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AVANT PROPOS

Depuis la théorie de l'immunosurveillance énoncée par Burnet au début
des années 1970 (1) qui proposait que le systtme immunitaire reconnaissait les
cellules ayant subi une transformation maligne comme des cellules étranggres et
permettrait donc un contrdle de la croissance tumorale, de nombreuses
évidences expérimentales et cliniques sont venues soutenir cette théorie en la
modifiant toutefois quelque peu.

Les arguments expérimentaux reposent sur la détection d'expansions
clonales de cellules T dans les tumeurs humaines ou dans le sang périphérique
de patients porteurs de cancer gréce a l'étude du répertoire du récepteur pour
l'antigéne des lymphocytes T (RCT) par des techniques d'amplification en
chaine de I'ARN messager (2) et par la caractérisation d'antigénes de tumeurs
dans le mélanome principalement, mais aussi dans d'autres types de cancers (3).
Mackensen et col. ont méme mis en évidence une expansion clonale de cellules
T chez une patiente atteinte d'un mélanome en régression clinique. L'apparition
de ce clone cytotoxique T et son expansion étaient concomitantes 2 la régression
du mélanome (4).

Les arguments cliniques en faveur d'une réponse immunitaire contre les
cellules tumorales proviennent tout d'abord de la transplantation de moélle
osseuse utilisée dans le traitement de certaines hémopathies malignes. On
observe moins de rechutes apres les greffes de moélle osseuse allogéniques
qu'apres les greffes autologues ou syngéniques. Cette différence due a I'effet de

rejet de la leucémie par les cellules du donneurs ou effet GVL (pour graft versus



leukemia), reflete la différence du donneur et du receveur au niveau du
complexe majeur et /ou mineur d'histocompatibilité. Cet effet est clairement
démontré dans les allogreffes de modlle osseuse lors de traitement des
leucémies myéloldes chroniques (5). Les lymphocytes T sont clairement
impliqués dans cet effet GVL puisque la déplétion des cellules T dans les greffes
de moélle osseuse allogéniques conduit & un plus fort taux de rechute que les
greffes non T-déplétées (5). De plus, la rechute apres greffe de moélle osseuse
allogénique des patients atteints de leucémies myéloldes chroniques peut &tre
"guérie" par une seule injection des lymphocytes T du donneur (6).

D'autres arguments cliniques reposent sur 'augmentation de l'incidence
des cancers chez les patients immunosupprimés (7, 8). Cette
immunosuppression peut étre d'origine héréditaire comme dans les syndromes
de Wiskott-Aldridge et de Di George ou acquise comme chez les patients ayant
recu une greffe d'organe et prenant quotidiennement des médicaments
inmlunosuppresseurs pour prévenir le rejet de cette greffe ou encore les
patients atteints de certaines pathologies infectieuses (virus de
l'immunodéficience humaine (VIH), malaria). L'ensemble de ces résultats
souligne l'importance du systéme immunitaire dans I'éradication des processus
tumoraux précoces.

La corrélation des données recueillies lors d'études épidémiologiques sur
les populations exposées aux cancérogenes chimiques de manire accidentelle

ou dans l'environnement professionnel avec I'analyse des mutations présentes

dans le sang périphérique ou directement dans la tumeur permettrait



d'attribuer environ 75% des cancers humains dans le monde a des cancérogenes
chimiques (9)

Les hydrocarbures polycycliques aromatiques (HPA) sont des composés
ubiquitaires connus pour leurs propriétés cancérogenes (10, 11). Parmi ces
composés chimiques, certains se sont révélés étre aussi de puissants
immunosuppresseurs (12). L'effet immunosuppresseur chez la souris B6C3F1 de
ces HPA persiste 4 a 8 semaines apres l'arrét de l'exposition (13, 14). De
nombreux polluants naturels domestiques ou industriels contiennent des HPA.
Leur effet cancérogene est surtout bien connu pour le tabac qui contient pres de
cent HPA différents dont le Benzo(a)pyrene, et qui est responsable de cancers
du poumon et des voies respiratoires (10, 15). Certains HPA, comme la dioxine
et ses dérivés sont aussi souvent des sous-produits de la fébrication de produits
chimiques comme les herbicides. Dans ce cas, les HPA constituent alors 2 la fois
un risque a court terme pour l'organisme lors de l'exposition professionnelle
avec ces composés, mais aussi a long terme par I'accumulation dans le sol puis
le passage dans la chaine alimentaire. En Asie du sud-est, l'utilisation
intempestive d'herbicides dispersés par avions dans lequel la dioxine a été
décelée comme impureté, a conduit & une exposition de la population qui serait
responsable de I'augmentation de l'incidence des cancers du foie dans la région
de Hand (10). La méme technique d'épandage par avions d'herbicides aux
Etats-Unis dans les années 1960 a permis de démontrer la persistance de la
dioxine dans l'environnement. La demi-vie moyenne de la dioxine dans le sol
est variable selon les conditions climatiques. En Floride oi1 le climat est chaud et

humide, la demi-vie est de 190 jours, en Utah qui présente un temps chaud et



sec la demi-vie est de 350 jours (10). En Floride, la quantité de dioxine répandue
pendant deux ans entre 1962 et 1964 a été estimée entre 22 50 g /hectare. Dix

ans apres, la dioxine est retrouvée dans les tissus de nombreux animaux,
notamment les souris (1,3 pg/kg de tissu) avec une localisation préférentielle au

niveau hépatique (10). L'évaluation du risque de cancer induit chez 'homme
par ces HPA repose sur des études épidémiologiques bien menées ot sont pris
en compte les risques professionnels mais aussi les habitudes de vie
(alimentation, alcool, tabac...), sur la détection de mutations ou adduits dans
différent prélevement biologique (urine, sang..), mais aussi sur des données
expérimentales sur l'exposition in vivo ou in vitro aux HPA 9).

Les mécanismes d'évolution d'une cellule vers la tumorigénicité
commencent & étre mieux compris sur le plan moléculaire par l'activation
d'oncog?nes, comme ras ou myc ou par l'inhibition de genes suppresseurs de
tumeuts, comme p53 ou Rb. Les oncogenes sont des genes cellulaires normaux
qui lorsqu'ils sont activés de maniere inappropriée induisent la dysrégulation
de la croissance ou la différenciation cellulaire. A linverse, les genes
suppresseurs de tumeurs sont des genes cellulaires normaux qui lorsqu’ils sont
inactivés conduisent a une dysrégulation de la croissance ou de la
différenciation cellulaire (15). Un grand nombre de tumeurs contiennent
souvent des oncogenes mutés ou des protéines p53 mutées. Des mutations du
gene ras par des HPA, comme le benzo(a)pyrene (B(a)P) ont été démontré in
vivo et in vitro notamment au niveau des codons 12, 13 et 61. En fait, l'agent
responsable est son métabolite, le 7,8-dihydrodiol-9,10-€poxide, qui induit

principalement des transversions de la guanine vers la thymidine en



interagissant par l'intermédiaire de son carbone en position 10 avec I'amine en
position 2 de la guanine (15). Dans les modeles de cancérogénese cutané murin,
la mutation du protooncogene ras est un événement précoce dans l'initiation
tumorale (15).

Une mutation dans un gene peut conduire au changement d'un acide
aminé dans la protéine, qui produit des lors un peptide capable de se lier a une
molécule de classe I pour former ainsi un antigéne alors reconnu par un
lymphocyte CD8+. L'existence d'une réponse immunitaire T a été clairement
démontrée contre des protéines mutées, comme les protéines constituant des
oncogenes ou des genes suppresseurs de tumeurs. C'est le cas de 'oncogene ras
pour lequel des réponses in vitro ont été démontrées chez 'homme et la souris
(16, 17). Des clones de lymphocytes T cytotoxiques ont été générés in vitro
contre la protéine P53 mutée (18). De plus, dans un modele murin,
l'immunisation in vivo avec un peptide correspondant a la forme mutée de P53
conduit 2 la génération de clones T cytotoxiques qui sont capable de tuer des
cellules exprimant la protéine muté (19).

Dans le cas des HPA, les propriétés mutagenes de ces composés sont
responsables de l'initiation de la tumeur et I'on peut se demander si l'anergie du
systtme immunitaire n'est pas impliquée dans la phase de progression qui
aboutit 2 la formation de tumeurs. Des travaux sur les tumeurs murines
induites par un HPA, le méthyl-3-cholanthréene (MCA) ont montré que ces
tumeurs portent des antigénes capables de provoquer une réponse immunitaire
de rejet quand celle-ci sont transférées dans un animal syngénique non exposé

(20), ce qui plaident en faveur d'une immunosuppression chez les souris



exposées. L'étude des HPA est donc un excellent modle expérimental pour
étudier l'anergie dans les lymphocytes T. Le diméthyl-7,12-benzanthracene
(DMBA), choisi comme modele d'étude des HPA par I'équipe de J. Dean est une
molécule synthétique mutagene, cancérogdne et immunosuppressive (21). Le
DMBA interagit avec le lymphocyte T, qui posséde un réle central dans la
réponse immunitaire. Il est le plus puissant immunosuppresseur de cette
famille de composé (21). L'importance croissante d'un défaut de transduction
du signal dans les lymphocytes T anergiques (22, 23) et le rble prépondérant du
niveau de calcium ionisé intracellulaire dans cette anergie, nous a amené a
étudier l'interaction des HPA avec 'homéostasie calcique dans les lymphocytes

T humains et murins.
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CHAPITRE 1 : HYDROCARBURES POLYCYCLIQUES AROMATIQUES ET

SYSTEME IMMUNITAIRE:

A- Les hydrocarbures polycycligues aromatiques.

1- Structure et exposition aux hydrocarbures polycycliques

aromatiques

Les hydrocarbures polycydiques aromatiques (HPA) sont parmi les
cancérogenes les plus puissants connus 2 I'heure actuelle. On les rencontre
dans de nombreux polluants naturels ou domestiques et rarement a I'état
pur. Les HPA se retrouvent dans les produits de combustion incomplete,
tels que ceux de la viande grillée ou dans la fumée de tabac, les huiles de
moteur usagées, les gaz de combustion et les goudrons (10, 24).

Du point de vue de leur structure chimique, les HPA qui different
par le nombre de cycles benzene, et 'arrangement de ces cycles (Figure
n°1). Les dérivés de l'anthracdne ont une structure tricyclique. Les
composés 2 quatre cycles correspondent au benzanthracne et a ses dérivés,
avec pour principal représentant le dérivé méthylé synthétique : diméthyl-
7,12-benz(a)anthracene (DMBA). Le benzo(a)pyréne (B(a)P) est un HPA a

cinq cycles benzéne. Un des cycles benzenes peut étre substitué par un
hétérocycle (B naphtoflavone) ou un cyclopentane (méthyl-3-cholanthréne
-(MCA)).

Tous ces composés présentent une structure plane (Figure n°1).
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Un autre groupe de toxiques de 1’environnement est représenté par
des hydrocarbures halogénés et plus particulierement les dérivés chlorés
dont le principal composé est la dioxine ou 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-
dioxine (TCDD) (Figure n°1). La dioxine est un des membres de la famille
des dibenzo-p-dioxines polychlorés qui comprend 75 composés dont les
structures varient selon le nombre et la position des atomes de chlore sur
les noyaux aromatiques. Ces composés comptent parmi les plus étudiés
depuis les différents accidents survenue dans les années 1970.

Dans ce chapitre, la dioxine sera utilisée comme molécule de
référence car elle présente certaines caractéristiques communes avec les
HPA qui déterminent leurs propriétés toxiques. Citons comme propriété
commune le métabolisme qui utilisent les mémes enzymes, mais aussi et
surtout la fixation au récepteur Ah (voir plus loin). La fixation au

récepteur Ah est responsable de la majeur partie des effets dela dioxine.
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Figuren®1: Structure chimique des principaux hydrocarbures

polycyliques aromatiques et de la dioxine.

Bay region

R2
Benzo(a)pyréne

R1

Angular ring Peri region

Légende:
Méthyl-12-Benz(a)anthracéne R1=H, R2=-CH3
Méthyl—?-Benz(a)anthracéne R1=CH3, R2=H
Diméthyl-7,12-Benz(a)anthracéne R1=CH3, R2=CH3

L’organisme humain entre en contact avec les hydrocarbures

polycycliques aromatiques non halogénés par inhalation des fumées de



11

tabac, de pots d’échappement des automobiles, ou par contact cutané lors
d’exposition professionnelles (suies, goudrons). Les voies cutances et
pulmonaires sont les voies principales d’exposition. On compte plus de
100 HPA dans la fumée de cigarettes (10). En 1775, Sir Percivall Pott a décrit
un cancer du scrotum da 2 la suie chez de jeunes ramoneurs. Par la suite
dans les années 1930, des chimistes révélerent qu'un groupe de composés
de la famille des HPA étaient les agents responsables de ce cancer (10, 24).

Les HPA les plus étudiés sont le B(a)P, le MCA, le
dibenz(a,h)anthracene qui sont présents en grande quantité dans la suie, et
le dérivé synthétique qui sert de modele expérimental le DMBA (24, 25).

La dioxine est le toxique de I’environnement le plus étudié depuis
le début des années 1970, suite aux différents accidents survenus dans les
usines de production de 24,5 T (acide 2,4,5 trichlorophénoxyacétique),
utilisé comme herbicide et défoliant. En effet, la dioxine a été décelée
comme impureté dans des préparations commerciales de pesticides. Elle

est produite par chauffage des chlorophénols en milieu alcalin (26).

2- Métabolisme des hydrocarbures polycycliques aromatiques

Tous les HPA sont trés liposolubles et sont donc rapidement
absorbés par les organismes quelle que soit la voie de contact : cutanée,
digestive ou pulmonaire. Les HPA possédent une forte affinité pour les
tissus adipeux o1 ils peuvent &tre stockés pendant plusieurs années. Pour

les composés chlorés, plus le nombre d'atomes de chlore est grand, moins
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les HPA sont métabolisés et donc plus leur temps de rétention dans
I'organisme est important.

La dioxine présente une demi-vie dans 'organisme humain de 5,8
années et le 2, 4 ,5,2' ,4' ,5-hexachlorobiphényle possdéde une demi-vie
biologique de 27,5 années 27).

Dans les années 1960, 1'observation a été faite que 1'exposition a
certains HPA comme le B(a)P ou le MCA induisait une augmentation de
leur métabolisme. Ces HPA provoquaient l'induction d'enzymes
impliqués dans la métabolisme oxydatif de xénobiotiques au niveau des
microsomes hépatiques. Cette activité fut alors appelée AHH (pour Aryl
Hydrocarbon Hydroxylase), nom commun donné 2 la somme des activités
des cytochromes P450 oxydant les HPA. Les cytochromes P450 représentent
une famille dhémoprotéines qui catalysent le métabolisme de
xénobiotiques, mais aussi de composés endogenes, comme les stérol des,
les acides gras, les prostaglandines et les vitamines. Une nomenclature a
été proposée pour classer les quelques 200 genes des enzymes P450. Le
préfixe CYP est suivi par un chiffre en écriture arabe, une lettre majuscule
puis un autre chiffre qui définissent respectivement la famille, la sous-
famille et le numéro du gene (28).

En fait, la métabolisation des HPA non halogénés par les
monooxygénases des cytochromes P450 suit la théorie de la "bay region".
Selon cette théorie, I'hydroxylation des HPA a lieu au niveau d'une zone
particulitre appelée la "bay region” pour former un diol-époxyde. Cette
théorie est illustrée par l'activation métabolique du B(a)P (Figure n°2).

L'époxydation initial du B(a)P par les monooxygénases de la famille
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CYP1A1 a lieu en position 7,8. Celle-ci est suivie de l'hydratation de
1'époxyde B(a)P par une époxyde hydrolase pour former le 7,8-dihydrodiol
B(a)P qui est de nouveau oxydé par les monooxygénases de la famille
CYP3A4 ou la prostaglandine H synthétase (appelée aussi cyclooxygénase)
en 7,8-dihydrodiol 9,10-oxide B(a)P qui est le composé responsable de la
toxicité du B(a)P. D'autres enzymes peuvent intervenir dans la
meétabolisation des HPA, comme des enzymes de phase II (I'UDP-
glucuronosyltransférase ou la sulfotransférase). Les enzymes de phase II
seront responsables de la détoxification des métabolites réactifs (15).

La famille des genes CYP 1A comprend deux genes : CYPIA-1 et

CYP1A-2, codant pour une sous-famille de cytochromes P450 inductibles.
Une étude menée chez des rats traités avec le MCA 2 la dose de 40 ug/g, a

montré une augmentation de deux membres de la famille des
cytochromes P450 : 1A1 et 1A2 (29). De telles observations ont également
été faites avec les composés comme la dioxine (30).

L'induction de 1'UDP-glucuronyltransférase par le méthyl-3-
cholanthrene et la dioxine a été démontrée chez la souris C57BL/6 mais
pas chez la souris DBA/2 (31). La NAD(P)H quinone oxydoréductase, une
flavoprotéine qui catalyse la réduction des quinones, est aussi inductible

apres exposition au MCA ou au TCDD.
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Figure n° 2 ; Schéma de la métabolisation du Benzo(a)Pyrene.

"Bay region” 12

7 6 5 .
benzo(a)pyrine benzo(a)pyreéne 7,8-oxyde benzo(a)pyréne 7,8-dihydrodiol

P-450 P-450
PHS

benzo(a)pyréne
7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde
résistant A I'hydratation par les époxyde

PHS=Prostaglandine H synthétase ou cyclooxygénase hydrolases : composé toxique

Une fois métabolisés, les HPA subissent une excrétion
hépatobiliaire puis sont éliminés dans les feces (10).

La métabolisation des HPA par les enzymes des organismes exposés
a ces toxiques est responsable en partie de la toxicité observée, notamment
de la survenue d'une hépatotoxicité et en particulier d'un phénomene de
cancérisation.

Cette métabolisation des HPA par 1'une des différentes enzymes de
la famille du cyt P450 est aussi responsable de la variation de sensibilité
individuelle et donc du risque de développer un cancer lors de
I'exposition a ces HPA. Cedi a été observé dans les cancers des poumons
développés chez les fumeurs, ot un variant allélique hautement

inductible du geéne CYP1Al a été identifié chez certains patients. Une
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activité AHH élevée est généralement corrélée avec un niveau élevé
d'adduits 2 'ADN détectés dans les lymphocytes périphériques. Enfin au
Japon, on a noté une augmentation du cancer du poumon chez des

fumeurs associés 2 un polymorphisme du géne CYP1A1 (15).

3-Récepteur des hydrocarbures polycycliques aromatiques : 1a protéine

Ah.

Fn 1969, Nebert D.W. et Gelboin H. V. ont montré que le MCA
induisait une activité AHH chez les souris C57Bl/6 et pas chez les souris
DBA/2. Cette variation de sensibilité intersouche a permis l'identification
de deux phénotypes : les “Ah sensibles” et les “Ah résistants” (32). Le
phénotype "Ah sensible" s'est révélé étre un caractere dominant suite au
croisement de souris sensibles avec des souris résistantes. Mais, ce n'est
qu'en 1976, que Poland et coll. démontr2rent que le phénotype "Ah
sensible” 6tait 1ié 2 l'existence d'une protéine récepteur cytosolique
appelée AhR (pour Aryl hydrocarbon Receptor) (33). Le caractere
dominant est porté par l'allele b, les souris résistantes possédent l'allele d.
(33). Trois différents alldles b (b-1,b-2, b-3) ont été identifié codant pour des
protéines Ah de 95, 104 et 105-KDa (30) |

Le locus Ah code pour le récepteur cytosolique Ah. Ce récepteur Ah
détermine l'induction des hydroxylases responsables du métabolisme des
HPA. Les souris "Ah sensibles" métabolisent efficacement les HPA a la
différence des souris porteuses del'allele d. Certains HPA comme le B(a)P

se fixe sur ce récepteur cytosolique qui posséde une stéréospécificité pour
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les différents composés de cette famille et la structure des HPA
déterminera I'affinité pour ce récepteur (11).

Le récepteur Ah fait partie du groupe des "récepteurs activés par
leur ligand", comme le récepteur des glucocorticoldes ou des différents
stéroldes. Le récepteur Ah non activé par la dioxine est complexé avec la
protéine hsp90 (pour heat shock protein). La protéine hsp90 semble
maintenir le récepteur Ah dans une conformation facilitant la fixation de
la dioxine (34). Une fois activé par la fixation du ligand, le complexe
récepteur Ah-TCDD migre alors vers le noyau ot il se comporte comme
facteur régulateur de la transcription en se liant sur des régions de 'ADN,
les DRE (pour Dioxin Responsive Elements) ou XRE (pour Xenobiotics
Responsive Elements) (34). Ces régions DRE/XRE sont situées en 5' dans la
région promotrice de nombreux genes. Des régions DRE/XRE ont été
identifiées dans les geénes du CYP1Al, du CYP1A2, de l'aldéhyde-3-
déshydrogénase, dela NAD( P)H quinone oxydoréductase... (30). En fait, Les
interactions récepteur-ligand/DRE conduisent a une disruption de la
chromatine, une augmentation dé l'accessibilité de la région promotrice,
et il en résulte alors une augmentation de la transcription des genes cibles.
Cette interaction Ah récepteur/DRE est induite par le fixation de la
dioxine, mais dépend aussi d'une seconde protéine ARNT (pour Ah
receptor nuclear translocator). L'obtention de souris déficientes en ARNT
a permis de démontrer le role crucial de cette protéine dans la réponse de
l'organisme a I'hypoxie et a I'hypoglycémie (35). Les protéines récepteur
Ah et ARNT présentent une homologie de séquence avec deux protéines

de la drosophile Sim et Per. Elles sont caractérisées par une région
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homologue approximativement de 200 acides aminés (aa), le domaine
PAS, qui serait impliqué dans la formation d'hétérodimeres entre membre
de la méme famille (AhR-ARNT par exemple). La région N-terminale
(basic helix-loop-helix) du récepteur Ah serait impliquée dans la liaison du
ligand, la reconnaissance de la région DRE et la dimérisation de ARNT

(36). 11 existe une forte homologie entre cette région N-terminale du

récepteur Ah humain et son homologue murin AhR? (protéine issus de
l'allele b-1, caractérisant les souches murines "Ah sensibles") (36). La
région C-terminale du AhR, riche en sérines serait importante pour la
formation du complexe hétérodimérique (AhR-ligand-ARNT) et dans la

fixation sur I'ADN (30).

4- Effets toxiques autres qu'immunotoxiques liés a I'exposition aux

hydrocarbures polycycliques aromatiques.

L'exposition aux HPA peut engendrer un certain nombre d'effets
toxiques chez I'animal et chez I'homme. Néanmoins, la toxicité de ces
composés dépend d'un grand nombre de facteurs comme la dose, la voie
d'administration, I'espace, la souche, l'age, le sexe de l'animal et la
présence ou non du récepteur Ah. Clest ainsi que la DL50 (dose létale 50)
du B(a)P varie environ d'un facteur de 2000 entre la souris C57Bl/6 ("Ah
sensible”) et la souris DBA/2 ("Ah résistante”) (10). De méme, la DL50 de
la dioxine entre le cochon d'Inde "sensible” et le hamster "résistant” varie

de 2500 fois (37).
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ropri oge

Les HPA sont donc métabolisés par les monooxygénases du
cytochrome P450 en des composés plus hydrosolubles afin d’étre éliminés
de V'organisme. Toutefois, certains de leurs métabolites intermédiaires
comme les diol-époxydes sont trés réactifs et peuvent se fixer de fagon
covalente sur différentes molécules dont I’ADN et former des adduits,
engendrant des mutations et donnant lieu a1la formation de tumeurs. Ceci
est & la base de leur propriété de cancérogenes génotoxiques.

Classiquement, la carcinogendse comprend 3 étapes. La premiere
appelée "initiation" résulte de mutations. On pense aujourd’hui que
plusieurs événements mutationnels indépendants sont nécessaires pour
Tinitiation dela tumeur. La seconde étape qui fait suite a l'initiation est la
"promotion" qui correspond a des défauts de contrdle de la différenciation,
de la croissance cellulaire ou encore une résistance a une mort
programmée. La troisitme étape appelée "progression” correspond a un
passage 2 un état malin et a une instabilité génomique du matériel
génétique des celllules concernées (15). Ce concept est assez simpliste, mais

permet certainement une bonne compréhension de la carcinogengse.
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1o jques

L'identification des métabolites est essentielle pour la
compréhension des mécanismes de cancérogénese des HPA et fait donc
l'objet de nombreuses recherches actuelles sur les HPA. Jusqu'a présent,
les métabolites responsables des adduits étaient déterminés d'apres la
"théorie de la région bay". Il semble aujourd’hui que cette voie de
transformation ne représente que 10% du meétabolisme. Des études
récentes montrent qu'une autre voie de transformation est possible (38).
Cette voie qui passe par la formation d'un bis-diol-époxyde, conduit
également a la formation d'adduits potentiellement mutagenes. Ces
adduits constituant 80% de I'ensemble des adduits, ne sont pas détectés
lors de contrdle de surveillance d'exposition. Les risques de cancers
associés a I'exposition des HPA sont donc trés probablement sous-estimés
(38). Des mutations de genes critiques ont été identifiées. Ces genes sont
soit les oncogenes, soit les génes suppresseurs de tumeurs. Les premiers
sont des genes cellulaires normaux qui lorsqu'ils sont activés induisent
une dysrégulation de la croissance et de la différenciation cellulaire. Les
oncogenes les plus connus sont ceux de la famille Ras (pour Rous aviare
sarcoma). La mutation de ras est un événement précoce dans les modeles
expérimentaux de cancérogénese cutanés et mammaires utilisant des HPA
(15). De nombreuses mutations de ras ont été observées dans les cancers
humains. Dans une revue de la littérature sur la carcinogénese chimique,

Harris C.C. décrit un "spectre de mutations” de ras qui est spécifique de
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l'exposition 2 tels ou tels agents toxiques chimiques. Ainsi, la transversion
en position 182 de A:T vers T:A induite par le DMBA lors du

développement de cancer cutané, pulmonaire ou mammaire chez le rat

ou la souris est due majoritairement 2a un adduit N6-7,12-
Diméthylbenzanthracene diol-époxyde-déoxyadénosine (9). Dans des
cancers cutanés et pulmonaires chez la souris avec mutations de
'oncogene H-ras et K-ras respectivement, le B(a)P induit une mutation en
position 35 de cet oncogene. Il s'agit d'une transversion de GC vers T:A
9).

Les genes suppresseurs de tumeurs contrdlent la différenciation et
la croissance cellulaire. Le gene suppresseur de tumeur le plus étudié est le
gene p53. Le gine p53 est retrouvé muté dans de nombreux cancers
humains, comme les cancers du colon, du poumon, les carcinomes
hépatocellulaires, les glioblastomes... (39). L'inactivation par mutation des
deux alleles du gene est nécessaire a la perte de fonction de ces genes
suppresseurs de tumeurs. La protéine P53 est un excellent candidat pour
explorer la nature des facteurs oncogéniques dans I'environnement car il
existe une trés forte conservation du gene et de la protéine P53 au cours de
'évolution (90% d'homologie entre la séquence humaine et celle des
rongeurs) (40). Récemment, Denissenko et al. ont observé qu'une
carcinogénese expérimentale de cellules humaines en culture par le B(a)P
diol époxyde intéresse particulierement les guanines 157, 248 et 273 du
gene p53. Or, ce sont 12 trois points chauds des mutations observeés dans les
cancers bronchiques retrouvés chez les fumeurs. De plus, la majorité des

mutations observées chez ces malades sont des transversions de G vers T,
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ce qui est attendu pour une mutagendse provoquée par l'addition de
chafnes hydrocarbonées aromatiques polycycliques (41). Ce résultat semble
clairement impliquer les HPA présents dans le tabac dans la survenue de
cancers pulmonaires.

Le B(a)P a souvent été employé comme carcinogne expérimental.
Selon I'espece et la voie d'exposition du toxique, différentes localisations
des tumeurs ont été décrites : des tumeurs hépatiques aprés absorption
dans la nourriture et les eaux de boissons, des tumeurs cutanées apres
badigeonnage, mais aussi une augmentation des tumeurs pulmonaires
chez des souris CD-1 ou C57Bl1/6 apres inhalation du toxique (10).

L'application de DMBA sur la peau de différentes souches murines
conduit rapidement 2 la formation d'un carcinome cutanée. Le DMBA est
aussi responsable du développement de tumeurs mammaires chez ces

mémes souris (10).

Les propriétés carcinogenes des HPA ont aussi été démontrées avec
la dioxine chez l'animal, en particulier dans ['étude de

I'hépatocancérogénese (42). Ces expériences menées chez le rat exposé au

TCDD, ont montré une augmentation de la concentration de TGF-a (pour
Transforming Growth Factor-a) dans le foie. Le TGF-a est un ligand du

récepteur a 'EGF (pour Epithelial Growth Factor). La fixation du TGF-a
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sur ce récepteur provoque son internalisation qui se traduit par la
transduction d'un signal mitogénique, conduisant & une prolifération
cellulaire (42). Le TCDD provoquerait donc une activation de ce processus
et favoriserait ainsi le développement de tumeurs hépatiques chez le rat.
Dans ce cas-l3, la dioxine induit une tumeur par un mécanisme

épigénétique et non génotoxique.

Chez 1'homme, les propriétés tumorigénes de ces produits ont
également été démontrées pour un composé comme la dioxine par des
études épidémiologiques. Bertazzi et col. ont effectué une étude
rétrospective sur une période allant de 1976 a 1986 appliquée a la
population résidant a proximité de Seveso, en Italie. La population prise
en compte était agée de 1 a 19 ans. Les maladies répertoriées sont en
majorité des cancers, notamment des leucémies (43). Manz et col. ont
réalisé une étude portant sur la mortalité des employés travaillant dans
une usine produisant des herbicides en Allemagne pendant la période de
1952 2 1985. La production de ces herbicides a générée de la dioxine. Les
causes de décés recensées pour les personnes ayant travaillé plus de 20 ans
dans cette usine, sont principalement des cancers. Les cancers les plus
fréquents dans cette population concernent les tissus hématopol étiques
(44). Au Vietnam, ot la dioxine a été largement répandue avec les

défoliants et herbicides on a noté une augmentation de l'incidence des
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cancers du foie, sans pour autant pouvoir attribuer ces nouveaux cas de

cancers a la dioxine (10).

Chez I'homme, la réponse adverse la plus courante a I'exposition
professionnelle a la dioxine et ses dérivés est la chloracné. Il s'agit la
encore d'une affection pré-cancéreuse, car elle est associée a un
dysfonctionnement de la prolifération cellulaire. En effet, cette
intoxication est caractérisée par une altération de la prolifération et de la
différenciation des cellules de 1'épiderme, des cellules cutanées et des
cellules des glandes sébaces. Il en résulte une hyperkératose

interfolliculaire suivi par une atrophie des follicules pileux (10).

Le B(a)P est tenu pour responsable de la réduction de la fertilité et de
la reproduction chez des souris CD-1 ou C57BL exposées in utéro (10).

Le passage de DMBA et du B(a)P a travers la barritre placentaire et la
présence d'enzymes nécessaire au métabolisme des HPA chez 1'embyon
sont & l'origine des propriétés embryotoxiques du B(a)P et du DMBA. En
effet, chez certaines souches murines, on note une activit¢é AHH
placentaire qui peut étre induite par I'exposition aux HPA.

L'acide ribonuclél que messager (ARNm) et la protéine du récepteur
Ah sont fortement exprimés dans le placenta humain (36), ceci peut sans
doute expliquer 1'extréme sensibilité du foetus a la toxicité des HPA et les

conséquences d'une exposition in utero .
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Chez 1'homme, la contamination in utero par les PCB des enfants
nées de meres intoxiquées lors des épisodes de Yusho et Yu-Cheng a été
bien décrite. Ces enfants présentent un syndrome dysplasique cutané, qui

peut s'apparenter 2 la chloracné observée apres exposition au TCDD (45).

{3 Toxicité hématologi

Chez les souches murines "Ah résistantes”, le B(a)P induit une
toxicité hématopol étique, indépendante du récepteur Ah. Ainsi, les souris
AKR/N développent une anémie réfractaire aprés 4 semaines
d'exposition au toxique (10). Il s'agit d'une insuffisance médullaire qui

affecte la lignée érythrocytaire et précéde un état tumoral.
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B) Immunotoxicité liée amx Hydrocarbures

Polyeycligques Aromatiques

1- Mécanismes cellulaires et moléculaires de la réponse immunitaire

Le systtme immunitaire est un organe diffus. Il est constitué
d'organes lympholdes primaires et secondaires. Les organes lymphol des
primaires comme le thymus et la moglle osseuse sont les sites majeurs de
la lymphopolese. Les différentes étapes de la maturation thymique des
lymphocytes T sont : I'acquisition par les thymocytes trés immatures du
récepteur pour l'antigéne des cellules T (RCT) et des molécules CD4 et
CDS, ainsi que la délétion clonale de lymphocytes T autoréactifs, c'est a
dire présentant une spécificité pour les antigenes du soi. Dans les organes
lymphd des secondaires (ganglions lymphatiques périphériques, rate,
plaques de Peyer, amygdale), les lymphocytes peuvent interagir entre eux
et/ou avec 'antigene.

Le syst®me immunitaire est constitué deI'immunité non spécifique
et de I'immunité spécifique de l'antigeéne. L'immunité non spécifique ou
innée constitue la premitre barritre de défense de l'organisme. Elle est
identique chez tous les individus sains. L'immunité spécifique évolue au
cours de la vie, et est propre a chaque individu. Elle posséde aussi une

caractéristique qui la différencie de 1'immunité non spécifique qui est la
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"mémoire" de l'antigeéne. En effet aprés une réponse immunitaire contre
un antigéne donné, toutes les cellules T ou B ayant participées a cette
réponse ne seront pas détruites, certaines resteront avec la capacité de
mémoire. En cas de réintroduction de l'antigéne, ces cellules
reconnaitront I'antigéne et se diviseront de manidre clonale de fagon a

détruire I'antigéne.

L’immunité non spécifique comprend des facteurs solubles tels le
lyzozyme, les différentes fractions du complément, et des cellules comme
les phagocytes (monocytes, macrophages, polynucléaires neutrophiles,

cellules dendritiques..) et les cellules NK (pour Natural Killer).

Les cellules NK sont des cellules douées d'une cytotoxicité
spontanée non restreinte au complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH). Elles éliminent les cellules infectées par des virus (46) ou les
cellules transformées, comme les cellules ayant perdues I'expression des
antigenes de classe  du CMH (47, 48). La reconnaissance de la cellule cible
par la cellule NK fait intervenir des interactions entre différents couples
ligands-récepteurs qui ne sont pas tous encore identifiés (49). Il est connu
depuis le début des années 1980, que 1'expression de molécules de classe I

du CMH de I'héte par des cellules cibles rend celles-ci résistantes a la lyse
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NK. Les cellules NK lysent les cellules ayant perdues (48) ou exprimant
faiblement les molécules CMH de classe I de 'hote et ceci expliquerait la
discrimination du soi et du non-soi observée avec les cellules NK (50).

Différents récepteurs des molécules du CMH de classe 1 ont été
identifiés sur les cellules NK (47, 51, 52). Ces récepteurs modulent I'activité
NK. IIs possedent soit une fonction inhibitrice comme Ly49 (52), p58 (53)
ou NKB1 (54), soit une fonction activatrice (hNKR-P1A, NKR-P1 ou NK-
TR1 (52)).

On distingue deux mécanismes généraux de cytotoxicité dans les
lymphocytes. Ceux-ci sont clairement démontrés chez le lymphocyte T et
semblent aussi présents chez la cellule NK (55, 56). Le premier est fondé
sur I'exocytose des granules cytotoxiques et implique des molécules telles
que la perforine et les granzymes, le second fait suite & une interaction
membranaire et implique la molécule Fas sur la cellule cible et son ligand
(FasL/CD95L) présent sur la cellule effectrice (57-59). Arase et coll. ont
démontré la présence de 'ARN messager de FasL dans les cellules NK
humaines par des techniques d'amplification en chaine (59). La présence
de la protéine a la surface membranaire des cellules NK n'a pas encore été
clairement démontrée. Mais que cette molécule soit présente de maniere
constitutive a la surface des cellules NK ou de fagon inductible, FasL est
impliqué dans la cytotoxicité des cellules NK vis a vis de cellules
exprimant Fas. La lyse médiée par l'interaction de Fas (CD95) avec son
ligand est indépendante du calcium extracellulaire (60).

L'exocytose granulaire est un phénomene calcium-dépendant, au

cours duquel la cellule NK libere de fagon dirigée a l'interface entre elle et
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sa cible le contenu de ces granules apres reconnaissance et fixation de cette
cellule cible. La perforine apres polymérisation permet la formation de
canaux dans la membrane plasmique de la cellule cible assurant ainsi le
passage des granzymes dans cette cellule. L'utilisation isolée de perforine
purifiée sur des cellules cibles permet dans certaines conditions d'obtenir
une cytolyse de ces cellules par nécrose (61). Les granzymes sont des sérines
estérases contenues dans les granules cytotoxiques. Le granzyme B, est un
des responsables de la mort par apoptose des cellules cibles observée lors
de la lyse médiée par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) (62), et donc par
analogie, par les cellules NK. 11 est trés vraisemblable que le granzyme B
n'est pas le seul granzyme impliqué, puisque le granzyme A purifié agit en
synergie avec le granzyme B pour induire la mort par apoptose de cellules
perméablisées (63). L'exocytose granulaire peut donc induire la mort de la
cellule cible 2 la fois par apoptose et par nécrose. La mort par apoptose est
observée dans les conditions physiologiques (rapport effecteurs/cibles
faible), lorsque le rapport effecteurs/ cibles est élevé la cellule cible meurt
| par nécrose.

Une étude clinique a rapportée un déficit sélectif en cellules NK
chez une patiente qui souffrait d'infections virales récidivantes a virus
herpétique (46). Les cellules NK posséderaient donc un role dans le

contrdle des infections virales.
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On compte parmi les phagocytes, les monocytes/ macrophages et les
polynucléaires neutrophiles (ou granulocytes). La principale fonction de
ces cellules phagocytaires est de détruire les organismes pathogenes. Cette
fonction nécessite 4 étapes principales : 1) I'adhérence a I'endothélium
vasculaire par lintermédiaire des nombreuses molécules d'adhésion
présentes a leur surface, comme les intégrines, 2) la migration des cellules
vers les sites de linflammation, 3) la phagocytose des particules
"opsonisées ", c'est a dire recouverte par des anticorps, et enfin 4) La
destruction des organismes pathogenes. Celle-ci a lieu apres endocytose et

fait intervenir la production d'eau oxygénée (FHOp) et de radicaux libres.

La reconnaissance des organismes pathogenes fait intervenir des anticorps
qui lient l'antigéne puis se fixent aux cellules phagocytaires par
l'intermédiaire des récepteurs au fragment Fc des anticorps présentes a la
surface de ces cellules (64).

Le macrophage est issu des monocytes apres passage de la
circulation sanguine vers les différents tissus. Il joue un role 2 la fois dans
l'immunité non spécifique par la production de cytokines, comme
l'interleukine-1 (IL-1) et IL-6 et par ces propriétés cytotoxiques et dans la
réponse immunitaire spécifique comme cellule présentatrice de l'antigéne
(voir plus loin).

Les polynucléaires neutrophiles sont issus de la moélle osseuse. Ils
représentent la plus importante fraction cellulaire des globules blancs (ou

leucocytes) du sang circulant. Ils possédent des récepteurs pour les
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fragments Fc des immunoglobulines IgG, comme les récepteurs FoyRI

(CD64), FoyRII (CD32) et FoyRIII (CD16) et des récepteurs pour des fractions

du complément, notamment la fraction C3 activée. Ils sont donc doués de
cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC pour Antibody Dependent
Cellular Cytotoxicity) (64).

Les déficits innés en cellules phagocytaires ont pour conséquence le
développement tres tot dans la vie du nouveau-né d'infections
récurrentes 2 bactéries extracellulaires, comme les staphylococcies ou les
infections 2 bacilles gram négatif (Pseudomonas, Klebsiella, Proteus...).
Parmi ces déficits immunitaires, citons le déficit des molécules d'adhésion

des leucocytes LAD (pour Leucocyte Adhesion Deficiency syndrome) qui
est caractérisé par l'absence de CD18, la chaine p commune des intégrines,

ou encore la granulomatose chronique ou le syndrome de Chediak-
Higashi (64). Un déficit acquis des neutrophiles (ou aplasie granulocytaire)
apres chimiothérapie anticancéreuse entraine une augmentation des

infections bactériennes.

3L ité s

L’immunité spécifique présente une spéciﬁcité pour l'antigéne. Les
effecteurs de cette réponse sont d'une part les anticorps secrétés par les
plasmocytes issus des lymphocytes B, et d’autres part les lymphocytes T

cytotoxiques (CTL). Apres la reconnaissance de l'antigéne, le lymphocyte
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auxiliaire coopére par la production de cytokines avec les CTL et les

lymphocytes B.

3.1 Activation lymo} re T

La réponse immunitaire spécifique requiert la présence de cellules
effectrices T et de cellules capable de présenter I'antigéne
(monocytes/macrophages, cellules dendritiques, lymphocyte B). Les
lymphocytes T cytotoxiques expriment majoritairement le marqueur
membranaire CD8, il existe quelques rares lymphocytes T cytotoxiques
exprimant la molécule de surface CD4. Plus généralement, les lymphocytes
T CD4 sont les lymphocytes auxiliaires qui participent a I'initiation de la
réponse immunitaire.

La réponse immunitaire faisant intervenir les lymphocytes est
restreinte par les molécules du CMH. Pour les lymphocytes CD4+, le
complexe CD4/CD3/récepteur pour l'antigéne des lymphocytes T (RCT)
reconnait le complexe antigéne peptidique/molécule CMH classe II situé
sur la cellule présentatrice de I'antigéne (CPAg). Les peptides endogenes
d'origine virale sont eux présentés aux lymphocytes T CD8+ par les
cellules nucléées aux cotés des molécules de classe I (65).

L'activation des cellules T obéit 2 un schéma en trois étapes (Figure
n°3) : 1) adhésion entre la cellule T et la cellule présentant I'antigéne. via
linteraction de molécules d'adhésions comme les intégrines; 2)
reconnaissance spécifique de l'antigéne associé aux molécules HLA de

classe I par le complexe CD4/RCT des cellules T; 3) co-stimulation grace a
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linteraction entre certaines molécules de surface exprimées par les
cellules T et les cellules présentant I'antigene et par des cytokines (IL-1, IL-
6) sécrétées par la cellule présentatrice de l'antigene. Les molécules de co-
stimulation dont le couple CD28/B7 est le systéme le mieux décrit sont a
l'origine d'un deuxiéme signal. Le CD28 est une molécule accessoire
majeure. Le signal d'activation transmis aprs interaction du CD28 avec
un de ces ligands (B7-1, B7-2) est indispensable a l'activation efficace du
lymphocyte T et constitue le second signal nécessaire a la production d'IL-
2. Le premier signal étant délivré par la reconnaissance spécifique de
l'antigene. La production dTL-2 est rendue possible gréce a la stabilisation
des ARN messagers correspondant a cette cytokine, mais aussi 2 une
augmentation de la transcription du gene de I'IL-2 avec l'intervention du
facteur de transcription CD28RE (66, 67). En l'absence de ce second signal, il
y a induction de I'anergie (in vitro) ou de tolérance (in vivo). Cet état est
spécifique de I'antigene et la cellule anergique ne peut plus synthétiser de

I'TL2 (64).

La reconnaissance de l'antigene par le complexe RCT/CD3/CD4 ou
CDS8 est suivie de nombreux événements biochimiques membranaires,
cytoplasmiques puis nucléaires (68). A l'heure actuelle trois voies

distinctes de signalisation sont identifiées dans le lymphocyte T (voir
Figure n°3) : une premire voie active la phospholipase Cy (PLCy) qui
induit une augmentation du taux de calcium intracellulaire et

paralkllement une activation des protéines kinases C (PKC)

conventionnelles qui retiendra plus particulitrement notre attention, la



33

seconde fait intervenir la PI3-Kinase (pour Phospholnositol3-Kinase) et la
derniére les MAP Kinases (pour mitogen-activated protein kinase)

directement (69).

Suite & l'activation du complexe récepteur par la reconnaissance de
I'antigene restreint par les molécules du CMH, les Tyrosines Kinases (PTK,
pour protein phosphotyrosine kinase) de la famille Src dont la p56l<k et la
p59fyn s'associent a différents composants du complexe CD3/RCT/CD4
comme la sous-unité zéta du CD3. Ces Tyrosines Kinases phosphorylent
les résidus tyrosines de nombreuses protéines ce qui permet I'ancrage de
protéines contenant un domaine SH2 (pour Src homology domain-2) qui

interviennent dans la transduction du signal, comme la protéine ZAP70
(pour Zéta Associated Protein 70 Kd). La PLCly phosphorylée par les

Tyrosines Kinases de la famille Src clive le Phosphatidyl-inositol-4,5-
biphosphate en Inositol-1,4,5 Triphosphate (IP3) et en DiAcylGlycérol
(DAG). L'IP3 qui est une molécule polaire se fixe sur son récepteur au
niveau du réticulum endoplasmique (RE) et induit la libération de
calcium. Le DAG, qui est un lipide neutre reste dans la membrane et active

la PKC qui a subit une translocation du cytosol vers la membrane. Six
isoenzymes de la PKC ont été caractérisées : les isoenzymes a, B, y qui
dépendent pour leur fonction du taux de calcium intracellulaire et les
isoenzymes 8, &, { indépendantes du calcium. Une étude récente du
groupe de D. Cantrell utilisant la transfection d'isoenzymes mutées actives

de la PKC dans des cellules T a montré que la PKC-e majoritairement et
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dans une moindre mesure la PKC-a étaient impliquées dans l'activation
du lymphocyte T (70).

La voie du calcium permet l'activation du complexe
Calmoduline/ Calcineurine. La Calcineurine est une sérine/thréonine
phosphatase qui permet l'activation des facteurs de transcription
nucléaires tel le NF-AT (pour Nuclear Factor-Activated T cell). La
calcineurine est stimulée par la Calmoduline en présence de calcium. C'est
un hétérodimare composé de deux sous-unités : la sous-unité A possede
un site catalytique et des sites de fixation pour la calmoduline, la sous-
unité B lie le calcium et régule l'activité de l'autre sous-unité (71). Un des
substrat de la Calcineurine est le précurseur cytosolique du facteur de
transcription, NF-ATp (72). Lors de lactivation lymphocytaire,
l'augmentation du taux de calcium intracellulaire et la déphosphorylation
de NF-AT}p par la Calcineurine permettent la translocation de cette sous-
unité cytosolique dans le noyau ou elle s'associe avec la sous-unité
nucléaire nouvellemeént synthétisée (73). La sous-unité nucléaire est

composée des protéines c-Fos et c-Jun (68).

Dans les cellules non stimulées, le facteur de transcription NF-xB
(pour Nuclear Factor-x B cell) est lié sous une forme inactive a son
inhibiteur I-kB. Lors de I'activation de la cellule T, I-xB est phosphorylé et

libdre en conséquence, le NF-kB cytolasmique qui subit alors une

translocation dans le noyau (74).

L'intensité de Ia réponse calcique semble moduler I'activation de

certains facteurs de transcription. En effet, dans les lymphocytes une forte
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augmentation transitoire de calcium intracellulaire serait nécessaire pour
activer sélectivement NF-xB, alors qu'une élévation plus faible mais

prolongée (en plateau) du niveau de calcium activerait préférentiellement

NF-AT (75).
Les facteurs de transcription NE-AT, NF-kB, AP-1 interagissant avec

leurs sites spécifiques de reconnaissance sur la région promotrice située en

amont du gene de I'IL-2 (76).

La voie d'activation de Ras/MAPK aboutit a l'activation du facteur
de transcription AP-1, un homo ou hétérodimere formé par les différents
membres des familles Fos et/ou Jun. Cette voie de signalisation fait
intervenir au départ, les PTK p56L<k et p59¥yn qui vont phosphoryler
différentes protéines sur leurs résidus tyrosines et permettent
l'intervention de protéines "adaptatrices”, comme Shc et Grb2. Ces 2
protéines possédent des domaines SH2 et SH3 (pour Src homology
domain-3). La protéines Grb2 va permettre le rapprochement de facteurs
d'échanges cytosoliques tel SOS (pour Son Of Sevenless) avec la protéine
membranaire p21Ras. Les facteurs d'échanges ont pour rdle de remplacer
une molécule de GDP par du GTP, entrainant ainsi I'activation de Ras. La
protéine Ras appartient 2 la famille des petites protéines G, qui lient les
nucléotides guanidiques (GDP et GTP). L'activation de p21Ras conduit a

l'activation en cascade de différentes kinases dont Raf-1, et les MAPK

_________comme les ERK et lesri_[li\rlili(?pour c-Jun N-terminal Kinase) (69).
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Figure n®°3: Représentation schématique de I'activation
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La troisidme voie de transduction du signal dans le lymphocyte T
est 1a voie faisant intervenir la PI3-K (voir Figure n°3). Cette voie reste
toute fois encore hypothétique. Cette protéine majoritaire cytosolique, est
une lipide kinase responsable de la phosphorylation des phospholipides
en position 3'-OH du cycle inositol. Cette PI3-K est couplée essentiellement
avec l'activation de la molécule de costimulation CD28 (77). Apres ligation
du CD8 avec ses ligands B7-1 ou B7-2, la PI3-K migre vers la membrane
pour se rapprocher de ces substrats potentiels, le phosphatidylinositol, le
phosphatidylinositol 4-monophosphate et le phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate. Cette voie aboutit a l'activation du facteur de transcription

CD28RE (RE pour response element).

leukine-2 et son e e

Un des buts de l'activation lymphocytaire est d'induire une
prolifération et donc une expansion clonale importante des lymphocytes
spécifiques de l'antigtne. La reconnaissance de l'antigene par le
lymphocyte T permet son passage de la phase GO du cycle cellulaire en Gl.
Le passage en phase S nécessite la fixation de I'lL-2 sur son récepteur de
haute affinité. LTL-2 est produite suite & l'activation lymphocytaire, puis

sécrétée. Elle agit de fagon autocrine et paracrine. Le récepteur de haute

affinité pour I'TL-2 (Kd=10-11M) est constitué de l'association non

covalente de trois sous-unités : p55, p64, p70 (78, 79) (voir aussi Figure n°4).

La sous-unité a pb5 (CD25) qui “est inductible, est le récepteur de————

faible affinité (Kd=1,4 108M). Elle possede un court domaine
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intracytoplasmique de 13 acides aminés (aa) et ne peut ainsi participer
seule a la transduction du signal médié par I'IL-2 (80). La chaine o est
exprimée en excés par rapport aux deux autres chaines du récepteur pour
1'IL-2 sur les lymphocytes T activés (81).

La chatne p p70 serait exprimée constitutivement sur la membrane
plasmique du lymphocyte T humain (82) et murin (83) et est présente sur
les lymphocytes NK (84). La chaine IL-2R f est commune avec le récepteur

de 1TL-15 (85). Elle posséde une région intracytoplasmique de 286 aa
constituée de trois domaines : un domaine riche en sérines, un domaine
riche en aa acides (nommé domaine acide) et un domaine riche en
prolines. Ces différents domaines sont impliqués dans la transduction du
signal sous le récepteur de IL-2. La région riche en sérines et le domaine
acide sont requis dans l'activation de la p561k mais aussi dans la voie de la
p21Ras conduisant a I'induction de I'expression de c-fos et de c-jun (86). Le
domaine riche en sérines est aussi impliqué dans I'activation de Jakl et de
la phosphotyrosine kinase p725Yk, ceci a été démontré a partir de

mutations ponctuelles ou de de délétions réalisées au niveau de ce

domaine. La chaine p forme avec la chaine y le récepteur d'affinité

intermédiaire (Kd=10-M).
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Figure n°4 ; Représentation schématique de la structure du

récepteur de l'interleukine-2.
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La chafne y est commune a différentes cytokines comme 1TL-2, 1'TL-
4, I'TL-7, I'TL-9 et I'TL-15 (79, 87, 88). L'expression des chaines f et y du
récepteur a I'TL-2 est augmentée aprés reconnaissance de l'antigéne par le
lymphocyte T (82, 89). La phosphotyrosine kinase (PTK) Jak3 est associée a
la région C-terminale de la chaine y.

L'interaction de I'TL-2 avec son récepteur a pour conséquence la

ines—de-nombreuses—protéines—Le————————————
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récepteur pour 1'IL-2 ne possédant pas d'activité tyrosine phospho-kinase
(TPK) intrinseéque, on a cherché a identifier des TPK associées a ce
récepteur. Les premiers candidates sont les TPK de la famille Src. La
famille Src est composée de 9 membres, dont 3 sont exprimées dans le

lymphocyte T : Lck, Fyn, Yes (86). Les Src kinases possédent un domaine
SH3 qui s'associe avec le domaine acide de la chaine p du récepteur pour

ITL-2 et un domaine SH2 permettant la liaison avec un résidu tyrosine

phosphorylé.
La région riche en sérine de la chaine f du récepteur pour I'L-2

s'associe avec Jakl une TPK de la famille Jak (pour Janus kinase). Cette
famille compte 4 membres : Jakl, Jak2, Jak3 et Tyk2. Contrairement aux
TPK de la famille Src, elles ne présentent pas de domaines SH2 ou SH3. La

fixation de I1-2 sur son récepteur produirait la formation d'un

" hétérodimére IL-2RB /yc qui serait responsable de I'activation des kinases

Jak. Ces kinases phosphoryleraient la chaine § et y du récepteur, ce qui

aurait pour conséquence l'apparition de sites tyrosines phosphorylées qui
permettraient l'assemblage d'autres molécules participant a la
transduction du signal comme Shc (86). Les kinases Jak sont responsables
de la phosphorylation des facteurs de transcription STAT (pour Signal
Transducers and Activators of Transduction) (voir plus loin).

Ras est une protéine liant le GTP qui est active lorsqu'elle lie le GTP
et inactive quand associée au GDP (voir plus haut). Un participant clé dans

________lavoie Ras/MAP kinases estla protéine Shc. Deux domaines pouvant lier

des résidus phosphorylés sur des tyrosines sont présents sur Shc : une
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domaine SH2 et un domaine PTB (pour PhosphoTyrosine Binding
domain). Entre ces 2 domaines se trouve une région riche en glycines et
prolines, qui contient une tyrosine en position 317. Cette tyrosine 317 sera
phosphorylée en réponse a I1L-2, ce qui créera un site de liaison pour le
domaine SH2 d'une autre protéine adaptatrice Grb2. Les 2 domaines SH3
de Grb2 médient une interaction constitutive mais aussi peut &tre
inductible avec un facteur d'échange guanine nucléotide SOS (pour Son of
Sevenless). En fait par un mécanisme encore inconnu l'association Shec-
Grb2-SOS conduit a 'échange de GDP contre un GTP au niveau de Ras et
permet l'activation de celui-ci. Ras active alors une sérine/thréonine
Kinase Raf, qui elle-méme active MEK, une autre sérine/ thréonine
kinase. MEK active & son tour une MAP kinase conventionnelle (ERK-1,
ERK-2, ERK pour extracellular regulated kinase) qui transloque dans le
noyau (86). La participation de Jak kinase(s) et des TPK de la famille Src
semblent nécessaire pour l'activation de la voie Ras/MAP kinases.

La PI3-K est une enzyme hétérodimérique composée d'une sous
unité régulatrice de 85-KDa et d'une sous unité catalytique de 110-KDa.
Cette enzyme posséde deux fonctions. D'une part, elle phosphoryle le
phospho-inositol-4,5-biphosphate en position D3 du cycle inositol (voir
plus haut) et d'autre part, elle est douée d'une activité sérine/thréonine
kinase. La sous unité régulatrice est une protéine adaptatrice possédant
une domaine SH3 et une région analogue aux protéines activant les

CTPases de la famille Rho/Rac. Les petites protéines G et en particulier

~celle de Ia famille Rho semblent impliquer dans la transduction-dusignal——

sous le récepteur pour ITL-2 (90). La participation de la PI3-K sous le
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récepteur pour 1'TL-2 reste encore peu clair, il semble que PI3-K soit couplé
avec le récepteur pour 1TL-2 par l'intermédiaire de Fyn (86). Les
événements biochimiques qui suivent I'activation de PI3-K ne sont pas
encore trés bien caractérisés. Mais, il semble que PI3-K active la p70S6
kinase, une sérine/thréonine nécessaire pour la mitogénese (86). Le

phospho-inositol-3,4,5-triphosphate est un activateur des PKC calcium
indépendantes 9, & (86). Le place de PI3-K dans la cascade biochimique
faisant suite a l'activation du récepteur pour 'lL-2 reste a définir.
L'activation de Jak3 passe par la fixation de Jakl, impliquant ainsi la
région riche en sérines de la chaine f et donc une coopération entre les

domaines intracytoplasmiques de ces deux chaines du récepteur pour I'IL-
2 (91). Ces PTK phosphorylent soit le récepteur, soit des protéines
cytoplasmiques appartenant a la famille des facteurs de transcription, les
STAT (pour Signal Transducers and Activators of Transduction). Apres
phosphorylation par les Jak, ces protéines s’homo ou s’hétérodimérisent
par l'intermédiaire de leur région SH2 phosphorylée et transloquent dans
le noyau (92). Dans le noyau, elles reconnaissent des séquences spécifiques
d'ADN situées dans la région promotrices de certains génes, comme c-fos
(92).

Une autre kinase qui jouerait un role dans la transduction du signal

sous le récepteur pour 1'1L-2 serait la PTK Syk, qui posséde un domaine

SH2. La région riche en sérines de la chaine P est nécessaire pour

myc (86).
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-3- cteursde l'i nité cifi

Le but ultime de l'activation et de la différenciation lymphocytaire
est l'obtention de différents effecteurs (CTL, anticorps) qui permettront
une réponse efficace du systtme immunitaire. Le lymphocyte CD4+
occupe une position centrale dans la réponse immunitaire par la
production des cytokines nécessaires 2 la différenciation des précurseurs
des CTL et des lymphocytes B, mais aussi par I'interaction directe avec le
lymphocyte B ou CD8+. Les CTL possédent une activité cytotoxique vis-a-
vis de cellules infectées par un agent pathogene ou les cellules tumorales.
Les anticorps spécifiques de l'antigeéne produits par les plasmocytes
participent a I'élimination de I'antigéne par opsonisation en présence du
complément ou en coopération avec les cellules de l'immunité non
spécifique (NK, phagocytes) responsables de la cytotoxicité a médiation

cellulaire dépendante des anticorps (ADCC).

Elle s'effectue en deux phases : la reconnaissance puis la lyse de la
cellule cible.

Dans le cas des lymphocytes CD8+ le complexe CD8/ CD3/RCT situé
sur le lymphocyte T reconnait le complexe antigéne peptidique / CMH de

classe I. Les peptides dérivés d'une protéine synthétisée dans le cytosol de

8 2 10 acides aminés (65).
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Comme pour les cellules NK (voir ci-dessus), deux principaux
mécanismes de cytotoxicité ont été décrits pour les lymphocytes
cytotoxiques CD8+ (93). Apres reconnaissance de 1'antigene, le CTL libére,
de facon polarisée vers la cellule cible, la perforine et les granzymes
contenus dans les granules cytotoxiques. L'activation des CTL conduit
aussi a I'expression de Fas Ligand (FasL) 2 la surface. L'interaction de FasL
avec son récepteur présent sur la cellule cible conduit a la mort de celle-ci
par apoptose (93). Des études récentes rapportent que l'activation de ces
deux mécanismes de cytotoxicité (exocytose granulaire et expression de

Fasl) n'utilisent pas les mémes voies de signalisation biochimique (94-96).

Lelymphocyte B

La production d'anticorps dirigés contre un antigene résulte a la fois
de la reconnaissance par le lymphocyte T etle lymphocyte B. Dans ce cas, le
lymphocyte B et le lymphocyte T doivent reconnaitre des épitopes du
méme "complexe moléculaire” pour pouvoir interargir. C'est-a-dire que le
lymphocyte B reconnait un antigéne par lintermédiaire de ces
immunoglobulines de surface d'isotype IgM ou IgD, puis le complexe
antigéne-immunoglobuline est internalisé et dégradé. Des peptides
dérivés du complexe antigénique sont exprimés a la surface du

lymphocyte B liés aux molécules de classe I du CMH, puis reconnus par

les lymphocytes T auxiliaires CD4+. Le lymphocyte B est alors activé par le

lymphocyte B présentant l'antigene et le lymphocyte T conduit 2
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l'expression du ligand du CD40 (CD40L) 2 la surface de ce dernier qui

interagit avec le CD40 présent a la surface des cellules B et a la production

de cytokines comme l'interleukine-4 (IL-4), l'interleukine-5, l'interferon-y
(IFN-y) et l'interleukine-6. Ces cytokines produit par les lymphocytes T
auxiliaires permettent dans un premier temps la prolifération des cellules
B, puis la différenciation en plasmocytes (64). La production d'anticorps
par les plasmocytes issus des lymphocytes B s'effectue en deux temps :
l'apparition des immunoglobulines G (IgG) est précédée par celle précoce
des immunoglobulines M (IgM) (97). Ce processus est appelé commutation
isotypique. Cette commutation ne se produit pas chez les patients
présentant un déficit héréditaire en ligand du CD40 (CD40L), caractérisé
par un taux élevé dIgM. Ceci démontre le role de l'interaction
CD40/CD40L dans ce processus (64). Des cytokines produites par le
lymphocyte T interviennent aussi dans cette commutation isotypique.

L'TL-4 induit préférentiellement la commutation d'IgM vers IgGl (chez la
souris) ou IgG4 (chez I'homme) et IgE, alors que le TGF-p (pour
Transforming Growth Factor) conduit plutdt a la production dIgG2b et
IgA. Enfin, 1'TFN-y produit par le lymphocyte T induit la commutation

vers les IgG2a et IgG3 (64).

2.Déficits de I'immunité spécifique et conséquences pathologiques.

immunitaire et l'importance de chaque composant de ce systtme en
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réponse & une aggression nous sont venues de l'étude des déficits
immunitaires héréditaires ou acquis (comme le syndrome
d'immunodéficience acquis ou SIDA), ou encore iatrogene.

Les déficits qui affecte la production d'anticorps comme
I'agammagobulinémie liée au sexe (ou maladie de Burton) ont pour
conséquences une plus grande susceptibilité aux infections bactériennes a
bactéries extracellulaires, comme les streptococcies), ainsi qu'aux infections
virales (virus Vaccinia, entérovirus, possibilité de poliomyélites
postvaccinales graves) a localisation ORL, bronchiques et digestives. Ced
s'explique par l'absence de production d'anticorps neutralisants. On
retrouve une sensibilité aux mémes infections & bactéries extracellulaires
dans le syndrome lié a 1'X avec hyperproduction d'IgM, qui est caractérisé
par une déficience en CD40L présent sur le lymphocyte T qui permet la
commutation isotypique IgM vers IgG (64, 98).

Le SIDA et les déficits héréditaires affectant de facon prédominante

les cellules T (déficit en purine nucléoside phosphorylase, déficit de la
chaine y du récepteur pour I'IL-2....) sont associés a une augmentation des

infections bactériennnes a bactéries intracellulaires (comme le Listeria ou
les mycobactéries), aux infections virales (Cytomégalovirus, Varicelle,
zona..), parasitaires (Toxoplasme) et mycoses (Pnei.tmocystis carinii,
cryptococcus..) (98).

La persistance d'une immunosuppression peut étre a l'origine du

développement de tumeurs. En 1988, Penn rapporte les résultats d'une

étude réalisée par le Cincinnati Transplant Tumor Registry (CTTR) sur

3040 transplantations d'organes, et les différentes tumeurs qui y sont
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associées (7). Les tumeurs surviennent en moyenne ving-trois mois apres
la transplantation chez des patients traités quotidiennement par des
immunosuppresseurs en association (Azathioprine/Prednisone ou
Azathioprine/Prednisone/Cyclosporine A). Il s'agit d'un type particulier
de tumeurs, comme des cancers cutanés (sarcome de Kaposi 39%), des
carcinomes in situ du col de l'utérus 8% et des hémopathies malignes
touchant le systtme lympholde (lymphomes malins non hodgkiniens
27%) (7). L'immunosuppression prolongée induit un état de dérégulation
du systtme immunitaire qui permet l'activation de certains virus
oncogéniques. Il s'agit du virus de Epstein-Barr (EBV) incriminé dans la
survenue de lymphomes malins non Hodgkiniens, ou des Papilloma
virus mis en cause dans le développement des carcinomes de la vulve, du
périné, de l'anus, ou encore la souche d'Herpes virus H8 responsable du
développement des sarcomes de Kaposi (99).

L'augmentation de l'incidence des cancers a aussi été décrite dans
des pathologies infectieuses associées avec une forte immunodépression
comme l'infection par le virus de l'immunodéficience humaine (HIV)
responsable du SIDA ou la malaria. Chez les patients atteints de SIDA, on
note une incidence accrue de lymphomes non hodgkiniens, de sarcomes
de Kaposi et des cancers de l'anus ou du col de 'utérus (8). Ces cancers font
parties des affections qui définissent le SIDA depuis 1993. Dans les zones
d'endémie de la malaria, on décrit une augmentation importante de

l'incidence de lymphomes de Burkitt et de sarcome de Kaposi. On pense a

—actuelle—

responsable d'une diminution de la réponse immunitaire contre les
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cellules B transformés par les virus EBV permettant ainsi le
développement de ce type de lymphome. Le méme mécanisme serait

proposé pour le sarcome de Kaposi.

3- Homéostasie calcique et réponse immunitaire

Le niveau de calcium intracellulaire ionisé (Ca2*i) détermine
l'activité des cellules T (voir Figure n°5). Des modifications du niveau
intracellulaite de calcium (Ca2ti) interviennent au cours de la

transmission intracellulaire du signal apr2s reconnaissance de l'antigene.

Le réticulum endoplasmique (RE) constitue la source principale de
calcium mobilisable dans le lymphocyte T. Pour séquestrer le calcium en
exces dans le RE, les pompes calciques de la membrane de cet organite
utilise 1'Adénosine Triphosphate (ATP). Ces pompes sont appelées
SERCA (pour Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPases)
(100).

La mitochondrie est aussi un réservoir de calcium intracellulaire,
mais elle n'intervient pas dans la transmission des signaux cellulaires. Les
jons Ca2* de la mitochondrie jouerait un réle dans le couplage entre le

transport des protons au niveau de la membrane interne de cet organite et

la synthese d’ATP (101). ) T B
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La mobilisation du calcium séquestré s'effectue par l'ouverture de
canaux calciques apres fixation de l'inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) sur
son récepteur localisé au niveau du RE. LIP3 est produit apres clivage du
phosphatidyl inositol-4,5-biphosphate par la PLC-1y. LIP3 peut alors
diffuser jusqu'a son récepteur sur le RE.

Le récepteur de 1'TP3 est un tétramere qui possede une activité de
canal jonique. Le récepteur pour 1'IP3 posséde plus de 40% d'homologie
avec certaines régions du récepteur pour la ryanodine qui est présent sur
le RE des cellules musculaires.

Récemment, il a ét6 démontré que l'immunophiline FKBP12 (pour
FK506 Binding Protein 12) était physiquement associée avec les canaux

‘calciques du récepteur pour ITP3 (102) et la Calcineurine (103).
L'association de ces 3 protéines, récepteur de 1TP3, FKBP12 et Calcineurine
au niveau du RE expliquerait selon les auteurs les fluctuations du taux de
calcium intracellulaire observées apres l'activation du complexe
RCT/CD3. En effet, la fixation de I'TP3 sur son récepteur induit la
libération de calcium du RE, via le canal du récepteur a ITP3.
L'augmentation du taux de calcium intracytoplasmique active la PKC, qui
phosphoryle alors le récepteur pour 1'TP3 et donc permet une sortie encore
accrue de calcium du RE. L'augmentation de calcium intracellulaire active

aussi la Calmoduline et la Calcineurine (voir ci-dessus). La Calcineurine,

une fois activée s'associe alors avec le complexe FKBPIZ-réEépteur pour

1'IP3 via la FKBP12. Gréce 2 son activité phosphatasique, la Calcineurine
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déphosphoryle alors le récepteur de 1IP3 ce qui conduit & une réduction
du flux de calcium du RE vers le cytosol (103). Ces résultats permettent de
comprendre pourquoi lorsque les valeurs de calcium intracellulaire sont
proches des concentrations de repos (environ 300 nM), le calcium est alors
co-activateur des récepteurs de I'IP3. Par contre, lorsque le taux de calcium
intracellulaire augmente trop (supérieur a 500 nM), celui-ci diminue sa
propre libération. La persistante oscillation du taux de calcium
intracellulaire aprés activation du lymphocyte T est nécessaire pour

l'induction de la transcription de I'IL-2 (104).

Figure n°5 : La réponse calcique apres activation dulymphocyte T.

Représentation schématique de la mobilisation du calcium intracellulaire.

CPAg o .
1-Mobilisation du calcium intracellulaire

membrane

kinase C, RE = réticulum endoplasmique SERCA = Sarcoplasmic/ endoplasnuc reticulum
calcium ATPases TPK = tyrosines kinases (p56Lck, p59Fyn)
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3-3- Entrée capacitive de calcium (Figure n°6)

L'entrée de calcium extracellulaire (voir Figure n°6) est couplée a la
déplétion du calcium intracellulaire du RE. Ce processus a été baptisé
“entrée capacitive de calcium"” par Putney et collaborateurs (105).

L'activation de l'entrée capacitive de calcium nécessite le couplage
entre le RE appauvri en calcium et la membrane plasmique. Différents
médiateurs ont été impliqués dans ce processus.

Selon certains travaux, ce couplage pourrait étre assuré par I'TP3 lui-
méme (106, 107) et/ou son congéndre l'inositol-1,3,4,5-tétrakisphosphate
(IP4) (108), tous deux produits de l'activité de la voie de la PLC. Des
récepteurs a I'TP3 ont été décrits au niveau de la membrane plasmique
d'une lignée lymphocytaire (106). Ces observations attendent encore
confirmations, car I'activation de I'entrée capacitive de calcium peut aussi
se manifester sans participation de la voie de 'IP3. En effet, les inhibiteurs
des pompes SERCA, comme la Thapsigargin induisent I'entrée de calcium
extracellulaire (109, 110).

Il apparait donc que la déplétion du RE en calcium produit un (ou
plusieurs) messager(s) qui provoque(nt) l'activation de l'entrée de calcium
capacitive en atteignant la membrane plasmique. Le candidat le plus
sérieux est un peptide le CIF (pour Calcium-Influx Factor) isolé dans
plusieurs types cellulaires dont la lignée T humaine Jurkat (111).

L'identification moléculaire du CIF reste & achever, il faut retenir que ce

composé de faible poids moléculaire est dégradé par les phosphatases(111;—

112).
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Le GMPc (pour Guanidine MonoPhosphate cyclique) a été aussi
démontré comme second messager responsable de cette entrée de calcium
dans des oeufs d'oursins (113). Les inhibiteurs de cytochrome P450 (cyt
P450) ont aussi été proposés comme régulateur de cette "entrée capacitive
de calcium". En effet, des inhibiteurs de cytP450, comme I'éconazole ou le
miconazole (concentration inhibitrice 50, CI50=approximativement 10-6
M) bloquent l'influx calcique, aprés déplétion des compartiments
intracellulaires dans les thymocytes (114). De plus, certaines isoformes de
cytP450 sont ancrées dans la membrane du RE et pourraient donc
intervenir dans la transmission du signal de déplétion calcique. Mais, ces
inhibiteurs affectent aussi d'autres canaux calciques (115), et semblent donc

peu spécifiques.

Figure n°6: La réponse calcique aprés activation du
lymphocyte T.

Représentation schématique de I'entrée de calcium extracellulaire

2-Entrée de calcium extracellulaire

= Canaux calciques membranaires : Na+/ Ca2+, K+/Ca2+

Nouvelles Abréviations utilisées dans cette figure :
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Il n'est pas encore strictement établi que tous les messagers
potentiels recencés précédemment activent l'entrée de calcium
extracellulaire via le méme canal. Le principal canal a été défini par des
techniques de patch-clamp et ainsi nommé Icrac (pour calcium-release-
activated-channel). Plusieurs autres canaux membranaires perméables au
calcium sont susceptibles de contribuer 2 l'influx de calcium
extracellulaire comme I'échangeur sodium/calcium (116) et les canaux

potassium/ calcium (117).

La terminaison du signal calcique (voir Figure n®) est assurée pour
une part par la réintégration des ions calciums dans le RE, grace aux
pompes SERCA, mais également par I'extrusion d'une partie des ions Ca?*
vers l'extérieur de la cellule, grice & des pompes et des échangeurs

calciques de la membrane plasmique comme l'échangeur sodium/ calcium

(116).

Un cas de déficit héréditaire des cellules T associé a un défaut
d'influx calcique transmembranaire a été rapporté chez un jeune gargon
de 3 mois. La mobilisation du calcium intracellulaire aprés activation était

normale, mais 'entrée de calcium extracellulaire était abolit, ce qui avait

pour conséquence une augmentation tres fugace de Ca2*ic. Le nourrisson

souffrait de diarrhées liées a une infection 2 CMV. La prolifération de ces

lymphocytes en réponse a la PHA, un anticorps anti-CD3, ou un couple

d'anticorps anti-CD2 était diminuée par rapport a celle d’enfants du méme
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4ge. L'addition dTL-2 permettait la restauration de cette prolifération.
L'expression du CD25 (chaine o du récepteur a 1TL-2) était normale apres

activation. La seule autre anomalie notée concernait une diminution de
l'activité liante in vitro de NF-AT sur un oligonucléotide spécifique. Il est
intéressant de noter qu'alors que le déficit affectait toutes les cellules
sanguines mononuclées, les fonctions des plaquettes, des neutrophiles et

des lymphocytes B étaient conservées (118).
4-Hydrocarbures polycycliques aromatiques et immunosuppression

La dioxine ou 2,3,7,8-TétraChloroDibenzo-p-Dioxine (TCDD) et les
molécules de sa famille sont de loin les toxiques de I’environnement les
plus étudiées du fait de leur persistance et de leur accumulation dans
l'environnement, ainsi que de la survenue d'accidents (Seveso, Missouri,
Asie du sud-est) (119). La dioxine est le plus puissant immunosuppresseur
connu chez 1'animal, la dose active la plus faible étant de 'ordre du ng/ml
(120). Les données rapportées chez I'homme different : aucune
perturbation n'a été observée lors de I'accident de Seveso (121), par contre
lors de l'intoxication dans le Missouri les résultats font part d'une
diminution de la réaction d'hypersensibilité retardée (122).

Le mécanisme d'action immunosuppresseur dela dioxine'passe par
la fixation sur un récepteur intracellulaire Ah (Aryl hydrocarbon). Apres

passage dans le noyau et fixation sur I'ADN, le complexe

~ dioxine/récepteur Ah induit ou inhibe l'expression de certains génes.

Citons l'induction du Cytochrome P4501 A1 (123), et l'activation du gene
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de 1'IL-18 et de I'Inhibiteur de I'Activateur du Plasminogene-2 (123). Ces

derniers participent tous deux 2 I'homéostasie cellulaire et a la
dégradation de la matrice extracellulaire (123). Il est & noter que comme de
nombreux agents promoteurs de tumeurs la dioxine posséde la capacité

d'induire une réponse inflammatoire et une différenciation cellulaire
dont I'TL-1@ et l'inhibiteur de l'activateur du plasminogene entre autres

pourraient étre responsables.
En ce qui concerne les HPA non halogénés, I'immunosuppression
induite par certains d'entre eux n'est pas toujours médiée par le récepteur

Ah comme le montre les résultats de Thurmond et collaborateurs sur le
DMBA (124). En effet, le DMBA a 40 uM in vitro inhibe la prolifération en

réponse 2 des mitogenes des cellules T (Concanavaline A,
phytohémaglutinine) et B (lipopolysaccharide), la réaction lymphocytaire
mixte (MLR) et la génération des CTL allogéniques. Ces résultats sont
équivalents que l'on utilise des splénocytes de souris B6C3F1 (souche Ah
"sensible”) ou DBA/2 (souche Ah yésistante”) (124). Ceci démontre bien
que le mécanisme immunosuppresseur du DMBA est indépendant du
récepteur Ah. Par contre, des différences de sensibilité des souches
murines ont été notées pour le méthyl-3-cholanthrene (MCA),
notamment pour la prolifération ex vivo des \splénocytes en réponse a la
phytohémaglutinine (PHA). En effet, le MCA diminue la prolifération des

splénocytes de souris C57B1/6 ou B6C3F1 en réponse a ce mitogene,

istré par injection intrapéritonéale unique 2 la

dose de 5 ug/g. Alors que cette réponse n'est réduite que pour la plus forte
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dose de 50 pg/glors de J'utilisation de la souche "Ah résistante” DBA/2

(25).

Les parametres immunopathologiques sont des parametres
statiques évalués dans les études ex vivo, couramment utilisés en
Toxicologie réglementaire (125). 11 s'agit de parametres hématologiques
(formule sanguine) et de l'analyse anatomo-pathologique d'organes
lympholdes primaires ou secondaires. L’absorption orale de 0,5, 5 ou 10

ng/g/jour de DMBA par des souris B6C3F1 femelles pendant 10 jours

modifie les parametres immunopathologiques analysés 3 a 5 jours apres
l'arrét du traitement. Le poids de la rate et la cellularité de la moélle
osseuse et de la rate des souris exposées 2 la plus forte dose (10 ug/ g/jour)
sont significativement réduits par rapport au lot de souris contréle de 28%,
58% et 26% respectivement (126). Le poids du thymus est modifié
significativement 4 semaines apres exposition de souris femelle B6C3F1 a
une dose totale de 50 pg/g de DMBA répartie sur 2 semaines (13). Les
parametres immunopathologiques ne sont pas affectés chez les souris
traitées par injection s.c. de 40 ug/gde B(a)P pendant 14 jours (12).

La biodistribution\ du DMBA marqué au tritium et de ses
métabolites dans les différents organes varient en fonction du temps apres
administration orale (127). Juste apres ¥ ingestion, de fortes concentrations

de DMBA sont trouvées dans les organes lymphol des associés au tractus

digestifﬁcomme les plaques de Pleyer. Six heutes apres I'im

DMBA et ses métabolites sont retrouvés en plus grande quantité dans les
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organes lymphol des comme la rate et le thymus que dans des organes
comme le foie o1 a pourtant lieu le métabolisme de ce xénobiotique. Le
thymus au niveau duquel se déroule la maturation des cellules T
précurseurs CD3- CD4- CD8- fixe le DMBA et ses métabolites. Ced

démontre laffinité du DMBA pour les organes lympholdes. Une
exposition périnatale répétée de souris B6C3F1, a 2 pg/kg de dioxine

pendant 15 jours, entraine une atrophie thymique 2 la naissance (120). Le
systéme immunitaire est donc un organe cible potentiel des HPA.

Dans une autre étude, le pourcentage des lymphocytes T dans la rate
est déterminé ex vivo par cytométrie en flux apres marquage a l'aide des
anticorps Thy-1.2, Lyt-1 et Lyt-2. Aucune diminution de ces trois

marqueurs des lymphocytes T n'est observée immédiatement apres
l'exposition des animaux (14). Aux doses intermédiaires de 50 pg/g (doses

cumulatives), le DMBA diminue sélectivement le pourcentage de
lymphocytes T auxiliaires caractérisés par l'expression de Lyt-1 de 48% de

cellules positives pour le contréle contre 38% pour le lot de souris traitées
(14). A la dose de 100 ug/g le nombre des lymphocytes T cytotoxiques

déterminés par l'expression de Lyt-2 est aussi réduit par I'exposition au
DMBA, mais pas les macrophages (14). Le lymphocyte T semble donc la

cible privilégiée du DMBA in vivo.
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Le DMBA n'a pas d'effet significatif sur les macrophages murins
apres exposition in vivo. Ainsi, le DMBA administré 2 raison de 10
ug/g/jour pendant 10 jours ne modifie pas significativement les capacités
fonctionnelles des macrophages péritonéaux (lyse des cellules tumorales
MBL-2, production d'HyO)), bien que leur nombre, déterminé par
I'anticorps monoclonal anti-MAC1 soit réduit apres exposition a ce
toxique (128).

Par contre, l'exposition a une injection sous-cutanée de 600
ug/souris de méthyl-3-cholanthréne (MCA) produit une diminution
significative des capacités phagocytaires des macrophages spléniques et de
facon moindre des macrophages hépatiques. Cet effet persiste sur une
période de 13 semaines apres cette seule injection (25).

In vitro, le DMBA n'affecte pas la production de l'interleukine-1
(IL-1) (129), ni la production dTL-6 par les macrophages spléniques en
réponse au LPS d'E. coli. Ces études confirment 'absence d'effet du DMBA

sur les macrophages in vivo etin vitro .
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Le MCA a un effet important sur la lyse NK. Une seule injection
sous-cutanée de 100 pg/animal diminue la cytotoxicité contre la lignée

YAC-1 des splénocytes murins, 5 jours apres cette injection. Cet effet n'est

plus observé 15 jours apres l'injection. Néanmoins, la préincubation in
pitro pendant une heure des splénocytes avec I'Interféron-y permet

d'abolir l'effet du MCA (25).

La lyse NK médiée par les splénocytes de souris B6C3F1 exposées
pendant 10jours 3 une dose totale de 50 ug/gde DMBA est inhibée de 24%

par rapport a un lot de souris témoin (128). Cette immunosuppression
persiste pendant 4 et 8 semaines apres l'arrét de I'exposition (13). Par

contre, le B(a)P et son congénare le B(e)P aprés une exposition de 10 jours
soit une dose totale de 400 ug/g n'ont aucun effet significatif sur la lyse

NK (12).

4.2- Effets sur la réponse immunitaire spécifique

1’étude de la prolifération des lymphocytes T utilise des mitogenes

pour stimuler les effecteurs cellulaires. La concanavaline A (ConA), la

anti-CD3...) induisent

spécifiquement la prolifération des lymphocytes T. La concanavaline A
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(ConA) posséde une spécificté pour les groupements riches en a-glucose et

a-mannose des cellules T. Il semble que la ConA se fixe sur le complexe

CD3 du RCT (130). La phytohémagglutinine (PHA), une autre lectine
végétale se fixe plus spécifiquement sur les lymphocytes T au niveau des
groupements N-acétyl-glucosamine. La PHA agit aprés fixation sur la
molécule CD2 mais aussi sur le complexe CD3/RCT (68). La
lymphoprolifération des cellules T en réponse 2 un anticorps monoclonal
anti-CD3 permet d'évaluer 1'effet des HPA sur une voie d'activation de la
cellule T connue, et dont le point d'impact de l'agent mitogene est
parfaitement identifié. L'AT3 ou 145-2C11 est un anticorps monoclonal de

type IgG issu de l'immunisation de hamsters par un clone T-cytotoxique
murin (131). Cet anticorps est spécifique de la sous unité ¢ du complexe
CD3 murin. L'OKT3 est un anticorps monoclonal de type IgG2a dirigé
contre le CD3 humain.

Les tests de prolifération ex vivo des splénocytes de souris B6C3F1
femelles exposées 2 0,5, 5, 10 ug/gde DMBA pendant 10 jours en réponse a
la Concanavaline A (ConA) et a la phytohémagglutinine (PHA) sont
affectés des la dose de 10 pg/g/jour. La réaction lymphocytaire mixte

(MLR) exploite la capacité des lymphocytes T CD4+ a proliférer en présence
de lymphocytes allogéniques, c'est-a-dire possédant des différences au

niveau des antigénes de classe I du CMH (132). En réponse 2 un signal

allogénique, le DMBA administré 2 la dose de 10 pg/g inhibe la

prolifération des splénocytes de souris B6C3F1 femelles ex vivo (128). Le
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B(a)P ou le B(e)P administré a la dose 40 ug/g/jour pendant 14 jours

n’affectent pas la MLR (12).

Une autre étude confirme que la prolifération ex vivo de
lymphocytes issus des plaques de Pleyer en réponse a la PHA est réduite
apres exposition orale au méme dose de DMBA de souris femelles B6C3F1
(133).

L'effet immunosuppresseur du DMBA sur le lymphocyte T persiste
apres exposition comme cela avait été décrit pour la fonction NK, puisque
dans les mémes conditions expérimentales, la diminution de prolifération
des splénocytes en réponse a la ConA et la PHA est encore observée 4 et 8

semaines apres l'arrét de l'exposition au DMBA (13).

L'exposition de splénocytes murins a 40 uM de DMBA in vitro

diminue leur prolifération apres activation par la ConA, la PHA (124) ou
par l'anticorps anti-CD3 145-2C11 (134). A cette méme concentration, le
DMBA inhibe aussi la réaction lymphocytaire mixte (MLR) et la
génération des CTL (124). Le DMBA n'a pas d'effet sur l'induction

polyclonale des CTL par la PHA, par contre l'induction polyclonale des

CTL par I'anti-CD3 145-2C11 est inhibée de 58% des 20 pM de DMBA (135).

Comme avec les splénocytes murins, le DMBA a 40 pM inhibe la

prolifération de lymphocytes périphériques humains en réponse a la PHA

et a I'OKT3 de 75% et 65% respectivement (136). Ceci démontre que le

————DMBA entraine un dysfonctionnement de la reconnaissance de F'antigene
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par le complexe CD3/RCT des splénocytes murins et des lymphocytes

périphériques humains.

La prolifération des lymphocytes T étant inhibée par le DMBA, la
question du mécanisme responsable de cette inhibition s'est donc posée.
LTL-2 étant le principal facteur de croissance des lymphocytes T,
l'interaction du DMBA avec la production dTL-2 a donc été étudiée. La
production d'TL-2 par des splénocytes de souris B6C3F1 exposés in vitro au
DMBA et stimulés par la Concanavaline A est diminuée de facon dose-
dépendante (136). Aprds activation par la ConA, le DMBA diminue
l'expression du récepteur de haute affinité de I'IL-2 déterminée par la
technique de "binding" avec de I'TL-2 marquée 2 I'iode 125, mais l'affinité
du récepteur n'est pas modifiée (136). En revanche, le DMBA ne modifie

pas l'expression de la chaine a du récepteur de I'TL-2 (ou CD25) mesurée

par cytométrie en flux avec l'anticorps anti-CD25, 7D4 (136). L'addition
d'une population nal ve de lymphocytes T ou dTL-2 exogene permet de
restaurer 1'activité CTL in vitro de splénocytes murins exposés au DMBA.
LTL-2 doit étre additionnée le méme jour que le DMBA pour pouvoir
rétablir 1'activité CTL (137). Les effets du DMBA sur la voie de 1'IL-2 sont
responsables de l'inhibition de la prolifération lymphocyfaire T, ainsi que
la suppression de la fonction auxiliaire des lymphocytes CD4+ lors de la

génération de CTL. La production dTL-2 est une des cibles privilégiées du
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L'augmentation du calcium est un phénomeéne précoce apres
l'activation lymphocytaire (68, 138). Elle précede dans le temps la
production d'TL-2, qui semble un éveénement calcium-dépendant (139).
L'augmentation du taux de calcium intracellulaire déterminée par
cytométrie en flux (140, 141) peut étre observée pendant plusieurs heures
apres stimulation du complexe RCT/CD3, ce qui reflete en fait la somme
des oscillations du taux de calcium intracytoplasmique non synchronisées
qui se produisent au niveau de chaque cellule de cette population (100).

Le DMBA diminue l'amplitude du pic de calcium intracellulaire
apres activation par la PHA de splénocytes murins (133). La PHA induit
une augmentation de calcium intracellulaire, dont une partie est
attribuable au CD3 et l'autre partie, die au CD2 est indépendante du
complexe CD3/RCT (68).

Le DMBA diminue l'augmentation de calcium intracellulaire qui
fait suite 2 l'activation par la PHA de la lignée leucémique T CD4+
humaine Jurkat (142) ou de lymphocytes périphériques humains (143,
144). Le pic de l'augmentation de CaZ*ic est retardé de fagon dose-
dépendante lors de la stimulation des lymphocytes périphériques

humains par la PHA (143). De méme, le DMBA diminue de facjon dose

dépendante l'augmentation de CaZ*ic aprés activation de la lignée T

humaine HBP-ALL par un anticorps anti-CD3 (145).
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Le DMBA interfére avec 1'élévation calcique qui suit l'activation
lymphocytaire, mais il perturbe aussi I'homéostasie calcique du
lymphocyte T (133, 142-146). Ainsi, il augmente le niveau de base du
calcium intracellulaire indépendamment de toute activation cellulaire
(142-144, 146).

Sur une lignée T humaine (HPB-ALL), le DMBA entraine la

phosphorylation de la PLCly en activant les tyrosines kinases p56lck et

p59f}’n (145). Si le temps de contact dépasse 30 minutes, la PLCly est alors
déphosphorylée ce qui correspondrait a wune désactivation par
phosphorylation des sérines. La conséquence de l'activation de la PLC 1y

est la production d'TP3 qui se fixe sur son récepteur au niveau du RE et
libere le calcium intracellulaire (145).

Des différences apparaissent entre les résultats rapportés sur
Tinteraction du DMBA avec I'homéostasie calcique des lymphocytes T
quiescents, selon que ces lymphocytes soient d'origine humaine ou
murine. En effet, Burchiel et coll. décrivent une augmentation de calcium

basal dans les splénocytes murins seulement apres 4 heures d'exposition et

uniquement pour la plus forte concentration 30 uM (133).

La terminaison du signal calcique est assurée pour une part par la
réintégration des ions calciums dans le réticulum, grice aux pompes
SERCA, mais également par 'extrusion d'une partie des ions calcium vers

______l'extérieur dela cellule, gréce & des pompes et des échangeurs calciques de

la membrane plasmique. Récemment, Krieger et collaborateurs ont
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démontré que le DMBA a 10 uM et le B(a)P dans une moindre mesure

étaient responsables d'une augmentation persistance du CaZ*ic dans la
lignée HBP-ALL T par inhibition des pompes SERCA (147). D'apres cette
étude, il serait possible de distinguer parmi les HPA : ceux comme le

benzo(e)pyrene et l'anthracene responsables uniquement d'une

augmentation précoce de Ca2*ic faisant intervenir les tyrosines kinases, de
ceux comme le DMBA, le B(a)P et le dibenz(a,h)anthracene induisant aussi
une augmentation tardive en interferant avec les pompes SERCA. On
compterait parmi ces seconds composés, les HPA aux propriétés
immunotoxiques (148). L'inhibition des pompes SERCA par certains HPA
n'est pas restreinte au systtme immunitaire, mais s'étend aussi a d'autres

organes comme le systéme cardiaque (147).

La perturbation de 1'homéostasie calcique est responsable des effets
déléteres du DMBA, mais aussi d'autres HPA comme la dioxine sur le
systtme immunitaire. In vitro, la dioxine altere I'homéostasie calcique de
thymocytes murins. Elle induit une augmentation du calcium basal dans
ces thymocytes de souris B6C3F1 (149). La perturbation de I'homéostasie
calcique est aussi impliquée dans 1'apoptose de thymocytes de jeunes rats
males Sprague-Dawley exposés & 10 nM de dioxine (149, 150). Pourtant, il
semble que l'atrophie thymique résulterait de l'interaction de la dioxine

avec I'épithélium thymique riche en récepteur Ah, et non de l'interaction

________directe avec les thymocytes @0) Pe méme, l'apoptose ou mort cellulaire

programmée observée dans les thymocytes et les lymphocytes des plaques

de Peyer apres exposition in vivo de souris B6C3F1 femelle a une dose
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totale de 140 pg/kg ou in vitro des cellules lymphol des des mémes souris a

30 uM de DMBA a été attribuée 2 la propriété que posséde le toxique

d'interférer avec 'homéostasie calcique (133, 146). Mais, 'augmentation
de calcium intracellulaire est un évenement biochimique inconstamment

associé a I'apoptose.

L'utilisation conjointe d'un ester du phorbol (phorbol myristate
acétate, PMA) et d'un ionophore calcique permet l'activation du
lymphocyte directement sans solliciter les événements membranaires
(activation des tyrosines kinases, de la PLC) (151). Le PMA active certains
isoenzymes de la PKC (a, 8, g) (152). L'ionophore calcique agit en synergie
avec la PMA et induit la prolifération lymphocytaire. En présence de PMA
et d' ionophore calcique A23187, le DMBA ne modifie plus la prolifération
de lymphocytes périphériques humains (143). L'association ionophore
calcique et PMA active 2 la fois le lymphocyte T (151) et le lymphocyte B
(153), mais la proportion de cellules B est trés faible dans la circulation
périphérique (64). L'action du DMBA dans les lymphocytes périphériques

humains serait donc localisée au niveau des événements membranaires.
4-2-3 Lymphocytes T cytotoxiques

Les effets de la dioxine sur la fonction lymphocytaire dépendent de

I'age de l'animal au moment de l'exposition. Une exposition périnatale

répétée a 2 ug/kg des souris B6C3F1 femelle pendant 15 jours, entraine une
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atrophie thymique qui se traduit a 1'dge adulte par une perte de la fonction
CTL (154). De méme, l'exposition in vivo de souris C57Bl/6 a 15 pg/kg de

dioxine induit une inhibition dose-dépendante de la génération de CTL
allogéniques contre le mastocytome murin P815 (155, 156). Le role du
récepteur Ah dans la suppression de la génération de CTL allogéniques a
été démontré en utilisant des souris "Ah insensibles” et des analogues de
la dioxine présentant une plus faible affinité pour le récepteur Ah (155,

156).

La génération et la fonction cytotoxique des CTL de souris B6C3F1
exposées a 5 ou 10 pg/g/jour pendant 10 jours de DMBA est séverement
perturbée. L'activité cytotoxique des splénocytes est déterminée ex vivo
contre la lignée de mastocytome murin P815, aprés 5 jours de
sensibilisation de ces splénocytes vis-a-vis des cellules P815. Cette activité
CTL est réduite de 88% et 93% par rapport au lot de souris témoin pour les
souris exposées respectivement 2 la dose totale de 50 pg/g et de 100 ug/g
(128). L'immunosuppression induite sur la fonction CTL ex vivo par le
DMBA persiste de 4 a 8 semaines apres l'arrét de 1'exposition a la méme
dose pendant le méme intervalle de temps. Pour la dose totale la plus forte
de 100 ug/g I'inhibition dela fonction CTL est réduite de 80% 4 semaines
apres et de 45% 8 semaines apres l'arrét de l'exposition (13). L'activité CTL

est donc réduite de la méme maniere par le DMBA immédiatemment ou
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L'activité CTL de splénocytes de souris B6C3F1 exposés a 5, 20, 40 uM

de DMBA est rétablie in vitro par ajout de 5 unités/ml d'TL-2 exogéne ou
d'une population "nalve" de lymphocytes T CD4 (137). LTL-2 permet de

rétablir l'activité CTL uniquement si elle est additionnée le méme jour
que le DMBA. LTL-1 (137) I'IFN-§ ou I'ITFN-y (129) n'ont aucun effet sur

l'inhibition de la fonction CTL engendrée par le DMBA. Le DMBA n'a pas
d'effet sur l'induction polyclonale des CIL par une lectine, par contre

l'induction polyclonale des CTL par I'anti-CD3 145-2-C11 estinhibé de 58%
des 20 uM (135). Ceci confirme l'interaction du DMBA avec 1'IL-2 et le

dysfonctioﬁnement de la reconnaissance de l'antigéne par le complexe
CD3/RCT par le DMBA (135).

Une étude relation structure-activité sur la génération des CTL
montre 1'inhibition importante induite par le DMBA a 40 pM (60%), alors

que ces deux dérivés monométhylés le méthyl-12-benzanthracene

(M12BA) et le méthyl-7-benzanthracecne (M7BA) diminuent
respectivement de 49% et 18% cette méme activité a 40 pM (157). La

position du méthyl en 12 semble donc importante pour l'inhibition de la
génération des CIL. En effet, l'inhibition de la fonction CIL des

splénocytes traités in vitro par le M7BA bien que lsignificativement
différente des splénocytes témoins des la concentration de 4 uM au rapport

effecteurs/ cibles 25/1 n'est pas inférieure a 80% de cytotoxicité. Par contre,

les splénocytes traités in vitro par le M12BA ou le DMBA présentent une

cytotoxicité inférieure a 60% des la concentration de 20 uM (157).
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4-2 4 tion d’

Les cellules B seraient une cible commune 2 beaucoup d'HPA,

puisque le DMBA, le MCA, le B(a)P et la dioxine interagissent avec la
production d'anticorps. Administrés & une dose de 20 umol/kg/jour en

sous cutanée chez des souris B6C3F1 pendant 14 jours, le DMBA et le MCA
diminuent la production d’anticorps d'isotype IgM en réponse au globule
rouge de mouton : de 76% pour le DMBA et de 23% pour le MCA (25).

Dans une autre étude de 10 jours, le DMBA administré a la dose de
0,5, 5 ou 10 pg/g/jour chez la souris B6C3F1 femelle diminue la
production d’anticorps primaire (IgM) et secondaire (IgG) apres
immunisation par le globule rouge de mouton dés la dose de 05
ug/gljour. A 1 pg/gl/jour, la production d’anticorps en réponse a un
antigene T-indépendant est diminuée, aussi bien a partir de lymphocyte B
matures (TNP-Ficoll), que de lymphocytes B immatures (TNP-LPS) (126).

Dans une autre étude, Burchiel et coll. confirment l'effet persistant

du DMBA sur la production d'anticorps, puisque la population lympholde
B dans la rate déterminée par l'expression de la chaine légere x des
immunoglobulines est encore diminuée 4 et 8 semaines aprds l'arrét
d'une exposition cumulative de 100 pg/gde DMBA (14).

Une étude de 14 jours menée chez la souris B6C3F1 femelle exposée

a 5, 20, ou 40 pg/g de B(a)P ou a son isomere le B(e)P met en évidence

Yeffet du B(a)P sur la production d’anticorps primaire (IgM) et secondaire

(IgG) par des splénocytes en réponse au globule rouge de mouton. Le B(a)P
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inhibe aussi la production d'anticorps en réponse a un antigéne T-
indépendant a partir de lymphocytes B matures (TNP-Ficoll) mais pas de
lymphocytes B immatures (TNP-LPS) (12). Le B(e)P, son congénére non
cancérogene n'est pas immunotoxique, alors que le B(a)P interagit avec le
lymphocyte B mature.

Hardin et col. ont démontré que le B(a)P in vitro supprimait la
lymphopol 2se des cellules B de souris (158). Leur expérience a ét¢ conduite
sur des cultures de moé&lle osseuse de souris C57BL/6 ("Ah sensible") et de
souris DBA/2 ("Ah résistante"). En ce qui concerne la souris C57BL /6, une
diminution significative des cellules B précurseurs (préB) est observée
apres 7 jours d'exposition au B(a)P, a des concentrations de 10-8 M. Pour la
souris DBA/2 (souche murine "Ah insensible"), cette diminution est
observée, mais a des doses supérieures & 108 M et est moins significative
que pour la souris C57BL/6. L'altération de la lymphopolese serait
provoquée en partie, par une induction de l'apoptose des cellules pré-B. Le
phénomene apoptotique apparait apres 1 jour d'exposition & 10-5 ou 104
M de B(a)P (158). L'effet du B(a)P se situerait sur un précurseur du

plasmocyte.

La dioxine affecte la production d'anticorps in vivo chez la souris
des2 ug/kgetin vitro des 10°M, que I'antigene soit T-dépendant comme

le globule rouge de mouton ou T-indépendant comme le TNP-LPS. Les

plasmocytes seraient la cible préférentielle de la dioxine comme l'atteste la

diminution de I'expression de I'antigéne membranaire PC.2 spécifique de
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ces cellules apreés exposition in vitro a 10-°M (120). L'altération
d'évenements biochimiques précoces de l'activation des lymphocytes B
pourrait permettre d'expliquer la diminution d'expression de cet antigene
membranaire. En effet, la dioxine entraine 1'activation de tyrosines kinases
comme la p60Stc dans des cellules B spléniques (159).

Une diminution de la réponse anticorps, suite a l'injection de
globules rouges de mouton chez deux especes de souris B6C3F1 et DBA/2,

a été noté par Morris et col. apres leur exposition & des doses de dioxine
comprises entre 4,2 et 42 ug/kg de pois corporel respectivement (160). Ceci

met en évidence la différence de sensibilité intersouche liée a I'expression
du récepteur Ah.

L'activation du lymphocyte B fait intervenir des seconds messagers
communs avec l'activation du lymphocyte T comme, l'activation des
tyrosines kinases, de la PLC et l'augmentation de calcium ionisé
intracellulaire. Le DMBA interagit aussi avec l'homéostasie du
lymphocyte B (133, 161). Le DMBA in vitro inhibe la prolifération calcium-
dépendante du lymphocyte B en réponse a une IgD, mais pas la

prolifération calcium-indépendante en réponse a 1'TL-4 (161).

0 "infection T ales :
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Les modeles de résistance de 1'héte a I'implantation de tumeurs ou
d'infections expérimentales permettent une étude dynamique du systeme
immunitaire et des différents parametres qui le composent.

Le modele d'infection par le Listeria monocytogenes permet 1'étude
de I'impact des HPA sur l'immunité spécifique et non spécifique. En effet,
I'élimination de cet agent pathogene intracellulaire se déroule en deux

étapes. La phase précoce de défense de l'organisme fait intervenir les

cellules phagocytaires productrices d'Interféron-o nécessaires a l'activation

des cellules T CD4+ productrices d' TFN-y qui interviennent dans la phase

plus tardive de l'infection (162, 163). L'activité cytotoxique des
lymphocytes T CD8+ intervient aussi dans le contréle de l'infection,
puisque les souris génétiquement déficientes en perforine ne peuvent

_ faire face 2 une infection par Listeria (164). La mortalité de ces souris
exposées au DMBA pendant 10 jours a 0,5 ug/g/jour est plus élevée que

celle d'un lot de souris témoin lors de l'infection expérimentale par la

bactérie Listeria monocytogenes (126). Par contre, le B(a)P et le B(e)P
administré 3 40 pg/g/jour pendant 14 jours n"augmentent pas de fagon

significative la mortalité par rapport au groupe témoin de souris B6C3F1
infectées expérimentalement par le Listeria monocytogenes (12). Ce
modele d'infection expérimental par le Listeria monocytogenes confirme
l'absence d'effet du B(a)P et du B(e)P sur le lymphocyte T.

L'élimination de l'organisme du sarcome PYB6 dépend

essentiellement des effecteurs cytotoxiques. Une diminution de la fonction

CTL est a relier soit & une atteinte de la cellule effectrice CD8 par



73

interaction avec ces fonctions cytotoxiques ou soit & un mécanisme
indirect par inhibition de cytokines nécessaires a la génération de la
réponse CTL produite par le lymphocyte T auxiliaire CD4 (128). La
mortalité des souris exposées au DMBA pendant 10 jours a 0,5 pg/g/jour

est plus élevée par rapport a un lot de souris témoin lors de I'implantation

sous cutanée du sarcome PYB$ (128). Mais, le B(a)P ou le B(e)P administrés
a 40 pg/g/jour pendant 14 jours n’augmentent pas de facon significative la

mortalité de souris B6C3F1 chez lesquelles le sarcome PYB6 a été implanté
expérimentalement (12). Ces études confirment l'interaction du DMBA
avec les cellules T CD4+ et/ ou CD8+ et I'absence d'action du B(a)P sur ces
composantes du systéme immunitaire.

L’élimination in vivo des métastases pulmonaires du mélanome
B16F10 requiert a la fois les macrophages et les cellules NK. Le DMBA
n’augmente pas de fagon significative la mortalité de souris B6C3F1 chez
lesquelles le mélanome B16F10 a été implanté expérimentalement par
injection intraveineuse (128). L'activité des macrophages compenserait
1'inhibition de la fonction NK par le DMBA démontrée précédemment
(128).

Trois parametres immunitaires interviennent dans I'éradication de
I'infection par le Cytomégalovirus murin (CMVM) : la pfoduction d'IFN-y
par le lymphocyte T, I'augmentation de l'activité NK suite a cette

production d’IFN-y, et la génération de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques

une augmentation trés importante de la susceptibilité de souris B6C3F1 et
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CD-1 a Vinfection expérimentale par le CMVM injecté par voie IP. Par
contre, le B(a)P méme 2 une dose totale de 400 ug/gn’a pas d'effet sur la

mortalité de ces souris (165). Le DMBA affecte les trois parametres étudiés
par l'infection expérimentale par le CMVM. L'action du DMBA est
comparable 2 celle de la Cyclosporine A dont on connait les effets de
I'administration 2 long terme chez les patients ayant recu une greffe

d'organe (7).
2 Fiudes épidémiologi

Chez I'homme, 1'éventuelle immunotoxicité des HPA a été évaluée
al'aide d'études épidémiologiques.

Chez des personnes intoxiquées par de I'huile de riz contaminée
avec des PCB (Polychloro Biphényles) au Japon (2 Yusho en 1968) ou a
Taiwan (Yu-Cheng entre 1977 et 1979), les symptdmes de cette intoxication
alors appelée maladie de Yusho ou de Yu-Cheng, laissaient présager une
immunodépression : infection rénale, symptomes bronchitiques et
diminution des immunoglobulines (IgA et IgM) pour des concentrations
sanguines en PCB allant de 35 4 60 ppb. On note aussi une diminution de
I'hypersensibilité retardée correlée avec la symptomatologie clinique (166).
Aucun mécanisme n'a pu étre proposé quant a la diminution des
immunoglobulines et a l'immunotoxicité des HPA, les populations

lymphol des n'ayant pas été analysées. Par contre, il a été rapporté que les

enfants nés de mere intoxiquée par les PCB et nourris au sein 7prfésehtrént

plus d'infections bactériennes que les enfants non nourris au lait maternel
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ou de meres non exposées (167). Le temps de demi-vie des PCB calculé
chez les gens intoxiqués apres les épisodes de Yusho ou Yu-Cheng varie
entre 2 ans et 21 ans et demi (168).

Une étude analysant les sous-populations lymphocytaires, a été
menée afin de montrer I'éventuelle influence de dérivés de la dioxine,
notamment le PCDD (polychloro dibenzo-p-dioxin) et le PCDF
(polychlorodibenzofurane) sur le systtme immunitaire (169). Chez 89
ouvriers travaillant dans une usine de production de pesticides en
Allemagne, des dosages sanguins de dioxine ont été réalisés. En fonction
de ces dosages, deux sous-groupes ont été formés : le groupe de référence (2
4 24 ppt de TCDD) et le groupe exposés (25 a 140 ppt de TCDD). Dans le
groupe des ouvriers exposés, aucune variation des lymphocytes T CD4+
n'a 6té observée, excepté chez les personnes fortement exposées ol une
légere augmentation de cette population a été constatée. En ce qui
concerne les lymphocytes B et T cytotoxiques aucune variation n'a été
décelée.

Une autre étude allemande portant sur 11 ouvriers exposés pendant
20 ans (2 des doses estimées entre 43 et 874 pg/g) ne montre pas de
modification des sous populations lymphocytaires par rapport a un groupe
témoin mais une diminution de certaines fonctions, comme la
prolifération en réponse au "Pokeweed mitogen”, la réponse
lymphocytaire mixte et la prolifération en réponse a I'TL-2. Les auteurs en

déduisent une altération des fonctions du lymphocytes T auxiliaire (170).
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CHAPITRE 2 : OBJECTIFS DE L'ETUDE.

Les hydrocarbures polycycliques aromatiques (HPA) présents dans de
nombreux polluants naturels et industriels sont des composés connus pour
leurs propriétés cancérogenes. Certains HPA sont de puissants
immunosuppresseurs. Du fait de leur lipophilie, les HPA sont stockés dans le
tissu adipeux des organismes vivants, ce qui est a la base de leur toxicité
cumulative.

Les déficits héréditaires ou acquis de l'immunité affectant de facon
prédominante les lymphocytes T sont associés & une augmentation de certains
types d'infections et de tumeurs. [L'utilisation de médicaments
immunosuppresseurs dans la prévention du rejet des greffes d'organe est aussi
responsable de la survenue de cancers. Les personnes intoxiquées par des HPA
peuvent présenter une diminution de Il'hypersensibilité retardée (test
permettant d'évaluer la fonction des lymphocytes T CD4+) corrélée a une
symptomatologie clinique évocatrice d'une immunosuppression (infections...).
Le diméthyl-7,12-benzanthracene (DMBA), un dérivé méthylé synthétisé a des
fins expérimentales inhibe principalement chez la souris les fonctions du
lymphocyte T.

L'augmentation du taux de calcium intracellulaire représente un élément
clé dans l'activation lymphocytaire. La perturbation de I'homéostasie calcique
dans le lymphocyte T par un ionophore calcique (augmentation du calcium

intracytoplasmique) ou par un inhibiteur des pompes SERCA (déplétion du RE,

" lieu de stockage du calcium intracellulaire) est responsable d'un état d'anergie.
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Le niveau de calcium ionisé intracellulaire dans le lymphocyte T

détermine donc sa réponse aux différents signaux délivrés par le récepteur
pour I'antigeéne des cellules T (RcT). Nous avons donc voulu savoir si le DMBA
pouvait interagir avec 'homéostasie calcique du lymphocyte T murin. Nous
avons donc suivi le taux de calcium intracellulaire dans le lymphocyte T apres
exposition au DMBA. Puis, nous avons essayé de définir le mécanisme par
lequel le DMBA modifiait 1'homéostasie calcique. Ainsi, nous avons plus
particulidrement étudié I'implication des tyrosines kinases et de la production
d’inositol-1, 4, 5-triphosphate dans l'augmentation du taux de calcium

intracellulaire induit par le DMBA.

Parmi les dérivés méthylés du benzanthracéne, le DMBA est le plus
puissant inducteur de tumeurs cutanés chez les souris CD-1. 11 est aussi le plus
efficace pour inhiber la génération in vitro de lymphocytes T cytotoxiques
allogéniques.

Pour tenter de définir I'importance respective des deux méthyls 7 et 12
de la structure benz(a)anthracénique sur l'activation lymphocytaire T, et par la
suite sur I'homéostasie calcique dans le lymphocyte [T, nous avons déterminé
Vactivité immunosuppressive du DMBA et de ces 2 dérivés monométhylés (le
méthyl-7-benz(a)anthracetne (M7BA) et le méthyl-12-benz(a)anthracene
(M12BA)) et comparé les résultats ainsi obtenus. Tout d’abord, nous avons

mesuré la lymphoprolifération des splénocytes activés par la Concanavaline A

ou par l'anticorps anti-CD3 apr2s exposition aux 3 HPA. Afin de mieux

la production d'TL-2, l'expression du récepteur de haute affinité pour I'TL-2 et la
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réponse dépendante de 1TL-2 ont été ensuite étudiées apres exposition aux HPA

et activation des lymphocytes par les mitogenes cités précédemment.
Nous nous sommes ensuite demandés quels étaient le role respectif des
méthyls 7 et 12 dans la perturbation de I'homéostasie calcique observée apres

exposition au DMBA.

Enfin, nous avons étudié limpact du DMBA sur la fonction de
lymphocytes périphériques humains in vitro.. Nous avons comparé ces résultats
obtenus sur les lymphocytes humains avec ceux obtenus avec les splénocytes
murins. Cette comparaison s'avere nécessaire afin de permettre d'extrapoler
plus facilement & I'homme les résultats des études toxicologiques obtenus in

vivo chez la souris.
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CHAPITRE 3 : MATERIELS ET METHODES :
1-Molécules étudiées.

Nous avons étudié 1’hydrocarbure polycyclique aromatique (HPA)
synthétique, diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne (DMBA) (Sigma, St Louis,
USA) comme molécule de référence et ces deux dérivés monométhylés : le
méthyl-7-benz(a)anthracene (M7BA) et le méthyl-12-benz(a)anthraceéne
(M12BA) (Interchim, France). Les trois molécules sont dissoutes a 4.10-2 M
dans du diméthylsulfoxyde (DMSO). (Sigma) et les solutions meres sont

conservées a l’abri de la lumiere.
2-Isolement des lymphocytes murins et humains.
2-1- es de cell e arationdelas ension cellulaire.

Les splénocytes proviennent de souris B6C3F1 femelles,
consanguines, agées de 8 a 10 semaines (Janvier, France). Cette espece
murine est un hybride entre C3H/Hej (H-2k) et C57B1/6 (H-2b). Les souris
sont sacrifiées par élongation cervicale. La rate est prélevée aseptiquement,
puis broyée dans le milieu de culture complet (MCC). Apres
sédimentation des débris spléniques, les cellules sont lavées deux fois dans

le MCC et centrifugées. Le milieu de culture complet (MCC) est composé

de RPMI 1640 (Gibco, France), L-glutamine a 2 mM (Eurobio, France), de

streptomycine a 0,1 mg/ml (Eurobio), 100 UI/ml de pénicilline (Eurobio,
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France), de 2-mercapto-éthanol (2-ME) a 5.10> M (Sigma) et de 5% de

sérum de veau foetal (SVF) décomplémenté et filtré (ATGC, France). Le

culot est resuspendu dans le MCC 2 2.106 cellules/ml. Les splénocytes
totaux sont utilisés dans les tests de prolifération lymphocytaire (ConA,
Anti-CD3 et PHA), pour la mesure de la production d’interleukine-2 et
pour I’évaluation de l'expression du récepteur de haute affinité pour
l'interleukine-2.

Le sang de volontaires sains est prélevé sur tubes EDTA par
ponction veineuse, puis dilué au demi dans du tampon phosphate (PBS)
(Eurobio). Les cellules mononuclées sont isolées par gradient de densité
(Ficoll-hypaque, Techgen, France) et sont ensuite lavées deux fois dans du
MCC. Les cellules mononuclées sont resuspendues dans le MCC a 2.10°
cellules/ml. Les cellules mononuclées périphériques totales sont utilisés
dans les tests de prolifération lymphocytaire (PHA), pour la mesure de la
production d'interleukine-2, la génération de lymphocytes T cytotoxiques,

et la détermination dela cytotoxicité spontanée (fonction NK).

=2 jchissem enl hocvtes T.

Les cellules spléniques mononuclées murines sont isolées par

gradient de densité (Lympholyte M, Tebu, France), puis resuspendues
apres deux lavages successifs dans du MCC 2 2.105 cellules/ml. Les cellules

mononuclées sont incubées a 37°C pendant une heure, afin d’éliminer par

adhérence les macrophages restants. Le surnageant cellulaire est ensuite
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déposé sur une colonne de nylon (Baxter, France). Les lymphocytes T sont
élués de la colonne puis lavés deux fois dans du MCC. La pureté des
lymphocytes T est déterminée par cytométrie en flux (EPICS ELITE,
Coulter, Margency, France) aprds marquage par 1’anticorps anti-CD3 (145-
2C11, IgG de hamster) couplé a la phycoérythrine (PharMingen, France). Le
pourcentage des lymphocytes T utilisés par la suite pour la mesure du
calcium intracellulaire, la production d’inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et
la prolifération en réponse a la combinaison ester de phorbol et ionophore
calcique, est toujours supérieur ou égal a 80%. Pour la mesure du taux de
calcium intracellulaire, les lymphocytes sont incubés pendant 16 heures
dans du MCC avant l'exposition aux différents toxiques. Nous avons
vérifier que le protocole d’enrichissement en lymphocytes T ne modifie
pas leur contenu en calcium intracellulaire.

L’enrichissement en cellules T humaines utilise un protocole

identique a celui utilisé pour isoler les lymphocytes T murins. Les cellules

mononuclées d’origine humaine sont incubées a 37°C dans un flacon de
culture deux heures afin d’éliminer les monocytes, qui ont la propriété
d’adhérer sur le plastique. Le surnageant est ensuite déposé sur la colonne
de nylon (Baxter, France). Les lymphocytes B et les monocytes restant sont
retenus sur la colonne, les lymphocytes T sont élués. Le pourcentage de
lymphocytes T est déterminé par cytométrie en flux et marquage a l'aide
d’un anticorps anti-CD3 couplé & la phycoérythrine (UCHT1, IgG1 de
souris, Immunotech, France). Les cellules éluées sont utilisées

—uniquement lorsque le pourcentage des lymphocytes T est supérieur &

|

80%.
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3-Ftude de la prolifération lymphocytaire.

-1-Traitement des s tes.

Les splénocytes sont pré-traités pendant une heure avant l'addition
du signal prolifératif étudié. Les différentes dilutions sont réalisées dans le
MCC de fagon  ce que la concentration finale de DMSO n’excede pas 0,1%.

Les concentrations utilisées pour les trois dérivés méthylés du
Benz(a)anthracene sont 5, 20, et 40 uM. Les splénocytes murins traités avec
0,1% de DMSO représentent le témoin. Lors de la cinétique d’action, les
trois HPA (a 40 pM seulement) sont additionnés a différents temps apres le

signal d’activation (1 heure, 2 heures, 4 heures, 8 heures puis 24 heures).

-2-Traite t des ocvtes péri i s humains.

Les lymphocytes périphériques humains sont pré-traités pendant
une heure avant l'addition du signal mitogénique. Les différentes
dilutions sont réalisées dans le MCC de fagon 2 ce que la concentration

finale de DMSO n’excede pas 0,1%. Les concentrations utilisées de DMBA

sont 1, 5, 20, et 40 puM. Lors de la cinétique d’action, le DMBA est

additionné 2 la concentration de 40 uM a différents temps apres addition

dela PHA (1 heure, 2 heures, 4 heures, 8 heures puis 24 heures).
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-3- ure de la viabilité cellulaire.

La mesure de la viabilité cellulaire est réalisée par observation
microscopique des cellules aprés coloration au bleu de trypan (Sigma,
France). Cette mesure est effectuée apres 24 heures et 48 heures de culture
des splénocytes murins ou des lymphocytes périphériques humains en
présence des différents toxiques et/ou réactifs pharmacologiques, et ce en
présence et en l'absence du signal d’activation (ConA, Anti-CD3, PHA,

PMA +ionomycine). La viabilité est obtenue par le calcul suivant :

Viabilité (%)= nombre de cellules vivantes x 100

nombre de cellules totales

Lors de l'utilisation des techniques cytométriques, la viabilité est
déterminé en cinétique 2 l'aide de 50 pg/ml d'iodure de propidium (IP)

(Sigma, France) pour s'assurer que l'augmentation du calcium
intracellulaire n’est pas un reflet de la mort cellulaire. L'iodure de
propidium est exclu des cellules vivantes. L’incorporation d'IP est
mesurée toutes les minutes pendant 30 minutes. Le pourcentage de
cellulés mortes est constant pendant la durée de I’expérience quelque soit
le composé. Ce pourcentage toujours inférieur a 5% ne varie pas au cours

du temps.
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-4-Activatio o) ire les mitogenes.

Les splénocytes de souris B6C3F1 traités sont cultivés en plaque de
96 puits (Costar, France) a 2.106 cellules/ml de MCC pendant 48 heures
avec une concentration optimale de mitogene (Concanavaline A, ConA
(Sigma) ; Phytohémaglutinine A, PHA (Sigma) ou Anti-CD3 (145-2C11,
surnageant de culture obtenu a partir de I'hybridome gracieusement
fourni par le Docteur R. House)). Cette concentration, ainsi que le temps
d’exposition ont été préalablement déterminés pour chaque lot de
mitogene. La prolifération cellulaire est évaluée par mesure de
Vincorporation de thymidine triciée (3H-Thy) (activite spécifique : 5
Ci/mmol, Amersham, France), a raison de 0,5 uCi/puit ajouté six heures
avant la fin de Vexpérience. L’ADN des cellules est récupéré a I'aide d'un
appareil semi-automatique ou collecteur de cellules (Cell Harvester,
Skatron, Norvege). Les échantillons sont ensuite introduits dans un
compteur § (Beckman, France) apres addition d’une quantité déterminée
de liquide scintillant (Ready Protein, Beckman).

Les lymphocytes périphériques humains traités sont cultivés en
plaque de 96 puits (Costar, France) 2 2.105 cellules/ ml de MCC pendant 48
heures avec une concentration optimale de PHA (1 pg/ml). Comme
précedemment, cette concentration et le temps d’exposition ont été
préalablement déterminés pour chaque lot de PHA. La prolifération

cellulaire est évaluée comme avec les splénocytes murins par

incorporation de thymidine triciée.
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-5-Additi tokines exogeénes.

L’addition d’interleukine-2 recombinante humaine (IL-2)

(Eurocetus, France) seule ou associée avec l'interleukine-6 recombinante
humaine (IL-6) (NIBSC, Royaume Uni) ou 'interleukine-1 § murine (IL-1)
(NIBSC) est faite au méme moment que le traitement des splénocytes par
les HPA. 1'TL-2 est additionnée 2 la concentration finale de 200, 500, ou
1000 pg/ml, I'TL-6 de 200 et 500 pg/ml et I'TL-1 § de 1000 UL/ ml. Ensuite, le

signal d’activation est additionné une heure apres.

-6-Activation par un ester de phorbol et i hore ique.

Les cellules spléniques enrichies en cellules T sont resuspendues

apres deux lavages successifs dans du MCC a 2.106 cellules/ml puis
prétraitées par les toxiques, une heure avant I'addition de la combinaison
ester de phorbol (Phorbol Myristate Acétate, PMA, Sigma, France) plus
ionophore calcique (ionomycine ou A23187). La PMA est utilisée a la
concentration de 10 ng/ml. La ionomycine (Sigma) tout comme le

ionophore calcique A23187 (Sigma) sont utilisés & la concentration de 1

uM. Aprds 24 ou 48 heures, la lymphoprolifération est mesurée par

incorporation de 3H-Thy (0,5 uCi/puit 6 heures avant la fin de
I’expérience).
De méme, les lymphocytes périphériques T humains (2.106

cellules/ ml) sont prétraitées par le DMBA, une heure avant I'addition de
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la combinaison ester de phorbol (Phorbol Myristate Acetate, PMA, Sigma,
France) plus ionophore calcique (ionomycine ou A23187). La PMA et les
ionophores calciques sont utilisés aux mémes concentrations que lors de
I'utilisation des cellules murines. Aprdés 24 ou 48 heures, 1la

lymphoprolifération est mesurée par incorporation de 3H-Thy (0,5

uCi/puit 6 heures avant la fin de Yexpérience).

Une premidre étape consiste en l'activation des splénocytes de
souris B6C3F1 (2.106 cellules/ml) ou des cellules mononuclées humaines

pendant 48 heures respectivement par la ConA (3 ug/ml) ou la PHA (1

ug/ml). Apres ces deux jours de culture, les cellules sont comptées, lavées
trois fois afin d’éliminer le mitogene résiduel. Les cellules sont
resuspendues a 5.105 cellules/ml dans le MCC, en présence d'IL-2
recombinante humaine 2 500 pg/ml. Pendant 8 jours, les lymphocytes sont
ainsi cultivés en présence d'IL-2 exogene additionnée tous les 2 jours (500
pg/ml). La mesure de la réponse a1'IL-2 est réalisée le douziéme jour, alors
que les cellules ne sont plus en phase S du cycle cellulaire (plus
d’incorporation de 3H-Thy). Les lymphocytes sont alors pré-incubés en
présence des molécules a étudier pendant une heure, puis répartis en
plaque 96 puits (106 cellules/ml). L'IL-2 est additionnée aux concentrations
de 200, 500 ou 1000 pg/ml. Les cellules sont traitées 1 heure avant

l'addition d'TL-2. Apres 24 heures de culture, la lymphoproliferation est
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évaluée par la mesure de l'incorporation de 3H-Thy (0,5 uCi/ puit 6 heures

avant la fin de I'expérience).

La réaction lymphocytaire mixte (MLR) exploite la capacité des
lymphocytes T CD4+ a proliférer en présence de lymphocytes allogéniques,
c'est a dire possédant des différences au niveau des antigénes de classe II et
de classe I du CMH (132).

Les cellules murines ou humaines sont traitées comme décrit au
paragraphe 3-2 (voir ci-dessus). La seule différence est que les cellules

humaines sont incubées avec des concentrations plus faibles de DMBA
0,5, 1, 5 et 10, 20 pM).

Les splénocytes de souris B6C3F1 (H-2b/H-2K) sont cultivés avec les
splénocytes de souris DBA/2 (H-2d) irradiés (2000 Rads, pendant 10
minutes) pendant 5 jours. Le rapport cellules stimulatrices
(DBA/2)/ cellules répondeuses (B6C3F1) est de 4 pour 1. La prolifération
des cellules répondeuses est mesurée par incorporation de 3H-Thy (0,5
uCi/ puit) pendant les 6 dernidres heures du test. Puis, on procéde comme
pour les tests de prolifération (voir ci-dessus).

Les lymphocytes périphériques humains (cellules répondeuses) sont
cultivées avec pour cellules stimulatrices, des lymphocytes périphériques
allogéniques irradiés (CNTS, Versailles) (2000 Rads). Le test dure 5 jours.

Le rapport cellules stimulatrices/répondeuses est égale a 4 pour 1. La
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prolifération est mesurée par incorporation de thymidine triciée 0,5
uCi/ puits) lors des 6 dernitres heures du test.

Les résultats sont exprimés en coups par minutes (CPM) apres
correction en tenant compte de l'incorporation de thymidine trici¢e par
des cellules non stimulées. Un contrdle de l'irradiation est effectué en
stimulant les cellules stimulatrices par un mitogéne des cellules T

pendant les 5 jours du test.

4-Dosage de I'Interleukine-2.

4-1-Préparation des s ants de culture.

les splénocytes de souris B6C3F1 sont cultivés en plaque de 24 puits
(Costar, France) (2.106 cellules/ml). IIs sont pré-traités une heure avant
addition de mitogene par les HPA (0 2 40 pM) puis incubés a 37°C

pendant 24 heures avec une dose optimale de ConA, d'anti-CD3 ou de
PHA. Les surnageants (SupconA, SupAnti-CD3, SupPHA) sont récupérés
et conservés a -80°C en attendant le dosage.

On procéde de méme pour les lymphocytes périphériques humains.

Ceux-ci sont pré-traités une heure avant I'addition de PHA par le DMBA
(0 a 40 pM) puis cultivés en plaque de 24 puits (Costar, France) (2.106
cellules/ml) pendant 24 heures avec une dose optimale de PHA définie
précedemment (1 pug/ml). Les surnageants sont récupérés et conservés a -

80°C en attendant le dosage.
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2-Dosage de I'interleukine- la lignée -2,

Le dosage de I'TL-2 présente dans les surnageants est éffectué a l'aide
d’un bioessai employant la lignée CTLL-2, qui est un clone de lymphocytes
T cytotoxiques murins dépendant pour sa croissance de I'IL-2. Les cellules
sont cultivés en plaque de 96 puits (10% cellules /ml) en présence de
SupConA, de SupAnti-CD3 ou de SupPHA dilués au 1/508me et 1/100eme
pendant 24 heures.

Les résultats sont exprimés a partir de la construction d’une gamme
standard d'IL-2 recombinante humaine (pg/ml) qui permet le calcul de la
quantité d'IL-2 présente dans les surnageants, mais aussi en pourcentage
de prolifération par rapport au témoin (calcul de la CI50 : concentration
induisant 50% d’inhibition de la production d’IL-2). Les concentrations des
molécules testées et retrouvées apres dilution dans les surnageants de

culture sont denuées d’effet sur la prolifération des CTLL-2.
5-Mesure de expression des récepteurs de haute affinité pour I'IL-2.

La mesure de l'expression des récepteurs de haute affinité pour
l'interleukine-2 (IL-2) est basée sur la/ technique décrite par Robb et
collaborateurs (171). Les splénocytes (2.106/ml) sont mis en contact une
heure avec les HPA, puis on additionne le signal d’activation (ConA, ou
Anti-CD3). Apres 48 heures, les splénocytes sont lavés, concentrés (107/ml)
et incubés pendant une heure a 37°C, pour permettre I'endocytose de I'IL-2

initialement fixée sur les récepteurs. Les cellules sont ensuite récupérées,
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puis mise en contact avec de I'IL-2 marquée a liode 125 (12511.-2)
(Amersham, France) a différentes concentrations et de 1'IL-2 froide en
exces (200 fois). L'IL-2 froide en exces permet de déterminer la fixation non

spécifique. Apres 20 mn d’incubation & 37°C, les cellules sont centrifugées a
+4°C. Le culot cellulaire est resuspendu dans du RPMI 1640 maintenu a
+4°C. La suspension cellulaire est ensuite passée sur un mélange d’huiles :
84% d’huile de silicone, et 16% d’huile de parafine (Aldrich, France) ce qui
permet de retenir I'1251L-2 non fixée. Le culot cellulaire au bas de la couche

d’huile contient 1'125]L.-2 fixée sur les cellules apres centrifugation a 9000 g.
Apres congélation, le tube est coupé au dessus du culot cellulaire, transféré

dans un tube de comptage puis la mesure de la radioactivité émise par les

125

cellules fixant " “"IL-2 est effectuée a l'aide d’un compteur y (Hewlet

Packard, France).

Les résultats sont obtenus a l'aide de la représentation de Scatchard
qui permet de calculer l'affinité du récepteur de I'TL-2 et le nombre de

récepteurs exprimés sur la cellule.

6-Mesure de la production d’inositol-1,4,5-triphosphate.

La production d’inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) est mesurée pour
une suspension cellulaire enrichie en lymphocytes T (lymphocyte T >
80%). Les HPA sont ajoutés a la concentration de 40 pM puis les cellules
sont lysées par une solution acide (HCIO4 0,1 M) qui est ensuite

neutralisée A l'aide d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH, 0,1 M).
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La production d'IP3 est mesurée régulierement pendant 10 minutes apres
addition de 'HPA. La ConA a fortes doses (10 pg/ml) est utilisée comme

témoin positif. La production d'IP3 est mesurée a Yaide d’une trousse de
dosage commercialisée par Amersham (D-myoinositol-1,4,5-triphosphate
(3H) Assay System, Amersham, France). Cette trousse de dosage (sensibilité
: 84 pg/tube soit 840 pg/ml) est basée sur la compétition pour un nombre
limité de sites de fixation spécifique sur une proteine entre 1'IP3 froid des
extraits cellulaires et une quantité fixe d’'IP3 marqué au tritium.

Les résultats sont exprimés a partir de la construction d’une gamme
standard d’IP3 (en pg) qui permet le calcul de la quantité d’'IP3 produite par

10 millions de cellules T traitées par les différents HPA.

- Mesure du calcium intracellulaire par cytométrie :

Le calcium intracellulaire est mesuré par cytofluorimétrie en
atilisant un indicateur fluorescent du calcium libre : le Fluo-3 -(Sigma, St

Louis, USA).

Le Fluo-3 est un dérivé de la fluorescéine ayant une forte affinité
pour le calcium. Il posséde des radicaux acétoxy-méthyl-esters lui
permettant de traverser la membrane. Les estérases cellulaires hydrolysent
ces radicaux, une fois l'indicateur a l'intérieur de la cellule. La forme

ionisée hydrophile est ainsi piégée dans la cellule. L'acide pluronique
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présent dans la solution commerciale de Fluo-3 augmente le marquage des
cellules par I'indicateur fluorescent. L'intensité de fluorescence émise par
le Fluo-3 augmente de 40 fois apres la fixation au calcium. La longueur
d'onde d'excitation optimale est 506 nm, la longueur d'onde émission 526
nm. Le spectre optique du Fluo-3 est compatible avec les cytofluorimetres
utilisant comme source d'excitation un laser argon 488 nm. L'intérét du
Fluo-3 est sa faible affinité pour le calcium (Kd= 400 nM) ce qui permet de
mieux mesurer des pics de calcium transitoire que lors de I'utilisation de
I'indo-1 ou du Fura-2 (Kd= 224 et 250 nM respectivement).

La technique utilisant le Fluo-3 mesure l'intensité moyenne de
fluorescence (MFI, pour Mean Fluorescence Intensity) ou le logarithme de
l'intensité de fluorescence a 525 nm de 5000 cellules au cours du temps. La
concentration en calcium intracellulaire est directement proportionnelle &
l'intensité moyenne de fluorescence a 525 nm (141) et ced

indépendamment de la concentration de Fluo-3 utilisée.

uspension _: cvto ie en flux.

Le marquage consiste a incuber 40.106 cellule/ml en présence de

Fluo-3 (4 uM) pendant 30 minutes a 37°C et a l'abri de la lumiere. Les

cellules sont lavées deux fois dans du MCC, et resuspendues a 2.106 /ml
dans un tube contenant 2 m! pour la mesure du calcium.
Les échantillons sont incubés 10 minutes a 37°C avant chaque

mesure. Les HPA sont ajoutés seuls sur des cellules non marquées par le
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Fluo-3 pour s’assurer que ces composés possédant de nombreux noyaux

benzéniques n’interferent pas avec la mesure du calcium intracellulaire.

Les cellules aprés marquage par le Fluo-3AM sont incubées pendant

une heure avec les différentes concentrations de toxiques ou avec le
solvant DMSO 2 0,1% dans le MCC. La mesure du calcium intracellulaire
par cytométrie en flux est réalisée pendant trente minutes aprés addition
de la ConA et ce toutes les minutes. Le temps T=0 correspond a I'addition
du mitogene. Cette technique sera utilisée avec les trois molécules
(DMBA, M12BA, M7BA), aussi bien avec les cellules murines ou

humaines.

Les lymphocytes T marqués au Fluo-3AM sont incubées au bain-
marie pendant 10 minutes. Les HPA & 40 uM sont additionnés et les

mesures sont effectuées toutes les minutes jusqu’a retour du calcium a son
niveau de base ou pendant 30 minutes. Une nouvelle mesure est faite
apres une heure d’exposition aux HPA. Pour les études menées en milieu
privé de calcium, les cellules sont resuspendues dans une solution saline
tampon phosphate sans calcium et magnésium (Phosphate Buffer Saline,
Furobio, France) dans laquelle est ajoutée 1 mM de chlorure de

magnésium (Sigma), 5% de SVF décomplémenté et filtré (ATGC, France),



924

5.10-5 M de 2-ME (Sigma) et des antibiotiques (pénicilline et streptomycine)
(Eurobio) aux mémes concentration que dans le MCC. Aprés que les HPA
aient été ajoutés et que le taux de calcium mesuré ait atteint son niveau de
base, du chlorure de calcium (1mM) est ajouté pour mesurer I'entrée de

calcium extracellulaire.

7= icroscopie co e:

Les lymphocytes marqués par le Fluo3-AM sont mis a adhérer dans
des boites de Pétri 35 x 10 mm (Costar, USA) recouverte d'une solution de
Poly-l-Lysine (Sigma, St Louis, France) diluée au 1/10°™¢ dans du milieu
solution saline tampon phosphate/10 mM HEPES (Sigma, St Louis,
France) contenant 1 mM de chlorure de calcium. Dix & quinze minutes
apres la fixation des splénocytes, les cellules sont analysées par microscopie

confocale a détection laser (ACAS, MéridianND). Le mitogene (ConA a 10
ug/ml) ou I'HPA (a 40 uM) est additionné dans la boite de Pétri, puis

'augmentation du calcium est mesurée a 525 nm toutes les 30 secondes

jusqu’a stabilisation de l'intensité moyenne de fluorescence.

8- Evaluation de la cytotoxicité spontanée (fonction Natural Killer

(NK)).

8-1-Détermination de la cvtotoxicité s ée : fonctio
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La fonction NK est déterminée par la technique de relargage de

chrome 51 (51Cr). Les cellules cibles (YAC-1, un lymphome murin pour les
splénocytes murins ou K562, une érythroleucémie humaine pour les

lymphocytes périphériques humains) sont incubés a 37°C pendant une

heure avec 200 uCi de 51Cr (Amersham, France) pour 10 millions de

cellules. Le 51Cr est ainsi incorporé dans les cellules cibles. Il est retenu a
l'intérieur dela cellule en se fixant aux protéines sous forme de chromate.
Puis, les cellules cibles sont lavées trois fois dans du MCC. Ces cellules
cibles sont ensuite placées dans des plaques 96 puits 2 fond conique (Nunc,
France) a la concentration de 5.103 cellules/ml. Les cellules effectrices
(splénocytes murins ou lymphocytes périphériques humains) sont
ajoutées a différentes concentrations cellulaires afin d'obtenir différents
rapports effecteurs/ cibles (pour les lymphocytes humains 100/1, 50/1, 25/1
et 12,5/1 ; pour les splénocytes murins 100/1, 66/1, 33/1). Les surnageants
sont récoltés aprés 4 heures d'incubation des cibles en présence des

effecteurs a 37°C. Ensuite, la radioactivité dans les surnageants est mesurée
al'aide d'un compteur y.

Comme précédemment, les cellules effectrices sont incubées une
heure avant la mise en plaque de culture avec les différentes
concentrations d' HPA (5, 20, 40 uM). Les (cellules cibles sont aussi traitées
avec les HPA afin de déterminer le relargage de Crd! induit uniquement
par les toxiques.

Le relargage spontané est obtenu en incubant les cellules cibles avec

du MCC. Le relargage maximum est obtenu en ajoutant une solution
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contenant de triton X-100 (Aldrich, France) qui permet la lyse des cellules
cibles.
Le pourcentage spécifique de lyse est calculé comme suit :

% spécifique de lyse=relargage expérimental - relargage spontané x 100

relargage total - relargage spontané

Tous les résultats sont convertis ensuite en Unités Lytiques (UL). Une
UL20 est définie comme le nombre de cellules effectrices nécessaire pour

induire la lyse de 20% des cellules cibles, le nombre de cellules cibles étant

normalisé 2 107.

UL20 (pour 107 cellules effectrices)= 107

(E/T 20 x 5.103)

8-2-Addition d'Interleukine-2 exogéne.

L’addition d’interleukine-2 recombinante humaine (IL-2)
(Burocetus, France) est faite au méme moment que le traitement des
cellules effectrices par le DMBA. LIL-2 est additionnée a de faible
concentration (10, 40 pg/ml) afin de stimuler uniquement les cellules NK
qui expriment pour la plupart le récepteur d'affinité intermédiaire pour
I'lL-2 de facon constitutive. Les cellules effectrices sont ensuite ajoutées
dans les plaques 96 puits a fond conique contenant déja les cellules cibles.
L'absence de cytotoxicité LAK est vérifiée en paralitle a l'aide des cellules

cibles P815 et Daudi (voir ci-dessous).
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9-Evaluation de la cytotoxicité LAK (Lymphokine Activated Killer)

Les splénocytes murins ou les lymphocytes périphériques humains
sont activés par 500 pg/ml d'TL-2 pendant 24 heures. La fonction LAK,
comme la fonction NK est déterminée par la technique de relargage de
51Cr. Les cellules cibles (P815, un mastocytome murin pour les splénocytes
murins ou Daudi, un lymphome de Burkitt humain pour les lymphocytes
périphériques humains sont caractérisées par leur résistance 2 la lyse NK)
sont incubés a 37°C pendant une heure avec 200 uCi de 3!Cr pour 10
millions de cellules. Les cellules cibles, apres trois lavages pour éliminer le
51Cr résiduel sont placées dans des plaques 96 puits a fond conique (Nunc,
France) a la concentration de 5.103 cellules/ml. Les cellules effectrices
(splénocytes murins ou lymphocytes périphériques humains activés
pendant 24 heures par 1TL-2) sont ajoutées a différentes concentrations
cellulaires afin d'obtenir différents rapports effecteurs/cibles (60/1, 30/1,
10/1 et 3/1). On procéde ensuite comme pour la détermination de la
fonction NK pour mesurer le relargage de 5lCr et pour le calcul du

pourcentage spécifique de lyse et des UL.



98

10-Etude de la fonction lymphocytes T cytotoxiques (CTL):
0-1- Obtenti esl hocytes otoxiques :

Le test est effectué en deux étapes. La premi2re consiste en la phase
d'éducation (=génération d'effecteurs cytotoxiques proprement-dite). Les
cellules répondeuses (splénocytes murins ou lymphocytes périphériques
humains) sont mis pendant 5 jours au contact de cellules stimulatrices
inactivées par irradiation (2000 Rads, pendant 10 minutes). Les rapports
cellules répondeuses /cellules stimulatrices sont respectivement de 100/1

et de 25/1 pour la génération de CIL murins et humains. Les cellules

stimulatrices utilisées sont la lignée P815 (H-24), un mastocytome murin
pour la génération d'effecteurs cytotoxiques murins ou la lignée Jurkat,
une leucémie lymphoblastique T aiglie pour la génération de cellules
cytotoxiques humaines. Les cellules répondeuses sont exposées au DMBA
une heure a 37°C avant l'addition des cellules stimulatrices.

La deuxieme ét;pe consiste en la phase de cytotoxicité. Cette étape
s'effectue sans traitement des cellules effectrices par le DMBA. Apres les 5
jours, les cellules activées sont comptées, lavées deux fois dans du MCC,
puis placées dans des plaques 96 puits a fond conique en présence de 2500
cellules cibles (qui sont aussi les cellules stimulatrices, P815 ou Jurkat)
marquées au chrome 51 (le marquage est réalisé comme pour les cellules
cibles YAC-1 et K652 utilisées pour déterminer la fonction NK) a différents

rapports effecteurs/cibles (50/1, 25/1, 12,5/1, 6,25/1). Aprés 4 heures

d'incubation 2 37°C, les surnageants sont collectés puis le relargage de 51Cr
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est mesuré 2 l'aide d'un compteur y. Le relargage spontané de >1Cr est
obtenu en incubant les cellules cibles avec du MCC pendant 4 heures et
avec les différentes concentrations de DMBA. L'incorporation maximale

de 51Cr par les cellules P815 et Jurkat est déterminée par addition d'une
solution de triton X-100 afin de lyser toutes les cellules cibles. Le
pourcentage spécifique de lyse et les UL sont déterminés comme décrit

précédemment (voir ci-dessus, paragraphe 9).

0-2- cti totoxique des 1 tes otoxiques :

Pour l'étude du DMBA sur la fonction cytotoxique des CIL, les
cellules répondeuses sont générées en l'absence de DMBA comme décrit
précédemment. Les cellules effectrices sont traitées par le DMBA @ la
concentration de 40, 20 et 5 uM) une heure avant l'addition des cellules
cibles (P815, ou Jurkat). Le toxique est présent uniquement pendant la
phase de cytotoxicité et non pendant la phase de génération. La cytotoxicité

est mésuré par relargage de 51Cr comme décrit précédemment.

e du mécanis ‘action_d cti

On distingue deux mécanismes généraux de cytotoxicité dans les

lymphocytes T cytotoxiques (57, 58). Le premier, fondé sur I'exocytose des

granules cytotoxiques impliquant des molécules telles que la perforine et
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les granzymes est dépendant du calcium extracellulaire, le second calcium-
indépendant fait suite & une interaction membranaire et implique la
molécule Fas et son ligand. Pour évaluer la part de cytotoxicité
indépendante du calcium dans la lyse de la lignée Jurkat par les
lymphocytes périphériques humains, nous avons placé les cellules
effectrices dans du milieu additionné de 1,5 mM d’EGTA (Sigma) et 1 mM
de chlorure de magnésium (Sigma). Les cellules effectrices sont incubées 1
heure en présence des réactifs (chlorure de magnésium, EGTA et DMBA)
avant d'additionner les cellules cibles.

La lignée P815 utilisée pour mesurer la fonction cytotoxique des
splénocytes murins n'expriment pas la molécule Fas (CD95).

La lignée Jurkat exprime de fagon constitutive la molécule Fas et est

résistante a la lyse NK.

11- Analyse statistique des résultats :

Les comparaisons statistiques sont celles qui s'appliquent a la
comparaison de moyennes de variables continues. Dans un premier
temps, nous avons procédé a l'analyse de variance entre le groupe témoin
(cellules traitées par 0,1% de DMSO) et les différents groupes traitement
(les groupes traitement correspondent aux differentes concentrations
d’HPA utilisées), puis nous avons ensuite procédé a l'ensemble des
comparaisons traitement/témoins 2 I'aide du test t de Dunnet. Le rejet de

1'hypothese nulle a été adoptée au seuil de 5 %.
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CHAPITRE 4 : RESULTATS:

1ére PARTIE : Effet du dﬁméthy]l=7,12=b@nz(a))am{thm@@me sur
l'activation des lymphocytes T murins et humains : interaction avec

I'homéostasie calcique.

1- Effet sur 'activation lymphocytaire des lymphocytes T murins.

Le DMBA inhibe de manitre dose-dépendante la prolifération de
splénocytes murins en réponse a différents mitogenes polyclonaux des cellules T
comme la phytohémagglutinine (PHA), la concanavaline A (ConA) ou un
anticorps anti-CD3 (Figure n°7). Les concentrations inhibitrices 50 (CI50) sont
respectivement de 2,7 10-5M, 3,0 105M et 2,2 105M. Le DMBA inhibe donc de
fagon identique la prolifération des lymphocytes T murins en réponse ala ConA,

la PHA ou Vanticorps anti-CD3.
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Figure n°7 ; Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la

prolifération de  splénocytes murins activés  par la

phytohémagglutinine, la concanavaline A ou l'anticorps anti-CD3.

100

% par rapport au témoin

o

5 20 40

Concentration (uM).

Résultats de 3 expériences indépendantes (moyenne + sem).
* p<0.05

2- Effet sur la production d'interleukine-2 des lymphocytes T murins.

L'interleukine-2 (IL-2) est le facteur de croissance majeur du lymphocyte T
activé, nous avons donc mesuré la quantité dTL-2 produite par les splénocytes
murins activés par la PHA, la ConA ou par l'anticorps anti-CD3 apreés exposition
au DMBA. Le DMBA inhibe de facon dose-dépendante la production d'TL-2 des
splénocytes murins quel que soit le mitogene utilisé (Figure n°8). Les CI50 sont

les suivantes : 4,6 10-5M lorsque la ConA est utilisée comme mitogene, 8,3 10-5M

avec I'anticorps anti-CD3 et 2,9 10-M avec la PHA. Les quantités d'interleukine-

2 produites par les splénocytes en réponse a la PHA, la ConA ou I'anti-CD3 sont
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a peu pres identiques : 1292 + m pg /ml, 1251 + 326 pg/ml et 1241 + 315 pg /ml

(Figure n°8).

Figure n°8 : Effet du diméthyl—7,12—benz(a)anthracéne sur la
production dTL-2 par les splénocytes murins activés par la

phytohémagglutinine, la concanavaline A ou I'anticorps anti-CD3.

2000

O ConA
Anti-CD3

1500

1000 7

IL-2 (pg/ml

500

0 5 20 40
Concentration (en uM)

Résultats de 3 expériences indépendantes (IL-2 en pg/ ml + sem).
* p<0,05

3-Effet sur I'homéostasie calcique des lymphocytes T murins.

Effets du diméthyl-7,12-benz(a)anthracene sur le taux de calcium intracellulaire suite
Vactivation des splénocytes par la Concanavaline A

La production d'TL-2 apres activation du lymphocyte T est dépendante a
la fois de l'augmentation du calcium intracellulaire et de l'activation de la PKC.
Une augmentation persistante du taux de calcium intracellulaire dans le
lymphocyte T est nécessaire pour la production d'TL-2. Nous avons donc suivi

lévolution du taux de calcium intracellulaire au cours du temps apres
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exposition au DMBA. Apres une heure de traitement par le DMBA, le signal

mitognique est additionné et le taux de calcium intracellulaire est mesuré par
cytométrie en flux. La ConA est utilisée par stimuler les lymphocytes T issus de
la rate purifiés et exposés au DMBA (Figure n°9).

Une heure apres exposition au DMBA, le taux de base du calcium
intracellulaire n'est pas modifié de fagon significative, quelle que soit la

concentration d'HPA utilisée (de 5 a 40 uM) (Figure n°9).

Lorsque les lymphocytes T murins sont traités avec le solvant DMSO, le
taux de calcium intracellulaire arrive & son niveau maximal 3 minutes apres
I'addition de ConA. Le signal augmente de 64% par rapport a son niveau de
base (Figure n°9).

Apres activation par la ConA des lymphocytes traités par le DMBA,
l'augmentation du taux de calcium est diminuée de maniere dose-dépendante

par rapport au DMSO. Selon la concentration de DMBA, le signal n'augmente

plus que de 40% pour 10 uM (résultats non montrés), 30% pour 20 uM, 25% pour
40 pM (Figure n°9). Cette augmentation du taux de Ca2* apres activation par la
ConA est retardée de fagon dose-dépendante par le DMBA : 1 minute 2 10 uM, 2

minutes 2 20 pM (résultats non montrés), et 3 minutes a 40 uM. De plus, le taux

de calcium intracellulaire redescend A son niveau initial 15 minutes apres
activation par la ConA (Figure n°9).

Les lymphocytes T exposés au DMBA et activés par la ConA ne
présentent pas la phase de plateau observée dans les splénocytes traités par le

solvant DMSO apres activation par la ConA (Figure n°9).
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Figure n°9 ; Effet du Diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur le
taux de calcium intracellulaire suite a l'activation des lymphocytes T

par la concanavaline A.

—@— DMSO

—8— DMBA

200 T T T T v T T 1
0 5 10 15 20

Temps (en minutes)

Résultats d'une expérience représentative exprimés en intensité moyenme de fluorescence (IMF).
La ConA est additionnée une heure apres I'exposition au DMBA (40 uM)

Effet du Diméthyl—7,12-benz(a)anthmcéne sur le taux de calcium intracellulaire dans le
lymphocyte T murin.

Le DMBA est connu pour induire une augmentation de calcium
intracellulaire de facon précoce dans des lignées cellulaires T humaines. Les
résultats rapportés précédemment (Figure n°9) montrant que le DMBA interagit
avec le taux de calcium intracellulaire du lymphocyte T murin apres activation
par la ConA, nous avons décidé d'étudier la modification du taux de calcium
intracellulaire apres exposition des lymphocytes T au DMBA seul.

Le taux de calcium intracellulaire augmente apres exposition au DMBA.
Le taux atteint un maximum aprés 5 minutes, puis reste stable jusqua 10

minutes puis décline pour arriver a son niveau initial 30 minutes apres
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exposition au DMBA (Figure n°10A). Ces résultats confirment l'absence de

modification du taux de calcdum intracellulaire apres une heure d'exposition au

DMBA (Figure n°9).

Origine du calcium libéré par le diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne dans le lymphocyte T
murin.

En l'absence de tout stimulus mitogenique, le DMBA induit dans le
lymphocyte T une augmentation du taux de calcium intracellulaire. L'utilisation
d'un miliex sans calcium extracellulaire permet de déterminer l'origine
extracellulaire ou intracellulaire du calcium libéré par le DMBA. Dans ces
conditions, le DMBA entraine une augmentation de calcium intracellulaire de
méme intensité qu'en présence d'un milieu riche en calcium. Cependant, la
cinétique de l'augmentation de calcium est différente puisque le pic est atteint 2
minutes apres exposition au DMBA et que le niveau basal est rejoint plus tot (10
minutes apres exposition) (Figure n°10B). Ces résultats montrent que
l'augmentation du taux de calcium intracellulaire produite dans le lymphocyte T
murin par le DMBA seul est due a une libération de calcium d'origine

intracellulaire.
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Figuren°10:  Effet du diméthyl—7,12—benz(a)anthracéne sur le

taux de calcium intracellulaire des lymphocytes T murins en

présence (A) et en l’absence de calcium extracellulaire (B).
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Résultats d'une expérience représentative exprimés en intensité moyenne de fluorescence IMF)

Le DMBA est additionné au temps t=0 et le taux de calcium intracellulaire dans les lymphocyte T

est mesuré toute les minutes

Effet du diméthyl—7,12-benz(a)anthracéne sur la production d’inositol-1,4,5-triphosphate
dans le lymphocyte T murin. |

Nous avons mesuré ensuite la production dTP3 apres exposition des
lymphocytes T au DMBA, puisque 1'TP3 produite par divage enzymatique des
phospholipides membranaires est directement responsable apres fixation sur
son récepteur situé sur le réticulum endoplasmique (RE) de la libération de

calcium intracellulaire stocké dans cet organite intracellulaire.

Le DMBA induit la production dTP3 dans le lymphocyte T (28,7 pmol /107

cellules T) en absence de tout stimulus mitogenique. Détectée apres 30 secondes,
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la production d'IP3 par le DMBA est maximale 2 2 minutes. Elle retourne a son

niveau de base 3 minutes apres exposition (Figure n°11). La quantité d'TP3

produite par le DMBA est légerement inférieure 2 celle produite par la ConA
dans notre modgele cellulaire (41.6 pmol/ 107 cellules T, production maximale a

T= 30 secondes et persiste encore, 36.8 pmol/ 107 cellules, & 1 minute 30
secondes-Figure n°11).
Ces résultats suggerent que le DMBA induit une production dTP3 qui

serait par la suite responsable de 1a libération de calcium du RE.

Figure n°11: Effet du diméthyl—7,12—benz(a)anthracéne sur la
production d'inositol-1,4,5-triphosphate  par les lymphocytes T

murins.

(€8]
o
_J

—a— DMSO
—e— DMBA

107

Innsitnl—1,4,5-triphnsphate

0 2 4 6 8
Temps (en minutes)

Résultats d'une expérience représentative exprimés en
pmol d'TP3/10 millions de cellules.
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Le DMBA est additionné au temps t=0.
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Implication des tyrosines kinases dans I'élévation du calcium intracellulaire et dans la

production d'inositol-1,4,5-triphosphate induite par le diméthyl-7,12-benz(a)anthracene.

Des tyrosines kinases comme celle de la famille src et ZAP70 sont activées
quelques secondes apres stimulation du récepteur des cellules T pour I'antigene
(RcT). Cette activation des tyrosines kinases permet la phosphorylation de la
phospholipase-C-1-y (PLC) qui dive les phospholipides membranaires et
conduit ainsi a la production d'TP3 (voir Figure n°3). Pour démontrer que les
tyrosines kinases sont responsables de la production d'TP3 et de l'augmentation
calcique dans le lymphocyte T murin apres exposition au DMBA, les cellules
sont préincubées en présence de génisteine, un inhibiteur de tyrosines kinases,
30 minutes avant addition du DMBA. La génisteine inhibe la production dTP3
(Figure n°12A) et l'augmentation calcique (Figure n°12B) induite par le DMBA.

L'activation de tyrosines kinases par le DMBA serait donc responsable de

la production d'TP3 et de 'augmentation de calcium intracellulaire.
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Effet de la génisteine sur la production d'inositol-
14,5-triphosphate (A) et sur l'élévation du taux de calcium
intracellulaire (B) induit par le Diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne
dans le lymphocyte T murin.
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Résultats d'une expérience représentative exprimés en pmol/10 millions de cellules.
La génisteine est préincubée avec les lymphocytes 30 minutes avant I'addition
du DMBA.
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Résultats exprimés en Intensité Moyenne de Fluorescence (IMF)
d'une expérience représentative.

La génisteine est préincubée avec les lymphocytes 30 minutes avant addition
du DMBA.

Dans cette Figure n°12, T=0 correspond a I'addition du DMBA.
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Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur l'entrée de calcium extracellulaire :

mécanismes impliqués dans cette entrée de calcium extracellulaire.

Lorigine du calcium responsable de l'augmentation du taux
intracellulaire de ce cation divalent aprds exposition au DMBA est
essentiellement intracellulaire (voir Figure n°10). Néanmoins, si on compare les
cinétiques d'augmentation du calcium en milieu avec et sans calcium, il semble
probable que le DMBA provoque aussi une entrée de Ca2+ extracellulaire. Si on

ajoute du CaCl apres exposition 2 40 pM de DMBA a des lymphocytes T murins

dans un milieu privé de calcium, on observe une augmentation fugace du taux
de calcium intracellulaire (10%) (Figure n°13). De plus, si les lymphocytes
"stimulés” par le DMBA sont mis en présence dEGTA au temps correspondant
au pic du taux de Ca2*ic, le niveau de calcium intracellulaire revient au niveau
basal a t=12 minutes par rapport a t=20 minutes pour les cellules témoins
(Figure n°14). Ces résultats montrent que le DMBA induit une ouverture de

canaux calciques membranaires des lymphocytes T et que ces canaux permettent

I'entrée de CaZt extracellulaire.
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Figuren®13: Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur

I'entrée de calcium extracellulaire dans le lymphocyte T murin.
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Résultats d'une expérience type exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF)
Le DMBA est additionné au temps T=0.

Figuren°14: Effet de 1'EGTA sur lentrée de calcium

extracellulaire induit par le diméthyl-7,12-benz(a)anthracene dans le

lymphocyte T murin.
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Résultats d'une expérience représentative exprimés en intensité moyenne
de fluorescence (IMF).

Le DMBA est additionné au temps T=0.
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Interaction(s) du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne avec les canaux calciques de la

membrane plasmique.

L'entrée de caldum du milieu extracellulaire est beaucoup plus
importante et prolongée quand les cellules sont traitées par la Thapsigargin que
par le DMBA (Comparer les Figures n°15 et n°17). La Thapsigargin est un
puissant inhibiteur des SERCA permettant ainsi une déplétion importante du

RE. Ce résultat montrerait que le DMBA pourrait inhiber partiellement I'entrée

de Ca2+ extracellulaire par une action sur les canaux calciques membranaires.
Pour tester cette hypothese, le DMBA est additionné aux lymphocytes T placés
dans un milieu sans calcium juste avant la réintroduction de chlorure de calcium
apres activation par la Thapsigargin ou la ConA. Le DMBA inhibe
completement l'entrée de calcium extracellulaire induite par la Thapsigargin
(Figure n°16) ou la Concanavaline A (Figure n°17). Le DMBA inhibe donc
l'entrée de calcium extracellulaire en interférant avec des canaux calciques de la

membrane plasmique.
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Figuren®15: Effet de la thapsigargin sur l'entrée de calcium

extracellulaire dans le lymphocyte T murin.
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Résultats d'une expérience représentative exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF)

La thapsigargin est additionnée au temps T=0.

Figuren°16: Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur
I'entrée de calcium extracellulaire induite par la thapsigargin dans le

lymphocyte T murin.
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Résultats d'une expérience représentative exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF).

La thapsigargin est additionnée au temps T=0, puis le DMBA ou le DMSO sont ajoutés.
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Figuren®17: Effet du Diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur

l'entrée de calcium extracellulaire induite par la concanavaline A

dans le lymphocyte T murin.
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La Concanavaline A est additionnée au temps T=0, puis le DMBA ou le DMSO sont ajoutés.

De plus, le DMBA additionné apres la Thapsigargin ou la ConA ne
‘permet pas une nouvelle augmentation du taux de calcium intracellulaire
lorsque les splénocytes sont placés dans un milieu sans calcium (Figures n°16 et
n°17), suggérant l'existence d'un pool calcique intracellulaire commun mobilisé
par le DMBA et la Thapsigargin d’une part et par le DMBA et la ConA d’autre

part.

4- Effet sur l'activation lymphocytaire des lymphocytes T humains.

Le DMBA inhibe de facon dose-dépendante la prolifération de
lymphocytes périphériques humains en réponse & la PHA (Figure n°19). La CI50

est égale 2 4,8 10°M.
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Figuren®18:  Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la

prolifération des lymphocytes T humains en réponse a la

phytohémagglutinine.
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5- Effet sur la production d'interleukine-2 par les lymphocytes T

humains.

Nous avons ensuite mesuré la quantité dTL-2 produite par les
lymphocytes périphériques humains activés lpar la PHA apres exposition au
DMBA. Le DMBA inhibe de facon dose-dépendante la production dIL-2 en
réponse a la PHA des lymphocytes périphériques humains (Figure n°19). La

CI50 est égale 24,6 10° M.
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Figuren®19: Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la

production d'interleukine-2 par les lymphocytes périphériques

humains en réponse 2 la phytohémagglutinine.
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Le DMBA affecte 2 la fois la prolifération des lymphocytes T humains et
la production dTL-2 en réponse a la PHA. Le DMBA agit donc en amont de la
production d'TL-2. I est donc intéressant d'étudier l'interaction du DMBA avec

I'homéostasie calcique du lymphocyte T humain.

6- Effet sur I'hnoméostasie calcique des lymphocytes T humains.

Comme avec le lymphocyte T murin, nous avons déterminé l'interaction
du DMBA avec le lymphocyte T humain apres activation par un mitogene
polyclonal des cellules T (la PHA), mais aussi l'effet direct du DMBA sur le taux

de calcium intracellulaire.
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Effets du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur le taux de calcium intracellulaire suite a

V'activation des lymphocytes périphériques humains par la phytohémagglutinine

Tout d'abord, nous avons suivi l'évolution du taux de calcium
intracellulaire au cours du temps apres activation par la PHA et exposition au
DMBA.

Deux minutes apres l'addition de la PHA, le calcdium arrive a sa
concentration intracellulaire maximale, lorsque les cellules sont traitées avec le
solvant DMSO. Le signal augmente par rapport a son niveau de base (Figure
n°20B). Le calcium intracellulaire dans le lymphocyte périphérique humain
retrouve son niveau de base, 35 minutes apres l'addition du signal d'activation
(résultats non montrés).

L'intensité de 'augmentation du calcium intracellulaire suite a I'activation
par la PHA et exposition au DMBA est diminuée de maniere dose-dépendante
(résultats non montrés). Le taux de calcium intracellulaire redescend a son
niveau initial 20 minutes apres activation par la PHA (Figure n°20A). Les
lymphocytes exposés au DMBA et activés par la PHA ne présentent pas la phase
de plateau du taux de calcium intracellulaire observée dans les lymphocytes

traités par le solvant DMSO aprds activation par la PHA (Figure n°20B).
L'augmentation de calcium est retardée de 1 minute a 40 uM (Figure n°20A). De

plus, le taux de base du calcium intracellulaire des lymphocytes humains est

augmenté apres une heure d'exposition au DMBA (Figure n°20A).
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Figuren®20: Effet comparé du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne

(A) et du DMSO (B) sur le taux de calcium intracellulaire suite a
l'activation des lymphocytes périphériques humains par la

phytohémagglutinine.

1007 +55%
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Résultats d'une expérience représentative exprimée en Intensité Moyenne de Fluorescence(IMF)

Les pourcentages indiquent I'augmentation maximal du signal
Les lymphocytes sont traités par le DMBA ou le DMSO une heure avant I'addition du signal
mitogenique. Le temps T=0 correspond a l'addition du signal mitogénique.

Effets du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur le taux de calcium intracellulaire des
lymphocytes humains.

Le DMBA est connu pour induire une augmentation de calcium
intracellulaire de facon précoce dans des lignées leucémiques T humaines de
phénotype CD4+ (Jurkat) et thymocytaire CD4+CD8+ (HBP-ALL) ainsi que dans
les lymphocytes T murins (voir plus haut). De plus, le DMBA perturbant le taux
de calcium intracellulaire du lymphocyte T humain apres activation par la PHA,
nous avons décidé d'étudier le taux de calcium intracellulaire des lymphocytes T
périphériques apres traitement par le DMBA.

Les résultats obtenus ne sont pas identiques selon les individus. Le

DMBA induit une augmentation précoce du taux de calcium intracellulaire dans
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les lymphocytes T humains purifiés et isolés du sang périphérique de 4

donneurs sains sur les 10 volontaires testés (voir exemple du Donneur 1, Figure
n°21A). Cette augmentation atteint son maximum entre 3 a 6 minutes aprés
exposition au DMBA. En revanche, nous n'avons pas pu détecter de
modification du taux de calcium intracellulaire de maniere précoce (inférieure a
30 minutes) dans les lymphocytes T humains des 6 autres donneurs (voir Figure

n°21B, oi1 sont représentés les deux types de donneurs).

Figure n°21A: Cinétique d'augmentation du taux de calcium
intracellulaire aprés traitement des lymphocytes T humains par le

DMBA : Augmentation précoce du taux de calcium intracellulaire.

140 7 Donneur 1
—#— DMBA

1307 —&— DMSO
% &

1207
2
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90 T T ]
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Temps (en minutes)

Résultats d'une expérience représentative exprimés en intensité
moyenne de fluorescence (IMF).

Le DMBA (ou le DMSO® est additionné au temps T=0.
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Figure n°21B: Cinétique d'augmentation du taux de calcium

intracellulaire apres traitement des lymphocytes T humains par le
DMBA : Augmentation tardive du taux de calcium intracellulaire :

comparaison de 2 donneurs.
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= 100
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0 1 1 1 | L |
0 10 20 30 40 50 60

Temps (en minutes)

Ne figure que les résultats du DMBA.
Chez le donneur 1, le DMBA induit une augmentation tardive et une précoce.
Chez le donneur 2, on n'observe que 'augmentation tardive.

Résultats d'une expérience représentative exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF).
Le DMBA (ou le DMSO) est additionné au temps T=0.

Dans les lymphocytes T périphériques des 4 donneurs pour lesquels on
observe une augmentation précoce du taux de calcium intracellulaire,
l'utilisation de milieu sans calcium et d'un inhibiteur des tyrosines kinases (la
génisteine) a permis de démontrer d'une part que I'augmentation du taux de
calcium intracellulaire était majoritairement due & une libération de calcium
intracellulaire et d'autre part que l'inhibition des tyrosines kinases permettait de
réduire ce taux (Figure n°22), mais de fagon incomplete a la différence de ce que
nous avons observé précédemment avec les splénocytes murins ott l'inhibiton

était complete.
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Figuren°22: Effet de la génisteine sur l'élévation précoce du taux
de calcium intracellulaire induit par le Diméthyl-7,12-

benz(a)anthracéne dans le lymphocyte T humain.
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Résultats d'une expérience représentative exprimés en intensité
moyenne de fluorescence (IMF)

Le DMBA est additionné au temps T=0.

Néanmoins, aprés une heure d'exposition au DMBA le taux de calcium
intracellulaire est élevé de manitre significative dans les lymphocytes
périphériques T humains de tous les donneurs (voir Figure n°20A et résultats
non montrés). Cette augmentation tardive, variable d'un individu a l'autre peut
durer jusqu'a 6 heures apres traitement par le DMBA. Elle est insensible a un
traitement par la génisteine et persiste méme en absence de calcdum

extracellulaire (Figure n°23).

Ces résultats suggerent que le DMBA induit une augmentation précoce
du taux de calcium intracellulaire dans les lymphocytes T humains chez certains

individus seulement 2 la différence de l'élévation tardive qui est constante chez
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tous les donneurs. Si on observe une augmentation du Ca2*ic précoce, celle-ci

est dépendante des tyrosines kinases, alors que l'augmentation tardive est

indépendante des tyrosines kinases et du Ca?+ extracellulaire.

Figuren°23: La génisteine et I'EGTA ne modifient pas
I'augmentation tardive du taux de calcium intracellulaire de

lymphocytes T humains induit par le diméthyl-7,12-

benz(a)anthracéne.
200
150" O DMSO
ju ¥ 1001 DMBA
E Bl Génisteine + DMBA
50 EGTA + DMBA
0 _ y Y
A B C C
Donneurs

Résultats exprimés en Intensité Moyenne de Fluorescene (IMFisem).

Le donneur C a été testé deux fois.

Tous les résultats sont significativement différents du témoin-DMSO.

L'IMF est determinée au temps T=1 heure, soit une heure aprés I'addition du DMBA.

Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur le taux de calcium intracellulaire de
lignées leucémiques T de phénotype CD4.

Pour s'assurer que la technique utilisée (cytométrie en flux et fluo-3AM)
est suffisamment sensible pour détecter une augmentation précoce de calcium
intracellulaire apres exposition au DMBA, nous avons utilisé la lignée
leucémique T Jurkat. En effet, il a été rapporté que le DMBA induisait une

importante augmentation de calcium intracellulaire dans cette lignée.
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L'augmentation du taux de calcium intracellulaire dans deux lignées T

CD4+ (Jurkat et HUT78) induite par le DMBA est nettement pfus importante que
dans les lymphocytes T périphériques humains (Figure n°24). L'inhibition par la
génisteine de 'augmentation du taux de calcium intracellulaire induite par le
DMBA est complete dans les 10 premitres minutes apres 'addition du DMBA
(Figure n°24). L’addition ¢’ EGTA permet de démontrer que 'augmentation du
taux de calcium intracellulaire induit par le DMBA dans les 2 lignées Jurkat et
HUT78 est essentiellement d’origine intracellulaire (Figure n°24). Ces résultats
suggerent une différence dans le mécanisme de l'augmentation de calcium
intracellulaire induite par le DMBA dans les lymphocytes T humains

leucémiques et les lymphocytes T humains non tumoraux.
Figuren®24: Effet du Diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur le

taux de calcium intracellulaire dans la lignée T CD4 Jurkat (A) et la

lignée T CD4 HUT78 (B).
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Résultats d’expériences représentativesexprimés en intensité +EGTA

moyenne de fluorescence (IMF). —8— +Genistein
La génistein et 'EGTA sont ajoutés 1 heure avant addition de DMBA

Le DMBA est additionné au temps T=0.
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stme PARTIE : Interaction des dérivés méthylés du benz(a)anthracdnme

avec l'activation du lymphocyte T murin : Etude de structure-activité.

1- Effets sur la prolifération de splénocytes murins activés par I’anticorps

anti-CD3 ou la Concanavaline A.

Le DMBA et le M12BA inhibent de maniere dose-dépendante la prolifération
en réponse 4 un mitogéne polyclonal des cellules T, la concanavaline A (ConA). Les
concentrations inhibitrices 50 % (CI50) sont respectivement égales a 3,0.10-°M et
2,9.105M (Figure n°25A). Par contre, ce test n'est pas affecté par le M7BA
(C150=4,0.10-3M) : quelle que soit la concentration, on observe aucune différence
significative par rapport au témoin DMSO.

Le DMBA, le M7BA, le M12BA inhibent la prolifération des splénocytes en
réponse a 'anti-CD3 de facon dose-dépendante (Figure n°25B). Les CI50 sont du
méme ordre de grandeur, bien que le DMBA soit encore le plus actif (CI50= 2,2.10-
5M), puis le M7BA (CI50= 4,3.10°M), et le M12BA (CI50= 5,3.10-°M).

Les viabilités cellulaires quelques soient les concentrations et les molécules

employées ne sont pas significativement différentes du témoin.
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Figure n°25A; Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracene

sur la prolifération des splénocytes murins activés par la concanavaline

A.
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-Ee 4
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5 20 40
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Résultats d'au moins trois expériences indépendantes. *p<0,05
Figure n°25B: Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthraceéne
sur la prolifération des splénocytes murins activés par l'anticorps anti-
CD3.
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Résultats d'au moins trois expériences indépendantes. * p<0,05
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Pour différencier l'interaction des HPA sur les événements précoces
(stimulation du récepteur pour I'antigene des cellules T (RCT )5 ou plus tardifs de la
prolifération (comme l'interaction de 1TL-2 avec son récepteur de haute affinité) des
splénocytes en réponse a la ConA, nous avons ajouté a la concentration de 40 uM
les trois HPA 2 différents temps apres l'activation par la ConA. La ConA est choisie
comme signal d'activation car les trois dérivés méthylés du Benz(a)anthraceéne
présentent un profil d'action différent lorsque les splénocytes sont activés par ce
mitogene.

L'effet du DMBA persiste méme lorsqu'il est additionné 24 heures apres le
signal d'activation (Tableau n°1). Le DMBA & 40 uM inhibe de 62% la prolifération
des splénocytes traités une heure avant l'addition de la ConA (Figure n°25A et
Tableau n°l1). La prolifération des splénocytes traités 24 heures apres le signal
d'activation n'est plus réduite que de 48%.

Le M7BA n'a pas d'effet significatif sur la prolifération en réponse a la ConA
(Figure n°25A et Tableau n°1).

Le M12BA possede un effet significatif sur la prolifération de splénocytes en
réponse A la ConA uniquement lorsqu'il est additionné jusqu'a 2 heures apres le

signal d'activation (Tableau n°1).
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Tableaun®l: Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne

sur la prolifération de splénocytes murins apres différents temps

d'exposition avant ou apres activation par la concanavaline A.

-1hr Ohr +1hr +2hr +4 hr +8 hr +24hr
(@ (b) (b) (b) (b) (b) (b)

DMBA 38+14* 2947* 2942  43i9*  5047*  53t5* 5245

M7BA 8243 8515 8348 90+12 9116 9742 9245

M12BA 3749  3249*  31+4* 4648 71410 7846 89+10

a: Les HPA (40 uM) sont additionnés une heure avant le signal d'activation.
b : les HPA sont ajoutés apres le signal d'activation.

La prolifération est mesurée a t= 48 heures.

Résultats de trois expériences indépendantes. *p<0,05

Le DMBA interagit avec les événements précoces et tardifs de l'activation
lymphocytaire par la ConA. Le M12BA inhibe préférentiellement la phase précoce

de l'activation.

2- Interaction des dérivés méthylés du benz(a)anthracéne avec la voie de

I'interleukine-2.

Effets sur la production d'Interleukine-2 par les splénocytes murins stimulés par U'anticorps
anti-CD3 ou la Concanavaline A.

L'interleukine-2 (IL-2) étant le facteur de croissance majeur du lymphocyte T
activé, nous avons mesuré la production d'TL-2 par les splénocytes murins activés
par la ConA ou l'anticorps anti-CD3 aprés exposition aux dérivés méthylés du

benz(a)anthracéne. La production d'TL-2 par les splénocytes en réponse a la ConA
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ou 2 l'anti-CD3 est & peu pres identique : 1251 + 326 pg/ml et 1241 £ 315 pg/ml

respectivement (Figures 26A et 26B).

Comme pour le test de prolifération en réponse a la ConA, le M7BA n'affecte
pas la production d'TL-2 apr2s activation par ce mitogene : sa CI50 est de 2.102 M.
Le DMBA et le M12BA inhibent de manitre dose-dépendante la production dTL-2
par les splénocytes activés par la ConA, le DMBA est toujours le dérivé plus actif
(CI50=4,6.10-5 M). La CI50 du M12BA est égale a 1,2.104 M (Figure n°26A).

La production d'TL-2 en réponse a l'anticorps anti-CD3 est affectée de fagon
dose-dépendante par les trois dérivés méthylés du benz(a)anthracene. La CI50 du
DMBA 8,3.105M est identique 2 celle du M7BA 8,6.10°M et inférieure a celle du

M12BA 1,5.104M (Figure n°26B).

Figure n°26A : Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne

sur la production d'interleukine-2 par les splénocytes murins activés

par la concanavaline A.
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Résultats d'au moins trois expériences indépendantes. *p<0,05
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Figure n°26B : Effet des trois dérivés méthylés du. benz(a)anthraceéne

sur la production d'interleukine-2 par les splénocytes murins activés

par l'anticorps anti-CD3.
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Résultats d'au moins trois expériences indépendantes. * p<0,05

Afin de transmettre son signal mitogénique aux lymphocytes activés, ITL-2

doit interagir avec son récepteur de haute affinité constitué de trois chaines a, B, et

y. L'interaction de 1TL-2 avec son récepteur permet au lymphocyte activé de passer

de la phase G1 2 S du cyde cellulaire. Nous avons donc déterminé l'expression du
récepteur de haute affinité pour I'TL-2 des splénocytes stimulés par la ConA et
l'anti-CD3 apres exposition in vitro a 40 pM des trois dérivés méthylés du
benz(a)anthractne (Tableau n°2A et n°2B).

Lorsque les splénocytes sont activés par la ConA et exposés au DMSO, on
dénombre grace 2 la méthode de Scatchard 1452 sites de fixation pour ITL-2. Quand
les splénocytes activés par le méme mitogene sont traités par les trois dérivés
méthylés du Benzanthracene, le nombre de sites de fixation par cellule est de 1032

pour le M7BA (soit 71% par rapport au témoin), de 940 pour le M12BA (soit 64%
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par rapport au témoin) et de 456 pour le DMBA (soit 31% par rapport au témoin).
L'affinité de ces sites de fixation déterminée par la constante de dissociation Kd
n'est pas affectée (Tableau n°2A).

Quand les splénocytes sont activés par l'anti-CD3, l'affinité des sites de
fixation pour 1TL-2 n'est pas diminuée (Kd=8,5 10-11 M pour le témoin-DMSO, 6,8
1011 M, 77 1011 et 6,4 10-11 M pour le DMBA, le M7BA et le MI2BA
respectivement). La réduction du nombre de sites de fixation pour 1TL-2 est
importante avec le DMBA (486 sites de fixation par cellule contre 1583 pour le
témoin-DMSO soit 69% d'inhibition, comme pour la ConA). Le M7BA et le M12BA
inhibent de facon relativement identique le nombre de sites de fixation pour I'TL-2
(871 et 856 sites de fixation soit 46% et 45% d'inhibition respectivement) (Tableau
n°2B).

Tableau n®2A : Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne

sur 'affinité et le nombre de récepteur de haute affinité pour I'TL-2 de

splénocytes activés par la concanavaline A.

ConcanavalineA Kdax 10011 M Nombre de sites de
fixation par cellules
DMSO 9.0 1459 (100%)b
DMBA 7.6 456 (31%)
M7BA 9.7 1032 (71%)
M12BA 55 940 (64%)

a : Kd signifie constante de dissociation.
Résultats d'une expérience représentative.
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Tableau n°2B: Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne

sur l'affinité et le nombre de récepteur de haute affinité pour I'IL-2 de

splénocytes activés par l'anticorps anti-CD3.

Anticorps anti-CD3 Kdax 1011 M Nombre de sites de
fixation par cellules
DMSO 8.5 1583 (100%)P
DMBA 6.8 486 (31%)
M7BA 77 856 (54%)
M12BA 6.4 871 (55%)

a : Kd signifie constante de dissociation.
Résultats d'une expérience représentative.

Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne sur la prolifération dépendante de
l'interleukine-2.

Pour étudier l'interaction des HPA avec la voie de transduction de 1'IL-2, les
splénocytes murins sont stimulés pendant deux jours par la ConA, puis les
lymphoblastes sont rendus dépendant de I'TL-2 pour leur croissance par addition
dTL-2 exogene. Seul le DMBA diminue significativement la prolifération
dépendante de ITL-2 des lymphoblastes stimulés par 200 pg/ml dTL-2 (Figure
n°27). Le DMBA inhibe toujours la prolifération dépendante de ITL-2 de
lymphoblastes stimulés par 500 pg/ml d'TL-2 (CI50=8,2.10¢ M a 500 pg/ml d'TL-2).
Les deux autres dérivés monométhylés du benz(a)anthracéne affectent faiblement
la prolifération IL-2 dépendante (CI50 du M7BA=1,4 104 M; pour le M12BA 2,2 104

M) a cette concentration d'TL-2 (résultats non montrés). Lorsque la concentration
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dTL-2 est augmentée a 1000 pg/ml, le DMBA inhibe toujours fortement la

prolifération dépendante de 1'TL-2 (CI50=1,1.10"M).

Figure n°27:  Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracene

sur la prolifération dépendante de I'interleukine-2 (IL-2).
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Résultats d'au moins trois expériences indépendantes. *p<0,05
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Effet de 'ajout d’interleukine-2 sur 1'inhibition de la prolifération en réponse a l'anti-CD3
ou la Concanavaline A induite par les trois dérivés du Benz(a)anthracéne.

L'ajout dTL-2 exogene & la concentration de 500 pg/ml au moment de
l'exposition des splénocytes aux toxiques permet d'inhiber 'effet du M12BA sur la

prolifération en réponse a la ConA (C150=2,9.10-5M avec la ConA seule et 9,8.10-°M
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avec 500 pg/ml d'TL-2) (Figure n°28A) ou & I'anti-CD3 (C150=5,3.10-°M avec I'anti-
CD3 seul, et 1,1.104M avec 500 pg/ml d'IL-2) (Figure n°28B).

Le M7BA inhibe uniquement la prolifération des splénocytes activés par
I'anti-CD3 (Figure n°26B). L'effet du M7BA est réduit par addition dTL-2 exogene
(CI50=4,3.10-M sans cytokines, 1,0.10-4M avec 500 pg/ml d'IL-2) (Figure n°28B).

L'inhibition de la prolifération en réponse a l'anti-CD3 ou a la ConA induite
par le DMBA n'est pas abolie par 11L-2. Méme 2 1000 pg/ml dTL-2, les CI50 restent
stables (CI50=2,2.10-°M avec anti-CD3, 4,7.10°M avec 1 ng/ml dTL-2, C150=3.10""M
avec la ConA 4,6.10-5M avec 1 ng/ml d'IL-2) (Figure n°28A et n°28B).

L'ajout d'TL-2 exogene permet d'inhiber les effets sur la prolifération des
splénocytes en réponse aux mitogenes ConA ou anti-CD3 des deux dérivés
monométhylés du benzanthracéne. Par contre, l'addition dTL-2 ne permet pas
d'inhiber les effet du DMBA sur la prolifération des splénocytes en réponse a l'anti-

CD3 ou la ConA.
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Figuren°28:  Effet de l'ajout d'interleukine-2 (IL-2) sur l'inhibition
de la prolifération des splénocytes murins en réponse a la
concanavaline A (A) ou a l'anticorps anti-CD3 (B) induite par les trois

dérivés méthylés du benz(a)anthracene.
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Résultats de trois expériences indépendantes. *p<0,05.
L'interleukine-2 (IL-2) est additionnée en méme temps que le dérivé du Benzanthracene.
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Effet de 'ajout d’Interleukine-2 en combinaison avec d’autres cytolcz:nes sur l'inhibition de la
prolifération en réponse & 'anti-CD3 ou a la Concanavaline A induite par les trois
hydrocarbures polycycliques aromatiques

Des cytokines produites par les cellules présentatrices de I'antigéne comme
1TL-1 et I'TL-6 délivrent un signal comitogénique aux lymphocytes T. Ces cytokines
agissent sur l'expression du récepteur de haute affinité pour I'TL-2 et/ ou la réponse

dépendante de I'TL-2.

L'addition dTL-18 ou dTL-6 en combinaison avec 1TL-2 ne modifie pas
significativement I'inhibition de l'effet du M12BA et du M7BA observée apres ajout
d'TL-2 seule (Figure n°29A et 29B). L'TL-2 2 500 pg/ml avait déja corrigée l'inhibition
de la prolifération causée par le M12BA et le M7BA (Figure n°28A et 28B).

Avec l'addition dTL-2 et dTL-1p, l'effet du DMBA sur la prolifération en

réponse 4 la ConA ou a l'anticorps anti-CD3 est réduit (Figure n°29A et 29B). LTL-2
seule, méme 2 fortes concentrations ne permettait pas un tel effet (Figure n°28A et
28B).

L'addition d'TL-6 en plus de I'TL-2 ne modifie rien (Figure n°29A et n°29B). Le

DMBA est toujours aussi actif.
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Figure n°29A: Effet de l'ajout d'interleukine-2 exogéne en

combinaison avec d'autres cytokines sur I'inhibition de la prolifération
des splénocytes murins en réponse 2 la concanavaline A induite par les

trois dérivés méthylés du benz(a)anthracene.
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Figure n°29B: Effet de Ilajout d'interleukine-2 exogéne en
combinaison avec d'autres cytokines sur l'inhibition de la prolifération
des splénocytes murins en réponse 2 l'anticorps anti-CD3 induite par
les trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne.
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3- Effets des hydrocarbures polycycliques aromatiques sur I'homéostasie

calcique des lymphocytes T murins

Les résultats précédemment rapportés montrent que le DMBA inhibe
l'augmentation du taux de calcium intracellulaire qui fait suite a l'activation
lymphocytaire T. Afin de définir le ou le(s) groupements méthyles responsable(s)
de cet effet, nous avons donc suivi la variation du taux de calcium intracellulaire
des lymphocytes T murins apres activation par la ConA et exposition aux trois
différents HPA. La ConA est choisie comme signal d'activation car les trois dérivés
Benz(a)anthracene affectent de manitre distinctes la prolifération des splénocytes

en réponse a ce mitogene.

Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne sur le taux de calcium intracellulaire
suite & Vactivation des splénocytes par la Concanavaline A.

Trois minutes apres l'addition de ConA, le taux de calcium arrive a son
niveau maximal, lorsque les cellules sont traitées avec le solvant DMSO. Le signal
augmente de 64% par rapport a son niveau de base (Figure n°30).

L'augmentation du calcium intracellulaire apres activation par la
Concanavaline A et exposition a 40 uM de M7BA‘est de la méme intensité que le
témoin-DMSO. Apres exposition au M7BA, le taux maximal de calcium
intracellulaire est plus précoce que celui obtenu avec le DMSO (1 minute a la place
de 3 minutes) : il diminue 1 minute aprés addition de ConA, puis se stabilise a un

niveau légerement inférieur a celui du témoin-DMSO (Figure n°30).
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Le M12BA inhibe par rapport au témoin l'augmentation du taux de calcium

apres activation par la ConA. Le pic de calcium intracellulaire est retardé dans le

temps de 2 minutes par le M12BA. La phase de plateau qui correspond a I'entrée de
calcium extracellulaire est pratiquement inexistante (Figure n°30).

L'augmentation de calcium intracellulaire des lymphocytes T murins exposés

a 40 yuM de DMBA puis activés par la ConA est retardée de 3 minutes.

L’augmentation du taux de calcium intracellulaire des lymphocytes T murins

exposés au DMBA est diminuée par rapport a celle de lymphocytes traités avec le

DMSO. Les splénocytes exposés au DMBA et activés par la ConA ne présente pas la

phase de plateau observée dans les lymphocytes T traités par le solvant DMSO

apres activation par la ConA (Figure n°30).

Figuren°30:  Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne
sur le taux de calcium intracellulaire suite & I'activation des splénocytes

murins par la concanavaline A.
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Résultats d'une expérience type exprimés en intensité moyenne de fluorescence.
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On retrouve le méme profil d'action des trois dérivés du benz(a)anthracene
sur l'augmentation de calcium intracellulaire aprés activatioﬂ par la ConA et sur la
prolifération en réponse & ce méme mitogene; en effet le DMBA et le M12BA inhibe
de maniere similaire ces deux parametres. Le M7BA n'affecte pas la prolifération
des splénocytes en réponse a la ConA, ni le taux maximal de calcium intracellulaire
suite a ce stimuli. La phase de plateau du calcium intracellulaire des lymphocytes T
murins exposés au M7BA est de plus faible intensité que celle des lymphocytes T
traités avec le DMSO, mais 2 la différence des 2 composés cette phase persiste

Le méthyl en position 12 semble donc nécessaire pour l'inhibition du taux de

calcium intracellulaire apres activation des lymphocytes T murins par la ConA.

Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne sur le taux de calcium intracellulaire
dans les lymphocytes T murins,

Il reste maintenant & déterminer si le méthyl en position 12 est aussi
responsable de l'augmentation du taux de calcium intracellulaire observé apres
exposition au DMBA d'une population enrichie en lymphocytes T murins. Nous
avons étudier l'interaction des trois dérivés méthylés de benz(a)anthracéne apres

exposition précoce (des 30 secondes) et tardive (apres 1 heure).

Le M7BA n'entraine pas d'augmentation significative du taux de calcium
intracellulaire dans les lymphocytes T murins. Cette augmentation est trés fugace
apres addition du toxique (Figure n°31). Par contre, le M7BA 2 40 uM augmente le

taux de calcium intracellulaire de base dans les splénocytes totaux apres 1 heure
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d'exposition. Cette augmentation disparait lorsque le dérive méthylé du
benz(a)anthracene est ajouté aux splénocytes enrichis en cellules T (Tableau n°3).

L'addition de M12BA seul provoque une augmentation du taux de calcium
intracellulaire dans les splénocytes enrichis en lymphocytes T. Le niveau maximal
est atteint 5 minutes aprés addition du toxique. On observe alors une phase de
plateau qui dure environ 7 minutes, puis une diminution régulidre du taux de
Ca2*ic. Le taux de Ca2*ic retrouve son niveau basal 30 minutes aprés addition du
toxique (Figure n°31). Le M12BA 2 la concentration de 40 uM augmente aussi le
taux de calcium intracellulaire de base dans les splénocytes totaux, mais pas dans
les lymphocytes issus de la rate et enrichis en cellules T (Tableau n°3).

Le taux de calcium intracellulaire augmente rapidement apres exposition au
DMBA. Le taux atteint un maximum aprds 5 minutes, puis reste stable jusqu'a 10
minutes puis décline pour arriver a son niveau initial 30 minutes apres exposition
au DMBA (Figure n°31). Le DMBA ne modifie pas de facon significative le taux de
base du calcium intracellulaire aprés 1 heure d'exposition, quelle que soit la
concentration utilisée et quelle que soit la population cellulaire étudiée (Tableau

n°3).



142
Figuren°31;  Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracene

sur le taux de calcium intracellulaire des lymphocytes T murins.
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Tableaun®3;: Augmentation du taux de calcium intracellulaire
induit par les dérivés méthylés du benz(a)anthracéne dans les
splénocytes totaux ou les lymphocytes T murins isolés de la rate apres

une heure de traitement.

Splénocytes totaux Lymphocytes T murins

DMBA 10% 0%
M7BA 172%* 5%
M12BA 110%* 11%

Résultats de trois expériences indépendantes.
L'augmentation du taux de calcium intracellulaire est mesuré 1 heure aprs exposition aux HPA.
* significativement différent du témoin p< 0,05
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Le DMBA et le M12BA agissent de manitre similaire sur le taux de calcium

intracellulaire du lymphocyte T. Le groupement méthyl en position 12 semble
déterminant pour l'augmentation du taux de calcium intracellulaire dans le
lymphocyte T murin. Le M7BA n'a pratiquement pas d'effet. Par contre, les deux
dérivés monométhylés M7BA et M12BA ont une action identique sur le taux de

calcium intracellulaire sur une autre population cellulaire de la rate que les

lymphocytes T.

Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne sur la production d‘inositol-1,4,5-
triphosphate dans les lymphocytes T murins.

Nous mesurons ensuite la production dTP3 aprés exposition des
lymphocytes T aux trois HPA, puisque cette molécule produite par clivage
enzymatique des phospholipides membranaires est directement responsable aprés
fixation sur son récepteur situé sur le réticulum endoplasmique (RE) de la libération
de calcium intracellulaire stocké dans cet organite intracellulaire.

Le M7BA entraine une légere production d'IP3 (8,6 pmol pour 10 millions de
lymphocytes T) qui a lieu 5 minutes apres exposition et dure jusqua 9 minutes
apres I'incubation des cellules avec le toxique (Figure n°32).

Le M12BA induit une production plus importante d'TP3 (24,6 pmol/107
cellules T, apres 2 minutes d'exposition), plus précoce (détectable des 30 secondes)
et plus fugace (retour & son niveau de base aprés 3 minutes) que celle décrite avecle
M7BA (Figure n°32).

Le DMBA est le plus puissant producteur d'TP3 (28,7 pmol/107 cellules T)

avec une cinétique comparable a celle du M12BA (Figure n°32).
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Figuren°32:  Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracene
sur la production d'inositol-1,4,5-triphosphate par les lymphocytes T

murins purifiés.
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Résultats d'une expérience type exprimés en pmol/ 10 millions de cellules.
Ces résultats suggerent que le groupement méthyl en 12 est nécessaire pour

la production d'IP3 par les lymphocytes T murins purifiés.

Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracéne sur l'activation du lymphocyte T
murin par une combinaison ionophore calcique plus ester de phorbol.

La prolifération des lymphocytes T induite par la ionomycine et un ester du
phorbol permet d'étudier linteraction des toxiques avec les événements
biochimiques précoces précédant l'augmentation de calcium et l'activation des

isoenzymes de la PKC.
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Plus aucune inhibition n'est observée sur la prolifération des splénocytes
exposés au M7BA ou au M12BA, lors de l'utilisation comme signal mitogénique de

la PMA, activateur de la PKC et d'un ionophore calcique la ionomycine. Aucune
inhibition n'est observée pour 5 uM de DMBA, mais des 20 uM la prolifération des
splénocytes est completement supprimée (2011 + 325 cpm et 1390 + 106 cpm

respectivement pour 20 et 40 uM, le témoin étant & 34559 + 978 cpm) (Figure n°33).

Figure n°33:  Effet des trois dérivés méthylés du benz(a)anthracene

sur la prolifération de splénocytes murins activés par la ionomycine
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Résultats d'une expérience représentative exprimés en coups par minutes (CPM)
+ I'erreur standart sur la moyenne (sem).
*p<0,05

La diminution de prolifération en réponse a la combinaison
PMA /ionomycine des splénocytes apres traitement par 20 et 40 uM de DMBA
_correspond & une importante mort cellulaire (33 + 8% et 26 + 5% de viabilité

respectivement pour 20 et 40 uM contre 97+3% avec 5 uM de DMBA).



146

L'utilisation combinée de la ionomycine et de la PMA confirme l'interaction
des dérivés monométhylés du benz(a)anthracéne (M7BA, M12BA) avec les

événements précoces de 'activation lymphocytaire T.

Cette étude de structure-activité permet de déterminer quels sont les
groupements chimiques impliqués dans I'immunosuppression induite par les HPA
(voir Tableau n°4). Le méthyl en position 12 semble étre nécessaire pour inhiber la
prolifération et la production d'IL-2 en réponse 2 la ConA. Le DMBA et le M12BA
interfére de manitre identique avec 'homéostasie calcique et la production d'TP3, ce
qui suggere que le déterminant chimique important pour cette fonction est le
méthyl en 12. La prolifération et la production dTL-2 en réponse a l'anti-CD3 est
affectée aussi bien par le groupement méthyl en position 7 ou 12. La présence des 2
groupements méthyl en 7 et 12 confere au DMBA une plus forte inhibition du
nombre de récepteurs de haute affinité pour I'lL-2 apres activation des lymphocytes
T soit par la ConA ou l'anticorps anti-CD3. De plus, la présence de 2 méthyls est
nécessaire pour l'inhibition de la prolifération dépendante de 1TL-2. En fait, seul le
DMBA interfere a la fois avec la transition de la phase G0 a2 G1 et G1 2 S du cycle
cellulaire. Les dérivés monométhylés du Benz(a)anthractne interagissent
uniquement avec le passage de la phase GO & G1. L'autre différence majeure entre
les dérivés monométhylés et leur dérivé diméthylé est 'induction de la mort par le
DMBA des lymphocytes T stimulés par la combinaison PMA/ionomycine, alors
que le fait d'activer les lymphocytes en passant outre les événements membranaires

supprime l'effet immunosuppresseur du M7BA et du M12BA.
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Tableaun®4;: Récapitulatif des différentes concentrations inhibitrices
50 (CI50) obtenus I'activation
lymphocytaire T avec les trois dérivés méthylés du benz(a)anthracene.

sur différents parametres de

M7BA M12BA DMBA
Position du groupement 7 12 7,12
méthyl
Prolifération en réponse a 4,0 10-3M 2,9 10-°M 3,0 10-°M
la ConA
Production dTL-2 en| 2,0102M 1,2 10-4M 4,6 10-5M
réponse ala ConA
Récepteur de  haute 29% 46% 69%
affinité pour 1TL-2 en| d'inhibitiona | d'inhibitiona | d'inhibitiona
réponse a la ConA 40 uyM 40 uM 40 uyM
Effet de l'addition dTL-2| Pas d'effet 9,8 10-M 4,6 10°M
sur la prolifération en (IL-2=500 (TL-2=1000
réponse a la ConA pg/ml) pg/ml)
Prolifération en réponse 2| 4,3 10°M 5,3 10-°M 2,2 10-°M
I'anticorps anti-CD3
Production dTL-2 en| 8510°M 1,5 104M 8,3 10-°M
réponse a I'anti-CD3
Récepteur de  haute 46% 45% 69%
affinité pour ITL2 en| diinhibitiona | d'inhibitiona | d'inhibition 2
réponse a l'anti-CD3 40 uM 40 uM 40 uM
Effet de l'addition dTL-2| 1,0104M 1,1 104M 4,7 10-°’M
sur la prolifération en| (IL-2=500 (TL-2=500 (TL-2=1000
réponse a l'anti-CD3 pg/ml) pg/ml) pg/ml)
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3tme PARTIE : Comparaison des effets induits in vitro par le

diméthyl-7,12-benz(a)anthractne sur les lymphocytes T de souris

B6C3F1 femelle et sur les lymphocytes périphériques humains.

Afin de permettre d'extrapoler plus facilement a 'homme les résultats
des études toxicologiques obtenus in vivo chez la souris, une comparaison des

effets in vitro des molécules toxiques sur les lymphocytes T murins et humains

a été réalisée (125, 172).

1-Effet comparé du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la prolifération

lymphocytaire.

Effet comparé du diméthyl-7,12-benz(a)anthracene sur la prolifération de lymphocytes
périphériques humains ou de splénocytes murins.

Le DMBA inhibe de facon dose-dépendante la prolifération de
splénocytes murins et de lymphocytes périphériques humains en réponse a la
PHA (Figure n°34). Cependant, le DMBA est légerement plus actif sur les
splénocytes murins (CI50= 2,7 10-5M) que sur les lymphocytes périphériques
humains (CI50= 4,8 10-°M) : cette différence est significative a la concentration

de 40 uM de DMBA (36 et 58 % d'inhibition respectivement).
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Figuren°34: Effet du diméthyl—7,12—benz(a)ar_1thracéne sur la

prolifération de splénocytes murins ou de lymphocytes
périphériques humains en réponse  la phytohémagglutinine.
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Résultats de trois expériences indépendantes. *p<0,05
La réaction lymphocytaire mixte (MLR) exploite la capacité des
lymphocytes T CD4+ a proliférer en présence de lymphocytes allogéniques,
clest A dire ne possédant pas les mémes antigénes de classe I du CMH.
L'activation des lymphocytes T murins ou humains par un stimulus
allogénique lors de la réaction lymphocytaire mixte est inhibée de fagon dose-

dépendante par le DMBA in vitro (Figure n°35). Le DMBA est 30 fois plus actif
sur les lymphocytes humains (CI50= 0,1 10-5M) que sur les splénocytes murins

(CI50 = 3,3 100 M). Lors de l'utilisation de lymphocytes périphériques

humains, la réaction lymphocytaire mixte est le test le plus sensible au DMBA.
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Figuren°35;:  Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la

prolifération de splénocytes murins ou de lymphocytes

périphériques humains en réponse & un signal allogénique.
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Résultats de 3 expériences indépendantes (moyenne + sem).
*p< 0,05

Pour préciser l'interaction du DMBA avec les événements précoces ou
plus tardifs de 'activation lymphocytaire (passage de la phase G1 2 S du cyde
cellulaire, qui correspond 2 l'interaction de 1TL-2 avec son récepteur de haute
affinité) des splénocytes murins ou des lymphocytes périphériques humains
activés par la PHA, le DMBA 2 la concentration de 40 uM est ajouté a différents
temps apres l'addition de la PHA.

L'effet du DMBA sur les splénocytes murins persiste méme lorsqu'il est
additionné 24 heures apres le signal d'activation (Tableau n°5). Le DMBA a 40

pM inhibe de 66% la prolifération des splénocytes traités une heure avant

l'addition de la PHA. La prolifération des splénocytes traités 24 heures apres le

signal d'activation n'est plus réduite que de 51%.
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L'inhibition de la prolifération des lymphocytes périphériques humains

induite par le DMBA persiste lorsqu'il est additionné jusqu'a 6 heures apres le

signal d'activation (Tableau n°5). Le DMBA a 40 uM inhibe de 45% la

prolifération des lymphocytes périphériques traités une heure avant I'addition
de la PHA. La prolifération des splénocytes traités 4 heures apres le signal
d'activation n'est plus réduite que de 23%.

Le DMBA agit sur les événements précoces et tardifs de l'activation du
lymphocyte T murin, alors qu'il inhibe plutdt la phase précoce de l'activation

du lymphocyte T humain.

Tableaun®5: Effets comparés du diméthyl-7,12-benzanthraceéne
sur la prolifération de splénocytes murins ou de lymphocytes
périphériques humains en réponse a la PHA aprés différents temps

de traitement.

-1hr@ Ohr® +1hr® +4hr® +8hr ® +24hr ®

Splénocytes 34+6* 3715* 33+7* 3715* 40£5* 49+1*
murins

Lymphocytes 55+4*  50x4* 709" 77+6 80+4 7942
périphériques
humains

a:Le DMBA (40 uM) est additionné une heure avant le signal d'activation.
b : le DMBA est ajouté apres le signal d'activation.
Résultats de trois expériences indépendantes. *p<0,05

La prolifération des lymphocytes T induite par la ionomycine et un ester

du phorbol permet d'étudier l'interaction du DMBA avec les événements
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biochimiques précoces précédant l'augmentation de calcium et l'activation des

isoenzymes PKC.

Aucune inhibition n'est observée sur la prolifération des lymphocytes
périphériques humains enrichis en cellules T exposés au DMBA, lors de
l'utilisation comme signal mitogénique de la PMA et de la ionomycine. Par

contre, la prolifération des lymphocytes T murins est completement inhibée deés
20 uM (Figure n°36).
Ceci confirme les résultats précédents qui localisaient les effets du

DMBA sur les lymphocytes périphériques humains dans les quatre premieres

heures apres activation (Tableau n°5 et Figure n°36).

Figuren®°36: Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la
prolifération de splénocytes murins ou de lymphocytes
périphériques humains en réponse a la ionomycine et a un ester de

phorbol.
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Interaction du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne avec la voie de l'interleukine-2 :

comparaison des effets sur les lymphocytes périphériques humain-s et sur les splénocytes
murins.

L'interleukine-2 (IL-2) est le facteur de croissance majeur du lymphocyte
T activé. Sa production est dépendante 2 la fois de l'augmentation du calcium
intracellulaire et de l'activation de la PKC événements qui font suite 2 la
stimulation du complexe CD3/RCT. Nous avons donc mesuré la quantité d'TL-
2 produite par les splénocytes murins ou les lymphocytes périphériques
humains activés par la PHA apres exposition au DMBA. Le DMBA inhibe de
facon dose-dépendante la production dTL-2 en réponse a la PHA des
splénocytes murins et des lymphocytes périphériques humains (Figure n°37).
Le DMBA est légerement plus actif sur les splénocytes murins, puisque a 40 uM
I'inhibition de la production d'TL-2 est de 45% (579 pg/ml contre 1292 pg/ml
lorsque les cellules sont traitées avec du DMSO, CI50=2,9 10-°M) pour les
cellules murines contre 55% (soit 861 pg/ml contre 1573 pg/ml pour le témoin,

CI50=4,6 10-5M) pour celles d'origine humaine.
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Figuren°37: Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracene sur la

production d'TL-2 de splénocytes murins ou de lymphocytes
périphériques humains activés par la phytohémagglutinine.
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Le DMBA affecte de maniere dose-dépendante la prolifération
dépendante de 1'TL-2 de lymphoblastes murins stimulés par 500 pg/ml d'TL-2
(CI50=0,8 10-5M) (Figure n°38). Le DMBA a une activité moindre sur la
prolifération dépendante de I'TL-2 de lymphoblastes humains (CI50= 3,8 10
M, différence plus nette 2 40 pM) (Figure n°38). Lorsque l'on augmente les
concentrations d'TL-2 2 1 ng/ml, ce traitement par le DMBA ne modifie pas la
prolifération IL-2-dépendante des lymphoblastes humains activés (Résultats
non montrés). Ces résultats confirment un effet moindre du DMBA sur les
événements tardifs de la prolifération des lymphocytes périphériques humains.
En effet, le DMBA inhibe le prolifération dépendante de I'IL-2 de splénocytes

murins stimulés par 1000 pg/ml (Voir Chapitre 4 partie 2).
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Figuren°38:  Effet du diméthl-7,12-benz(a)anthracéne sur la
réponse dépendante de I'interleukine-2 (500 pg/ml) de splénocytes

murins ou de lymphocytes périphériques humains
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2-Effet comparé du Diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la cytotoxicité

non restreinte au complexe majeur d'histocompatibilité .

Cytotoxicité spontanée (cytotoxicité Natural Killer ou NK)

Les cellules NK sont douées d’une cytotoxicité spontanée non restreinte
au complexe majeur d'histocompatibilité (CMH). Elles éliminent les cellules
infectées par des virus ou des cellules de I'hdte transformées, comme les
cellules tumorales ayant perdues l'expression des antigénes de classe I du
CMH. Afin de comparer les effets immunotoxiques in vitro du DMBA chez
I'homme et la souris, nous avons étudié I'action du DMBA sur la fonction NK

des lymphocytes périphériques humains et des splénocytes murins. Le DMBA
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inhibe de fagon dose-dépendante la cytotoxicité spontanée de splénocytes

murins ou de lymphocytes périphériques humains (Figure n°39). Les CI50 sont
du méme ordre de grandeur (CI50= 3,5 et 1,9 105 M pour la fonction

cytotoxique spontanée humaine et murine respectivement), mais le DMBA a 5

uM est significativement plus actif sur la fonction NK murine.

Fi °39:  Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la
foncion NK de splénocytes murins ou de lymphocytes

périphériques humains.
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Cytotoxicité LAK (pour lymphokine Activated Killer)

Les cellules LAK (pour Lymphokine Activated Killer) sont obtenues par
incubation des splénocytes murins ou des lymphécytes périphériques humains
avec 1TL-2. L'activité LAK est caractérisée fonctionnellement par la lyse de
cellules habituellement résistantes a la cytotoxicité spontanée (les cellules
Daudi pour déterminer l'activité LAK humaine et les cellules P815 pour la

souris). Le DMBA n'inhibe pas de fagon significative la cytotoxicité LAK de
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splénocytes murins ou de lymphocytes périphériques humains activés pendant

1 jour par 1'L-2 a 500 pg/ml (Figure n°40). Les CI50 sont du méme ordre de

grandeur (CI50= 6,4 10-5M et 7 10-M pour la fonction LAK humaine et murine

respectivement).

Figuren°40: Effet du diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la
fonction LAK de splénocytes murins ou de lymphocytes
périphériques humains.
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3-Effet comparé du Diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur la fonction des

lymphocytes T cytotoxiques.

Le DMBA inhibe de fagon dose-dépendante la génération de

lymphocyées T cytotoxiques (CTL) a partir de splénocytes murins ou de
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lymphocytes périphériques humains (Figure n°41). Les cellules sont exposées

au DMBA durant les 5 jours nécessaires 2 la génération de CTL. Le DMBA est

dix fois plus actif sur la génération de CIL a partir des lymphocytes
périphériques humains que des splénocytes murins (CI50= 0,2.10-5M et CI50=

2,2 10M).

Figuren®41: Fonction cytotoxique des CIL allogéniques
obtenus 2 partir de splénocytes murins ou de lymphocytes

périphériques humains traités par le DMBA pendant leur phase

d'obtention.
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ND= non déterminé.

Le DMBA inhibe aussi directement la fonction cytotoxique des CTL

puisqu'on observe une diminution du relargage spécifique de chrome 51 des
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lymphocytes T murins et périphériques humains quand le toxique est ajouté

uniquement pendant les 4 heures du test de cytotoxicité et non pendant la
phase de génération des effecteurs cytotoxiques (Figure n°42). Le DMBA est

légérement plus actif sur la fonction CTL des splénocytes murins (57%

d'inhibition de la fonction CTL murine 3 40 pM contre 48% d'inhibition de la

fonction humaine, avec des CI50 presque identiques : 3 10°M et 4,1 10°M

respectivement).

Figuren°42: Fonction cytotoxique de CTL allogéniques obtenus
a partir de splénocytes murins ou de lymphocytes périphériques
humains lorsque le DMBA est additionné lors de la phase effectrice.
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Différents parametres immunologiques ont été étudiés apres exposition
des splénocytes de souris B6C3F1 femelles ou des lymphocytes périphériques

humains au DMBA in vitro. Les splénocytes de souris B6C3F1 servent de
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référence car il existe des données dans la littérature sur les mémes parametres
immunologiques in vivo (voir Chapitre 1). Les résultats a1ns1 obtenus in vitro sur
les lymphocytes périphériques humains montrent qu'il existe peu de différence
avec ceux obtenus pour les splénocytes murins (voir Tableau n°6). Cependant,
il faut noter que le DMBA semble agir au niveau des événements membranaires
qui suivent l'activation du RCT des lymphocytes T humains, puisque la
prolifération des lymphocytes humains par la combinaison ester de
phorbol/ionophore calcique n'est pas inhibée par le DMBA. Nous avons vu
précédemment que le DMBA induisait la mort des cellules T lorsqu'il était en
présence de PMA /ionomycine. Autre différence, la prolifération lymphocytaire
(réaction lymphocytaire mixte) et la génération de lymphocytes cytotoxiques en
réponse a un signal allogénique seraient plus fortement affectées par le DMBA

avec les cellules humaines.
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Tableaun®6: Comparaison des effets induits in vitro par le

Diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne sur les lymphocytes T murins et
sur les lymphocytes T périphériques : Comparaison des différentes

concentrations inhibitrices 50 (CI50) .

Lymphocytes Splénocytes murins

périphériques humains
Prolifération en réponse 4,8 10°°M 2,7 10°M
alaPHA
Réaction lymphocytaire 0,110M 3,3 10°M
mixte
Prolifération en réponse Pas d'effet 2 40 uM Inhibition compléte dés
ala PMA et ionomycine 20 uM
Production d7TL-2 en 4,6 10-°M 2,9 10-5M
réponse a la PHA
Prolifération dépendante 3,810-°M 0,8 10-5M
de I'TL-2
Cytotoxicité  spontanée 3,5 10-°M 1,9 10-°M
(Fonction NK)
Fonction LAK 6,4 10-°M 7 10-5’M
Génération de CIL 0,2 10-°M 2,2 10’5M
allogéniques
Fonction cytotoxique de 4110°M 310-°M
CTL allogéniques

Sont notés en gras les résultats significativement différents.



162
CHAPITRE 5 : DISCUSSION

Les HPA sont des composés ubiquitaires, contaminants de
l'environnement et connus pour leurs propriétés cancérogenes (10). Certains de
ces composés, comme le DMBA se sont révélés étre aussi de puissants
immunosuppresseurs (12, 21, 25). Le lymphocyte T constitue la cible cellulaire
principale du DMBA, aussi bien in vivo (128) que in vitro (124, 129, 135-137, 157).
L'implication des lymphocytes T CD4 et CD8 dans la réponse immunitaire
antitumorale a été directement démontrée in vivo dans certains modeles
tumoraux murins. En effet, la déplétion d'une des deux populations
lymphocytaires a 1'aide d'un anticorps conduit 2 une croissance de la tumeur
jusque 1a contrdlée. Le lymphocyte T CD4 prolifere et produit des cytokines
dont l'interleukine-2 en réponse aux antigénes tumoraux, le lymphocyte T CD8
détruit spécifiquement les cellules tumorales qui présentent de facon adéquate
l'antigéne tumoral (17, 18). Pour cela, le lymphocyte T CD8 posseéde deux
principaux mécanismes de cytotoxicité : I'exocytose granulaire et l'expression
membranaire de FasL (93). Le DMBA inhibe la prolifération des lymphocytes T
CD4 (124, 128, 137), la production d'IL-2 par les lymphocytes T (124, 136-137) et
perturbe la reconnaissance de I'antigéne par les lymphocytes T CD8 (135).

Les cibles moléculaires du DMBA responsables de l'inhibition de la
fonction des lymphocytes T par le DMBA restent a définir. De premieres études
menées par le groupe de Burchiel (142, 145) et dans notre laboratoire (143-144),

avaient démontré que le DMBA interférait avec I'augmentation du taux calcium
intracellulaire (Ca2+*ic) qui fait suite & l'activation du lymphocyte T. D'autre

part, il a été rapporté que le niveau de Ca2*ic au moment de l'activation du
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lymphocyte T était un événement critique dans l'induction de l'anergie (22-23).

On peut ainsi induire l'anergie dans les lymphocytes T en ajoutant un
ionophore calcique juste avant 'activation par l'antigéne (22). Nous avons suivi
par cytométrie en flux a l'aide d'une sonde spécifique du calcium le Fluo-3,
l'augmentation du taux de Ca2*ic dans le lymphocyte T murin aprs exposition
au DMBA. Le DMBA induit une élévation du taux de CaZ*ic dans les
lymphocytes T, 30 secondes aprés addition. Le taux CaZ*ic est maximal 5
minutes aprés addition du DMBA, puis retourne a son niveau basal aprés 30
minutes. Le calcium mobilisé par le DMBA est essentiellement d'origine
intracellulaire, comme le démontre les résultats utilisant les lymphocytes T
placés dans un milieu sans calcium. Comme dans les lymphocytes T stimulés
par un mitogene (ConA ou anti-CD3), cette augmentation de Ca?*ic résulte de
la production d'TP3 par le DMBA. Comme le suggere les résultats obtenus avec
la génisteine (un inhibiteur de TPK), la production dTP3 dépendrait de
l'activation des tyrosines kinases (TPK) qui par la suite phosphoryleraient la
PLC-1y. Dans les cellules de la lignée T humaine HBP-ALL, I'augmentation
précoce du taux de calcium de base par le DMBA est la conséquence de la

libération du calcium intracellulaire du RE par I'IP3. En effet, Archuleta et coll.
ont montré que le DMBA en activant les tyrosines kinases p56lcK et p59fyn
phosphorylait la PLCly ce qui entrainait la formation d'TP3 (145). Récemment, il
a été démontré que le récepteur de I'IP3 situé au niveau du RE était directement
régulé par la TPK p59fyn (173). On peut donc supposer que le DMBA induit la

libération du calcium du RE, en activant la p59f™ et par la production d'TP3.

Des résultats récents rapportés par Krieger et coll. ont démontré que le DMBA
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empéchait la rétention et la réintégration du calcium dans le RE en inhibant les

pompes SERCA (pour Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulu;ﬁ Calcium ATPases)
dans une lignée T humaine immature de phénotype thymique CD4+/CD8+.
Cette inhibition serait responsable d'une augmentation plus tardive du taux de
calcium (147). Nous n'avons pas pu démontrer une augmentation de CaZ*ic
tardive (apres 30 minutes) dans les lymphocytes T murins isolés de la rate de
souris B6C3F1. De plus, la génisteine inhibe completement 1'élévation de Ca2*
apres exposition au DMBA dans nos cellules. Ceci suggere que l'augmentation
du calcium intracellulaire dans le lymphocyte T murin aprés exposition au

DMBA est plutdt consécutive a la production d'TP3 et a I'activation des TPK et

de la PLC-1y (Voir Figure n°43). 1l faut signaler que l'acide arachidonique

stimule I'extrusion de Ca2+ic dans le macrophage (174). L'acide arachidonique,
comme le DMBA a une structure aromatique. Nous n'avons pas testé
I'hypothese de I'extrusion de calcium hors du lymphocyte T murin. Si le DMBA
stimule l'extrusion du calcium de la cellule, ceci peut expliquer l'absence de
modification tardive du taux de Ca2+*ic, méme si le DMBA inhibe les pompes
SERCA comme cela a été suggéré dans une lignée lymphocytaire T (147) (voir
Figures n°43).

Les mécanismes responsables de l'entrée de calcium extracellulaire ne
sont pas encore clairement définis. Plusieurs hypotheses (voir Figure n°5) ont
été avancées comme la présence sur la membrane plasmique de récepteurs a
1'P3 (106), ou a 1TP4 un métabolite de 1'TP3 (108), ou encore la production suite
a la déplétion du RE du peptide CIF qui conduit a une entrée de calcium

extracellulaire (111). Apres exposition du lymphocyte T murin au DMBA, une
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entrée fugace de calcium extracellulaire se produit. Cette entrée fait suite a la

déplétion du RE, car si on prévient la libération de calcium du RE par la
génisteine, cet influx de calcium n'a pas lieu. Mais cet influx est trés faible si on
le compare a celui provoqué par la ConA ou la Thapsigargin. Cette faible entrée
de calcium extracellulaire pourrait s'expliquer par le fait que le DMBA inhibe
l'entrée de calcium extracellulaire. En effet, le DMBA s'oppose a l'entrée de
Ca2t+ extracellulaire induit par la Thapsigargin ou la ConA en agissant au

niveau des canaux calciques de la membrane plasmique.

Comment réconcilier les perturbations de l'homéostasie calcique
provoquées par le DMBA (voir Figures n°43) avec linhibition de
l'augmentation calcique et plus généralement l'inhibition de la prolifération
induite par le DMBA apres activation par la ConA ? Le DMBA en induisant la
libération de Ca2+ du RE et en inhibant la recapture du Ca?* par cet organite

contribue 2 diminuer le pool de Ca2tic du RE qui ne pourra étre

convenablement mobilisé par la ConA ou par un antigene, les cellules étant

alors anergiques. En effet, le DMBA libere majoritairement du Ca2* provenant
du pool intracellulaire (143, nos résultats). Deuxiémement, le DMBA inhibe
I'entrée de calcium extracellulaire induite par la ConA. Pour certains, le
maintien d'un niveau de calcium intracellulaire suffisant apres l'activation
lymphocytaire est un événement critique pour la production dTL-2 et une
prolifération optimale (175). De plus, I'amplitude et la durée de 'augmentation

du calcium intracellulaire dans les lymphocytes régulent finement l'activation
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des facteurs de transcription tel que NF-AT ou NF-xB (75) qui eux-mémes

contrdlent la synthese d'TL-2.

En ce qui concerne l'interaction du DMBA avec I'homéostasie calcique
des lymphocytes périphériques humains, les résultats obtenus sont variables
selon les donneurs. Les perturbations précoces de 'homéostasie calcique (moins
de 1 heure) provoquées par le DMBA sont beaucoup moins nettes sur les
lymphocytes périphériques humains que sur des lignées tumorales humaines
comme les lignées Jurkat et HUT78 ou sur les lymphocytes T murins. En fait, le
DMBA semble surtout induire une augmentation progressive et tardive du taux
de Ca2*ic dans les lymphocytes périphériques humains. Cette augmentation
fait plut6t penser a une inhibition des pompes SERCA, comme cela a été décrit
dans la lignée HBP-ALL (147). Le RE est alors incapable de stocker le calcium et
le taux de Ca2tic augmente donc progressivement. Ces résultats expliqueraient
pourquoi le DMBA doit étre additionné dans les 6 premitres heures aprés
activation pour inhiber la prolifération en réponse a la PHA. Passer les 6
premitres heures aprés stimulation, le calcium parait moins nécessaire.
Certains facteurs de transcription se sont déja fixés sur leur site spécifique de
régulation en amont du gene de 1TL-2 (76) et la voie de signalisation
biochimique sous le récepteur de I'TL-2 est indépendante du calcium (86).

Il est intéressant de noter I'hétérogénéité des donneurs pour
l'augmentation précoce du taux de Ca2*ic suite au traitement par le DMBA.
Les tests fonctionnels (prolifération en réponse a la PHA, production d'TL-2 en
réponse a la PHA et la cytotoxicité spontanée) ne permettent pas de différencier

les donneurs pour lesquels les lymphocytes présentent une augmentation
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précoce du taux de calcium intracellulaire aprés DMBA de ceux n'en présentant

pas.

L'homeéostasie du calcium est une des cible moléculaire du DMBA. 1l en
résulte une diminution de la prolifération des lymphocytes en réponse aux
mitogenes, mais aussi une diminution de la synthese de protéines comme ITL-2

qui fait suite a 1'activation du lymphocyte T.
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Figure n°43A ; Schéma illustrant le mécanisme d'interaction du

diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne avec 'homéostasie calcique dans

le lymphocyte T murin.

Augmentation du taux de calcium (Ca2t) intracellulaire apres

activation des tyrosines kinases (TPK) et production d'inositol-1,4,5-

triphosphate (IP3).

Milieu extracellulaire

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Les abréviations sont les mémes que celles utilisées dans le texte.

Les fleches en gras indiquent les résultats obtenus.

Les points d’interrogations indiquent les effets possibles observés dans le lymphocyte

T murin aprés exposition au DMBA.
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Figure n°43B : Schéma illustrant le mécanisme d'interaction du

diméthyl-7,12-benz(a)anthracéne avec 1'homéostasie calcique dans
le lymphocyte T murin.
Blocage de l'entrée du Ca2+ extracellulaire.

Ce schéma prend en compte les résultats de Krieger et coll. qui suggere que le
DMBA inhibe les pompes SERCA (147) et le fait que l'on observe pas
d’augmentation tardive du taux de calcium intracellulaire dans les lymphocytes
T murins (traits en rouge). L'inhibition des pompes SERCA empéche le

remplissage du réticulum endoplasmique (RE). Ce schéma représente le statut

de la cellule en Ca2* au moment de I'addition du mitogene.

Milieu extracellulaite Ca2+
Ca2+

Extrusion ?

Ca2+

canal calcigue
ip3r| RE ERCA

Cads Ca2+
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En gris sont rappelés les effets du DMBA selon la figure précédente..

Pour les abréviations se rapporter au texte.
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Le but de la deuxidme partie de cette étude était de montrer le role

respectif des méthyls en position 7 et 12 du cyde »benzanthracéne sur
l'activation lymphocytaire. Pour cela, nous avons utilisé comme systéme
cellulaire les splénocytes murins in vitro traités par trois dérivés méthylés du
benz(a)anthracene : le DMBA, le M12BA, le M7BA. Des trois HPA, le DMBA est
le plus puissant inducteur de tumeurs cutanées chez la souris CD-1 (11). Une
étude de relation structure-activité menée avec les mémes molécules sur la

génération de CTL allogéniques montrait que le DMBA est la molécule la plus

active (60% d'inhibition a 40 uM), puis le M12BA (49% d'inhibition a 40 pM) et

le M7BA (17% d'inhibition a 40 pM) (157).

Les trois dérivés méthylés du benzanthracecne DMBA, M7BA, M12BA
affectent de manitre similaire la prolifération de splénocytes en réponse a
I'anticorps anti-CD3 (145-2-C11). Cependant, le test de lymphoprolifération en

réponse a la Concanavaline A n'est pas affecté de fagon significative par le

M7BA 2 la différence du DMBA (CI50=3.10°M) et du M12BA (2,9.10-°M).
L'hypothese d'une cytotoxicité différente sur les splénocytes en culture entre les
trois dérivés méthylés du benzanthracene est écartée : la viabilité cellulaire des
splénocytes évaluée par la technique d'exclusion du bleu trypan n'est pas
significativement différente du témoin quelle que soit la molécule et les
concentrations employées. L'effet du M7BA dépend donc du signal d'activation
utilisé. Les résultats obtenus avec le DMBA sur la prolifération en réponse a la
ConA sont en accord avec ceux décrits dans la littérature (124, 136). La ConA
est un activateur polyclonal des cellules T qui se lie 2 de nombreuses

glycoprotéines de surface avec une spécificité plus particuliere pour les résidus
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a-glucose et D-mannose (68). Ce mitogéne permet aussi la production de

cytokines comme 1TL-1 et I'IL-6 par les cellules accessoires (176). Par contre,
l'activation des splénocytes par l'anticorps anti-CD3 est indépendante des
cellules accessoires, celles-ci n'interviennent uniquement que pour permettre la
fixation du fragment Fc de I'anticorps anti-CD3 et sa présentation aux cellules T
(68).

LTL-2 étant le facteur de croissance majeur des lymphocytes T, il nous a
paru intéressant de savoir si les 3 HPA interagissait avec cette cytokine comme
cela est décrit pour le DMBA (124, 136). Les trois molécules ont une activité
similaire sur la production d'IL-2 par les splénocytes stimulés par I'anti-CD3. La
production dTL-2 en réponse a la ConA n'est pas affectée par le M7BA. Les
résultats obtenus pour la prolifération et la production dTL-2 en réponse a

I'anti-CD3 ou la ConA sont donc corrélés.
Les trois HPA utilisés a 40 pM diminuent de fagon distincte le nombre de

récepteurs de haute affinité pour 1TL-2 apres activation des splénocytes par la
ConA ou l'anti-CD3. La molécule la plus active est le DMBA, puis le M12BA et
le M7BA. La présence des deux méthyls est nécessaire pour obtenir un effet
conséquent sur l'expression du récepteur de haute affinité pour 1TL-2. Les
dérivés monométhylés du benz(a)anthracéne sont plus actifs lorsque les
splénocytes sont activés par I'anti-CD3. L'affinité de ces récepteurs n'est pas
significativement modifiée. Les résultats obtenus avec le DMBA sont conformes

a ceux rapportés dans la littérature : le DMBA inhibe I'expression du récepteur

de haute affinité pour 1'TL-2 (136) qui est constitué de trois chaines a, 8, ¥ (78-
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79), mais il n'affecte pas l'expression du récepteur de faible affinité qui

correspond a la chatne o (136).

La prolifération dépendante de I'TL-2 est significativement inhibée apres
exposition au DMBA, méme aux fortes concentrations d'TL-2, ce qui est en
accord avec les résultats rapportés dans la littérature (136). Le M7BA comme le
M12BA sont actifs aux faibles concentrations dTL-2 mais peu aux fortes

concentrations dTL-2. La forte concentration d'TL-2 utilisée (500 pg/ml) est
inférieure a celle produite par les splénocytes exposés a 40 uM de M7BA ou de

M12BA en réponse a la ConA ou 1'anti-CD3. On peut donc penser que ces deux
substances n'auront pas un effet majeur sur la prolifération dépendante de 1TL-
2 lors de l'activation des splénocytes par les mitogénes ConA ou anti-CD3. La
présence des deux méthyls en position 7 et 12 est donc nécessaire pour avoir
une action sur la prolifération dépendante de 1TL-2 lors de l'activation des
splénocytes par la ConA ou I'anti-CD3.

Le DMBA agit sur la transition de la phase GO a G1 du cycle cellulaire
(production d'IL-2, expression du récepteur de haute affinité pour 1TL-2), mais
aussi lors du passage de la phase G1 a S (prolifération dépendante de 1TL-2),
alors que les deux autre dérivés monométhylés du benz(a)anthracene semblent
affecter essentiellement la transition de la phase GO a G1. Ces résultats sont
confirmés par l'addition du toxique a différents temps aprés le signal
d'activation. En effet, le DMBA inhibe encore la prolifération des splénocytes
lorsqu'il est ajouté 24 heures aprés la ConA. Le M12BA ne diminue plus la
prolifération des splénocytes quand il est additionné 4 heures aprés le stimulus.
Des résultats similaires sont observés avec les deux immunosuppresseurs de la

famille des macrolides, FK-506 et rapamycine (177).
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L'addition exogene dIL-2 apres activation par I'anti-CD3 ou la ConA

permet d'inhiber partiellement 1'effet antiprolifératif des trois molécules, les
concentrations nécessaires varient selon la molécule et le mitogéne considéré. Il
a été montré que l'addition d'TL-2 exogne permet de supprimer les effets du
DMBA sur la génération de CTL allogéniques générés a partir des splénocytes
de souris B6C3F1 : I'IL-2 doit étre ajoutée dans les premitres heures apres
exposition des splénocytes par le DMBA (137).

L'action des dérivés monométhylés, M12BA et M7BA sur la prolifération
en réponse a l'anti-CD3, et I'action du M12BA sur la prolifération en réponse a
ConA dépendent donc essentiellement de I'effet sur la production d'TL-2. Si la
concentration d'IL-2 exogeéne apportée est suffisante, la prolifération des
splénocytes exposés au M7BA ou MI12BA est restaurée. Par contre, le DMBA
inhibe la production dTL-2, mais aussi l'expression du récepteur de haute
affinité pour 1TL-2 et la prolifération dépendante de 1'IL-2, les concentrations
d'TL-2 exogenes a ajouter pour inhiber son effet sont donc plus importantes.
La réduction de nombre de récepteur de haute affinité pour I'IL-2 par le DMBA
et l'interaction de celui-ci avec la transduction du signal sous ce récepteur sont
des facteurs limitants pour l'utilisation de 1TL-2 dans le but de reverser les effets
de ce toxique. Nous avons donc combiné ITL-2 avec d'autres cytokines
produites par les cellules accessoires (IL-1 et IL-6), qui permettent d'augmenter

l'expression du récepteur a 1TL-2 (176, 178). Seul l'ajout combiné d'TL-2 et d'IL-
1B permet d'inhiber les effets des trois HPA et en particulier du DMBA sur la

prolifération en réponse a la ConA ou a I'anti-CD3.
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L'effet des dérivés méthylés de benz(a)anthracéne sur les événements précoces

de 'activation des splénocytes par I'anti-CD3 ne dépend pas de la position du
méthyl, ni du nombre. L'association PMA et ionomycine qui permet d'activer le
lymphocyte directement et sans solliciter les événements membranaires

(activation des tyrosines kinases, de la PLC) (151) a été choisi comme signal
d'activation. La PMA active certaines isoenzymes de la PKC (a, B, €) (152, 179).

La ionomycine est un ionophore calcique qui agit en synergie avec la PMA. Le
M7BA et le M12BA n'inhibent pas la prolifération des splénocytes en réponse a
la combinaison PMA /ionomycine. L'action des deux dérivés est donc localisée

au niveau des événements membranaires précédant I'augmentation calcique et
l'act{vaﬁon des isoenzymes de la PKC. Par contre, le DMBA inhibe des 20 pM la
prolifération de splénocytes en réponse a cette combinaison. La diminution de
la prolifération des splénocytes exposés a 20 ou 40 uM de DMBA est a relier a

une augmentation importante de la mortalité cellulaire. Le DMBA induit une
apoptose des cellules lympholdes in vivo et in vitro (146). Dans notre systéme,
nous n'avons pas pu détecter la fragmentation de I'ADN, un des signes de
l'apoptose apres exposition des lymphocytes T murins au DMBA (Perrin-Wolf
M., résultats non publiés). Il reste cependant possible qu'en association avec la
PMA et le ionophore calcique, le DMBA active une des voies biochimiques
responsable de 1'apoptose. En effet, il se peut que l'augmentation de Ca2*ic
provoquée non seulement par le DMBA et mais aussi la ionomycine soit si
importante que la celtule ne puisse y faire face et meurt. D'autre part, il est aussi

possible que comme cela a été décrit pour certains médicaments anticancéreux
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(Doxorubicine, méthotrexate) (180), le DMBA induise l'expression de Fas et de

son ligand sur les lymphocytes T et conduisent ainsi a leur mort par apoptose.

Comme nous l'avons vu dans la premitre partie de notre étude, le DMBA
inhibe I'augmentation du taux de calcium intracellulaire qui suit l'activation du
lymphocyte T murin. Nous avons donc décidé d'étudier 1'interaction des trois
HPA avec l'augmentation de calcium intracellulaire (Ca2+ic) qui fait suite a
l'activation des splénocytes afin de déterminer quelle structure chimique est
nécessaire pour la modification de cette fonction. Nous avons choisi la ConA
comme mitogene car le M7BA n'a pas d'effet significatif sur la prolifération en
réponse a ce mitogene.

Le M7BA n'inhibe pas l'augmentation de Ca2+ic qui suit l'activation
lymphocytaire, mais la phase de plateau qui correspond 2 l'influx de calcium
extracellulaire est d'intensité moindre par rapport a des lymphocytes T traités
avec le solvant DMSO. L'entrée de calcium extracellulaire et le niveau de Ca2*ic
quil en résulte semblent toutefois suffisants pour que le M7BA n'inhibe pas
significativement la prolifération des splénocytes murins et la production d'TL-2
en réponse a la ConA. La légere réduction de la phase de plateau observée avec
le M7BA est peut étre a relier avec une inhibition par le M7BA des canaux
calciques membranaires, mais de fagon moindre que le DMBA.

Le MI2BA et le DMBA inhibent de manitre identique l'augmentation de
calcium intracellulaire (37% et 35% respectivement par rapport au témoin),
mais le M12BA ne retarde pas le pic d'augmentation de Ca2* par rapport au
témoin a la différence du DMBA. Les résultats obtenus pour la prolifération et

l'augmentation du taux de calcium intracellulaire dans les lymphocytes T en
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réponse & la ConA sont donc corrélés. La position du méthyl en 12 est donc

nécessaire pour observer un effet sur 'augmentation de caic:ium faisant suite a
l'activation lymphocytaire.

Ensuite, nous avons étudié l'augmentation du taux de CaZ*ic
directement aprés exposition des lymphocytes T murins aux trois dérivés
méthylés du benz(a)anthracene. Le M7BA n'augmente pas significativement le
taux de calcium intracellulaire et ceci est lié 2 une faible production dTP3. Par
contre, le M12BA comme nous l'avons vu précédemment pour le DMBA induit

une augmentation du taux de Ca2*ic 2 40 uM qui est corrélée & une production

d'TP3. Le méthyl en position 12 des dérivés du benz(a)anthracéne est donc
impliqué dans la production d'IP3 et dans I'augmentation du taux de calcium

intracellulaire qui en découle.
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Figure n°44A : Schéma résumant les cibles moléculaires des trois

dérivés méthylés du Benz(a)anthractne dans le lymphocyte T
murin.
Transition de la phase GO & G1 du cycle cellulaire.

Phase G0 a G1 du cycle cellulaire Ca2+

\ DMBA, M12BA

Complexe RCT/CD3/ Ca2+
CD40ouCD8

DMBA, M7BA ?

MI12BA ?
FAO)

SERCA -

Ca2+
RE Ca2+

+ Ca{2+ X

Calcineurine

DMBA, M12BA

En rouge, sont signalés les cibles moléculaires des différents HPA.
M7BA"* signifie : dépend du signal mitogénique utilisé (Concanavaline A ou anticorps anti-

CD3)
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Figure n°44B : Schéma résumant les cibles moléculaires des trois

dérivés méthylés du Benz(a)anthracéne dans le lymphocyte T
murin.
Transition de la phase G1 a S.

Phase G1 & S du cycle cellulaire

DMBA

©) MI2BA,
/ M7BA

Récepteur de hante affinité
pour TL-2

DMBA

Division, expansion clonale

En rouge, sont signalés les cibles moléculaires des différents HPA.
M7BA* signifie : dépend du signal mitogénique utilisé (Concanavaline A ou anticorps anti-
CD3).

Seul le DMBA affecte significativement la réponse dépendante de I'lL-2.

Dans la troisidme partie, nous avons donc comparé les effets du DMBA
in vitro sur le lymphocyte T murin et sur le lymphocyte T humain. Cette
comparaison s'avere nécessaire afin de pouvoir extrapoler les résultats obtenus
chez la souris in vivo a 'homme et définir ainsi le risque couru par 'homme.

Les tests de prolifération, de cytotoxicité spontanée (foncﬁon NK), de
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génération de CTL sont affectés aussi bien lorsque les splénocytes ou les

lymphocytes périphériques humains sont exposés au DMBA. La génération de
CTL allogéniques et la prolifération en réponse a un signal allogénique (MLR)
sont plus sensibles au DMBA lors de l'utilisation de lymphocytes périphériques
humains.

Des différences apparaissent sur la perturbation de lhoméostasie
calcique du lymphocyte T par le DMBA entre les résultats rapportés chez

l'homme et ceux rapportés chez la souris. Le DMBA augmente le taux de

calcium basal des 20 uM dans les lymphocytes périphériques humains (143), et

dans les lignées T humaines HBP-ALL (d@s 3 uM) (145), et Jurkat (142) aprés
une heure d'exposition. Nous n'observons pas de modification du calcium basal
des splénocytes ou des lymphocytes T murins aprés une heure d'exposition a 40
uM de DMBA, mais au contraire une augmentation précoce dans les premieres
minutes apres exposition qui disparait 30 minutes aprés addition du DMBA.
Burchiel et coll. décrivent une augmentation du calcium basal dans les
lymphocytes T murins apres quatre heures d'exposition uniquement a 30 uM
(133). Cette différence peut reposer sur le fait que le DMBA stimule I'extrusion
de Ca2+ dans les lymphocytes T murins, mais pas dans les lymphocytes T
humains. 11 est aussi possible que le DMBA soit un inhibiteur médiocre des
pompes SERCA dans le lymphocyte T murin, contrairement a ce qui est
rapporté pour les lymphocytes humains (147). L'élévation précoce du taux de
Ca2tic induite par le DMBA dans les lymphocytes T murins n'est pas toujours
constamment observé dans les lymphocytes T humains. Ainsi, il existe une

hétérogénéité de réponse des lymphocytes périphériques humains au DMBA.



180
Bien que chez certains donneurs, on observe en plus de I'élévation tardif du

taux de Ca2*ic, une modification précoce de ce taux, il n'existe pas de différence
significative au niveau des tests fonctionnels quels que soient les individus

testés.

En conclusion, le DMBA prototype chimique des hydrocarbures
polycycliques aromatiques est un puissant immunosuppresseur in vivo (126,
128). Notre étude in vitro permet de préciser que le DMBA interfere avec
I'activation du lymphocyte T murin et plus particulitrement 1'augmentation
calcique qui fait suite a la stimulation du RCT. Les méthyls 7 et 12 du DMBA
sont nécessaires pour réduire le nombre de récepteurs de haute affinité pour
ITL-2 et surtout pour inhiber la prolifération dépendante de 1TL-2 qui
correspond au passage de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire. En
revanche, le méthyl en position 12 suffit pour perturber 'homéostasie calcique :
libération de Ca2* du RE apres activation des TPK, formation d'TP3 et inhibition
de l'entrée de Ca2+ extracellulaire. Comme le suggere les résultats obtenus sur
la prolifération des splénocytes en réponse a I'anticorps anti-CD3 avec le dérivé
du benz(a)anthracéne méthylé en position 7, la perturbation de I'homéostasie
calcique ne peut totalement expliquer l'inhibition de I'activation lymphocytaire
induite par le DMBA. Mais l'interaction avec l'influx de calcium extracellulaire
peut rendre compte des effets du DMBA sur la cytotoxicité des cellules NK et
des CTL.

Dans les lymphocytes périphériques humains, linteraction avec

I'homéostasie calcique semble plus complexe que dans les lymphocytes T

murins : l'augmentation tardive du taux de Ca2* prédominerait ce qui serait en
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faveur d'une inhibition des pompes SERCA par le DMBA (147). Néanmoins, ces

différences d'action du DMBA sur la voie calcique de 1'activ$tion lymphocytaire
selon que I'on utilise des cellules d'origine humaine ou murine conduisent aux
mémes résultats, & savoir une inhibiton de tous les tests
pharmacotoxicologiques qui rentrent dans le cadre de I'évaluation du potentiel

immunosuppresseur d'une molécule chimique (125, 172).
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RESUME : Le Diméthyl-7,12-ben(a)anthracene (DMBA) est un hydrocarbure
polycyclique aromatique cancérogene dont les effets immunosuppresseurs chez la
souris sont bien connus. Dans cette étude, nous avons étudié les effets in vitro du
DMBA sur l'activation lymphocytaire T, en s'intéressant plus particulidrement a
l'interaction avec I'homéostasie calcique. Dans une seconde partie, l'utilisation des 2
dérivés monométhylés du DMBA, le méthyl-7-benz(a)anthracene (M7BA) et le méthyl-
12-benz(a)anthracdne, nous a permis de définir le réle respectif des 2 groupements
méthyls en position 7 et 12 dans I'interaction du DMBA avec I'activation lymphocytaire
T. Enfin, dans une troisidme partie, nous avons comparé les effets induits par le DMBA
sur la fonction de lymphocytes T murins et sur celle de lymphocytes T humains afin de
pouvoir extrapoler les résultats obtenus in vivo chez la souris & 'homme. Ainsi, nous
avons pu démontré que le DMBA induit une augmentation du taux de calcium
intracellulaire (Ca2*ic) dans les lymphocytes T murins et humains. Cette
augmentation détectée précocement dans les lymphocytes T murins et plus
tardivement dans les lymphocytes T humains est essentiellement d'origine
intracellulaire. Elle fait suite 2 la production d'inositol-1,4,5-triphosphate par le
DMBA.. En plus de la déplétion du pool calcique intracellulaire du lymphocyte T
murin, le DMBA s'oppose a l'entrée de calcdum extracellulaire induite par la
concanavaline A. Ceci a pour conséquence une mobilisation insuffisante du calcium
lors de I'activation par un mitog2ne et donc inhibe la prolifération lymphocytaire. Des
trois dérivés méthylés du benz(a)anthracene, le DMBA est le plus puissant
immunosuppresseur. Le DMBA agit 2 la fois sur la transition de la phase GO a G1 du
cycle cellulaire (production d'IL-2, expression du récepteur de haute affinité pour I'TL-
2) et sur la transition de la phase G1 a S (prolifération dépendante de I'IL-2), alors que
le M12BA et le M7BA interférent essentiellement avec la transition de la phase G0 a G1.
Le M7BA n'inhibe pas la prolifération en réponse a la concanavaline A et n'induit pas
d'augmentation significative du taux de Ca2tic. En revanche comme le DMBA, le
M12BA provoque une augmentation de Ca2tic, démontrant ainsi l'importance du
méthyl en position 12 pour l'interaction du DMBA avec I'homéostasie calcique. Le
DMBA inhibe la prolifération lymphocytaire T, la génération et la fonction de
lymphocytes T cytotoxiques ainsi que la fonction NK de lymphocytes murins ou
humains. Des différences entre ces 2 systtmes cellulaires existent en ce qui concernent
l'interaction du DMBA avec I'homéostasie calcique.
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