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Résumé 

La présence d’un infiltrat lymphocytaire au sein du microenvironnement tumoral est souvent 

associée à un meilleur pronostic. Depuis peu, on sait que les lymphocytes B infiltrant la tumeur 

(TIL-B) y jouent un rôle complexe. Récemment, une étude publiée dans notre laboratoire a 

démontré que les TIL-B peuvent produire des auto-anticorps dirigés contre 8 antigènes associés 

au cancer du sein (CS). Une ombre vient cependant noircir le tableau. Un sous-ensemble spé-

cifique appelé lymphocytes B régulateurs (Bregs), qui possède la capacité d’inhiber la réponse 

immunitaire par le biais de multiples mécanismes encore trop peu compris. Actuellement, au-

cun consensus n’a été proclamé autour du phénotype des Bregs. La caractérisation de ces cel-

lules s’avère pour l’instant rattachée à son activité régulatrice médiée par des cytokines anti-

inflammatoires dont la plus documentée reste l'interleukine-10. En 2017, Achour et al., décou-

vrent que les Bregs peuvent inhiber la différenciation terminale des lymphocytes B (LB) en 

cellules mémoires ou en plasmocytes producteurs d'anticorps, en inhibant la réponse des lym-

phocytes T auxiliaires folliculaires (TFH). Se basant sur cette étude et ayant prouvé, dans des 

résultats préliminaires, la présence de Bregs sécréteur d’IL-10 dans les tumeurs du CS, l’objec-

tif principal de cette étude consistait à caractériser l’effet immunosuppresseur des TIL-B du CS 

sur la fonction des TFH. Ainsi, leur impact sur la différenciation terminale des LB en plasmo-

cytes sécréteurs d’immunoglobulines G (IgG) a été analysé. De façon indépendante, l’effet sur 

l’activation des TFH et sur la différenciation en LB mémoire des facteurs solubles du microen-

vironnement tumoral appelés par la suite « surnageant de tumeur » (SNT) a été étudié. Dans 

l’optique de déterminer si les TIL-B ou le SNT possèdent un effet immunosuppresseur, des TFH 

et LB spléniques de patients sains ont été cocultivés pendant 6 jours en présence de TIL-B de 

tumeur ou du SNT de patientes atteintes de CS. Durant les cultures, les populations cellulaires 

ont été analysées par le biais d'analyses phénotypiques et fonctionnelles. La différenciation des 

LB en plasmocytes a été étudiée par analyses de l’expression intracellulaire des IgG et IgM. La 

sécrétion d’IgG dans le milieu de culture a ensuite été déterminée par dosage immuno-enzyma-

tique sur support solide et essai de billes cytométrique. Les données acquises ont révélé que la 

présence de TIL-B dans les cocultures n’a pas empêché la différenciation en plasmocytes. En 

revanche, la sécrétion d’IgG fut fortement ou totalement réprimée. Ces résultats suggèrent que 

dans les tumeurs du sein, les TIL-B jouent un rôle immunosuppresseur sur la sécrétion des IgG. 

Le SNT a quant à lui démontré un effet inhibiteur sur l’activation des TFH et la différenciation 

des LB en cellules mémoires. Il semble alors clair que les futures immunothérapies contre le 

CS ont tout intérêt à investir dans la recherche anti-IL-10.  
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Avant-propos 

Avant de commencer la lecture de ce mémoire, il semble important de comprendre le 

contexte dans lequel celui-ci a été entrepris.  

En décembre 2019, un premier cas de patient atteint du Covid-19 (de « coronavirus 

desease ») est détecté à Wuhan en Chine. Cette maladie infectieuse se trouve causée par un 

nouveau virus : le SARS-CoV-2. Ce dernier, extrêmement contagieux, s’est répandu à travers 

le monde jusqu’à provoquer le confinement de milliards d’individus. Le 18 mars 2020, soit à 

peine plus d’un mois après le début du stage, la Belgique entre dans une période de confinement 

qui allait durer jusqu’au 4 mai. Durant cette période, notre laboratoire a reçu comme consigne 

de ne pas démarrer de nouvelles expériences et de favoriser le télétravail. J’ai eu l’occasion de 

réaliser un travail de recherches bibliographiques plus étoffé que ce qui est normalement pré-

conisé, ce qui explique pourquoi l’introduction prend une place plus importante.  Même s’il n’a 

pas été possible de lancer de nouvelles cultures, j’ai toutefois eu l’opportunité d’analyser le 

surnageant des cultures que j’avais congelées ainsi que ceux issus d’anciennes expériences, et 

ce, dans une période allant jusqu’à mi-juillet.  
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Liste des abréviations 

. Ac : Anticorps. 
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. CBA : Cytometric bead array. 

. CCR7 : Récepteur de chimiokine C-C de type 7. 
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. CG : Centre germinatif. 
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. CS : Cancer du sein. 

. CXCR5 : Récepteur de chimiokine C-X-C de type 5. 

. ELISA : Dosage immuno-enzymatique sur support solide. 

. ER : Récepteur à l’oestrogène. 

. FoxP3 : Forkhead box P3. 

. HER2 : Récepteur pour les facteurs de croissance épidermique humains 2. 

. ICOS : Costimulateur inductible des lymphocytes T. 

. IFN-γ : Interféron gamma. 

. Ig : Immunoglobuline. 
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. PD-1 : Programmed cell death 1. 

. PD-L1 : Programmed death-ligand 1. 

. PR : Récepteur à la progestérone. 

. Pt1, Pt2, Pt3 : Patiente 1, 2 ou 3. 

. SEB : Entérotoxine staphylococcique B. 

. SNT et SNAT : Surnageant de tumeur ou surnageant du tissu adjacent. 

. TD : Antigène T dépendant. 

. TFH : Lymphocyte T auxiliaire folliculaire. 

. TGF-β1 : Facteur de croissance transformant beta 1. 

. Th1/Th2 : Lymphocyte T auxiliaire 1 ou 2. 

. TIL : Lymphocyte infiltrant la tumeur. 

. TIL-B : Lymphocyte B infiltrant la tumeur. 

. TLS : Structure tertiaire lymphoïde. 
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1.Introduction 

1.1 Anatomie du sein 

Chez la femme, les seins apparaissent constitués d’une glande mammaire, de tissus fi-

breux et adipeux et de la peau sus-jacente. La glande mammaire est une glande sudoripare1 

modifiée dans le fascia2 superficiel antérieur aux muscles pectoraux et à la paroi thoracique 

antérieure [1]. Elle consiste en 12 à 20 lobes eux-mêmes divisés en lobules plus petits contenant 

des alvéoles ou acini qui assurent la sécrétion du lait lors de la période d’allaitement [2]. Ces 

derniers s’avèrent reliés par 15 à 25 conduits appelés canaux galactophores servant à acheminer 

le lait jusqu’au mamelon (Figure 1) [1]. 

Les seins sont également parcourus de vaisseaux sanguins et lymphatiques. Des gan-

glions lymphatiques apparaissent situés au niveau des aisselles, de la clavicule et du thorax, et 

participent au drainage lymphatique des seins qui a pour but de combattre les infections [4]. 

 
1 Famille de glandes exocrines qui sécrète soit de la sueur, des phéromones ou des hormones [5]. 
2 Tissus fibreux de collagène qui font partie d'un système de transmission de force de tension à l'échelle du corps 

[6]. 

Figure 1 : Schéma anatomique d’une vue en coupe d’un sein féminin. 1-Paroi thoracique; 2-

Pectoraux; 3-Lobule; 4-Mamelon; 5-Aréole; 6-Canal galactophore; 7-Tissus adipeux; 8-Peaux. 

Illustration de Lynch, 2006 [3]. 
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1.2 Le cancer du sein 

1.2.1 Définition générale 

Le cancer représente une maladie définie par une croissance cellulaire incontrôlée cau-

sée par la prolifération rapide des cellules aboutissant à la formation d’une tumeur. Un cancer 

constitue le résultat de l'accumulation progressive de mutations génétiques qui augmentent suc-

cessivement la prolifération cellulaire et peuvent être causées soit par des facteurs environne-

mentaux, l'hérédité ou des erreurs aléatoires commises lors de la réplication normale de l'ADN 

[7].  

1.2.2 Épidémiologie  

Dans le monde en 2018, environ 8,6 millions de cas de cancer ont été diagnostiqués 

chez les femmes. Parmi eux 2,1 millions représentaient des cancers du sein (CS), ce qui repré-

sente près de 1 cas de cancer sur 4. Il s’agit du cancer le plus fréquemment diagnostiqué dans 

la grande majorité des pays (154/185 pays) et représente la principale cause de décès par cancer 

dans plus de 100 pays [8]. 

En Belgique, le CS représente le premier cancer chez la femme, avec 10.732 nouveaux 

cas enregistrés en 2017.  Cette même année, 2.245 femmes en sont décédées. Environ une 

femme sur neuf sera atteinte d’un CS avant l’âge de 75 ans, mais 75% des cas de CS apparais-

sent après l’âge de 50 ans. Même si le CS chez l’homme demeure rare, on dénombre pourtant 

environ 80 nouveaux cas chaque année en Belgique [9]. 

1.2.3 Histologie  

Le CS est un carcinome, qui constitue une forme de cancer se développant à partir des 

cellules épithéliales [10]. Majoritairement, il se trouve classé comme carcinomes canalaires ou 

lobulaires, chez lesquels la tumeur se développe respectivement soit à partir des canaux soit des 

lobules (Figure 2) [11]. D'autres groupes histologiques moins courants s’avèrent cependant 

identifiés comme les carcinomes inflammatoires, médullaires, apocriniens, mucineux et tubu-

laires [12]. Outre son origine, il est qualifié d’invasif ou in situ, selon si la tumeur a respective-

ment commencé ou non à se développer à l'extérieur de la membrane basale. Dans le cancer 

invasif, les cellules tumorales se diffusent aux tissus conjonctifs environnants puis peuvent par 

la suite métastaser vers des organes distants du corps. Dans le CS, les métastases les plus cou-

rantes se produisent vers le squelette, les poumons, le foie et le cerveau, mais se retrouvent 

même dans les glandes surrénales et les ovaires [11]. 
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1.2.4 Classifications  

En vue d’établir un pronostic précis et de planifier un traitement adapté, la classification 

du CS s’avère cruciale. Le système de classification dite « TNM » est basé sur les caractéris-

tiques anatomiques de la tumeur, dont sa taille (T), l'implication des ganglions lymphatiques 

(N) et la présence de métastases (M) [14]. Le grade histopronostic est une classification qui 

représente l'agressivité potentielle d'une tumeur compte tenu du changement d’architecture de 

la cellule, du pléomorphisme nucléaire (variabilité de la taille et de la forme des noyaux et des 

nucléoles) et du nombre de cellules en division, classant les tumeurs d’un grade G1,2 ou 3 du 

moins au plus agressif [15]. Les tumeurs du sein peuvent aussi être classées en quatre sous-

types moléculaires différents (Tableau 1). Cette classification consiste en l’expression ou non 

de biomarqueurs. Ces derniers sont représentés par les récepteurs hormonaux à l’estrogène 

(ER : de « Estrogen receptor ») et à la progestérone (PR : de « Progesterone receptor), mais 

aussi par le facteur de croissance épidermique humain 23 (HER2 : de « Human epidermal 

growth factor receptor 2 ») et du Ki-674 un antigène (Ag) marqueur de prolifération cellulaire. 

 
3 Oncogène, de la famille des récepteurs du facteur de croissance épidermique humain (HER / EGFR / ERBB) 

[16]. 
4 De K pour Kiel (ville d’origine du scientifique qui l’a découvert) et 67 qui est la position du clone original dans 

la plaque à 96 puits [17]. 

Figure 2 : Différence entre un lobule ou un canal galactophore sain et un carcinome canalaire ou 

lobulaire in situ. Image adaptée de (Winslow, s. d.) [13]. 
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Le Luminal A représente le sous-type le plus commun (30 à 40% des cas) : il est ER positif, PR 

positif, HER2 négatif et a une faible expression de Ki-67 (<20%). Il peut être traité par hormo-

nothérapie. Le luminal B demeure similaire au luminal A, mais peut exprimer HER2 et a une 

expression élevée de Ki-67 (>20%). Ce sous-type est plus agressif que le luminal A. Les pa-

tients atteints de ce cancer peuvent bénéficier d'un traitement hormonal en combinaison avec 

un traitement avec l'anticorps (Ac) anti-HER2 (Trastuzumab), selon l'expression de HER2 ou 

non. Les tumeurs HER2+ s’avèrent négatives aux récepteurs hormonaux, mais disposent d’une 

forte expression d’HER2 et les patients sont traités au Trastuzumab. Enfin, le cancer du sein 

triple négatif (TNBC : de « Triple negatif breast cancer ») n’exprime aucun des trois biomar-

queurs : il s’agit du sous-type avec le plus mauvais pronostic. Faute de cibles médicamenteuses 

spécifiques, la chimiothérapie reste le traitement primaire [18]. 

L'identification par un pathologiste des différents sous-types moléculaires est procédée 

par immunohistochimie5 (IHC) pour l'expression des récepteurs hormonaux (ER & PR) et du 

Ki-67, alors que l’expression d’HER2 s’avère généralement évaluée par hybridation in situ en 

fluorescence6 [19].  

1.3 Lymphocytes infiltrant les tumeurs  

1.3.1 Définition 

Le système immunitaire maintient l’homéostasie à travers l’immunosurveillance cons-

tante et par l’initiation de la réponse inflammatoire qui implique la coordination de cellules 

 
5 Méthode de localisation des protéines dans les cellules d'une coupe de tissu, par la détection d'Ag au moyen 

d'anticorps [21].  

6 Technique qui utilise des sondes ADN marquées par une molécule fluorescente et qui permet de détecter après 

hybridation la séquence nucléotidique cible [22].  

 

Sous-types Biomarqueurs Thérapie Pourcentages 

Luminal A ER+,PR+/-,HER2- et 

KI67 <20% 

Hormonothérapie 30 à 40% 

Luminal B ER+,PR+/-,HER2+/- et 

KI67 >20% 

Hormonothérapie et 

Trastuzumab 

20 à 30% 

HER2+ ER-,PR- et HER2+ Chimiothérapie et 

Trastuzumab 

12 à 20% 

Triple négatif ER-,PR- et HER2- Chimiothérapie 15 à 20% 

Tableau 1 : Sous-types moléculaires du cancer du sein. Tableau adapté de Fragomeni et al., 2018 

[18] et Amirhossein 2016 [20]. 
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immunitaires innées et adaptatives. La transformation néoplasique des cellules incite le système 

immunitaire à s’activer pour tenter d’éliminer la tumeur. C’est pourquoi le microenvironnement 

tumoral englobe les cellules tumorales, mais aussi toute une variété de cellules non cancéreuses 

formant le stroma. Ce dernier se trouve composé de cellules déjà présentes avant le développe-

ment tumoral (fibroblastes, cellules endothéliales, adipocytes, composants de la matrice extra-

cellulaire), mais aussi de cellules immunitaires infiltrantes [11]. Les lymphocytes infiltrant la 

tumeur (TIL : de « Tumor infiltrating lymphocytes ») constituent l’ensemble des populations 

de cellules lymphocytaires qui occupent le tissu tumoral. Celles-ci ont été décrites dans plu-

sieurs types de tumeurs solides, y compris le CS [23].  

1.3.2 Compositions et rôles 

Dans le microenvironnement de la tumeur du CS coexistent différents sous-types de 

lymphocytes dont les lymphocytes T (LT) cytotoxiques CD87+ (CD : Cluster de différencia-

tion ; + : positif) représentant les effecteurs principaux ; des LT auxiliaires CD48+ avec une 

polarisation T auxiliaire 1 (Th1 : de « T helper 1 ») qui activent et stimulent les CD8 + ; et les 

macrophages ou T auxiliaire 2 (Th2 : de « T helper 2 ») qui participent à l’activation des lym-

phocytes B (LB). On y retrouve également des lymphocytes T régulateurs (Tregs, avec un phé-

notype CD4 + CD259 + FoxP310+), essentiels au maintien de l’auto-tolérance mais qui devien-

nent immunosuppresseur en contexte tumoral. En effet, ces derniers ont la capacité d’inhiber la 

prolifération ou de déclencher l’apoptose des LT CD8 + et des autres CD4 +.  On peut égale-

ment retrouver des cellules tueuses naturelles (NK : de « Natural killer »), et des LB. En plus 

des TIL, d’autres cellules immunitaires, telles que des macrophages, des cellules dendritiques 

et des cellules myéloïdes immunosuppressives sont présentes dans cet environnement où elles 

interagissent avec les LT pour réguler leur activité [24]. L’étude de la composition des TIL dans 

le CS a montré qu’ils se composent à environ 75 % de LT, moins de 20 % de LB, moins de 

10 % de monocytes et moins de 5% de cellules NK [25]. 

 
7 Glycoprotéine de la superfamille des immunoglobulines (Ig). Marqueur des LT cytotoxique, coréceptrice de la 

molécule du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMHI) [26]. 
8 Glycoprotéine de la superfamille des Ig. Marqueur des LT auxiliaire, coréceptrice de la molécule du CMHII [27].  
9 Sous-unité alpha du récepteur de l'interleukine-2. Impliqué dans la régulation de la tolérance immunitaire en 

contrôlant l'activité des Tregs. Également présente de façon transitoire sur les LT CD4 + / CD8 + activés [28]. 
10 De : « Forkhead box P3 », facteur de transcription de la famille FOX. Crucial dans le développement et la 

fonction inhibitrice des Tregs [29]. 
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1.3.3 Organisations  

Les TIL vont s’organiser de deux façons en fonction de leurs positions et de leurs inte-

ractions. Dans le stroma, ils représentent l’infiltrat lymphocytaire sans contact direct avec les 

cellules tumorales. Dans le tissu tumoral, ils se situent dans des nids de cellules tumorales ou 

en contact direct avec des cellules tumorales.  Dans le CS, les TIL apparaissent généralement 

plus abondants dans les zones stromales que dans les zones intratumorales [30] (Figure 3).  

Une forte infiltration de TIL apparait corrélée à la présence de structures lymphoïdes 

tertiaires (TLS : de « Tertiary lymphoid structure) dans les tumeurs. Les TLS représentent des 

organes lymphoïdes ectopiques principalement formés d’un follicule de LB entouré d’une zone 

de LT. Ils se développent dans les tissus non lymphoïdes aux sites d'inflammation chronique et 

dans le stroma entourant les tumeurs [31]. Les TLS existent sous différents états de maturation 

dans les tumeurs, aboutissant à la formation de pseudo centre germinatif11 (CG) [32]. Ils peu-

vent aussi abriter les lymphocytes T auxiliaires folliculaires (TFH : de « T follicular helper ») 

responsables de la prolifération et de la différenciation terminale des LB [33]. Des travaux ef-

fectués dans notre laboratoire par Buisseret et al., 2017 [31] ont révélé que les TLS étaient 

détectées dans 60% des tumeurs du CS. Fait intéressant, une corrélation a été décrite entre des 

densités élevées de TLS et une survie prolongée du patient dans plus de 10 types de cancer 

différents, dont le CS [34]. 

1.3.4 Valeur pronostique et prédictive 

Afin de déterminer si les TIL peuvent avoir un effet pronostique sur les différents sous-

types de CS, Mao et al., 2016 [35] ont entrepris une méta-analyse de 25 études portant sur 22 

964 patientes atteintes d’un CS. Celle-ci a permis d’établir que les TIL semblaient liés à une 

 
11 Microstructure spécialisée formée dans les tissus lymphoïdes secondaires où sont générés les plasmocytes et les 

LB mémoires [36]. 

Figure 3 : Exemple de TIL sur lame colorée à l’hématoxyline et à l’éosine. A) Vue d’ensemble. B) 

TIL stromales. C) TIL intratumoraux. Image adaptée de Salgado et al., 2015 [30]. 
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amélioration de la survie sans maladie12 et de la survie globale13 chez les patientes atteintes d'un 

CS TNBC. Le sous-ensemble de LT CD8 + paraissait tout particulièrement associé à une amé-

lioration de la survie sans maladie dans la population globale. Chez les patientes ER-, les LT 

CD8 + étaient liés à une meilleure survie spécifique du CS 14. En outre, Denkert et al., 2018 

[37] ont démontré le rôle prédictif des TIL dans le CS traité par chimiothérapie néoadjuvante15. 

Ils ont constaté que l'augmentation des TIL améliore la réponse pathologique complète16 à cette 

thérapie dans tous les sous-types moléculaires.  

L’influence des TIL sur le CS ne semble pas que positive. Les Tregs peuvent contribuer 

de manière substantielle à la suppression des réponses des LT antitumoraux. Ils s'accumulent 

fréquemment dans le microenvironnement tumoral où ils peuvent représenter la population 

principale de LT CD4 + infiltrante [38]. Zhou et al., 2017 [39] ont combiné les données de 14 

études menées sur 10259 patientes atteintes de CS. Cette méta-analyse a révélé qu'une infiltra-

tion élevée de Tregs était positivement corrélée avec des grades histopronostic élevés, une né-

gativité d’ER, une surexpression de HER2 et une survie sans maladie courte.  

Il parait essentiel de connaitre la fonction des différentes cellules immunitaires qui peu-

vent infiltrer l’environnement tumoral. Actuellement, la plupart des stratégies immunothéra-

peutiques se concentrent sur l'augmentation de l'immunité médiée par les LT CD8 +. Néan-

moins, un nouveau sujet de recherche émerge, considérant les LB comme des acteurs cruciaux 

à prendre en compte dans les thérapies contre le cancer [40]. 

1.3.5 Influence des lymphocytes B infiltrant la tumeur  

Le sous-ensemble des lymphocytes B infiltrant la tumeur (TIL-B : de « Tumor infiltra-

ting B cell) semble être indicateur d’un bon pronostic chez l’humain pour la majorité des types 

de tumeurs solides [41]. Dans le cas du CS, Mahmoud et al., 2011 [42] ont analysé 1350 tu-

meurs par IHC. Les résultats ont permis d’associer la présence de TIL-B à une meilleure survie 

spécifique du CS dans les tumeurs de grade 3, ER–, TNBC et HER2+. Xu et al., 2018 [43] ont 

montré que pour tous les types de CS, des infiltrats élevés de LB prédisaient une survie globale 

 
12 Décrit la période après un traitement réussi au cours de laquelle il n'y a aucun signe ni symptôme de la maladie 

traitée. [44]. 
13 Temps entre la date du diagnostic et le début du traitement d'une maladie pendant laquelle les patients diagnos-

tiqués sont toujours en vie [45]. 
14 Temps (en mois) entre la date du traitement chirurgical primaire et le moment du décès par CS [35]. 
15 Traitement visant à diminuer la taille d’une tumeur avant une intervention chirurgicale (limite l'étendue de l'exé-

rèse) ou avant une radiothérapie (augmente l'efficacité) [46]. 
16 Représente la disparition de toutes les cellules cancéreuses invasives du CS et dans les ganglions auxiliaires 

après la fin d’une chimiothérapie néoadjuvante [47]. 
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et une survie sans maladie prolongée. Récemment, une étude de notre laboratoire publiée par 

Garaud et al., 2019 [48] confirme et étend la corrélation entre des densités de TIL-B plus éle-

vées et un pronostic favorable pour des patientes atteintes de CS HER2+ et TNBC. Les données 

identifient une augmentation de la densité des TIL-B dans le CS non traité par rapport aux tissus 

mammaires normaux, associés aux CD4 + et CD8 +, à des grades tumoraux plus élevés et des 

récepteurs hormonaux négatifs. Dans ce contexte, tous les stades de différenciation des LB 

étaient détectables, mais des augmentations significatives de TIL-B mémoire s’avéraient pré-

sentes. Les CS les plus infiltrés restaient caractérisés par la présence de LB spécifiques du CG 

qui étaient à leurs tours corrélés avec des TFH et des TIL-B sécrétant des Ac principalement 

situés dans des TLS. Dans l'ensemble, ces données soutiennent le concept d’une réponse im-

munitaire humorale générée par les TIL-B au niveau du site tumoral. 

1.4 Maturation des LB dépendants des TFH  

L'activation des LB naïfs a lieu dans les organes lymphoïdes secondaires au sein d’un 

follicule et est initiée lors de la reconnaissance de l’Ag T dépendant (TD) par le récepteur d’un 

LB (BCR : de « B cell receptor ») qui va l’endocyter et le dégrader. Le LB régule par consé-

quent positivement le récepteur de chimiokine C-C de type 717  (CCR7 : de « C-C chemokine 

receptor type 7 ») tout en maintenant l'expression du récepteur de chimiokine C-X-C de type 

518 (CXCR5 : de « C-X-C chemokine receptor type 5 »). Cela lui permet de se déplacer vers le 

bord du follicule.  Parallèlement, un LT CD4 + naïf s’avère activé lorsqu'il reconnait l’Ag pré-

senté par une cellule dendritique dans la zone des LT. Cette dernière fournit des signaux de 

costimulation pour promouvoir la différenciation du LT CD4 + en TFH. Ceci entraîne une régu-

lation à la hausse de CXCR5 et une régulation à la baisse de CCR7. Ces régulations permettent 

au TFH de s'éloigner de la zone riche en LT et d’aller vers la région interfolliculaire à l'interface 

LT/LB. À cette frontière, le LB présente des fragments de l’Ag via le complexe majeur d’his-

tocompatibilité de classe II19 (CMHII) au TFH. En retour, il lui fournit des signaux de survie et 

 
17 Protéine transmembranaire de la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Exprimé dans divers tissus 

lymphoïdes où ils activent les LB et LT. Le ligand 19 de chimiokine est le ligand spécifique de ce récepteur [49]. 
18 Protéine transmembranaire de la famille des récepteurs des chimiokines CXC. Se lie au chimioattractant des LB 

et permet la migration des LB dans les follicules [50]. Considéré comme marqueur phénotypique des TFH [51]. 
19 Protéine membranaire, exprimée par les cellules présentatrices d’antigène, exposent les Ag dérivés de protéines 

extracellulaires. Les Ag présentés par le CMHI sont issus de protéines cytosoliques [52]. 
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de costimulation au travers CD4020/CD40L21 (le ligand de CD40), l’Interleukine-21 (IL-21)22 

et par le costimulateur inductible des LT (ICOS)23 (Figure 4.A) [53]. Suite à cette interaction, 

le LB peut se différencier et proliférer en cellules plasmatiques extrafolliculaires de courte du-

rée ou entrer dans le GC pour devenir des cellules plasmatiques à longue durée de vie et des LB 

mémoires. Pour cela, les deux types de cellules régulent à la baisse CCR7 tout en exprimant de 

manière stable CXCR5. Cela permet d'échapper à l'attraction chimiotactique de la zone des LT 

et de se déplacer vers le centre du follicule. Au centre de ce dernier, les TFH fournissent des 

signaux de survie et de prolifération aux LB de façon à former le CG via plusieurs voies, dont 

CD40L, l’interleukine-4 (IL-4)24, l’IL-21 et la mort cellulaire programmée 1 (PD-1)25 [54]. En 

l'absence de stimuli de survie, les TFH du CG éliminent les LB du CG via Fas-FasL26. La signa-

lisation FasL-Fas déclenche l'apoptose, le recrutement médié par les protéines adaptatrices et 

l'activation de la cystéine protéase spécifique à l'aspartate : la caspase-8 [55]. Finalement le CG 

produit des LB mémoires, et des cellules plasmatiques à haute affinité (Figure 4.B) [56]. 

 

 

 

 

 

 
20 Protéine costimulatrice, réceptrice transmembranaire de CD40L, appartenant à la famille des facteurs de nécrose 

tumorale (TNF, de « Tumor necrosis factor »). Présente sur les CPA, elle est essentielle dans la commutation de 

classe d'immunoglobulines dépendant des LT, le développement des LB mémoires et la formation du CG [57]. 
21 Protéine (membranaire ou soluble) membre des TNF, exprimée à la surface des LT activés [58]. 
22 Cytokine immunorégulatrice de la famille des cytokines à chaine gamma commune. Impliqué dans la génération 

/ maintien des TFH et la formation des CG [59]. 
23 Protéine transmembranaire de la superfamille des récepteurs de surface cellulaire CD28 et CTLA-4 exprimée 

sur les LT activés [60]. 
24 Cytokine pléiotropique ligand du récepteur de l’interleukine 4. Principalement connus pour stimuler la 

différenciation d’un LT auxiliaire naïf en Th2 [61].  
25 Récepteur inhibiteur transmembranaire du ligand PD1 (PD-L1), de la superfamille Ig. Présent sur les LT activés 

par l’Ag qui joue un rôle essentiel dans l'induction et le maintien de la tolérance du soi [62]. 
26 Fas est le récepteur transmembranaire de FasL, deux protéines de la superfamille TNF [63] [64]. La liaison de 

FasL au domaine extracellulaire de Fas induit la trimérisation du récepteur et déclenche l'apoptose de la cellule. 
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1.5 Immunoglobulines : les anticorps 

 Les Ac représentent des glycoprotéines sécrétées par les plasmocytes en réponse à l'Ag 

qui appartiennent à la superfamille des Ig. Il existe 5 classes d’Ac chez l’être humain : les IgM, 

IgD, IgG, IgA et IgE. Pendant la réponse immunitaire, les Ac ont trois fonctions principales : 

se lier aux Ag, activer le système du complément27 et recruter des macrophages et des NK. Les 

Ac sont codés par des gènes qui subissent une recombinaison dite « V (D) J » (de Variabilité, 

Diversité et Jonction) dans les plasmocytes, processus créant une diversité d’Ac nécessaire à la 

reconnaissance des Ag étrangers. Pendant la maturation d'un LB, et suivant le stimulus qui 

induit cette maturation, les clones du LB reconnaissant l'épitope vont subir une commutation 

de classe. Les LB matures qui premièrement expriment les IgM et des IgD peuvent ensuite 

évoluer pour produire un seul isotype (IgG, IgA ou IgE), ceci en opérant une recombinaison du 

gène codant le fragment constant des chaînes lourdes, tout en gardant intact le fragment variable 

de l’Ac. Les IgG figurent parmi les protéines les plus abondantes dans le sérum humain où elles 

représentent environ 10 à 20% des protéines plasmatiques.  Elles se lient à divers Ag et nous 

 
27 Groupes de protéines du système immunitaire inné, qui régulent ou participent directement à l’élimination du 

pathogène [67]. 

Figure 4 : Activation et différenciation des LB dépendants des TFH. Schéma créé à partir de la banque 

d’images « SMART - Servier Medical ART » , s. d. [65] et inspirée par Chen et al., 2012 [66]. 
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protègent en utilisant par exemple l’agglutination28, l’activation de la voie classique du com-

plément, l’opsonisation29 pour la phagocytose, et la neutralisation des toxines. Elle joue aussi 

un rôle important dans la cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps30 

(ADCC : de « Antibody Dependant Cell mediated Cytotoxicity) et se caractérise également par 

des auto-anticorps31 significativement associés aux maladies auto-immunes [68], mais aussi à 

aux cancers, dont le CS [69]. 

1.6 Fonctions anti-tumorales des lymphocytes B  

 L’ensemble des fonctions anti-tumorales des LB discutées sont regroupées dans la figure 5.  

1.6.1 Production d’anticorps 

Dans l’esprit commun, les Ac se dirigent contre des pathogènes ou des Ag du « non-

soi ». Depuis quelques années, nos connaissances s’élargissent sur leurs spectres d’action. Des 

travaux de notre laboratoire publiés par Garaud et al., 2018 [69] ont révélé que plus de 84% des 

patients examinés atteints de CS produisaient des auto-anticorps. Ces derniers étaient dirigés 

contre un ou plusieurs des Ag présents sur une puce à ADN32 de 91 Ag associés aux tumeurs. 

De cette façon, 8 Ag qui provoquent des réponses d'auto-anticorps associés au CS ont pu être 

identifiés. Chez la souris, Carmi et al., 2015 [70] ont constaté que le rejet de tumeurs allogé-

niques33 est initié par des IgG se liant aux tumeurs qui permettent aux cellules dendritiques 

d'internaliser les Ag tumoraux et d'activer ensuite les LT CD8 + qui agiront contre la tumeur. 

1.6.2 Présentation d’antigènes 

Les LB disposent de la capacité à absorber de faibles concentrations d'Ag à l'aide de 

leurs BCR et peuvent jouer le rôle de cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Dans le cancer 

de l'ovaire, les tissus tumoraux restent peu infiltrés par les cellules dendritiques. En dépit de ça, 

on sait que les LB se situent de façons rapprochées des LT CD8 + dans ces tumeurs. Milne et 

al., 2009 [71] suggèrent par conséquent que les LB pourraient servir de CPA locale dans ce 

contexte. Candolfi et al., 2011 [72] ont testé un traitement à base de cytotoxine et de cytokine 

 
28 Représente la formation d'amas de cellules ou de particules inertes par des Ac spécifiques dirigés contre des Ag 

[73]. 
29 Processus de reconnaissance et de ciblage des particules envahissantes avant la phagocytose [74]. 
30 Permets à des cellules effectrices porteuses de récepteurs pouvant reconnaitre le fragment cristallisable d’un Ac 

de tuer la cellule recouverte d'Ac et d’exprimer ensuite à leur surface des Ag dérivés de cette cellule [75]. 
31 Ac dirigé contre une ou plusieurs protéines de l’individu producteur de l’Ac [69]. 
32 Ensemble de molécules d’ADN fixé sur une surface [69]. 
33 Tumeur provenant d’un donneur implanté par la suite dans le receveur [70]. 
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immunostimulante visant à réduire des tumeurs du cerveau chez la souris.  Ce traitement a 

conduit à la régression tumorale dépendante des LT CD8 + médiée par les LB comme CPA. 

1.6.3 Fonctions cytotoxiques 

Il existe un faisceau de preuves sur la cytotoxicité directe des LB dans la destruction des 

cellules tumorales. En 1996, Hahne et al., [76] ont démontré pour la première fois dans un 

modèle murin que les LB pouvaient exprimer FasL. Pourtant, il faudra attendre Tao et al., 2015 

[77] pour affirmer que des LB étaient capables d’éliminer directement les cellules cancéreuses 

par la voie Fas / FasL chez la souris. Pour éliminer les cellules pathogènes, les LT cytotoxiques 

et les NK sécrètent des granules comme le granzyme B (peptidase). Celle-ci pénètre dans le 

cytosol par endocytose et cible la caspase-3 (protéase à cystéine), provoquant la cascade des 

caspases aboutissant à la fragmentation de l'ADN et in fine l’apoptose [78]. En 2009, l’équipe 

de Hagn a montré que les LB humains stimulés par l'IL-21 pouvaient sécréter le granzyme B 

[79]. La cytotoxicité directe contre les cellules tumorales n’a en revanche été démontrée que 

dans un modèle murin par Catalán et al., 2015 [80]. 

1.6.4 Production de cytokines 

Comme de nombreuses autres cellules, les LB disposent de la capacité de sécréter des 

cytokines qui semblent être impliquées dans l’activité anti-tumorale. La lymphotoxine repré-

sente une cytokine de la famille TNF produite par les lymphocytes et premièrement identifiée 

comme favorisant la progression tumorale [81]. Pour Tang et al., 2017 [82], il semblerait que 

les LB peuvent faciliter la formation des TLS en sécrétant de la lymphotoxine. La même année 

Sarvaria et al., 2017 [83] découvrent que les LB sécrètent de l’interféron gamma (IFN-γ)34 qui 

polarise les LT vers une réponse Th1 ou Th2. Ceci expliquerait le bon pronostic attribué au 

cancer infiltré par les LB. 

 

 

 

 
34 Cytokine anti-inflammatoire de la classe des interférons de type II [84]. 
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1.7 Fonctions pro-tumorales des lymphocytes B  

 L’ensemble des fonctions pro-tumorales des LB discutés est regroupé dans la figure 6. 

Ces dernières années, en plus du rôle bien établi des Tregs dotés de la capacité d’inhiber 

la prolifération des LT effecteurs, une nouvelle vague de recherches a décrit un rôle similaire 

pour les LB. Les lymphocytes B régulateurs (Bregs) représentent des cellules ayant pour rôle 

d’inhiber ou de supprimer les réponses engagées par le système immunitaire afin de ne pas 

aboutir à une inflammation excessive [85]. Contrairement aux Tregs et son marqueur FoxP3, 

aucun marqueur n’a été formellement identifié chez les Bregs. Ce qui permet de les discriminer 

parmi les autres LB constitue en la libération, tout comme les Tregs, de médiateurs anti-inflam-

matoires et dont le plus important reste l'interleukine-10 (IL-10)35. Les Bregs peuvent égale-

ment sécréter l’interleukine-35 (IL-35)36, le facteur de croissance transformant beta 1 (TGF- 

 
35 Cytokine immunorégulatrice majeure qui agit sur de nombreuses cellules du système immunitaire où elle a de 

profondes fonctions anti-inflammatoires, limitant la perturbation excessive des tissus causée par l'inflammation 

[86]. 
36 Cytokine immunosuppressive de la famille de l’interleukine-12 [87]. 

Figure 5 : Fonctions anti-tumorales des lymphocytes B. Schéma créé à partir de la banque d’images 

« SMART - Servier Medical ART » , s. d. [65]. 
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β1)37, le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-α)38 et exprimer à la surface de leurs mem-

branes des molécules inhibitrices, telles que le ligand de mort programmé 1 (PD-L1)39 [88]. Les 

Bregs, en tant que sous-population distincte de LB, ont été principalement étudiés pour leurs 

rôles dans les maladies auto-immunes et les maladies inflammatoires [89]. En dépit de cela, 

quelques recherches récentes se sont concentrées sur le rôle des Bregs dans le cancer. 

1.7.1 Sécrétion d’IL-10 

Une étude menée par Shalapour et al., 2015 [90] s’est concentrée sur l’oxaliplatine. Il 

s’agit d’un agent chimiothérapeutique provoquant une réponse immunogène efficace dans le 

cancer de la prostate qui active les LT CD8 +. Pourtant, trois modèles différents de cancer de 

la prostate chez la souris étaient réfractaires à l'oxaliplatine, à moins qu'ils ne soient appauvris 

en LB. Il s’est avéré en effet que des cellules sécrétrices d’IL-10 qui exprimaient les IgA et PD-

L1 empêchaient l'éradication dépendante des LT cytotoxiques des cellules tumorales traitées 

par l'oxaliplatine. En 2015, Wei et son équipe [91] ont collecté et analysé des ascites40 de pa-

tientes atteintes de cancer de l'ovaire qui contenaient des fréquences élevées de LB producteurs 

d'IL-10.  En exécutant des cocultures de LT CD8 + avec des LB ascitiques, ils ont constaté que 

les LT CD8 + ne produisaient plus IFN-γ. Cette suppression était en partie médiée par l’IL-10 

qui a provoqué une faible expression des CD80 et CD86. Ces deux dernières représentent des 

molécules de costimulation exprimée à la surface des CPA qui agissent durant l'activation des 

LT CD8 + en se liant à leur récepteur CD28. Sans cette costimulation, les LT CD8 + qui recon-

naissent l’Ag s’avèrent anergiques41 et ne peuvent pas s'activer. En empêchant la sécrétion d'IL-

10 et en stimulant les CD28, Wei et al. ont partiellement inversé la suppression médiée par les 

LB IL-10+. Récemment, Zhang et al., 2017 [92] ont étudié l’elotuzumab, un Ac humanisé42 

servant à activer le mécanisme ADCC des NK dans un contexte de myélome. Durant cette 

étude, ils ont découvert à travers des expériences de cocultures que les NK ne savaient plus 

supprimer les cellules tumorales quand ils se retrouvaient en présence de LB producteurs d’IL-

10.  

 
37 Cytokine pléiotropique de la superfamille des TGF- β. Contrôle de nombreuses fonctions cellulaires (croissance 

cellulaire, prolifération cellulaire, différenciation cellulaire et l'apoptose) [93]. 
38 Cytokine proinflammatoire de la superfamille des TNF [94]. 
39 Glycoprotéine transmembranaire de la superfamille des Ig, ligand du récepteur inhibiteur immunitaire PD1 [95]. 
40 Accumulation de liquide dans la cavité péritonéale [96]. 
41  État hyporéactif d’un LT naïf après une costimulation faible ou une coinhibition forte qui induit une faible 

activation/production l’interleukine-2 [97]. 
42 Ac humains avec les régions hypervariables (site de liaison à l'Ag) et régions charpentes (acide aminés impliqué 

dans la structure du site de liaison) remplacés par des régions d’origines murines [98]. 
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1.7.2 Sécrétion de TNF-alpha 

En 2011, Schioppa et al., [99] parviennent à démontrer que les Bregs sont engagés dans 

la promotion du développement du cancer cutané via la production de TNF-α.  La croissance 

de ce dernier pouvait être réduite chez les souris présentant une carence en LB. Lors du transfert 

des LB, la croissance du cancer ne restait que partielle, alors que durant le transfert des LB 

modifiés TNF-α déficient, le cancer se développait. De plus, la résistance au développement du 

cancer chez les souris déficientes s’avérait associée à une augmentation des LT CD8 + produc-

teurs d’IFN-γ et à une réduction significative des Bregs producteurs d'IL-10. Ensemble, ces 

données indiquent que le TNF-α intervient dans la promotion de l'activité tumorale via l’IL-10 

qui réprime l'immunité antitumorale médiée par les LT CD8 +. Dans une étude de Shao et al., 

2014 [100], les Bregs ont favorisé la croissance du carcinome hépatocellulaire en interagissant 

directement avec les cellules cancéreuses par la voie de signalisation CD40. Dans une expé-

rience de cocultures de Bregs et de cellules tumorales hépatiques, la prolifération de ces der-

nières a augmenté et l'apoptose a diminué. De façon corrélée à cette prolifération, les sécrétions 

d'IL-10 et TGF-β1 ont augmenté et l'expression du TNF-a a diminué.  L'inhibition de l'interac-

tion CD40 a conduit à une diminution de TGF-β1 et d’IL-10 et à l’augmentation de la sécrétion 

de TNF-α dans la coculture. L'augmentation de l'IL-10 et du TGF-β1 pourrait favoriser la crois-

sance tumorale en inhibant la sécrétion de TNF-α. Le TNF- α posséderait, à la lumière des 

études citées ci-dessus, des effets antagonistes. Celui-ci agit comme promoteur de tumeur en-

dogène en stimulant le développement d’un type cancer quand d'un autre côté, il participe à 

l’élimination des cellules tumorales. 

1.7.3 Sécrétion de TGF- β 

En 2011, Olkhanud et al., [101] ont procédé à une étude du CS chez la souris qui indique 

que le rôle principal des Bregs dans le processus de métastases pulmonaires consistait à induire 

la conversion dépendante du TGF-β1 des LT CD4 + en Tregs. En l'absence de Bregs, les tu-

meurs ne parvenaient pas à métastaser efficacement dans les poumons en raison d'une mauvaise 

conversion de Tregs. Plus tard, Wang et al., 2015 [102] vont plus loin en démontrant chez des 

patients atteints de cancer gastrique, qu’en sécrétant du TGF-β1, les Bregs inhibaient la sécré-

tion d'IFN-γ et de TNF-α par les LT CD4 +, ce qui les convertissaient en Tregs. 

1.7.4 Sécrétion d’IL-35 

Wang et al., 2018 [103] ont prélevé des échantillons de sang de donneurs sains et de 

patients atteints de cancer gastrique non traités. Après analyse, ils constatèrent que les échan-

tillons des patients cancéreux contenaient de fortes quantités de Bregs producteurs d'IL-35. Ces 
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résultats impliquent que ce groupe de LB pourrait participer à la progression du cancer gas-

trique.  

1.7.5 Suppression de la réponse TFH 

L’étude fonctionnelle des Bregs dans le cancer se concentre principalement sur leurs 

impacts dans la réponse antitumorale médiée par les LT cytotoxiques. Néanmoins, comme nous 

l'avons vu ci-dessus, les LB peuvent également répondre au cancer, notamment en produisant 

des Ac. Ceci est permis suite à l’interaction entre les TFH et LB. À ce jour, une seule étude 

conduite par Achour et al., 2017 [104] a étudié l’effet des Bregs sur cette fonction des TFH. Pour 

cela ils ont cocultivé des TFH, des Bregs et des LB pour induire la différenciation terminale de 

ces derniers en plasmocytes et cellules mémoires. Pour obtenir les TFH, ils ont simulé l’amor-

çage avec une CPA en cultivant des LT CD4 + humains avec des Ac monoclonaux anti-CD3 et 

anti-CD2843, et en ajoutant de l’IL-1244 et de l’IL-21 [105]. Les LB quant à eux ont été activés 

avec du CpG-oligodésoxynucléotides (séquence ADN synthétique) qui simule la détection d’un 

motif moléculaire associé aux pathogènes par le récepteur toll-like 9 et ont été cultivé avec des 

fibroblastes transfectés avec le gène pour le CD40L humain dont l’interaction avec le CD40 

 
43 L'anti-CD3 se lie au CD3 et active le récepteur du LT (TCR). L'anti-CD28 se lie au CD28 et stimule le LT sans 

CD80 ou CD86 [106]. 
44 Permets d’induire la différenciation des LT CD4 + en TFH producteur d’IL-21 [105]. 

Figure 6 : Fonctions pro-tumorales des lymphocytes B régulateurs. Schéma créé à partir de la banque 

d’images « SMART - Servier Medical ART » , s. d. [65]. 
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des LB favorise leurs différenciations en Bregs [107 & 108]. Dans les cocultures, les Bregs ont 

inhibé la différenciation des LB en plasmocytes et LB mémoire et entravé la sécrétion des Ig 

(Figure 7). Pour cela, les Bregs ont modulé l’expression des récepteurs de l'IL-21 sur les TFH et 

les LB, ont impliqué des interactions avec les molécules CD40, CD80, CD86 et ont nécessité 

la production d'IL-10 et de TGF-β. Même si cette étude n’a pas été entreprise dans un contexte 

tumoral, les résultats acquis permettent d’établir les bases de mécanismes à investir dans la 

recherche de la lutte contre le cancer.  

Suite à ces différentes publications, il s’avère possible d’affirmer aujourd’hui que les 

Bregs jouent un rôle important et complexe de par l’hétérogénéité de leurs effets dans le cancer.  

1.8 Résultats préliminaires 

En 2019 notre laboratoire a commencé une étude (non publiée) en vue de déterminer la 

présence des Bregs dans le CS. Des résultats préliminaires (Figure 8) ont rapporté que le pour-

centage de LB sécréteurs d’IL-10 (Bregs) apparaissaient significativement plus élevé chez les 

LB provenant d'une tumeur du sein (TIL-B) contrairement au sang périphérique des patientes 

atteintes de CS ou de donneur sain.   

 

Figure 7 : Effet immunosuppressif des lymphocytes B régulateurs (Bregs) sur la fonction des TFH. 

Schéma adapté de Achour et al.,2016 [104] et créé à partir de la banque d’images « SMART - Servier 

Medical ART » , s. d. [65]. 
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1.9 Objectifs de l’étude 

Se basant sur l’étude de Achour et al., 2017 [104] et ayant attesté la présence de Bregs 

dans les tumeurs du CS dans des résultats préliminaires, l’objectif principal de cette étude rési-

dait en la caractérisation de l’effet immunosuppresseur des TIL-B de tumeur du CS sur la fonc-

tion des TFH. L'impact des TIL-B sur l’expression et la sécrétion des IgG par les plasmocytes 

spléniques a été évalué par le biais d'analyses phénotypiques et fonctionnelles après optimisa-

tion des protocoles. De façon indépendante, l’effet des facteurs solubles présent dans le mi-

croenvironnement tumoral (appelé par la suite surnageant de tumeur (SNT)) sur l’activation de 

LT et la différenciation terminale des LB a également été examiné. 

2. Matériels et méthodes 

Pour évaluer l’effet immunosuppresseur des TIL-B, une coculture regroupant des TIL-B de 

tumeur du CS, des TFH et des LB d'une rate saine a été entreprise. Pour dépeindre l’effet du 

SNT sur les LT et LB, des cocultures regroupant des TFH et des LB spléniques furent également 

réalisées en compagnie de SNT de différentes tumeurs. Ces deux expériences ont été rassem-

blées sous le nom de tests TFH. Les matériels et méthodes essentielles à celles-ci sont décrits ci-

dessous.  

Figure 8 : Pourcentages de LB producteur d’IL-10 dans : le sang de donneur sain (HD-PB), le sang 

de patiente atteint de CS (BC-PB), les tumeurs de CS et les amygdales de patients sains (tonsil) après 

stimulation par 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate et Ionomycine. 
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2.1 Mise en place des tests TFH 

2.1.1 Isolation des splénocytes  

 Les splénocytes, cellules issues de rates saines, requises à l’expérience ont été dissociés 

mécaniquement le jour même de l’ablation de celle-ci. Une fois l’homogénat filtré, les cellules 

ont été séparées par un gradient de densité en utilisant du Ficoll. Les cellules ayant formé un 

anneau au centre du tube ont été extraites et lavées avec du tampon phosphate salin (PBS : de 

« Phosphate buffer saline »). Finalement, les cellules ont été dénombrées et disposées dans des 

cryotubes à raison de 20.106 cellules dans du PBS contenant 10% de diméthylsufoxyde. Ces 

tubes ont tout d’abord été disposés à -80°C puis entreposés dans des cuves spéciales contenant 

de l’azote liquide. Cette congélation en deux étapes se trouvait primordiale à la bonne conver-

sation des cellules.  

2.1.2 Isolation les lymphocytes B de la rate 

À partir des splénocytes fraichement décongelés dans du RPMI chaud, les LB ont été 

isolés par déplétion des non-LB (sélection négative) grâce au kit « B cell isolation kit II, hu-

man » (Miltenyi Biotec) en suivant le protocole du fabricant. Brièvement, les non-LB ont été 

indirectement marqués magnétiquement avec un cocktail d’Ac monoclonaux conjugué à la bio-

tine45, comme marquage primaire46 (Figure 9.1). Des Ac monoclonaux anti-biotine conjugués 

à des billes magnétiques ont ensuite été employé comme marquage secondaire47. Les non-LB 

magnétiquement marqués ont été retenus dans une colonne par le champ magnétique d'un sé-

parateur, tandis que les LB non marqués ont été élués dans un premier tube. Pour finir, l’aimant 

a été retiré et une pression a été exercée pour diriger la fraction positive (c’est-à-dire celle con-

tenant les cellules non-LB retenues par l’aimant) dans un second tube (Figure 9.2). 

 
45 Marqueur couramment utilisé dans la détection, la purification et l'immobilisation des protéines en raison de sa 

liaison extraordinairement forte à des protéines comme l'avidine ou la streptavidine [109]. 
46 Utilise un Ac primaire qui se fixe directement sur l’Ag ciblé. 
47 Utilise un Ac secondaire qui se fixe sur l’Ac primaire pour détecter ce dernier. 
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2.1.3 Tri des TFH et des LT CD4 + classiques  

Dans l’optique d’isoler les TFH parmi les non-LB collectés, les cellules ont été séparées 

grâce à des Ac conjugués à des fluorochromes en utilisant un trieur de cellules. Le tri des TFH 

était basé sur l'expression positive de CD4, CXCR5, ICOS et PD1. Un contrôle négatif (LT 

CD4 + classiques) qui n’exprime pas toutes ces protéines (sauf CD4) a également été trié (Fi-

gure 10).  

 

Figure 10 : Exemple représentatif de la stratégie de 

tri des cellules TFH et LT CD4+ classiques (contrôle 

négatif). Le tri des TFH était basé sur l'expression 

positive de CD4, CXCR5, ICOS et PD1. Dans 

l'exemple, cela est représenté par les fenêtres R1, R2 

et R4. Un contrôle négatif qui n’exprime pas ces 

protéines a également été trié, pour cela les fenêtres 

R1, R2, R3 et R5 ont été utilisées. 

Figure 9 : Schéma synthétique de la sélection négative des lymphocytes B à partir de splénocytes de 

rate saine à l’aide du kit «B cell isolation kit II, human » (Miltenyi Biotec). Schéma créé à partir de 

la banque d’images « SMART - Servier Medical ART » , s. d. [65] et adapté de (« B Cell Isolation Kit 

II, human - B cells - MicroBeads and Isolation Kits - Cell separation reagents - MACS Cell Separation 

- Products - Miltenyi Biotec - Belgique » , s. d.) [110]. 
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2.1.4 Échantillons tumoraux  

Les TIL-B et le SNT ou le surnageant du tissu adjacent (SNAT, contrôle négatif) em-

ployé pour l’expérience ont été recueillis par dissociation non enzymatique des tissus de tu-

meurs fraîches du jour (et de leurs tissus adjacents), en suivant le protocole de Garaud et al., 

2014 [111].  Brièvement, les fragments tissulaires (adjacent et tumeur) ont été disséqués dans 

du milieu cellulaire hématopoïétique sans sérum défini chimiquement (ci-après dénommé mi-

lieu) X-VIVOTM 15 de chez Lonza. Les fragments produits ont été homogénéisés avec un dis-

sociateur. L’homogénat a été filtré par la suite sur un tamis cellulaire de 40 μm dans un premier 

tube conservé temporairement à 4°C. Une série de lavages avec du milieu a été accompli sur le 

tube dissociateur et le tamis afin de rassembler tous les éléments dans un second tube. Les deux 

tubes ont ensuite été centrifugés pendant 15 min à 600 g.  Le surnageant du premier tube a été 

clarifié à 15 000 g pendant 15 min à 4°C et aliquoté avant stockage à l’azote liquide, et repré-

sente finalement le SNT ou SNAT. Le surnageant du second tube a été écarté et les culots 

cellulaires des deux tubes ont été resuspendus et regroupés dans 1 ml de milieu puis entreposés 

à l’azote liquide. Avant stockage, un échantillon a été prélevé et le nombre de cellules viables 

a été estimé à l'aide d'un compteur de cellule.   

2.1.5 Isolation des TIL-B 

Les TIL-B de la tumeur du CS ont été isolés par sélection positive en utilisant le kit Mi-

croBead CD19 humain (Miltenyi Biotec) selon le protocole du fabricant. Tout d'abord, les TIL-

-B (CD1948 +) ont été magnétiquement marquées avec des « MicroBeads CD19 » conjuguées 

à des Ac monoclonaux (Figure 11.1). Ensuite, la suspension cellulaire a été chargée sur une 

colonne, qui a été placée dans le champ magnétique d'un séparateur. Les cellules TIL-B mar-

quées ont été retenues magnétiquement, alors que les cellules non marquées ont chuté par gra-

vité dans un premier tube qui a ensuite été écarté. Après avoir retiré l’aimant, les TIL-B ont été 

élués par pression dans un second tube (Figure 11.2). 

 

 
48 Glycoprotéine transmembranaire de la superfamille des Ig. Marqueur des LB, elle régule le développement et 

l'activation des LB par le biais d'interactions avec CD21, CD22 et le BCR [112]. 



 

   22 

2.1.6 Cultures cellulaires 

Différentes cocultures composées de populations cellulaires distinctes ont été em-

ployées pour la mise en place des tests TFH. 

Les tests TFH contrôle étaient composés de :  

- 10 000 TFH ou LT CD4 + classiques et 25 000 LB dans 200 µl de RPMI complet. 

- 10 000 TFH et 2 x 25 000 LB dans 200 µl de RPMI complet 

Les tests TFH étaient composés de :  

- 25 000 LB, 10 000 TFH et 25 000 TIL-B dans 200 µl de RPMI complet 

- 25 000 LB, 10 000 TFH et 100 µl de SNT ou SNAT dans 100 µl de RPMI complet. 

Toutes les cocultures ont été entreprises dans des plaques 96 puits en présence de 0,5 µg / 

ml d'entérotoxine staphylococcique B (SEB) pour imiter l'interaction entre les TFH spéci-

fiques de l'Ag et les LB présentant l'Ag [113]. Finalement, les cellules ont été incubées à 

37°C, 5% de CO2 ceci durant 6 jours. 

2.2 Cytométrie en flux 

Les populations lymphocytaires présentes dans les cultures/cocultures ont été exami-

nées au cytomètre à différents jours de l’expérience, en incubant les cellules avec des Ac spé-

cifiques couplés à des fluorochromes. 

Figure 11 : Schéma synthétique de la sélection positive des TIL-B d’une tumeur de CS à l’aide du kit 

MicroBead CD19 humain (Miltenyi Biotec). Schéma créé à partir de la banque d’images « SMART - 

Servier Medical ART » [65]. 
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2.2.1 Marquages membranaires 

Au jour 0, la pureté de l’isolation des LB et du tri des LT CD4 + classiques et des TFH 

a été mesurée.  

Au jour 1, un test de viabilité des cellules a été effectué.  

Au jour 3, la différenciation des LB en LB mémoires/plasmocytes et l'activation des LT 

ont été déterminées. 

Le dernier jour (jour 6), de nouveau la différenciation des LB en LB mémoires a été 

caractérisée, et l’expression des IgG et IgM ont été évaluées par une coloration intracellulaire.  

La viabilité des cellules a également été contrôlée aux jours 3 et 6.  

Les panels d’Ac utilisés sont décrits dans la figure 12 ci-dessous. 

 

2.2.2 Coloration intracellulaire 

Pour la coloration intracellulaire, les cellules ont d’abord été incubées avec des Ac vi-

sant des protéines membranaires (Figure 12) 30 min à 4°C dans le noir. Puis le kit « BD Cytofix 

/ CytopermTM» a été employé. Après lavage des cellules avec le tampon de coloration, les 

cellules ont été resuspendues dans une solution de fixation/perméabilisation et ont été incubées 

20 min à 4°C dans le noir. Une fois les cellules fixées et perméabilisées, celles-ci ont été lavées 

Figure 12 : Frise chronologique des marquages effectués sur les cellules et les panels d’anticorps 

associés. 
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avec la solution BD Perm/Wash et remises en suspension dans cette même solution. Par la suite, 

le marquage des Ig intracellulaire a été appliqué en laissant incuber les cellules avec des Ac 

spécifiques (Figure 12) 30 min à 4°C dans le noir. Enfin, les cellules ont été rincées deux fois 

avec la solution BD Perm/Wash puis resuspendues dans cette dernière et disposées toute la nuit 

dans le noir à 4°C. Cette dernière étape permettait selon des résultats précédents d’avoir de 

meilleures colorations. Le lendemain les données ont été acquises sur le cytomètre en flux. 

2.3 Analyses des surnageants des cocultures 

Les surnageants de cultures/cocultures prélevées pour les tests au jour 6 ont été conser-

vés à -80°C. Ces derniers ont servi à l’analyse de la sécrétion des IgG totales au travers de deux 

techniques. Par dosage immuno-enzymatique sur support solide (ELISA, de « Enzyme-linked 

immunosorbent assay”) et essai par billes cytométriques (CBA, de « Cytometric beads array »). 

2.3.1 ELISA 

Les tests ELISA ont été réalisés avec le test «Ready-SET-Go (eBiosciences) ». Premiè-

rement, une plaque de 96 puits a été recouverte d’Ac monoclonaux anti-IgG humaine dans du 

PBS pendant toute une nuit. Les puits ont ensuite été rincés avec du tampon de lavage (PBS, 

Tween-20 0,05%) puis du tampon de blocage a été ajouté pendant 2 heures à température am-

biante pour éviter l'adsorption non spécifique d'autres protéines. Ensuite, les échantillons pré-

dilués et des standards avec des concentrations connues d'IgG ont été ajoutés et incubés pendant 

2 heures à température ambiante. Les plaques ont ensuite été lavées et incubées avec des Ac 

monoclonaux de détections (anti-IgG humaines conjuguées à la peroxydase de raifort pendant 

1 heure dans les mêmes conditions. Après incubation de 15 min avec une solution de substrat 

(5,5’-tétraméthylbenzidine) pour détecter la peroxydase de raifort, une solution-stop d’H2SO4 

a été adjointe. Finalement, la plaque a été lue via un spectrophotomètre à 450 nm (longueur 

d'onde de référence 670 nm). 

2.3.2 Essai par billes cytométriques  

Une explication du principe du CBA est disponible en annexe 7.1. 

Pour les essais par billes cytométriques, le kit « BD Cytometric Bead Array Human 

Immunoglobulin Master Buffer Kit » a été employé en suivant le protocole du fabricant. Tout 

d’abord, il a été nécessaire de reconstituer le standard lyophilisé avec un produit spécial « assay 

diluent » fourni dans le kit. Par la suite, une dilution en série a été accomplie pour créer une 

gamme étalon. Puis, il a fallu préparer le mix de billes de captures et l’agent de détection PE en 

fonction du nombre d’échantillons. Ces derniers ont par ailleurs été dilués 50x avec l’assay 
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diluent. Cette dilution se basait sur des résultats d’expériences antérieurement pratiquées dans 

notre laboratoire. Une fois la plaque avec filtre de 96 puits humidifié avec le tampon de lavage, 

les échantillons (y compris les standards) et le mix de billes ont été disposés dans les puits pour 

une incubation de 1h. La plaque a ensuite été rincée deux fois (Figure 13.1). Les anticorps de 

détection ont été ajoutés et la plaque a été incubée pendant 2h. Finalement, les échantillons ont 

été placés dans des tubes 5 ml pour être analysés par cytométrie en flux (Figure 13.2).  Les 

résultats ont été acquis avec le logiciel FCAP Array ™ pour générer des tableaux et des gra-

phiques. 

 La moyenne d’intensité de fluorescence obtenue avec un standard IgG totale fraiche-

ment reconstitué a été comparée à celle d’un standard congelé à -80°C et celle d’une lecture de 

plaque au cytomètre effectuée trois jours après l’expérience.  

2.4 Images, analyses et statistiques 

Des images des cocultures ont été capturées aux jours 3 et 6 à l’aide de l’appareil ZOE 

fluoerescent cell imager de Bio-Radtm. Ces photographies ont ensuite été a analysées avec le 

logiciel Image J pour déterminer la surface des clusters49.  

 
49 Amas de cellules. 

Figure 13 : Schéma synthétique du protocole de l'essai par billes cytométriques. Schéma créé à partir 

de la banque d’images « SMART - Servier Medical ART » , s. d. [65] et adaptée de Salazar et al., 2017 

[114]. 
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Les scans des coupes des tumeurs ont été effectués avec le NanoZoomer RS Digital Patho-

logy System de chez Hamamatsu et observés avec le logiciel NDPview. 

Toutes les analyses par cytométrie ont été acquises avec le cytomètre NAVIOS (Beckman 

Coulter) puis ont été interprétées avec le logiciel Kaluza (Beckman Coulter). Le tri des cellules 

a été procédé à l’aide du trieur de cellules MoFlo ASTRIOS (Beckman Coulter). 

Les graphiques ont été créés à l'aide du logiciel Prism 8 (GraphPad).  

3. Résultats 

3.1  Mise en place des tests TFH 

La première étape fut d’identifier les tumeurs suffisamment infiltrées par des TIL-B. Dans 

un second temps, pour mettre en place les cocultures, des LB, TFH & CD4 + de la rate saine, et 

des TIL-B de la tumeur ont été isolés.  

3.1.1 Caractérisations des tumeurs  

Après l’excision d’une tumeur par l’équipe chirurgicale, notre laboratoire réceptionne un 

fragment sur lequel une analyse cytométrique est opérée de façon à en déterminer la 

composition immunitaire. En parallèle, le service d’anatomo-pathologie procède à un 

diagnostic à l’aide d’une coloration à l’hématoxyline/éosine50 et d’une IHC. 

Les tumeurs de trois patientes (Pt1, Pt2 & Pt3) ont été sélectionnées en raison de leur fort 

taux de TIL-B (>12%). À titre d’exemple, le taux d’infiltration en LB de la tumeur de la Pt1 

était d’environ 13% (Figure 14).  

 

 

 

 

 

 
50 Coloration qui permet dans un tissu typique de colorer les noyaux en bleu, et le cytoplasme/matrice 

extracellulaire avec des variations de rose [115]. 

Figure 14 : Analyse par cytométrie de l’infiltration 

des LB CD19 + de la tumeur de la Pt1. L’anticorps 

CD19-Pc7 cible les LB CD19 + et l’anticorps CD3-

eF450 est utilisé comme contrôle pour vérifier la 

présence de LT CD3 +. 
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D’après les pathologistes, d’un point de vue histologique ces trois tumeurs représentaient 

des carcinomes canalaires. L’analyse du sous-typage moléculaire de la Pt1 (10% in situ) chez 

qui ont été prélevés les TIL-B, a révélé qu’il s’agissait d’une Luminal B, celui la tumeur Pt2 

d’une HER2+ et celui de Pt3 d’une Luminal B. 

La coloration à l’hématoxyline/éosine a permis de déterminer la présence et le positionne-

ment des TIL vis-à-vis de la tumeur. De façon remarquable, les trois tumeurs présentaient une 

morphologie extrêmement hétérogène. Toutefois, comme attendu les TIL se situaient dans le 

stroma formant des amas denses autour du tissu tumoral (Figure 15). 

La complexité et la diversité intrinsèque aux échantillons tumoraux permettent d’acquérir 

des informations essentielles qui seront prises en compte dans l’interprétation des résultats de 

l’étude, mais aussi dans la continuité du projet.  

3.1.1 Contrôles de la pureté du tri des TFH/ CD4 + et de l’isolation des lympho-

cytes B 

Afin de disposer des splénocytes de rate saine requis à la mise en place des tests TFH, 

une isolation des LB a été entreprise par sélection négative, puis les cellules non-LB issus de 

cette première isolation ont été séparées avec un trieur de cellules pour sélectionner les TFH et 

les LT CD4 + classiques. 

Figure 15 : Images des coupes des tumeurs des Pt1, Pt2 et Pt3 colorées à l’hématoxyline/éosine 

permettant de discriminer les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) des tissus tumoraux (Tumeur). 

Vue générale (x1) ; cercle rouge ; agrandissement de la zone (x15) ; contour jaune : TIL dans le stroma. 
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D’après l’exemple représentatif des résultats avant les tris exposés dans la figure 16.A, 

parmi la population lymphocytaire (CD45 +) qui représentait 51% des cellules, 41% correspon-

daient simplement des CD4 +, et au sein de ces derniers 73% s’avéraient être des LT CD4 + 

classiques (CD4 +, CD25 +) et 15% des TFH (CD4 +, CXCR5 +). Après tri (Figure 16.B) les 

TFH et les LT CD4 + classiques étaient purs à >95%. Une pureté d’au moins 98% s’avérait quant 

à elle obtenue après isolation des LB (Figure 16.C).  

Suite aux résultats acquis, il est possible de confirmer le tri et l’isolation efficace de tous 

les sous-types lymphocytaires nécessaire à la mise en place de l'expérience. 

3.1 Cultures cellulaires  

Après avoir prélevé toutes les populations de cellules souhaitées pour le test TFH et les co-

cultures avec SNT, des cultures de 6 jours stimulées par SEB ont été entreprises. Des images, 

des analyses phénotypiques (différenciation des LB) et fonctionnelles (activation des LT) ont 

été réalisées durant la période de culture.  

3.2.1 Suivi photographique des cocultures 

Des clichés aux jours 3 et 6 des différentes cocultures ont été capturés et la surface des 

clusters formés par les cellules a été calculée.  

Figure 16 : Analyses cytométriques du tri des TFH (CXCR5 + CD25 +) et des LT CD4 + classiques 

(CD4 + CD45 +) avant tri (A), après tri (B) et de la pureté des LB (CD19 +) après isolation (C). 
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Les cocultures de LT classiques CD4 + & LB, TFH & LB et celles avec les SNAT (Figure 

22 annexe 7.2) présentaient un cluster naissant de cellules au jour 3 et finissaient par former un 

cluster au bord bien défini au jour 6 (Figure 17.A). Cependant, la surface des clusters des co-

cultures des LT classiques CD4 + & LB et avec le SNAT apparaissait significativement plus 

grande que celles des TFH & LB (Figure 17.B). Dans la coculture avec le SNT de la Pt1, les 

cellules n’ont pas développé un cluster au bord clairement défini, mais une masse nuageuse 

(Figure 17.A). La coculture avec le SNT de la Pt2 a modelé quant à elle un cluster bien visible 

au jour 6 (Figure 17.A), mais qui reste considérablement plus petit comparé aux cocultures 

contrôles (Figure 17.B). Enfin, dans les cocultures avec le SNT de la Pt3 ou celle avec les TIL-

B de la Pt1, les cellules n’ont pas formées de cluster (Figure 17.A).  

L’analyse photogénique a permis de suivre l’état d’avancement des cocultures durant les 

tests TFH.  

3.2.2 Activations des lymphocytes T 

Avant l'ajout de TIL-B ou de surnageant, l'activation au jour 3 des LT représentés par l’ex-

pression de CD25 et ICOS en présence de LB et stimulé par du SEB a été vérifiée dans un test 

TFH contrôle. L’activation au jour 3 des LT des cocultures avec SNT ou SNAT a également été 

analysée.  

Figure 17 : A) Suivie photographique des cocultures avec SNT des Pt1, Pt2 et Pt3 aux jours 3 et 6. B) 

Surfaces des clusters de cellules en µm2. Type cellulaire : (+) Présent ; (-) Absent. 
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Dans le test TFH contrôle, 20 % des LT classiques CD4 + et 55 % des TFH apparaissaient 

activés, bien que dans les cultures de cellules seules >2 % des LT classiques CD4 + et 3% des 

TFH étaient activés (Figure 18.A). Comme dans le test TFH contrôle, l’activation des LT s’avérait 

meilleure pour les cocultures TFH & LB (2/3) que celles avec des LT classiques CD4 + & LB. 

L’expression membranaire des marqueurs ICOS et CD25 sur les LT atteste la possibilité d’ac-

tiver les LT par stimulation au SEB. Quand les cellules ont été cultivées avec du SNT, l’activa-

tion des TFH apparaissait divisée par deux par rapport à celles avec le SNAT. Ces dernières 

possédaient par ailleurs similairement le même pourcentage de TFH activé que celles sans SNAT 

(Figure 18.B). La présence du SNT de tumeur semble en conséquence restreindre l’activation 

des LT. 

Figure 18 : A) Analyses cytométriques du pourcentage d’activation (ICOS + CD25 +) des TFH et LT 

classiques CD4 + dans les cocultures du test TFH contrôle. B) Pourcentage d’activation (ICOS + 

CD25 +) des TFH et LT classiques CD4+ dans les cocultures de tous les tests TFH. Type cellulaire : (+) 

Présent ; (-) Absent. 
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3.2.3 Différenciation terminale des lymphocytes B  

3.2.3.1 Lymphocytes B mémoire 

La différenciation terminale des LB en cellules mémoires (CD19 +, CD2751 +) a été évaluée 

dans le test TFH contrôle, et dans tous les autres tests TFH, ceci à différents jours en fonction des 

conditions de cultures.  

Le pourcentage de LB mémoires dans les cultures de LB seuls et de LT classiques CD4 + 

& LB a diminué de plus de la moitié entre les jours 3 et 6 (Figure 19.A et B). La plupart des 

cocultures TFH & LB (2/3) ont vu leur population de LB mémoires atteindre environ 70 % au 

jour 6 (Figure 19.A et B). Les résultats de cette expérience démontrent la possibilité d’obtenir 

des LB mémoires dans les conditions exposées. Au même titre que les cocultures contrôles, 

celles avec les SNAT et le SNT de la tumeur du Pt3, ont permis la différenciation des LB en 

LB mémoires qui représentaient approximativement 60% des cellules. Dans les cocultures avec 

le SNT de la Pt2 et Pt3, les pourcentages de LB s’approchent de zéro au jour 6 (Figure 19.B). 

Le SNT semblait avoir une influence négative sur la différenciation terminale des LB en LB 

mémoires.  

 
51 Protéine transmembranaire de la superfamille des TNF, récepteur du ligand CD27 [116] marqueur des LB 

mémoire chez l’Homme [117]. 

Figure 19 : A) Analyses cytométriques du pourcentage de différenciation des LB (CD19 +) en LB 

mémoires (CD19 + CD27 +) du test TFH contrôle dans les cocultures de : 1) LT classiques CD4 + & 

LB, 2) TFH & LB. B) Pourcentages de différenciation des LB (CD19+) en LB mémoires (CD19 + CD27 

+) des cocultures de tous les tests TFH. Type cellulaire : (+) Présent ; (-) Absent. 
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3.2.3.2 Plasmocytes 

Le marquage avec l’Ac anti-CD138 n’a pas donné de résultats probants pour évaluer la 

différenciation des LB en plasmocytes. Pour contourner ce problème, une coloration intracel-

lulaire des IgM et IgG a été conduite puis analysée par cytométrie en flux au jour 6.   

D’après les résultats de la coloration intracellulaire dans les cocultures des LT classiques 

CD4 + & LB, ces derniers n’ont exprimé aucune IgG et faiblement des IgM. Dans toutes les 

autres cocultures, les LB ont exprimé des IgG et de manière plus significative des IgM. Ces 

résultats attestent de la différenciation des LB en plasmocytes (Figure 20). 

3.3.4 Détection de la sécrétion des IgG  

Une fois le test TFH terminé, le surnageant de culture du jour 6 a été analysé par ELISA 

et CBA pour déterminer la quantité des IgG totales sécrétées par les plasmocytes.  

Dans les tests ELISA aucune IgG n’a été détectée dans les cocultures avec les LT clas-

siques CD4 + et une moyenne de 222 ng/ml été attribuée aux cocultures TFH & LB. Les cocul-

tures de TFH avec deux fois plus de LB ont quant à elles produisaient en moyenne 555 ng/ml ce 

qui représente plus du double qu’avec une quantité de LB normale. Dans les cocultures avec 

les TIL-B seule une faible quantité d’IgG a été détectée (Figure 21.A). De la même façon 

qu’avec les tests ELISA, aucune IgG n’a été détectée dans les cocultures les LT classiques CD4 

+ & LB par CBA. Les concentrations trouvées dans les cocultures de TFH & LB s’avèrent lar-

gement supérieures à celles trouvées avec le test ELISA, avec une moyenne de 3000 ng/ml 

Figure 20 : Pourcentage d’expression des IgG et IgM après coloration intracellulaire dans les CD19 

+ au jour 6. Type cellulaire : (+) Présent ; (-) Absent ; (x2) Quantité initiale double. 

, x 
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(Figure 21.B). De façon similaire aux résultats de l’ELISA, aucune IgG n’a été retrouvée dans 

les cocultures avec TIL-B par CBA. Il est important de noter que les SNT de 4 tests TFH avec 

des TIL-B auparavant acquis par le laboratoire ont été ajoutés à l’analyse par CBA. Même si 

l’échelle de concentration en IgG n’est pas la même entre l’ELISA et le CBA, la dynamique 

des résultats restait conservée entre les deux méthodes. 

4. Discussion 

Le CS représente le cancer le plus commun chez les femmes et malgré les avancées des 

thérapies, un besoin d'amélioration s’avère encore primordial [118]. Différentes études ont dé-

crit les fonctions positives des TIL-B dans le microenvironnement tumoral (Figure 6). Néan-

moins, un sous-ensemble spécifique de TIL-B, les Bregs, semble modifier négativement les 

réponses immunitaires et contribuer au développement de cancers (Figure 7). Ceci notamment 

par la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10. Des résultats précédemment 

produits dans notre laboratoire ont permis de confirmer la présence de ces LB producteurs d’IL-

10 parmi les TIL-B dans les tumeurs du CS. S’appuyant sur les découvertes de Achour et al., 

en 2017 [104], l’objectif principal de ce projet consistait à étudier l’effet immunosuppressif des 

TIL-B du CS sur fonction des TFH. Parallèlement, l’impact des facteurs solubles présents dans 

Figure 21 : Concentrations d'IgG sécrétées (ng/ml) par les cellules CD19 + au jour 6 dans le 

surnageant de culture analysé par : A) ELISA, B) CBA. Type cellulaire : (+) Présent ; (-) Absent ;  (x2) 

Quantité initiale double. 
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le microenvironnement tumoral du CS sur des cocultures de cellules spléniques de patients sains 

a été évalué. 

4.1 Tests TFH 

4.1.1 Tri et isolation des cellules 

La faisabilité et la reproductibilité du tri/isolation des splénocytes requis à la mise en 

place des tests TFH furent confirmées de façon robuste. Ceci offre la garantie de pouvoir pour-

suivre l’étude tout en utilisant les méthodes employées jusque-là.  

4.1.2 Clusters de cellules  

Les images acquises au moment des tests TFH ont accordé l’opportunité de mieux ap-

préhender les résultats des tests effectués sur les cocultures.  La présence d’un cluster aux pour-

tours bien définis représentait le signe avant-coureur de la bonne activation, prolifération et 

différenciation des cellules. Au demeurant, il s’agit d’une méthode simple et efficace qui permet 

de recueillir des informations non négligeables comme la morphologie, la pureté, la densité et 

la santé des cellules, et qui peut servir de contrôles pour l’interprétation des résultats cytomé-

triques.   

4.1.3 Effet immunosuppresseur des TIL-B 

Suite aux analyses de la sécrétion d’IgG dans les cocultures avec les TIL-B, il s’est 

avéré que la présence de ces derniers apparaissait systématiquement corrélée à une absence 

d’IgG dans le milieu de culture. Pourtant, aux vues des résultats de la coloration intracellulaire, 

il semble que les TIL-B n’ont pas endigué la différenciation terminale au jour 6 des LB en 

plasmocytes producteurs d’IgG et d’IgM. Il parait alors imaginable qu’il puisse exister une 

interaction de nature encore inconnue entre les TIL-B et les LB de rate saine, qui empêcherait 

ces derniers de sécréter les IgG. Un autre point intéressant mérite d’être soulevé. Si l’expression 

d’IgG semblait assez faible (~5%) pour les cocultures sans TIL-B, dans la coculture avec TIL-

B les LB ont exprimé 13% d’IgG. En revanche, ces dernières ont exprimé moins d’IgM que les 

cultures sans TIL-B. Deux hypothèses pourraient expliquer cette situation. Premièrement, il est 

plausible qu’en 6 jours les LB spléniques n’aient disposé du temps adéquat pour commuter de 

classe et n’expriment par conséquent que fortement des IgM. Dans l’étude de Achour et al., 

2017 [104] des plasmocytes sécrétant des IgM, IgG et IgA étaient obtenues après 6 jours de 

coculture de LB et TFH. Il s’avère toutefois difficile de comparer strictement ces résultats avec 

ceux acquis ici. En effet, les TFH et Bregs utilisés dans leur étude ont été différenciés et activés 



 

   35 

in vitro alors qu’ici seule l’activation fut réalisée de cette façon. En outre, les molécules em-

ployées pour l’activation, différées entre les deux études. Ces disparités pourraient en partie 

expliquer la non-concordance des résultats. Deuxièmement, la population totale de TIL-B a été 

implémentée dans les cocultures. Sachant que celle-ci pouvait potentiellement contenir des 

plasmocytes ayant commuté de classe [48], ces derniers auraient été ensemencés dans la cocul-

ture. Les plasmocytes décelés se seraient différenciés avant le test TFH, ce qui expliquerait pour-

quoi des cellules exprimant plus d’IgG que d’IgM sont détectées. Dans ce cas de figure, la 

présence des TIL-B aurait tout de même affectée la différenciation en plasmocytes des LB splé-

niques. 

A présent, il important de nuancer ces résultats. Les données d’expression n’ont été 

acquises qu’avec un échantillon de tumeur, ce qui rend la solidité de l’interprétation de ces 

dernières plutôt fragile d’un point de vue statistique. A contrario, la sécrétion d’IgG en présence 

de TIL-B a été analysée dans le surnageant de 4 tumeurs avec des résultats parfaitement iden-

tiques. Même si ces derniers ne suffissent pas pour entreprendre des analyses statistiques affir-

mant ou non la fiabilité de ces résultats, cela apporte tout de même un début de réponse à la 

problématique. 

4.1.4 Impact des facteurs solubles du microenvironnement tumoral 

Dans l’optique d’exploiter pleinement le matériel biologique à disposition, les 

SNT/SNAT des tumeurs ont été implémentés dans l’expérience. Ceux-ci ont permis d’évaluer 

les conséquences directes des facteurs solubles présents dans le microenvironnement tumoral 

sur les splénocytes des cocultures. Le SNT de tumeur possède une influence négative sur l’ac-

tivation des TFH pour les tumeurs de la Pt2 & 3, et in fine sur la différenciation des LB en LB 

mémoire pour ces deux mêmes tumeurs. Contrairement aux autres, le SNT de la Pt1 n’a pas eu 

d’influence sur la différenciation en LB mémoire. La variation des résultats sur les SNT pourrait 

être due au caractère in situ de la tumeur de la Pt1. À ce stade de la maladie, les cytokines 

présentes dans le microenvironnement tumoral restent différentes de celui du stade invasif 

[119]. Cette évolution du paysage cytokinique entre les deux stades de la maladie pourrait jus-

tifier ces résultats antagonistes. Le contenu en IgG des SNT/SNAT a été analysé (Figure 23 

annexes 7.3). La présence d’une importante quantité d’IgG retrouvée dans ces surnageants a 

rendu l’analyse de l’incidence sur la sécrétion des IgG non interprétable.  
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4.2 Essai par billes cytométriques 

4.2.1 Pourquoi choisir cette méthode ? 

Au cours de l’étude, les résultats des ELISA ont été confrontés à ceux des CBA pour la 

détection des IgG sécrétées dans le milieu de culture. Ce comparatif s’avérait guidé par la vo-

lonté de déterminer quelle technique serait la plus adaptée pour réaliser par la suite un isotypage 

plus complet des Ig (IgG, IgG2, IgG3, IgG4, IgA & IgM) dans le surnageant au jour 6 des tests 

TFH. Il est clair que le test ELISA reste la méthode de référence en matière de quantification des 

protéines. Cependant, si l’on souhaite détecter plusieurs protéines en même temps, chaque 

plaque individuelle doit être recouverte avec les différents Ac de capture ou tous les différents 

Ac de capture doivent être dans une seule plaque. Une autre technique offre la détection d'un 

large éventail de protéines en une seule fois : l’essai de billes cytométriques. Cette méthode 

utilise un réseau de billes cytométriques qui mesure l'intensité de la fluorescence à l'aide d'un 

cytomètre en flux. Celle-ci s’avère plus rapide à mettre en place et s'adapte facilement à une 

analyse à haut débit. Les billes peuvent être utilisées avec la plupart des cyrtomètres en flux 

commerciaux tant que la machine est équipée du bon laser et de l'optique pour exciter et détecter 

les billes. En définitive, l’argument a priori décisif dans cette étude reste le volume de l’échan-

tillon requis dans un CBA au regard de l’ELISA. Un ELISA typique demande 100 à 200 µl 

d'échantillon pour chaque analyte quand le CBA ne nécessite que 1/5 de cette quantité [120]. 

Aux vues de la rareté des échantillons de cette étude, il parait souhaitable que chaque expérience 

conçue délivre un maximum d'information en une seule fois. Ainsi, en regard des avantages 

mentionnés ci-dessus, la décision fut prise d’employer le CBA. 

4.2.2 Standardisation et validation  

Afin de standardiser et valider le CBA, les résultats de sécrétion des IgG dans le milieu 

de culture ont dû être comparés avec ceux des ELISA. Ceci a été opéré en interne par le labo-

ratoire, en raison de la difficulté liée à se baser sur la bibliographie.  En effet, une review publiée 

en 2006 Elshal et Mccoy [121] estime que, bien que les kits CBA commerciaux aient été large-

ment évalués par leurs fabricants respectifs, il existe un nombre limité de rapports évalués par 

des pairs qui compare les résultats acquis par CBA à ceux des ELISA. Ils jugent difficile de 

pouvoir confronter les données de différentes études, en raison de la diversité des méthodes 

utilisées et du niveau hétérogène de détails méthodologiques fournis par les chercheurs pour 

comparer ces deux techniques.  

Les données acquises par ELISA apparaissaient semblables à celles auparavant pro-

duites aux laboratoires (Figure 24 annexe 7.4). Les CBA offrent des résultats reproductibles 
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entre les différents tests effectués. Néanmoins, seul le schéma de réponse fut identique entre les 

deux approches. La présence de TIL-B a bien fortement ou totalement inhibé la sécrétion d’IgG 

pour les deux méthodes, mais dans les cocultures contrôles un changement d’échelles de con-

centration en IgG environs 4 fois supérieurs dans le CBA a été relevé. Si on se fie au protocole 

du kit du fabricant, celui-ci avertit que les résultats du CBA devraient être différents de ceux 

des ELISA, mais il ne permet pas d’apprécier la proportion dans laquelle les données peuvent 

fluctuer. Dans la mesure où ces résultats ont été reproductibles, il parait acceptable de pour-

suivre l’étude avec le CBA. 

4.2.3 Tests sur le standard 

Dans le protocole du fabricant du kit CBA, le standard lyophilisé des IgG est reconstitué 

dans un volume total de 1 ml. Or, seulement 50 µl sont nécessaires pour réaliser la gamme 

étalon. Le fabricant recommande d’écarter le restant du standard reconstitué, mais par souci de 

lutte contre le gaspillage il a été décidé d’évaluer la pertinence de cette recommandation. La 

moyenne d’intensité de fluorescence entre un standard frais/congelé a diminué, pourtant cette 

dernière reste interprétable de par la conservation de l’allure de sa courbe (Figure 25 annexe 

7.5). La réutilisation du standard congelé reconstitué permet de réaliser 20 tests CBA au lieu 

d’un seul. Sachant que chaque produit du kit CBA est commandable séparément, cela épargne 

le gaspillage d’un produit à haute valeur ajoutée et une économie financière considérable. Il en 

est de même pour la lecture par cytomètre effectuée sur le standard du CBA à n+3 (Figure 25 

annexe 7.5). Cela pourrait par exemple permettre de laisser à 4°C et dans le noir la plaque 

jusqu’à 3 jours en attendant que le cytomètre soit disponible en cas de panne du matériel. 

4.3 Difficultés rencontrées 

En raison du travail avec des échantillons de tumeurs de CS humain, la disponibilité de 

ces derniers demeurait limitée. Malgré une moyenne de 10 ablations par semaine, il s’avérait 

rare qu’une tumeur réponde à nos besoins (grande taille et non traitée). En plus de la disponi-

bilité, en dépit de la forte infiltration en LB des tumeurs sélectionnées, la quantité de TIL-B 

disponible dans le tissu tumoral ne suffisait qu’à la mise en place d’une seule coculture. Par 

conséquent, au cours de cette étude, il n’a pas été possible d’inclure des réplicats de cultures 

pour les TIL-B d’une même patiente. Il paraissait impensable d’apporter un support analytique 

de la pureté des cellules issues de l’isolation des TIL-B, car cela engendrerait la perte d’un 

nombre considérable de cellules durant l’analyse cytométrique. En outre, l’ensemble des TIL-

B a été utilisé pour l’expérience, et il ne semble pas exclu que les résultats constatés soient dus 

à différentes sous-classes de LB. 
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En plus des difficultés intrinsèques à l’étude, le contexte sanitaire lié à la pandémie 

entraina son lot d’inconvénients. Comme expliqué dans l’avant-propos, il ne fut pas possible 

d’entreprendre de nouveaux tests TFH ce qui explique la faiblesse statistique des résultats expo-

sés. Des problèmes de délais de livraison et d’approvisionnement des kits ont également été 

rencontrés. Ceci eu pour conséquences de retarder les manipulations, mais aussi d’annuler 

l’analyse de la sécrétion des IgA par CBA dans les surnageants de cultures. 

4.4 Perspectives 

Aucune étude statistique de validation de la fiabilité des résultats n’a pu être réalisée. 

Pour pallier à ce manque, il apparait essentiel dans la suite de l’étude de poursuivre les tests 

TFH avec de nouveaux échantillons dans l’objectif d’atteindre un nombre statistiquement inter-

prétable. En vue d’approfondir les recherches, il sera nécessaire de procéder à l’isotypage com-

plet des Ig (IgA, IgD, IgG1,2 3 et 4) sécrétées par les plasmocytes présents dans les tests TFH 

avec TIL-B. Ceci permettra de caractériser avec précision l’étendue de l’effet immunosuppres-

seur des Bregs dans le CS. Afin de mieux comprendre les interactions entre les Bregs et les 

autres cellules du microenvironnement tumoral, il semble intéressant de parvenir à les localiser 

à travers leur sécrétion d’IL-10 à l’aide d’une double IHC. Enfin, pour déterminer le ou les 

facteurs solubles qui provoquent les effets observés dans les cocultures avec SNT, il faudra 

isoler et identifier les différentes molécules présentes. Dans un second temps, ces dernières 

devront être insérées au moins une à une (avant d’éventuellement tester des co-effets) dans des 

cocultures de TFH & LB de rate saine pour caractériser leur impact. 

5. Conclusion  

  Les résultats préliminaires ont indiqué que le pourcentage d'expression d'IL-10 appa-

raissait plus élevé dans les TIL-B du CS que dans les LB du sang de patientes saines ou atteintes 

de CS. Les données acquises dans cette étude suggèrent quant à elle que dans les tumeurs du 

sein, les TIL-B jouent un rôle immunosuppresseur sur la sécrétion des IgG. Le SNT a quant à 

lui démontré un effet inhibiteur sur l’activation des TFH et la différenciation des LB en cellules 

mémoires.  

Développer le champ d’action thérapeutique de la lutte contre le CS, est un véritable 

challenge dans lequel chaque avancée est un pas de plus vers l’accompagnement personnalisé 

essentiel pour outrepasser l’hétérogénéité de cette maladie.  Il semble alors clair que les futures 

immunothérapies contre le CS ont tout intérêt à investir dans la recherche anti-IL-10. Avant 

cela, une connaissance plus approfondie des TFH et Bregs humain reste requise.  
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7. Annexes 

7.1 Fonctionnement du CBA 

Les tests CBA fournissent une méthode de capture des protéines solubles avec des billes 

de taille et de fluorescence connues. Lorsque les billes de capture et les réactifs de détection 

sont incubés avec des standards ou des échantillons inconnus contenant des analytes reconnus, 

un sandwich complexe (perle de capture + analyte + réactif de détection) se forme. Ces com-

plexes peuvent être mesurés en utilisant la cytométrie en flux pour identifier les particules ayant 

des caractéristiques de fluorescence à la fois de la bille et du détecteur.  Chaque bille de capture 

a une intensité de fluorescence unique et est recouverte d'un AC de capture spécifique pour un 

seul analyte. De cette façon, une combinaison de différentes billes peut être mélangée avec un 

échantillon ou un étalon et un mélange d’AC de détection (conjugués à une molécule rapportrice 

(PE)). Après incubations et lavages, les analyses sont acquises sur un cytomètre en flux. 

Le logiciel FCAP Array ™ se déclenche sur chaque population de billes individuelle et 

détermine l'intensité de fluorescence médiane (MFI) pour chaque analyte dans la matrice. Il 

génère une courbe standard, effectue une interpolation des concentrations des échantillons par 

rapport à la courbe standard et il fournit un rapport d'analyse sous forme de tableau. 

Les billes avec des positions différentes peuvent être combinées dans les tests pour créer 

un test multiplex et analyser jusqu’à 30 protéines à la fois. L'intensité de fluorescence PE de 

chaque sandwich révèle la concentration de cet analyte particulier.  

https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2005.11.010
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7.2 Suivie photographiques des cocultures avec SNAT 

 

7.3 Concentration d’IgG dans le SNT et SNAT 

 

 

Figure 22 : Suivie photographique des cocultures avec SNAT aux jours 3 et 6. 
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Figure 23 : Concentration des IgG dans le SNT et SNAT de la Pt1. 
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7.4 Résultats préliminaires sécrétion IgG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.5 Résultats des tests sur le standard des CBA 

La moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) a baissé graduellement en fonction de la 

qualité du standard. Le standard frais avait la MFI la plus élevée, suivi par une MFI plus faible 

pour le CBA analysé par cytométrie trois jours après et pour finir avec la MFI du CBA dont le 

standard a été congelé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Moyenne d'intensité de fluorescence en fonction de la concentration en IgG des CBA. 

Avec un standard frais (cercles rouges), un CBA analysé 3 jours après (carrés verts) et un CBA avec un 

standard congelé (triangle bleu). 

Figure 24 : Sécrétion d'IgG par les cellules CD19+ au jour 6. Concentrations (ng/ml) d'IgG 

sécrétées par les cellules CD19 + dans le surnageant de culture analysé par ELISA. 


