
% d’apoptose (Bourgier et al., 2016). Les deux SNVs sont situés dans des régions introniques et n’ont
pas été associés a des manifestations cliniques dans d’autres études ou dans les bases de données. La
protéine PHACTR3 régule l'actine et la phosphatase PP1. Toutefois, ce géne est exprimé
majoritairement dans le cerveau et dans les tumeurs (cerveau, carcinome, poumon, leucémie) et la
fonction dans I'apoptose des LT-CD8 ne semble pas étudiée.

63



L'association génétique par une analyse GWAS a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-
CD4-EM développé par Schmitz et al fait partie de I'un des deux objectifs du projet de these et sera

développée dans la partie résultat du manuscrit de these.

La radiosensibilité individuelle ou la sensibilité individuelle aux rayonnements ionisants a été
caractérisée par plusieurs approches, d’'une part par des tests cellulaires in vitro et d’autre part par
une approche génétique. Les principaux tests cellulaires ont été mis au point sur les fibroblastes
primaires, sur les lymphocytes-T-CD8 et les lymphocytes-T-CD4 circulants et sont basés sur la
signalisation d’induction de cassures ADN double-brin et sur la mort cellulaire par apoptose.
L’approche génétique correspond a la recherche de marqueurs prédictifs qui sont des
polymorphismes de type SNV, dont I'association aux effets secondaires induits par la radiothérapie
a d’abord été étudiée sur des génes candidats. Cette stratégie possédant plusieurs limites, la
stratégie gene candidat a été remplacée au profit d’approche génétique pangénomique (GWAS),
prenant en compte I’ensemble des SNVs du génome. Enfin, il a été recherché des polymorphismes
génétiques pouvant étre associés aux tests de radiosensibilité développés sur les lymphocytes
circulants. De cette fagon, il est possible de croiser les deux approches permettant d’appréhender

de maniére plus compléte la radiosensibilité individuelle.
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[ll. Chapitre 3 : Physiologie des lymphocytes-T-CD4 et effets des rayonnements ionisants sur
les lymphocytes-T-CD4
1. Physiologie et identification des lymphocytes-T-CD4 circulants
Dans le cadre de ce projet de these, il a été étudié I'effets des rayonnements ionisants sur les sous-
populations circulantes de LT-CDA4. Les lymphocytes-T-CD4 sont des cellules spécifiques du systéeme

immunitaire.

a) Généralités sur le systeme immunitaire
Les organismes rencontrent plusieurs menaces d’origine microbiologique, plus généralement appelés
pathogenes. Parmi eux, les bactéries, les virus, les champignons, les prions, les parasites qui perturbent
la physiologie des organismes et sont a I'origine de pathologie. Parmi les menaces externes figurent
les allergenes. Les agressions peuvent aussi étre d’origine interne dont, les cellules tumorales. Dans le
but de se défendre, certains organismes ont développé un systeme de défense: le systéme
immunitaire. Le systéeme immunitaire inné est retrouvé chez les animaux et les végétaux. L'immunité
acquise est plus spécifique et existe uniquement chez les vertébrés. Le systeme immunitaire permet
la reconnaissance de menaces qu’elles soient d’origine externe ou interne et, via de nombreux acteurs,
favorise leur élimination. Le systéme immunitaire inné fait intervenir dans un premier temps I'action
des barrieres physiques. Dans un second temps, les facteurs du complément qui neutralisent les
pathogénes, les cellules polynucléées qui modulent l'inflammation (basophiles, éosinophiles,

mastocytes) et les cellules phagocytaires (macrophages, cellules dendritiques) (Zhu and Paul, 2008).

L'immunité acquise fait intervenir les lymphocytes-B, qui ont une activité humorale en produisant des
anticorps, et les lymphocytes-T qui induisent des réponses cellulaires spécifiques et des réponses
immunorégulatrices. Les lymphocytes T en fonction du type de récepteur TCR et de co-récepteurs
exprimés, vont étre de type CD8 ou CDA4. Les lymphocytes-T CD8 (LT-CD8) ont une activité directe sur
les pathogénes via leur fonction lytique. Les lymphocytes-T CD4 (LT-CD4) ont une activité de
production et de sécrétion de facteurs solubles : les cytokines et chimiokines qui stimulent les autres
acteurs de la réponse immunitaire. La fonction des LT-CD4 explique la seconde nomenclature des LT-
CD4 : lymphocytes-T helper. Les lymphocytes-T CD4 stimulent la production d’anticorps par les
lymphocytes B, stimulent I'activité des macrophages, favorisent le recrutement des neutrophiles,
éosinophiles et basophiles sur les sites d’inflammation et d’infection. Il existe des sous-populations de
LT-CD4 qui possedent une action cellulaire directe, sans production de cytokines. Il s’agit d’'une
différenciation spécifique des LT-CD4 en lymphocyte-T régulateur (Treg) et en lymphocyte-T

cytotoxique (CTL) (Luckheeram et al., 2012). Il existe plusieurs sous-populations de LT-CD4, elles sont
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le fruit de plusieurs étapes allant de la lymphopoiése, en passant par la maturation des LT-CD4,

|'activation des LT-CD4 et la différenciation (polarisation) en effecteurs différenciés.

b) Lymphopoiése aboutissant a la différenciation des lymphocytes-T-CD4
L’'hématopoiese est un processus permettant le renouvellement des cellules sanguines, dont les
érythrocytes, les plaquettes, les cellules immunitaires innées (monocytes, cellules dendritiques), les
natural killer (NK) ainsi que les cellules lymphocytaires. Tous ces types cellulaires, ayant des fonctions
variées, sont différenciés a partir de la cellules souche hématopoiétique (CSH). La CSH a la propriété
de multipotence et d’auto renouvellement et est caractérisée par I'expression membranaire spécifique
d’une glycophosphoprotéine : CD34 (Berenson et al., 1988). La CSH CD34" est a |'origine des
progéniteurs granulocytaires-monocytaires et des progéniteurs bipotents mégacaryocytaires-
érythrocytaires. Lors de I’"hématopoiése, la CSH se différencie aussi en progéniteur lympho-granulo-
macrophgique, ce progéniteur exprime spécifiguement les récepteurs de surface CD34 et CD45RA. Ce
progéniteur CD34*CD45RA"* est a l'origine de la diversification primaire des lignages lymphoides,
monocytaire et dendritique aussi référencés comme la fraction de progéniteur lympho-mono-
dendritic (PLMD). Le progéniteur PLMD se différencie en deux sous-fractions: les précurseurs
monocytaires et dendritiques appelés (PMD) et les progéniteurs lymphomyéloides (PLM). La fraction
PLM a son tour se différencie en deux populations de progéniteurs lymphoides précoces (PLP) qui
expriment les récepteurs de surface CD45RA, CD10 et IL-7Ra (Haddad et al., 2004) . La lignée qui se
différencie a partir du progéniteur PMD ne sera pas a I'origine de la lignée lymphocytaire. Les deux
fractions PLP sont les précurseurs des lignées de lymphocyte-T, de lymphocyte natural killer et de

lymphocyte-B (Figure 10) (Haddad et al., 2004) (Hussen et al., 2018).
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Figure 10: Représentation simplifiée de I’"hématopoiese humaine de I'adulte a partir d’une cellule
souche hématopoiétique

Schéma simplifié de la différenciation d’une cellule souche hématopoiétique (CSH) en progéniteurs
lymphocytaire-mono-dendritique (PLMD), puis en progéniteurs mono-dendritique (PMD) et
lymphocytaire (PLM). Le progéniteur PMD se différencie en progéniteur erythro-mégakaryocytaire
(PEM) et en progéniteur granulo-monocytaire (PGM). Le progéniteur PEM est a l'origine des
érythrocytes et des plaquettes, le progéniteur PGM est a |’origine des monocytes/macrophages et des
neutrophiles. Le progéniteur lymphocytaire se différencie en deux types de progéniteurs
lymphocytaires précoces a l'origine des lymphocytes-T (LT) et lymphocytes-B (LB). Pour la
différenciation en lymphocytes-T et lymphocytes-B, il existe des progéniteurs intermédiaires (Pro, Pré)
Le progéniteur PLM est aussi a I'origine des lymphocytes natural killer (NK), adapté de (Larsson and
Karlsson, 2005).

c) Maturation des lymphocytes-T-CD4 dans les organes lymphoides primaires
Les précurseurs précoces de la lignée de lymphocytes-T et/ou leurs descendants (I'identité exacte de
la cellule est peu connue) vont étre capables de s’extraire de la moelle osseuse et de migrer vers
I'organe lymphoide primaire spécifique des lymphocytes-T : le thymus. Au cours de la maturation
progressive aussi appelée : ontogénie des lymphocytes-T, les cellules sont appelées des thymocytes et
n’expriment aucun des récepteurs lymphocytaires spécifiques (TCR-, CD3-, CD4-, CD8-). Les cellules
immatures thymocytes proliferent massivement et acquierent I'expression des récepteurs spécifiques
des lymphocytes : le TCR de type 1 ou TCR de type 2 et le CD3 dans le cortex du thymus. Une minorité
(20 %) des cellules vont exprimer a leur surface le TCR-1 (chaines y et §) associé au CD3, ce sont les

lymphocytes-T-y-8 (LT-y8). Une seconde partie des thymocytes (20 %) vont exprimer le TCR-2 (chaines
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a et B) associé au CD3 et se différencier en lymphocytes-T-natural killer (LT-NK). La majorité des cellules
(60 %) vont acquérir I'expression du TCR-2 associé aux récepteurs CD3, CD4 et CD8, les thymocytes
sont alors doubles positifs (CD4+CD8+). Ces thymocytes vont subir un autre élément de différenciation
et ne vont conserver I'expression que d’'un récepteur CD4 ou CDS, ils sont simples positif. Les TCR
reconnaissant sur les cellules présentatrices de I'antigéne (CPA) les CMH de classe 1 maintiennent
I’expression du récepteur CD8 et reconnaissant les CMH de classe 2 maintiennent le récepteur CD4
(Plum et al., 2000). Le choix du maintien de I'expression des récepteurs CD4 ou CD8 dépend du type
de CMH et de I'antigene reconnu par le récepteur TCR. La régulation de |’expression des récepteurs
CDA4 et CD8 dépend aussi de I'induction d’un programme génétique spécifique faisant intervenir les

genes CD4 et CD8 et les facteurs de transcriptions ThPOK, RUNX3, BCL11B, et GATA3 (Taniuchi, 2018).

A ce stade de la différenciation, les thymocytes simples positifs sont capables de reconnaitre les
peptides du non-soi et du soi présentés par la molécule du CMH des cellules présentatrices de
I’antigene. Dans le thymus, les cellules épithéliales du cortex ont la capacité de présenter des antigenes
par leur CMH. Les prochaines étapes de différenciation vont permettre de sélectionner dans un
premier temps uniquement les lymphocytes qui ont la capacité de reconnaitre un peptide présenté
par un CMH, c’est la sélection positive. La seconde sélection est une sélection négative et permet
I’élimination des lymphocytes-T dont le TCR interagit trop fortement avec des antigénes du soi. A
I'issue de cette derniére étape, 95 % des thymocytes meurent par apoptose et seulement 5 % des
lymphocytes-T-CD4 matures et naifs vont pouvoir atteindre les organes lymphoides secondaires : les
nceuds lymphatiques (NL), la rate et les tissus lymphoides associés aux muqueuses appelés plaques de
Peyer, les amygdales ainsi que les tissus lymphoides associés aux voies respiratoires (MALT). Pour
entrer dans les organes lymphoides secondaires, les lymphocytes-T-CD4 matures et naifs doivent
acquérir I'expression de récepteurs essentiels CCR7 et le CD62L (L-Selectin). Les ligands de ces deux
récepteurs sont respectivement les chimiokines CCL19/CCL21 et les motifs Lewis X sialylés des
glycoprotéines de I'endothélium qui sont exprimés a la surface des cellules endothéliales. L’interaction
entre CCR7 et CD62L et ses ligands favorise le processus d’enroulement et d’adhésion a I'endothélium

(Forster et al., 1999) (Cyster, 2000).

d) Activation et différenciation des lymphocytes-T-CD4 naifs en effecteur T-helper
différencié (Th)

Les lymphocytes-T-CD4 (LT-CD4) sortant du thymus sont naifs et seront activés en réponse a une

stimulation dans les organes lymphoides secondaires. Dans les organes lymphoides secondaires, apres

une interaction avec une cellule présentatrice de I'antigéne, les LT-CD4 activent leur récepteur TCR et

subissent une différenciation en effecteurs spécifiques différenciés : Thl, Th2, Th9, Th17, Th22, Treg,
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Tfh et CTL. Les LT-CD4 ont aussi la possibilité d’acquérir un état de mémoires immunitaire : effecteur

mémoire (EM), central mémoire (CM) et résident mémoire (RM).

(1) Activation des lymphocytes-T-CD4 naifs
L'activation des LT-CD4 naifs a lieu dans les organes lymphoides secondaires et dépend d’une
stimulation antigénique, c’est-a-dire une interaction entre les récepteurs TCR et CD3 du LT-CD4 et la
molécule CMH-II exprimée par une cellule présentatrice de I'antigene (CPA). L’activation majoritaire
est réalisée par une interaction du récepteur TCR avec une cellule dendritique, qui reconnait I'antigene
d’un pathogene via ses récepteurs spécifiques : les toll-like-recepteurs (TLR) et les NOD-récepteurs.
L'activation par une cellule dendritique, favorise |’activation du récepteur CD28 a la surface des LT-CD4
par les ligands CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2), exprimés a la surface des CPA. Le ligand CD40L exprimé a
la surface des LT-CD4 interagit avec le récepteur CD40 présent a la surface des CPA, il s’agit du
processus de co-stimulation (Figure 11). L’activation des LT-CD4 induit leur prolifération, donc leur
sortie de I’état de quiescence métabolique et leur différenciation en effecteurs Th (Luckheeram et al.,
2012) (Jenkins et al., 2001). Le processus de stimulation peut étre mimée en culture in vitro et vise a

stimuler le TCR et les récepteurs CD3 et CD28.

L’activation des LT-CD4 est caractérisée par l'acquisition de I'expression de molécules de surface
spécifiques telles que CD69 et CD25 (Werfel et al., 1997) (Shatrova et al., 2016), mais aussi a la perte
de molécule de surface telle que CD62L (L-Selectine) et CD127 qui correspond a la chaine a du
récepteur a I'IL-7. La régulation de I'expression de ces deux molécules de surface est détaillée dans la

partie 1i de ce chapitre.
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Figure 11 : Principales interactions entre le lymphocytes-T-CD4 et une cellule présentatrice de
I’antigéne aboutissant a I’activation des lymphocytes-T-CD4, par la stimulation des récepteurs TCR,
CD3 et CD28

Schéma représentant I'activation ou stimulation d’un lymphocyte-T-CD4 naif (LT-CD4) par une cellule
présentatrice de I'antigeéne (CPA) (cellule dendritique), par la stimulation des récepteurs TCR, CD3 et
CD28 interagissant respectivement avec I'antigene présenté par le CMH-Il et les ligands CD80 et CD86;
et par plusieurs signaux de co-stimulation. Parmi les principaux signaux de co-stimulation, il y a:
I'interaction entre le récepteur CD40 exprimé a la surface de la CPA et CD40L exprimé a la surface du
LT-CD4 naif, I'interaction entre ICOS exprimé a la surface du LT-CD4 naif et ICOSL exprimé par la CPA,
I'interaction entre OX40 exprimé a la surface du LT-CD4 naif et OX40L exprimé a la surface de la CPA,
I'interaction entre 4-1BB exprimé a la surface du LT-CD4 naif et le ligand 4-1BBL exprimé a la surface
de la CPA, l'interaction entre CD27 (récepteur) exprimé a la surface du LT-CD4 naif et CD70 (ligand)
exprimé a la surface de la CPA, I'interaction entre HVEM (récepteur) exprimé a la surface de la CPA et
LIGHT (ligand) exprimé a la surface du LT-CD4 naif, et l'interaction entre CD30 exprimé a la surface du
LT-CD4 naif et CD30L exprimé a la surface de la CPA. L’activation permet la différenciation et I'entrée
en prolifération des LT-CD4 naifs (Galaine et al., 2016).
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Suite a une activation du TCR des lymphocytes-T-CD4, a lieu le processus de différenciation, aussi
référencé comme polarisation. Il existe plusieurs types de différenciation en différents lignages
d’effecteurs différenciés (Th). Chaque lignage est spécifique et correspond a une production de
combinaison de cytokines spécifiques. Pour chaque lignage, la différenciation dépend d’un
environnement cytokinique précis et est extrémement régulée, notamment par des facteurs de
transcriptions. Dans le cadre du sujet de thése, vont étre abordés les effecteurs différenciés (et leurs
voies de différenciations respectives) présents dans la circulation sanguine. Les principaux référencés
dans la littérature sont les Thi, Th2, Th17, Th9, Th22, T-régulateur (Treg) et les effecteurs folliculaires
(Tfh).

(2) Différenciation, fonctions et identification des Th1
En 1993, les équipes de Murphy et al et O’Garra et al ont stimulées des LT-CD4 matures et naifs in
vitro avec des CPA présentant des antigénes de la bactérie Listeria monocytogenes (Hsieh et al., 1993).
Suite a cette stimulation, les cellules LT-CD4 ont été différenciées et produisent de I'IFN-y. La
nomenclature de cette cellule est Thl, pour lymphocyte-T-helper-1 (Hsieh et al., 1993). L’activation
des LT-CD4, dans un contexte cytokinique précis stimule I'expression génique des génes spécifiques de
la différenciation en Th1l. En effet, la stimulation du TCR dans un environnement cellulaire contenant
de I'lL-12 et de I'IFN-y va stimuler la transcription du facteur central de la différenciation en Thl : T-
BET. Deux voies de signalisations favorisent la transcription de T-BET, premiérement la voie de
signalisation ERK activée par le récepteur de EGR1 exprimé par les LT-CD4. Parallelement, L'IL-12 et
I'IFN-y de I'environnement cellulaire produits par les cellules dendritiques activent la transcription des
facteurs de transcriptions STAT1 et STAT4 qui activent a leur tour la transcription du facteur de
transcription T-BET. Les facteurs de transcription T-BET, STAT4 et STAT1 stimulent directement la
transcription des génes codant I'lFN-y, d’IL-2 et I'lL-12. Les facteurs STAT1 et STAT4 en stimulant la
transcription de T-BET sont a 'origine d’'une amplification ou rétrocontrole positif de la signalisation
IFN-y/IL-12. Le facteur de transcription T-BET stimule la transcription des génes codant pour IFN-y et
le récepteur a I'lL-12 (IL-12RP). Le récepteur a I'lL-12 entraine une voie de signalisation qui inhibe la
transcription des génes codant pour I'lL-4 spécifique de la différenciation Th2 et la transcription de
RORT-y essentiel a la différenciation en Th17. Cela renforce donc la différenciation vers le lignage Thl

(Zhu and Paul, 2008) (Luckheeram et al., 2012).

Fonctions cellulaires des Th1 :

Les Thl sont des acteurs de la réponse cellulaire et permettent I'élimination des pathogenes
intracellulaires tels que Salmonella typhimurium et Mycobacterium tuberculosis (Hohl, 2015). L'IFN-y

sécrété par les Th1l active les cellules polynucléaires phagocytaires (macrophages, cellules microgliales,
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cellules dendritiques). L'IL-2 stimule I'activité cytotoxique des lymphocytes-CD8 et des lymphocytes-
natural-killer. Les Thl régulent I'inflammation en réponse a une infection par allergéne (Cohn et al.,

2014).

Identification des Th1 :

En biologie, I'expression de récepteurs de surface est utilisée afin d’identifier, par la technique de
cryométrie en flux, les sous-populations lymphocytaires de LT-CD4. Les Thl sont caractérisés par
I’'expression de CXCR3 et CCR5 et par I'absence d’expression de CCR6 et CCR4. Des marquages
intracellulaires de cytokines spécifiques, nécessitant la fixation et la perméabilisation des cellules,
permettent aussi de caractériser les sous-populations lymphocytaires de LT-CD4. Ainsi les cellules
positives a un immunomarquage pour I'IFN-y et I'lL-2 sont identifiées comme Th1. Enfin, il est possible

d’identifier les Thl par I’expression transcriptionnelle de T-BET et STAT4 (Tableau 3).

(3) Différenciation, fonctions et identification des Th2
En 1986, les travaux de Mosmman et al, Coffman et al et Bottomly et al ont mis en lumiére une
premiere différenciation de LT-CD4 matures et naifs en culture in vitro (Mosmann et al., 1986)
(Bottomly, 1988). Ces travaux ont été confirmés en 1990 par les résultats de Le Gros et al et Swail et
al, qui démontrent que la stimulation antigénique en présence d’IL-4 conduit a une différenciation des
LT-CD4 associées a la production et la sécrétion d’IL-4. Leurs travaux ont démontré que cette
différenciation dépend de la présence d’IL-2 et de facteurs de transcription dans le milieu. Les LT-CD4
produisant de I'lL-4 ont comme nomenclature Th2 pour lymphocyte-T-helper-2 (Le Gros, 1990) (Swain
et al., 1990). En effet, la présence d’IL-2 et d’'IL-4 dans I’environnement cellulaire est propice a une
différenciation des LT-CD4 matures et naifs en Th2. L’IL-4 permet |’activation du facteur STAT6, celui-
ci recrute STAT3 et active le facteur clé de la différenciation GATA3. GATAS3 se fixe sur un locus du géne
codant I'lL-4. L’IL-2 permet I'activation du facteur STAT-5, qui se fixe sur un second locus du gene
codant I'lL-4. La fixation de GATA3 et de STATS sur le géne codant I'lL-4 stimule la transcription de
celui-ci. Le facteur GATAS3 actif recrute la protéine GFI-1 qui stimule la prolifération des Th2. Le facteur
GATAS3 réprime la différenciation vers le lignage Th1l en inhibant directement la transcription de T-BET
et STAT4, protéines centrales de la différenciation Th1 (Stark et al., 2019) (Luckheeram et al., 2012).
Une seconde voie de différenciation en Th2 est indépendante de la présence d’'IL-4 dans le milieu, en
effet les CPA sécretent de I'IL-6 qui active le facteur NFAT capable de stimuler la transcription du gene
codant I'lL-4. L’IL-6 en activant la protéine SOCS-1 réprime la différenciation Thl en inhibant STAT1
(Diehl and Rincén, 2002). Les Th2 sécretent principalement de I'lL4, mais aussi de I'IL-5, de I'lL-10 et de

I"IL-13.
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Fonctions cellulaires des Th2 :

Les Th2 ont un réle majeur dans I’élimination des pathogenes extracellulaires bactériens et parasitaires
et dans la stimulation de la réponse humorale médiée par les lymphocytes-B. L’IL-4 et I'IL-13 produits
par les Th2 régulent I'activation des lymphocytes-B stimulant ainsi la production d’anticorps et le
basculement « switch » d'immunoglobulines d’IgG1 vers IgE a la surface des lymphocytes-B. Les Th2
recrutent les éosinophiles et basophiles sur le site de I'inflammation (Xu et al., 2019). Les Th2 stimulent
la production de mucus par les cellules épithéliales. Une réponse excessive des Th2 est associée au

développement de pathologie dont les allergies et I'lasthme (Carty et al., 2018).

Identification des Th2 :

Les Th2 sont caractérisés par I'expression des récepteurs de surface CCR4 et CRTH2 et par 'absence
de CCR6 et CXCR3. Il est possible d’identifier par immunomarquage intracellulaire, les cellules
exprimant I'ensemble des cytokines de type Th2: IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13. Enfin, il est possible
d’identifier les Th2 par I’expression transcriptionnelle de GATA3 et STATS (Tableau 3).

(4) Différenciation, fonctions et identification des Th17
Les travaux de Stockinger et al et Weaver et al ont démontrés qu’une stimulation in vitro peut induire
une différenciation de LT-CD4 en type cellulaire qui n’exprime pas I'lL-4 et I'IFN-y, mais exprime I'lL-21
et I'lL-17. Ces cellules ont comme nomenclature Th17 pour lymphocyte-T-helper-17 (Bettelli et al.,
2006) (Weaver et al., 2007). La différenciation des Th17 est induite en 3 étapes faisant intervenir
différentes cytokines produites principalement par les CPA : IL-6, IL-21 et I'IL-23 et le TFG-B a faible
concentration. La premiére étape permet |'activation transcriptionnelle des genes codant I'lL-17A, I'IL-
17F, I'lL-21 et le récepteur a I'lL-23 (IL-23R). L'IL-6 et le TFG-B activent le facteur clé de la différenciation
en Th17 : ROR-y-t, qui active la transcription des genes codant I'lL-17A, I'lIL-17F, I'lL-21 et le récepteur
a I'lL-23 (IL-23R). L'IL-6, I'IL-21 active le facteur STAT3 qui active ROR-y-t, et module aussi directement
I’expression des genes cibles de ROR-y-t. Le facteur RUNX1 permet également I’activation de ROR-y-t.
La seconde étape de la différenciation correspond a la voie d’autoamplification médiée par I'activation
transcriptionnelle du géne codant I'lL-21. L’IL-21 interagit avec le TGFp et renforce la signalisation de
différenciation. Enfin, la derniére étape permet I’expansion et le maintien des cellules différenciées en
Th17, en réponse a I'lL-23 produit par les CPA. Le facteur AHR réprime |’expression des facteurs STAT1
et STAT5 ce qui bloque la différenciation en d’autres lignages Th (Schmitt and Ueno, 2015)

(Luckheeram et al., 2012).
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Fonctions cellulaires des Th17 :

Les Th1l7 participent a la réponse immunitaire contre les pathogénes extracellulaires de type
bactériens et fongiques. Les Th17 ont un réle dans le développement de pathologies auto-immunes
(arthrite rhumatoide, psoriasis, inflammation intestinale) et dans le développement de I'asthme. Les
cytokines produites par les Th17 stimulent le recrutement des neutrophiles sur le site d’inflammation.
L'IL-22 produit par les Th17 stimule la sécrétion de peptides antibactériens par les muqueuses. Enfin,
I'IL-21 produit par les Th17 stimule la différenciation des lymphocytes-B en plasmocytes et stimule

I'activation des lymphocytes-NK (Korn et al., 2009).

Identification des Th17 :

L’étude de I'expression des récepteurs de surface des Th17 est en constante évolution, a ce jour, il est
difficile de trouver un consensus parmi I'ensemble des études. Toutefois, il semble clair que les Th17
expriment le marqueur de surface CCR6 (Mousset et al., 2019). Certaines études associent |I'expression
du CCR6 au CCR4, au CXCR3 et a I'lL-23R. L'expression transcriptionnelle de ROR-y-t et du facteur STAT3
permet de caractériser les Th17. Enfin, il est possible de caractériser les Th17 par immunomarquage

intracellulaire des cytokines spécifiques : IL-17, IL-22 et I'IL-21 (Tableau 3).

Plasticité des Th17 :

En fonction de leur environnement cytokinique, les Th17 qui ne sont pas aussi stables que les Thl et
Th2 vont moduler leur fonction, c’est le processus de plasticité des Th17. Il existe plusieurs types de
plasticité des Th17, les mieux décrits sont Th1-Th17 et Treg-Th17. Ces populations sont caractérisées
par leur profil de sécrétion de cytokines qui differe de celui des Th17. En effet, les Th1-Th17 secrétent
de I'IFN-y. Ces cellules expriment les facteurs ROR-y-t et T-BET et se caractérisent par |’expression de
récepteurs de surface CCR6 et CD161. Un environnement cytokinique a forte concentration d’IL-6 et
de TGF-B stimule la plasticité Treg-Th17. Les Treg-Th17 sont caractérisés par I'expression de ROR-y-t
et FOXP3 et produisent de I'lL-17 bien que dotés des propriétés suppressives caractéristiques des Treg

(Guéry and Hugues, 2015).

(5) Différenciation, fonctions et identification des Th9
Une étude réalisée par Schmitt et al en 1994 avait déja mis en lumiére la production d’IL-9 par les LT-
CD4 en réponse a une stimulation in vitro. La production d’IL-9 dans leur étude est dépendante de I'IL-
2, du TGF-B et d’IL-4 (Schmitt et al., 1994). Toutefois, la caractérisation des Th9 qui produisent de I'IL-
9 a été réalisée en 2008. Un large panel de cytokines dont I'lFN-y, IL-1, IL-2, IL-4, IL-7, IL-21, IL-25 et le
TGF-B présents dans I'environnement activent une différenciation en Th9 (Veldhoen et al., 2008)

(Dardalhon et al., 2008). Ces cellules produisent de I'lL-9 et I'lL-10, dont la transcription du géne est
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activée par plusieurs facteurs. Les voies de signalisations de la différenciation en Th9 sont complexes,
car elles sont communes avec d’autres sous-populations effectrices Th. En effet, la littérature
référence des signalisations médiées par GATA3 et STAT6 communes a la signalisation Th2, par les
protéines de types SMAD communes a la signalisation Treg. Les facteurs IRF4, PU-1 et NFAT1, ayant un

role dans la différenciation Th1 et Th2, stimulent la transcription du gene IL-9 (Kaplan, 2017).

Fonctions cellulaires des Th9 :

Ces cellules sont décrites principalement dans un contexte pathologique de type allergies, auto-
immunes et de pathologies cancéreuses chez I'homme. Les cellules Th9 identifiées comme positives
au marquage IL-9 sont retrouvées dans le sang de patients allergiques. Dans ce contexte, les Th9
stimulent le recrutement des éosinophiles et des mastocytes, induisent la métaplasie des cellules en
gobelet de I'épithélium respiratoire et stimulent la production d’IgE par les plasmocytes. Dans un
contexte tumoral, les Th9 favorisent le recrutement des LT-CD8 ayant une activité cytotoxique (Kaplan,

2013).

Identification des Th9 :

Les Th9 sont identifiées par I'expression des récepteurs de surfaces CCR6, CCR3 et CXCR3 et par
I"absence des récepteurs CCR4 et CRTH2 spécifiques des Th2. Les cellules Th9 sont identifiées comme

les cellules positives a un immunomarquage intracellulaire de I'lL-9 (Tableau 3).

(6) Différenciation, fonctions et identification des Th22
La caractérisation de la population cellulaire Th22 est assez récente, I'article qui décrit cette population
a été publié en 2009 (Duhen et al., 2009). Cette population a d’abord été caractérisée par la production
d’IL-22, cependant les Th17 sont aussi capables de produire de I'lL-22. Ainsi, les Th22 sont caractérisés
par la production d’IL-22 et I'absence de production d’IL-17 et d’'IFN-y qui sont spécifiques des Th17 et
Thil. La différenciation des Th22 est régulée par T-BET (facteur régulant la différenciation Thl) et le

récepteur de I’Aryl hydrocarbone (AHR) (Gregor et al., 2017).

Fonctions cellulaires des Th22 :

Les Th22 sont trés présents dans I'épithélium de la peau et ont un réle majeur dans la réponse
antibactérienne et antifongique. Les Th22 favorisent la réparation des dommages aux barriéres
épithéliales, en stimulent la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales. Les Th22
favorisent la sécrétion de peptides antimicrobiens et de chimiokines dans I'environnement, ce qui

stimulent le recrutement d’autre lymphocytes T effecteurs (Gregor et al., 2017).

Identification des Th22 :
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Les Th22 sont caractérisés par I'expression des récepteurs de surface CCR4, CCR10, CCR6, CXCR6, CCR2
et CCR5. Les cellules Th22 sont identifiées comme les cellules positives a un immunomarquage

intracellulaire de I'lL-22 et négatives a un immunomarquage de I'lL-17 (Plank et al., 2017) (Tableau 3).

(7) Différenciation, fonctions et identification des Treg
Les travaux de Weiner et al en 1994 ont démontrés une nouvelle voie de différenciation de LT-CD4
associée a la production de TGF-B. Cette population a été dans un premier temps nommeée Th3 (Chen
et al., 1994). La nomenclature Th3 a évolué vers T-reg pour lymphocyte-T-régulateur expliqué par la
fonction immunorégulatrice de ces cellules. Il existe deux populations de Treg, les natural-Treg (n-Treg)
dont la différenciation a lieu dans le thymus, ainsi les n-Treg possédent toutes les caractéristiques de
Treg, a savoir I'expression transcriptionnelle de Foxp3 et I’expression de la chaine a du récepteur a I'IL-
2 (CD25), en restant sous état naif. La survie des n-Treg dépend de la présence d’IL-2. Le processus de
différenciation aprés une stimulation de LT-CD4 matures et naifs aboutit au Treg-induit (i-Treg). Les n-
Treg se différencient des i-Treg par I'expression de la protéine Neuropiline-1 (NRP-1). La différenciation
en i-Treg est induite par I'lL-2 et le TGF-B présents dans I’environnement cellulaire. Le TGF-B active par
phosphorylation les facteurs de transcriptions SMAD2 et SMAD3 qui activent a leur tour la
transcription du facteur clé de la différenciation i-Treg : FOXP3. SMAD3 réprime la signalisation de
différenciation en Th17 en inhibant la transcription du facteur ROR-y-t. I'lL-2 active le facteur STAT5

qui a son tour stimule la transcription du gene codant FOXP3 (Koizumi and Ishikawa, 2019).

Fonctions cellulaires des Treq :

Les cellules Treg sont nommées a partir de leur fonction majeure, a savoir une fonction
immunosuppressive sur les autres populations de LT-CD4 effectrices et sur les LT-CD8. Les Treg
inhibent l'activation des LT-CD4 naifs en bloquant la présentation d’antigénes par les cellules
présentatrices de I'antigéne. Les Treg capturent I'lL-2 essentiel a la survie et a la différenciation des
autres populations d’effecteurs, présent dans le milieu et par compétition, privent les autres sous-
populations d’effecteurs différenciés Th (Josefowicz et al., 2012). Les Treg produisent des cytokines
anti-inflammatoires immunosuppressives d’IL-10, I'lL-35 et le TGF-B. L'IL-35 produit par les Tregs
déclenche I'arrét du cycle cellulaire et inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires des autres
populations d’effecteurs différenciés Th. Les Tregs produisent la Galectine-1 (GAL-1) qui induit
I"apoptose des cellules exprimant les récepteurs de surfaces CD45, CD43 et CD7. Les Tregs ont la
capacité d’induire I'apoptose des sous-populations d’effecteurs différenciés Th en activant le facteur
pro-apoptotique BIM. Enfin les Treg régulent et inhibent la prolifération des autres effecteurs

différenciés Th en produisant de I'adénosine monophosphate cyclique (AMP) (Siri et al., 2012).
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Identification des Treq :

Les Treg sont caractérisés par I'expression du récepteur de surface CD25, I'absence d’expression du
récepteur de surface CD127. L'expression spécifique du facteur de transcription FOXP3 est utilisée afin
d’identifier et de marquer les Tregs par la technique d'immunomarquage intracellulaire. Enfin,
I’expression de la protéine de surface NRP-1 permet de discriminer entre n-Treg et i-Treg (Siri et al.,

2012) (Tableau 3).
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Figure 12 : Différenciation des principaux effecteurs T-helper différenciés (Th) de lymphocytes-T-CD4
circulants

Schéma des types de différenciations d’'un lymphocytes-T-CD4 (LT-CD4) naif en effecteurs de type T-
helper (Th) Th9, Th22, Thl, Th2, Thl7 et Treg. Chaque voie de différenciation dépend d’un
environnement cytokinique (signal d’induction) spécifique qui figure sur le schéma. Ainsi, la
différenciation en Th9 dépend de I'lIFN-y, de I'lL-1, de I'll-2, de I'lL-4, de I'IL-7, de I'l-21, de I'IL-25 et du
TGF-B, la différenciation en Th1l dépend de I'lL-12 et de I'IFN-y, la différenciation en Th2 dépend de
I'IL-4, la différenciation en Th17 dépend de I'IL-6 et du TGF-B et la différenciation en Treg dépend du
TGF-B. Chaque voie de différenciation fait intervenir des facteurs de transcription spécifiques. Ainsi, la
différenciation en Th9 nécessite I'action des facteurs de transcriptions PU-1 et IRF4, la différenciation
en Th22 des facteurs de transcriptions T-Bet et AHR, la différenciation en Thl des facteurs de
transcriptions T-Bet et STAT4, la différenciation en Th2 des facteurs de transcriptions GATA3 et STATS,
la différenciation en Th17 des facteurs de transcriptions RORyt et STAT3 et la différenciation en Treg
du facteur de transcription FOXP3. Chaques effecteurs différenciés Th produit des cytokines
spécifiques qui figures sur le schéma respectivement a c6té de chaque effecteur différencié Th adapté
de (Boschetti et al., 2012).
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(8) Différenciation, fonctions et identification des lymphocytes-T-CD4 a activité
cytotoxique (CTL)

Dans les années 2000, une population de LT-CD4 possédant les mémes caractéristiques cytotoxiques
que les LT-CD8 a été décrite. Elle a été nommeée LT-CD4 cytotoxique (CTL) en référence a ses fonctions.
Cette population sécréte des granules cytotoxiques contenant les protéines de type granzyme-B et
perforine qui lors du processus de dégranulation induisent la destruction de la cellule cible. Les LT-
CD4-CTL produisent et sécretent des cytokines de type Thl (IFN-y, IL-2) et du TFN-a (Appay et al.,
2002). Ces cellules ont été décrites dans des contextes d’infections virales in-vivo (CMV, HIV, Influenza,
hépatite) (Aslan et al., 2006) (Zaunders et al., 2004) (van Leeuwen et al., 2004), de maladies auto-
immunes (Thewissen et al., 2007), participent a la réponse anti-tumorale et sont retrouvées en nombre
plus important chez les personnes trés agées (Hashimoto et al., 2019). Il est possible d’obtenir des LT-
CDA4-CTL en culture in vitro en réponse a une stimulation avec un antigéne de maniére prolongée

(Fleischer, 1984).

Les LT-CD4-CTL se différencient a partir de LT-CD4 matures et naifs et de tout type d’effecteurs
différenciés Th. Majoritairement, les LT-CD4-CTL différencient a partir de I'effecteur Thl. La
différenciation en effecteur CTL est régulée par deux facteurs de transcription clé T-BET et EOMES, qui
stimulent la transcription des génes codants les protéines de type granzymes-B et perforines (Glimcher
et al., 2004). Certaines études indiquent qu’il est possible que certaines cellules acquiérent
progressivement une activité cytotoxique apres plusieurs différenciations. Ainsi, la nomenclature CTL
ne représenterait pas une population uniforme, mais plutdt I'acquisition d’une fonction cellulaire

supplémentaire (Takeuchi and Saito, 2017).

Identification des LT-CD4-CTL :

De la méme maniére que les autres effecteurs différenciés Th lymphocytaires, les LT-CD4-CTL sont
caractérisés par l'expression de récepteurs de surfaces. Ces récepteurs sont communs avec ceux
exprimés a la surface des lymphocytes NK et LT-CD8 et sont corrélés a la fonction cytotoxique.
L’expression membranaire des récepteurs NKG2A et NKG2D et des glycoprotéines LAMP1 et LAMP2
sont exprimés a la surface des CTL et sont corrélés au processus de dé-granulation (Lanier, 2008)
(Graham et al., 2007). L'expression du récepteur CRTAM exprimé par les LT-CD4-CTL est corrélée aux
premieres étapes de la différenciation (Arase et al., 2005). Les cellules LT-CD4-CTL expriment la
molécule de surface CD57 et il est possible qu’elles perdent I'expression progressivement des

récepteurs CD27 et CD28 (Phetsouphanh et al., 2019) (Casazza et al., 2006) (Tableau 3).

79



(9) Différenciation, fonction et identification des Tfh
Les lymphocytes-effecteurs-folliculaires (Tfh) sont des effecteurs qui se différencient a partir
des cellules LT-CD4 maures et naifs. Les Tfh ont la spécificité d’étre présents uniquement dans
les organes folliculaires, ces cellules stimulent le développement et la réponse cellulaire des
lymphocytes-B. La différenciation en Tfh est induite par la présence d’IL-12, d’IL-23 et de TFG-
B et est régulée par les facteurs de transcription BCL6, ASCL2, C-MAF et BATF. Les Tfh sont
caractérisés par I'expression du récepteur de surface CXCR5 qui est essentiel a leur migration

jusqu’aux organes folliculaires, et du récepteur CXCR4 essentiel a leur localisation dans les

« zones sombres » des organes folliculaires.

Th2 Thil- Treg- Th9
Th17 Th17
Signaux IL-12 IL-2 IL-6 IL-6 IFN-y TGF-B IL-12
d’induction IFN-y IL-4 IL-21 TGF-B IL-11L-2 IL-2 IL-23
IL-2 IL-23 IL-4 TGF-B
TGF-B IL-7 IL-
211L-25
TGF-B
Facteur de T-BET GATA3 ROR-y- ROR-y-t ROR- GATA3 T-BET FOXP2 BCL6
transcription STAT1 STATS t T-BET y-t STAT6 AHR NEUROPILINEL ASCL2
STAT4 STAT6 STAT3 FOXP IRF4 SMAD2 C-MAF
STAT3 RUNX1 3 PU-1 SMAD3 BATF
SMADs STATS
Récepteurs CXCR3 CCR4 CCR6 CCR6 CCR6 CCR4 CD25 NKG2A CXCR5
de surface CCR5 CRTH2 CCR4? CXCR3? CXCR3 CCR10 CD127 NKG2D CXCR4
CCR6 CCR6 CXCR3 CD161 CCR3 CCR6 CD57
CCR4 CXCR3 ? CCR4 CXCR6 LAMP
IL23R CRTH2 CCR2
CCR5
Sécrétome IFN-y IL-4 IL-17 IFN-y IL-7 IL-9 IL-22 IL-10 Granzyme
IL-2 IL-5 IL-22 IL-10 IL-17 IL-32 Perforine
IL-12 IL-10 IL-21 TGF-B
IL-13

Tableau 3 : Récapitulatif de la caractérisation des lymphocytes-T-CD4 effecteurs différenciés Th
circulants

Résumé de la caractérisation des effecteurs de lymphocytes-T-CD4 (LT-CD4) de type T-helper (Th):
Thl, Th2, Th17, Th1-Th17, Th17-Treg, Th9, Th22, Treg, CTL et Tfh ; incluant les signaux d’induction de
la différenciation, les facteurs de transcription exprimés, les récepteurs de surface exprimés et les
molécules sécrétées. Parmi les récepteurs de surface, sont notifiés en rouge les récepteurs de surface
qui ne sont pas exprimés dans I'effecteur Th, adapté (Stadhouders et al., 2018).
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e) Fonctions des effecteurs différenciés T-helper de lymphocytes-T-CD4 dans le
microenvironnement tumoral

Au sein de la tumeur coexistent différents types d’effecteurs différenciés de lymphocytes-T-CD4 (LT-
CD4) qui par leur sécérétomes influencent les actions cellulaires des cellules immunitaires. Les
lympocytes-T-CD4 (LT-CD4) reconnaissent les antigénes présentés par la molécule CMH-Il et sont aussi
référencés comme T-heper (traduit comme lymphocytes-T-aidant) n’ont pas d’actions cellulaires
ciblant directement les cellules tumorales, a I’exception des lymphocytes-T-CD4 a activité cytotoxique
(LT-CD4-CTL). Apres la maturation et I'activation des LT-CD4, les cellules se différencient en effecteurs
spécifiques dont la fonction principale et la production de cytokines. Ces cytokines modulent
I’environnement cellulaire, dont les actions cellulaires des LT-CD8 cytotoxiques. La compréhension du
role des effecteurs de type Th est complexe, ainsi sera détaillé le role des principaux effecteurs
tumoraux : T-régulateur (Treg), T-helperl (Th1), T-helper2 (Th2) et T-helperl7 (Th17). Des expériences
de déplétion des Treg CD4+CD25+ chez la souris ont démontré la fonction immunosuppressive des
Treg sur les autres types de lymphocytes (Shmizuji et al), médiée principalement par la sécrétion de
TGF-beta, d’'IL-10 et d’IL-35 et inhibe donc la fonction cytotoxique anti-tumorale des LT-CDS8, en
inhibant la production des granzymes, perforines, des ligands pro-apoptotiques de type FAS et de I'IFN-

gamma (Maj et al., 2017).

Les Thl produisent et sécrétent de I'IFN-gamma qui est une cytokine principalement anti-tumorale.
L'IFN-gamma stimule I'activation des cellules a activité cytotoxique LT-CD8 et des NK, favorise la
présentation d’antigeénes tumoraux en augmentant I'expression de la molécule CMH par les cellules
dendritiques, stimule la différenciation en macrophage anti-tumoral M1 et inhibe [I'action
immunosuppressive médiée par les Treg. L'INF-gamma participe a I'échappement des systémes
d’'immunosurveillance en favorisant I'expression de PD-1 dans les cellules tumorales (Castro et al.,
2018). Les Th17 produisent de I'lL-17 qui en fonction des types de tumeurs et du type d’étude est décrit
comme ayant des fonctions anti-tumorales et pro-tumorales. La présence d’IL-17 est associée a
I"augmentation d’inflammation dans I'environnement tumoral, stimule I'angiogenése qui est en faveur
de la survie des cellules, mais I'lL-17 stimule aussi I'activation des cellules anti-tumorale a activité
cytotoxique LT-CD8 et NK (Qian et al., 2017). Appréhender la fonction des Th2 semble aussi complexe
que celle des Th17, en effet I'action de I'lL-4 produite par les Th2 a des actions pro et anti-tumorales.
L’IL-4 favorise la croissance tumorale et I'angiogenése, ce qui est en faveur du développement de la
tumeur. Toutefois, I'lL-4 permet le recrutement au sein de I'environnement tumoral de cellules anti-
tumorale telles que les éosinophiles et les macrophages, et est capable d’activer la mort cellulaire par
nécrose des cellules tumorales, ce qui est en défaveur du développement de la tumeur (Ellyard et al.,
2007). Les Th9 font partie des plus récents types de Th décrits dans I'environnement tumoral, leur
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fonction dépend du type de cancer. En effet, les Th9 et plus précisément les cytokines IL-9 et IL-10
produites par les Th9 sont associées a une réponse pro-tumorale dans un contexte de cancer
hématologique et sont associées a un rdle anti-tumoral dans un contexte de cancer solide tel que :
mélanome, poumons, colon et le sein (Zheng and Lu, 2020). L’action anti-tumorale de I'lIL-9 peut étre
indirecte et est médiée d’une part, par la stimulation de I'expression des molécules de CMH-I par les
cellules dendritiques favorisant I'activation des cellules cytotoxiques, dont les LT-CD8 par les cellules
dendritiques (Dabadghao et al., 1998). D’autre part par I’activation et le recrutement des mastocytes
sur le site de la tumeur inhibant la croissance tumorale (Stassen et al., 2000). L’IL-9 a une action anti-
tumorale directe, en stimulant la voie apoptotique extrinseque dans les cellules tumorales (Fang et al.,

2015).

Les études de I'action cellulaire directe ciblant les cellules tumorales, se sont concentrées sur les LT-
CD8 cytotoxiques, puis il a été mis en lumiére que les LT-CD4 sont capables d’acquérir des fonctions
cytotoxiques et lytiques. Ces cellules expriment un récepteur CD4 et les mémes récepteurs de surface
que les LT-CDS8 cytotoxiques et les LT-NK (NKG2A, NKG2D) et sont capables d’induire la mort cellulaire
apres l'exocytose des granules contenant des granzymes (Cheroutre and Husain, 2013). Dans un
modeéle expérimental de mélanome murin, il a été démontré que la différenciation de toutes les
cellules CD4+ en LT-CD4 cytotoxique permet d’éradiquer la tumeur chez la souris. La méme étude
démontre qu’il existe une synergie dans I'action anti-tumoral des LT-CD4 et LT-CD8 cytotoxiques
(Thiault et al., 2020). L’action des LT-CD4 anti-tumorale a aussi été décrite apres différenciation in vitro
dans un modeéle de mélanome murin (Quezada et al., 2010). Les principaux réles des LT-CD4 effecteurs

différenciés Th sur les cellules cancéreuses sont schématisés en Figure 13.

La compréhension de I'impact des cytokines produites par les différents effecteurs de LT-CD4 (Th) et
I’action cytotoxique des LT-CD4 pourrait favoriser I'émergence de stratégies thérapeutiques visant a
inhiber le développement tumoral et a potentialiser I'activation des lymphocytes-T-CD8 et T-CD4
cytotoxique en combinaison des traitements d’immunothérapie de radiothérapie pour stimuler les

signalisations anti-tumorales.
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Figure 13 : Principaux roles des effecteurs différenciés Thl, Th2, Th17, Th9, CTL et Treg au sein du
microenvironnement tumoral

Schéma résumant les effets des lymphocytes-T-CD4 effecteurs différenciés Th infiltrant la tumeur et
des cytokines sécrétées sur le développement tumoral. Les Treg ont une fonction pro-tumorale car elle
inhibe I'ensemble des autres effecteurs Th et les lymphocytes-T-CD8 cytotoxiques. Les Thl qui
produisent de I'IFN-y et les CTL ont un réle anti-tumorale. Les Th1 favorisent l'inhibition du processus
d’angiogenése tumorale et favorisent le recrutement des cellules présentatrices de I'antigéne (CPA) et
donc l'activation des lymphocytes-T-CD8 (LT-CD8) et les lymphocytes-T natural killer (NK) qui
possedent une activité cytotoxique. Les effecteurs lyphocytes-TCD4 a activité lytique (CTL) ont une
action cytotoxique directe sur les cellules tumorales. Les Th2, Th17 et Th9, ont une fonction anti- et
pro tumorale, qui dépend du contexte cytokinique. L'IL-5 produit par les Th2 a une action pro-
tumorale, mais les Th2 stimulent le recrutement des esosinophiles qui sont anti-tumorales. Les Th17
favorisent le processus d’angiogenése tumorale. Les Th9 ont une action anti-tumorale en stimulant
I'activation des LT-CD8 a activité cytotoxique. Les Tregs ont une action pro-tumorale médiée par le
TGF-B et en favorisant I'anergie des lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs), adapté de (Kim and Cantor,
2014)

f) Ontogénie et caractéristiques des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires
La mémoire immunitaire agit suivant un ensemble de différenciations cellulaires qui permettent la
protection contre les pathogénes a long terme, elle est basée sur le souvenir d’une premiére et
précédente exposition a un pathogene. Les acteurs de la mémoire immunitaire sont les lymphocytes
mémoires, dans le cas les LT-CD4, il en existe trois sous-types possédant des caractéristiques
spécifiques : LT-CD4 effecteurs mémoires (EM), les LT-CD4 centrales mémoires (CM) et les LT-CD4
mémoires résidents (RM) (Nguyen et al., 2019). Dans cette partie, I'origine des cellules mémoires, les

propriétés des cellules mémoires et leurs fonctions seront passées en revue.
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(1) Caractéristiques et fonctions des lymphocytes-T-CD4 mémoires
Toutes les cellules mémoires ont des propriétés communes, notamment d'avoir subi une premiere
activation de leur TCR. La seconde stimulation du TCR permet aux cellules mémoires d’avoir une
réponse plus forte face a I'infection (vitesse, intensité, qualité de la réponse). Enfin, elles expriment
des récepteurs de surfaces permettant la migration vers les organes lymphoides et tissus non-

lymphoides (Soon et al., 2019).

Les trois types de cellules mémoires se différencient par leurs caractéristiques et leurs propriétés de
migration. Les cellules central mémoire (CM) circulent entre le sang et les organes lymphoides
secondaires, c’est une population cellulaire homogéne qui prolifere et se différencie en réponse a une
stimulation antigénique. Les cellules CM ont peu de fonctions immunologiques, elles représentent la
mémoire dite réactive. Les cellules effecteur mémoire (EM) circulent du sang jusqu’au site d’infections
dans les organes non-lymphoides, ou elles proliferent et produisent des cytokines en réponse a la
stimulation de maniere rapide et robuste. Les cellules EM conservent leur état et leur fonction
d’effecteur Th (Sallusto et al., 2004). Les cellules EM font partie de la réponse protectrice immunitaire.
Les cellules résident mémoire (RM) ont comme spécificité d’étre présentes dans les tissus non-
lymphoides et n’ont pas la possibilité de circuler par le sang ou la lymphe. Cela confére aux cellules RM
une position stratégique car elles ont une action rapide sur le site de I'infection ou elles stimulent le
recrutement des autres cellules mémoires et les LT-CD8 en produisant des chimiokines
attractantes dont CXCL10 et CXCL9. Elles sont caractérisées par |'expression des récepteurs de surfaces
CD44, CD11A et CD69 et par I'absence d’expression du récepteur CD62L. En fonction du tissu ou
résident les cellules RM, d’autres récepteurs de surface sont ajoutés au panel d’expression dont CXCR3,

CCR5, CCR2 et CCR7 (Gregor et al., 2017) (Lanzavecchia and Sallusto, 2000).

(2) Ontogénie des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires et centrales mémoires
Les processus cellulaires aboutissant aux cellules mémoires sont mieux décrits pour les lymphocytes-
B et lymphocytes-T-CD8. La compréhension de I'acquisition de la fonction mémoire des LT-CD4 est

complexe et cela est d{ a plusieurs propriétés des LT-CD4 :

e les LT-CD4 se différencient en plusieurs sous-types effecteurs Th, ce qui rend difficile la
recherche d’un progéniteur mémoire commun.

e Les LT-CD4 proliféerent moins que les LT-CDS.

e Les LT-CD4 mémoires sont instables, ce qui rend leur étude difficile.

e Les LT-CD4 mémoires subissent le processus de plasticité cellulaire, ce qui rend difficile le

tracage « tracking » des cellules.
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Deux modeles sont envisagés dans 'acquisition de la mémoire des LT-CD4. Lors d’une premiere
infection, les LT-CD4 matures et naifs sont activés par leur récepteur TCR et se différencient en
effecteur puis une fois l'infection terminée, les effecteurs différenciés Th meurent par apoptose lors
de la phase de contraction. Une petite proportion de cellules survie a la phase de contraction, il s’agit

des cellules qui acquerront la caractéristique de mémoire (Zhang et al., 2007).

o Le premier modele linéaire est basé sur I'identification d’une cellule progénitrice commune
(PM) a tous les LT-CD4, indépendamment de leur type d’effecteur.
e Lesecond modele linéaire repose, sur I'existence d’une cellule progénitrice commune par type
d’effecteur différencié Th, ainsi chaque progéniteur conserve les caractéristiques spécifiques
a son effecteur différencié Th. Ainsi les cellules mémoires conservant leur empreinte cellulaire
sont aussi nommeées pré-effecteur différencié (pré-Th) (Figure 14).
Des études sur le destin cellulaire des LT-CD4 effecteurs différenciés (Th) ont été réalisées afin de
comprendre les mécanismes de différenciation en cellules EM et CM. Les travaux de Harrisson et al
démontrent qu’apres-stimulation, les Thl activés lors de la stimulation ont la capacité d’opter pour
destin cellulaire effecteur mémoire. Ces résultats sont confirmés par les travaux de Marshall et all, et
précisés, car I'étude de Marshall et all démontre que les LT-CD4 effecteurs folliculaires Tfh peuvent
acquérir un destin cellulaire mémoire de type EM et CM (Marshall et al., 2011). Les résultats de Pepper
et al démontrent qu’apres stimulation, les LT-CD4 exprimant les récepteurs de surfaces CCR7 et CXCR5
sont les cellules qui deviennent centrales mémoires (Pepper et al., 2011). Enfin I'étude de Tubo et al
est la plus citée dans la recherche des mécanismes de différenciation en EM et CM, car elle démontre
que toute cellule LT-CD4 apreés stimulation peut devenir une cellule mémoire, que les effecteurs Th
conservent leur identité de Th en devenant des cellules EM, et que les cellules exprimant le récepteur
de surface CXCR5, mais n’exprimant pas PD1, s’orienteraient vers un état CM (Tubo et al., 2013). Ainsi,
I’ensemble de ces études tend a démontrer que le modele d’un progéniteur commun a toutes les

cellules mémoires n’est pas réaliste.
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Figure 14 : Principaux modeéles de différenciation des lymphocytes-T-CD4 en effecteur mémoire (EM)
et centrale mémoire (CM), aprés une premiere activation

Schéma des étapes de la différenciation d’une cellule lymphocyte-T-CD4 naive en effecteur mémoire
(EM) et centrale mémoire (CM). Le LT-CD4 subit une premiére activation par interaction avec une
cellule présentatrice de lI'antigene (CPA), puis peut se différencier en effecteur T-helper (Th).
L’hypothese principale pour expliquer I'acquisition de la mémoire immunitaire, et donc de devenir un
effecteur mémoire repose sur le fait que ce sont les effecteurs différenciés Th qui acquiéeren, lors d’une
seconde activation, la possibilité de devenir un effecteur mémoire (EM). Ainsi, chaque type
d’effecteurs différenciés (Th) conserve son état de différenciation et sa fonction en devenant effecteur
mémoire. Cette hypothése va a I'encontre de I'existence d’une cellule progénitrice effecteur mémoire.
La pricnipale hypothése pour expliquer un destin cellulaire de central mémoire (CM), repose sur le fait
que lors de la seconde activation, seuls les effecteurs folliculaires (Th) seraient a I'origine des cellules
CM (Soon et al., 2019).

Réqulation de la différenciation en lymphocytes-T-CD4 effecteur mémoire et central mémoire

La nature de l'interaction et sa durée entre le récepteur TCR du LT-CD4 et le CMH-II des cellules
présentatrices de I'antigene (CPA), qui sont a I'origine de I'activation des LT-CD4 naifs, ont un impact
sur la différenciation en effecteur Th et en effecteur Th EM a plus long terme. Les récepteurs induit
par une co-stimulation par un lymphocyte-B impact aussi le destin du LT-CD4 mémoires. Une
interaction prolongée favorise une différenciation en Th1-EM. La cytokine IL-2 et la chaine a de son
récepteur (CD25) qui ont déja un role majeur dans la différenciation en effecteur sont de nouveau
importantes dans la différenciation en EM (Snook et al., 2018). L’expression des récepteurs de surfaces
CD27 et CD70 est aussi nécessaire a I'acquisition de I'état effecteur mémoire (McKinstry et al., 2014).
Concernant I'activation de la mémoire de type centrale mémoire, une étude démontre qu’elle dépend

de I'activité d’activateurs transcriptionnels dont OCA-B (Shakya et al., 2015).
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(3) Caractérisation des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires et centrales
mémoires

Les lymphocytes-T-CD4 naifs, CM et EM n’expriment pas les mémes récepteurs membranaires.
L'expression de ces récepteurs est certainement associée au processus de différenciation (CM et EM)
et a leurs fonctions. La combinaison d’expression ou d’absence de ces récepteurs permet
I'identification des cellules CM et EM. La molécule de surface CD45 est une glycoprotéine qui possede
un domaine tyrosine phosphatase. Il existe plusieurs isoformes de CD45 dont : CD45RA et CD45RO.
L'isoforme CD45RA est exprimé a la surface des LT-CD4 naifs, il a été démontré que les LT-CD4 naifs
qui répondent a une stimulation in vitro avec de la PHA expriment CD45RA, mais pas l'isoforme
CD45R0. L'isoforme CD45RO est exprimée a la surface des LT-CD4 mémoires CM et EM. Il a été
démontré que CD45R0 est exprimé a la surface de LT-CD4 qui répondent a une stimulation par « rappel

d’antigéne » (LaSalle and Hafler, 1991) (Mackay et al., 1990).

La glycoprotéine CD62L (L-Selectine) est de la famille des séléctines qui reconnait des ligands exprimés
par les cellules endothéliales des veinules a endothélium épais (motifs Lewis X sur les glycoprotéines
de I'endothélium). L’interaction entre CD62L et ses ligands favorise I'adhésion des LT-CD4 a
I’endothélium. L’adhésion est fondamentale a I'entrée des LT-CD4 dans les organes lymphoides
secondaires (Cyster, 2000). Ainsi, CD62L est exprimée a la surface des LT-CD4 naif et CM (Picker et al.,
1993).

Une seconde molécule est fondamentale au processus d’entrée dans les organes lymphoides
secondaires, c’est le récepteur couplé aux protéines G CCR7. Les ligands de CCR7 sont les chimiokines
CCL19 et CCL21. CCL19 et CCL21 sont présents au niveau de a I'endothélium des veinules a
endothélium épais, des cellules parenchymateuses dans les zones T des ganglions lymphatiques, des
cellules endothéliales aux ouvertures des vaisseaux lymphatiques dans les tissus périphériques et au
niveau des cellules endothéliales aux ouvertures des vaisseaux lymphatiques dans les tissus
périphériques (Gunn et al., 1998). L'interaction entre CCR7 et ses ligands est essentiel au processus
d’enroulement a I'endothélium des veinules a endothélium épais (Forster et al., 1999). L'expression
du récepteur de surface CCR7 est fondamentale pour différencier les LT-CD4 centrale mémoire des LT-
CD4 effecteur mémoire. Les cellules CCR7+ sont centrales mémoires, elles migrent vers les ganglions
lymphatiques et n'ont pas de fonction effectrice immédiate, mais elles stimulent efficacement les
cellules dendritiques (Sallusto et al., 1999). Ainsi, les cellules CM expriment aussi a leur surface CCR7,
CD45R0O, CD62L et CXCR5 de fagon non spécifique, car CXCR5 est aussi exprimée a la surface des

effecteurs folliculaires. Les CM sont aussi caractérisés par I'absence d’expression de PD1.

87



Les cellules EM sont donc caractérisées par I'absence d’expression des récepteurs de surfaces CD45RA,
CD62L, CCR7, CXCR5 et de PD1. Les cellules EM expriment a leur surface le récepteur de surface
CD45RO0 (Sallusto et al., 2004). En Figure 15 est résumé les principales molécules exprimées a la surface
des LT-CD4 permettant d’identifier les LT-CD4 naif, central mémoire et effecteur mémoire. Les LT-CD4
EM et CM peuvent exprimer des récepteurs de surfaces spécifiques aux effecteurs différenciés Th.
Ainsi, des lymphocytes EM et CM exprimant a leur surface CXCR3 a leur surface sont des Th1-EM/CM
et exprimant CCR4 des Th2-EM/CM (Rivino et al., 2004) (Song et al., 2005). Il est donc possible de
caractériser et d’identifier les lymphocytes-T-CD4 par le pattern d’expression de molécules de surface

spécifique de leur état mémoire et de leur différenciation en effecteurs Th.

TCM

CD4SRO - + +
CD45RA + - .
CCR7 . + -
CD62L + +

CD27 + + +/-
CD28 + + +/-
CD31 +/- - -
CD95 - + +
CD49d - +/- +
CXCR3 - + +
CD11a - + +
CD122 - + +/-
CD127 + + -

Figure 15 : Caractérisation phénotypique des lymphocytes-T-CD4 naif et mémoires : effecteur
mémoire (EM) et central mémoire (CM)

Résumé des principales molécules de surface CD45RO, CD45RA, CCR7, CD62L, CD27, CD28, CD31,
CD95, CD49d, CXCR3, CD11a, CD122 et CD127 exprimée (+) ou non (-) a la surface des LT-CD4 naif (TN),
central mémoire (CM) et effecteur mémoire (EM), adapté de (Caccamo et al., 2018).
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g) Métabolisme et épigénétique associés a la quiescence des lymphocytes-T-CD4
L'activité métabolique des cellules mémoires est spécifique et permet le maintien de |'état de
qguiescence. Les cellules mémoires CM et EM utilisent spécifiquement la phosphorylation oxydative
mitochondriale et I’ATP comme source d’énergie. Les cellules EM utilisent la glycolyse en anaérobie
comme source énergétique (Chapman et al., 2020). Les cellules mémoires (EM et CM) ont comme
caractéristique la quiescence cellulaire, définie par une inactivité fonctionnelle, transcriptionnelle et
métabolique. Un changement du statut épigénétique permet de verrouiller I'expression des genes
impliqués dans I’activation, la prolifération et dans la différenciation en effecteurs différenciés Th. Ces
modifications épigénétiques incluent la méthylation de promoteur, la modification d’histones, la
régulation par des mi-RNA (Youngblood et al., 2013). L'étude du statut épigénétique des cellules
mémoires démontre que les cellules mémoires présentent des histones méthylées sur les génes des
facteurs de transcription clés de différenciation en effecteurs Th dont : GATA3, T-BET, ROR-y-t, FOXP3
et les génes codant les interlekines produites par les effecteurs Th (Wei et al., 2009). Cela est un
argument supplémentaire qui démontre que les cellules mémoires sont issues d’effecteurs
différenciés Th. Les modifications épigénétiques n’induisent pas de blocage de la transcription de
génes spécifiques des lignages effecteurs de facon irréversible, ce qui va permettre aux cellules

mémoires lors d’une stimulation de réactiver la transcription des genes de lignage effecteur.

h) Maintien et survie des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires
Les lymphocytes mémoires peuvent enclencher leurs actions plusieurs mois aprés la premiere
stimulation de leur TCR (Fundamental immunology book). La survie et le renouvellement des cellules
mémoires dépend de cytokines : IL-7, IL-2 et de leurs récepteurs IL-7R (CD127) et IL-2R (Kondrack et
al., 2003). L'IL-7 est produit par les cellules stromales des organes lymphoides secondaires,
principalement les ganglions lymphatiques et la rate (Mazzucchellli et al). Les mécanismes de
régulations du maintien des cellules mémoires sont peu connus. Toutefois, I'étude de Riou et al
démontre que I'lL-2 et I'll-7 inhibent la signalisation apoptotique en inhibant le facteur de transcription
FOXO3A, dont la fonction est de stimuler la transcription des génes pré-apoptotiques BIM et FAS dans

les cellules mémoires (Riou et al., 2007).

i) La fonction et la régulation des molécules de surface CD62L, CD127 et CCR6

exprimées a la surface des lymphocytes-T-CD4
Il a été référencé en amont de cette partie, que les molécules ou récepteurs de surface exprimés a la
surface des lymphocytes-T-CD4 permettent d’identifier les sous-populations d’effecteurs différenciés
Th. Au-dela du I'identification, ces molécules ont des fonctions et leurs expressions sont régulées dans

les lymphocytes-T-CD4. La molécule CD62L (L-Selectine) est déja exprimée dans les précurseurs
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hématopoiétiques lymphoides et leur permet de quitter la moelle osseuse (Kohn et al., 2012). La
molécule de surface CD62L est une glycoprotéine transmembranaire d’adhésion nécessaire au
processus d’attachement et de roulement a I'endothélium sanguin, et donc est nécessaire a la
migration des leucocytes dont les lymphocytes-T vers les organes lymphoides. CD62L est exprimé de
maniere constitutive dans le cytoplasme et dont I'expression génique est régulée par le facteur de
transcription FOXO1 (Kerdiles et al., 2009). Son expression étant constitutive, c’est son expression
membranaire qui est régulée par clivage par deux métalloprotéases (MMP) ADAM-17 et ADAM-8
(Smalley and Ley, 2005) (Gomez-Gaviro et al., 2007) (Ann, 2012). Le clivage de CD62L induit son retrait
de la membrane plasmique et la baisse d’expression est associée a I'activation des lymphocytes-T, ce

qui est notamment décrit aprés une infection virale et bactérienne.

Le récepteur a I'lL-7 est composé de deux chainés CD127 (a) et d’une chaine CD132 (y-c). CD127 est
une glycoprotéine membranaire qui régule dans les lymphocytes-T-CD4, la survie cellulaire et la
prolifération. CD127 et plus largement les signalisations induites par I'lL-7 et son récepteur permettent
la maturation des lymphocytes-T-CD4 dans le thymus, le maintien des lymphocytes-T-CD4 dans les
organes périphériques (Fry and Mackall, 2005) et stimule le développement des cellules mémoires
(Kondrack et al., 2003). L’interaction de I'lL-7 avec CD127 induit son interaction avec CD132 et
I’hétérodimérisation du récepteur, qui active différentes voies de signalisations dont JAK-STAT, PI3K-
AKT et MAPK dans le but de favoriser la transcription de genes impliqués dans la survie cellulaire et la
prolifération, et de réprimer la transcription des genes pro-apoptotique (Jiang et al., 2005). De laméme
maniere que pour la molécule d’adhésion CD62L, il a déja été démontré une baisse de I'expression de
CD127 apres des infections virales et notamment par le HIV (Crawley and Angel, 2012), mais aussi dans
un contexte de pathologie tel que les allergies, I'asthme (Moniuszko et al., 2013b), la polyarthrite
rhumatoide (Aerts et al., 2008) et le diabéte de type 1 (Moniuszko et al., 2013a). Une étude démontre
I'effet anti-apoptotique en culture de I'lL-7 précisément sur des lymphocytes-T-CD4 effecteur
mémoire. Les résultats de la méme étude démontrent que I'inhibition de I'apoptose est induite par
une activation de la voie de signalisation JAK-STAT5 qui stimule directement la transcription des génes

anti-apoptotiques BCL-2, BCL-XL et MCL-1 (Chetoui et al., 2010).

CCR6 (CD196) est un récepteur couplé aux protéines G transmembranaire qui reconnait comme ligand
la chimiokine CCL20. La cristallisation et la caractérisation de la liaison CCL20 a CCR6 a été publiée en
2020 (Wasilko et al., 2020), cependant trés peu d’étude se concentrent sur la signalisation et la
régulation de CCR6. L'expression de CCR6 en réponse a son ligand permet aux lymphocytes-T-CD4 et
spécifiqguement aux lymphocytes-T-CD4 mémoire de quitter la circulation et d’entrée vers le site

d’inflammation dans les tissus, notamment dans la barriére intestinale, la peau et les tissus oculaires,
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c’est ce que I'on appelle la chimioattractivité (Schutyser et al., 2003). L'acquisition de I'expression de
CCR6 a lieu au moment de I'activation des lymphocytes-T-CD4 (Ebert and McColl, 2002). Les études de
Yang et al et Ebert et al démontrent qu’une augmentation de la transcription du gene CCR6 est corrélée
a une augmentation de I'expression de CCR6 a la surface des lymphocytes-T-CD4 mémoires, suggérant
ainsi une régulation transcriptomique de I'expression de CCR6 a la surface des cellules (Yang et al.,
1999) (Ebert and McColl, 2002). L'expression de CCR6 a la surface des lymphocytes-T-CD4 favorise le
relargage des ions calciques (Ca2+) (Liao et al., 1999). Concernant la régulation de CCR6, une étude de
Steinfelder et al met en lumiere la présence d’un flot CpG dans une partie non codante du géne CCR6.
Cet flot CpG est régulé par méthylation et dé-méthylation. Dans les lymphocytes-T-CD4, cette étude
démontre que les lymphocytes-T-CD4 qui expriment a leur surface CCR6 ne présentent pas de
méthylation sur cet flot CpG. En forcant cette région a rester déméthylée, par utilisation d’un inhibiteur
de la méthylation (5'-azacytidine), Steinfelder et al force I'expression de CCR6 dans des lymphocytes-

T-CD4 naifs qui ne I'exprimaient pas (Steinfelder et al., 2011).

2. Principe de cytométrie en flux et du tri cellulaire permettant I'identification des sous-
populations de lymphocytes-T-CD4 dans le projet de these

Le premier cytometre en flux commercial a été développé en 1972 par I'équipe de Lee et Len
Herzenberg, basé sur la technologie de séparation de gouttelettes permettant la séparation de
particules (Herzenberg and Herzenberg, 2004). La cytométrie en flux permet [étude
multiparamétrique précise, qualitative et quantitative de particules isolées en suspension entrainées
par un flux liquide. Cette technique a atteint son plein potentiel grace au développement des anticorps
monoclonaux et au couplage des anticorps a des molécules fluorescentes (fluorochromes) (ldziorek et

al., 2018). Le principe de la cytométrie en flux est décomposé en plusieurs étapes (McKinnon, 2018) :

o Le systéme fluidique pressurisé, aussi appelé liquide de gaine (solution saline) qui entraine de
facon focalisée les cellules en suspension, au préalable marquées avec des anticorps couplés
a des fluorochromes vers les sources d’excitation.

e Les sources d’excitation qui sont des lasers de type diode.

e les détecteurs qui détectent la fluorescence émise par les cellules. Une série de filtres
dichroiques orientent la lumiére fluorescente vers des détecteurs spécifiques et des filtres
passe-bande déterminent les longueurs d'onde de la lumiere qui sont lues afin que chaque
fluorochrome individuel puisse étre détecté et mesuré.

o Le systeme d’amplification du signal composé de tubes photomultiplicateurs de photons.

e La conversion du signal de type photon en signal numérique transmis a un ordinateur.
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e Un logiciel qui permet I'affichage des données de fluorescences et I'analyse des données
(fichier format fcs).

Les cytometres conventionnels actuels possedent plusieurs lasers et, grace a I'action des filtres qui
sélectionnent des longueurs d’onde précises, il est possible de mesurer plus de 20 parameétres de
fluorescences sur une cellule, en plus de la granulosité et de la taille des cellules (FSSC/SCCS). La
techniqgue de cytométrie en flux permet des applications tres larges en biologie.
L'immunophénotypage des sous-populations de LT-CD4 est réalisé essentiellement par cytométrie.
Dans notre étude, nous avons réalisé 'immunophénotypage des sous-populations LT-CD4, I'étude de

|"apoptose et de la prolifération cellulaire par cytométrie en flux.
Tri-cellulaire :

La méme technologie a été utilisée dans le but de trier des cellules, de les récupérer afin de les mettre
en culture, ou de réaliser des applications de biologie moléculaire. Le tri permet la séparation physique
de cellules ou de particules d’intérét a partir d’'une population hétérogene. Les cellules sont aspirées
de I’échantillon et injectées une a une par une buse dans un courant continu de tampon. Une onde de
vibration est appliquée au jet de cellules permettant de rompre le jet en gouttelettes a un point précis.
Le trieur va apposer une charge a chaque gouttelette formée. Au moment de l'interaction de la cellule
avec le faisceau laser, la fluorescence émise génere un signal qui est traité par le programme de tri afin
de décider si la cellule doit étre triée ou non. Dans le cas d’une cellule devant étre triée, la cellule passe
entre les plagues de défection fortement chargées et est déviée du coté de la plaque de charge

opposée a celle de la cellule (Givan, 2011).

3. Effets des rayonnements ionisants sur les lymphocytes-CD4 et les sous-populations de
lymphocytes-T-CD4 circulants

Les études sur I'effet des rayonnements ionisants sur les lymphocytes-CD4 humain et plus précisément

les lymphocytes-CD4 mémoires sont limitées et hétérogénes. Les études des effets de I'irradiation sur

I’ensemble des cellules du sang périphérique PBMC sont plus nombreuses (Tichy et al., 2018). Les

modeles d’étude (in vitro, ex vivo), les cohortes et les types d’irradiation varient d’une étude a I'autre.

Il est possible de catégoriser les études en 3 groupes :

e Les études réalisées sur les cellules sanguines provenant de I'exposition d’individus lors de
catastrophes nucléaires accidentelles ou non (Hiroshima, Nagasaki et Tchernobyl). Ces études

regroupent différentes cohortes étudiées sur plusieurs dizaines d’années (1950-2015).
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e Les études dans lesquelles les cellules du sang périphérique (PBMC) sont irradiées in vitro.
Dans ces études, il est important de comparer les types de rayonnement lié au type
d’irradiateur, le débit de dose d’irradiation et le modeéle cellulaire. En effet, certaines études
traitent des effets sur cellules quiescentes ou cellules stimulées in vitro.

e Les études réalisées dans le cadre de I'étude des effets du traitement par radiothérapie sur la

physiologie des cellules sanguines, qui traitent principalement du nombre de cellules.

a) Effets des rayonnements ionisants sur les lymphocytes-T-CD4 quiescents in vitro
Une partie des études référence les effets des rayonnements ionisants sur la fraction totale de LT-CD4
circulants, quiescents et irradiés in vitro. Plusieurs fonctions cellulaires ont été évaluées dont : le
nombre de cellules, la mort cellulaire, la sénescence, les cassures ADN double-brin, I'expression
génique et les aberrations chromosomiques. Dans cette partie, sera résumé I'ensemble des effets sur

LT-CD4 et LT-CD4 mémoires irradiés a moyennes ou hautes doses (1 et 30 Gy).

L'irradiation in vitro influe sur le nombre de cellules lymphocytaires, en effet I'’étude de Kasunoki et al,
des cellules isolées de PBMC ont été irradiées dans un irradiateur a source césium. L’'irradiation a des
doses de 2 a 8 Gy in vitro impacte le nombre de LT-CD3 et plus précisément les LT-CD4. La perte du
nombre de LT-CD4 est plus importante comparée a la perte de monocytes et cellules dendritiques
(Yamaoka et al., 2004) (Kusunoki et al., 1999). L’étude publiée en 1990 de Nakamura et al démontre
que les LT-CD4 et LT-CD8 sont sensibles a I'irradiation, et qu’une dose de 2 Gy induit I'apoptose de 5
0% de ces cellules (Nakamura et al., 1990). Certaines études comparent la sensibilité a I'apoptose apres
une irradiation in vitro entre les différentes cellules circulantes. Ainsi, les résultats de Philippé et al
démontrent que I'apoptose radio-induite est la plus élevée dans les Lymphocytes-B et les LT-CD4, plus
particulierement dans les LT-CD4-mémoires. Cette étude démontre aussi que les LT-CD4 ont une baisse
du potentiel d’interaction avec les anticorps (Philippé et al., 1997). Les données de Haylemann et al
publiées en 2021 confirment celles de Philippé et al car elles montrent que l'irradiation induit
I"apoptose radio-induite de 50 % des cellules LT-CD4, ce qui représente dans leur étude la plus haute
radiosensibilité a I'apoptose parmi I'ensemble des cellules présentes dans le sang périphérique
(PBMC). De plus, I'induction de I'apoptose par l'irradiation sur les LT-CD4 est saturée dés la dose de
2 Gy et donc non-linéaire au-dela de cette dose (Heylmann et al., 2021). Une étude contredit le fait
que la radiosensibilité des LT-CD4 est plus importante que celle des CD8 (Wilkins et al., 2002). Les
études bibliographiques démontrent que la mort radio-induite principale des LT-CD4 est I'apoptose,
cela est nuancé par les données de Falcke et al qui montrent que dans leur condition d’irradiation in

vitro, les lymphocytes-T meurent principalement par nécrose (Falcke et al., 2018).
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L'irradiation induit une augmentation massive du nombre de cassures ADN double-brin par noyau dans
les LT-CD4, les cassures (en moyenne 10 par noyaux) sont révélées par comptage des foyers y-H2AX et
53BP1 en microscopie. Les cassures sont induites rapidement entre 10 et 30 min apres irradiation et
disparaissent complétement 24 h apreés irradiation (Sak and Stuschke, 2010), cette observation est
expliquée par I'activation du processus de réparation de ces cassures (Horn et al., 2013). L’étude de
Haylmann et al démontre le méme résultat, a la différence que dans leur étude, les cassures radio-
induites sont réparées des 6 h apres exposition (Heylmann et al., 2021). De la méme maniere, I'étude
d'Andrievski et al démontre aussi dans les LT-CD4 que l'irradiation in vitro induit une induction de
cassure ADN double-brin et précise que le nombre de cassures est plus important dans les LT-CD4 en

comparaison aux lymphocytes-T-CD3 totaux (Andrievski and Wilkins, 2009).

Au-dela d’affecter le nombre de cellules, la viabilité cellulaire et le patrimoine génétique, I'irradiation
in vitro de sang périphérique (PBMC) modifie I'expression génique des LT-CDA4. Les cellules LT-CD4
irradiées présentent une augmentation de I'expression des génes CDKN1A (p21) pro-sénescent, BAX
pro-apoptotique, PCNA, GADD45 impliqué dans I'arrét du cycle cellulaire, et DDB2 impliqué dans les
dommages a I’ADN (Gruel et al., 2008). Enfin, il a été démontré que l'irradiation impacte la capacité de
liaison aux anticorps des LT-CD4, ce qui se manifeste par une diminution de I'intensité de fluorescence

de marquage extracellulaire mesurée cytométrie dans les LT-CD4 (Philippé et al., 1997).

b) Effets des rayonnements ionisants sur les lymphocytes-T-CD4 stimulés in vitro
Les données sur I'étude de la physiologie et la prolifération des LT-CD4 sont réalisées grace a la
stimulation in vitro des récepteurs CD3 et CD28 dans un milieu de culture contenant des agonistes
recombinants des récepteurs CD3 et CD28, des agents mitogénes phytohaemagglutinine (PHA) ainsi
que des cytokines minimales et nécessaires a I'activation des LT-CD4 (IL-2 et I'IL-15) (Nk and Lv, 1989).
Ce modele permet de mimer une stimulation physiologique. Une étude publiée en 1984 compare la
survie des LT-CD4 stimulés (avec un protocole PHA) au LT-CD8 stimulés. Leurs résultats montrent un
taux de survie des LT-CD4 stimulés irradiés a 1 Gy de 40 % et aucune différence entre les deux
populations comparées (Manori et al., 1984). L'étude de Heylmann et al a portent sur I'effet de
Iirradiation (1 et 2 Gy) sur des PBMCs stimulés in vitro. Leurs résultats démontrent que les LT-CD4
stimulés irradiés ont 4 fois moins d’induction d’apoptose et de nécrose radio-induite en comparaison
au LT-CD4 non stimulés quiescents. Cette résistance a I'apoptose des LT-CD4 qui proliferent est
indépendante de l'induction de cassures ADN double-brin, car le nombre de foyers y-H2AX est

identique entre cellules en prolifération et cellules quiescentes (Heylmann et al., 2018).
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c) Effets des rayonnements ionisants sur les Imphocytes-T-CD4 différenciés (Th)
circulants in vitro

Il n’existe que peu de connaissances sur I'effet des rayonnements ionisants sur les LT-CD4 effecteurs
différenciés Th circulants humains. Les modeéles murins sont plus utilisés pour étudier I'effet des
rayonnements sur les effecteurs différenciés Th. Toutefois, ce paragraphe référence les quelques
études concernant les effecteurs différenciés Th circulants humains. Les travaux de Nguyen et al
analysent l'effet de l'irradiation sur les sous-populations d’effecteurs différenciés Th quiescents et
circulants de LT-CD4 mémoires incluant les EM et CM exprimant le récepteur de surface CCR6 (ce qui
englobe les effecteurs Th17, Th9, Th17 (CXCR3-)). L'étude démontre une résistance a I'apoptose radio-
induite des LT-CD4 mémoires exprimant le récepteur de surface CCR6. De plus, l'irradiation in vitro
(2 Gy) induit une augmentation de I'expression protéique de P16 et de l'activité de la béta-
galactosidase sans activation du profil cytokinique SASP dans les effecteurs LT-CD4 mémoires
exprimant le récepteur de surface CCR6. Ce pattern d’expression moléculaire est celui de la sénescence
(cf. chapitre 1). Ainsi, il existe une corrélation entre la sensibilité a I'apoptose des LT-CD4 mémoires
exprimant le récepteur CCR6 et le processus de sénescence radio-induit (Nguyen et al., 2020). Les
effets des rayonnements ionisants ont été caractérisés sur la viabilité des effecteurs différenciés Treg
dans deux études scientifiques réalisées par Cao et al et Beauford et al. Cao et al démontrent que les
cellules Treg font plus d’apoptose radio-induite que les LT-CD4. Tandis que Beauford et al démontrent
le contraire, a savoir que les Treg sont résistants a I'apoptose radio-induite (Cao et al., 2011) (Beauford

et al., 2020).

d) Effets de la radiothérapie sur les lymphocytes-T-CD4
Un champ de recherche traitant des effets de la radiothérapie se focalise sur I'effet du traitement
pendant la durée de celui-ci et les potentiels effets a long terme du traitement sur les cellules
sanguines, en particulier sur les lymphocytes, car une perte de l'intégrité de ces cellules pourrait
perturber a long terme le processus d’'immunité adaptative des patients. Les effets du traitement par
radiothérapie sur les cellules sanguines ont déja été caractérisés dans le contexte de la lymphopénie
sur différents types de cancers (cf chapitre 2). La radiothérapie chez des patients atteints du cancer de
I’cesophage induit une baisse de moitié du nombre de LT-CD4 totale pendant le traitement, et le
nombre de LT-CD4 revient a la normale 3 mois post-radiothérapie (Wang et al., 2019). La méme étude
chez des patients atteints de cancer de la prostate n’indique pas de baisse du nombre de LT-CD4 lors
du traitement, mais démontre que les LT-CD4 ont un taux de prolifération plus important pendant la
radiothérapie (Eckert et al., 2018). Le ratio LT-CD4/LT-CD8 est modifié chez les patients atteints de
cancer de I'cesophage pendant le traitement par radiothérapie, car I'effectif de LT-CD4 est stable, mais
le nombre de LT-CD8 augmente lors du traitement (Lv et al., 2020). La baisse du nombre de LT-CD4
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circulant est constatée chez les patientes développant un cancer du col de l'utérus avec une
restauration du nombre de LT-CD4 6 a 9 semaines post-radiothérapie. La perte de LT-CD4 est associée
a un taux faible d’efficacité du traitement et de survie des patientes (van Meir et al., 2016). La baisse
du nombre de LT-CD4 et du ratio LT-CD4/LT-CDS8 est aussi retrouvée chez les patients atteints de cancer

oral (Dovsak et al., 2018).
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Figure 16: Résumé des effets biologiques induits par les rayonnements ionisants sur les
lymphocytes-T-CD4

Résumé des principaux effets des rayonnements ionisants (RI) sur les lymphocytes-T-CD4 quiescent
(LT-CD4). Lirradiation induit la mort cellulaire dont I'apoptose, la nécrose et la sénescence.
L'irradiation induit une perte du nombre de LT-CD4 circulant, ainsi qu’un déséquilibre du ratio de LT-
CD4/LT-CD8, en faveur des LT-CD8. L'irradiation induit des dommages a I’ADN dont des cassures
double brin et induit des modifications de I’expression de certains genes. Enfin, I'irradiation induit une
baisse dans la capacité de liaison des anticorps aux recteurs a la surface des LT-CD4.
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La biologie des lymphocytes-T-CD4, incluant les étapes depuis leur formation vers leur
différenciation en effecteurs différenciés Th et en cellules mémoires, ainsi que la caractérisation
permettant l'identification des sous-populations circulantes sont bien décrits dans la littérature
scientifique. Les effecteurs différenciés sont aussi présents dans le microenvironnement tumoral et
régulent le microenvironnement. Actuellement, les effets des rayonnements ionisants et du
traitement de radiothérapie sont principalement décrits sur la population totale de lymphocytes-T-
CD4. Au vu de la diversité d’effecteurs différenciés et sous-population de lymphocytes-T-CD4 : naif,
central mémoire, effecteur mémoire et terminal effecteur, il est important de caractériser les effets
des rayonnements ionisants sur les sous-populations de LT-CD4 circulantes sous leurs deux états de

quiescence et aprés une stimulation/activation.
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Objectifs du projet de these

Ce projet de these s’inscrit dans la continuité de I'étude et de la compréhension des effets des
rayonnements ionisants sur la population hétérogene de lymphocytes-T-CD4 et sur la précision du test
de radiosensibilité individuelle basé sur I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4 effecteur
mémoires (LT-CD4-EM). Les travaux précédents du laboratoire ont étudié I'apoptose des LT-CD4-EM
induite par les rayonnements ionisants. L’apoptose radio-induite varie d’un individu a I'autre a été

associée a trois polymorphismes génétiques de type SNV sur le geéne TRAIL (TNFSF10).
Le projet de these s’articule autour de deux axes :

. Létude des effets des rayonnements ionisants sur les lymphocytes-T-CD4, les lymphocytes-T-CD4
effecteurs mémoires et les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 effecteurs différenciés T-helper

circulants
Il. La recherche de polymorphismes génétiques de type SNV associés a la quantification de |'apoptose radio-
induite des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires, qui refletent les différences de radiosensibilité
individuelle
Le premier objectif de ce projet de these a été de comprendre les effets des rayonnements ionisants
sur l'induction de I'apoptose, I'expression des récepteurs de surfaces, I'expression génique, mais aussi
les effets sur la prolifération de ces cellules dans les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 naive,
effecteur mémoire terminal effecteur et les effecteurs différenciés de type T-helper (Th). Les résultats
de cet axe ont été regroupés dans la premiéere partie de la partie résultats du projet de thése de ce

manuscrit.

Le second objectif porte sur la recherche d’association de polymorphismes génétiques a la
guantification de l'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM. En effet aprés un génotypage pan
génomique réalisé en collaboration avec le CNRGH, nous avons étudié [I'association de
polymorphismes de type SNV sur le gene TRAIL (TNFSF10) puis recherché d’autres polymorphismes sur
I’ensemble des génes du génome par une analyse pangénomique (GWAS). L’analyse a été réalisée en
utilisant FBAT, qui prend en compte I'apparentement des individus. Les raisons de la variabilité
individuelle de I'apoptose radio-induite des LT-CD4 EM étant tres certainement d’origine
multifactorielle, notre hypothése était donc qu’un seul polymorphisme semblait insuffisant pour
prédire I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM pour une majorité d’individus. En lien avec le premier
axe du projet, nous avons étudié la corrélation du SNV rs1131532 sur le géne TRAIL (TNFSF10) a la
guantification de I'apoptose dans les sous-populations d’effecteurs Th. L’analyse d’association
génétique GWAS est présentée et analysée dans la seconde partie des résultats du projet de thése du

manuscrit.
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Résultats du projet de these

I. Introduction
La radiothérapie est utilisée comme traitement contre le cancer chez 60 % des patients. Elle peut étre
combinée a d’autres traitements visant la diminution du développement tumoral : la chimiothérapie,
I'immunothérapie, les thérapies ciblées et la chirurgie (Seliger, 2019). Ce traitement est basé sur
|'utilisation de rayonnements ionisants qui affectent les tissus sains autour des tumeurs ainsi que les
cellules sanguines, dont les cellules lymphocytaires. Ces effets sont dits radiotoxiques et touchent 5 a
15 % des patients. Les effets dépendent de la zone irradiée et de la dose totale administrée. Ils peuvent

subvenir précocement aprés I'exposition ou tardivement apres I'exposition.

Peu d’études portent sur la caractérisation des effets des rayonnements ionisants et du traitement par
radiothérapie sur les cellules lymphocytaires et trés peu d’études traitent des effets sur les effecteurs
différenciés T-helper (Th). En effet, la plupart des études présente les effets de I'irradiation in vitro sur
le nombre et la mort cellulaire de la totalité des cellules du sang périphérique (PBMC) (Kusunoki et al.,
2003) (Nakamura et al., 1990) (Heylmann et al., 2021) (Wilkins et al., 2002). Des études plus spécifiques
examinent le nombre de lymphocytes-T-CD4 et lymphocytes-T-CD8 aussi référencé comme
lymphopénie avant, pendant et aprés le traitement par radiothérapie dans le cadre de différents types
de cancers. Ces études démontrent que, de maniere systématique, le nombre de lymphocytes ne
retourne pas a son état initial apres la radiothérapie (Verastegui et al., 2003) (Belka et al., 1999). Il est
donc envisageable que la baisse du nombre de lymphocytes ou qu’une différence de la fonctionnalité
puisse impacter d’une part les lymphocytes-T-CD4 infiltrant (TILs) du micro-environnement tumoral et

d’autre part avoir une incidence sur les réponses immunitaires apres le traitement par radiothérapie.

La population de lymphocytes-T-CD4 circulante est quiescente et hétérogene. Elle comprend des
cellules naives et des effecteurs différenciés Th effecteur mémoire (EM) et central mémoire (CM). Au
sein du tissu sanguin, les cellules ont un potentiel de stimulation/activation qui leur permet de quitter
I’état de quiescence et de se différencier en effecteur (cf introduction manuscrit). C'est pourquoi il est
essentiel de caractériser de la fagon la plus complete les effets des rayonnements ionisants sur

I’ensemble des sous-populations de lymphocytes-T-CD4 sous leurs deux états : quiescents et stimulés.

Dans cette étude, nous avons cherché a caractériser les effets des rayonnements ionisants en utilisant
un modele d’irradiation in vitro et en évaluant pour les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 dont
les effecteurs différenciés de type Th, I'lapoptose, la proportion, I'expression de récepteurs de surface
et la prolifération. Nos résultats mettent en lumiere une hétérogénéité d’apoptose radio-induite dans
les lymphocytes-T-CD4, ou seules les cellules EM sont sensibles a I'irradiation in vitro. Au sein de la

population EM, nous avons démontré la résistance a I'apoptose radio-induite de la sous-population
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CCR6+CD127+ et celles des effecteurs Th17, Th9 et Th17 (CXCR3+) qu’elle contient. La résistance a
I"apoptose radio-induite de ces sous populations de T-CD4-EM est indépendante de I'expression
génique du ligand TRAIL et de ses récepteurs pro-apoptotiques initiant la voie d’apoptose
précédemment décrite dans le cadre du phénotype de radiosensitilité des T-CD4-EM. L'irradiation
induit dans les lymphocytes-T-CD4 une diminution de I'expression des récepteurs de surface CD62L,
CCR6 et CD127, ce qui aboutit a un enrichissement des populations sensibles a I'apoptose radio-
induite. La méme étude effectuée sur des cellules aprés stimulation in vitro démontre que la sortie de
|’état de quiescence protege les cellules EM de I'apoptose radio-induite et qu’il existe un effet
différentiel sur la prolifération des sous-populations en fonction de la dose d’irradiation. En effet, seule
une dose d’irradiation a 8 Gy freine la prolifération des lymphocytes-T-CD4 et des sous-populations

EM et CM.
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II. Matériel et Méthode

Purification des cellules du sang périphérique (PBMCs)

Les PBMCs ont été purifiés a partir de sang total de donneurs sains volontaires prélevés en tubes
Vacutainer CPT (BD). La récupération des PBMC a été réalisée suivant les recommandations du
fabricant. Brievement, aprés une centrifugation a 1500 RCF la fraction cellulaire est récupérée apres
élimination du plasma et transférée dans des tubes pour lavage. Deux lavages dans du milieu de culture

RPMI-Ultraglutamine (Gibbco) sont réalisés par centrifugation a 400 RCF durant 10 minutes.
Décongélation de PBMCs

Les échantillons génotypés, préservés par congélation a -180 °C, proviennent de la cohorte Génétique
des Cellules Sanguines, Les donneurs ont été prélevés entre 2000 et 2005 lors du protocole de
recherche sous la promotion de la Fondation Jean Dausset CEPH dont Pr. Gilles Thomas fut
I'investigateur principal. lls ont été décongelés a 56 °C durant 45 secondes, puis lavés avec du milieu
de culture RPMI-Ultraglutamine (Gibbco) complété avec 15 % de SVF, penicillin-streptomycin (Gibbco),
20mM HEPES (Gibco), 2mM Pyruvate de sodium (Gibco). Enfin, ils ont été centrifugés a 180 RCF durant

10 minutes.
Culture cellulaire

Les PBMCs, apres purification ou aprés décongélation, ont été maintenues en culture dans du milieu
de culture RPMI-Ultraglutamine (Gibco) complété dans une étuve a 20 % ou a 12% d’02,5 % de CO2 a
37 °C.

La stimulation/activation in vitro, des PBMCs complets, a été réalisée par TransAct (Miltenyi biotec) au
1/1000 suivant les recommandations du fabricant. Les PBMCs ont été marquées avec du CFSE-FITC
(Thermofisher) au 1/1000 durant 5 minutes a 37 °C suivant les recommandations du fabricant. Les
PBMCs ont ensuite été lavées avec du milieu de culture RPMI-Ultraglutamine (Gibco) avant d’étre mis
en culture dans un milieu de culture RPMI-Ultraglutamine (Gibco) complété. Les PBMCs stimulées en
culture ont été lavées avec du milieu RPMI, 48 h apres la stimulation de facon a éliminer le réactif
TransAct. Aprés lavage, les PBMCs stimulées ont été maintenues en culture jusqu'a 7 jours maximum

apres la stimulation in vitro en présence d’IL-2 a 50 unité/ml.
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Protocole d’irradiation

Les PBMCs isolées de sang frais ou décongelées ont été irradiées in vitro dans l'irradiateur GSRD1
diffusant des rayons gamma issus d’une source césium 137 a énergie de 180,28 TBq. Plusieurs doses
ont été réalisées: a 0,5 Gy avec une dosimétrie de 0,74 Gy/min, a 2 Gy avec une dosimétrie de

0,74 Gy/min et a 8 Gy avec une dosimétrie de 3,72 Gy/min.
Cytométrie en flux

Anticorps et différents marquages : les PBMCs ont été marquées 17 h et 48 h aprés culture ou culture

et irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy dans un tampon (140 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 10 mM HEPES; a ph7.4)
pendant 1 heure avec les anticorps référencés dans le Tableau 4. Les échantillons marqués ont été
lavés dans le méme tampon et centrifugés a 180 RCF pendant 10 minutes avant I'analyse au cytomeétre

en flux ou avant le tri cellulaire par cytométrie en flux.

Cytometres en flux utilisés : Les échantillons ont été analysés avec le cytometre en flux analyseur LSR-

Il (BD) et les tris cellulaires ont été réalisés avec le cytométre trieur InFlux (BD). Avant le passage des
échantillons, les billes CST (BD) ont été passées pour calibrer les voltages des PMT des lasers du
cytometre analyseur LSR Il. Les billes de compensation (BD) ont été passées apres les billes de CST afin
de définir avec précision la matrice de compensation. Les contrdles de fluorescence (Fluorescence
Minus One ; FMO) ont été utilisés pour déterminer le gating pour les récepteurs de surface CCR4 et

CXCR3.

Des fichiers au format .fcs correspondant a la totalité de I’échantillon (en moyenne 500.000
événements) ont été enregistré sur le logiciel d’acquisition DIVA, post compensé pour les
superpositions de spectres d’émission des fluorochromes et analysés grace au logiciel Flowjo ( version

10.8.1)
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Anticorps Fournisseur

AnnV-FITC BD, BiolLegend
AnnV-APC BioLegend
CD4-BUV737 BD
CD8-APCFire BioLegend
CD3-BB700 BD
CD62L-BV421 BioLegend
CD45RA-APC BioLegend
CD45RA-BV650 BioLegend
CCR6 (CD196)-PECy7 BioLegend
CD127-PE BioLegend
CCR4 (CD194)-PEDazl BioLegend
CXCR3(CD183)-BV785 BioLegend
CD25-BV605 BioLegend
CD57-BV605 BioLegend
CD69-BUV395 BD
KI-67-Pacific Blue BioLegend
HO33258

Tableau 4 : Les anticorps fluorescents utilisés pour 'immunophénotypage des sous-populations de

lymphocytes-T-CD4

Rétro-transcription et préamplification en multiplex, amplification et PCR quantitative (qPCR)

Les cellules ont été récoltées directement apres tri cellulaire a la plateforme de tri cellulaire de I'lRCM
(Jan Baijer, Nathalie Déchamps) dans les réactifs du kit one-step RT-PCR (Thermofisher) de rétro-
transcription et de pré-amplification contenant le mélange des amorces TagMan a la dilution de 0,2X
pour les génes tests marqués FAM et pour les genes contréles marqués VIC. Chaque condition a été
réalisée sur un nombre identique de 300 cellules en triplicata 6h aprés culture et/ou irradiation a 2 et
8 Gy. La rétro-transcription a été réalisée par un cycle de PCR a 55 °C pendant 10 minutes, puis un cycle
de PCR a 50°C pendant 50 minutes et I'étape de dénaturation et d’amplification de I’ADN a été réalisée
par 15 a 18 cycles de PCR a 95 °C pendant 15 secondes et 62° pendant 45 secondes sur un Thermal
Cycler de Applied Biosystems 2720 dans la continuité immédiate du tri cellulaire. Aprés pré-
amplification, les ADN complémentaires ont été dilués au 1/10 pour réaliser la PCR quantitative géne
par géne avec un mix contenant par échantillon le réactif Gene master Mix (Thermofisher), les amorces
TagMan a 1X et de I’eau. La g-PCR est réalisée par 35 cycles contenant une étape a 95 °C pendant 15
secondes, suivie d’une étape a 62 °C pendant 45 secondes dans le thermocycleur HT7900 (Applied

Biosystems). Les amorces TagMan utilisées lors de la rétro-transcription et la g-PCR ; pour lesquelles
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des résultats figurent dans la partie résultat du manuscrit, sont résumées dans le Tableau 6. La
guantification de I'expression génique a été réalisée par calcul du ACT correspondant a la
normalisation des CT par les CT du géne de référence RPLPO et par le calcul de I'expression relative

correspondant au 2 (- ACT).

Références des amorces

TaqMan
TRAIL (TNFSF10) HS00234356_m1 (FAM)
DR-5 (TNFRSF10B) Hs00269492_m1 (FAM)
DR-4 (TNFRSF10A) Hs00366278_m1 (FAM)
RPLPO Hs99999902_m1 (VIC)

Tableau 5 : Les amorces Tagman utilisées en g-PCR

Extraction d’ADN et génotypage

L'analyse d’association des polymorphismes SNV sur le géne TRAIL (TNFSF10) et I'analyse d’association
pan-génomique GWAS ont été réalisées en collaboration avec le CNRGH (Claire Dandine-Roulland,
Edith Le Floch, Jean-Francois Deleuze). Les ADNs de 922 individus apparentés issus de la collection GCS
conservée au CEA Fontenay aux Roses ont été préparés et conditionnés par J. Baijer et A. Schmitz. Les
ADNs ayant déja été séquencés ont été re-dosés et aliquotés suivant les spécifications du CNRGH avant
d’étre transférés de maniére re-anonymisé au CNRGH. Une extraction d’ADN a partir de PBMCs
préservées et congelées (env. 400) a été réalisée sur Macherey Nagel Nucleospin Blood pour les
individus n’ayant aucune fraction d’ADN disponible. Ces ADN ont été mis en solution et dosés par
NanoDrop 1000 avant d’étre stockés et répertoriés dans les bases de données locales. Des fractions
formatées et re-anonymisées selon les recommandations du CNRGH ont été jointes aux ADNs extraits
antérieurement. Le CNRGH a réalisé des contrdles qualité internes a la plateforme de génotypage du
CNRGH. A la suite de cela, quelques échantillons ont été ré-extraits et finalement les ADNs ont tous
été génotypés sur un méme lot, par la puce Infinium Global Screening Array-24 Kit- (/llumina) (GSAMD)

contenant 700 000 tag-SNPs.
Analyses bio-informatiques relatives aux analyses d’associations

L'analyse bio-informatique a été réalisée au CNRGH (Claire Dandine-Roulland, Edith Le Floch, Jean-
Francgois Deleuze) en lien étroit avec Jan Baijer qui développe et maintient les bases de données de la
cohorte GCS a I'IRCM. Cette étape a permis le contréle de la qualité des données de la cohorte
d’individus génotypés ; a savoir (i) la validation du sexe biologique, (ii) I'appartenance génétique réelle
aux familles répertoriées, (iii) le taux d’hétérozygotie et (iv) I'origine génétique ancestrale des individus

grace a la base génétique 1000 Genomes (www.internationalgenome.org). L’analyse d’association des
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SNVs sur le géne TRAIL (TNFSF10) et I'analyse d’association pan-génomique a la quantification de
I"apoptose radio-induite ont été réalisées par le Family Based Association Test (FBAT) version205_beta
(Laird et al., 2000) sur le langage de programmation R. Les valeurs p d’association de chaque SNV
(signal) ont été soumises a la correction multitest de Bonferroni. L’analyse d’association des SNVs sur
le gene TRAIL (TNFSF10) a été réalisée par FBAT pour les modeles génétiques dominant, récessif et
additif de facon normalisée ou non pour les co-variables age et sexe de l'individu. L’analyse
d’association pan-génomique a été réalisée par FBAT sans option du logiciel, pour le modeéle génétique

additif de facon normalisée pour les co-variables age et sexe de I'individu.
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lll. Résultat de 'axe d’étude des effets des rayonnements ionisants sur les lymphocytes-T-
CD4 et les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 circulantes quiescentes et apres
activation in vitro

1. Etude des effets des rayonnements ionisants sur les lymphocytes-T-CD4 et les sous-
populations de lymphocytes-T-CD4
L’irradiation induit I'apoptose uniquement au sein de la sous-population de lymphocytes-T-CD4

effecteurs mémoires

L'effet de l'irradiation a été étudié dans les populations de lymphocytes-T-CD4 apres des doses
délivrées in vitro a 0,5, 2 et 8 Gy a des cellules issues du sang périphérique (PBMCs). Ces
expérimentations ont pour objectif de décrire et comprendre les propriétés cellulaires intrinséques
aux différentes sous-populations de lymphocyte-T-CD4 (LT-CD4) quiescentes en réponse a des doses

croissantes d’irradiation.

Pour chaque échantillon, un fichier de cytométrie en flux non sélectif totalisant environ 500.000
évenements est enregistré et analysé a posteriori. La Figure 17A présente, pour un fichier, les étapes
de l'identification et de sélection des évenements correspondant aux différents compartiments
cellulaires sur la base de I'expression de récepteurs de surface. Les acquisitions de données de mesures
de fluorescence ont été réalisées pour chaque condition a 17 et 48 heures apreés irradiation a des doses
de 0 a 8 Gy sur une série d’échantillons de sang frais de 12 individus donneurs sains non apparentés.
L’ensemble des sous-populations a été identifié par leur profilsimmunophénotypiques. Pour simplifier
la rédaction de I'analyse des données, le terme « les cellules exprimant un récepteur de surface X »,
pourra étre simplifié en « positives pour le récepteur X » et symbolisé par (X+). De la méme maniére,
le terme « les cellules n’exprimant pas le récepteur de surface X » sera simplifié en « négatives pour le

récepteur X » et symbolisé par (X-).

L'identification des compartiments cellulaires repose sur une procédure par étapes hiérarchisées. Les
événements correspondants aux doublets sont éliminés en premier par analyse, puis parmi les
lymphocytes sélectionnés sur les parametres de diffusion FSC et SSC, les cellules Hoechst+ sont
éliminées. Les cellules exprimant le récepteur de surface CD3 (CD3+) représentant les lymphocytes-T
sont sélectionnées. Parmi les cellules CD3+ sont identifiées les cellules exprimant le récepteur CD4
(CD4+) mais n’exprimant pas le récepteur CD8 (CD8-) et représentant donc la population totale de
lymphocytes-T-CD4, simplifié dans les figures et dans la rédaction par LT-CD4 total (Figurel7A). La
population de lymphocytes-T-CD4 (LT-CD4) est une population cellulaire non homogéne, qui
comprend des cellules naives et des effecteurs différenciés T-helper (Th), de deux types : (i) effecteur

mémoire (EM) et (ii) central mémoire (CM). La population de Th différenciée Treg (CD127- et CD25+)
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est identifiée dans la population de LT-CD4 total. La population de LT-CD4 ne comprenant pas les
cellules Treg est nommée lymphocytes-T-CD4 conventionnels et simplifiée dans I'étude par LT-
CD4conv. L'expression des récepteurs de surface CD62L et CD45RA permet de caractériser les
populations de LT-CD4conv naives (CD62L+ CD45RA+), CM (CD62L+ CD45RA-), EM (CD62L- CD45RA-)
et CD62L- CD45RA+. Les populations d’effecteurs différenciés Th sont caractérisées par I'expression
des récepteurs de surface CCR6, CXCR3 et CCR4. Dans notre étude, les effecteurs Th1l sont CCR6-CCR4-
CXCR3+, les effecteurs Th2 sont CCR6-CCR4+CXCR3-, les effecteurs Th17 sont CCR6+CCR4-CXCR3-, les
effecteurs Th17 (CXCR3+) sont CCR6+CCR4-CXCR3+, les effecteurs Th9 sont CCR6+CCR4+CXCR3+ et les
effecteurs Th22 sont CCR6+CCR4+CXCR3- (Figurel7A). Les effecteurs Th17 sont donc caractérisés
selon deux patterns d’expression de récepteurs de surface ; cela provient du fait qu’il n’existe pas de

consensus sur I'identification des effecteurs différenciés Th17.

Avant d’étudier I'effet de l'irradiation sur des processus cellulaires, il a été vérifié que l'irradiation a
0,5, 2 et 8 Gy n’induit pas de perte sélective des LT-CD4 dans la population de LT total (Figurel7B). La
proportion de lymphocytes-T-CD4 parmi les lymphocytes-T reste stable avec les doses d’irradiation ce
qui suggére que dans les conditions expérimentales, il est possible d’étudier les effets de I'irradiation
dans la population de LT-CD4. En condition contréle non irradiée, la population de LT-CD4conv est
composée en moyenne, pour la série des 12 individus étudiés, de 50 % de cellules naives, de 30 % de
cellules CM et de 20 % de cellules EM (Figure 17C). La mort cellulaire par apoptose a été analysée par
mesure de l'intensité de fluorescence de I’AnnexineV (AnnV) (Figurel7D) et par la quantification du
pourcentage de cellules exprimant 'AnnV 17 h et 48 h apres irradiation dans les populations de LT-
CD4conv naives, CM et EM. Les histogrammes de fluorescence montrent que l'irradiation a 0,5, 2 et
8 Gy n’induit pas de déplacement de la population de cellules AnnV- mais induit une augmentation de
la proportion de cellules AnnV+ et par conséquent du pourcentage de cellules apoptotiques dans la
sous-population EM (CD62L-CD45RA-) (Figures 17D et 17E gauche). Il n’est pas observé d’apoptose
dans les populations naives (CD62L+CD45RA+) et CM (CD62L+CD45RA-) (Figures 17D et 17E droite).
En moyenne, pour la série de 12 individus étudiée, dans la population de LT-CD4-EM, I'apoptose est
augmentée de 2 fois 17 h aprés une irradiation a 8 Gy et est augmentée de 3 fois 48 h aprés une

irradiation a 8 Gy, par rapport a la condition contréle non irradiée.
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A. Protocole d'irradiation in vitro des PBMCs
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B. Proportion de LT-CD4 conventionnels dans les LT-CD4 tatale post irradiation C. Proportion de de LT-CD4 conventionnels MAIVE, CM et EM
an condition non irradide
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D. Intensité de fluorescence de lANNY dans les sous-populations de LT-CD4 conventionnels NAIVE, CM et EM post irradiation
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Figure 17 : U'irradiation induit I’apoptose uniquement au sein de la sous-population de lymphocytes-
T-CD4 effecteurs mémoires. l[égende en page 110
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Figure 17 : L’irradiation induit ’apoptose uniquement au sein de la sous-population de lymphocytes-
T-CD4 effecteurs mémoires.

A. Schéma expérimental d’irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy de PBMCs humains avant mesure et schéma
d’analyse par gating hiérarchique d’un fichier représentatif de mesure par cytométrie en flux.
L'identification des différents compartiments cellulaires sur la base de I'expression de récepteurs de
surface conduit a la quantification de I'apoptose radio-induite par compartiment. Les irradiations,
mesures et analyses ont été réalisées pour 12 donneurs sains a 17 et 48 heures apreés irradiation a 0
0,5, 2 et 8 Gy. B. Histogramme présentant les proportions de lymphocytes-T-CD4 parmi les
lymphocytes-T mesurées, a 17h et 48 h apres irradiation (doses 0,5, 2 et 8 Gy) et condition controle
non irradiée ; n=12 C. Histogrammes présentant les proportions des populations naives, CM et EM
parmi les lymphocytes-T-CD4 conventionnels, mesurées 17h et 48 h apres irradiation (doses 0,5, 2 et
8 Gy) et condition contréle non irradiée ; n=12 D. Superposition d’histogrammes de fluorescence
AnnexineV mesurée pour un méme échantillon sanguin irradié a dose 0 (gris), 0,5 (bleu), 2 (noir) et
8 (rouge) Gy a 17h et 48 h et chacune des sous-populations de lymphocytes-T-CD4 (naive, CM et EM).
E. Courbes dose-effet présentant le pourcentage (moyenne et écart type) de cellules AnnexineV
positives en fonction de la dose d’irradiation a 0, 0,5, 2 et 8 Gy dans les sous-populations de
lymphocytes-T-CD4 conventionnels EM (orange), naive (noir) et CM (vert) mesuré a 17h et 48 h, n=12.
Des tests statistiques de Student ont été réalisés comparant a 17h et 48 h apres une irradiation, a O,
0,5, 2 et 8 Gy, le pourcentage moyen de cellules apoptotiques. La variabilité des données est
représentée sous forme d’écart-type. * valeur p<0.05, ** valeur p< 0.01, *** valeur p < 0.0001, ****
valeur p< 0.00001.
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La population de lymphocytes-T-CD4 conventionnels effecteur mémoire est hétérogéne pour la
sensibilité a I'apoptose radio-induite. Elle présente d’une part une population CCR6+CD127+
résistante a I'apoptose radio-induite et d’autre part et une population CCR6- sensible a 'apoptose
radio-induite. La résistance des CCR6+CD127+ est indépendante de la signalisation pro-apoptotique

médiée par TRAIL (TNFSF10).

Afin de préciser les effets de l'irradiation dans la population de LT-CD4conv EM, nous avons analysé
I’apoptose apres irradiation au sein des sous-populations; d’une part CCR6+CD127+ et CCR6- et
d’autre part dans les effecteurs différenciés Th compris dans les CCR6+CD127+ et CCR6-. Les
histogrammes d’intensité de fluorescence AnnexineV dans la population de LT-CD4conv EM
CCR6+CD127+, 17 h et 48 h aprés une irradiation a 0,5, 2 ou 8 Gy ne révelent pas, contrairement a la
population de LT-CD4conv EM CCR6-, d’augmentation dose dépendante d’un pic de forte fluorescence
correspondant aux cellules apoptotiques. Dans les LT-CD4conv EM CCR6- la proportion de cellules
apoptotiques augmente de maniére dose dépendante a 17 h et massivement a 48 h (Figure 18A). Dans
la série des 12 individus étudiée, la proportion de cellules apoptotiques, 17 h aprés irradiation a 8 Gy,
est en moyenne de 5% dans la population CCR6+CD127+EM et en moyenne de 75 % dans la population
CCR6-EM (Figure 18A). 48 h apres irradiation a 0.5, 2 et 8 Gy, I’hétérogénéité entre les populations de
LT-CD4conv CCR6+CD127+EM et CCR6-EM persiste et est amplifiée. En effet, une irradiation a 8 Gy
induit, en moyenne, I'apoptose de 10 % des cellules EM CCR6+CD127+EM et de 90 % dans des cellules
CCR6-EM (Figure 18B). Ainsi, dans la série de 12 donneurs sains étudiés, 17 h et 48 h apres irradiation
a0,5,2 et 8 Gy, il est observé que la population de LT-CD4conv CCR6-EM présente 5 fois plus de cellules
apoptotiques que la population de LT-CD4conv CCR6+CD127+EM (Figures 18A et 18B). Afin de
déterminer si la résistance a I'apoptose des CCR6+CD127+EM est dépendante d’une signalisation
cellulaire autonome ou de I'environnement cellulaire, la population de lymphocytes-T-CD4 EM
CCR6+CD127+ a été isolée par tri cellulaire puis irradiée a 2 et 8 Gy. Cette expérience réalisée sur un
seul échantillon, montre que la résistance a I'apoptose radio-induite observée aprés irradiation sur
cellules triées CCR6+CD127+EM est similaire a celle observée lorsque ce sont les PMBCs totaux qui
sont irradiés. Cela suggére que la résistance a I'apoptose radio-induite des CCR6+CD127+EM dépend

d’une signalisation spécifique et non de I'environnement (Figure 18C).

Ce résultat suggére une possible hétérogénéité entre LT-CD4-EM, CCR6+CD127+ et CCR6-, qui pourrait
étre médiée par la signalisation de I'apoptose TRAIL dépendante, impliquée précédemment dans la
sensibilité a I'apoptose des LT-CD4-EM. L’expression génique du ligand TRAIL (TNFSF10) et de ses
récepteurs pro-apoptotiques TNFRSF10B (DR-5) et TNFRSF10A (DR-4) a été mesurée dans une série

d’échantillons, par RTqPCR 6 h apreés irradiation a 2 et 8 Gy dans les sous-populations de LT-CD4conv
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triées : CCR6+CD127+-EM et CCR-EM. Les expressions relatives du ligand TRAIL (TNFSF10) et du
récepteur pro-apoptotique TNFRSF10A (DR-4) ne different pas 6 h apreés irradiation a 2 et 8 Gy dans
les deux sous-populations (Figure 18D gauche et centre). Dans les deux populations CCR6+CD127+EM
et CCR6-EM, I'expression relative du récepteur pro-apoptotique TNFRSF10B (DR-5) est augmentée de
2 fois apres une irradiation a 2 Gy et 3 fois aprés une irradiation a 8 Gy, par rapport a la condition
contrdle non irradiée (Figure 18D droite). Ces expériences ne révelent pas de différence d’expression

du géne TNFRSF10B (DR-5) entre CCR6+CD127+EM et CCR6-EM.

La population de LT-CD4conv est composée d’effecteurs différenciés Th, CCR6-: Thl, Th2, Th et Treg)
et CCR6+ : Th9, Th17 (CXCR3+), Th17 (CXCR3-) et Th22 (identifiés selon le gating en Figure 17A); et pour
lesquels nous avons quantifié a 17 h et 48 h apres irradiation I'apoptose radio-induite. Dans les
effecteurs différenciés, il existe une hétérogénéité d’apoptose radio-induite visible dés 17 h apres
irradiation (Figure 18E). Dans les effecteurs Treg, Th2, Thl et Th non polarisés, I'irradiation induit a 17
h et a 48 h a une augmentation dose dépendante du pourcentage de cellules apoptotiques. Les
résultats, sur la série de 12 donneurs étudiée révelent, que 48 h aprés irradiation a 8 Gy, il y’a 3 fois
plus de cellules apoptotiques dans les Tregs et Th CCR6-: Th1, Th2, Th non polarisés comparé a la
condition contréle et 1,5 fois plus de cellules apoptotiques dans les Th CCR6+ : Th9, Th17 (CXCR3+),
Th17 (CXCR3-) et Th22, 48 h apreés irradiation a 8 Gy comparée a la condition controle. Cette
augmentation du pourcentage de cellules apoptotiques dans les effecteurs Th9, Th17 et Th22 est donc
beaucoup moins importante comparée aux effecteurs radio-sensibles : Treg, Th2, Thl et Th non
polarisés. Ainsi, les effecteurs Th9, Th17 (CXCR3), Th17 (CXCR3-) et Th22 sont 2 fois moins sensibles

que les effecteurs Treg, Th2, Thl et Th non polarisés (Figure 18E).
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A. Intensité de fluorescence de 'AnnV dans les sous-populations CCR6+CD127+EM et CCR6-EM post irradiation
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B. Quantification des cellules AnnV+ dans les sous-populations CCR6+CD127+EM et CCR6-EM post irradiation
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C. Intensité de fluorescence de I'AnnV dans la sous-populations CCR6+CD127+EM triée post irradiation
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D. Expressions relatives des génes TRAIL, DR5 and DR4 dans les sous-
populationsCCRE+CD127+EM et CCRE-EM mesurées par g-PCR post irradiation
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E. CQuantification des cellules AnnV+ dans les effecteurs Treq et dans les effecteurs Th-EM post irradiation
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Figure 18 : La population de lymphocytes-T-CD4 conventionnels effecteur mémoire est hétérogéne
pour la sensibilité a I’'apoptose radio-induite. Elle présente d’une part une population CCR6+CD127+
résistante a I'apoptose radio-induite et d’autre part et une population CCR6- sensible a I’apoptose
radio-induite. La résistance des CCR6+CD127+ est indépendante de la signalisation pro-apoptotique
médiée par TRAIL (TNFSF10). Légende en page 116
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Figure 18 : La population de lymphocytes-T-CD4 conventionnels effecteur mémoire est hétérogéne
pour la sensibilité a I’'apoptose radio-induite. Elle présente d’'une part une population CCR6+CD127+
résistante a I'apoptose radio-induite et d’autre part et une population CCR6- sensible a I'apoptose
radio-induite. La résistance des CCR6+CD127+ est indépendante de la signalisation pro-apoptotique
médiée par TRAIL (TNFSF10).

A. Superposition d’histogrammes de fluorescence AnnexineV mesurée pour un méme échantillon
sanguin irradié a dose 0 (gris), 0,5 (bleu), 2 (noir) et 8 (rouge) Gy a 17h et 48 h et pour chacune des
sous-populations de lymphocytes-T-CD4 conventionnels EM CCR6+CD127+ et CCR6-. n=1 B. Courbes
dose-effet présentant le pourcentage (moyenne et écart type) de cellules I’AnnexineV positives en
fonction de la dose d’irradiation a 0, 0,5, 2 et 8 Gy dans les sous-populations de lymphocytes-T-CD4
conventionnels EM CCR6+CD127+ (bleue) et CCR6- (rouge) mesuré a 17h et 48 h , n=12. Table des
résultats des tests statistiques de student comparant le pourcentage de cellules apoptotiques quantifié
en condition contrdle non irradiée avec ceux a 0,5 2 et 8 Gy pour les populations CCR6+CD127+ EM et
CCR6-EM C. Distribution de fluorescence CD127 versus CCR6 des LT-CD4 de la fraction cellulaire
CCR6+CD127+ EM triée, 17 heures aprés tri cellulaire et irradiation avec les limites du critere de tri
(encadré noir) (gauche) et superposition d’histogrammes d’intensité de fluorescence Annnexine V
mesurée 17h apreés irradiation a 2 (bleue) et 8 (noir) Gy correspondant au critére du tri (droite), n=1.
D. Histogrammes présentant les résultats de RTgPCR pour |'expression relative des génes TRAIL
(TNFSF10), DR-5 (TNFRSF10B) et DR-4 (TNFRSF10A) mesurée dans les sous-populations de
lymphocytes-T-CD4 conventionnels : CCR6+CD127+ EM et CCR6- EM, en condition contrdle non
irradiée et 6 heures apreés irradiation a 2 et 8 Gy. E. Courbes dose-effet présentant le pourcentage
(moyenne et écart type) de cellules I’AnnexineV positives en fonction de la dose d’irradiation a 0, 0,5,
2 et 8 Gy dans les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 conventionnels effecteurs mémoires
différenciés : Treg, Th22, Th9 et Th17 (CXCR3+), Th17 (CXCR3-), Thl, Th2 et Th non-polarisés, n=12.
Table des résultats des tests statistiques de student comparant le pourcentage de cellules
apoptotiques quantifié en condition contréle non irradiée au pourcentage de cellules apoptotiques
guantifié a 0,5 ,2 et 8 Gy pour tous les effecteurs différenciés. La variabilité des données est
représentée sous forme d’écart-type. * valeur p<0.05, ** valeur p< 0.01, *** valeur p < 0.0001, ****
valeur p< 0.00001.
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L’irradiation induit dans la population de lymphocytes-T-CD4 conventionnels une diminution de

I’expression du récepteur de surface CD62L (L-Selectin).

En parallele de I'étude de la mort cellulaire par apoptose, I'expression des récepteurs de surface a été
étudiée. Les distributions des lymphocytes-T-CD4 (LT-CD4) en fonction de I'intensité de fluorescence
des récepteurs de surface CD62L et CD45RA ont été analysées dans la population de LT-CD4conv. Nos
résultats montrent que les distributions des LT-CD4 en fonction de l'intensité de fluorescence du
récepteur CD62L mais pas du CD45RA montrent une diminution dose dépendante et progressive de
17 h a 48 h de la proportion de lymphocytes-T-CD4 CD62L+ (Figure 19A). La baisse d’expression du
récepteur CD62L se traduit par une augmentation dose dépendante et progressive dans le temps des
sous-populations CD62L- et par une diminution dose dépendante et progressive dans le temps de la
proportion des sous-populations CD62L+. La proportion de la population naive CD62L+CD45RA+ est
stable 17 h apreés irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy. Cependant, 48 h apres irradiation, il est observé
respectivement aprées une irradiation de 2 Gy et 8 Gy, une diminution de la proportion de cellules
naives de 1.5 fois et de 3 fois comparée a la condition controle non irradiée dans la série des 12
donneurs étudiés (Figure 19B gauche). La proportion des cellules CM CD62L+CD45RA- diminue de
maniére dose dépendante dés 17 h apres irradiation. En effet il est observé aprés une irradiation de
8 Gy, une diminution de la proportion de cellules CM de 1.5 fois comparée a la condition contréle non
irradiée dans la série des 12 donneurs étudiés. La diminution dose dépendante de la proportion de la
population CM est accentuée 48 h apres irradiation. En effet, 48 h aprés une irradiation a 8 Gy, la
proportion de cellules CM est 3 fois inférieure a la condition contréle non irradiée dans la série des 12
donneurs étudiés (Figure 19B gauche). En corollaire, la proportion de la population EM CD62L-
CD45RA- augmente de maniére dose dépendante, des 17 h aprés irradiation a partir d’'une dose de
8 Gy, par rapport a la condition controle non irradiée. L'augmentation de la proportion de la population
EM dose dépendante est massive 48 h aprés irradiation, ou il est observé respectivement apres une
irradiation de 0,5, 2 Gy et 8 Gy, une augmentation de la proportion de cellules EM, 2 fois, 3 fois et 4
fois supérieure a la condition contréle non irradiée dans la série des 12 donneurs étudiés (Figure 19B
droite). Enfin, I'irradiation dés 2 Gy induit 17 h apreés irradiation une augmentation de la proportion de
cellules CD62L-CD45RA+ qui est 3 fois supérieure a la proportion mesurée dans la condition contréle
non irradiée dans la série des 12 donneurs étudiés. Ces cellules ne sont pas caractérisées dans le sang
et sont présentes uniquement en culture in vitro. Dans nos conditions de culture, elles apparaissent
aprées l'irradiation des PBMCs. L'augmentation de la proportion de cellules CD62L-CD45RA+ est
massive 48 h aprés irradiation et est observée des une dose de 2 Gy. L’augmentation de la proportion

de cellules CD62L- CD45RA+, 48 h apres irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy est, 2 fois, 3 fois et 4 fois supérieure
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a la proportion mesurée en condition contréle non irradiée dans la série des 12 donneurs étudiés

(Figure 19B droite).

A. Intensité de fluorescence de CDE2L et CD45RA dans les LT-CD4 conventionnels post irradiation
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Figure 19 : L’irradiation induit dans la population de lymphocytes-T-CD4 conventionnels une
diminution de I’expression du récepteur de surface CD62L (L-Selectin).

A. Superposition d’histogrammes d’intensité des fluorescences des récepteurs de surface CD62L et
CD45RA mesurée dans les lymphocytes-T-CD4 conventionnels en condition contrdle non irradiée et
17h et 48 h aprés irradiation a 0,5 (bleu), 2 (noir) et 8 (rouge) Gy, n=1 B. Histogrammes présentant les
proportions des sous-populations de lymphocytes-T-CD4 conventionnels naifs, CM, EM et des cellules
CD62L-CD45RA+, quantifié en condition contrdle non irradiée et 17h et 48 h aprés irradiation a 0,5, 2
et 8 Gy, n=12. La variabilité des données est représentée sous forme d’écart-type, * valeur p<0.05, **
valeur p< 0.01, *** valeur p < 0.0001, **** valeur p< 0.00001.
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L’irradiation induit une diminution de I'expression du récepteur CD62L spécifiquement a la surface
de la population de lymhocytes-T-CD4 conventionnels CCR6-, mais pas dans la population

CCR6+CD127+.

Nous nous sommes aussi intéressés a I'expression de CD45RA et CD62L dans les populations de LT-
CD4conv CCR6+CD127+EM et CCR6-EM (ayant des sensibilités a I'apoptose radio-induite différentes).
L'expression des récepteurs de surface CD62L et CDA5RA a été étudiée 17 h et 48 h apres irradiation
dans ces deux populations de LT-CD4conv : CCR6+CD127+ et CCR6- (Figure 20). La population de LT-
CD4conv CCR6+CD127+ est composée a parts égales de cellules CM (CD62L+CD45RA-) et EM (CD62L-
CD45RA-) dans la série des 12 donneurs étudiés (Figure 20A). Les cellules LT-CD4conv CCR6+CD127+
ne sont pas impactées par l'irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy pour l'intensité de fluorescence du récepteur
CD62L et les proportions des sous-populations CCR6+CD127+ CM et EM restent donc inchangées
(Figure 20B). Les cellules de la population de LT-CD4conv CCR6- en fonction de I'expression des deux
récepteurs CD62L et CD45RA sont distribuées en trois sous-populations : naives (CD62L+CD45RA+),
CM (CD62L+CD45RA-) et EM (CD62L-CD45RA-) (Figure 20C). Dans les LT-CD4conv CCR6-, I'irradiation
induit, dés 17 h apres irradiation, une évolution de la distribution avec une diminution dose
dépendante des cellules de forte intensité de fluorescence pour le récepteur de surface CD62L ce
phénomeéne ne touche pas le récepteur de surface CD45RA. Cette baisse est amplifiée 48 h apres
irradiation (Figure 20C). Dans la population de LT-CD4conv CCR6-, la proportion de la population naive
CD62L+CDA45RA+ est stable 17 h aprés une irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy. Cependant, 48 h apreés
irradiation, il est observé respectivement apres une irradiation de 2 Gy et 8 Gy, une proportion de
cellules naives 2 fois et 3 fois inférieure a la proportion mesurée en condition controle non irradiée
dans la série de 12 individus étudiés (Figure 20D gauche). La proportion des cellules CM
CD62L+CD45RA- diminue de maniere dose dépendante uniquement 48 h apres irradiation, ou il est
observé apres une irradiation de 8 Gy, une diminution de la proportion de cellules CM 2 fois inférieure
a la condition contrdle non irradiée dans notre série d‘échantillons (Figure 20D gauche). La proportion
de la population EM (CD62L-CD45RA-) augmente de maniére dose dépendante dés 17 h apres
irradiation a partir d’une dose de 2 Gy par rapport a la condition contréle non irradiée. L'augmentation
dose dépendante de la proportion de la cellules EM est massive 48 h aprés irradiation, ou il est observé
a 48 h respectivement apres une irradiation de 2 Gy et 8 Gy, une augmentation de la proportion de
cellules EM 2 fois et 4 fois supérieure a la condition contréle non irradiée dans notre série de 12
échantillons (Figure 20D droite). L’irradiation induit des 17 h I'augmentation de la proportion de
cellules CD62L-CD45RA+ qui n’existe pas en condition contréle non irradiée. L'augmentation de la
proportion de cellules CD62L-CD45RA+ est massive 48 h apres irradiation et est observée dés une dose
de 0,5 Gy. L’'augmentation de la proportion de cellules CD62L- CD45RA+, 48 h respectivement apres
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irradiation a 2 et 8 Gy est, 6 fois, et 8 fois supérieure a la condition contrdle non irradiée dans notre

série d‘échantillons (Figure 20D droite).

A. Intensité de fluorescence de CD62L et CD45RA dans les LT-CD4 conventionnels CCR6+ post irradiation
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C. Intensité de fluorescence de CD62L et CD45RA dans les LT-CD4 conventionnels CCR6- post irradiation
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D. Proportion de LT-CD4 NAIF, EM, CM et CD62L-CD45RA+ dans les LT-CD4 conventionnel CCR6- post irradiation
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Figure 20 : L’irradiation induit une diminution de I’expression du récepteur CD62L spécifiqguement a
la surface de la population de lymhocytes-T-CD4conventionnel CCR6-, mais pas dans la population
CCR6+CD127+.

A. Superposition des histogrammes d’intensité de fluorescence des récepteurs de surface CD62L
versus CD45RA mesurée dans les lymphocytes-T-CD4 conventionnels CCR6+CD127+ en condition
contrdle non irradiée, 17h et 48 h aprés irradiation a: 0,5 (bleue), 2 (noir) et 8 (rouge) Gy, n=1. B
Histogrammes présentant les proportions des sous-populations de lymphocytes-T-CD4 conventionnels
CCR6+CD127+ : CM et EM quantifié a 17h et 48 h, en condition contréle et apres irradiation a 0,5, 2 et
8 Gy, n=12. C. Superposition des histogrammes d’intensité de fluorescence des récepteurs de surface
CD62L versus CD45RA mesurée dans les lymphocytes-T-CD4 conventionnels CCR6- en condition
contrdle non irradiée, 17h et 48 h apreés irradiation a : 0,5 (bleue), 2 (noir) et 8 (rouge) Gy, n=1. D.
Histogrammes présentant les proportions des sous-populations de lymphocytes-T-CD4 conventionnels
CCR6- : CM), EM, naive et CD62L-CD45RA+ quantifié a 17h et 48 h, en condition controle et apres
irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy, n=12. La variabilité des données est représentée sous forme d’écart-type,*
valeur p<0.05, ** valeur p< 0.01, *** valeur p < 0.0001, **** valeur p< 0.00001.
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L’irradiation induit dans la population de lymphocytes-T-CD4 conventionnels effecteurs mémoires

une diminution de I'expression du récepteur de surface CCR6.

Dans le but de caractériser la composition et I'évolution radio-induite de la composition du
compartiment LT-CD4conv EM, I'expression du récepteur de surface CCR6 a été étudiée 17 h et 48 h
apreés irradiation. Au sein de la population LT-CD4conv EM, la proportion de cellules positives pour le
récepteur CCR6 baisse de maniere dose dépendante dés 17 h apres une irradiation a 0.5 Gy. La
diminution dose dépendante de |'expression de CCR6 a la surface des LT-CD4conv EM est amplifiée
48 h aprés irradiation (Figure 21A). Dans les LT-CD4conv EM, l'irradiation induit 17 h apres irradiation
une diminution de la proportion de cellules CCR6+ dés une dose de 2 Gy et amplifiée a 8 Gy. La
proportion de CCR6+ est respectivement de 1.5 fois et 2 fois inférieure aprés irradiation par rapport a
la condition contréle non irradiée, dans notre série de 12 donneurs sains. Le méme profil est observé
48 h apreés irradiation avec la diminution de la proportion de cellules CCR6+ apres irradiation a 0.5, 2
et 8 Gy respectivement de 2 fois, 2 fois et 3 fois par rapport a la condition contrdle non irradiée (Figure
21B). De fagon corollaire a la diminution de la proportion de cellules CCR6+ radio-induite, il a été
observé une augmentation de la proportion de cellules CCR6- dés 17 h aprés irradiation a 2 Gy et 8 Gy.
Cette augmentation radio-induite de la proportion de cellules CCR6- est accentuée 48 h apres
irradiation ou la proportion de cellules CCR6- apres irradiation a 0.5, 2 et 8 Gy est 1.5 fois supérieure a

la condition contrdle non irradiée (Figure 21C).
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A, Intensité de fluorescence de CCRE dans les LT-CD4-EM post irradiation
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C. Proportion de cellules CCRE- dans les LT-CD4-EM post irradiation
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Figure 21 : L’irradiation induit dans la population de lymphocytes-T-CD4 conventionnels effecteurs
mémoires une diminution de I’expression du récepteur de surface CCR6. Légende en page 124
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Figure 21 : L’irradiation induit dans la population de lymphocytes-T-CD4 conventionnels effecteurs
mémoires une diminution de I’expression du récepteur de surface CCR6.

A. Superposition des histogrammes d’intensité de fluorescence pour le récepteur de surface CCR6
mesurée dans les lymphocytes-T-CD4 conventionnels EM a 17h et 48 h, en condition contréle non
irradiée (gris) et aprés irradiation a : 0.5 (bleu), 2 (noir) et 8 (rouge) Gy, n=1. B et C Histogrammes
présentant les proportions des sous-populations de lymphocytes-T-CD4 conventionnels EM : CCR6+(B)
et CCR6-(C) quantifiés a 17h et 48 h, en condition controle et apres irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy, n=12.
La variabilité des données est représentée sous forme d’écart-type, * valeur p<0.05, ** valeur p< 0.01,
*** valeur p <0.0001, **** valeur p< 0.00001.

L’irradiation induit dans la population de lymphocytes-T-CD4 conventionnel effecteur mémoire, une
baisse de I’'expression du récepteur de surface CD127, et plus spécifiquement dans la population
CCRé6- effecteur mémoire.

Dans le but de caractériser la composition et I’évolution radio-induite de la composition du
compartiment LT-CD4conv EM, I'expression des récepteurs de surface CD127 a été étudiée 17 h et
48 h aprés irradiation dans les compartiments LT-CD4conv EM CCR6- et LT-CD4conv EM CCR6+. Les
distributions d’intensité de fluorescence pour CD127 révélent que l'irradiation induit 17 h apres
exposition et dés une dose de 0,5 Gy une diminution de la proportion de LT-CD4 positifs pour le
marqueur CD127 dans la population de LT-CD4conv EM. La diminution dose dépendante de la
proportion de LT-CD4 CD127+ est amplifiée 48 h apres irradiation (Figure 22A haut). La perte de
I'expression de CD127 se traduit par I'augmentation dans les LT-CD4conv EM de la proportion de
cellules CD127- observée 17 h apres irradiation et dés 0.5 Gy. Dans la population LT-CD4conv EM et
dans la série de 12 individus étudiés, 17 h aprés irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy, la proportion de cellules
CD127- est respectivement 1,7 fois, 1,7 fois et 2,5 fois supérieure a la proportion mesurée en condition
contrdle non irradiée (Figure 22B). Les proportions de LT-CD4 positifs pour le récepteur CD127 ont
ensuite été étudiées dans les sous-populations CCR6+ EM et CCR6- EM, qui sont respectivement
résistante et sensible a I'apoptose radio-induite. La proportion de LT-CD4 CD127+ diminue de maniere
dose dépendante dés 17 h aprés irradiation dans la sous-population de LT-CD4conv EM CCR6- mais pas
dans la sous-population CCR6+EM. La diminution dose dépendante de I'expression de CD127 a la
surface des cellules CCR6-EM est massive 48 h apres irradiation (Figure 22A milieu et bas). La
proportion de cellules CD127- dans les populations LT-CD4conv EM CCR6+ est stable 17 h et 48 h apreés
irradiation (Figure 22C) tandis que dans la population de LT-CD4conv CCR6-, I'irradiation induit une
augmentation dose dépendante et progressive dans le temps de la proportion de cellules CD127-. 48 h
aprées une irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy, la proportion de cellules CD127- est respectivement 2 fois et 3
fois supérieure a la proportion mesurée en condition contréle dans la série de 12 préléevements étudiés

(Figure 22D).
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L'hétérogénéité de sensibilité a I'apoptose radio-induite démontrée au sein des sous-populations de
lymphocytes-T-CD4 est résumée dans un schéma récapitulatif en Figure 23. La diminution radio-
induite de I'expression des molécules de surface CD62L, CCR6 et CD127 a la surface des lymphocytes-

T-CD4 et lymphocytes-T-CD4 effecteur mémoire est aussi résumé dans le schéma en Figure 23.

A, Intensité de fluorescence de CD12T dans les LT-CD4-EM, B. Proportion de cellules CD127+/- dans les LT-CD4-EM post
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Figure 22 : L’irradiation induit dans la population de lymphocytes-T-CD4 conventionnels effecteurs
mémoires une baisse de I'expression du récepteur de surface CD127 spécifiquement dans la
population CCR6- effecteur mémoire.

A. Superposition des histogrammes d’intensité de fluorescence pour le récepteur de surface CD127
mesurée dans les lymphocytes-T-CD4 conventionnels: EM (haut), CCR6+ EM (milieu) et CCR6- EM
(bas) a 17h et 48 h, en condition contréle non irradiée (gris) et aprés irradiation a : 0,5 (bleue), 2 (noir)
et 8 (rouge) Gy, n=1. B, C et D Histogrammes présentant les proportions des sous-populations de
lymphocytes-T-CD4 conventionnels ; EM (B), EM CCR6+(C) et EM CCR6-(D) quantifiés a 17h et 48 h, en
condition contrdle et aprés irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy, n=12. La variabilité des données est représentée
sous forme d’écart-type, * valeur p<0.05, ** valeur p< 0.01, *** valeur p < 0.0001, **** valeur p<
0.00001.
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1. Sensibilité a 'apoptose radio-induite 2. Diminution radio-induite de Mexpression CD62ZL CCRE et CD127
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Figure 23 : Schéma bilan de la caractérisation de ’hétérogénéité de radiosensibilité a I’apoptose
dans les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 conventionnels et de la baisse d’expression radio-
induite dans les lymphocytes-T-CD4 des récepteurs de surface CD62L, CCR6 et CD127.
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2. Etude de la prolifération et de I'apoptose radio-induite dans les lymphocytes-T-CD4 et dans
les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 apres activation et irradiation in vitro

Dans le cadre de notre étude sur les effets de I'irradiation sur les LT-CD4, nous nous sommes interrogés
sur les effets de I'irradiation sur la mort cellulaire par apoptose (Figure 24) et sur la prolifération (Figure
25) des LT-CD4 et des sous-populations de LT-CD4 apres une activation in vitro. Pour étudier la
prolifération, les PBMCs ont été marqués au CFSE qui se lie de facon covalente aux protéines du
cytoplasme, et dont I'intensité diminue a chaque division cellulaire. Deux protocoles d’irradiation ont
été élaborés. Dans le premier, I'irradiation et la stimulation sont concomitantes et ont été réalisées a
la suite du marquage au CFSE, puis les PBMCs ont été cultivés pour une durée de 7 jours. Durée
pendant et apres laquelle, les paramétres de prolifération (nombre de divisions cellulaires et index de
division) et la sensibilité a I"apoptose radio-induite ont été étudiés (Figure 24A). Dans le second
protocole, les irradiations ont été réalisées au 6°™ jour aprés stimulation et expansion sur les PBMCs
en prolifération. La sensibilité a I'apoptose radio-induite est alors étudiée dans les conditions standard

a 17 h aprés l'irradiation, soit le 7°™ jour (Figure 24A).

La stimulation des récepteurs TCR, CD3 et CD28 lors de l'irradiation protége les lymphocytes -T-CD4

et les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 effecteur mémoire de 'apoptose radio-induite.

L'expression du récepteur de surface CD69, spécifique de la stimulation des récepteurs TCR, CD3 et
CD28, a été mesurée 3 jours, 6 jours et 7 jours apres la stimulation et irradiation a 2 et 8 Gy. Dans nos
conditions de culture, le récepteur CD69 est exprimé 3 jours apres la simulation par la majorité des
lymphocytes T-CD4. |l n’est pas détecté de différence dans le niveau d’expression, ni dans la proportion
de cellules positives pour CD69, en fonction de la dose d’irradiation 3 jours aprés la stimulation.
L’expression de CD69 est transitoire et est maximale 3 jours aprés la stimulation. Le niveau
d’expression ainsi que la proportion de LT-CD4 positifs (CD69+) décroissent 6 et 7 jours aprés la
stimulation. La dynamique observée sur les échantillons irradiés a 2 Gy est semblable a celle observée
pour les non irradiés alors que les échantillons irradiés a 8 Gy présentent une proportion de cellules
CD69+ supérieure a celle observée dans le non irradié. L'expression de CD69 observée 3 jours apres
activation in vitro, permet de confirmer que, dans nos conditions expérimentales, les LT-CD4

répondent a I'activation in vitro a toutes les doses d’irradiation (Figure 24B).

Dans les PBMCs stimulées, 7 jours aprés stimulation, la population de LT-CD4 contient des populations
effecteur mémoire et central mémoire, dont les proportions varient peu apreés irradiation a 2 et 8 Gy
(Figure 24C). L'apoptose a été analysée par mesure de I'intensité de fluorescence AnnV dans les LT-
CD4 et les sous-populations CM et EM, 7 jours apres stimulation et irradiation. Dans la population de

LT-CD4 et dans les cellules CM et EM, les irradiations a 2 et 8 Gy n’induisent pas de modification de la
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distribution de la fluorescence de I’AnnV. (Figure 24D gauche). La quantification du pourcentage de
cellules apoptotiques AnnV+ démontre que l'irradiation a 2 et 8 Gy n’induit pas d’augmentation de la
proportion de cellules apoptotiques dans les LT-CD4 et les sous-populations CM et EM, 7 jours apres
stimulation (Figure 24D droite). Dans un second temps, en lien avec la caractérisation des différences
de sensibilité a I'apoptose radio-induite décrites des sous-populations de LT-CD4conv quiescentes
CCR6+CD127+ et CCR6-, nous avons analysés 7 jours apres stimulation et irradiation, I'apoptose dans
les sous-populations CCR6+CD127+, CCR6-CD127+ et CCR6-CD127-. En effet, les LT-CD4 apres
stimulation présentent une population CCR6-CD127- qui n’est pas caractérisée a |'état nonirradié dans
les cellules quiescentes. Dans les LT-CD4, 7 jours aprés stimulation, la proportion de CCR6+CD127+ est
minoritaire (en moyenne 10 %) comparée aux populations CCR6-CD127+ (en moyenne 20 %) et CCR6-
CD127- (en moyenne 50 %) dans la série de donneurs analysée. Les proportions relatives des trois sous-
populations sont stables apreés irradiation a 2 et 8 Gy (Figure 24E). Dans les populations CCR6-CD127+
et CCR6-CD127-, les irradiations a 2 et 8 Gy ne changent pas les distributions de fluorescence AnnV, 7
jours apres stimulation et irradiation tandis que dans la population CCR6+CD127+, les distributions de
I'intensité de de fluorescence I’AnnV montrent un déplacement du pic de fluorescence principale aprés
irradiation a 8 Gy (Figure 24F gauche). La quantification du pourcentage de cellules apoptotiques
suggere une légére augmentation de la proportion de cellules apoptotiques dans les CCR6-CD127+ et
CCR6-CD127- 7 jours apres stimulation et irradiation a 8 Gy. Toutefois, I'augmentation n’est pas
statistiguement significative. Dans la population minoritaire CCR6+CD127+, il est observé dans la série
d’échantillons étudiée une augmentation de 2 fois de la proportion de cellules apoptotiques 7 jours
apreés irradiation a 8 Gy par rapport a la condition contréle non irradiée. Toutefois, le résultat est en
dessous du seuil de significativité de 5 % et est a confirmer sur un échantillon plus large (Figure 24F
droite). En comparaison avec I'apoptose radio-induite mesurée dans les sous-populations de LT-CD4
CCR6- quiescentes (48 h apres irradiation), la stimulation bloque drastiquement I'apoptose radio-

induite dans les CCR6- mais peut étre moins dans les CCR6+CD127+.
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E. Proportion de LT-CD4 CCRE+CD127+ et CCR6- post irradiation 7 jours aprés activation
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F. Intensité de fluorescence de 'AnnV et quantification des cellules AnnV+ dans les sous-populations
CCRE+CD127+ et CCRE- post irradiation 7 jours aprés activation
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Figure 24: La stimulation des récepteurs TCR, CD3 et CD28 lors de lirradiation protége les
lymphocytes -T-CD4 et les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 effecteur mémoire de I'apoptose
radio-induite. Légende en page 131
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Figure 24 : La stimulation des récepteurs TCR, CD3 et CD28 lors de l'irradiation protége les
lymphocytes -T-CD4 et les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 effecteur mémoire de I'apoptose
radio-induite.

A. Schéma expérimental de stimulation in vitro et marquage CFSE, avant irradiation a 2 et 8 Gy des
PBMCs et schéma d’analyse par gating hiérarchique d’un fichier cytométrie en flux apres stimulation
et expansion de 3 jours. L’identification des différents compartiments cellulaires sur la base de
I’expression de récepteurs de surface conduit a la quantification de I'apoptose radio-induite par
compartiment et a la quantification des proportions relatives des sous populations lymphocytaires
comme décrit précédemment. B. Superposition d’histogrammes de fluorescence CD69 des
lymphocytes-T-CD4 mesurée 3, 6 et 7 jours apres stimulation sans irradiation (gris) et apres irradiation
a 2 (rouge) et 8 (noir) Gy, n=1. C. Histogrammes des proportions des sous-populations de lymphocytes-
T-CD4 : CM et EM, quantifiés 7 jours apres stimulation, en condition contréle non irradiée et apres
irradiation a 2 et 8 Gy, n=4 D. Superposition des distributions de fluorescence AnnexineV mesurée dans
les lymphocytes-T-CD4 et les sous-populations CM et EM, 7 jours aprés stimulation, en condition
contrdle non irradiée et apres irradiation a 2 (rouge) et 8 (noir) Gy, n=1. Courbes dose-effet des
proportions de cellules AnnexineV+ dans les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 (noir), CM (vert)
et EM (rouge clair), mesurées 7 jours apres stimulation, en condition contréle non irradiée et 7 jours
apres irradiation et stimulation a 2 et 8 Gy, n=4 E. Histogramme des proportions des sous-populations
de lymphocytes-T-CD4 : CCR6+CD127+ (bleue), CCR6-CD127+ (rouge) et CCR6-CD127- (rouge claire),
guantifiées 7 jours aprés stimulation en condition contréle non irradiée et 7 jours aprés stimulation et
irradiation a 2 et 8 Gy, n=4 F. Superposition des histogrammes de fluorescence AnnexineV des sous-
populations de lymphocytes-T-CD4 : CCR6+CD127+, CCR6-CD127+ et CCR6-CD127-, 7 jours apres
stimulation en condition contréle non irradiée (gris) et irradiation a 2 (rouge) et 8 (noir) Gy, n=4.
Courbes dose-effet des proportions de cellules AnnexineV+ dans les sous-populations de lymphocytes-
T-CD4 : CCR6+CD127+ (bleu), CCR6-CD127+ (rouge) et CCR6-CD127- (rouge clair) mesurée 7 jours apres
stimulation en condition controle non irradiée et 7 jours aprés stimulation et irradiation a 2 et 8 Gy,
n=3. La variabilité des données est représentée sous forme d’écart-type, * valeur p<0.05, ** valeur p<
0.01, *** valeur p < 0.0001, **** valeur p< 0.00001.
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Une dose d’irradiation a 2 Gy n’interfére pas avec la prolifération des Lymphocytes-T-CD4 et des
sous-populations de lymphocytes-T-CD4 effecteur mémoire ; CCR6+CD127+, CCR6-CD127+ et CCR6-
CD127-.

L'analyse de la prolifération a été réalisée d’une part dans les LT-CD4 et les sous-populations CM et
EM ; et d’autre part dans les sous-populations : CCR6+CD127+, CCR6-CD127+ et CCR6-CD127- de LT-
CD4 non apoptotiques (AnnV-). Le marquage au CFSE permet d’identifier le nombre de divisions
cellulaires et de quantifier I'index de division qui est calculé en prenant en compte le nombre de
divisions, le nombre de cellules qui ne se divisent pas (1° pic) et le nombre de cellules par division sur
la plateforme dédiée du logiciel Flowjo (Figure 25A). L’analyse de l'intensité de fluorescence du CFSE
dans les LT-CD4, et les sous-populations CM et EM révele que le nombre de générations, la proportion
de cellules par génération et I'index de division sont identiques entre les conditions non irradié et
irradié a 2 Gy (Figure 25A et 25B). Les LT-CD4 réalisent 7 jours aprés stimulation en condition non
irradiée etirradiée a 2 Gy, 5 divisions cellulaires. Aprés une irradiation a 8 Gy, le nombre de générations
est moins important, la majorité des cellules ne se sont donc pas divisées (Figure 25A) et il n’a été
observé qu’une seule division dans les LT-CD4-CM et 2 divisions dans les LT-CD4-EM. Apres une
irradiation a 8 Gy, nous quantifions, dans les LT-CD4 et les sous-populations CM et EM, des index de
division 4 fois inférieure a ceux mesurés apres une irradiation a 2 Gy (Figure 25B). Ainsi, aprés une

irradiation a 8 Gy, la majorité des LT-CD4 et des cellules CM et EM ne se divisent pas.

Nous avons recherché une différence dans les effets de I'irradiation a 2 et 8 Gy sur la prolifération des
sous-populations de LT-CD4 : CCR6+CD127+, CCR6-CD127+ et CCR6-CD127- (Figures 25C et 25D). En
condition non irradiée, la population CCR6+CD127+ réalise en moyenne le méme nombre de divisions
cellulaires mais possede un index de division inférieure aux populations CCR6-CD127+ et CCR6-CD127-
(Figures 25Cet 25D). La majorité des cellules CCR6+CD127+ ne se divisent donc pas ou n’effectuent
gu’une division. La proportion de cellules qui progresse d’une division a l'autre est inférieure a celle
observée dans les populations CCR6-CD127+ et CCR6-CD127- (Figure 25E). Nous émettons I’hypothése
gu’une partie des cellules CCR6+CD127+ ne semble pas sensible a la stimulation des récepteurs TCR,
CD3 et CD28. Cela pourrait étre la raison pour laquelle les cellules CCR6+CD127+ n’ont pas, 7 jours
apres la stimulation et I'irradiation, été protégées de I'apoptose radio-induite. Notre hypothese est
que les cellules CCR6+CD127+ ne répondant pas a la stimulation in vitro et ne se divisent pas sont des
cellules qui ne se différencient pas. Nous avons commencé par caractériser les voies de différenciation
possibles en analysant les cellules exprimant a leur surface le récepteur de surface CD57 ; un marqueur
exprimé par les cellules LT-CD4 a activité lytique ou les LT-CD4 sénescents. Dans une série de 3

échantillons, nous observons que la population CCR6+CD127+ présente, 7 jours apres la stimulation,
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en condition non irradiée et apres irradiation a 2 Gy, en moyenne 35 % de cellules CD57+, soit 2 fois
plus que ne présentent les populations CCR6-CD127+ et CCR6-CD127- (Figure 25F). Nous avons
caractérisé également la proportion de cellules en phase GO du cycle cellulaire par un marquage KI67.
Nous avons étudié, 7 jours aprés stimulation, les fractions de LT-CD4 CCR6+CD127+ et CCR6- qui ne se
sont pas divisées et ayant réalisées une premiere division cellulaire, en condition contréle non irradiée
et aprés une irradiation a 2 Gy. Les populations CCR6+CD127+ et CCR6- qui ne se sont pas divisées
présentent, en condition non irradiée et aprées une irradiation a 2 Gy, respectivement 40 % et 50 % des
cellules KI67-. Ce résultat ne révele donc pas une différence significative entre les populations CCR6+
et CCR6-. Par contre, au sein des fractions ayant réalisé une division cellulaire, les CCR6+CD127+
comprennent 60 % de cellules KI67- alors que les CCR6- n’en comprennent que 15 %. Cette différence
trés marquée suggere que 7 jours apres stimulation, en condition non irradiée et irradiée a 2 Gy, les
cellules CCR6+CD127+ contrairement aux cellules CCR6-, ne sont majoritairement pas en phase active

du cycle cellulaire.
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A, Intensité de fluorescence du CFSE dans les LT- B. Nombre de pics CSE et mesure de index de division dans les LT-CD4, les
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F. Intensité de flucrescence de CDST et proportion de cellules CD57+ dans les sous-populations CCRE+CD127+ et CCRE- de

LT-CD4 post irradiation 7 jours aprés activation
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G. Quantification de cellules KIE7+ dans les sous-populations CCRE+CD127+ et
CCRE- de LT-CD4 post irradiation 7 jours aprés activation
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Figure 25 : Une dose d’irradiation a 2 Gy n’interfére pas avec la prolifération des lymphocytes-T-CD4
et des sous-populations de lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires ; CCR6+CD127+, CCR6-CD127+
et CCR6-CD127-.

A. Superposition d’histogrammes d’intensité de fluorescence CFSE mesurée dans les sous-populations
de lymphocytes-T-CD4 : CM et EM, 7 jours aprés stimulation, en condition contrdle non irradiée (gris)
et aprés irradiation a 2 (rouge) et 8 (noir) Gy, n=4 B. Histogramme de distribution du nombre de
divisions (gauche) et de I'index de division (droite) en fonction de la dose d’irradiation dans les sous-
populations de lymphocytes-T-CD4 (noir), CM (vert), et EM (rouge clair) quantifiée 7 jours apreés
stimulation en condition contrdle non irradiée et apres irradiation a 2 et 8 Gy, n=4. C. Superposition
d’histogrammes d’intensité de fluorescence CFSE mesurée dans les sous-populations de lymphocytes-
T-CD4 : CCR6+CD127+ (gris), CCR6- (incluant les cellules CD127+ et CD127-) (noir), mesurée 7 jours
apres stimulation en condition contrdle non irradiée (0 Gy) et apres irradiation a 2 Gy et 8 Gy, n=1D.
Histogramme de distribution du nombre de divisions (gauche) et de I'index de division (droite) en
fonction de la dose d’irradiation dans les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 : CCR6+CD127+
(bleu) , CCR6-CD127+ (rouge) et CCR6-CD127- (rouge clair), mesurée 7 jours aprés stimulation, en
condition contréle non irradiée et apres irradiation a 2 et 8 Gy, n=4 E. Proportion de cellules
CCR6+CD127+ par division cellulaire mesurée 7 jours apres stimulation en condition contréle non
irradiée(bleue foncé) et apres irradiation a 2 (bleue clair) Gy, n=3 F. Superposition d’histogrammes de
fluorescences CD57 versus FSC dans les populations de lymphocytes-T-CD4 : CCR6+CD127+ (bleu),
CCR6-CD127+ (rouge) et CCR6-CD127- (rouge clair) mesurée 7 jours aprés stimulation en condition
contrdle non irradiée et aprés irradiation a 2 Gy, n=1 (gauche) et distribution des proportions de
cellules CD57+ (avec moyenne et écart type) dans les populations CCR6+CD127+ (bleu) , CCR6-CD127+
(rouge) et CCR6-CD127- (rouge clair) mesurée 7 jours aprés stimulation en condition contréle non
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irradiée et aprés irradiation a 2 Gy, n=4 G. Distribution des proportions de cellules KI67- dans les
populations de lymphocytes-T-CD4 : CCR6+CD127+ (bleu) et CCR6- (rouge) dans la fraction non divisée
et dans la fraction en premiere génération (tons clairs) mesurée 7 jours apres stimulation en condition
controle non irradiée et apreés irradiation a 2 Gy, n=3. La variabilité des données est représentée sous
forme d’écart-type, * valeur p<0.05, ** valeur p< 0.01, *** valeur p < 0.0001, **** valeur p< 0.00001.

L’irradiation induit dans des LT-CD4 effecteurs mémoires apres 6 jours de prolifération 'apoptose et

la perte d’expression du récepteur de surface CD62L.

Le second protocole d’irradiation est basé sur une irradiation 6 jours apres stimulation. La proportion
des sous-populations et la mort cellulaire par apoptose ont été étudiées dans les LT-CD4 et les sous-
populations 17 h aprés irradiation, soit le 7°™ jour. Ce protocole a été réfléchi de maniére a reproduire
les conditions de nos travaux effectués 17 h et 48 h aprés irradiation sur les cellules quiescentes (Figure
26A). Lirradiation au 6°™ jour de prolifération induit une augmentation dose dépendante de la
proportion de la sous-population EM (CD62L-CD45RA-) et une diminution dose dépendante de la
proportion de la population CM (CD62L+CD45RA-). Lirradiation provoque donc une diminution de
I’expression du récepteur CD62L dans LT-CD4 dés une dose de 2 Gy, (Figure 26B). L’irradiation au 6™
jour de prolifération, induit de maniere dose dépendante une augmentation de la proportion de
cellules I’AnnV+ dans les LT-CD4 et spécifiquement dans les LT-CD4 EM (Figure 26C). Le pourcentage
de cellules apoptotiques (AnnV+) confirme une induction de I'apoptose dose dépendante des une dose
de 2 Gy dans les LT-CD4 et spécifiquement dans la population EM. Dans la série d’échantillons étudiés
et pour la population EM, I'apoptose est respectivement 1,5 fois et 2 fois plus élevée 17 h aprés une

irradiation a 2 et 8 Gy par rapport a la condition contréle non irradiée (Figure 26D).
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A. Protocole d'activation et dirradiation in vitro des PBMCs
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Figure 26 : Lirradiation induit dans des LT-CD4 effecteurs mémoires aprés 6 jours de prolifération
I’apoptose et la perte d’expression du récepteur de surface CD62L. Légende en page 138
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Figure 26 : Lirradiation induit dans des LT-CD4 effecteurs mémoires aprés 6 jours de prolifération
I’apoptose et la perte d’expression du récepteur de surface CD62L.

A. Schéma expérimental de stimulation in vitro et marquage CFSE des PBMC s, l'irradiation a 2 et 8 Gy
a été réalisée 6 jours aprés la stimulation. Apres 7 jours de stimulation, et 17h apreés irradiation, les
caractéristiques de prolifération, les proportions cellulaires et I'apoptose ont été mesurées en
condition contréle non irradiée et apres irradiation a 2 et 8 Gy B. Superposition d’histogrammes de
fluorescence CD62L mesurés dans les lymphocytes-T-CD4 (gauche) quantifiée en condition contréle
non irradiée (gris) et aprés irradiation a 2 (rouge) et 8 (noir) Gy 7 jours aprés stimulation n=1
Distribution des proportions de cellules dans les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 : CM (vert)
et EM (orange), quantifiée en condition contréle non irradiée et 17h apres irradiation a 2 et 8 Gy soit
7 jours apres stimulation n=3 C. Superposition d’histogrammes de fluorescence AnnexineV mesurés
dans les lymphocytes-T-CD4 , CM et EM quantifié en condition controle non irradiée (gris) et apres
irradiation a 2 (rouge) et 8 (noir) Gy 7 jours apres stimulation n=1 D. Courbes dose-effet des
proportions de cellules AnnexineV+ apoptotiques quantifiées dans les lymphocytes-T-CD4 et des sous-
populations de lymphocytes-T-CD4 ; CM et EM, quantifié en condition contréle non irradiée et 17h
apres irradiation a 2 et 8 Gy soit 7 jours aprées stimulation n=3. La variabilité des données est
représentée sous forme d’écart-type, * valeur p<0.05, ** valeur p< 0.01, *** valeur p < 0.0001, ****
valeur p< 0.00001.
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3. Conclusion des résultats de I'axe 1
Dans ce premier axe de these, I'objectif était de caractériser les effets de I'irradiation sur les sous-
populations de lymphocytes-T-CD4 quiescents circulants et sortis de I’état de quiescence en réponse

a une stimulation.

Ainsi, au sein de la population hétérogéne de LT-CD4conv, nous avons démontré que seule la sous-
population EM était sensible a I'apoptose radio-induite, et ce, dés une dose 0,5 Gy. Au sein de la
population de LT-CD4conv EM, nous avons montré une hétérogénéité de sensibilité a I'apoptose radio-
induite entre deux populations. La population CCR6+CD127+EM qui est résistante a I'apoptose radio-
induite, et la population CCR6-EM qui est sensible a I'apoptose radio-induite. La résistance a I'apoptose
radio-induite semble étre médiée par une signalisation interne spécifique et non par des interactions
cellulaires. Apres irradiation, I'expression génique (mesurée sur des pools de 300 cellules triées) du
ligand TRAIL (TNFSF10) et ses deux récepteurs pro-apoptotiques ne differe pas entre les deux
populations de LT-CD4conv CCR6+CD127+EM et CCR6-EM. La résistance a |I'apoptose radio-induite de
la population de LT-CD4-EM CCR6+CD127+ ne semble donc pas dépendante de la voie de signalisation
de I'apoptose radio-induite médiée par TRAIL (TNFSF10) et ses récepteurs pro-apoptotiques. Dans les
effecteurs, nous avons démontré aussi une hétérogénéité d’apoptose radio-induite qui distingue deux
groupes : les effecteurs Treg, Thl, Th2 et Th-non polarisés, tous négatifs pour le marqueur CCR6 et trés
sensibles a I'apoptose radio-induite, et les effecteurs Th9, Th17 (CXCR3+), Th22 et Th17 (CXCR3-), tous

positifs pour le marqueur CCR6, et moins sensibles a I'apoptose radio-induite.

Dans la population de LT-CD4conv, l'irradiation induit de maniére progressive dans le temps et de
maniere dose dépendante, une diminution de I'expression du récepteur de surface CD62L. Cela se
reflete dans I'augmentation radio-induite de la proportion des populations CD62L- : EM et CD62L-
CD45RA+, ainsi que dans la baisse radio-induite de la proportion des populations CD62L+ : naive et CM.
De plus, nos résultats démontrent que la diminution radio-induite de I’expression du récepteur CD62L
caractérisée dans les LT-CD4conv est présente uniquement dans la sous-population de LT-CD4conv
CCR6- qui est sensible a I'apoptose radio-induite. Dans cette sous-population, nous avons démontré
une augmentation de la proportion de la population EM (CD62L-CD45RA-) et des cellules CD62L-
CD45RA+. La diminution de I'expression de CD62L radio-induite n’est pas présente dans la sous-
population de LT-CD4conv CCR6+CD127+ qui est résistante a I'apoptose radio-induite. Nos résultats
démontrent que l'irradiation dans les LT-CD4conv EM induit aussi une diminution dose dépendante de
I’expression des récepteurs de surface CCR6 et de CD127. La diminution de I'expression de CD127 a la

surface des LT-CD4conv EM est spécifique aux LT-CD4conv EM CCR6-, et est absente dans les LT-
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CD4conv EM CCR6+. L'irradiation est donc responsable d’un enrichissement, dans les LT-CD4conv, de

la proportion de cellules EM CD62L- CCR6- CD127-.

La stimulation des récepteurs TCR, CD3 et CD28 et donc la sortie de I'état de quiescence protége, d’une
part, les LT-CD4 de la perte d’expression du récepteur de surface CD62L et, d’autre part, de I'induction
de l'apoptose dans les LT-CD4 en général et la sous-population EM en particulier. De plus, la
stimulation des récepteurs TCR, CD3 et CD28, protege les sous-populations de LT-CD4 CCR6-CD127+
et CCR6-CD127- de I'apoptose radio-induite, ce qui ne semble pas étre le cas dans la sous-population

CCR6+CD127+.

Les deux doses d’irradiation testées 2 et 8 Gy n‘impactent pas la prolifération des LT-CD4 et des sous-
populations CM, EM, CCR6+CD127+, CCR6-CD127+ et CCR6-CD127- de maniére identique. Une
irradiation a 2 Gy n’impacte pas la prolifération tandis qu’une dose de 8 Gy empéche les LT-CD4 et
I’ensemble des sous-populations d’initier une premiere division cellulaire et de réaliser autant de
divisions qu’en condition non irradiée. Nous avons caractérisé une différence de prolifération
constitutionnelle non induite par l'irradiation et spécifique a la population de LT-CD4 CCR6+CD127+ et
identifié une hétérogénéité associée. La population CCR6+CD127+ comprend une minorité de cellules
qui ont répondu a la stimulation et qui vont réaliser plusieurs divisions cellulaires, et une partie
majoritaire de cellules qui ne se sont divisées qu’une seule fois ou qui ne se sont pas divisées du tout.
La majorité des cellules CCR6+CD127+ qui ne se divisent pas ou qui sont en premiére division cellulaire
sont KI67- et sont donc en dehors du cycle cellulaire. La population CCR6+CD127+ comprend 35 % de
cellules CD57+ empruntant des voies de différenciation vers la sénescence ou vers I'acquisition de
fonctions cytotoxiques. Enfin, nous avons montré que dans le cas ou I'irradiation est réalisée 6 jours
apreés la stimulation des récepteurs TCR, CD3 et CD28, les LT-CD4 et les LT-CD4-EM sont sensibles a
Iirradiation ; la protection liée a la sortie de I’état de quiescence observée, lorsque l'irradiation a lieu
simultanément a la stimulation in vitro, est perdue. Ainsi, la sensibilité a 'apoptose radio-induite est
similaire a celle décrite dans les LT-CD4conv et les sous-populations de LT-CD4conv CM et EM

circulantes non activées.
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IV. Résultats de I'axe sur la recherche de polymorphismes génétiques de type SNV associés
a la radiosensibilité individuelle reflétée par I'apoptose radio-induite des lymphcoytes-T-
CD4 effecteurs mémoires

1. Association du SNV rs1131532 du gene TRAIL (TNFSF10) a la quantification de I'apoptose

des lymphocytes-T-CD4-effecteur mémoire et des effecteurs différenciés T-helper (Th)
L’association génétique du SNV rs1131532 sur le géne TRAIL (TNFSF10) a I'apoptose radio-induite
des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires est présente dans les sous-populations d’effecteurs

mémoires Thl, Th2, Th non polarisé, Th9 et Th17 (CXCR3+).

La seconde partie du projet a pour objectif d’approfondir I'association des polymorphismes génétiques
sur le gene TRAIL (TNFSF10) a I'apoptose radio-induite des effecteurs différenciés Th. L'étude
d’association du génotype de rs1131532 a I'apoptose radio-induite a été réalisée dans une cohorte
d’individus différente de la cohorte dans laquelle a été démontrée la prédiction des SNVs rs1131532,
rs1131535 et rs3815496 (Baijer et al., 2016). Nous avons caractérisé I'effet du polymorphisme de type
SNV rs1131532 présent sur le géne TRAIL (TNFSF10) dans la population de LT-CD4-EM les sous-

populations d’effecteurs différenciés Th comprises dans la population de LT-CD4-EM.

La proportion de cellules apoptotiques a été évaluée 17 h apres irradiation en quantifiant le
pourcentage de cellules positives pour le marquage a I’AnnexineV dans la population de LT-CD4-EM et
dans les populations d’effecteurs différenciés Th EM, en fonction du génotype CC (homozygote
majeur), CT (hétérozygote) et TT (homozygote mineur) de I'individu au locus du SNV rs1131532 (Figure
27). Leffectif pour chaque groupe d’individus est de 19 pour le génotype CC, 16 pour le génotype CT
et 7 pour le génotype TT.

L'analyse des distributions d’intensité de fluorescence révele que l'irradiation induit une augmentation
plus forte de la proportion de cellules présentant une I'intensité de fluorescence de I’AnnV chez les
individus de génotype CC et CT et moindre chez les individus de génotype TT (Figure 27A). Afin de
quantifier cet effet, le pourcentage moyen de cellules apoptotiques (AnnV+) apreés irradiation a 0,5, 2
et 8 Gy dans les LT-CD4-EM a été évalué dans les 3 groupes de génotype pour rs1131532. Les résultats
montrent que la proportion de cellules apoptotiques des individus de génotype CC est croissant 17 h
apres irradiationa 0,5, 2 et 8 Gy. En comparant le pourcentage de cellules apoptotiques a 0,5, 2 et 8 Gy
entre les individus de génotype CC et TT, on observe une différence d’un facteur 2. Chez les individus
de génotype CT, I'irradiation induit de I'apoptose dans les LT-CD4-EM, toutefois, les individus CT sont

moins sensibles que les individus de génotype CC (Figure 27B).
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L'analyse de I'apoptose radio-induite dans les LT-CD4-EM en fonction du génotype pour le SNV
rs1131532 a aussi été réalisée en prenant compte de la répartition (variance) du pourcentage
d’apoptose radio-induite entre les individus de méme groupe des 3 génotypes. La représentation en
figure 27 permet de faire figurer le pourcentage de cellules apoptotiques dans les LT-CD4-EM, 17 h
aprées une irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy de chaque individu (Figure 28). Il a été observé qu’il existe une
variabilité importante d’apoptose radio-induite au sein des individus de génotype CC et hétérozygote
TT. Les individus de génotype TT ont une variabilité moindre du pourcentage de cellules apoptotiques,
comparées aux individus de génotype CC et CT (Figure 28). Un test statistique par anova, confirme
I"association significative des doses croissantes d’irradiation et du génotype pour le SNV rs1131532 a
I"apoptose radio-induite des LT-CD4 EM (Figure 27K). Un test de Student comparant le pourcentage
d’apoptose apres irradiation entre les 3 groupes de génotype, confirme qu’aux doses d’irradiation (0,5,
2 et 8 Gy) que le génotype pour le SNV rs1131532 sur le géne TRAIL (TNFSF10) est associé a I'apoptose
radio-induite des LT-CD4-EM et est donc prédictif de I'apoptose radio-induite des LT-CD4 EM.

Dans le but de préciser I'association du SNV rs1131532 a 'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM,
|'association du génotype pour rs1131532 a été analysée dans les sous-populations d’effecteurs
différenciés de type Th. Deux parametres ont été étudiés : le pourcentage d’apoptose apreés irradiation
a 0,5, 2 et 8 Gy et la variabilité de pourcentage d’apoptose entre les individus de méme groupe de
génotype. Au sein méme de la population de LT-CD4-EM, il existe une différence d’apoptose
intrinseque au type d’effecteur en condition basale. Dans les effecteurs de LT-CD4-EM Th22 et Th17
(CXCR3-), les résultats ne montrent pas d’effets d’augmentation du pourcentage d’apoptose apres
irradiation (Figure 27D). Ainsi, il est difficile de discriminer I'effet du génotype de rs1131532 sur les
effecteurs Th22 et Th17 (CXCR3-). De plus, le test anova permet de conclure que les doses croissantes
d’irradiation et le génotype du rs1131532 ne sont pas corrélés a I'apoptose mesurée dans les Th22 et
Th17 (CXCR3-) (Figure 27K). Dans I'ensemble des autres effecteurs Th9, Th17(CXCR3+), Th17 (CXCR3-
), Th2, Thl et Th-non polarisé, I'irradiation induit une augmentation du pourcentage moyen d’apoptose
chez les individus de génotype CC (Figure 27E, 27F, 27G, 27H, 271). Toutefois, ce résultat est a mettre
en paralléle avec la forte variabilité de pourcentage d’apoptose radio-induite pour ces mémes
effecteurs Th, au sein des individus CC (Figure 28B, 28C, 28D, 28F, 28F, 28G). En analysant les
pourcentages de cellules apoptotiques dans les différents effecteurs Th9, Th17 (CXCR3+), Th17 (CXCR3-
), Th2, Thl et Th-non polarisé, il a été observé une différence d’apoptose radio-induite dans les
effecteurs Th9 et Th17 (CXCR3+) (CCR6+CCR4-CXCR3+), Thl (CCR6-CCR4-CXCR3+) et Th2 (CCR6-
CCR4+CXCR3-) entre les génotypes CC et TT (Figure 27E, 27G et 27H). Les tests statistiques de Student
comparant pour chaque dose d’irradiation, le pourcentage de cellules apoptotiques entre les 3
groupes de génotypes, révelent une différence significative d’apoptose radio-induite entre les
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individus CC et TT dans les effecteurs Th17/Th9, Th2 et Th1 (Figure 27J). Le test anova confirme un
effet significatif du génotype pour le SNV rs1131532 a I'apoptose radio-induite dans les effecteurs Th9,
Th17(CXCR3+), Th2, Thl et Th-non polarisée (Figure 27K). La combinaison des tests statistiques
confirme avec plus de certitude I'effet de I'irradiation et du génotype de rs1131532 dans les effecteurs

de LT-CD4-EM Th2, Th1, Th-non polarisée, Th9 et Th17 (CXCR3+).

A, Intensité de fluorescence de 'AnnY dans les LT-CO4-EM an fonction de B, Quantification de la proportion de cellules AnnV'+ dans les LT-CD4-EM

r&1131532 en fonction du génotype de rs1131532
5l =
CC génotype CT génotype TT génotype - G
ooy % 404 - CT
1 o56y [ - TT
) o ] 26y 'ﬁ 30+
£ n ) 86y 2
j P = 20+
i [
. L 8
104
L : \ AN A N
0 T T T T
Ana 0 0.5 2 8
Gy
C. Proportion de LT-CD4-EM CCRE+CD127+ en condition non irradiée en fonction du génatype de rs1131532
30 e .
« CC
s CT
204 T

=
T

% de cellules CCRE+CDI1ZT+EM

=
I

143



D. Quaniification de la proportion de cellules Ann\'+ dans les
Th22-EM en fonction du génotype de rs1131532

E. Quantification de la propartion de cellules Annv+ dans les
ThATh17(CRCR3+)-EM en fonction du génotype de rs1131532
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Figure 27 : L’association génétique du SNV rs1131532 sur le géne TRAIL (TNFSF10) a I’apoptose radio-

induite des lymphocytes-T-CD4 EM est précisée spécifiqguement dans les effecteurs mémoires

différenciés Thl, Th2, Th non polarisé, Th9 et Th17 (CXCR3+). Légende en page 145

144



Figure 27 : L’association génétique du SNV rs1131532 sur le géne TRAIL (TNFSF10) a I’apoptose radio-
induite des lymphocytes-T-CD4 EM est précisée spécifiguement dans les effecteurs mémoires
différenciés Thl, Th2, Th non polarisé, Th9 et Th17 (CXCR3+).

A. Superposition d’histogrammes d’intensité de fluorescence AnnexineV mesurée dans la population
EM de lymphocytes-T-CD4, mesurée en condition contréle 17h apres irradiation a 0 (gris), 0,5 (bleu) ,
2 (noir) et 8 (rouge) Gy, chez les individus de génotype CC, CT et TT pour le rs1131532 du géne TRAIL
(TNFSF10) B. Courbe dose-effet de la proportion (moyenne et écart type) de cellules AnnexineV+ dans
la population EM de lymphocytes-T-CD4, en fonction de la dose d’irradiation mesurée 17h apres
irradiation en condition controle et a 0,5, 2 et 8 Gy, par groupes d’individus de génotype CC (bleu
foncé), CT (bleu moyen) et TT (bleu clair) pour le rs1131532 du géne TRAIL (TNFSF10) C. Histogramme
des distributions des proportions de lymphocytes-T-CD4 CCR6+CD127+ EM, chez les individus de
génotype CC, CT et TT pour le rs1131532 du gene TRAIL (TNFSF10) en condition controle D-I. Courbe
dose-effet de la proportion (moyenne et écart type) de cellules AnnexineV+ dans les populations EM
des effecteurs Th, en fonction de la dose d’irradiation mesurée 17h apres irradiation en condition
controle eta 0,5, 2 et 8 Gy, par groupes d’individus de génotype CC (bleu foncé), CT (bleu moyen) et
TT (bleu clair) pour le rs1131532 du géne TRAIL (TNFSF10) D. Th22, E. Th9 et Th17 (CXCR3+), F. Th17
(CXCR3-), G.Th2, H. Thl et I. Th non polarisé. J. Test statistique de Student comparant de pourcentage
de cellules apoptotiques quantifiées en condition contréle et aprés irradiation, dans les lymphocytes-
T-CD4 EM et les effecteurs Th22, Th17 (CXCR3-), Th9, Th17 (CXCR3+), Th2, Thl et Th non polarisé en
fonction génotype CC, CT et TT pour le rs1131532 du géne TRAIL (TNFSF10) K. Test statistique anova
déterminant la contribution des doses d’irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy et du génotype pour le rs1131532
du géne TRAIL (TNFSF10) a I'apoptose mesurée chez I'ensemble des individus de I'étude. CC n=19, CT
n=14, TT n=7. La variabilité des données est représentée sous forme d’écart-type, * valeur p<0.05, **
valeur p< 0.01, *** valeur p < 0.0001, **** valeur p< 0.00001.
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A. Quantification de la proportion de cellules AnnV+ dans les LT-CD4-
EM en fonction du génotype de rs1131532
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Figure 28 : Données supplémentaires figure 26, étude de la variabilité du pourcentage de cellules
apoptotique quantifiée aprés irradiation en fonction du génotype pour rs1131532. Légende page 147
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Figure 28 : Données supplémentaires figure 27, étude de la variabilité du pourcentage de cellules
apoptotigue quantifiée aprés irradiation en fonction du génotype pour rs1131532.

A. Histogrammes présentant les proportions de cellules AnnexineV+ dans la population EM de
lymphocytes-T-CD4, mesurée en condition contréle 17h apreés irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy, chez les
individus de génotype CC, CT et TT pour le rs1131532 du géne TRAIL (TNFSF10) B-G. Histogrammes
présentant les proportions de cellules AnnexineV+ dans la population d’effecteurs Th22 (B), Th17
(CXCR3-) (D), Th9 et Th17 (CXCR3-) (C), Th2 (E), Th1 (F)et Th non polarisé (G) EM, mesurée en condition
contréle 17h apreés irradiation a 0,5, 2 et 8 Gy, chez les individus de génotype CC, CT et TT pour le
rs1131532 du gene TRAIL (TNFSF10) CC n=19, CT n=14, TT n=7.
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2. Analyse d’association des SNVs sur le géne TRAIL (TNFSF10) a la quantification de I'apoptose

radio-induite des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires

a) Rationnel soutenant le choix du gene candidat TRAIL (TNFSF10)
Le projet de recherche réalisé précédemment au laboratoire a porté sur le développement du test de
radiosensibilité individuelle basé sur la quantification de I'apoptose radio-induite des lymphocytes-T-
CD4 effecteur mémoire (LT-CD4-EM). Les travaux de recherche de polymorphismes génétiques
associés a la quantification de I'apoptose radio-induite ont démontrés par un séquencage de régions
ciblées obtenues par PCR, que I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM est associée significativement
a 3 polymorphismes de type SNV sur le géne TRAIL (TNFSF10) : rs1131532, rs3815496 et rs1131535. A
ces locus, le génotype homozygote pour I'allele majeur est associé a une sensibilité des individus et le
génotype homozygote sur I'alléle mineur a une résistance des individus a I'apoptose radio-induite des
LT-CD4-EM (Schmitz et al., 2007) (Baijer et al., 2016). Une partie du projet de thése est basée sur la
continuité de cette recherche pour améliorer I'identification de polymorphismes génétiques corrélés
a I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM, qui permettrait de mettre en lumiére des tests génétiques
prédictifs de la radiosensibilité individuelle. La continuité du projet a été réalisée en collaboration avec
le CNRGH : C.Dandine-Roulland, E. Le Floch, et JF. Deleuze qui nous ont orientés dans l'articulation des
qguestions scientifiques, sur le choix optimal de la puce de génotypage, d’analyses statistiques et sur
I'interprétation des résultats. Trois questions scientifiques ont été posées et une analyse d’association
pan-génomique (GWAS) aprés un génotypage par hybridation sur puce GSAMD a été décidée afin d’y

répondre :

e Peut-on confirmer les associations génétiques déja publiées des rs1131532, rs3815496 et
rs1131535 du gene TRAIL (TNFSF10) a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-
EM apres un génotypage par hybridation sur puce.

e Existe-t-il d’autres SNVs sur le gene TRAIL (TNFSF10) significativement plus associés a la
guantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM ?

e Au niveau du génome entier, existe-t-il d’autres polymorphismes sur d‘autres génes associés

a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM ?

Au vu des interrogations scientifiques du projet, deux stratégies ont été retenues dans le but de
répondre a ces questions scientifiques. La stratégie d’analyse par géne candidat va permettre de
focaliser I'analyse uniquement sur les SNVs du géne TRAIL (TNFSF10) et la stratégie d’analyse
d’association du génome entier « whole genome » permet d’analyser I'ensemble des 700 000 tag-SNVs

tout au long du génome contenu dans la puce GSAMD.
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L'analyse d’association génétique a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM a été
mesurée sur une cohorte d’individus apparentés appartenant a 232 familles, incluant 922 individus
génotypés et dont on dispose de la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM

seulement pour 365 individus.

b) Génération et controles qualité des données de la cohorte
Dans un premier temps, les données relatives a la cohorte ont été controlées sur plusieurs paramétres,
il s’agit des contréles qualité des données relatives aux individus de la cohorte. La cohorte est
constituée d’individus apparentés de type caucasien, les parametres généraux vérifiés ont été : le sexe
des individus et la généalogie, c’est-a-dire, I'appartenance et I'apparentement entre individus d’une
méme famille et les origines génétiques ancestrales. L'origine ancestrale a été analysée, car méme si
la majorité des polymorphismes génétiques sont indépendants de I'origine ancestrale de I'individu, il
existe des polymorphismes qui different d’'une origine géographique ancestrale a une autre. Le
controéle qualité des données, permet de corriger des erreurs telles que : des individus référencés deux
fois, d’identification du sexe pour 10 individus (qui refleétent des erreurs de fichiers informatiques et/ou
des inversions de tubes), de relation familiale pour plusieurs individus. Les contrdles des données ont
abouti a la création d’une grande famille qui a I'origine a été décrite comme n’ayant pas de relation
familiale. A ce stade de I'analyse qualité, la cohorte est composée de 908 individus génotypés. La suite
de I'analyse qualité porte sur la comparaison de |'origine génétique des individus de la cohorte, en les
comparant aux génomes de référence issus de la base de données 1000 Genomes. Au sein de la
cohorte, deux individus ont un génome similaire au génome des populations d’Afrique, un individu
présente un génome proche des populations natives d’Amérique, toutefois ces trois individus ont été
conservés pour I'analyse d’association phénotypique car étant considérés comme extrémement
minoritaires et donc n’introduirons pas de biais dans I'étude. Le génome de I'ensemble du reste des

individus de la cohorte est proche du génome européen (Figure 29).

Dans un second temps, le contréle des données s’effectue sur les variants autosomaux, le taux
d’hétérozygotie et les erreurs de transmission mendélienne. Le contréle de variants autosomaux
permet la sélection de 533419 SNVs sur la puce GSAMD et 904 individus. Le controle sur
I’'hétérozygotie a permis d’identifier dans la cohorte 7 individus ayant des hétérozygoties extrémes,
cependant ces individus ont été conservés pour I'analyse d’association phénotypique, car étant
considérés comme extrémement minoritaires et donc n’introduirons pas de biais dans I’étude. Enfin,
aucune erreur de transmission mendélienne n’a été détectée dans la cohorte (Figure 29). Ainsi
I'analyse d’association de polymorphisme a été réalisée sur 365 individus phénotypés pour la

guantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM.
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Figure 29 : Controles qualité principaux effectués sur la cohorte d’individus génotypés

Résumé de I'analyse de la qualité des données incluant (a) controle de I'apparentement des individus
de chaque famille, (b) contréle d’identification du sexe biologique des individus, (c) contréle
d’hétérozygotie extréme dans la cohorte, (d) contréle de I'origine génétique des individus réalisés par
le CNRGH

c) Carte des SNVs du gene TRAIL (TNFSF10) et sélection des SNVs étudiés
Dans un premier temps, le nombre de SNVs du géne TRAIL (TNFSF10) présents dans la puce GSAMD
et particulierement, la présence de rs1131532 rs113535 et rs3815496 dans la puce a été analysée. La
puce GSAMD contient 11 SNVs sur le géne TRAIL (TNFSF10), 3 en commun avec le séquencage initial
fait par PCR dont le SNV rs1131532. Le calcul du déséquilibre de liaison (LD) se mesure par le R et D’
qui sont des parametres évaluant |’association statistique entre des alleles observés a deux sites
polymorphes du génome. Le paramétre D' est basé sur le maximum théorique pour faire une
normalisation, le paramétre R% est basé sur un coefficient de corrélation. Cela permet de « mesurer »
I"association de SNVs absents de la puce, mais issus de du méme bloc de liaison que les SNVs inclus
dans la puce. Les SNVs présents dans les mémes blocs de liaison, auront la méme association génétique
avec le phénotype étudié. Par exemple, sur le géne TRAIL (TNFSF10), la puce contient le SNV rs1131532
qui est en déséquilibre de liaison (R?=1) avec plus d’une vingtaine de SNVs dont rs3815496, qui est

absent de la puce. Ainsi tous les SNVs en déséquilibre de liaison avec rs1131532 auront donc la méme
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association avec le phénotype étudié. De cette maniére, il est possible d’obtenir I’association
génétique de 34 SNVs sur le géne TRAIL (TNFSF10) incluant les 3 SNVs rs1131532 rs113535 et
rs3815496 dont I'association a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM est déja

connue et publiée.

d) Analyse des résultats d’association des SNVs sur le géne TRAIL (TNFSF10) par I’outil
FBAT prenant en compte les liens familiaux
La stratégie d’analyse des données par gene candidat a été réalisée par le logiciel

FBAT version205_beta et permet de répondre aux deux questions scientifiques suivantes :

e Peut-on confirmer les associations génétiques déja publiées des rs1131532, rs3815496 et
rs1131535 du géne TRAIL (TNFSF10) a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-
EM aprés un génotypage par hybridation sur puce.

e Existe-t-il d’autres SNVs sur le gene TRAIL (TNFSF10) significativement plus associés a la

guantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM ?

La stratégie d’analyse réduite au gene candidat TRAIL (TNFSF10) limite le nombre de tests et de
corrections des tests multiples appliquées. La puce GSAMD contient 11 SNVs sur le géne TRAIL
(TNFSF10), ce qui correspond donc a 11 tests, ainsi le seuil de significativité est fixé a 5% divisé par 11
tests soit 0,004. Ainsi un signal d’association doit avoir une pvaleur égale ou inférieure a 0.004 pour
étre significativement plus associé que rs1131532. L’analyse d’association de I'ensemble des SNVs de
la puce GSAMD sur le géne TRAIL (TNFSF10) a été réalisée par analyse FBAT pour trois modeéles
génétiques : additif, récessif et dominant. L’analyse d’association a été réalisée apres corrections des
phénotypes, selon deux covariables qui impactent I'apoptose des LT-CD4-EM des 365 individus : I'age
et le sexe des individus. Les résultats d’association ont été référencés pour les trois modeles
génétiques avec ou sans corrections pour I'effet de I’age et du sexe des individus (Figure 30). L’analyse
par FBAT démontre que sur le géne TRAIL (TNFSF10) le rs1131532, indépendamment de la correction
par les covariables, est associé significativement selon un modele génétique récessif a I'apoptose
radio-induite des LT-CD4-EM (p-récessif=0,009, p-récessif-cov = 0,019). Aucun des SNVs que nous
avons testés sur le géne TRAIL ne présente un niveau d’association supérieur au marqueur génétique
précédemment identifié (Baijer et al., 2016) et confirmé dans les résultats décrits au chapitre
précédent. Notre stratégie de génotypage n’a donc pas permis d’identifier d’autres SNVs sur le gene
TRAIL (TNFSF10) significativement plus associés a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-
CD4-EM.
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SNPID chromosome  position Alfreq p-additif p-additifi-cov p-récessif p-récessif-cov p-dominant

p-dominant-cov

rs2100143 3 172202876 0.541 0.430441 0.220322 0.436911 0.264288 0.645143 0.454478
rs73169281 3 172206404 0.858 0.069885 0.031251 0.046103 0.020084 - -
rs9855107 3 172215655 0.795 0.271993 0.236462 0.290898 0.312511 0.600203 0.369673
rs1131532 3 172224303 0.714 0.072957 0.097419 0.009014 0.019399 0.793948 0.904013
rs3136601 3 172226240 0.605 0.052291 0.036375 0.219648 0.196851 0.047409 0.026759
rs3136597 3 172228544 0.795 0.210883 0.182795 0.219883 0.238504 0.600203 0.369673
rs3774315 3 172231986 0.637 0.484311 0.422477 0.31688 0.241987 0.922004 0.881798
rs7643953 3 172232225 0.795 0.192869 0.159707 0.099855 0.101734 0.766082 0.673312
rs2270418 3 172240999 0.843 0.058106 0.060848 0.073129 0.075903 - -
rs388515 3 172242747 0.847 0.269758 0.224407 0.232228 0.27264 - -
rs13316580 3 172262053 0.874 0.292809 0.222343 0.180025 0.12879 - -

Figure 30 : Association génétique de 11 SNVs sur le géne TRAIL (TNFSF10) a la quantification de
I’apoptose radio-induite des LT-CD4-EM obtenus par FBAT selon modeéle additif, dominant et récessif

Résultats de I'analyse d’association de SNVs sur le géne TRAIL (TNFSF10) a la quantification de
I"apoptose radio-induite des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires (LT-CD4-EM), réalisée sur 365
individus dont on dispose de la quantification de I'apoptose radio-induite, non corrigés et corrigés pour
I’age et le sexe des individus (cov), avec les pvaleurs obtenus par analyse FBAT. Le tableau référence
le nom du SNV (SNV ID), la position sur le chromosome 3 du SNV, la fréquence de I'allele majeur dans
la population (Alfreq), la significativité d’association pour I’analyse sans covariables pour les modeéles
génétiques additif (p_additif), récéssif (p_récéssif) et dominant (p_dominant); et en prenant en
compte les covariables pour les modéles génétiques additif (p_additif-cov), récéssif (p_récessif-cov) et
dominant (p_dominant-cov)

3. Analyse d’association pangénomique (GWAS) a la quantification de I'apoptose radio-induite

des lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires
a) Analyse des résultats obtenus par analyse d’association pangénomique GWAS par le

modéle FBAT

L’analyse d’association génétique a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM a été
étendue a I’'ensemble des SNVs de la puce GSAMD, il s’agit de I'analyse pan-génomique (GWAS). De la
méme maniére que l'analyse pour le géne TRAIL (TNFSF10), I'analyse GWAS a été réalisée par le
modele d’analyse des données issues de cohorte d’individus apparentés : Family Based Association

Test (FBAT).

L'analyse d’association GWAS a été réalisée par le logiciel FBAT version205_ beta, en prenant en
compte I'effet de deux covariables pour la correction des données phénotypiques : I'age et le sexe des
individus ; pour les modeles génétiques : additif, récessif ou dominant. Les p-valeurs sont représentés
sous la forme d’un Manhattan plot, qui représente pour chaque chromosome, la p-valeur en fonction
de I'ensemble des SNVs contenus dans la puce GSAMD. Sur cette représentation figure le seuil de
significativité qui dépend de la correction des tests multiples appliquée. Le seuil de significativité
appliqué pour 'analyse pan-génomique fixe le seuil de significativité & 10-8. Ainsi, la significativité d’un

signal d’association sera plus robuste si la pvaleur est autour ou au-dessus de ce seuil. Les signaux les
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plus significatifs sont obtenus en utilisant le modéle additif (Figure 31). Suite a I'étude des signaux
obtenus par I'analyse FBAT avec un modele additif, aucun SNV sur I'ensemble de la puce ne possede
une p-valeur d’association a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM au-dessous
de 10-°. Ainsi I'ensemble des signaux sont en-dessous du seuil de significativité fixé a 10, Cependant,
des signaux incluant plusieurs SNVs sur les chromosomes 2,7,21 et 22 émergent sous la forme
spécifique de signaux contigus ou « trainée » et ont des p-valeurs d’association a I'apoptose radio-
induite des LT-CD4-EM autour de 10-° (Figure 31). La caractérisation de ces signaux et notamment
I'identification de SNVs sur ces chromosomes a été partiellement réalisée. Cependant, la significativité
de ces signaux étant sous le seuil de significativité, un génotypage et une quantification de I'apoptose

des LT-CD4-EM sur un plus grand nombre d’individus, sera a réaliser dans la suite du projet de théese.

Seuil de significativité
L

p-valeur 107

Chromosome

Figure 31 : Représentation par Manhattan plot de I’analyse d’association pangénimique GWAS a la
quantification de I’apoptose des LT-CD4-EM par FBAT selon un modéle additif

Résultats de I'analyse d’association pangénomique (GWAS) a la quantification de I'apoptose radio-
induite des LT-CD4-EM corrigés pour les covariables age et sexe réalisée sur 365 individus. Manhattan
plot représentant les pvaleurs d’association obtenue par analyse FBAT selon un modeéle génétique
additif en fonction de la localisation génomique des marqueurs.
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4. Conclusion des résultats de I'axe 2
Dans cet axe du projet de these, nos résultats valident, sur une cohorte d’individus non apparentés
distincts de la cohorte de découverte, I'association génétique du SNV rs1131532 sur le gene TRAIL
(TNFSF10) a I'apoptose radio-induite dans la population de LT-CD4-EM. Nous avons identifié les
effecteurs différenciés pour lesquels I'apoptose radio-induite présente une association significative au
SNV rs1131532 : les effecteurs Th9-EM (CCR6+), Th17 (CXCR3+)-EM (CCR6+), Th1-EM (CCR6-) et Th2-
EM (CCR6-). Les sensibilités a I'apoptose radio-induite des effecteurs Th22 (CCR6+) et Th17 (CXCR3
CCR6+), qui par ailleurs sont peu radio-sensibles, ne présentent pas d’association avec rs1131532.
Notre étude montre donc que le génotype au rs1131532 est prédictif de la sensibilité a I'apoptose
radio-induite y compris dans certains effecteurs Th CCR6+. L'apoptose TRAIL dépendante ne semble
donc pas impliquée dans la différence de radiosensibilité entre effecteurs Th CCR6+ et CCR6-. La
variabilité phénotypique observée souligne qu’un agrandissement de |'effectif d’individus par groupe
de génotype au rs1131532, permettrait de renforcer les analyses statistiques d’association de
rs1131532 a I'apoptose radio-induite des effecteurs Th9-EM (CCR6+), Th17(CXCR3+)-EM (CCR6+), Th1-
EM (CCR6-) et Th2-EM (CCR6-). La quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM de 365
individus apparentés de la cohorte GCS et le génotypage complet de 900 individus de la cohorte, nous
ont permis d’effectuer une analyse d’association pangénomique (GWAS). Notre stratégie d’analyse
ciblant I'ensemble des SNVs du géne TRAIL (TNFSF10) n’a pas permis d’identifier dans la zone de test
de SNVs atteignant une significativité meilleure que rs1131532. Le SNV rs1131532 est le plus associé
a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM. Ce résultat obtenu sur des données
génotypiques renouvelées et validées pour la généalogie et les origines ethniques est en cohérence
avec les résultats antérieurs (Baijer et al., 2016). Mais n’identifiant pas d’association plus significative
que rs1131532, nos résultats ne sont pas en faveur d’une contribution majeure dans la région
génomique de TRAIL (TNFSF10) en relation avec la précédente analyse de ségrégation (Schmitz et al.,

2007).

Le second objectif de I'analyse pangénomique (GWAS) était d’explorer sur I'ensemble du génome de
nouveaux polymorphismes génétiques associés a la quantification de I'apoptose des LT-CD4-EM.
L'analyse, réalisée selon un modele génétique additif, identifie plusieurs signaux suggestifs sur les
chromosomes 2, 7, 20 et 21. Ces signaux sont considérés comme suggestifs ou candidats, car leur
pvaleur d’association est au-dessus du seuil de significativité fixé a 10-8. La caractérisation de ces
signaux : position des SNVs candidats, genes associés au SNVs candidats, localisation des SNVs
candidats sur le géne, étude des déséquilibres de liaison des SNVs candidats, ont été partiellement

réalisée, mais nécessite d’étre approfondie. De plus, un agrandissement du nombre d’individus

154



phénotypés pour I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM a été réfléchi et permettrait dans le cas

d’une réelle association de ces SNVs candidats, de renforcer la significativité de ces signaux candidats.
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Conclusion, discussion et perspectives

I.  Conclusion et discussion des éléments de résultats du premier axe du projet de these

1. Conclusion de I'étude d’apoptose radio-induite des sous-populations de LT-CD4
L’'un des objectifs de la thése a été de caractériser les effets des rayonnements ionisants sur les sous-
populations de lymphocytes-T-CD4 circulantes contenant les effecteurs différenciés Th et les
populations naives, effecteur mémoire et centrale mémoire, dans leur état de quiescence et aprés une
stimulation/activation. Les résultats de I'étude sur les cellules circulantes et quiescentes ont mis en
lumiere que seules les populations de lymphocytes-T-CD4 effecteur mémoire sont sensible a
|"'apoptose radio-induite, et qu’il existe une hétérogénéité au sein des lymphocytes-T-CD4 effecteur
mémoire entre les populations cellulaires CCR6+CD127+EM et CCR6-EM. En effet, la population
cellulaire CCR6+CD127+ effecteur mémoire est résistante a I'apoptose radio-induite et ce 17 h et 48
heures apres irradiation a toutes les doses d’irradiation testées 0,5, 2 et 8 Gy. Nous avons démontré
que la résistance a I'apoptose radio-induite n’est pas en rapport avec une baisse d’expression génique
du ligand TRAIL (TNFSF10) et de ses récepteurs pro-apoptotiques DR-4 (TNFRSF10A) et DR-5
(TNFRSF10B). Notamment, |'expression génique de DR-5 (TNFSF10B) est induite 6 h apres irradiation
dans les deux populations CCR6+CD127+EM et CCCR6-EM. Dans les effecteurs différenciés, nous
démontrons aussi une hétérogénéité d’apoptose radio-induite, entre d’une part les populations
négatives pour le CCR6 : Th1, Th2 et Th non polarisée qui présentent une sensibilité et d’autre part les
populations positives pour CCR6 : Th17 (CXCR3+),Th17 (CXCR3-) et Th9 qui présentent une résistance
a l'apoptose radio-induite. Nous avons mis en lumiére une diminution radio-induite dans les
lymphocytes-T-CD4, de I'expression des récepteurs de surface CD62L, CCR6 et CD127, observable 17 h
apreés irradiation a 2 et 8 Gy, mais qui est massive 48 h aprés irradiation. La diminution de I'expression
de CD62L se reflete directement dans I'augmentation de la population effecteur mémoire et des
cellules CD62L-CD45RA+, qui ont été décrites comme sensibles a I'apoptose radio-induite. Plus
précisément, la diminution radio-induite de I’expression de CD62L est présente dans la sous-
population effecteur mémoire CCR6-, dont on sait qu’elles sont plus sensibles a I'apoptose radio-
induite; et est absente dans la population CCR6+CD127+ plus résistante a I'apoptose radio-induite. Nos
résultats caractérisent que simultanément a I'apoptose radio-induite a lieu un enrichissement des
proportions de cellules CD62L-, CCR6- et CD127- qui sont sensibles a I'apoptose radio-induite.
Toutefois, nous n’avons pas caractérisé la corrélation directe entre la perte d’expression radio-induite
de ces récepteurs de surface et I'induction de I'apoptose par l'irradiation. Aussi, dans nos conditions
expérimentales, il n’est pas possible de démontrer dans les lymphocytes-T-CD4, la nature des cellules
qui perdent I'expression des récepteurs de surface CD62L, CCR6 et CD127, la raison est approfondie

dans la partie discussion du manuscrit.
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Dans la seconde partie a été caractérisé I'effet de I'irradiation aprés une stimulation in vitro réalisée
sur la totalité des cellules du sang périphérique (PBMC). Nos résultats démontrent que lorsque
Iirradiation est réalisée simultanément a la stimulation in vitro, elle protege les lymphocytes-T-CD4 et
I’ensemble des sous-populations de I'apoptose radio-induite. Nos résultats démontrent que lorsque
Iirradiation est réalisée simultanément a la stimulation in vitro, aucune modification de I'expression
du récepteur de surface CD62L, ni des proportions des sous-populations effecteur mémoire et central
mémoire, n'a été observée aprés 7 jours. Nous démontrons que la stimulation protége aussi les
lymphocytes-T-CD4 de la diminution radio-induite du récepteur de surface CD62L. L’étude de la
prolifération, 7 jours apres stimulation et irradiation, démontre que l'irradiation a 2 Gy et l'irradiation
a 8 Gy n’ont pas les mémes effets sur la prolifération des lymphocytes-T-CD4 et des sous-populations
effecteur mémoire, central mémoire, CCR6+CD127+, CCR6-CD127+ et CCR6-CD127-. En effet seule, et
de facon inattendue l'irradiation a 2 Gy permet aux cellules de réaliser plusieurs divisions, tandis que
Iirradiation a 8 Gy empéche les cellules de réaliser plusieurs divisions successives. Enfin, nous avons
caractérisé que de maniére constitutionnelle (non induite par l'irradiation), aprés stimulation, la
population CCR6+CD127+ contient une majorité de cellules qui ne se divisent pas, ou effectuent une
seule division. De plus, ces cellules sont majoritairement en quiescence cellulaire. Enfin, la population
CCR6+CD127+ apres stimulation est hétérogene et comprend des cellules CD57+. Nos résultats
suggerent que la population CCR6+CD127+ observée aprés stimulation in vitro contient principalement

des cellules qui s’orientent vers de la différenciation, dont il serait intéressant d’en explorer la nature.

Dans le second protocole d’irradiation, les PBMCs ont été irradiés 6 jours apres la stimulation et
I"apoptose a été analysée 17 h apreés l'irradiation, soit 7 jours aprés la stimulation. L’irradiation a 2 et
8 Gy sur des cellules en prolifération induit une augmentation de la proportion de cellules effecteur
mémoire (CD62L- CD45RA-) et des cellules CD62L-CD45RA+, qui est due a une baisse d’expression du
récepteur de surface CD62L. Dans ces conditions, I'irradiation a 2 et 8 Gy induisent I'apoptose des
lymphocytes-T-CD4 et plus particulierement des populations effecteur mémoire et CD62L-CD45RA+.
On retrouve alors le méme profil d’apoptose radio-induite que celui caractérisé dans les mémes
populations lorsqu’elles sont quiescentes. Ainsi, la stimulation in vitro protége de I'apoptose radio-
induite et de la diminution de I'expression du récepteur CD62L radio-induite, uniquement lorsqu’elle

a lieu simultanément a l'irradiation.
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2. Discussion et analyses des résultats sur I'apoptose radio-induite des populations de
LT-CD4

a) Le choix du modeéle d’irradiation in vitro
L'étude des effets de l'irradiation a été réalisée a partir de PBMC de donneurs sains. Le sang circule a
travers I'ensemble des organes et comporte les lymphocytes naifs et mémoires circulant qui sont
mobilisables et peuvent migrer jusqu’aux tissus (Zhang and Lakkis, 2015). Il est donc nécessaire de
comprendre les effets des rayonnements et du traitement de radiothérapie sur le nombre et la
physiologie des lymphocytes a court et long terme. Dans notre étude, les PBMCs ont été irradiés a des
doses croissantes dans un irradiateur a source césium (GSRD1) diffusant des rayonnements ionisants
de type y. Cependant, les techniques de radiothérapie modernes utilisent des accélérateurs linéaires
médicaux qui diffusent des rayonnements ionisants X. Dans le but de comprendre les effets de
|"application de radiothérapie sur les LT-CD4 et pour rechercher des tests de radiosensibilité prédisant
les effets radiotoxiques, I'utilisation d’un irradiateur expérimental basé sur des rayons X tel que le
LINAC permettrait de mimer les conditions de radiothérapie (Brengues et al., 2014). Ainsi, il serait
intéressant de confirmer nos résultats sur des irradiateurs a rayon X, en utilisant des débits de doses
et des fractionnements similaires aux traitements de radiothérapie conventionnel; ainsi qu’aux

nouveaux protocoles de radiothérapies par hypofractionnement et FLASH.

b) L’irradiation de PBMCsde donneurs sains vs issus de patients traités par
radiothérapie

La radiothérapie est réalisée sur des patients atteints de cancer. Le cancer module I'inflammation et
I"activité lymphocytaires, notamment en stimulant le recrutement des cellules infiltrant la tumeur
impliquées dans la réponse anti-tumorale LT-CD8 et LT-CD4-CTL (Gun et al., 2019). Pour mimer au
mieux un contexte de traitement par radiothérapie, il serait intéressant de confirmer nos résultats sur
des PBMCs issus de patients, avant radiothérapie, pendant le traitement et plusieurs semaines aprés
le traitement par radiothérapie. Dans leur étude Tabi et al ont quantifiés le nombre et I'apoptose des
LT mémoires et naifs chez des patients atteints de cancer de la prostate, un jour avant le traitement,
pendant le traitement et 4 semaines apreés le traitement et démontre que I'apoptose radio-induite est
plus importante dans les lymphocytes naifs et ce méme 4 semaines apres la radiothérapie (Tabi et al.,
2010). Les études caractérisant la quantification de la lymphopénie permettent d’appréhender les
effets de la radiothérapie sur des patients et d’étudier des effets de I'irradiation a plus long terme. Par
exemple, il a été démontré sur des cohortes de patients atteintes de carcinome utérin, que le nombre
de LT-CD4 revient a la normale 24 semaines apres le traitement; mais pas chez les patients atteints de

carcinome de la téte et du cou (Verastegui et al., 2003). De la méme fagon, il est plausible de penser
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que les effets des rayonnements ionisants sur I'apoptose sont dynamiques et pourraient varier en

fonction du type de cancer et seraient affectés différemment a court et long terme apres le traitement.

c) Identification des sous-populations de LT-CD4
La littérature scientifique référence des articles permettant I'identification de population d’effecteur
T-helper différencié (Th) effecteur mémaoire par expression de récepteurs de surface uniqguement, car
ces cellules n’expriment pas les genes spécifiques des cytokines (Wei et al., 2009) (Youngblood et al.,
2013). Or, il est difficile de trouver un consensus sur les panels de récepteurs de surface suffisant pour
identifier des populations d’effecteurs Th. La caractérisation des cellules LT-CD4 EM CCR6" varie en
fonction des études et est caractérisée comme Th17 (Nguyen et al., 2020) (Stadhouders et al., 2018),
mais aussi comme Th9 (Staser et al., 2018). Les Th17 sont aussi identifiés comme CCR6*CCR4* dans
trois études (Pandya et al., 2016) (Staser et al., 2018) (Lintermans et al., 2017). De plus en fonction des
études, les panels de récepteurs de surface pour I'immunophénotypage sont différents. Par exemple,
I’étude de Steiser et al integre le CCR10 et le CXCR5 pour identifier les effecteurs folliculaires Tfh.
L'expression du récepteur de surface CD161 permet d’identifier les Th1-Th17. Ainsi, le panel utilisé
pour l'identification des effecteurs Th pourrait étre amélioré en ajoutant au panel d’anticorps, des

anticorps ciblant CXCR5, CCR10, CRTH2, CCR5 et CD161.

d) Limites liées a l'irradiation de PBMCs totaux
Nous avons étudié les effets de l'irradiation sur les différentes sous-populations de LT-CD4 en irradiant
la totalité des PBMCs. Or ce protocole ne permet pas de différencier les effets qui dépendent
spécifiqguement d’une signalisation autonome du type cellulaire étudié, des effets induits par
I’environnement cellulaire. Cette question s’est posée dans |’analyse de la baisse d’expression radio-
induite dans les lymphocytes-T-CD4 des récepteurs de surface CD62L, CCR6 et CD127. Dans des
conditions d’irradiation totale du PBMC, il est inenvisageable de suivre ce processus dans les sous-
populations. En irradiant les PBMC, nous n’avons pu analyser qu’une image finale de I'état des cellules.
En revanche, il serait pertinent de trier les populations de LT-CD4 et de les irradier aprés de maniére
indépendante et d’analyser I'apoptose, I'expression des récepteurs de surface et la prolifération en
réponse a une stimulation. Une seconde possibilité, est de trier les populations d’'intérét, de les
marquer CFSE fluorescent, et de les réintégrer a I'environnement cellulaire PBMC, puis d’irradier le
PBMC, cela permettrait de tracer les cellules dans leur environnement et de suivre avec précision
I’expression des récepteurs de surface apreés irradiation. Le tragage des lymphocytes par un marquage
CFSE a auparavant été réalisé dans le but de suivre leur migration vers les organes lymphoides (Parish

and Warren, 2002).
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e) Qu’apportent les résultats du projet sur la réponse CD4 suite a une irradiation
clinique (radiothérapie) ?

Notre travail possede plusieurs limites, que j'ai exposées en amont. Toutefois, notre travail est I'un des
seuls a référencer les effets de l'irradiation a différentes doses (allant de 0,5 a 8 Gy) sur les LT-CD4
effecteurs mémoires et sur les effecteurs différenciés (Th). Malgré le fait que notre travail ne soit pas
directement relié aux effets secondaires induits par la radiothérapie, il est possible d’emmetre des
hypotheses sur I'apport de notre travail dans la compréhension des effets radiotoxiques induits par la
radiothérapie. Il est déja connu, qu’une diminution du nombre de LT-CD4 induite par la radiothérapie
peut étre associée a un mauvais pronostic de survie chez les patients. Il est donc logique, de penser
que la mort des LT-CD4 effecteurs mémoires va avoir un impact sur le processus de mémoire
immunologique des patients ayant subi une radiothérapie. La fonction des cellules mémoires est de
pouvoir étre réactivées par le méme antigéne. Lors de la seconde activation, la réponse du LT-CD4
effecteur mémoire sera spécifique, rapide, intense et plus efficace. De plus, il est connu que les LT-CD4
ont des fonctions immunorégulatrices sur les autres cellules du systeme immunitaire, dont les LT-CDS,
les LB, ainsi que les cellules de I'immunité innée. La mort des LT-CD4 effecteurs mémoires va donc
impacter I'environnement cytokinique de toutes les autres cellules qui sont régulées par les cytokines

produites par les LT-CDA4.

3. Perspectives du projet de these radiosensibilités des sous-populations de LT-CD4

a) Etude du transcriptome et sénescence dans les populations de LT-CD4
Nous avons démontré une différence d’apoptose radio-induite entre les populations EM CD62L- et CM
et naives CD62L". L'étude de Tabi et al basé sur l'irradiation y in vitro de PBMCs de patients ayant des
cancers de la prostate, démontre que les populations naives sont plus radiosensibles que les EM (Tabi
etal., 2010). L’étude de Tabi et al et celle du projet de thése sont toutes deux réalisées sans les mémes
conditions de culture et d’irradiation. Ainsi, la différence de résultat pourrait étre expliquée par le type
de donneurs/patients irradiés. Dans la continuité du projet, il faudrait déterminer si ces différences
sont médiées par des signalisations autonomes a la cellule et de comprendre par quelles voies
biologiques s’effectuent les différences de sensibilité a I'apoptose. L'analyse du transcriptome par
puce ou par séquencage ARN est une hypothése qui permettrait d’identifier des génes et voies
cellulaires impliqués dans les différences. L'étude du transcriptome permettrait aussi de comprendre
les genes et voies cellulaires impliqués dans les différences de sensibilité cellulaires a I'apoptose radio-
induite entre les populations CCR6*CD127*EM et CCR6'CD127*EM. Dans leur étude Nguyen et al, sur

un modele d’irradiation de PBMCs ont démontrés que les cellules CCR6* ont une augmentation radio-
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induite de I'expression de genes et de la protéine pl16 et de I'activité béta-galactosidase suggérant une
sénescence radio-induite plus importante dans les cellules CCR6* (Nguyen et al., 2020). Dans nos
conditions d’étude, nous avons tenté de quantifier 'expression de p16 par g-PCR 6h et 24h apres
irradiation et n’avons rien pu détecter. La sénescence est un processus qui se développe apres
irradiation apres plusieurs jours de culture (7 et 10 jours selon le modéle cellulaire) (Hernandez-Segura
et al., 2018). L'apoptose liée au maintien des cellules en culture peut étre inhibée par des inhibiteurs
de caspases a ajouter au milieu de culture des PBMCs ou des cellules triées, ce qui permet de cultiver
les cellules sur plusieurs jours (Sauerwald et al., 2002). En prenant en compte ces indications issues de
la littérature (temps de culture et I'inhibition de I'apoptose basale), les conditions seraient plus

optimales pour analyser le processus de sénescence dans les cellules CCR6*CD127*.

b) Dans quels contextes est décrite la baisse d’expression de récepteurs ?
La baisse d’expression a déja été décrite dans un contexte d’irradiation de lymphocytes/sang/PBMC a
faibles doses (100-200msSv), mais cette étude ne démontre pas de signalisation associée a leur résultat
(Gyuleva et al., 2018). La baisse d’expression de récepteurs de surface, principalement la baisse
d’expression du récepteur CD62L et CD127 est décrite dans le contexte d’infections virales et
bactériennes et est associée a une dérégulation de I'immunité antivirale des LT-CD4-EM (Vassena et
al., 2016) (Kononchik et al., 2018) (Richards et al., 2008) (Benito et al., 2008) (Mojumdar et al., 2011).
Une étude expérimentale démontre un lien entre I'infection bactérienne par Listeria monocytogenes
et I'apoptose des cellules qui n‘expriment pas le récepteur CD62L (Mannering et al., 2002). La
stimulation des cellules naives est associée a une perte de |'expression des récepteurs de surface
CD62L et CD127 (Zhang et al., 2005). L’étude des mécanismes de perte d’expression de CD62L dans les
contextes d’activation et d’infections pourrait nous orienter vers des hypothéses pour comprendre les
mémes processus induits par l'irradiation. La régulation de I'expression du récepteur CD62L semble
médiée, d’une part, via le facteur de transcription FOXO1 (Trinité et al., 2014) et d’autre part via la
signalisation ATP produit par la respiration cellulaire (Foster et al., 2013). Ces deux formes de
régulations sont une perspective pour comprendre les mécanismes moléculaires responsables de la

baisse radio-induite du récepteur CD62L.

c¢) Comment corréler I'apoptose et la baisse d'expression des récepteurs de surface ?
Nos résultats démontrent que I'irradiation de PBMCs induit au sein des LT-CD4 une baisse d’expression
des récepteurs de surface CD62L, CCR6 et CD127. Toutefois, des expérimentations supplémentaires
sont nécessaires pour comprendre : 1) le lien de causalité entre la perte d’expression des récepteurs
et I'induction de I'apoptose 2) Si I'induction radio-induite de la baisse d’expressions des récepteurs et

de I'apoptose dépend d’une signalisation cellulaire interne ou de I’environnement cellulaire. Pour
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démontrer une corrélation directe entre la diminution de I'expression des récepteurs de surface et
|"apoptose radio-induite, il faut d’'une part irradier les populations de LT-CD4 (LT-CD4, CCR6*'CD127%,
CCR6CD127%, EM, CM, naive) isolées apres tri cellulaire, puis analyser I'apoptose et I'expression des
récepteurs de surface par cytométrie. Comme perspective du projet de thése, il serait possible de
réaliser des inhibitions des récepteurs de surfaces par transfection cellulaire d’ARN non-codant de type
si-RNA. Cela permettrait d’étudier apres inhibition d’un ou plusieurs récepteurs de surface, I'effet sur
I"apoptose radio-induite dans les populations de LT-CD4. La transfection de si-RNA ciblant un récepteur
de surface, en I'occurrence le récepteur de surface CD4, a déja été réalisée dans des LT-CD4 (Mantei
et al., 2008). Cette étude démontre qu’il est possible d’inhiber I'expression de molécules de surface
exprimée a la surface des LT-CD4. Nous pourrions, dans le cadre de notre étude, tenter d’utiliser le
méme protocole que Mantei et al pour inhiber I'expression des molécules de surface CD62L, CCR6 et
CD127. L'objectif de I'expérience d’inhibition de CD62L, CCR6 et de CD127 serait de comprendre
quelles voies cellulaires sont impactées par la diminution de ces molécules de surface. L'inhibition en
dehors du cadre d’irradiation permettrait de prouver un lien entre I'apoptose et la diminution de

I’expression d’une molécule de surface.

d) Caractérisation des effets de I'irradiation dans les sous-populations de lymphocytes-
T-CD4 quiescents et stimulés dans un contexte tumoral

La compréhension du microenvironnement tumoral et des fonctions des lymphocytes-T infiltrant (TIL)
gu’il contient a permis le développement de thérapie innovante dont I'immunothérapie.
L'immunothérapie a pour objectif de stimuler la réponse anti-tumorale des lymphocytes-T-CD8 (CTL-
CD8) a activité cytotoxique. Dans I'introduction du manuscrit, je décris que I'environnement tumoral
comprend des lymphocytes-T-CD4 et notamment des effecteurs différenciés Th activés qui arrivent
par la circulation sanguine. Les effecteurs Treg inhibent I'activité des CTL-CDS8, ainsi I'immunothérapie
permet via le blocage du récepteur PD-1, I'inhibition de I'action des Treg. De plus, les traitements
d’'immunothérapies sont combinés a la radiothérapie, cela fait donc émerger la nécessité de
comprendre le réle des effecteurs différenciés dans ce contexte-la. Une perspective de ce projet de
theése pourrait étre de caractériser les différences de sensibilité a I'apoptose radio-induite déja décrites
dans les cellules quiescentes et apres stimulations in vitro, dans les sous-populations de lymphocytes-
T-CD4 du microenvironnement tumoral, dans un contexte d’irradiation tumoral. Un des points
essentiels du projet de these est que la caractérisation de I'effet de I'irradiation sur les lymphocytes-
T-CD4 a été réalisée chez I’homme et non pas sur un modele animal. Cette méme caractérisation sur
les sous-populations de lymphocytes-T-CD4 dans le microenvironnement tumoral doit donc étre
réalisée chez I’'hnomme, pour cela il serait intéressant de développer une collaboration avec un service
d’oncologie radiothérapie pour obtenir des biopsies tumorales humaines. Nous avons démontré que
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les sous-populations d’effecteurs mémoires CCR6-CD127- quiescents comprenant les effecteurs Thl
sont sensible a I'apoptose radio-induite, et les Thl produisant de I'[FN-gamma ont un réle anti-tumoral
et favorisent I'action des lymphocytes-T-CD8 du microenvironnement tumoral (Castro et al., 2018). Il
est donc intéressant d’étudier particulierement |'effet de l'irradiation des Thl dans un contexte
d’irradiation in vitro de biopsie de tumeur. L’irradiation ex vivo a déja été réalisée sur des biopsies de
tumeur cultivées en milieu RPMI complémenté de 10% de SVF, dans le cadre d’'une étude de la

radiosensibilité de tumeurs de carcinome pulmonaire (NSCLC) (Willers et al., 2015).

La seconde fagon d’analyser I'effet de I'irradiation sur les sous-populations de lymphoctres-T-CD4 dans
un contexte d’irradiation tumorale, serait de réaliser des co-cultures de cellules tumorales et des
effecteurs différenciés activés et triés, puis d’irradier in vitro les co-cultures a des doses croissantes
d’irradiation. Une étude démontre la faisabilité d’une co-culture de PBMC humain avec des lignées de
carcinome ovarien et démontre une régulation des Th1l et Th2 sur le développement de la lignée
(Mielczarek-Palacz et al., 2016). Alzoubi et al démontre la faisabilité et la fonction anti-tumorale des
Th1 dans un modeéle de co-culture de Th1l isolés et des cellules MCF7 (lighée carcinome du sein)

(AlZoubi et al., 2015).

Il. Conclusion et discussion des éléments de résultats du second axe du projet de these

1. Conclusion de I'analyse d’association GWAS a la quantification de I'apoptose radio-induite
des LT-CD4-EM

Les précédents travaux réalisés au sein du laboratoire ont mis en évidence une contribution génétique
de 3 polymorphismes de type SNVs : rs1131532, rs3815496 et rs1131535 sur le geéne TRAIL (TNFSF10)
a 'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM qui varie entre les individus. A I'issue de ces résultats, ces
SNVs sur le gene TRAIL (TNFSF10) ont été proposés comme marqueurs génétiques prédictifs de
|"apoptose radio-induite et donc de la radiosensibilité individuelle. Ainsi, un des objectifs du projet de
these, a été d’étudier I'association du génotype du SNV rs1131532 sur le gene TRAIL (TNFSF10) a
I"apoptose radio-induite dans les effecteurs différenciés Th, de maniere a comprendre si I’association
du SNV rs1131532 a I'apoptose des lymphocytes-T-CD4-EM était portée par un type d’effecteur Th
particulier. Nos résultats démontrent, sur une cohorte indépendante a celle utilisée dans I'étude de
Baijer et al, que le génotype de rs1131532 est associé significativement a I'apoptose radio-induite des
LT-CD4-EM et dans les effecteurs différenciés dans lesquels I'irradiation induit de I'apoptose : Th1, Th2,
Th non polarisé, Th9 et Th17 (CXCR3+) ; ol le génotype homozygote pour I'allele majeur (CC) est
associé a une sensibilité de I'individus a I'irradiation, le génotype homozygote pour I'allele mineur (TT)
est associé a un une résistance de I'individu a I'irradiation. Dans cette partie nous montrons donc une

association génétique avec le marqueur rs1131532 pour les phénotypes de sensibilité a I'apoptose
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mesurés dans des effecteurs différenciés CCR6+ et CCR6-. Ce résultat est cohérent avec les données

d’expressions géniques mesurées sur les LT-CD4 ffecteurs CCR64] et CCR6-. Les analyses statistiques

comparant la proportion de cellules apoptotiques a chaque dose d’irradiation 0.5 et 8 Gy, démontrent
une différence significative d’apoptose mesurée a 0.5, 2 et 8 Gy dans les effecteurs Th1l, Th9 et Th17
(CXCR3+) entre les individus homozygotes pour |'alléle majeur (CC) et homozygote pour I’alléle mineur
(TT). Nous avons aussi observé une variabilité dans le pourcentage de cellules apoptotiques radio-
induites au sein des d’individus de génotype homozygote pour I'alléle majeur. Ainsi, il faut inclure un
nombre d’individus supérieure par génotype pour étudier les origines de ces variabilité (génétiques ou

phénotypique/expérimentale).

L'un des deux axes du projet a été de confirmer ces associations génétiques par une technique de
séquencage sur puce GSA (700.000 SNVs) et de rechercher des associations avec I'ensemble des SNVs
du génome. Pour répondre a ces objectifs, une analyse de I'association des SNVs sur le geéne TRAIL
(TNFSF10) et d’association pangénomique GWAS a la quantification de I'apoptose radio-induite des
LT-CD4-EM ont été réalisées. La cartographie de la majorité (39 SNVs) des SNVs sur le géne TRAIL
(TNFSF10) a été faite par imputation des SNVs présents sur la puce GSA (11 SNVs). L'analyse a
démontré qu’il n’existe pas de SNV sur le géne TRAIL (TNFSF10) corrélé a la quantification de I'apoptose

radio-induite avec une meilleure significativité que rs1131532.

La stratégie pan-génomique a pour but d’élargir I'étude d’association a tous les SNVs de la puce
GSAMD, cela a été fait selon deux modeles d’analyse FBAT suivant les modeles génétiques additif,
dominant et récessif et le modele mixte linéaire. L’analyse d’association de I'ensemble des SNVs de la
puce a la quantification de I'apoptose radio-induite de 365 individus ne démontre pas de signaux
d’association au niveau du seuil de significativité (10%). Cependant, nous identifions des sighaux
contigus qui sont considérés comme suggestifs, sur les chromosomes 2, 7, 21 et 22. La pvaleur de ces
sighaux étant bien inférieur au seuil de significativité, nous ne pouvons pas de conclure a une
association robuste a I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM. Ces signaux sont plutét a considérer
comme des SNVs candidats dont I'association a I'apoptose des LT-CD4-EM doit étre confirmée. Les
perspectives de |'analyse d’association pangénomique (GWAS) a la quantification de I'apoptose des

LT-CD4-EM sont décrites, dans la partie discussion du manuscrit.
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2. Discussion et perspectives de |'étude de polymorphismes génétiques prédictifs de

I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM

a) Limites dues a la diversité de tests cellulaires et génétiques prédictifs de la
radiosensibilité individuelle

Le chapitre 2 de I'introduction reprend les principaux tests de radiosensibilité. Il existe deux types de
tests de radiosensibilité : les tests cellulaires in vitro et les tests génétiques. Les tests cellulaires
prédictifs de la radiosensibilité individuelle ont d’'une part été développés sur différents types
cellulaires : les fibroblastes et les LT-CD8. De plus, sur chaque type cellulaire, le test repose sur la
qguantification de différents processus cellulaires : la survie clonogénique, les cassures ADN double
brin, la réparation des cassures, les aberrations cytogénétiques et I'apoptose. Or a ce jour, il n’a pas
été démontré de corrélation entre I'ensemble des tests cellulaires mesurant la radiosensibilité
individuelle. En effet, il n’existe pas d’étude qui au sein d’'un méme individu, compare et établit une
corrélation ou non entre les principaux tests cellulaires prédisant des effets. Le second point discutable
est la diversité d’effets prédits par tous ces tests de radiosensibilités, car la aussi, il n’y a pas de
corrélation. Le test RILA est associé principalement a I'apparition d’effets radiotoxiques tardifs et
principalement la fibrose radio-induite (Ozsahin et al., 2005) (Azria et al., 2008) (Azria et al., 2015),
tandis que le test basé sur la quantification de la translocation d’ATM phosphorylée ou de Ia
guantification des cassures ADN doubles brins dans les fibroblastes ne sont pas associée a un ou des
effets secondaires de la radiothérapie, mais catégorise des groupes de sensibilités (Bodgi et al., 2013)

(Joubert et al., 2008) (Viau et al., 2015).

La comparaison des marqueurs génétiques prédictifs de la radiosensibilité individuelle aboutit au
méme constat. En effet, les stratégies d’étude des polymorphismes issus de geénes candidats ou
d’analyse pangénomique, pointent sur plusieurs SNPs prédictifs de la radiosensibilité individuelle, sur
une liste large de genes ATM, XRCC1, XRCC3, TGF-beta, SOD2 (cf Tableau) TRAIL (TNFSF10) (Baijer et
al., 2016), FSHR (Kerns et al., 2010), PRDM1 (Best et al., 2011), TANC1 (Fachal et al., 2014), CCRNAL
(Barnett et al., 2014), PROX1 (Morton et al., 2017). De plus, ces polymorphismes ne prédisent pas
I’ensemble des effets radiotoxiques de la radiothérapie. Certains prédisent spécifiquement les effets
précoces (aigués) et d’autres les effets tardifs induits par la radiothérapie. Cependant, en comparant
I’ensemble des analyses, I'association du SNV rs1801516 situé sur le gene ATM a été démontrée dans
plusieurs études indépendantes, sur différentes cohortes de patients atteints de cancer du sein et de
la prostate, et est prédictif des effets précoces et tardifs induits par la radiothérapie (Christian N.
Andreassen et al., 2006) (Edvardsen et al., 2007) (Rosenstein et al., 2007) (Ho et al., 2007). Il existe
donc une diversité d’approche pour mesurer la radiosensibilité individuelle, une diversité de tests
cellulaires et de marqueurs prédictifs, qui ne sont pas toujours corrélés. Il n’existe pas actuellement,
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un test cellulaire ou génétique suffisant pour prédire la radiosensibilité individuelle. Ce constat indique
gue pour prédire la radiosensibilité individuelle en clinique, il faudrait avoir une approche combinant
plusieurs tests, soit a la fois les tests cellulaires et séquencer un large panel de marqueurs génétique.
Une application en clinique de marqueurs génétiques et les tests cellulaires prédictifs de la
radiosensibilité individuelle, permettrait de quantifier la sensibilité de tous les patients et de permettre

une adaptation personnalisée du traitement de radiothérapie en fonction de la sensibilité du patient.

b) Association du SNVs rs1131532 a la quantification de I’apoptose radio-induite des
lymphocytes-T-effecteur mémoire ou des effecteurs différenciés Th ?

Dans la seconde partie du projet de these, nous démontrons sur une cohorte différente de la
publication Baijer et al, que le SNV rs1131532 sur le géne TRAIL (TNFSF10) est significativement associé
a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM circulants, mais aussi a I'apoptose radio-
induite des sous-populations effecteurs mémoires Thl, Th2, Th non polarisé, Th9 et Th17 (CXCR3+)
circulants. En effet, les individus homozygotes pour l'allele mineur présentent une résistance a
|"apoptose radio-induite, contrairement aux individus de génotype homozygote sur I’allele majeur qui
présentent une sensibilité a I'apoptose radio-induite. Dans le cadre d’une application en clinique de la
radiosensibilité des patients, il faudrait réaliser un génotypage de rs1131532 et quantifier in vitro
|'apoptose radio-induite. La question, qui pourrait se poser est de savoir, dans quelle population
faudrait-il réaliser la quantification de I'apoptose radio-induite : effecteur mémoire ou effecteurs
différencies Th. Méme si nous précisons, I'association du SNV rs1131532 a l'apoptose radio-induite
d’effecteurs Th, celle-ci- ne permet pas de caractériser avec une meilleure précision que la prédiction
obtenue avec I'association a I'apoptose dans les LT-CD4-EM. De plus, I'identification des effecteurs
différenciés Th est plus complexe, car elle implique un plus grand nombre de marquages de molécules
de surface. C'est pourquoi, cliniquement chez les patients, pour prédire la radiosensibilité individuelle,
il serait plus évident de quantifier I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM et en paralléle de réaliser le

génotypage pour rs1131532, juste avant le traitement par radiothérapie.

c) Les limites dans I'analyse pangénomique (GWAS) du projet de these
L'analyse d’association pangénomique étendue a I'ensemble des SNVs de la puce GSAMD a la
guantification de I'apoptose des LT-CD4-EM a permis d’identifier des signaux suggestifs sur les
chromosomes 2, 7, 21 et 22. Cependant leurs pvaleurs sont en dessous du seuil de significativité, qui
en prenant la correction multitest est calculée a 102, Ces significativités peu robustes peuvent étre
expliquées par deux parametres : la puissance statistiques et I'effet génique. L'effet en génétique
prend en compte I'explication d’un phénotype par I'implication d’un ou plusieurs genes (monogénique,

polygénique) et par la fréquence du ou des variants impliqués. Un effet est fort si le phénotype est
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expliqué par un variant monogénique de faible fréquence. Un effet est faible si le phénotype est
expliqué par plusieurs variants (polygénique) qui sont fréquents. La puissance statistique d'un test est
en statistique la probabilité de rejeter I'hypothése nulle (dans notre étude, un polymorphisme ayant
une faible association) sachant que I'hypotheése nulle est incorrecte (en réalité que le polymorphisme
a une association réelle). Un des parametres qui impacte la puissance statistique est la taille de
I’échantillon. Dans notre étude, I'analyse a été réalisée sur 900 individus génotypés mais seulement
365 individus dont on disposait de la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM. C’est
cet effectif qui a pu étre limitant dans I'analyse d’association pangénomique qui a été effectuée dans
notre étude. Ainsi, comme perspective il serait intéressant d’augmenter le nombre d’individus pour
lesquels on dispose de la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-CD4 EM. Cependant, le
travail de phénotypage d’individus nécessite des expérimentations cellulaires conséquentes, qui
peuvent s’étaler sur plusieurs mois et qui seront réalisées en plusieurs expériences, ce qui sera a
I'origine de variabilité expérimentale. A la suite du phénotypage, il y a aussi un travail d’analyses

conséquentes sur la normalisation des données et sur la quantification de I'apoptose radio-induite.

3. Les perspectives de I'axe d’étude sur la recherche de polymorphismes génétiques
associés a I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM

Dans la continuité, du projet de thése, il serait intéressant d’approfondir le pouvoir prédictif du SNV
rs1131532 sur le géne TRAIL (TNFSF10) a la radiosensibilité individuelle des patients atteints de cancer.
Dans un premier temps, il faudrait démontrer une corrélation entre la quantification de I'apoptose
radio-induite des LT-CD4-EM et le développement d’effets radiotoxiques aigus et tardifs induits par la
radiothérapie. Cela nécessite de quantifier I'apoptose apres irradiation in vitro sur des PBMCs isolés
de patients prélevés avant le traitement par radiothérapie. Il a été démontré que les SNVs rs1131532,
rs1131535 et rs3815496 sur le géne TRAIL (TNFSF10) est associé chez les patientes atteintes de cancer
du sein, a I'apparition de la dermatite radio-induite. Il serait intéressant d’approfondir la prédiction de
ces marqueurs aux effets secondaires de la radiothérapie, dans des cohortes de patients atteints de
différents types de cancer. Cela permettrait d’associer ou non ces marqueurs génétiques a des effets
secondaires spécifiques des différentes zones irradiées ou d’effets secondaires au niveau sanguin. Un
des effets présents chez les patients aprés la radiothérapie est la lymphopénie. Ainsi, comme
perspective de ce projet, nous pourrions tenter d’établir un lien entre le génotype pour rs1131532 et

la lymphopénie radio-induite.

L’analyse d’association pangénomique (GWAS) a la quantification de I'apoptose radio-induite des LT-
CD4-EM identifie des signaux suggestifs sur les chromosomes : 2, 7, 20 et 21, mais ceux-ci sont en

dessous du seuil de significativité, et sont donc considérés comme des marqueurs candidats. A court
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terme, dans la continuité du projet, il est nécessaire de caractériser ces signaux, de caractériser leur
déséquilibre de liaison et I'influence de ces polymorphismes sur I’expression génique des lymphocytes
T CD4. Cela pourrait étre réalisé par g-PCR. Il serait intéressant comme perspective a court terme du
projet, de restreindre I'analyse pan-génomique aux SNVs situés sur des génes et des séquences
régulatrices contrélant des génes exclusivement exprimés dans les lymphocytes-T-CD4. La recherche
de marqueurs prédictifs étant associée a la quantification de I'apoptose radio-induite, il est possible
d’envisager de restreindre I'analyse d’association aux genes impliqués dans le processus de mort

cellulaire par apoptose et aux génes impliqués dans la réponse a l'irradiation.

Enfin, a long terme, il serait intéressant de comprendre le lien biologique entre ces polymorphismes
candidats et I'apoptose des lymphocytes-T-CD4-EM. Comme perspective a long terme, il serait
intéressant de quantifier I'apoptose radio-induite des LT-CD4-EM sur un grand nombre d’individus
pour les ajouter aux quantifications des 365 individus utilisées pour I’analyse d’association
pangénomique de notre étude. Cela permettra de confirmer ou non, I'association des signaux

suggestifs sur les chromosomes : 2, 7, 20 et 21.

Pour conclure, notre étude démontre que des sensibilités a I’apoptose radio-induites différentes co-
existent au sein des sous-populations de lymphocytes-T-CD4 et de lymphocytes-T-CD4 effecteur
mémoire. Nous avons caractérisé dans les lymphocytes-T-CD4 une baisse radio-induite de
I’expression des récepteurs de surface CD62L, CCR6 et CD127 et une augmentation radio-induite de
la proportion de populations de lymphocytes-T-CD4 sensibles a I'apoptose radio-induite : CD62L-,
CCR6- et CD127-. Cependant, nos résultats ne mettent pas en lumiére le lien entre la sensibilité a
I’apoptose radio-induite et la diminution radio-induite de I’expression de CD62L, CCR6- et CD127. La
recherche de ce lien est une des perspectives principales de la suite de ce projet. Nos résultats
démontrent que I'activation protege les lymphocytes-T-CD4 et les sous-populations de I'apoptose
radio-induite et de la diminution de I’expression du récepteur CD62L. Nous avons caractérisé un effet
différentiel des doses d’irradiation sur la prolifération des lymphocytes-T-CD4 et des sous-
populations. Nous avons démontré I'association du polymorphisme rs1131532 a I'apoptose radio-
induite des LT-CD4-EM et avons précisé I’association génétique de ce polymorphisme a I'apoptose
radio-induite des effecteurs Thl, Th2, Th non polarisé, Th9 et Th17 (CXCR3+). Enfin I'analyse
d’associations pangénomique visant a rechercher des marqueurs génétiques de la radiosensibilité
individuelle sur I'’ensemble du génome, identifie des signaux suggestifs sur les chromosomes 2, 7, 21

et 22.
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Titre : Effets des rayonnements ionisants sur les Lymphocytes-T-CD4 et Recherche de biomarqueurs génétiques prédictifs

de la radiosensibilité individuelle

Mots clés : radiobiologie, rayonnements ionisants, lymphocytes-T-CD4, radiosensibilité individuelle, apoptose

Résumé : En France, 380 000 nouveaux diagnostics de
cancer sont posés chaque année, et 60 % de ces cancers
sont traités par radiothérapie. La radiothérapie utilise les
rayonnements ionisants pour détruire les cellules tumorales.
La radiothérapie engendre des effets radiotoxiques
indésirables sur les tissus sains situés dans le champ
d'irradiation. Cependant, seulement 5 a 15% des patients
développent ces complications radio-induites ce qui
suggere l'existence une radiosensibilité individuelle des
tissus sains. Il est donc important de rechercher les bases
génétiques de cette radiosensibilité individuelle et de
caractériser des marqueurs et des tests biologiques
prédictifs de cette radiosensibilité individuelle. Les
recherches pionniéres réalisées par le laboratoire d'accueil
ont montré que la quantification de l'apoptose radio-
induite des lymphocytes-T-CD4 conventionnel effecteurs
mémoires (LT-CD4conv EM) a partir du sang périphérique
humain irradié permettait de stratifier la population. Plus

récemment, le laboratoire d'accueil a montré une
association génétigue de plusieurs polymorphismes du
ene TRAIL (TNFSF10) avec I'apoptose des LT-CD4conv EM

Schmitz et al, Baijer et al). Toutefois, la population de
lymphocytes-T-CD4 effecteurs mémoires contient des sous-
Populations d'effecteurs Th, identifiables par cytométrie en
lux, dont la sensibilité aux rayonnements ionisants n'est pas
caractérisée et qui pourrait préciser une base cellulaire de la
radiosensibilité ‘individuelle. Le premier objectif de mon
travail de these est de comprendre les effets des
rayonnements ionisants sur les sous-populations de

LT-CD4conv circulantes et aprés une activation. Le
second objectif est d'une part, de préciser I'association
?enethue des polymorphismes du gene TRAIL a
apoptose radio-induite des sous-populations de LT-
CD4conv EM et, d'autre part, de rechercher d'autres
polymorphismes génétiques sur I'ensemble du génome
8Ui seraient associés a I'apoptose radio-induite des LT-
D4conv EM.

Les résultats Présentés de ma thése montrent que la
Ioopulation LT-CD4conv EM présente, en réponse a
‘irradiation, une hétérogénéité de sensibilité d'apoptose
radio-induite et mettent en évidence chez tous les
individus, une population de LT-CD4conv
CCR6+CD127+ EM et CCR6-EM, respectivement
résistante et sensible a I’%pOftose radio-induite.
L'irradiation induit dans les LT-CD4conv une diminution
de I'expression des récepteurs de surface CD62L, CCR6
et CD127. Nous démontrons que la stimulation in vitro
protége les LT-CD4 de l'apoptose radio-induite, et
qu'une dose d'irradiation de 2 Gy n'impacte pas la
rolifération des LT-CD4. Au niveau génétigue, I'étude de
‘association du polymorphisme (rs1131532) du geéne
TRAIL (TNFSF10) a été précisée dans les sous-
populations de LT-CD4conv EM: Th1, Th2, Th non
polaris¢, Th9, et Th17 (CXCR3+). Enfin, I'étude
d'association pan-génomique (GWAS) a l'apoptose
radio-induite des LT-CD4conv EM identifie un signal
suggestif sur les chromosomes 2, 7, 20 et 22, mais
n’'atteignant pas le seuil de significativité.
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Abstract :

In France, 380,000 new cancer diagnoses are made each
year and 60% of these cancers are treated by radiotherapy,
which uses ionizing radiation to destroy tumor cells.
Radiation therapy causes undesirable radiotoxic effects on
healthy tissues located in the radiation field. However, only
5 to 15% of patients develop these radiation-induced
complications, which suggests the existence of individual
radiosensitivity of healthy tissues. It is therefore important
to investigate the genetic basis of this individual
radiosensitivity and to characterize markers and biological

tests predictive of this

> ¢ ) individual [ radiosensitivity.
Pioneering research in the host laborato

quantification of radiation-induced ~ apoptosis _of
conventional effector memory T4-lymphocytes (convT4-
lymphocytes EM) from irradiated human peripheral blood
allows population stratification. More recently, the host
laboratory showed a genetic association of several
polymorphisms in the  TRAIL gene (TNFSF10) with
apoPt05|s of convT4-lymphocytes EM (Schmitz et al, Baijer
et al). However, the population of effector memory T-CD4
lymphocytes contains subpopulations of Th effectors,
identifiable by flow cytometry, whose sensitivity to ionizing
radiation is uncharacterized and which could s ecif?/ a
cellular basis for individual radiosensitivity. The first
objective of my thesis work is to understand the effects of
|on|zirl‘g radiation on circulating and post-activation
convT -Ilym hocytes subpopulations. The second objective
is to clarify the genetic association of TRAIL™ gene
polymorphisms with radiation-induced apoptosis of
convT4-lymphocytes EM subpopulations and to search for
other genome-wide genetic polymorphisme

associated with the radiation-induced apoptosis of
convT4-lymphocytes EM. The results presented in my
thesis show that the convT4-lymphocytes EM population
exhibits  heterogeneity in the " radiation-induced
apoptosis responses in response to irradiation and reveal
in all individuals, a CCR6+CD127+ EM convT4-
lymphocytes population that is resistant to radiation-
induced "apoptosis and a CCR6-EM population that is
sensitive to radiation-induced apoptosis. Irradiation
induces in convT4-lymphocytes a decrease in the
expression of surface receptors CD62L, CCR6 and CD127
which is responsible for an increase in the proportion of
radiosensitive convT4-lymphocytes populations: CD62L-
CCR6-CD127-. We demonstrate that in vitro stimulation
protects LT-CD4 from radiation-induced apoptosis, and
that an irradiation dose of 2 Gy does not impact LT-CD4
proliferation. At the gienetic level, the study of the
association of the polymorphism (rs1131532) of the
TRAIL ?ene (TNFSF10) was specified in the
subpopulations of coan4—_H‘m;)hocytes EM: Th1, Th2,
non-polarized Th, Th9, 17 and Th1-Th17. The
presented results demonstrate the association of
rs1131532 with the radiation-induced apoptosis of
convT4-lymphocytes EM and show that this association
is significant in the Th1, Th2 and Th9/Th17 effector
population. Finally, the genome-wide association study
(GWAS) with the radiation-induced apoptosis of convT4-
lymphocytes EM identifies a suggestive signal on
chromosomes 2, 7, 20 and 22, but does not reach the
significance threshold.
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