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I-IMMUNITE ANTI-TUMORALE 

 

A. La théorie de l’Immunosurveillance.  

 

Le système immunitaire a pour fonction de maintenir l’intégrité des cellules et des 

tissus face aux agressions endogènes et aux substances étrangères et agents infectieux 

auxquels l’organisme est exposé. 

Depuis l’apparition des premiers concepts à la fin du XIXème siècle, la notion 

d’immunité anti-tumorale a été très controversée. C’est en 1891 au Memorial Hospital de 

New York que le chirurgien William Coley constate chez un patient la régression 

spontanée d’un sarcome de stade avancé à l’occasion d’un épisode infectieux. Fort de 

cette observation, il met au point une stratégie visant à stimuler le système immunitaire 

avec des extraits bactériens et obtient des régressions tumorales après des inoculations 

répétées. Ces premiers résultats encourageants l’amènent à développer la première 

« immunothérapie » anti-tumorale consistant en un mélange inactivé de bactéries Gram 

positives (Streptococcus pyogenes) et Gram négatives (Serratia marcescens), la toxine de 

Coley. Des idées similaires apparaissent chez ses contemporains. Ainsi, en 1909, Paul 

Ehrlich prédit que le système immunitaire doit être capable de réprimer la croissance de 

carcinomes grâce à des molécules chimiques ciblant les tumeurs, les « magic bullets », 

initiant ainsi plus d’un siècle de débats [Dunn et al. 2004].  

Il a fallu attendre les années 50-60, et une meilleure compréhension de la 

transplantation, de l’immunobiologie des tumeurs et de l’immunogénétique pour que soit 

formulée la théorie de l’immunosurveillance du cancer par Frank Macfarlane Burnet et Sir 

Lewis Thomas [Burnet 1967]. Cette théorie propose que l’apparition de cellules tumorales 

chez l’homme soit un phénomène fréquent, détectable par le système immunitaire. Ainsi, 

la réponse immunitaire permettrait de détruire les cellules transformées avant le 

développement clinique des tumeurs. Par la suite, de nombreuses expérimentations ont 

tenté de valider cette hypothèse.  

A la fin des années 70, la caractérisation de la souris Nude athymique, qui présente 

une diminution significative du nombre de lymphocytes T, a constitué un modèle d’étude 

important. Osias Stutman a montré que l’incidence des tumeurs spontanées ou 

chimiquement induites n’était pas significativement augmentée chez cette souris 
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immunodéprimée [Stutman 1979]. Ces résultats, confirmés par d’autres équipes, ont 

conduit à l’abandon de la théorie de l‘immunosurveillance. On sait aujourd’hui que les 

souris Nude représentent un modèle imparfait d’immunosuppression. En effet, en dépit de 

l’absence de thymus, elles conservent un nombre de lymphocytes T suffisant pour induire 

une réponse dépendante des T et présentent une forte augmentation des cellules de la 

réponse innée compensatoire.  

Dans les années 90, de nouvelles avancées technologiques dans la génétique de la 

souris, permettant la production de souris invalidées pour des gènes clés de la réponse 

immunitaire, et dans la production d’anticorps monoclonaux, ciblant les molécules codées 

par ces gènes, vont enfin permettre de démontrer le rôle du système immunitaire dans la 

réponse anti-tumorale. Une augmentation de l’incidence du développement tumoral en 

absence d’interféron γ (IFNγ) fonctionnel a ainsi pu être démontrée [Dighe et al. 1994; 

Street et al. 2002]. Des résultats similaires ont été observés pour la perforine, composant 

des granules cytotoxiques des cellules T CD8+ et « Natural Killer », ou la recombinase 

RAG2, intervenant dans le réarrangement des récepteurs antigéniques des lymphocytes T 

(TCR) et B [Shankaran et al. 2001; Street et al. 2002]. L’ensemble de ces résultats indique 

un rôle protecteur des cellules NK et des lymphocytes T de type Th1 et T cytoxiques vis-à-

vis de l’apparition des tumeurs.  

 Parallèlement, différentes études épidémiologiques ont été menées chez l’homme. 

On observe chez des patients immunodéprimés une augmentation du nombre de cas de 

cancers rares, viro-induits, tels que les lymphomes liés au virus d’Epstein Barr ou encore 

le sarcome de Kaposi associé au virus de l’herpès de type 8 [Penn 1988], soulignant le 

rôle de l’immunité anti-virale dans le contrôle de ces tumeurs. Cependant, des études plus 

récentes de larges cohortes de patients sous traitement immunosuppressif ou infectés par 

le Virus de l’immunodéficience humaine (VIH) ont permis de constater une augmentation à 

long terme de la fréquence de tumeurs non viro-induites, habituellement observées dans 

la population générale [Simard et al. 2010; Simard et al. 2010]. Le rôle du système 

immunitaire dans le contrôle du développement des cancers est donc aujourd’hui admis.  

De nombreuses études ont montré chez l’animal que l’immunité cellulaire est 

majoritairement responsable du rejet des tumeurs. Chez l’homme, la présence d’un infiltrat 

lymphocytaire dense de type Th1 et CD8+ in situ dans les tumeurs solides est associé à 

un meilleur pronostic [Galon et al. 2007; Pages et al. 2008; Pages et al. 2009] 
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B. Les acteurs de la réponse anti-tumorale. 

 

1. La réponse innée. 

 
La réponse immunitaire innée constitue la première ligne de défense de l’organisme 

contre les cellules tumorales. Elle implique des cellules qui ne reconnaissent pas 

spécifiquement l’antigène et qui ne nécessitent donc pas de sensibilisation préalable. 

 

•  Les cellules phagocytaires. 

 

Les cellules phagocytaires regroupent les polynucléaires et les macrophages. Ces 

cellules sont capables d’exercer leurs propriétés phagocytaires vis-à-vis des cellules 

tumorales directement ou après activation du complément. De telles propriétés participent 

à l’effet thérapeutique des anticorps monoclonaux ciblant des molécules de surface des 

cellules lymphomateuses (anticorps anti-CD20, utilisé dans le traitement de nombreux 

lymphomes B) [Glennie et al. 2007]. De plus, elles expriment ou sécrètent des ligands des 

récepteurs de mort tels que le Fas Ligand (FasL) ou TNR related associated inducing 

ligand (TRAIL) et peuvent induire la mort cellulaire par libération d’oxyde nitrique (NO) 

et/ou de dérivés oxygénés [Allavena et al. 2008].  

Lorsqu’ils ont été stimulés de façon adéquate, les phagocytes mononucléés, 

macrophages et cellules dendritiques, présentent également une activité antitumorale via 

la sécrétion d’IFN de type I (α et β). Par exemple, la protéine nucléaire « high mobility 

group box 1 » (HMGB1), libérée par les cellules tumorales nécrotiques, induit les 

macrophages à sécréter des IFN de type I ainsi que d’autres cytokines proinflammatoires, 

telles que le Tumor necrosis factor a (TNFα) et l'interleukine 6 (IL6) [Scaffidi et al. 2002; 

Lotze et al. 2005]. L’IFNα peut moduler les effecteurs de la réponse immunitaire en 

activant les cellules NK, les macrophages, et les cellules dendritiques et en augmentant la 

génération, la survie et l’activité cytotoxique des lymphocytes T [Marrack et al. 1999; 

Matikainen et al. 1999; Palmer et al. 2000]. L’IFNα peut également inhiber la croissance 

tumorale. Il diminue l’expression des oncogènes et augmente l’expression des gènes 

suppresseurs de tumeurs et des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de 

classe I (CMH-I) permettant une meilleure reconnaissance par le système immunitaire 
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adaptatif [Gutterman 1994]. L’IFNα est utilisé en clinique pour le traitement des patients 

atteints de mélanomes métastatiques [Di Pucchio et al. 2006; Rizza et al.]. 

 

•  Les polynucléaires éosinophiles. 

 

En conditions physiologiques, les éosinophiles sont principalement retrouvés au 

niveau des muqueuses. Ils sont activés en présence de complexes immuns et exercent 

une activité cytotoxique via la libération de granules riches en enzymes. Ils sont 

essentiellement impliqués dans la défense contre les infections par les helminthes. 

Le recrutement de polynucléaires éosinophiles par la tumeur est observé dans 

différents types de cancers et notamment les carcinomes [Lotfi et al. 2007]. Leur présence 

est associée à un meilleur pronostic des cancers ORL [Goldsmith et al. 1992; Dorta et al. 

2002; Fujii et al. 2002], des cancers gastro-intestinaux [Ishibashi et al. 2006], et des 

cancers colorectaux [Nielsen et al. 1999; Fernandez-Acenero et al. 2000]. Une étude 

récente a montré que les éosinophiles humains sont capables d’interagir directement avec 

les cellules tumorales de la lignée de carcinome colorectal Colo-205 via un contact 

CD11b/CD18. Le contact avec la cellule tumorale induit la libération par l’éosinophile de 

TNFα et de la molécule cytotoxique granzyme A, lui permettant d’exercer une fonction 

tumoricide [Legrand et al. 2010].  

 

•  Les cellules « Natural Killer ». 

 

Les cellules NK reconnaissent leurs cellules cibles indépendamment des antigènes 

exposés sur les molécules de CMH. L’activation des cellules NK est immédiate et 

déclenche la cytotoxicité ou la production de cytokines telles que l’IFNγ. Ces cellules sont 

traditionnellement classées parmi les effecteurs innés, cependant des données récentes 

indiquent qu’elles pourraient conserver la mémoire d’activations antérieures [Vivier et al. 

2011]  

Les cellules NK sont considérées comme des acteurs majeurs de la réponse contre 

les cellules infectées par des virus et contre les cellules tumorales. Leur activation est 

contrôlée par l’équilibre entre des signaux activateurs et inhibiteurs [Lanier 2005]. 

L’expression des molécules de CMH-I du soi est un attribut commun des cellules normales 

qui conduit à l’engagement à la surface des cellules NK de récepteurs inhibiteurs, tels que 
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les récepteurs de la famille des « Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors » (KIR), et le 

dimère CD94/NKG2A. La perte d’expression de tout ou partie des molécules de CMH-I 

est, en revanche, fréquente au cours du processus de transformation cellulaire [Piontek et 

al. 1985; Ljunggren et al. 1990]. De plus, les cellules tumorales peuvent exprimer des 

ligands pour les récepteur activateurs de type « Natural Cytotoxicity Receptors » (NCR) ou 

NKG2D. L’équilibre des signaux penche alors en faveur de l’activation des cellules NK 

conduisant à la lyse des cellules tumorales, phénomène qui est aisément mis en évidence 

in vitro. [Lanier 2005]. 

Les molécules CMH-I non classiques MICA et MICB représentent les principaux 

ligands de NKG2D. Ils sont retrouvés constitutivement exprimés sur de nombreuses 

tumeurs, incluant des hémopathies malignes aussi bien que des tumeurs d’origine 

épithéliale [Diefenbach et al. 2003; Bahram et al. 2005]. L’expression de ces ligands est 

également augmentée dans les cellules cancéreuses en réponse aux dommages de l’ADN 

induits par les radiations ionisantes ou les agents alkylants [Coudert et al. 2006]. 

La lyse des cellules tumorales fait intervenir plusieurs mécanismes identiques à ceux 

utilisés par les lymphocytes T cytotoxiques (cf page 21), tels que l’activation des 

récepteurs de mort de la famille TNF (Fas-L, TRAIL) et la libération de granules 

cytotoxiques contenant les molécules perforine et granzyme [Whiteside et al. 1995] 

(Figure 1) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les cellules NK circulent dans le sang, la lymphe et peuvent être attirées au site de 

la tumeur par des chimiokines inflammatoires telles que MCP-1 (Monocyte 
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Figure 1: Fonctions cytoto xiques des 
cellules NK.  
La reconnaissance de la cellule cible est 
induite par la liaison du récepteur 
activateur NKG2D avec ses ligands 
(MICA, MICB) exprimés à la surface des 
cellules tumorales cibles. Les cellules NK 
une fois activées induisent la mort de la 
cellule cible à travers différents 
mécanismes incluant la libération de 
granules cytotoxiques contenant 
perforines et granzymes. Ils expriment 
également à leur surface les ligands des 
récepteurs de mort de la famille des 
TNFR (FASL et TRAIL). La liaison de ces 
ligands avec les récepteurs de mort à la 
surface de la cellule cible induit 
l’activation de la voie des caspases.  
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RANTES/CCL-5. Les cytokines inflammatoires IL-12, IL-18, IL-15 et IFN de type I 

sécrétées par les cellules dendritiques stimulent la prolifération, la production d’IFNγ, 

TNFα et Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) et les fonctions 

cytotoxiques des cellules NK [Ferlazzo et al. 2002]. 

Le rôle des cellules NK dans l’immunosurveillance anti-tumorale a notamment été 

mis en évidence in vivo chez les souris portant la mutation homozygote beige. Ces souris 

qui possèdent des NK dépourvus d’activité lytique, ont une incidence élevée de tumeurs 

spontanées ou induites [Karre et al. 1980; Karre et al. 1980; Talmadge et al. 1980]. Une 

augmentation du nombre de lymphomes spontanés et de sarcomes induits par des 

carcinogènes est également observée chez des souris déficientes en perforine [van den 

Broek et al. 1996; Smyth et al. 2000]. Il a été montré que l’IL-21 (cytokine de la famille de 

l’IL-2 et de l’IL-15, produite par les NKT et les lymphocytes T CD4+ de type Th17) 

augmente l’activité cytotoxique et la production d’IFNγ des cellules NK murines [Kasaian et 

al. 2002]. En accord avec cette observation, un traitement in vivo par l’IL-21 induit une 

forte augmentation de l’activité anti-tumorale des cellules NK [Ma et al. 2003; Brady et al. 

2004]. 

Les cellules NK pourrait également agir en stimulant l’induction de la réponse 

adaptative. La lyse des cellules tumorales par les cellules NK génère des débris 

potentiellement phagocytés par les cellules présentatrices d’antigène professionnelles ce 

qui facilite la présentation d’antigènes tumoraux aux lymphocytes T [Mocikat et al. 2003]. 

En accord avec cette hypothèse, l’élimination des cellules NK murines à l’aide d’un 

anticorps monoclonal dirigé contré la protéine NK1.1, inhibe la génération de lymphocytes 

T cytotoxiques anti-tumoraux [Kurosawa et al. 1995]. 

 

•  Les cellules dendritiques à l'interface de la réponse immunitaire 

innée et adaptative.  

 

Les cellules dendritiques (DC)  constituent une population cellulaire hétérogène 

essentielle à l’orchestration des réponses immunitaires innée et adaptative. Les cellules 

dendritiques immatures (iDC) sont stratégiquement localisées au niveau des barrières 

muqueuses et dans les tissus conjonctifs de la plupart des organes, où elles jouent le rôle 

de sentinelles du système immunitaire. Grâce à des récepteurs spécifiques, elles sont, en 

effet, capables de détecter des motifs moléculaires associés aux pathogènes (« Pathogen-
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Associated Molecular Patterns » [PAMP]) ou des signaux de danger (« Damage-

Associated Molecular Patterns » [DAMP]) émis par les cellules soumises à un stress. De 

plus, elles sont pourvues d’une grande capacité d’endocytose et phagocytose. Les iDC 

sont capables de se mobiliser très rapidement (en moins d’une heure) au site d’une 

inflammation, en réponse à la production locale de chimiokines [McWilliam et al. 1994; 

McWilliam et al. 1996]. Une fois activées, les iDC engagent le processus de maturation qui 

comprend de nombreux changements morphologiques et fonctionnels. Elles perdent les 

structures adhésives, réorganisent leur cytosquelette et acquièrent une mobilité cellulaire 

importante. L’expression des récepteurs aux chimiokines (CCR7, CXCR4 et CCR4) leur 

permet de migrer dans les organes lymphoïdes secondaires [Winzler et al. 1997; Ueno et 

al. 2007]. Elles perdent leurs récepteurs de phagocytose et augmentent leur capacité à 

présenter les antigènes. De plus, elles induisent l’expression de molécules de 

costimulation telles que le CD40, le CD80 et CD86 et sécrètent de nombreuses cytokines 

qui vont leur permettre d’activer la différenciation des lymphocytes T spécifiques des 

antigènes qu’elles présentent à la surface de leurs molécules de CMH.  

De nombreuses études in vitro ont montré que les cellules nécrotiques peuvent 

induire une activation des DC [Mocikat et al. 2003]. Les molécules activatrices endogènes 

responsables de cette maturation, les DAMP, incluent les « heat shock proteins » (HSP), 

la protéine nucléaire HMGB1, les β-défensines et l'acide urique [Bianchi 2007] (Figure 2) .  
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Figure 2: Activation des cellules dendritiques et d éclenchement de la réponse immunitaire 
adaptative.  
Au sein de la tumeur, les cellules tumorales nécrotiques activent les cellules dendritiques par la libération 
de DAMPs. Après activation, les cellules dendritiques qui ont capturés les antigènes tumoraux vont maturer 
et exprimer à leur surface les molécules de costimulation CD80/CD86 et des récepteurs aux chiomiokines 
(CCR7, CXCR4, CCR4) qui vont leur permettre de migrer vers le ganglion drainant la tumeur. Au sein du 
ganglion, elles vont activer les lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques des antigènes tumoraux qu’elles 
leur présentent via les molécules CMH de classe I et II. 
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Les DAMP sont habituellement des molécules intracellulaires qui acquièrent des 

propriétés immunostimulantes lorsqu’elles sont exposées ou sécrétées par les cellules 

endommagées ou mourantes [Garg et al. 2010]. Une fois accessibles, les DAMP peuvent 

se lier à différents récepteurs, tels que les « Toll-like receptors » (TLR). Par exemple, 

HMGB1 se lie aux TLR2 et 4 [Messmer et al. 2004; Park et al. 2004; Apetoh et al. 2007]. 

La forte activation des DC induite par les DAMP a suscité l’utilisation de certains 

d’entre eux (HMGB1, HSP70, grp96, HSP90) comme adjuvants vaccinaux chez l’homme 

et la souris [Srivastava et al. 1991; Rovere-Querini et al. 2004; Apetoh et al. 2007]. 

D’autres types de ligands des récepteurs activateurs des DC (PAMP ou analogues 

synthétiques) ont connu un développement similaire. Par exemple, l’équipe de R Levy a 

récemment développé un vaccin composé de cellules tumorales mélangées à des 

oligodeoxynucléotides hypométhylés riches en GC (CpG). L’injection de ce vaccin chez la 

souris a permis d’activer les cellules dendritiques via le TLR9, induisant une réponse 

lymphocytaire T antitumorale qui a conduit à la régression de tumeurs préétablies 

[Goldstein et al. 2011]. 

Pour induire une réponse immune adaptative, les peptides antigéniques issus de la 

dégradation intracellulaire des protéines, doivent être présentés sous forme de complexes 

CMH-II/peptide ou CMH-I/peptide reconnus de manière spécifique par les lymphocytes T 

CD4+ et CD8+ respectivement. Les antigènes tumoraux sont issus des corps apoptotiques 

ou des protéines de choc thermique phagocytés/endocytés par les cellules dendritiques. 

Ils sont donc initialement destinés à être présentés par les molécules de CMH-II. 

Néanmoins, plusieurs travaux ont mis en évidence l’existence d’une voie « croisée » 

permettant la présentation d’antigènes d’origine exogène par les molécules CMH-I 

[Harding et al. 1994]. L’existence d’une telle présentation serait essentielle à l’induction 

d’une réponse cellulaire T CD8+ spécifique des cellules tumorales. L’étude de nombreux 

modèles tumoraux a montré que la présentation « croisée » des antigènes tumoraux a lieu 

au sein des ganglions drainant la tumeur [Marzo et al. 1999]. Son mécanisme précis reste 

cependant inconnu et pourrait impliquer le protéasome et les protéines « transporter 

associated with antigen processing » (TAP) [Limmer et al. 2000]. La théorie de la 

présentation croisée reste controversée [Bevan 2006]. Pour certains, il s’agit d’un 

phénomène trop rare et qui nécessite des doses d’antigènes trop importantes pour être 

efficace in vivo [Ochsenbein et al. 2001]. Il reste donc à démontrer que la présentation 

croisée joue un rôle important dans l’immunité anti-tumorale. 
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2. La réponse adaptative. 

 
L’immunosurveillance adaptative repose sur la reconnaissance spécifique des 

antigènes dérivés des cellules tumorales par les lymphocytes B, acteurs de l’immunité 

humorale et par les lymphocytes T, acteurs de l’immunité cellulaire. La réponse cellulaire 

T jouant un rôle prédominant dans l'immunité anti-tumorale, nous nous sommes 

concentrés sur la description de ses mécanismes.  

 

•  Les lymphocytes T auxiliaires (T « helper »). 

 

Les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle crucial d’orchestration de la réponse 

immunitaire. Ils recrutent et activent les autres cellules immunitaires telles que les 

lymphocytes T CD8+, les lymphocytes B, les macrophages, et les granulocytes [Zhu et al. 

2010].  

En 1986, Coffman et Mosmann ont mis en évidence pour la première fois l’existence 

de clones lymphocytaires différant par la nature des cytokines produites et qu’ils ont 

baptisés « T helper type 1 » (Th1) et Th2 [Mosmann et al. 1986]. Cette description initiale 

a été depuis enrichie par la découverte de nouveaux types, certains encore 

imparfaitement caractérisés, tels que les Th17 [Harrington et al. 2005], les T régulateurs 

(Treg) [Sakaguchi et al. 1995], les TFH [Fazilleau et al. 2009], les Th9 [Dardalhon et al. 

2008; Veldhoen et al. 2008] et Th22 [Eyerich et al. 2009]. La différenciation des 

lymphocytes T auxiliaires représente en fait une spécialisation fonctionnelle coordonnée 

par un programme génétique, lui-même dicté par des facteurs de transcription spécifiques 

(figure 3) .  
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Les mécanismes impliqués dans la génération des différentes sous-populations de 

lymphocytes T CD4+ ne sont pas encore complètement élucidés. Un signal de 

différentiation dit « troisième signal » reçu par les lymphocytes naïfs pendant leur 

activation est impliqué. Ce signal est principalement représenté par des cytokines 

produites par les DC présentant l’antigène ou d’autres cellules du microenvironnement où 

a lieu l’interaction physique entre les DC et les lymphocytes T  [Zhou et al. 2009]. 

Seuls les lymphocytes Th1 ont été formellement impliqués dans la protection contre 

la croissance tumorale. Les cellules Th1 sont caractérisées par la production d’IFNγ, d’IL-2 

et de TNFα et β. Elles jouent un rôle dans l’activation des cellules NK, dans l’amplification 

des fonctions phagocytaires et bactéricides des macrophages, dans la différenciation des 

lymphocytes T cytotoxiques et l’acquisition par ces cellules d’un phénotype mémoire 

[Bourgeois et al. 2002; Janssen et al. 2003; Williams et al. 2006; Zhu et al. 2008]. La 

différenciation Th1 est induite sous l’influence de l’IL-12 et de l’IFNγ par les facteurs de 

transcription « Signal Transducer and Activator of Transcription » (STAT) 4, STAT1 et « T-

Zhou et al, Immunity 2009Zhou et al, Immunity 2009

Figure 3: Le milieu cytokinique détermine la différ enciation et la conversion  des cellules CD4+.  
Après avoir rencontré les antigènes présentés par les cellules présentatrices de l’antigène. Les cellules T 
CD4+ naïves peuvent se différencier en Th1, Th2, Th17, Treg et TFH. Ces programmes de différenciation 
sont contrôlés par les cytokines produites par les cellules de l’immunité innée. L’IL-12 et l’IFNγ sont 
cruciales pour la différenciation Th1. L’IL-4 induit la différenciation en Th2 et le TGFβ associé à l’IL-6 induit 
la différenciation Th17. La différenciation Treg est induite par le TGF�, l’acide rétinoïque (RA), et l’IL-2 alors 
que la différenciation en cellules TFH requiert l’IL-21.Des facteurs de transcription spécifiques à chaque 
sous-type dirigent cette différenciation : T-bet pour les cellules Th1, GATA3 pour les cellules Th2, ROR�t 
pour les Th17 et Foxp3 pour les Treg.  
Une relative plasticité de ces lignées a été mise en évidence. Ainsi, les cellules Treg peuvent se convertir 
en cellules Th17 sous l’effet de l’IL-6 et de l’IL-21.  
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box transcription factor » (T-bet) [Glimcher et al. 2000]. Les souris déficientes dans les 

voies de signalisation impliquant ces facteurs montrent des réponses Th1 réduites 

[Magram et al. 1996; Piccotti et al. 1998] et développent des tumeurs avec une plus 

grande fréquence que les souris contrôles [Shankaran et al. 2001; Peng et al. 2004; 

Werneck et al. 2008; Lee et al.]. La restauration de l’expression de T-bet dans les cellules 

T de souris déficientes pour ce gène inhibe le développement de métastases pulmonaires 

de mélanome [Lee et al. 2010].  

Il a été montré qu’après une forte activation par l’antigène, les cellules Th1 peuvent 

directement tuer les cellules tumorales en sécrétant de hauts niveaux d’IFNγ, de TNF-α et 

de granules cytotoxiques contenant perforine et granzyme [DeNardo et al. 2010]. Des 

données récentes soulignent une participation originale des lymphocytes T CD4+ à la 

réponse antitumorale : dans un modèle de lymphome agressif induit par l’oncogène myc, 

Rakhra et al ont montré que les cellules T CD4+ participent à la régression tumorale 

associée à l’inactivation de myc en remodelant le microenvironnement tumoral, 

notamment via la sécrétion de thrombospondine, un inhibiteur de l’angiogénèse [Rakhra et 

al. 2010].  

Chez l’homme, le rôle majeur de la réponse Th1 dans le contrôle du cancer a été 

récemment confirmé. Dans une étude permettant de déterminer l’influence de la qualité de 

la réponse immunitaire au site tumoral sur le pronostic de patients atteints de cancer du 

colon, l’équipe de J Galon a en effet, montré que l’expression d’un groupe de gènes 

associés à la réponse Th1 et T cytotoxique (comprenant notamment les gènes codant 

l’IFNγ et T-bet) est corrélée à un plus faible taux de rechute [Galon et al. 2006].  

Les cellules Th2 sont caractérisées par la production d’IL-4, IL-5 et IL-13. [Mowen et 

al. 2004]. Par l’intermédiaire de ces cytokines, les lymphocytes Th2 sont susceptibles de 

promouvoir la survie et la prolifération des cellules tumorales, notamment en favorisant la 

différenciation de macrophages intratumoraux de type M2 (cf paragraphe ci-dessous) 

[Aspord et al. 2007; DeNardo et al. 2009]. Chez l’homme dans les carcinomes gastriques, 

un fort ratio Th1/Th2 corrèle avec un meilleur pronostic associé à un taux de survie à 5 

ans plus élevé [Ubukata et al. 2010]. 

Un nouveau sous-type de lymphocytes T CD4+ a été identifié en 2005 : les Th17, 

caractérisés par la production d’une cytokine proinflammatoire, l’IL-17A, communément 

appelée IL-17. Les Th17 jouent un rôle majeur dans l’inflammation et les maladies auto-

immunes [Harrington et al. 2005] et sont également retrouvés dans les tumeurs humaines 
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et murines [Kryczek et al. 2007; Sfanos et al. 2008]. Au sein de la tumeur, les cellules 

Th17 sont fonctionnelles et sécrètent de l’IL-17 [Kryczek et al. 2009].  

Le rôle de l’IL-17 dans le cancer est controversé, car elle peut à la fois faciliter 

l’activation de cellules immunes antitumorales et promouvoir la progression tumorale par 

son effet proinflammatoire [Murugaiyan et al. 2009].  

La majorité de l’activité pro-tumorale de l’IL-17 est liée à son rôle pro-angiogénique. 

En effet, l’IL-17 stimule les cellules stromales et les fibroblastes à produire des facteurs 

angiogéniques tels que le « Vascular Endothelial Growth Factor » (VEGF) [Honorati et al. 

2006]. Ainsi, le nombre de cellules Th17 présent dans la tumeur a été corrélé positivement 

avec la densité des microvaisseaux tumoraux [Numasaki et al. 2003]. L’IL-17 induit 

également d’autres facteurs présentant un rôle majeur dans l’angiogénèse et l’invasion 

tumorale tels que l’IL-6, le TGF-β,  les prostaglandines E2, le NO et l’IL-8 [Fossiez et al. 

1996; Kehlen et al. 1999]. Ainsi, des lignées de carcinome cervical présentent une plus 

grande capacité à former des tumeurs chez des souris immunodéficientes lorsqu’elles 

surexpriment l’IL-17 [Tartour et al. 1999].  

Même si l’IL-17 a été impliquée dans la progression tumorale, un nombre croissant 

d’études chez l’homme et la souris suggèrent un rôle anti-tumoral des cellules Th17. Par 

exemple, chez des patients atteints de cancer de la prostate, une corrélation inverse est 

retrouvée entre l’infiltration des cellules Th17 et le stade clinique de la maladie [Sfanos et 

al. 2008]. De même, chez des patientes atteintes de cancer de l’ovaire, la présence des 

cellules Th17 dans la tumeur est fortement associée à un infiltrat de cellules effectrices de 

type Th1, CD8+ et NK et négativement corrélée avec la présence de cellules Treg 

[Kryczek et al. 2009]. L’expression forcée d’IL-17 dans des cellules tumorales (tumeurs 

hématopoïétiques et fibrosarcome) peut supprimer la croissance tumorale en augmentant 

l’immunité anti-tumorale chez des souris immunocompétentes [Hirahara et al. 2001; 

Benchetrit et al. 2002]. En outre, la croissance tumorale et les métastases pulmonaires 

sont augmentées chez les souris déficientes pour l’IL-17 injectées avec la lignée de 

cancer du colon M38. Cette augmentation est associée avec une diminution des cellules 

NK et des cellules Th1 dans la tumeur et les ganglions drainants [Kryczek et al. 2009].  
 

•  Les lymphocytes T CD8+. 
 

L’effet cytotoxique des lymphocytes T CD8+ effecteurs est la principale fonction du 

système immunitaire adaptatif contre les tumeurs. La reconnaissance des cellules 
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tumorales par les lymphocytes T CD8+ via l’engagement du récepteur T induit la lyse de 

ces cellules par plusieurs mécanismes [Kagi et al. 1994].  

Les lymphocytes T cytotoxiques renferment des granules préformés contenant de 

nombreuses enzymes cytolytiques dont les perforines et les granzymes A et B. Après 

engagement du TCR, la réorganisation du cytosquelette de la cellule CD8+ permet 

d’orienter les granules vers la cellule cible avant l’exocytose dépendante du calcium. 

Toujours en présence de calcium, les molécules de perforine s’assemblent pour former 

des pores dans la membrane plasmique de la cellule cible, permettant le passage des 

granzymes et l’induction de l’apoptose [Trapani et al. 2002; Law et al. 2010] (figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les lymphocytes T cytotoxiques expriment également les ligands de récepteurs de 

mort tels que FasL ou TRAIL et peuvent induire l’apoptose des cellules cibles exprimant 

ces récepteurs [Kagi et al. 1994; Gonzalvez et al. 2010].  
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Figure 4: Formation de la synapse immunologique . (A) Après reconnaissance de la cellule cible, 
le lymphocyte T cytotoxique (CTL) réoriente son centre organisateur des microtubules (MTOC) et son 
réseau de microtubules en direction de la zone de contact avec la cellule cible où se forme la 
synapse immunologique. En quelques minutes, les granules cytotoxiques se déplacent le long des 
microtubules en direction de la synapse et s’accumulent au niveau du MTOC, directement au contact 
de la membrane plasmique. Les molécules de perforine libérées vont former un pore dans la 
membrane de la cellule cible (B) permettant l’entrée des molécules de granzyme dans la cellule cible. 
Les granzymes activent la voie des caspases ce qui conduit à la mort par apoptose de la cellule cible. 
(B) Reconstruction d’une vue par cryomicroscopie électronique de la surface et d’une coupe d’un 
pore de perforine. La coupe est colorée en fonction de la densité protéique. Le rouge représente les 
régions de plus forte densité protéique. La résolution est de 28,5 Å 
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Enfin, les lymphocytes T cytotoxiques sécrètent des cytokines telles que l’IFNγ ou le 

TNF-α qui peuvent exercer une action anti-tumorale directe, ce qui a été montré in vivo à 

l’aide d’anticorps neutralisants et dans des modèles de souris génétiquement déficientes 

pour ces cytokines ou leurs récepteurs [Barth et al. 1991; Dighe et al. 1994; Prevost-

Blondel et al. 2000]. Le récepteur du TNF appartient à la famille des récepteurs de mort, 

tandis que l’IFNγ inhibe la prolifération des cellules tumorales, active les cellules de 

l’immunité innée, et induit une augmentation de l’expression des molécules de CMH 

permettant d’améliorer la reconnaissance des antigènes par les lymphocytes T 

[Tannenbaum et al. 2000] (figure 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’existence de lymphocytes T CD8+ spécifiques d’antigènes tumoraux a été mise en 

évidence dès les années 80. A partir de lymphocytes T isolés de biopsies tumorales de 

patients atteints de mélanome (« tumor infiltrating lymphocytes », TIL), cultivés et amplifiés 

in vitro en présence de faibles quantités d’IL-2, Topalian et collaborateurs ont obtenu des 

lignées de lymphocytes T CD8+ ayant une activité cytotoxique vis-à-vis des cellules 

tumorales autologues [Topalian et al. 1989]. Le mélanome apparaît unique parmi les 

cancers humains dans sa capacité à induire l’expansion de nombres élevés de 

lymphocytes T cytotoxiques au cours de son évolution naturelle. Dans de rares cas, cette 

IFNγγγγ
TNFαααα

TRAIL-TRAILR

D’après Chávez-Galán L et al. Cell Mol Immunol. 2009

Cellule cible

Perforines/ granzymes

IFNγγγγ
TNFαααα

TRAIL-TRAILR

D’après Chávez-Galán L et al. Cell Mol Immunol. 2009

Cellule cible

Perforines/ granzymes

Figure 5: Les différents mécanisme s cytotoxiques mis en place par la cellule T CD8 + pour tuer la 
cellule cible:  
Le lymphocyte T CD8+ cytotoxique reconnaît l’antigène présenté par les molécules de CMH-I à la surface de 
la cellule cible. Il peut libérer le contenu de ses granules de perforine et granzymes (cf figure 4). Il exprime 
également à sa surface TRAIL et FASL qui se lient aux récepteurs de mort exprimés à la surface de la cellule 
cible. Enfin, il sécrète les cytokines IFNγ et TNFα qui exercent une activité anti-tumorale directe. 
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expansion a été associée à l’apparition de régressions spontanées, parfois concomitantes 

d’une activité autoimmune vis-à-vis des mélanocytes normaux, sous forme de lésions de 

vitiligo  [Mackensen et al. 1994; Lengagne et al. 2004]. La caractérisation de ces 

lymphocytes T CD8+ a permis l’identification de nombreux antigènes du mélanome, 

certains partagés par d’autres types de tumeurs [Boon et al. 2006]. La capacité des TIL à 

migrer vers la tumeur pour reconnaître et lyser les cellules de mélanome a été utilisée 

dans des essais cliniques d’immunothérapie adoptive. Des résultats encourageants (49% 

à 72% de réponses objectives chez des patients au stade métastatique) ont été obtenus 

lors de conditionnements lymphoablatifs concommitants [Rosenberg et al. 2009; Goff et al. 

2010]. Ces résultats mettent en évidence le rôle délétère de certains acteurs de l’immunité 

conditionnés par la tumeur à exercer une activité immunosuppressive, comme nous le 

détaillerons plus loin.  

Le rôle majeur des lymphocytes T cytotoxiques dans la protection de l’hôte contre le 

développement tumoral a été récemment mis en évidence dans le cancer du colon. Dans 

le travail de J Galon précédemment mentionné, une étude des populations T cytotoxiques 

naïves et mémoire a été réalisée par immunohistochimie sur les puces tissulaires de 415 

tumeurs coliques et a prouvé, pour la première fois, le rôle prédominant de la réponse T 

cytotoxique dans le contrôle des tumeurs. En effet, la présence d’un infiltrat T CD8+ 

cytotoxique dans la tumeur et à son bord invasif représentait un facteur pronostic de poids 

supérieur et indépendant de la classification TNM, habituellement utilisée pour stratifier les 

patients [Galon et al. 2006; Galon et al. 2007]. 

 

3. Populations lymphocytaires T non conventionnelle s. 

 

•  Les cellules « Natural Killer T ». 

 

Les cellules Natural Killer T (NKT) expriment des marqueurs de cellules NK (par 

exemple la molécule NK1.1 chez la souris) et un TCR de type αβ. Ce sont essentiellement 

des cellules CD4+ qui répondent à des antigènes lipidiques ou glycolipidiques présentés 

par la molécule de CMH-I non classique CD1d [Godfrey et al. 2010]. Il existe au moins 

deux sous-populations NKT, les NKT de type I ou invariants (iNKT) et les NKT de type II. 

Les iNKT expriment un TCR semi-invariant comportant une chaîne α de type Vα24Jα18 

chez l’homme et Vα14Jα18 chez la souris. Elles sont activées par différents glycolipides 
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en présence d’IL-12. Le ligand α-galactosylcéramide (α-GalCer) est un des premiers 

ligands des iNKT décrit chez l’homme et la souris [Kawano et al. 1997; Brossay et al. 

1998].  

Une des caractéristiques principales des cellules NKT est la production de taux 

élevés de cytokines dès les premières minutes après la stimulation de leur TCR. En 

fonction du contexte de leur activation, les cellules NKT sont capables de produire une 

grande variété de cytokines telles que l’IL-2, l’IL-4, l’IL-6, l’IL-10, l’IL-13, le TGFβ, l’IFNγ, le 

TNFα et même l’IL-17 [Bendelac et al. 2007 ; Zimmer et al. 2009]. A travers la production 

de ces cytokines, les NKT peuvent stimuler de nombreux types cellulaires incluant des 

cellules du système immunitaire inné (les cellules dendritiques et les cellules NK) et des 

cellules du système immunitaire adaptatif (les lymphocytes B et les lymphocytes T 

conventionnels). Les cellules NKT joueraient notamment un rôle clé dans la polarisation 

de la réponse T auxiliaire. 

Les iNKT et les NKT de type II jouent un rôle opposé dans le développement 

tumoral. Tandis que les NKT de type II favoriseraient la croissance des tumeurs via la 

production d’IL-13 et la stimulation des cellules myéloïdes suppressives (cf pages 48) 

[Terabe et al. 2005], les iNKT participent, au contraire, au rejet tumoral [Taniguchi et al. 

2011]. Chez les souris déficientes en cellules iNKT, on observe notamment une 

susceptibilité exacerbée à l’induction chimique de fibrosarcomes [Smyth et al. 2000]. Les 

cellules iNKT stimulées par l’α-GalCer sont capables de tuer de nombreuses lignées 

tumorales par une activité lytique dépendante de la voie perforine/granzyme [Kawano et 

al. 1999]. Dans des modèles murins de transfert adoptif de cellules tumorales, l’injection 

d’α-GalCer in vivo active les cellules iNKT, prévient le développement de métastases et 

prolonge la survie [Kobayashi et al. 1995; Kawano et al. 1998]. Un essai de phase I 

consistant en l’injection de DC présentant l’α-GalCer couplé à l’injection de cellules NKT 

pré-activées a été réalisé chez 10 patients atteint de cancer ORL. Une augmentation 

importante des cellules NKT dans les tissus tumoraux a été observée chez 7 patients et 

une régression tumorale chez 5 patients [Yamasaki et al. 2010].  

 

•  Les lymphocytes T γδ. 

 

Les lymphocytes Tγδ sont définis par un TCR constitué d’une chaine γ et d’une 

chaine δ. Ils reconnaissent leur cible de façon indépendante du CMH. Cette sous-
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population de lymphocytes T est minoritaire dans les localisations lymphoïdes classiques 

(moins de 5% des lymphocytes T du sang) mais abondante dans certains tissus, 

notamment épithéliaux [Rey et al. 2009]. Chez l’homme, la majorité des Tγδ circulants 

exprime un TCR Vγ9Vδ2. Comme les NKT, ils sont capables de s’activer et de proliférer 

très rapidement en réponse à une infection par des pathogènes bactériens ou parasitaires, 

mais également en présence de cellules tumorales [Kronenberg et al. 2007; Rey et al. 

2009]. Les ligands des lymphocytes Tγδ décrits à ce jour sont des phosphoantigènes du 

soi ou étrangers. Dans les cellules tumorales, le phosphoantigène naturel des cellules Tγδ 

est l’isopentényl pyrophosphate (IPP), un métabolite du mévalonate dont la biosynthèse 

est stimulée dans les cellules cancéreuses [Gober et al. 2003]. Le mode de présentation 

de l’IPP est encore inconnu. Les cellules Tγδ expriment également à leur surface des 

récepteurs activateurs de type NK tels que NKG2D [Das et al. 2001].  

Après une stimulation antigénique, les cellules Tγδ sécrètent de fortes quantités de 

cytokines pro-inflammatoires IFNγ et TNFα, surexpriment le récepteur de l’IL-2 et se 

différencient en cellules cytotoxiques. La cytotoxicité des lymphocytes Tγδ implique la voie 

perforine/granzyme et la voie Fas/FasL [Bonneville et al. 2006]. Les lymphocytes Tγδ ont 

été impliqués dans la lyse de nombreux types de lignées et de cellules tumorales 

primaires [Viey et al. 2005; Alexander et al. 2008; Todaro et al. 2009; Gomes et al.].  Les 

lymphocytes Tγδ sont également capables de stimuler l’activité cytotoxique des cellules 

NK vis-à-vis des cellules tumorales [Maniar et al. 2010] et de sécréter des chimiokines 

(MIP-1α et β/CCL4, RANTES/CCL5) qui recrutent des lymphocytes T activés, des DC et 

des polynucléaires neutrophiles [Boismenu et al. 1996]. Enfin, il a été récemment montré 

in vitro que les lymphocytes Tγδ humains sont capables d’effectuer la présentation croisée 

d’antigènes (« cross-priming ») pour l’activation des lymphocytes T CD8+ [Brandes et al. 

2009].  
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II-MECANISMES D’ECHAPPEMENT A LA REPONSE IMMUNITAIR E ANTI-

TUMORALE 

 

En dépit d’arguments solides suggérant sa validité,, la théorie de 

l’immunosurveillance semble ne prendre en compte qu’une seule dimension de la relation 

complexe entre les cellules tumorales et le système immunitaire. En effet, des individus en 

apparence immunocompétents peuvent développer des cancers, ce qui traduit l’échec de 

leur réponse immunitaire à détruire toutes les cellules transformées. En outre, des travaux 

récents ont montré que la pression de sélection exercée par le système immunitaire, peut 

elle-même promouvoir l’émergence de tumeurs peu immunogènes [Shankaran et al. 

2001]. A la faveur de cette sélection immune apparaissent des tumeurs capables, à leur 

tour, de manipuler de façon active le système immunitaire pour faciliter leur croissance et 

freiner leur destruction. 

 

A. « Immunoediting » ou immunosélection : la théorie des trois E. 

 
Au début des années 2000, Dunn et Schreiber ont proposé de réviser la théorie de 

l’immunosurveillance afin d’y inclure la dualité du rôle du système immunitaire lors du 

développement tumoral. La théorie de l’ « immunoediting » qui en est issue, décrit un 

processus dynamique composé de trois phases « E »: Elimination, Equilibre et 

Echappement [Dunn et al. 2002; Dunn et al. 2004] (figure 6).  
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1. Première phase : l’élimination. 

 

La phase d’élimination reprend le concept original de la théorie de 

l’immunosurveillance et peut elle-même être divisée en 4 étapes. Durant la première 

étape, lorsque qu’une tumeur atteint une certaine taille, elle commence à envahir le milieu 

environnant et requiert l’augmentation de ses réserves de sang. Pour cela, elle produit des 

molécules stromagéniques et angiogéniques [Hanahan et al. 1996]. Le remodelage du 

stroma qui en résulte induit la production de signaux inflammatoires et le recrutement de 

cellules immunitaires innées, telles que cellules NK, macrophages, cellules T γδ et cellules 

NKT [Matzinger 1994; Girardi et al. 2001; Smyth et al. 2001]. Ces cellules reconnaissent 

Dunn et al. Immunity.2004Dunn et al. Immunity.2004

Figure 6: Représentation schématique des trois phases du pr ocessus d’immunoediting  
Les cellules normales (cellules grises) sujettes à de multiple stimulations oncogéniques se transforment 
et deviennent tumorales (cellules rouges). Dès les premières étapes du développement tumoral, ces 
cellules vont exprimer différents marqueurs tumoraux et générer des signaux pro-inflammatoires de 
danger qui initient le processus d’immunoediting. Dans la première phase: Elimination, les cellules et 
molécules de l’immunité innée et adaptative peuvent éradiquer la tumeur en développement et protéger 
l’hôte de la formation tumoral. Cependant, si ce processus échoue, les cellules tumorales vont entrer 
dans la phase d’équilibre. Elles sont alors maintenues de manière chronique et « sculptées » par le 
système immunitaire environnant. A l’issue de cette phase, des variants tumoraux peuvent apparaître et 
échapper à la réponse immunitaire par différents mécanismes. La tumeur pourra alors se développer et 
devenir cliniquement détectable.  
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des molécules exprimées à la surface des cellules tumorales et produisent des cytokines 

pro-inflammatoires, telles que le TNFα et l’IFNγ.  

Dans la seconde étape, l’IFNγ induit la mort de quelques cellules tumorales 

[Bromberg et al. 1996]. Il permet également la production de chimiokines, telles que 

CXCL10, CXCL9, CXCL11, par les cellules tumorales et/ou les cellules du stroma 

environnant [Luster et al. 1987; Cole et al. 1998]. Ces chimiokines à activité anti-

angiogénique, bloquent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins dans la tumeur  et 

recrutent un nombre croissant de cellules de l’immunité innée [Luster et al. 1993; Sgadari 

et al. 1996; Qin et al. 2000]. Les débris des cellules tumorales mortes à la suite de cette 

première attaque immunitaire sont phagocytés par les cellules dendritiques. 

Dans la troisième étape, la réponse immunitaire innée s’amplifie et les DC provenant 

du site tumoral induisent l’activation de lymphocytes T CD4+ Th1 et T cytotoxiques 

spécifiques de la tumeur dans le ganglion drainant [Bancroft et al. 1991; Ikeda et al. 2002; 

Takeda et al. 2002].  

Dans la quatrième et dernière étape, les lymphocytes T activés migrent au site de la 

tumeur. Les lymphocytes T CD4+ Th1 produisent de l’IL-2 aidant à maintenir la fonction et 

la viabilité des lymphocytes T cytotoxiques. Ces derniers reconnaissent spécifiquement 

leur cellules cibles dont l’immunogénicité a été augmenté par l’IFNγ  [Shankaran et al. 

2001] et vont induire leur mort de façon directe (système perforines/granzymes et 

Fas/FasL) et indirecte (sécrétion de cytokines). 

A la fin de cette étape, soit l’élimination des cellules tumorales est complète, soit 

certaines cellules tumorales n’ont pu être détruites, et on entre alors dans la phase 

d’équilibre.  

 

2. Deuxième phase : l’équilibre. 

 

L’équilibre est probablement la plus longue des trois phases. En effet, chez l’homme, 

il a été estimé qu’il existe généralement un intervalle d’une vingtaine d’années entre 

l’exposition initiale à un carcinogène et la détection clinique d’une tumeur [Loeb et al. 

2003]. 

Durant cette phase, le système immunitaire de l’hôte et les quelques variants 

tumoraux ayant survécu à la phase d’élimination entrent dans un équilibre dynamique, au 

cours duquel la pression de sélection exercée sur la tumeur est associée à la destruction 
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de nombreux variants et à l’apparition de nouveaux clones, plus résistants aux attaques 

du système immunitaire. L’hétérogénéité et l’instabilité génétique (des dizaines de milliers 

de mutations et des altérations génétiques majeures peuvent être détectées) sont les 

principales forces qui permettent aux cellules tumorales de survivre [Loeb 1991; Loeb et 

al. 2003]. Les lymphocytes T et l’IFNγ contribueraient de façon majeure à la pression de 

sélection exercée sur ces cellules. 

Des trois phases de la théorie de l’immunoediting, la phase d’équilibre est la moins 

connue. Une preuve de son existence a été apportée par l’équipe de RD Schreiber en 

2007 [Koebel et al. 2007]. Administré en une seule faible dose à des souris, le 

3’methylcholanthrène (MCA) est responsable de l’apparition de sarcomes dans une partie 

seulement des animaux. Après injection d’anticorps éliminant les lymphocytes T CD4+ et 

CD8+ ou neutralisant l’IFNγ et l’IL12 aux souris n’ayant pas développé de tumeur deux 

cents jours après l’injection du carcinogène, Schreiber et ses collaborateurs ont observé 

l’apparition de sarcomes dans près de la moitié des souris. En revanche, les souris 

traitées avec un anticorps anti-NK1.1 (éliminant les cellules NK), ne développent pas de 

tumeur. Les cellules tumorales maintenues en état d’équilibre par le système immunitaire 

présentent une forte immunogénicité alors que les cellules naturellement issues de la 

phase d’équilibre sont très peu immunogènes. L’absence d’implication de la réponse 

immunitaire innée dans la phase d’équilibre permettrait de la distinguer de la phase 

d’élimination impliquant à la fois l’immunité innée et adaptative [Koebel et al. 2007].  

Au cours de l’équilibre, trois devenirs sont envisageables pour la tumeur : i) les 

cellules tumorales sont totalement éliminées, ii) la phase d’équilibre se poursuit ou iii) les 

cellules tumorales échappent au système immunitaire et s’engagent dans la phase finale 

du processus d’immunoediting. 

 

3.  Troisième phase : l’échappement. 

 

Certains des variants tumoraux produits durant la phase d’équilibre ont développé 

une résistance à la détection et/ou l’élimination par le système immunitaire qui leur permet 

de croître dans un environnement immunologiquement intact. De plus, ces cellules 

peuvent acquérir la capacité de manipuler les fonctions régulatrices et tolérogènes du 

système immunitaires à leur profit. C’est à cette phase que la tumeur devient cliniquement 

détectable [Dunn et al. 2004].  
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B. Les mécanismes d’échappement mis en place par les cellules tumorales.  

 

1. Mécanismes limitant la détection des tumeurs. 

 
•  Perte de l’expression des antigènes de tumeur. 

 

Les tumeurs humaines portent des antigènes qui peuvent être reconnus par des 

lymphocytes T autologues. Certains de ces antigènes sont spécifiques de la tumeur alors 

que d’autres sont également présents sur des cellules normales. Les antigènes 

spécifiques de tumeurs sont issus de protéines ubiquitaires mutées du fait de l’instabilité 

génétique des cellules tumorales ou de protéines normales du développement 

embryonnaire exprimées de façon aberrante par ces cellules. Un cas particulier est 

représenté par la protéine idiotypique. Cet antigène, issu du réarrangement de la partie 

variable des gènes codant les chaînes lourde et légère d’immunoglobuline et des 

éventuelles mutations somatiques subies lors du passage par le centre germinatif, est 

spécifique de chaque lymphocyte B. Dans les lymphomes B, elle représente donc un 

antigène spécifique exprimé uniquement par le clone tumoral. A l’inverse, les antigènes de 

différenciation sont exprimés à la fois par la tumeur et par les cellules normales dont elle 

est issue. Par exemple, la tyrosinase est exprimée par les mélanocytes normaux et par les 

cellules de mélanome. 

L’expression des antigènes tumoraux est hétérogène, y compris au sein d’une même 

tumeur. La perte d’expression des antigènes peut avoir lieu indépendamment de la 

dérégulation de l’expression des molécules de CMH. La diminution de l’expression des 

antigènes du mélanome tels que gp100, « melanoma antigen recognize by T cell 1 » 

(MART1) et de la tyrosinase est associé à une progression de la maladie [de Vries et al. 

1998]. Hofbauer et collaborateurs ont montré que 100% des cellules de mélanome de 

grade 1 expriment  MART1 contre seulement 75% des cellules de mélanome de grade 4 

[Hofbauer et al. 1998]. Chez la souris, Kmieciak et collaborateurs ont montré une perte de 

l’expression de l’antigène HER-2/neu à la surface des cellules de carcinome mammaire 

échappant au système immunitaire. Cette perte d’expression est due à la méthylation du 

promoteur de l’antigène neu sous l’effet de l’IFNγ [Kmieciak et al. 2007].  

Parfois, l’antigène est exprimé mais accumule des mutations pouvant abolir sa 

reconnaissance. Cette situation a notamment été observé dans le lymphome folliculaire au 
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cours d’essais cliniques utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre l’idiotype [Miller 

et al. 1982]. Dans 50% des cas, après le traitement, les tumeurs n’étaient plus reconnues 

par les anticorps suite à la sélection des clones présentant une séquence idiotypique 

mutée [Meeker et al. 1985; Brown et al. 1989]  

 

•  Altération de la présentation antigénique.  

 

La présentation antigénique par les molécules du CMH (Human Leukocyte Antigen 

[Glatzel et al.] chez l’homme) est cruciale à la fois dans l’induction et dans le maintien de 

la réponse T cytotoxique. Des altérations de l’apprêtement et/ou de la présentation 

antigénique ont été décrites dans de nombreuses tumeurs. Ainsi, une perte ou une 

diminution de l’expression des molécules de classe I est observée dans 16 à 80% des 

cellules tumorales au sein d’une tumeur [Marincola et al. 2000]. Différents mécanismes 

moléculaires peuvent être impliqués, incluant des défauts de synthèse de la chaîne β2-

microglobuline, une altération des mécanismes contrôlant l’expression des molécules HLA 

et des anomalies de certains composants de la machinerie d’apprêtement de l’antigène 

[Chang et al. 2005] (figure 7) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Les mécanismes moléculaires responsables de la perte d’expression des molécules de 
CMH-I. (A) Les antigènes tumoraux sont dégradés en peptides dans le protéasome. Ces peptides sont 
ensuite transportés par les molécules TAP dans le réticulum endoplasmique (ER) où ils se lient aux 
molécules de CMH-I formées par l’association d’une chaine lourde et de la β2-microglobuline (β2-m). Les 
complexes CMH-peptide sont ensuite acheminés à travers l’appareil de Golgi à la surface membranaire. 
Plusieurs défauts dans la présentation antigénique peuvent entrainer la perte partielle ou totale de 
l’expression des molécules de CMH-I et sont associés à un échappement tumoral au système immunitaire : 
mutations ponctuelles ou pertes nucléotidiques dans le gène codant pour la chaîne β2-m (B), 
hyperméthylations et/ou altération de la structure de la chromatine des régions promotrices des gènes 
codant pour les molécules impliquées dans la présentation antigénique (C), dysfonctions de la machinerie 
d’apprêtement de l’antigène par mutation ou perte des gènes codant les protéines du protéasome LMP2 et 
LMP7 ou les molécules de transport TAP1 et TAP2 (D). 
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La perte totale de l’expression des molécules HLA est le plus souvent due à un 

défaut d’expression de la chaîne β2-microglobuline qui est requise pour la formation du 

complexe chaîne lourde-β2-microglobuline-peptide et pour son maintien à la surface 

membranaire [Hicklin et al. 1998]. Des altérations du gène codant la β2-microglobuline 

sont observées dans 21% des carcinomes du colon, 15% des mélanomes et moins de 5% 

des autres types de tumeur [Seliger 2008].  

Des mécanismes épigénétiques tels que l’hyperméthylation et/ou l’altération de la 

structure de la chromatine des régions promotrices des gènes codant pour les molécules 

HLA-A, B et C sont également impliqués dans la diminution de l’expression de ces 

molécules [Campoli et al. 2008], notamment par les carcinomes de l’œsophage [Nie et al. 

2001] et les mélanomes [Fonsatti et al. 2003]. 

Dans les cancers ORL, Ferris et collaborateurs ont montré que la diminution de la 

reconnaissance des cellules tumorales par les lymphocytes T cytotoxiques peut être due à 

des dysfonctions de la machinerie d'apprêtement antigénique [Ferris et al. 2006]. 

L’expression des sous-unités du protéasome « low molecular mass polypeptide » (LMP) 2 

et LMP7, des transporteurs peptidiques TAP1 et TAP2 et de la tapasine peut être 

fortement diminuée voire abolie dans les carcinomes rénaux, mammaires et pulmonaires 

et dans les mélanomes [Seliger et al. 1996; Vitale et al. 1998]. Des mutations de ces 

protéines ont été identifiées dans les neuroblastomes et dans les carcinomes pulmonaires 

[Chen et al. 1996; Seliger 2008]. 
 

•  Modulation de l’expression des molécules HLA de classe I non 

classiques HLA-E, F et G. 
 

La première molécule HLA de classe I non classique décrite est la molécule HLA-G 

qui est impliquée dans la tolérance materno-fœtale. De façon générale, les molécules de 

CMH-I non classiques sont capables d’interagir avec des récepteurs inhibiteurs des 

cellules NK. Par exemple, la molécule HLA-G interagit avec le récepteur inhibiteur 

KIR2DL4 [Carosella et al. 1995]. Par ce biais, ces molécules joueraient un rôle dans 

l’échappement des cellules tumorales au système immunitaire [O'Callaghan et al. 1998; 

Cabestre et al. 1999].  

Une expression anormale de la molécule HLA-G a été mise en évidence dans les 

gliomes, les rétinoblastomes, les carcinomes du sein, du colon, du rein, de la vessie, de 
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l’endomètre, des ovaires aussi bien que dans les leucémies lymphoïdes chroniques B, les 

lymphomes T et les lymphomes B non hodgkiniens [Rouas-Freiss et al. 2007; Sebti et al. 

2007; Gros et al. 2008]. Au sein de ces tumeurs, HLA-G peut être exprimée et sécrétée 

par les cellules tumorales elles-mêmes mais également par des cellules du 

microenvironnement tumoral, telles que les macrophages et les cellules dendritiques 

[Ugurel et al. 2001; Amiot et al. 2003; Rebmann et al. 2003; Le Friec et al. 2004]. Les 

niveaux de protéine HLA-G dans le sérum des patients atteints de glioblastome multiforme 

sont inversement corrélés avec la survie de ces patients et le stade de la maladie [Ugurel 

et al. 2001; Rebmann et al. 2003]. 

En outre, Fournel et collaborateurs ont montré que l’isoforme HLA-G1 purifiée est 

capable, in vitro, de déclencher l’apoptose des cellules T CD8+ activées via la voie 

Fas/FasL en interagissant avec les molécules CD8 [Fournel et al. 2000]. 

HLA-G facilite également l’expression membranaire de HLA-E. Cette dernière peut 

se complexer à d’autres molécules de CMH-I afin d’être reconnue par le récepteur 

inhibiteur CD94/NKG2A et ainsi protéger les cellules tumorales de la lyse induite par les 

cellules NK [Borrego et al. 1998; O'Callaghan et al. 1998]. Dans les tumeurs, l’expression 

de la molécule HLA-E est augmentée dans les glioblastomes, les carcinomes du colon et 

des ovaires [Marin et al. 2003].  
 

•  Modulation de l’expression des molécules HLA de classe II 

HLA-DR, -DQ et –DP. 

L’expression des molécules HLA de classe II par les cellules tumorales est associée 

à une augmentation de l’infiltration de cellules T dans les carcinomes mammaires, 

colorectaux, cervicaux et laryngés [Hilders et al. 1993; Coleman et al. 1994; Matsushita et 

al. 1996] mais également à un meilleur pronostic dans les hépatocarcinomes et les 

lymphomes B [Roberts et al. 2006; Xie et al. 2009]. Ainsi, la perte de l’expression de ces 

molécules à la surface des cellules tumorales pourrait être associée à une progression 

tumorale. 

L’expression des gènes codant pour les molécules HLA de classe II ou pour leurs 

protéines accessoires (chaîne invariante Ii et HLA-DM) est contrôlée par la protéine 

transactivatrice de classe II (CIITA). L’hyperméthylation du promoteur IV du gène codant 

CIITA et la modification de la structure de la chromatine par la déacétylation des histones 

empêchent le recrutement des facteurs de transcription nécessaire à la transcription de ce 

gène entraînant ainsi un défaut de l’expression des molécules HLA de classe II dans les 
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lignées et tumeurs primaires humaines [Campoli et al. 2004; Morimoto et al. 2004; Satoh 

et al. 2004; Reith et al. 2005; Tomasi et al. 2006 ; Wright et al. 2006].  

2. Mécanismes inhibant les fonctions du système imm unitaire. 

 

•  Défaut d’activation des lymphocytes T et anergie 
 

L’activation des cellules T nécessite deux types de signaux, la reconnaissance du 

complexe CMH-peptide (signal 1) et un deuxième signal co-stimulateur. Le second signal 

représente en fait une somme de signaux en provenance de molécules activatrices telles 

que CD28 et de molécules inhibitrices telles que « Cytotoxic T lymphocyte-associated 

antigen 4 » (CTLA-4) ou « programmed cell death 1 » (PD-1) [Leitner et al. 2010]. Le 

devenir de la réponse immunitaire dépend de l’équilibre entre signaux activateurs et 

inhibiteurs. L’absence de signal costimulateur induit un état durable d’insensibilité 

spécifique à l’antigène, appelé anergie qui résulte du blocage de la transcription du gène 

codant l’IL-2 et de l’expression d’un répertoire spécifique de gènes, dont celui codant 

l’ « E3 ubiquitine ligase » GRAIL responsable de la dégradation du TCR par le protéasome 

[Hsiao et al. 2009; Nurieva et al. 2010]. L’état d’anergie est caractérisé par une répression 

active de la signalisation en aval du TCR et se traduit par l’incapacité des lymphocytes T à 

proliférer et à synthétiser les différentes cytokines nécessaires à l’induction et au maintien 

de la réponse immunitaire [Chappert et al. 2010]. In vitro, seul l’apport d’IL-2 exogène peut 

empêcher l’induction de l’anergie provoquée par l’absence de costimulation [Beverly et al. 

1992; Zarek et al. 2007] (figure 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Mécanisme s d’induction de l’activation ou de l ’anergie des lymphocytes T . (A) L’activation 
complète des lymphocytes T nécessite à la fois une reconnaissance des complexes CMH-peptide exprimés 
à la surface de la cellule présentatrice et un deuxième signal costimulateur.tel que celui apporté par la 
liaison de CD28 avec ses ligandsCD80/CD86. 
(B). La liaison de C80/86 et PDL-1 avec respectivement CTLA-4 et PD1 induit un signal coinhibiteur qui peut 
conduire à l’anergie des lymphocytes T.  
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La protéine transmembranaire CTLA-4 présente une plus forte avidité pour CD80 et 

CD86 que CD28 avec lequel elle entre en compétition. La liaison de CTLA-4 à ses ligands 

réduit l’expression de l’IL-2 et de son récepteur et arrête les cellules à la phase G1 du 

cycle [Walunas et al. 1994; Krummel et al. 1996; Walunas et al. 1998]. La liaison de 

CTLA-4 induit également la production de cytokines immunosuppressives et interfère avec 

le signal issu de CD28 et du TCR [Walunas et al. 1996]. En effet, CTLA-4 est associé avec 

le TCR et la phosphatase « SH2-domain-containing protein tyrosine phosphatase » (SHP-

2), ce qui permet la déphosphorylation de la chaîne ζ du TCR et inhibe la phosphorylation 

de la protéine p56lck empêchant ainsi la transmission du signal d’activation [Lee et al. 

1998].  

Des analyses phénotypiques ont révélé qu’un pourcentage plus important des 

lymphocytes T infiltrant la tumeur exprime CTLA-4 en comparaison aux lymphocytes T 

circulants. Dans le microenvironnement tumoral, l’interaction de CTLA-4 avec ses ligands 

induit et/ou soutient le phénotype régulateur des lymphocytes T [Lohr et al. 2003; Loser et 

al. 2005] 

L’utilisation d’anticorps bloquant CTLA-4 stimule l’immunité anti-tumorale chez la 

souris [Leach et al. 1996; Mokyr et al. 1998]. Certains de ces anticorps, tels que 

l’ipilimumab, sont actuellement en essai clinique chez des patients en stade avancé de 

cancer [Hodi et al. 2003; Phan et al. 2003; Maker et al. 2005]. Les résultats du premier 

essai randomisé rapportant l’effet de ces anticorps chez des patients atteints de 

mélanome métastatique ont été récemment publiés. Une augmentation significative de la 

survie a été observée dans le bras recevant l’ipilimumab en association à une vaccination 

contre l’antigène gp100 en comparaison aux bras contrôles recevant indépendamment 

chacun de ces traitements [Hodi et al. 2010].  

L’interaction de PD-1 avec son ligand PDL-1 (ou B7-H1) induit l’anergie ou l’apoptose 

des lymphocytes T [Dong et al. 2002; Tsushima et al. 2007]. PDL-1 a été détecté par 

immunohistochimie dans la majorité des tumeurs humaines incluant le mélanome, les 

carcinomes ORL, pulmonaires, ovariens, mammaires et coliques [Dong et al. 1999; Flies 

et al. 2006; Azuma et al. 2008] et a été associée à une agressivité accrue de certains de 

ces cancers [Thompson et al. 2004; Ghebeh et al. 2007]. Les lymphocytes T infiltrant les 

lésions de mélanome métastatique présentent une plus forte expression de PD-1 que les 

lymphocytes T du sang périphérique autologue ou des tissus normaux [Ahmadzadeh et al. 

2009; Mumprecht et al. 2009]. Ces lymphocytes T expriment également CTLA-4 et 
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présentent un défaut de production d’IFNγ, TNFα et IL-2 [Ahmadzadeh et al. 2009]. In 

vitro, l’utilisation d’anticorps anti-PD-1 permet de contrer l’anergie induite dans les 

lymphocytes T [Tsushima et al. 2007]. Des essais cliniques utilisant ces anticorps 

bloquants sont en cours [Alexandrescu et al. 2010].  

La stimulation du CD28 et l’IL-2 participent à l’activation de la serine/thréonine kinase 

« mammalian Target of Rapamycin » mTOR qui a récemment été décrite comme un 

rhéostat de l’activation lymphocytaire [Powell et al. 2010]. Le rôle fondamental de cette 

kinase a été suggéré initialement par des expériences montrant que son inhibition par la 

rapamycine induit l’anergie de lymphocytes T stimulés par des anticorps agonistes de 

CD28 et CD3. [Powell et al. 1999]. A l’inverse, des lymphocytes transfectés avec une 

construction codant pour mTOR sont insensibles à l’induction d’anergie par la rapamycine 

[Zheng et al. 2007]. La kinase mTOR participe à deux complexes catalytiques mTORC1 et 

mTORC2 qui diffèrent par la nature des sous-unités qui les composent et par leurs cibles 

moléculaires. Le complexe mTORC1, considéré comme la cible principale de la 

rapamycine est le mieux caractérisé. Il phosphoryle en particulier les protéines S6K1 et 

4E-BP1, permettant ainsi la traduction des ARNm matures et la synthèse protéique [Harris 

et al. 2003] (figure 9) .  

 

 

 

Figure 9: Voie de signalisation Akt/mTOR. La stimulation du TCR et de la molécule de costimulation 
CD28 participent à l’activation de la sérine/thréonine kinase mTOR. Cette kinase participe à deux 
complexes protéiques: mTORC1 et mTORC2. mTORC1 est composé des protéines mTOR, Rictor, Sin1, 
Lst8, Deptor et Protor, mTORC2 est composé de mTOR,Raptor, PRAS40, Lst8, Deptor et FKBP38. Le 
complexe mTORC1 phosphoryle les protéines S6K1 et 4EBP1 permettant la traduction des ARNm 
matures et la synthèse protéique. L’inhibition de mTORC1 par la rapamycine induit l’anergie des 
lymphocytes T. 
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L’activation de la voie Akt/mTORC1 est également nécessaire à l’augmentation de 

l’activité métabolique des lymphocytes T, à travers la stimulation de la glycolyse et 

l’augmentation de l’expression des récepteurs aux nutriments. L’induction du programme 

de prolifération du lymphocyte activé est, en effet, extrêmement exigeante en dépense 

métabolique et énergétique [Powell et al. 2010].  

Il est désormais admis que la kinase mTOR intègre l’ensemble des signaux en 

provenance des molécules costimulatrices et coinhibitrices et des récepteurs aux 

cytokines. En outre, son niveau d’activation est dépendant de la quantité de différents 

nutriments, tels que les acides aminés, et de l’ATP présents dans le microenvironnement 

lymphocytaire [Zheng et al. 2007; Cobbold et al. 2009]. 

 Plusieurs études chez la souris et l’homme ont montré que les lymphocytes T CD8+ 

spécifiques d’antigènes tumoraux présentent des caractéristiques de cellules anergiques : 

ils sont rarement cytotoxiques ex vivo, prolifèrent mal et expriment souvent un phénotype 

de cellule naïve (CD45RA+, CCR7+) [Lee et al. 1999; Dunbar et al. 2000; Li et al.]. Chez 

les patients atteints de mélanome métastatique, les lymphocytes T CD8+ spécifiques de 

MART-1 ou de la tyrosinase, malgré un phénotype effecteur, sont incapables de lyser des 

cellules cibles et de sécréter des cytokines en présence du peptide chargé sur des cellules 

présentatrices autologues [Lee et al. 1999; Maczek et al. 2005]. De telles cellules sont 

également retrouvées chez des patients atteints de macroglobulinémie de Waldenstrom, 

une variété de lymphome B [Li et al. 2010]. L’absence d’expression de molécules de 

costimulation ou l’acquisition de l’expression de molécules de coinhibition, par les cellules 

cancéreuses ou les DC du ganglion drainant, peut participer à l’induction de l’anergie des 

cellules T [Guinan et al. 1994; Lee et al. 2010]. De nombreuses études ont montré que la 

transfection de CD80 aux cellules tumorales augmente leur capacité à déclencher une 

réponse T efficace [Townsend et al. 1993; La Motte et al. 1999; Li et al. 2011]. D’autres 

mécanismes conduisant à l’inactivation de mTOR peuvent être évoqués, tels que la 

dégradation d’acides aminés essentiels par des enzymes immunosuppressives exprimées 

dans la tumeur (cf chapitre III). Les inhibiteurs de mTOR font l’objet d’un récent intérêt en 

cancérologie du fait de leur action antiproliférative sur les cellules tumorales. Ces effets 

antitumoraux directs devront être mis en balance avec le risque associé à l’inhibition de la 

réponse T antitumorale. 
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•  Résistance à l’apoptose 

 

Les cellules tumorales peuvent développer des mécanismes de résistance à la mort 

induite par les lymphocytes T cytotoxiques. Ces mécanismes incluent l’expression de 

molécules anti-apoptotiques, la diminution, selon différentes modalités, du signal 

proapoptotique de la voie des récepteurs de morts ou des granules cytotoxiques et 

l’activation de la voie Nuclear Factor κB (NFκB) (figure 10).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les cellules tumorales peuvent exprimer des molécules antiapoptotiques. L’inhibiteur 

de sérine protéase PI-9/SPI-6, exprimé par de nombreux types de tumeurs humaines et 

murines, inhibe la lyse induite par les granules cytotoxiques en inactivant le granzyme B 

[Medema et al. 2001]. La protéine cFlip inhibe l’activation de la caspase 8 qui représente 

la caspase initiatrice de la voie de signalisation des récepteurs de mort [Medema et al. 

1999]. In vivo, les tumeurs surexprimant cFLIP sont capables d’échapper à la réponse 

immunitaire, en dépit de la présence d’une voie apoptotique perforine/granzyme 

fonctionnelle [Djerbi et al. 1999; Medema et al. 1999]. La survivine, un inhibiteur des 
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Figure 10: Mécanisme s de résistance à l’apoptose développés par les cell ules tumorales  Les 
cellules tumorales peuvent exprimer différentes molécules anti-apoptotiques telles que la survivine et 
Bcl-2. Dans de nombreux cancers, le facteur de transcription NFκB est constitutivement activé 
donnant un avantage sélectif à la cellule tumorale. La cellule tumorale peut également inhiber la voie 
d’apoptose impliquant les récepteurs de mort de la famille TNF. Ainsi, la perte ou la mutation du gène 
codant pour la protéine Fas induit une diminution d’expression de Fas à la surface cellulaire. Enfin, les 
cellules tumorales peuvent sécréter des récepteurs solubles agissant comme leurres des ligands de 
mort. 
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caspases effectrices membre de la famille des « inhibitor apoptosis protein » (IAP) est 

exprimée dans de nombreuses tumeurs mais absente des cellules normales [Altieri 2010]. 

Enfin, une surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 est observée dans de 

nombreux cancers, en particulier dans les lymphomes folliculaires et certains lymphomes 

à grandes cellules B [Tsujimoto et al. 1985]. Une forte expression de Bcl-2 peut contribuer 

à un mauvais pronostic [Campos et al. 1993; Hermine et al. 1996] et à une résistance 

accrue aux traitements [Weller et al. 1995; Schmitt et al. 2000]. 

Une résistance à l’apoptose suite à l’engagement de Fas avec son ligand FasL, 

inductible à la surface des cellules immunitaires effectrices, a été mise en évidence dans 

de nombreux cancers. Plusieurs mécanismes ont été décrits, parmi lesquels un défaut 

d’expression de Fas à la surface des cellules tumorales [Leithauser et al. 1993; Shin et al. 

1999] ou des altérations fonctionnelles de la molécule. Dans un modèle murin de 

mélanome, Owen-Schaub et collaborateurs ont montré que la diminution d’expression de 

Fas favorise l’apparition de métastases en conférant à la tumeur un avantage sélectif 

[Owen-Schaub et al. 1998]. Landowski et collaborateurs ont mis en évidence, dans 10% 

des myélomes, des mutations de la région cytoplasmique de Fas qui conduisent à 

l’expression membranaire d’une protéine incapable d’induire l’apoptose ex vivo 

[Landowski et al. 1997]. De la même façon, la perte d’expression ou des mutations des 

récepteurs de mort TRAIL-R ont été observées dans diverses tumeurs humaines [Fisher 

et al. 2001; Shin et al. 2001]. 

Les tumeurs peuvent également exprimer des récepteurs solubles qui serviront de 

leurres pour les ligands des récepteurs de mort. Deux récepteurs solubles, Fas soluble et 

le « decoy receptor 3 » (DcR3), inhibent de façon compétitive le récepteur Fas. La 

protéine DcR3 peut également inhiber la lyse induite par TRAIL [Ozoren et al. 2003]. Des 

niveaux élevés de Fas soluble ont été détectés dans le sérum de patients atteints de 

lymphome T ou de tumeurs non lymphoïdes telles que le mélanome [Ugurel et al. 2001]. 

Une amplification du gène codant DcR3 ou une augmentation de l’expression de la 

protéine ont été détectés dans des carcinomes et des glioblastomes [Ibrahim et al. 2001; 

Roth et al. 2001; Takahama et al. 2002; Chen et al. 2008]. Macher-Goeppinger et 

collaborateurs ont montré que la forte expression de DcR3 observée dans 9.3% des 

carcinomes rénaux est associée à une fréquence accrue de métastases ganglionnaires et 

inversement corrélée avec la survie des patients [Macher-Goeppinger et al. 2008].  

Le facteur de transcription NFκB est également impliqué dans la résistance à 

l’apoptose de certains types de tumeurs [Bours et al. 2000]. Physiologiquement, NFκB est 
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séquestré dans le cytoplasme sous forme inactive par la protéine IκBα. Divers stimuli 

externes incluant les cytokines, les PAMP et les DAMP peuvent conduire à 

l’ubiquitinylation d’IκBα et à sa dégradation consécutive par le protéasome. NF-κB migre 

alors dans le noyau, où en fonction du contexte, il peut activer des gènes pro- ou anti-

apoptotiques. Dans de nombreux cancers humains, en particulier dans le lymphome de 

Hodgkin, des mutations ou une amplification des gènes codant les protéines du dimère 

NFκB et/ou des protéines régulatrices de son activation sont impliqués dans la survie 

cellulaire [Kuppers 2009; Schumacher et al.]. 

 

•  Les lymphocytes T CD4+ régulateurs 

 

La tolérance au soi et l’homéostasie du système immunitaire sont activement 

maintenus en périphérie par une sous-population de lymphocytes T CD4+, dits T 

régulateurs (Treg) exprimant fortement la chaîne � du récepteur à l’IL-2 (CD25), cytokine 

essentielle à leur survie. Deux sous-populations ont été décrites : les lymphocytes Treg 

naturels développés dans le thymus et les lymphocytes Treg induits en périphérie à partir 

des T CD4+ conventionnels lors d’une stimulation antigénique [Workman et al. 2009]. Le 

programme suppresseur des Treg est gouverné par le facteur de transcription « Forkhead 

box P3 » (FoxP3). Parmi les populations T CD4+ immunosuppressives induites en 

périphérie, les lymphocytes Treg de type 1 (Tr1) [Groux et al. 1997] et les lymphocytes T 

helper 3 (Th3) [Chen et al. 1994] sont respectivement induits par l’IL-10 et le TGF-β et 

produisent chacun ces cytokines immunosuppressives [Chen et al. 1994; Groux et al. 

1997]. Plus récemment, les iTr 35 induits par l’IL-35 et exerçant leur rôle 

immunosuppresseur via cette cytokine, ont été décrits. Ce dernier sous-type n’exprime 

pas FoxP3 [Vieira et al. 2004; Collison et al. 2010]. Les lymphocytes Treg représentent 

environ 5% des lymphocytes T CD4+ circulants. Chez la souris, environ la moitié serait 

induit en périphérie [Lathrop et al. 2008]. Les lymphocytes Treg naturels et induits ont un 

phénotype similaire comprenant l’expression de CD25, CTLA-4, « glucocorticoid-induced 

TNF receptor » (GITR), et de la sélectine L (CD62L) et l’absence d’expression du 

récepteur à l’IL-7 (CD127) (Figure 11).   
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Les lymphocytes Treg sont capables de supprimer des réponses immunitaires 

variées induites à l’encontre d’antigènes du soi ou du non-soi. Une fois activés de façon 

spécifique de l’antigène, ils peuvent exercer leur effet suppresseur indépendamment de 

celui-ci [Nishikawa et al. 2010]. Cependant, les mécanismes de suppression impliquent 

généralement un contact du Treg avec sa cellule cible ou au moins un rapprochement 

[Collison et al. 2010]  

Parmi les facteurs conditionnant la différenciation périphérique en Treg, un rôle de la 

voie mTOR a été récemment montré. L’inactivation chimique ou génétique de cette voie 

chez la souris facilite la différenciation des lymphocytes T conventionnels en Treg in vitro 

et in vivo [Delgoffe et al. 2009]. En accord avec ces données, la stimulation de 

lymphocytes T CD4+ dans un milieu appauvri en acides aminés essentiels augmente leur 

différenciation en lymphocytes Treg en présence de faibles concentrations de TGFβ 

[Cobbold et al. 2009]. La consommation de tryptophane par l’enzyme Indoleamine 2,3-

dioxygénase (IDO) exerce un effet similaire [Baban et al. 2009; Sharma et al. 2009], (voir 

ci-dessous le paragraphe consacré à cette enzyme). 
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D’après C. Workman. Cell Mol Life SC. 2009

iTr35
Foxp3 -

APC

IL-35

CD25   GITR
CTLA-4 CD62L

D’après C. Workman. Cell Mol Life SC. 2009

Figure 11: Développement et phénotype des Treg.  
Les Treg naturels (nTreg) se développent à partir de lymphocytes T CD4+ dans le thymus sous contrôle du 
facteur de transcription FoxP3. En périphérie, les nTreg peuvent sécréter les cytokines IL-10, IL-35 et TGFβ. 
Les Treg inductibles (iTreg) sont générés à partir de lymphocytes T CD4+ conventionnels naïfs sous 
l’influence des cytokines IL-35, IL-10 et/ou TGFβ qui induisent respectivement les populations iTr35, Tr1 et 
Th3. L’acide rétinoïque sécrété par les cellules dendritiques CD103+ du tissu lymphoïde associé aux 
muqueuses peut également participer à l’induction des iTreg de type Th3.  
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De nombreuses études ont montré que les lymphocytes Treg sont augmentés dans 

le microenvironnement tumoral et les ganglions de drainage de différents types de cancer 

[Woo et al. 2001; Liyanage et al. 2002; Curiel et al. 2004; Viguier et al. 2004; Kawaida et 

al. 2005; Sato et al. 2005; Schaefer et al. 2005; Yang et al. 2006], ce qui est généralement 

associé à un mauvais pronostic [Sasada et al. 2003; Curiel et al. 2004; Sato et al. 2005; 

Bates et al. 2006], à l’exception de certains types de lymphomes [Alvaro et al. 2005; 

Carreras et al. 2006]. Le recrutement des lymphocytes Treg CCR4+ au sein de la tumeur 

peut être lié à la chimiokine CCL22 exprimée par les cellules tumorales ou les 

macrophages infiltrant la tumeur [Curiel et al. 2004; Ishida et al. 2006]. 

Les lymphocytes Treg naturels ou induits disposent de trois types de mécanismes 

suppresseurs : production de cytokines immunosuppressives, inhibition dépendante du 

contact et interaction avec les cellules présentatrices d’antigènes (Figure 12).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les cytokines inhibitrices TGF-β, IL-10, et IL-35 peuvent être exprimées par les 

lymphocytes Treg et jouer un rôle dans leur effet suppresseur [Sojka et al. 2008; Tang et 

al. 2008; Collison et al. 2009]. Le TGF-β est essentiel pour le maintient des lymphocytes 
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Figure 12: Mécanismes d e suppression induits par les Treg.  
Les Treg produisent des cytokines inhibitrices (IL-10, TGFβ et IL-35). Ils peuvent également induire la mort 
d’un lymphocyte T conventionnel (Tconv) via la sécrétion de granules cytotoxiques perforine/granzymes. Ils 
interfèrent avec le métabolisme des lymphocytes Tconv en les privant d’IL-2 ou de nutriments. Ils modulent la 
maturation ou la fonction des cellules dendritiques (DC) via l’interaction de CTLA-4 avec CD80/86. Enfin, ils 
induisent l’expression de l’enzyme immunosuppressive IDO par les DC. GrzB/A= granzyme B ou A, Pfr= 
perforine.  
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Treg naturels [Huber et al. 2004]. En périphérie, il permet le développement à partir de 

cellules T CD4+ naïves de lymphocytes de type Th3, qui eux-mêmes exercent leurs 

fonctions suppressives via la production de TGF-β [Weiner 2001]. Au sein d’une tumeur, 

les cellules cancéreuses et les cellules dendritiques peuvent sécréter le TGFβ nécessaire 

à cette différenciation [Ghiringhelli et al. 2005; Liu et al. 2007]. Le TGF-β  exprimé à la 

membrane des lymphocytes Treg inhibe les cellules NK en diminuant l’expression du 

récepteur activateur NKG2D à leur surface, ce qui facilite la croissance de tumeurs chez la 

souris [Ghiringhelli et al. 2005].  

 L’IL-10 peut être produite par les lymphocytes Treg, en particulier les Treg induits 

de type Tr1 [Vieira et al. 2004]. De nombreuses expériences confirment son rôle dans 

l’immunosuppression induite in vivo par les lymphocytes Treg. Dans un modèle murin 

dans lequel la tolérance à une greffe de peau allogénique est induite par le transfert 

adoptif de cellules CD4+ CD25+, l’injection d’un anticorps bloquant le récepteur de l’IL-10 

provoque le rejet des transplants [Kingsley et al. 2002]. Dans un modèle de carcinogénèse 

induite par les ultra-violets, connu pour la forte expansion de la population Treg, les souris 

inactivées pour l’IL10 sont protégées du développement de carcinomes de la peau, du fait 

de la perte des capacités suppressives de ces Treg vis-à-vis des lymphocytes T 

conventionnels CD4+ CD25- [Loser et al. 2007]. Chez l’homme, Strauss et collaborateurs 

ont montré que les lymphocytes Treg infiltrant des carcinomes ORL produisent de l’IL-10 

et du TGF-β. Dans un système autologue in vitro comprenant les lymphocytes Treg isolés 

de ces patients, l’utilisation d’anticorps neutralisant ces cytokines restaure de façon 

synergique la prolifération des lymphocytes T [Strauss et al. 2007].  

 Récemment, l’équipe de D. Vignali a identifié une nouvelle cytokine, l’IL-35, 

produite par les lymphocytes Treg naturels. Cette cytokine, membre de la famille de l’IL-

12, est un hétérodimère composé de la chaîne IL-27β EBI3 (Epstein-Barr-virus-induced-

gene 3) et de la chaîne IL-12α p35 [Collison et al. 2008]. La capacité suppressive in vitro 

et in vivo des lymphocytes Treg Ebi3-/- et IL12a-/- est diminuée par rapport aux 

lymphocytes Treg exprimant ces protéines. De plus, l’IL-35 recombinante inhibe in vitro la 

prolifération des lymphocytes T [Collison et al. 2007]. Grâce à la production d’IL-35 et d’IL-

10, les Treg naturels transforment en périphérie chez l’homme et la souris les lymphocytes 

T conventionnels en lymphocytes Treg Foxp3- appelés iTr35, qui, à leur tour, présentent 

une activité suppressive dépendante de la sécrétion d’IL-35 [Collison et al. 2010]. Dans 

des modèles de mélanome et d’adénocarcinome colorectal, Vignali et ses collaborateurs 
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ont également montré que les lymphocytes Treg FoxP3- et Foxp3+ infiltrant la tumeur 

expriment l’IL-35, ces derniers exprimant plus fortement la cytokine que les Treg Foxp3+ 

de la rate. Dans ces modèles tumoraux, l’IL-35 inhibe la prolifération de lymphocytes T 

conventionnels, [Collison et al. 2010] ce qui facilite la croissance tumorale. 

 Les lymphocytes Treg peuvent également tuer les cellules T conventionnelles et 

d’autres populations de cellules immunes de façon dépendante de la voie 

perforine/granzymes. [Grossman et al. 2004; Gondek et al. 2005; Cao et al. 2007]. Dans 

un modèle de transfert adoptif de cellules tumorales chez la souris, Cao et collaborateurs 

ont montré que 5 à 30% des lymphocytes Treg du microenvironnement tumoral 

exprimaient fortement le granzyme B et que cette expression était responsable de 

l’élimination de cellules NK et T CD8+ antitumoraux et de l’échappement de la tumeur à 

leur contrôle. [Cao et al. 2007].  

 Enfin, les lymphocytes Treg ont été impliqués dans la modulation des fonctions des 

cellules présentatrices d’antigène par le biais de cytokines ou de molécules de surface. 

Par exemple, l’IL-10 induit l’expression de la molécule inhibitrice B7-H4 à la surface des 

cellules présentatrices d’antigène, ce qui empêche l’activation optimale des lymphocytes T 

[Kryczek et al. 2006]. Dans les carcinomes ovariens humains, l’étude des populations 

infiltrant la tumeur a montré une corrélation entre l’intensité de l’expression de B7-H4 à la 

surface des macrophages et le nombre de lymphocytes Treg, ces deux paramètres étant 

également associés au pronostic [Kryczek et al. 2006; Kryczek et al. 2007]. Les 

lymphocytes Treg peuvent également induire la diminution de l’expression des molécules 

de costimulation CD80/86 et l’expression de l’enzyme immunosuppressive IDO au niveau 

des cellules présentatrices de l’antigène, par un contact direct dépendant de CTLA-4. 

[Grohmann et al. 2002; Fallarino et al. 2006]. L’IDO a une double action : elle inhibe 

directement la prolifération des lymphocytes T effecteurs et active les lymphocytes Treg 

dans les ganglions drainant la tumeur, ce qui leur permet à leur tours d’induire l’expression 

des molécules co-inhibitrices PDL-1 et PDL-2 à la surface des cellules dendritiques 

[Sharma et al. 2007]. Chez la souris dont les lymphocytes Treg sont déficients en CTLA-4, 

une robuste réponse anti-tumorale peut être développée [Wing et al. 2008]. 

D’autres types de mécanismes ont pu être mis en évidence dans l’effet inhibiteur des 

Treg, tels que la compétition avec les lymphocytes T effecteurs pour les ressources en IL-

2 [Barthlott et al. 2005; Pandiyan et al. 2007]. Le rôle joué par ces populations cellulaires 

est donc complexe et multiforme et pourrait différer selon le type et la localisation de la 

tumeur. De plus, il est important de noter que les lymphocytes Treg sont éduqués in vivo à 



              46 

maintenir la tolérance au soi. Ainsi, il a été récemment montré que les lymphocytes Treg 

mémoires spécifiques des antigènes du soi, s’activent précocement dans le ganglion de 

drainage lors de l’émergence d’une tumeur et prennent rapidement l’avantage face aux 

lymphocytes T effecteurs. Leur expansion précoce, qui coïnciderait avec la surexpression 

d’IDO par les cellules présentatrices d’antigène, constitue un frein initial au développement 

d’une immunité antitumorale efficace [Darrasse-Jeze et al. 2009]. Une telle vision du 

développement de la réponse immunitaire antitumorale va à l’encontre de la théorie de 

l’immunoediting. 

 

•  Les lymphocytes T CD8+ régulateurs 

 

Bien que les lymphocytes T CD8+ régulateurs aient été décrits dès le début des 

années 70 par Gershon et ses collaborateurs [Gershon et al. 1970], ces cellules restent 

très mal caractérisées. Les premières études ont été menées dans des modèles animaux 

de maladies auto-immunes. Ainsi, les lymphocytes T CD8+ régulateurs ont été associés à 

la protection contre l’encephalomyélite autoimmune expérimentale (EAE) chez les 

rongeurs [Sun et al. 1988; Jiang et al. 1992; Lohse et al. 1995].  

Le phénotype des lymphocytes T CD8+ régulateurs n’est pas encore clairement 

établi. Cependant, chez l’homme et la souris, des populations exprimant des marqueurs 

caractéristiques des cellules T activées, CD122, CD25 ou CD45 ont été décrites [Cosmi et 

al. 2004; Xystrakis et al. 2004; Rifa'i et al. 2008]. Ces cellules n’expriment généralement 

pas le facteur de transcription Foxp3 [Filaci et al. 2011].  

Des lymphocytes T régulateurs CD8+ secrétant de l’IL-10 ont été mis en évidence par 

Jarnicki et collaborateurs dans un modèle murin de cancer du colon. De façon 

surprenante, l’élimination des T CD8+ dans ce modèle diminue significativement le 

développement de métastases pulmonaires après injection intraveineuse des cellules 

tumorales, tandis qu’elle augmente la charge tumorale dans le cas d’injection sous-

cutanée. Ainsi l’environnement physiologiquement immunosuppressif des poumons 

semble favorable à l’induction d’une population régulatrice CD8+ [Jarnicki et al. 2006].  

Chez l’homme, une population cellulaire qui présente une activité suppressive et 

exprime CD8, CCR7, CD45RO et IL-10 a été décrite chez des patientes atteintes de 

carcinome ovarien. Le développement de cette population est induit par les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes infiltrant la tumeur et ne dépend pas de la présence de 

lymphocytes Treg CD4+. Grâce à l’expression du récepteur CCR7, ces cellules migrent au 
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site de la tumeur en réponse la chimiokine MIP-3β/CCL19. L’IL10 leur permet de 

supprimer la réponse effectrice T via l’inhibition des cellules présentatrices d’antigène [Wei 

et al. 2005]. Le mécanisme exact de cette suppression reste cependant encore à définir.  

Dans un modèle murin de carcinogenèse chimique de la peau, une comparaison du 

transcriptome de lymphocytes T CD8+ circulants et intra-tumoraux montre chez ces 

derniers un profil transcriptionnel associant des molécules Th17 (RORγT, IL17) et des 

molécules régulatrices (FoxP3, IL-10). Ce profil d’expression est fortement associé avec la 

progression de la lésion bénigne vers la transformation en carcinome. Cette étude montre 

en outre, que ces lymphocytes expriment l’enzyme Interleukin-4 induced gene 1 (IL4I1), 

objet de cette thèse, pouvant suggérer un nouveau mécanisme d’immunosuppression 

induit par les lymphocytes T CD8+ pro-tumoraux [Kwong et al. 2010].  

 

•  Les cellules dendritiques (DC) tolérogènes. 

 

Il est sans doute important de noter d’emblée que le rôle quotidien des DC est de 

permettre le maintien de la tolérance aux antigènes du soi, ce qui nécessite une capacité 

à faciliter la différenciation et l’expansion des Treg [Reis e Sousa 2006]. 

Les DC tolérogènes sont habituellement définies par un phénotype immature ou 

semi-mature (faible expression des molécules de CMH et/ou de co-stimulation) 

responsable d’une diminution de leur capacité à activer les lymphocytes T. Elles 

présentent souvent une forte production de cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGFβ) et 

peuvent exprimer à leur surface des molécules co-inhibitrices de l’activation lymphocytaire 

T, telles que PDL-1 ou B7-H4 [Tsushima et al. 2007]. De plus, les DC tolérogènes peuvent 

exprimer l’enzyme IDO [von Bergwelt-Baildon et al. 2006]. Comme précédemment 

évoqué, IDO bloque la prolifération des lymphocytes T effecteurs et active la 

différenciation et les fonctions des lymphocytes Treg [Munn et al. 1999; Sharma et al. 

2007].  

Certains facteurs présents dans l’environnement tumoral, tels que l’IL-10, le TGF�, la 

prostaglandine E2, le VEGF et le SDF-1 [Zou et al. 2001; Chemnitz et al. 2006] peuvent 

être responsables de la génération de ces DC tolérogènes. 

De nombreuses DC myéloïdes mais également plasmacytoïdes sont présentes dans 

les tumeurs ou dans les ganglions drainant le site tumoral [Chaux et al. 1997; Enk et al. 

1997; Nestle et al. 1997; Troy et al. 1998; Troy et al. 1998]. Cependant, la plupart de ces 
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cellules ont un phénotype immature [Gabrilovich 2004]. Perrot et collaborateurs ont 

rapporté que les DC infiltrant la tumeur, isolées de patients atteints de cancer du poumon, 

sont « semi-matures » et tolérogènes. Après stimulation in vitro par des ligands des TLR, 

elles restent incapables de maturer totalement, sécrètent peu de cytokines inflammatoires 

et ne migrent pas sous l’effet de facteurs chimiotactiques [Perrot et al. 2007]. Les DC des 

ganglions drainant la tumeur présentent également un état d’activation réduit associé à 

une augmentation de la sécrétion d’IL-10 [Essner 2006; Shu et al. 2006]. Ce phénomène 

est corrélé avec un défaut d’activation des lymphocytes T et une diminution de leur 

production de cytokines. Le nombre de DC immatures et de cellules souches 

hématopoïétiques exprimant CD34 est également augmenté dans le sang circulant de 

patients atteints de cancer [Gabrilovich et al. 1997; Ishida et al. 1998]. Après culture in 

vitro, ces dernières sont incapables de se différencier en DC totalement matures [Lathers 

et al. 1999] et leur cytotoxicité vis-à-vis des cellules tumorales est diminuée [Essner 2006].  

 

•  Les cellules myéloïdes suppressives. 

 

La capacité des tumeurs à affecter la myélopoïèse et induire l’expansion de cellules 

myéloïdes de phénotype immature, présentant une activité immunosuppressive, a été 

largement documentée aussi bien dans les modèles animaux que chez l’homme 

[Gabrilovich et al. 2001; Zea et al. 2005; Gallina et al. 2006; Huang et al. 2006]. Ces 

cellules ont récemment reçu la dénomination commune de « Myeloid-derived suppressor 

cells » (MDSC) [Gabrilovich et al. 2007]. Il n’existe pas de marqueur spécifique des 

MDSC, qui constituent une population très hétérogène comprenant des macrophages 

immatures, des polynucléaires, des cellules dendritiques et d’autres cellules myéloïdes à 

des stades précoces de différenciation [Sica et al. 2007; Gabrilovich et al. 2009]. Chez la 

souris, elles sont identifiées par la co-expression de deux marqueurs myéloïdes : la sous-

unité d’intégrine CD11b et Gr1 [Gabrilovich et al. 2007]. Les cellules exprimant le plus 

fortement Gr1 ont plutôt une morphologie de polynucléaires, tandis que les cellules qui 

l’expriment plus faiblement sont composées de monocytes et de progéniteurs myéloïdes. 

Les anticorps anti-Gr1 reconnaissent en fait deux molécules de la famille Ly6, Ly6G et 

Ly6C. A l’aide d’anticorps dirigés spécifiquement contre ces molécules, il est possible de 

séparer plus finement les MDSC de type granuleux CD11b+, Ly6G+, Ly6Clow, des MDSC 

de type monocytique CD11b+, Ly6G-, Ly6Chi. Ces deux populations présentent des 

capacités inhibitrices des réponses T qui reposent sur des mécanismes différents 
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[Movahedi et al. 2008]. D’autres marqueurs de surface tels que CD80, CD115 (récepteur 

du Macrophage-Colony Stimulating Factor), CD16/32 (récepteurs du fragment Fc des IgG) 

ou CD124 (chaine α du récepteur à l’IL-4, IL-4Rα) ont été utilisés pour identifier des sous-

populations de MDSC murines [Gallina et al. 2006; Huang et al. 2006; Yang et al. 2006]. 

Chez l’homme, le phénotype des MDSC est encore moins bien défini du fait de 

l’absence d’homologue de la molécule Gr1. Différentes définitions phénotypiques ont été 

proposées selon le type de cancer étudié [Gabrilovich et al. 2009; Peranzoni et al. 2010]. 

Ainsi, dans les carcinomes rénaux et dans les cancers du poumon non à petite cellules, il 

semblerait que les MDSC expriment CD33, CD11b, et des niveaux hétérogènes de CD15, 

alors qu’elles n’expriment pas HLA-DR, ni le CD14 [Kusmartsev et al. 2008; Liu et al. 

2009]. Dans le sang de patients atteints de cancer du colon et de mélanome, les MDSC 

sont définies par l’expression commune de CD124 et par l’expression de CD14 pour la 

sous-population monocytaire et de CD15 pour la sous-population granuleuse 

[Mandruzzato et al. 2009].  

Chez les souris saines, les cellules CD11b+ et Gr1+ sont rares dans la rate et le sang 

et représentent une part relativement importante mais variable en fonction du fond 

génétique, des cellules de la moelle osseuse. Elles s’accumulent fortement dans ces trois 

compartiments après développement tumoral [Kusmartsev et al. 2005]. Le nombre de 

MDSC varie d’un modèle tumoral à l’autre. Chez la souris, la plus faible expansion des 

MDSC est induite par les sarcomes tandis que la plus forte expansion est détectée avec 

les carcinomes du sein, les thymomes et les carcinomes du colon. Chez l’homme, une 

corrélation significative entre le stade clinique de la tumeur, la capacité métastatique des 

tumeurs et le nombre de MDSC circulantes a été mis en évidence [Diaz-Montero et al. 

2009]. 

Les MDSC sont produites en réponse à des facteurs sécrétés par les cellules 

tumorales, comme suggéré par leur diminution après exérèse de la tumeur ou 

l’observation d’une relation entre le nombre de MDSC et la dimension de la tumeur 

[Salvadori et al. 2000]. Plus précisément, le niveau d’expansion et d’activation des MDSC 

est déterminé par la nature des facteurs solubles produits [Youn et al. 2008], certains étant 

plus spécifiques d’un type de tumeur. Ces facteurs incluent l’IL-1β [Song et al. 2005], l’IL-6 

[Bunt et al. 2007], la prostaglandine E2 [Sinha et al. 2007], la cyclooxygénase 2 

[Rodriguez et al. 2005; Talmadge et al. 2007], les protéines liant le calcium S100A8/A9 

[Sinha et al. 2008], la molécule C5a du complément [Markiewski et al. 2008], le VEGF 

[Gabrilovich et al. 1998; Melani et al. 2003], le « stem cell factor » (SCF) [Pan et al. 2008], 
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le GM-CSF [Serafini et al. 2004], et les ligands de CXCR2 [Sawanobori et al. 2008]. La 

plupart de ces facteurs agit en induisant une activation excessive et prolongée du facteur 

de transcription STAT3 au cours de la myélopoïèse [Gabrilovich et al. 2009]. D’autres 

facteurs tels que l’IFNγ l'IL-13, les ligands des TLR3 et 4 et le TGF� qui peuvent être 

produits par les cellules tumorales ou des cellules immunitaires sont nécessaires à 

l’activation des fonctions suppressives des MDSC Une étude récente réalisée par 

Greifenberg et collaborateurs a montré chez la souris saine que le développement et 

l’activation des MDSC sont augmentés par l’injection simultanée de lipopolysaccharide et 

d’IFNγ. Ces deux molécules bloquent la différenciation en DC matures et activent la 

production de NO, molécule perturbant les fonctions cellulaires T [Greifenberg et al. 2009]. 

Ainsi, paradoxalement, des facteurs impliqués dans l’activation de réponses Th1 et T 

cytotoxiques jouent dans ces circonstances un rôle promoteur de l’échappement tumoral. 

(figure 13) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La réduction du nombre de MDSC chez des souris atteintes de cancer par traitement 

avec un anticorps bloquant Gr1 [Terabe et al. 2003], ou la gemcitabine (drogue 

chimiothérapeutique) [Suzuki et al. 2005; Sinha et al. 2007] ou encore l’induction de la 
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Figure 13: Recrutement et activation des MDSC dans le cancer.  
Les MDSC représentent une population de cellules myéloïdes immatures produites dans la moelle osseuse en 
réponse à de nombreux facteurs sécrétés par la tumeur. Les capacités suppressives de ces cellules sont 
activés par l’IFNγ, des ligands des TLR3 et 4 ou encore le TGFβ. Ces différents facteurs peuvent être produits 
par les cellules tumorales ou par les lymphocytes T. 
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différenciation des MDSC en cellules plus matures grâce à l’acide rétinoïque [Kusmartsev 

et al. 2003], augmente l’activation cellulaire T et retarde la progression tumorale. Le 

traitement par acide rétinoïque de patients atteints de cancer induit des résultats similaires 

[Mirza et al. 2006].  

 Les MDSC affectent à la fois les réponses anti-tumorales innée et adaptative 

(figure 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En présence de MDSC, les macrophages classiquement activés de type M1 sont 

convertis en macrophages M2 qui accroissent la progression tumorale [Sinha et al. 2005]. 

Cette re-polarisation est le résultat de signaux échangés entre les MDSC et les 

macrophages qui stimulent la production d’IL-10 par les MDSC et inhibent la sécrétion 

d’IL-12 par les macrophages [Sinha et al. 2007]. Les MDSC inhibent également les 

fonctions des cellules NK et des lymphocytes T effecteurs et induisent le développement 

de lymphocytes Treg [Suzuki et al. 2005; Liu et al. 2007]. Les MDSC inhibent 

essentiellement les lymphocytes T CD8+ et peu ou pas les lymphocytes T CD4+, 

probablement du fait qu’elles expriment très peu les molécules de CMH de classe II. Cette 
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Figure 14: Mécanismes de suppression des MDSC. 
Les MDSC peuvent moduler les réponses immunitaires innée et adaptative. Elles induisent la re-polarisation des 
macrophages anti-tumoraux M1 en macrophage pro-tumoraux M2 via la production d’IL-10. Elles inhibent la 
cytotoxicité et la sécrétion d’IFNγ par les cellules NK. Elles inhibent également les lymphocytes T cytotoxiques 
(CTL) via la production d’enzyme immunosuppressives (la synthétase de l’oxyde nitrique (iNOS) et l’Arginase I 
(Arg I). Ces enzymes induisent l’appauvrissement du milieu en L-arginine et produisent des métabolites toxiques 
tels que l’oxyde nitrique (NO) et les peroxinitrites. Elles peuvent également séquestrer dans leur cytoplasme des 
nutriments essentiels au lymphocyte T activé tels que la cystéine. Les MDSC recrutent et d’activent les 
lymphocytes Treg via notamment la surexpression des molécules CD80/86. 
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suppression nécessiterait des contacts cellules-cellules, ce qui suggère le rôle de 

récepteurs de surface ou de médiateurs solubles à courte durée de vie. Le rôle d’une 

reconnaissance des complexes CMH-peptide est controversé [Sinha et al. 2005; Nagaraj 

et al. 2007]  

 Les mécanismes d’inhibition des réponses cellulaires T par les MDSC reposent 

principalement sur le métabolisme d’acides aminés essentiels et la production de réactifs 

oxygénés. Historiquement, l’activité suppressive des MDSC décrite chez la souris a été 

associée à l’expression d’enzymes métabolisant la L-arginine : l’arginase I (Arg I) et la 

synthétase inductible de l’oxyde nitrique (iNOS). L’activité de ces enzymes appauvrit le 

milieu en L-arginine nécessaire à la prolifération des lymphocytes T activés et produit des 

métabolites toxiques tels que le NO ou ses dérivés hautement réactifs, les peroxynitrites 

[Movahedi et al. 2008; Youn et al. 2008]. Le rôle d’autres enzymes métabolisant les acides 

aminés a été évoqué. En particulier, Gallina et collaborateurs ont montré que l’enzyme 

IL4I1 est surexprimée après 24h de culture des MDSC de phénotype CD11b+ et IL-4Rα+ 

isolées de la rate de souris présentant des tumeurs [Gallina et al. 2006]. Les mécanismes 

d’action de ces enzymes seront décrits plus précisément dans le chapitre « enzymes 

immunosuppressives ». Selon un mécanisme proche, les MDSC peuvent bloquer 

l’activation des lymphocytes T en séquestrant des nutriments essentiels aux lymphocytes 

T activés, par exemple, la cystéine, habituellement apportée par les cellules présentatrices 

de l’antigène. Une étude récente a montré que les MDSC sont capables de stocker dans 

leur cytoplasme de fortes concentrations de cystéine empêchant ainsi la prolifération et la 

différenciation des lymphocytes T [Srivastava et al. 2011].  

 Il semblerait que les MDSC perturbent également l’activation T en induisant la 

différenciation de lymphocytes Treg par un mécanisme encore non élucidé. L’implication 

du TGFβ dans ce phénomène est controversée [Huang et al. 2006; Serafini et al. 2008]. 

Les MDSC pourraient également activer les lymphocytes Treg déjà présents au site de la 

tumeur, car elles surexpriment la molécule membranaire CD80 qui peut se lier à la 

molécule CTLA-4 exprimée à la surface des lymphocytes Treg, activant leur fonctions 

immunosuppressives [Yang et al. 2006]. 

Les MDSC peuvent enfin bloquer la migration des lymphocytes vers la tumeur et les 

ganglions qui la drainent. La migration vers ces deux sites nécessite l’expression à la 

membrane des lymphocytes T de la L-sélectine (CD62L). [Bradley et al. 1994; Tedder et 

al. 1995]. Or, les MDSC expriment constitutivement la protéine ADAM17 qui clive CD62L 

et diminue ainsi son expression membranaire [Hanson et al. 2009]. Chez les souris et les 
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patients atteints de cancer, le niveau d’expression membranaire de CD62L est 

inversement corrélé avec le nombre de MDSC. De plus, la résection de la tumeur, en 

diminuant le nombre de MDSC, augmente l’expression de la L-sélectine à la surface des 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ circulants [Hanson et al. 2009]. Des résultats similaires ont 

été observés chez des souris traitées à la gemcitabine qui réduit sélectivement 

l’accumulation de MDSC [Sinha et al. 2007].  

 

•  Les macrophages alternatifs de type M2. 

 

Dans un parallèle avec la littérature décrivant les lymphocytes T auxiliaires, deux 

types de différenciation ont été définis pour les macrophages : le type M1 (ou activation 

classique) et le type M2 (ou activation alternative) [Gordon 2003]. Cependant, à la 

différence des lymphocytes Th1 et Th2, les macrophages présentent une remarquable 

plasticité qui leur permet de répondre efficacement aux signaux environnementaux par 

des changements profonds de leur phénotype et de leur physiologie, y compris leurs 

capacités de présentation antigénique et d’activation des cellules immunitaires, leurs 

propriétés phagocytaires et leurs propriétés dites « cicatrisantes » (angiogenèse et 

remodelage de la matrice extracellulaire). Ainsi, le type M2 correspond en fait à de 

nombreux types de macrophages ne présentant pas les caractéristiques d’une activation 

classique [Martinez et al. 2008]. 

Le macrophage M1, obtenu in vitro par stimulation avec l’IFNγ et le TNFα, est 

considéré comme responsable de l’activité tumoricide. Il est caractérisé par la sécrétion de 

cytokines et médiateurs proinflammatoires (IFNγ, IL-12, TNFα, médiateurs lipidiques) et de 

réactifs dérivés du NO et de l’oxygène et présente une forte activité phagocytaire. 

In vitro, de nombreux stimuli ont été impliqués dans l’activation alternative des 

macrophages. Par exemple, l’IL-4 et l’IL-13 activent une population M2 incapable de 

présenter l’antigène aux lymphocytes T et produisant peu de cytokines pro-inflammatoires 

[Edwards et al. 2006]. D’autres macrophages M2 peuvent être obtenus après activation 

par des agonistes des TLR en présence de complexes immuns IgG, des prostaglandines, 

des glucocorticoïdes, des corps apoptotiques ou encore de l’IL-10 ou du TGF-β. Ces 

macrophages présentent à des degrés variables un phénotype immunosuppressif avec 

augmentation de la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires [Strassmann et al. 1994; 

Gerber et al. 2001; Anderson et al. 2002] et sont susceptibles de faciliter l’angiogenèse, la 
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croissance tumorale et le développement de métastases [Mantovani et al. 2004]. Cette 

polarisation fait intervenir la voie de signalisation de NF-κB. En effet, le phénotype M2 est 

caractérisé par la localisation intranucléaire de l’homodimère inhibiteur p50 [Saccani et al. 

2006]. La présence intracellulaire de cet homodimère est associée à la progression 

tumorale [Li et al. 2009].  

Le réseau de cytokines exprimé au sein de la tumeur a un rôle essentiel dans la 

polarisation des macrophages [Sica et al. 2006]. De nombreuses études ont montré que 

les macrophages du microenvironnement tumoral, appelés « Tumor-Associated 

Macrophages » (TAM), sont principalement de phénotype M2 [Mantovani et al. 2002; 

Biswas et al. 2006; Saccani et al. 2006]. Cependant, un nombre croissant de travaux 

suggère que le phénotype des TAM évolue au cours du temps d’un phénotype M1 

« antitumoral » vers un phénotype anti-inflammatoire et « protumoral » [Biswas et al. 

2008]. En accord avec cette hypothèse, les TAM de certaines tumeurs présentent 

simultanément des marqueurs de type M1 et de type M2, par exemple de forts niveaux 

d’iNOS (type M1) et d’Arg I (type M2) [Tsai et al. 2007]. 

Le rôle des macrophages au sein d’une tumeur reste cependant largement irrésolu. 

En accord à l’hypothèse d’un phénotype majoritairement M2, la densité de l’infiltrat 

macrophagique est associée à un mauvais pronostic de nombreuses tumeurs humaines 

[Lewis et al. 2006]. Cependant, dès les stades infracliniques, les macrophages de 

phénotype M1 pourraient faciliter le développement tumoral. Il est, en effet, désormais 

admis que l’inflammation joue un rôle puissamment promoteur de la transformation 

cellulaire et de la croissance tumorale [Grivennikov et al. 2010]. Dans un article récent 

[Feng et al. 2010]. Feng et collaborateurs ont montré dans un modèle de tumeur induite 

par un oncogène chez le poisson zèbre, un rôle promoteur dans la croissance tumorale 

des macrophages et des polynucléaires neutrophiles recrutés dès l’apparition des 

premières cellules transformées. 

Les macrophages issus des monocytes du sang sont recrutés au site de la tumeur 

via différents signaux produits par la tumeur elle-même, tels que le Colony Stimulating 

Factor-1 (CSF-1), la chimiokine CCL2, le VEGF et l’angiopoïétine-2 [Sica et al. 2007]. 

Dans un modèle transgénique de souris, la surexpression de CCL2 par des cellules de 

fibrosarcome induit une augmentation de l’infiltrat macrophagique associée à une 

progression de la croissance tumorale [Bottazzi et al. 1992].  

Les cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-β sont produites à la fois par les 

cellules tumorales et les TAM [Mantovani et al. 2002]. L’IL-10 facilite la différenciation des 
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monocytes en macrophages protumoraux de type M2 et bloque leur différenciation en 

cellules dendritiques [Allavena et al. 2000]. Comme précédemment indiqué, elle induit 

également la différenciation de novo de lymphocytes Treg. Dans le cancer du poumon, les 

TAM favorisent la progression tumorale en contribuant au remodelage du stroma et à 

l’angiogenèse via la sécrétion de « Platelet Derived Growth Factor » (PDGF) qui agit en 

synergie avec le TGF-β1 produit par les cellules tumorales [Mantovani et al. 2002]. 

Le TGF-β est également impliqué dans l’acquisition de propriétés protumorales par 

les polynucléaires neutrophiles. Le blocage in vivo de cette cytokine permet l’afflux dans la 

tumeur de polynucléaires neutrophiles activés, cytotoxiques pour les cellules tumorales, 

exprimant de hauts niveaux de cytokines inflammatoires et activant les lymphocytes T 

CD8+ cytotoxiques [Fridlender et al. 2009]. Par analogie avec les macrophages M2 et M1, 

les auteurs ont proposé de nommer ces polynucléaires pro et antitumoraux, 

respectivement TAN2 et TAN1. 

Comme les MDSC, les polynucléaires et les macrophages de type 2 murins 

expriment l’Arg I [Rodriguez et al. 2003]. Une partie des TAM et des TAN  pourrait être 

différenciée à partir des MDSC de type monocytaire et granuleux respectivement 

[Kusmartsev et al. 2005; Kusmartsev et al. 2005; Sica et al. 2007; Fridlender et al. 2009]. 

Une autre enzyme immunosuppressive, l’IDO, a également été détectée dans les TAM 

humains et murins [Munn et al. 1999]. L’acquisition de propriétés immunosuppressives par 

les populations myéloïdes dans le cancer, qu’il s’agisse de cellules dendritiques, 

macrophages, polynucléaires ou MDSC semble aujourd’hui largement associée à 

l’expression par ces différentes populations cellulaires d’enzymes régulant le métabolisme 

des acides aminés. 
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III-LES ENZYMES IMMUNOSUPPRESSIVES 

 
 

Le catabolisme des acides aminés est essentiel au maintien de leurs concentrations 

physiologiques. Chaque voie de dégradation est caractérisée par une enzyme particulière, 

souvent impliquée dans l’étape limitante de cette dégradation.  

Quatre enzymes intervenant dans le métabolisme d’acides aminés essentiels ou 

semi-essentiels ont été impliquées dans la modulation de la réponse immunitaire et dans 

l’échappement tumoral au système immunitaire : l’arginase I (Arg I), la synthétase 

inductible de l’oxyde nitrique (NOS), l’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), et l’interleukine-

4 induced gene 1(IL4I1). Des enzymes catabolisant d’autres acides aminés comme la 

cystine/cystéine, la glutamine et la histidine pourraient également exercer un rôle 

immunosuppressif. 

A. Le métabolisme de l’arginine : arginases et synthétases de l’oxyde nitrique. 

 
Dès les années 70, des études ont décrit un rôle de la L-arginine dans la régulation 

du système immunitaire. En effet, l’injection de L-arginine à des souris ayant subi une 

interventionl chirurgicale lourde permettait d'augmenter le nombre de leurs lymphocytes T 

[Barbul et al. 1977] et une relation entre le catabolisme de cet acide aminé et les 

macrophages a été montrée [Albina et al. 1989]. Plus récemment  une association entre la 

diminution rapide des niveaux de L-arginine dans le plasma et l’altération des fonctions 

cellulaires T (diminution de la prolifération et de la production de cytokines) après une 

transplantation du foie ou un traumatisme [Kirk et al. 1992; Ochoa et al. 2000; Ochoa et al. 

2001] a été suggérée.  

La L-Arginine constitue le substrat de 4 enzymes dont deux existent sous plusieurs 

isoformes: les synthétases de l’oxyde nitrique (NOS neuronale, NOS endothéliale, NOS 

mitochondriale et NOS inductible), les arginases (Arg I et II), l’arginine-glycine 

aminotransférase  et la L-arginine decarboxylase. Seules les synthétases de l’oxyde 

nitrique (plus particulièrement iNOS) et les deux isoformes de l’arginase ont été 

démontrées jouer un rôle dans la réponse immunitaire et seront décrites ci-dessous. 
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1. Les arginases (Arg). 

 
•  Structure et profil d’expression des arginases 

 

Les Arg sont des metalloenzymes qui hydrolysent la L-Arginine pour produire de la L-

ornithine et de l’urée. La L-ornithine peut par la suite être métabolisée en polyamines, 

molécules essentielles à la prolifération cellulaire et participent au cycle de l’urée [Morris 

2002] (figure 15).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les Arg sont très conservées entre les espèces. Chez les mammifères, il existe deux 

iso-enzymes, l’Arg I et l’Arg II, codées sur deux chromosomes distincts et qui présentent 

entre elles une homologie de 58%. Elles différent au niveau de leur distribution tissulaire, 

de leur localisation subcellulaire et de leur régulation [Jenkinson et al. 1996]. 

L’Arg I (L-arginine ureahydrolase, EC 3.5.3.1) est l’isoforme la mieux caractérisée. 

C’est une protéine de 322 acides aminés chez l’homme dont le gène est situé sur le 

chromosome 6q23 [Sparkes et al. 1986]. Elle est exprimée dans le cytosol des cellules, 

essentiellement au niveau du foie mais également dans les cellules hématopoïetiques 

Figure 1 5: Représentation schématique du catabo lisme de la L -arginine par l’Arg I  
L’arginase 1 appauvrit le milieu en Arginine afin de produire de l’ornithine et de l’urée qui seront ensuite 
métabolisés respectivement en polyamines et proline. Le transport de la L-arginine dans la cellule 
nécessite la présence à la membrane du transporteur CAT2B dont l’expression dépend des cytokines Th2. 
Actuellement, il existe plusieurs inhibiteurs de l’Arg I incluant le n-hydroxy-nor-L-arginine (nor-NOHA) et la 
norvaline. 
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[Jenkinson et al. 1996]. A la différence de l’Arg I murine, l’Arg I humaine n’est pas 

retrouvée dans les monocytes, macrophages et DC mais uniquement dans les 

polynucléaires neutrophiles [Munder et al. 2005]. La cristallisation de l’Arg I de rat montre 

une enzyme trimérique présentant, sur chaque sous-unité, deux noyaux de manganèse 

essentiels à son activité [Kanyo et al. 1996].  

L’Arg II est une protéine de 354 acides aminés chez l’homme et présente un peptide 

signal putatif N-terminal pour une localisation dans la matrice mitochondriale. Son gène se 

situe sur le chromosome 14q24.1-24.3 [Gotoh et al. 1997]. Elle présente une large 

expression tissulaire, en particulier au niveau du rein, de la prostate, de l’intestin grêle et 

des glandes mammaires, mais n’est pas retrouvée au niveau du foie. [Jenkinson et al. 

1996]. La cristallisation de l’Arg II humaine montre que ses sites actifs, notamment au 

niveau de la zone de liaison aux noyaux de manganèse, sont identiques à ceux de l’Arg I 

[Colleluori et al. 2001].  

Certains types cellulaires, dont les macrophages murins et les cellules endothéliales 

aortiques du rat, expriment les deux isoformes. Des souris transgéniques surexprimant la 

protéine Arg I dans les enterocytes présentent de bas niveaux de L-arginine dans le sérum 

et une atrophie tymique [de Jonge et al. 2002]. Les souris inactivées pour le gène de l’Arg 

I décèdent entre le 10ème et 14ème jour post-natal en présentant les symptômes d’une 

hyperammoniemie sévère. Ces souris présentent une augmentation significative de la 

concentration plasmatique de la L-arginine et une diminution des métabolites tels que la 

proline et l’ornithine ainsi qu’une augmentation compensatoire de l’Arg II. La forte 

concentration de L-arginine peut conduire à l’augmentation de la synthèse de NO et 

induire ainsi des dommages oxydatifs [Iyer et al. 2002]. La souris inactivées pour le gène 

de l’Arg II ne présentent aucun phénotype particulier [Shi et al. 2001].  

 

•  Régulation de l’expression des arginases 

 

L’Arg II est constitutivement exprimée [Bronte et al. 2005], en revanche l’Arg I fait 

l’objet d’une régulation complexe [Jenkinson et al. 1996]. Chez la souris, les régions 

bordant la séquence codante de l’Arg I contiennent des éléments qui contrôlent la 

transcription en réponse à l’IL-4, à l’IL-13, à l’AMP cyclique, au TGF-β, la dexamethasone, 

et au  LPS. Le principal facteur de transcription de l’Arg I murine est la molécule STAT6 

située en aval de la transduction du signal par les récepteurs à l’IL-4 et à l’IL-13, tandis 

que, chez l’homme, l’expression de l’Arg I n’est pas modulée par ces cytokines Th2 
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[Munder et al. 2005]. Dans les cellules myéloïdes murines l’Arg I peut également être 

induite par l’IL-6, l’IL-10, le GM-CSF, les prostaglandines et les catécholamines. 

Il existe de nombreux inhibiteurs de l’Arg, tels que le N-hydroxy-nor-L-arginine (nor-

NOHA) qui est un intermédiaire dans la synthèse de NO et un puissant inhibiteur 

endogène des arginases [Boucher et al. 1994; Daghigh et al. 1994; Buga et al. 1996]. 

Cependant, sa toxicité intrinsèque limite son utilité. D’une façon générale, les inhibiteurs 

actuellement disponibles ont une faible efficacité et des effets secondaires importants car 

ils doivent être utilisés à très fortes doses. De nouveaux inhibiteurs de l’Arg I sont donc en 

cours de développement afin de palier à ces différents problèmes.  

 

•  Fonctions des arginases 

 
L’Arg I n’est pas sécrétée, ainsi, son effet sur les concentrations de L-arginine 

extracellulaire dépend de l’expression à la membrane cellulaire d’un transporteur de 

l’arginine, notamment la protéine CAT2B [Mori et al. 2000]. Lorsque les macrophages 

murins sont activés par des cytokines Th2, la protéine CAT2B est surexprimée à la 

membrane selon une cinétique identique à celle de l’Arg I [Rodriguez et al. 2003].  

Les macrophages réduisent rapidement la concentration extracellulaire de L-arginine 

ce qui entraîne une diminution de l’expression de la chaîne CD3ζ du TCR des 

lymphocytes T activés. A l’inverse, l’expression de l’Arg II modifie très peu la concentration 

extracellulaire de L-arginine et ainsi n’induit pas de changement dans l’expression de la 

chaine CD3ζ du TCR [Rodriguez et al. 2003]. Des lymphocytes T de la lignée Jurkat 

cultivés en milieu dépourvu de L-arginine perdent l’expression de la chaine CD3 ζ ce qui 

entraîne une diminution de la prolifération cellulaire [Rodriguez et al. 2002]. De même, les 

lymphocytes T activités cultivés en milieu carencé en L-arginine sont incapables de 

proliférer et de sécréter de l’IFNγ. Chez la souris, les lymphocytes T CD8+ sont plus 

sensibles à la carence en L-arginine que les lymphocytes T CD4+. De fortes doses de L-

arginine sont en effet nécessaires à l’expression du CD3 et du CD8 et à l’utilisation 

optimale de l’IL-2 par les lymphocytes T CD8+, ainsi qu’au développement de la population 

mémoire T CD8+ [Ochoa et al. 2001]. Récemment, il a également été montré que l’Arg I 

produite par les granulocytes humains est capable d’inhiber la prolifération des cellules NK 

mais également leur sécrétion d’IFNγ induite par l'IL-12 et l’IL-18 [Oberlies et al. 2009] 

(figure 16) .  
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La perte d’expression de la chaine CD3ζ à la surface des lymphocytes T du sang 

périphérique a été décrite chez des patients présentant une activation de l’Arg I dans le 

cadre de cancers, d’infections massives, de transplantations hépatiques ou de 

traumatismes [Kiessling et al. 1999; Rodriguez et al. 2002]. 

 

 

•  Expression des arginases en situations pathologiques  

 

Ces dernières années, les Arg ont été impliquées dans de nombreuses pathologies 

tels que les maladies vasculaires, les maladies infectieuses (ex VIH), les dysfonctions des 

cellules immunitaires ou le cancer.  

Une forte activité Arg I a été retrouvée dans les cellules myéloïdes infiltrant la tumeur 

chez des patients atteints de différents types de cancer incluant les cancers de l’estomac, 

du colon, du sein et des poumons [Rodriguez et al. 2004]. Dans le cas de patients atteints 

de carcinome rénal, l’expression d’Arg I par une population de granulocytes CD15+ modifie 

l’expression de la chaine du TCR CD3ζ ainsi que la prolifération des lymphocytes T 

périphériques [Zea et al. 2005]. L’expression de l’Arg I dans des lignées de carcinome 

permet la production de polyamines essentielles au maintien de la prolifération des 

Figure 16  : Fonctions immunosuppressives de la protéine Arg I 
La déplétion de l’amino acide arginine par Arg I produite par les cellules myeloïdes modifie la réponse 
immunitaire innée et adaptative.  
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cellules tumorales. L’inhibition de l’Arg I abolit la croissance de ces lignées et augmente 

l’apoptose de façon dépendante de la dose [Singh et al. 2000; Cederbaum et al. 2004]. 

L’Arg II est significativement augmentée dans plusieurs types de tumeur et dans des 

lignées tumorales de carcinome de la thyroïde [Polat et al. 2003; Porembska et al. 2003; 

Mumenthaler et al. 2008; Rotondo et al. 2008; Tate et al. 2008; de Sousa et al. 2010]. 

Rotondo et collaborateurs ont montré que l'Arg II est exprimée par les cellules tumorales 

des patients présentant un cancer des poumons à petites cellules. Cependant, cette 

expression n'est associée ni à la survie, ni à la taille, ni au stade de la tumeur. En outre, 

lorsque ces cellules sont isolées et mises en culture en présence de lymphocytes T 

autologues, aucune inhibition de prolifération des lymphocytes T n'est observée indiquant 

que la protéine Arg II seule n'induit ni l'échappement tumoral au système immunitaire, ni la 

progression de la maladie [Rotondo et al. 2008]. L’expression de l’Arg I a été montrée 

dans d’autres pathologies. Par exemple, Cloke et collaborateursl, ont très récemment 

montré une corrélation significative entre une forte activité Arg, un faible taux de 

lymphocytes T CD4+ circulants et une forte charge virale chez des patients non-traités 

séropositifs pour le VIH [Cloke et al. 2010].  

2. Les synthétases de l’oxyde nitrique (NOS)   

 
•  Structure et expression des NOS 

 

La L-Arginine est également un substrat pour la famille des NOS (EC 1.14.13.39). 

Les NOS dégradent la L-arginine en NO et en L-citrulline. Les différentes isoformes de 

NOS requièrent la présence de calmoduline et des cofacteurs nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate (NADPH), (6R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (BH4), protoporphyrine 

X (hème), flavine-adenine dinucléotide (FAD) et flavine mononucléotide (FMN) pour être 

complètement actives [Alderton et al. 2001].  

Quatre isoformes ont été décrites comme produits de quatre gènes différents : 

l’isoforme nNOS ou NOS1 prévalente dans les cellules nerveuses, l’isoforme NOS2 ou 

iNOS qui est inductible dans de nombreux types cellulaires incluant les cellules du 

système immunitaire, l’isoforme NOS3 ou eNOS retrouvée dans les cellules endothéliales, 

et l’isoforme mtNOS présente au niveau de la membrane interne de la mitochondrie et 

intervenant dans les fonctions respiratoires [Finocchietto et al. 2009]. Ces isoformes 

partagent environ 55% d’identité avec une très forte conservation de séquences dans les 
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régions impliquées dans leur activité catalytique [Michel et al. 1997]. Cependant, elles 

diffèrent dans leur localisation intracellulaire, leur régulation, leurs propriétés catalytiques 

et leur sensibilité aux différents inhibiteurs.  

L’isoforme inductible, iNOS, a été largement explorée durant les dernières années 

pour son rôle immunosuppressif dans le cancer et fera seule l’objet d’une description 

approfondie. Le gène qui code iNOS est localisé sur le chromosome 17 chez l’homme et 

sur le chromosome 11 chez la souris. iNOS est une protéine de 1153 acides aminés chez 

l’homme. Elle est exprimée dans de multiples tissus et types cellulaires humains et murins. 

L'expression d’iNOS et la production de NO ont été décrites chez la souris au niveau des 

macrophages, des neutrophiles, des éosinophiles, des cellules dendritiques et des cellules 

NK [Bogdan 2001].  

 

•  Régulation de l’expression d'iNOS 

 

L'induction d’iNOS est contrôlée par l'IFNγ, ainsi que par d'autres stimuli pro-

inflammatoires tels que le LPS et les cytokines IL-1, TNFα et IFN de type I, par 

l’intermédiaire des facteurs de transcriptions NFκB, « activator protein 1 » (AP1), « IFN-

regulatory factor I » (IRF-1) et STAT1 [Bronte et al. 2005]. Certains de ces composants, 

par exemple l’IFNγ et le LPS, peuvent agir en synergie pour induire l'expression d’iNOS 

[Lorsbach et al. 1993]. L'activité de l’enzyme iNOS peut être maintenue durant de longue 

période de temps allant jusqu'à plusieurs jours in vivo dans les hépatocytes de rat durant 

une inflammation chronique [Billiar et al. 1990]) produisant des quantités 1000 fois 

supérieures de NO que les autres NOS [Bogdan 2011].  

De nombreux inhibiteurs des NOS ont été décrit, dont le NG-monométhyl-l-arginine 

(L-NMMA), la pro-drogue NG-nitro-L-arginine-méthyl-ester (L-NAME) et l’aminoguanidine, 

qui sont les plus utilisés dans les modèles animaux. Ces inhibiteurs diffèrent dans leur 

spécificité d’isoforme et dans leur mécanisme d’inhibition. Le L-NAME est un puissant 

inhibiteur de l’activité de toutes les isoformes de NOS. En revanche. Le L-NMMA et 

l’aminoguanidine seraient plus spécifique de l’iNOS [Gross et al. 1990; Corbett et al. 

1992].  
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•  Fonction de la protéine iNOS  

 
De façon similaire à l’Arg, l'action d‘iNOS dépend de la concentration intracellulaire 

de l’arginine et donc de l'expression à la membrane du transporteur de l'arginine CAT2B. 

La dimérisation d'iNOS, fondamentale pour l’activité enzymatique, dépend également de la 

présence intracellulaire d’arginine  [Baek et al. 1993]. Deux grandes fonctions associées 

au système immunitaire ont été décrites pour le NO : il représente une puissante molécule 

de signalisation de la réponse immune mais aussi une molécule immunosuppressive 

lorsqu’il est produit par l’iNOS des cellules myéloïdes [Ibiza et al. 2006]. Ainsi, selon sa 

concentration et la source de sa production, le NO peut favoriser ou au contraire bloquer 

la prolifération T. 

Le rôle immunomodulateur du NO produit par iNOS a été montré in vitro et in vivo en 

utilisant le L-NMMA ou des souris invalidées pour le gène NOS2. Les MDSC des souris 

NOS2-/- présentent une activité stimulante des lymphocytes T supérieure à celle de leurs 

homologues normales [Mazzoni et al. 2002]. Contrairement à l’effet de l'Arg I, l’effet 

inhibiteur d’iNOS sur les lymphocytes T n'est pas associé à des événements précoces en 

aval du TCR, mais plutôt à une diminution du signal déclenché par la liaison de l'IL-2 à son 

récepteur (diminution de la phosphorylation de JAK1 et JAK3, STAT5, ERK et AKT) 

[Bingisser et al. 1998; Mazzoni et al. 2002]. Des études réalisées sur des cellules T 

humaines ont montré que le NO affecte également la stabilité des ARNm codant pour l'IL-

2 et la sécrétion d'IL-2 par les lymphocytes activés. [Macphail et al. 2003]. Par ailleurs, un 

effet pro-apoptotique direct a été observé dans des cellules T exposées à de fortes doses 

de NO. Le NO est enfin connu pour réguler négativement les protéines de signalisation 

intracellulaire, directement par S-nitrosylation de résidus cystéine cruciaux ou 

indirectement par activation de la guanylate cyclase soluble et des protéines kinases 

dépendantes du GMP cyclique [Wu et al. 1998; Lim et al. 2008]. Le NO peut ainsi inactiver 

des caspases par S-nitrosylation de leurs résidus cystéines [Rossig et al. 1999; Torok et 

al. 2002] (Figure 17) .  

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Fonctions immunosuppressives de la protéine iNOS  
La dégradation de la L-Arginine par la protéine iNOS produit un dérivé toxique le NO. Le NO est capable de 
moduler l’activation des lymphocytes T.  
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•  Expression d’iNOS en situation pathologique 

 

L’expression d’iNOS et la production de NO ont été détectées dans plusieurs 

tumeurs humaines, au niveau des cellules tumorales ou des cellules d’origine myéloïde 

[Fukumura et al. 2006; Lahdenranta et al. 2009]. Les niveaux d’expression et d’activité 

iNOS sont augmentées dans les tumeurs, par exemple dans les carcinomes prostatiques 

en comparaison aux hyperplasies prostatiques bénignes [Klotz et al. 1998]. Le taux 

d’iNOS et son activité sont corrélés avec le degré de malignité de la tumeur et sa capacité 

métastatique, dans les tumeurs humaines et murines [Cobbs et al. 1995; Thomsen et al. 

1995; Edwards et al. 1996; Duenas-Gonzalez et al. 1997; Ibiza et al. 2006; Johansson et 

al. 2009; Johansson et al. 2009]. 

L’action du NO dans les tumeurs pourrait s’exercer à des niveaux différents. 

L’exposition de cellules tumorales à de fortes doses de NO induit l’augmentation de la 

grande sous-unité catalytique des protéines kinases dépendant de l'ADN (DNA-PKcs) 

requises pour réparer les cassures de l'ADN double brin. Ainsi, l'augmentation des DNA-

PKcs pourrait protéger les cellules tumorales, non seulement des effets toxiques du NO, 

mais également des dommages de l'ADN induits par les chimiothérapies [Xu et al. 2000]. 

Le NO pourrait aussi favoriser la néoangiogénèse, notamment en induisant la 

surexpression du VEGF [Bogdan 2001; Mocellin et al. 2007]. Enfin, le NO pourrait 

contribuer au développement tumoral en inhibant les lymphocytes T antitumoraux. Par 

exemple, chez des souris présentant un carcinome mammaire, la libération continue de 

NO par les MDSC a été associée à la perte d’expression des facteurs de transcription 

STAT5a/b dans les cellules B et T, pouvant expliquer ainsi un défaut des réponses anti-

tumorales cellulaire et humorale dans ce modèle [Pericle et al. 1997] 

 

3. Coopération de l'Arg I et de iNOS dans l'immunos uppression 

 

Les activités enzymatiques de l’Arg I et de l’iNOS peuvent s'inhiber réciproquement. 

En effet, iNOS génère des taux significatifs d’hydroxy L-arginine, un composé 

intermédiaire dans la génération de NO, qui constitue le plus puissant des inhibiteurs 

naturels de l’activité de l'Arg I [Colleluori et al. 2001]. A l'inverse, les polyamines générées 

par l'Arg I peuvent inhiber la production de NO. Enfin, comme précédemment souligné, la 
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carence en arginine due à l’activité Arg I gène la formation d’un dimère d’iNOS actif [Baek 

et al. 1993; Sonoki et al. 1997; Mossner et al. 2001].  

D’autre part, l’expression des enzymes Arg I et iNOS est théoriquement exclusive, 

car elle est induite respectivement par les cytokines de type Th2, et de type Th1 [Munder 

et al. 1998; Mills et al. 2000]. Il a été montré chez la souris que les voies de signalisation 

permettant la production d’iNOS et de l'Arg I sont activées respectivement dans des 

macrophages de type M1 et M2 [Mantovani et al. 2002]. Cependant, des études ont 

montré que les deux enzymes peuvent être induites simultanément dans les macrophages 

de souris et de rat après traitement par le LPS [Sonoki et al. 1997; Salimuddin et al. 1999]. 

En outre, des MDSC issues de souris ayant une tumeur et stimulées in vivo à la fois par 

IFNγ et IL-13, peuvent co-exprimer iNOS et Arg I. La coopération des activités de ces deux 

enzymes exprimées dans la même cellule permet la production de réactifs fortement 

immunomodulateurs, les peroxynitrites, nécessaires au blocage des réponses 

lymphocytaires T chez ces souris. [Bronte et al. 2003; Gallina et al. 2006; Peranzoni et al. 

2007]. En effet, dans un milieu appauvri en arginine par l’Arg I, le domaine réductase 

d’iNOS produit le superoxyde (O2
-) qui forme les peroxynitrites (ONOO-) avec le NO [Xia et 

al. 1997; Xia et al. 1998]. 

Les peroxynitrites sont des composés hautement réactifs capables de nitrater les 

résidus tyrosine des protéines [Alvarez et al. 2003]. La nitration des tyrosines des 

protéines impliquées dans la signalisation des lymphocytes T empêche leur 

phosphorylation et bloque le cycle cellulaire [Brito et al. 1999]. De faibles concentrations 

de peroxynitrites peuvent également induire l'apoptose en effectuant la nitration des 

canaux dépendant du voltage [Brito et al. 1999; Aulak et al. 2001]. De fortes 

concentrations de peroxynitrites inactivent la cascade dépendante des caspases et 

induisent la nécrose par nitration des résidus tyrosine du cytochrome C [Nakagawa et al. 

2007]. Les peroxynitrites produits par les MDSC coexprimant iNOS et Arg I provoquent la 

nitration du TCR et de la molécule CD8 [Nagaraj et al. 2007]. Cette nitration est 

dépendante de l’antigène et nécessite une interaction directe entre les cellules T et les 

MDSC [Nagaraj et al. 2010]. Les peroxynitrites produits par les MDSC induisent 

également une nitration de la chimiokine CCL2 qui altère sa reconnaissance par les 

lymphocytes T. La diminution consécutive des lymphocytes T intratumoraux se fait au 

profit du recrutement des MDSC (Bronte V, présentation orale 4ème journée scientifique 

Myltenyi Biotec, From inflammation to immunomodulation in cancer, juin 2010) (figure 18). 
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Dans les adénocarcinomes prostatiques humains, de forts taux de nitrotyrosine sont 

retrouvés dans les lymphocytes T infiltrant la tumeur. Ces taux sont corrélés avec une 

production locale de peroxynitrites et des fonctions cellulaires T défectueuses. La culture 

in vitro de prélèvements tumoraux en présence d’inhibiteurs des enzymes Arg I et iNOS 

réduit le nombre de nitrotyrosines intratumorales et augmente la réactivité des cellules T à 

la tumeur [Bronte et al. 2005].  

 

B. Métabolisme du tryptophane : l’Indoléamine 2,3-Dioxygenase (IDO) 

 

Le tryptophane est le moins abondant de tous les acides aminés essentiels. Chez les 

mammifères trois gènes codent pour trois enzymes catalysant la dégradation oxydative du 

tryptophane : la tryptophane 2,3 dioxygénase (TDO) hépatique, l’indoléamine 2,3 

dioxygénase 1 (IDO 1) et l’IDO 2. La voie catalytique majeure du L-tryptophane est la voie 

de la kynurénine qui conduit à la biosynthèse de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). 

L’étape initiale et limitante de la voie de la kynurénine est l’oxydation du tryptophane en N-

formyl-L-kynurenine. Cette étape peut être catalysée par la TDO hépatique (EC 

1.13.11.11) ou par l’enzyme ubiquitaire extra-hépatique IDO 1 (EC 1.13.11.17). 

Récemment, une troisième enzyme, IDO 2, impliquée dans le métabolisme du tryptophane 

a été décrite. Bien que les deux enzymes IDO 1 et 2 présentent des activités similaires, 

leur profil d’expression est différent. De plus, à l’inverse d’IDO 1, la protéine IDO 2 ne 

semble pas inductible par l’IFNγ. En effet, son niveau d’expression est maintenu dans les 

souris IFNγ-/-. L’ensemble des résultats disponibles actuellement sur la protéine IDO 2 

Figure 18 : Co-opération de l’ Arg  I et de l’iNOS dans l’immunosuppression  
Lorsque l’Arg I et l’iNOS sont produites par la même cellule, il y a production d’ions superoxydes ensemble 
avec du NO avec la formation de peoxynitrites. Ces différents métabolites inhibent les lymphocytes T en 
induisant un arrêt du cycle, une mort cellulaire, un defaut de signalisation du TCR et empechent le 
recrutement via la chimiokine CCL2.  
 

D’après Löb et al. Nature Reviews Cancer.2009D’après Löb et al. Nature Reviews Cancer.2009
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suggère un faible rôle de cette protéine dans le métabolisme du tryptophane. Cependant, 

ses fonctions in vivo restent spéculatives [Ball et al. 2007]. 

1. Structure de la protéine IDO. 

 

IDO 1 communément appelée IDO est codée par le gène Ido1 (ou indo chez la 

souris). Ce gène de 10 exons s’étend sur 15 Kb dans une région synténique du 

chromosome 8 chez l’homme et la souris (respectivement au locus 8p12-p11 et 8 A2) 

[Mellor et al. 2004]. La protéine IDO mature est monomérique et contient un groupe 

prosthétique de l’hème. Son poids moléculaire est d’environ 45 kDa pour 403 acides 

aminés chez l’homme. Les séquences primaires des protéines humaine et murine 

présentent 57% d’homologie. La protéine humaine a été cristallographiée aux rayons X en 

2006 [Sugimoto et al. 2006]. Elle présente un petit et un grand domaine en hélice alpha, 

entre lesquels se positionne le groupe prosthétique de l’hème. L’hème est liée au site actif 

de l’IDO par le noyau imidazole de l’histidine 346. [Littlejohn et al. 2003]. L’holoenzyme 

IDO catalyse le clivage oxydatif de l’anneau pyrrole du L-tryptophane afin de générer la N-

formyl-kynurénine qui sera ensuite métabolisée en acide formique puis en un produit 

stable : la kynurénine (figure 19) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IDO présente une forte affinité pour le L-tryptophane et le métabolise très 

rapidement. L’enzyme est synthétisée sous forme inactive avec un hème contenant du fer 

ferrique. L’oxydation du fer ferrique en fer ferreux par les anions superoxydes facilite la 

D’après Grohmann & Bronte. Immunological Review.2010D’après Grohmann & Bronte. Immunological Review.2010

Figure 19 : Représentation schématique 
du catabolisme du tryptophane dans la 
voie des kynurénines  
L’IDO induit l’appauvrissement en 
tryptophane du milieu et la production de 
kynurénine. 
3-HK, 3-hydroxykynurénine; KYNA, acide 
kynurénique; AA, acide anthranilique; 
3HAA, acide 3-hydroxyanthranilique; 
QUIN, acide quinolinique. Le 1-méthyl-
tryptophane (1-MT) est un inhibiteur 
d’IDO. 
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liaison du L-tryptophane et de l’O2 au site actif [Thomas et al. 1999]. Les inhibiteurs de la 

biosynthèse de l’hème inhibent l’activité enzymatique d’IDO sans modifier son niveau 

d’expression. De même, les antioxydants et le potentiel redox cellulaire sont capables de 

moduler son activité enzymatique [Thomas et al. 2001] (figure 20).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Régulation de l’expression d’IDO. 

 

IDO est une protéine strictement intracellulaire. De façon physiologique, IDO est 

fortement exprimée au niveau du placenta à l’interface materno-fœtale sous l’influence de 

la gonadotropine chorionique humaine (HCG) et des oestrogènes [Ueno et al. 2007; Zhu 

et al. 2007]. En dehors du placenta, l’expression d’une protéine IDO fonctionnelle a été 

rapportée chez la souris dans l’épididyme, au niveau de l’iléon distal et du colon, dans les 

poumons, dans les ganglions, la rate et le thymus [Fallarino et al. 2002].  

L’activité d’IDO dans ces différents tissus est fortement augmentée après un 

traitement in vivo au LPS [Mellor et al. 2004]. Divers types cellulaires expriment IDO après 

une exposition à l’IFNγ, par exemple, certaines cellules myéloïdes telles que les 

macrophages dérivés de monocytes, les DC (plus particulièrement les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes), les éosinophiles mais également les fibroblastes, les 

cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales [Taylor et al. 1991; Munn et al. 

1999; Hwu et al. 2000]. 

D’après Mellor et Munn. 
Nature Reviews Imm.2004
D’après Mellor et Munn. 
Nature Reviews Imm.2004

Figure 20: Représentation schématique 
du gène ido  et la protéine IDO.  
Les interférons et les molécules CD80 et 
CD86 peuvent induire la transcrition du 
gène indo. La protéine est produite sous 
forme inactive, se complexe à l’hème et 
s’active après oxydation du fer contenu 
dans ce cofacteur. Des modifications post-
traductionnelles sont nécessaires à 
l’activation d’IDO mais n’ont pas encore été 
identifiées. 
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Chez l’homme et la souris, la séquence du promoteur de l’IDO contient de multiples 

motifs qui lui confèrent une capacité à répondre aux facteurs de transcriptions activés par 

l’IFNγ et de façon moins importante par les IFN de type I [Dai et al. 1990; Hassanain et al. 

1993]. Les ligands du TLR9 comme les oligodeoxynucleotides microbiens riches en CpG 

et le peptide synthétique thymosine α peuvent induire IDO. Le LPS, l’IL-1 et le TNF� 

peuvent fortement induire IDO en synergie avec l’IFNγ in vitro. Cette synergie dépend de 

NFκB [Babcock et al. 2000; Fujigaki et al. 2001; Robinson et al. 2003; Robinson et al. 

2006].  

La protéine de fusion CTLA4-Ig peut également induire l’expression de l’DO à travers 

sa liaison aux molécules de surface CD80/CD86. Le rôle important de CD80/CD86 dans 

l’induction de l’IDO a été confirmé chez l’homme et la souris [Grohmann et al. 2002; 

Fallarino et al. 2003; Munn et al. 2004]. 

L’induction de l’IDO par les IFN implique le site activé par l’IFN� (GAS) et deux 

éléments de réponse stimulés par l’IFN (ISRE) répondant respectivement à STAT1 et au 

facteur régulateur 1 de l’IFN (IRF1). Ces deux éléments coopèrent pour permettre 

l’induction de l’IDO par l’IFNγ   [Chon et al. 1996]. Un nouveau mode d’induction de l’IDO 

impliquant la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt et la voie non-canonique de 

NFκB a été récemment décrite dans les DC en réponse au TGFβ [Belladonna et al. 2008].  

L’expression de la protéine IDO n’est pas toujours corrélée avec son activité. Bien 

que les DC CD8α+ et CD8α- de la rate de souris expriment des quantités équivalentes 

d’IDO, seules les premières peuvent cataboliser le tryptophane après une exposition à 

l’IFNγ [Fallarino et al. 2002; Munn et al. 2004]. De façon similaire chez l’homme, certaines 

DC activées par l’IFNγ ou à travers la liaison de leurs molécules CD80/CD86 expriment 

une protéine IDO incapable de métaboliser le tryptophane [Munn et al. 2004]. La 

régulation post-transcriptionnelle responsable de cet effet n’a pas encore été identifiée. 

Les ARNm des protéines IDO1 et IDO2 sont exprimés dans les carcinomes 

gastriques, rénaux et du colon. Dans les lignées tumorales dérivés de ces tumeurs, la 

stimulation par l’IFNγ induit l’expression des protéines IDO 1 et 2. Cependant, l’activité 

IDO mesurée ne dépend que de la protéine IDO1 [Lob et al. 2009].  

 

2. Fonctions de la protéine IDO. 
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Historiquement, les premières études publiées sur la protéine IDO ont montré son 

implication dans les mécanismes de défenses de l’hôte contre les pathogènes. 

L’augmentation de l’expression de l’IDO in vivo en réponse à divers agents infectieux 

suggérait qu’elle participe aux mécanismes de défenses anti-infectieux. En effet, même si 

la plupart des pathogènes sont capables de synthétiser leur propre tryptophane, certains 

dépendent d’un apport exogène (organismes auxotrophes pour le tryptophane) et sont 

sensibles à la carence induite par l’activité de l’IDO. Parmi ces organismes, on retrouve 

Toxoplasma gondii et des bactéries telles que Chlamydia pneumoniae, les streptocoques 

du groupe B et les mycobactéries [Pfefferkorn et al. 1986; Gupta et al. 1994; MacKenzie et 

al. 1998; Hayashi et al. 2001]. In vitro, IDO inhibe la réplication de ces pathogènes mais 

également du cytomégalovirus ou encore du virus herpès simplex [Bodaghi et al. 1999; 

Adams et al. 2004].  

Une très forte association existe entre IDO et l’inflammation. Plusieurs études ont 

montré que l’IDO est retrouvée essentiellement au niveau des sites de l’inflammation où 

elle jouerait un rôle anti-inflammatoire en empêchant notamment les dommages 

tissulaires. Par exemple, la dégradation du tryptophane par IDO inhibe l’expression des 

métalloprotéases par les fibroblastes synoviaux, empêchant ainsi les dommages 

articulaires [Varga et al. 1996].  

La protéine IDO est aussi capable d’agir de multiples façons dans la régulation de la 

réponse immunitaire. Munn et collaborateurs ont démontré qu’IDO participe in vivo, au 

maintien de la tolérance maternelle vis-à-vis du fœtus. L’administration de 1-méthyl 

tryptophane (1-MT, le principal inhibiteur de l’activité enzymatique IDO) à des souris 

gestantes conduit à un rejet complet des fœtus allogéniques. A l’inverse, les fœtus 

syngéniques ne sont pas rejetés et se développent normalement lors d’un traitement au 1-

MT [Munn et al. 1998]. Cette tolérance est due à une inhibition rapide de la prolifération 

des cellules T maternelles via la carence en tryptophane induite par IDO [Munn et al. 

1998; Mellor et al. 2001]. De façon intéressante, chez la femme, les concentrations 

sériques de tryptophane déclinent progressivement du 1er au 3ème trimestre de la 

grossesse, coïncidant avec le développement et la croissance du placenta [Zamanakou et 

al. 2007]. L’expression d’IDO dans des sites de privilège immunitaire, comme le placenta, 

suggère un rôle d’IDO dans la tolérance immunitaire.  

De nombreuses études se sont focalisées sur la capacité de l’IDO à réguler la 

réponse cellulaire T. Une première étude publiée en 1999 par l’équipe de DH Munn a 

montré que l’IDO produite par les macrophages est capable de bloquer la prolifération in 



              71 

vitro des lymphocytes T via le catabolisme du tryptophane. Les lymphocytes T purifiés 

cultivés en condition de carence de tryptophane restent bloqués au milieu de la phase G1. 

Cette inhibition est levée seulement si une deuxième stimulation du TCR est effectuée en 

présence de tryptophane dans le milieu de culture [Munn et al. 1999]. Une inhibition des 

lymphocytes T par un mécanisme similaire est observé lorsque les DC expriment IDO 

suite à l’interaction de CD80 et CD86 avec CTLA-4 à la surface du lymphocyte T [Hwu et 

al. 2000; Munn et al. 2004].  

En consommant le tryptophane, l’IDO produit également des métabolites toxiques qui 

diminuent la prolifération des lymphocytes T [Weber et al. 2006] et la cytotoxicité des NK 

[Frumento et al. 2002; Della Chiesa et al. 2006]. Après une stimulation antigénique, ces 

métabolites, notamment l’acide 3-hydroxyanthranilique, le kynurenate et le quinolinate, 

augmentent fortement dans le sang et sont responsable d’une diminution des réponses 

immunitaires qui a été observée dans plusieurs modèles. Par exemple, des rats traités 

avec un mélange de métabolites du tryptophane ont une survie prolongée après greffe de 

peau [Bauer et al. 2005] et l’acide N-[3’-4’-dimethoxycinnamoyl]-anthranilique, un dérivé 

synthétique d’un métabolite du tryptophane diminue l’inflammation et la paralysie de souris 

ayant une EAE [Platten et al. 2005; Yan et al.]. Les mécanismes moléculaires par lesquels 

ces composés exercent leurs effets immunosuppresseurs sont encore inconnus. 

Cependant, un article publié en 2006 suggère l’existence d’un récepteur à un métabolite 

du tryptophane (l’acide kynurénique). La fonction biologique de ce récepteur orphelin 

couplé à une protéine G, GPR35, est encore inconnue mais il permettrait la production 

intracellulaire d’inositol phosphate. Son expression est plus forte dans l’intestin et les 

cellules du système immunitaire où IDO est fortement exprimée, en particulier les 

monocytes, les DC, les neutrophiles et les lymphocytes T [Wang et al. 2006].  

Plus récemment, il a été montré qu’IDO peut exercer son effet immunosuppresseur 

par le biais de l’expansion et de l’activation des lymphocytes Treg. Fallarino et 

collaborateurs ont montré que les effets combinés de l’appauvrissement en tryptophane et 

de l’enrichissement en métabolites toxiques de l’IDO convertit des lymphocytes T CD4+ 

naïfs conventionnels en Treg qui inhibent la prolifération de lymphocytes T effecteurs via 

CTLA-4 et l’IL-10. Ce processus depend de l’activation de la voie intégrée de réponse au 

stress passant par la kinase « General Control Nonrepressed 2 » (GCN2) [Fallarino et al. 

2006]. IDO peut également activer directement des lymphocytes Treg matures via une 

boucle d’auto-amplification. Sharma et collaborateurs proposent que l’interaction restreinte 

par le CMH de lymphocytes Treg avec des DC plasmacytoïdes exprimant IDO déclenche 
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leur activation par l’intermédiaire de la voie de la kinase GCN2. Les lymphocytes Treg 

ainsi activés amplifient l’expression d’IDO par les DC plasmacytoïdes via l’interaction 

CTLA-4-CD80/CD86. De plus, ces Treg augmentent l’expression des ligands de PD1 à la 

surface des DC myéloïdes, ce qui rend ces cellules tolérogènes [Sharma et al. 2007] 

(figure 21).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans le modèle murin d’EAE, les souris inactivées pour le gène Indo développent 

une maladie exacerbée accompagnée de très fortes réponses Th1, Th17 et d’une réponse 

Treg réduite. L’administration du métabolite du tryptophane 3-HAA augmente le 

pourcentage de lymphocyte Treg, inhibe les réponses Th1 et Th17 et améliore l’EAE. Le 

3-HAA induit également la production de TGFβ par les DC. Ainsi, la diminution de la 

production d’IL-6 par les pDC et l’augmentation de la production de TGFβ par les DC 

reprogramment la différenciation des lymphocytes T CD4+ CD25- vers un phénotype 

régulateur plutôt que Th17 [Yan et al. 2010]. Le blocage d’IDO par son inhibiteur 1-MT 

restaure la production d’IL-6, facilitant la différenciation des lymphocytes en Th17 [Baban 

et al. 2009]. 

Figure 21 : Fonctions de la protéine Indoléamine -2,3-dioxygénase  
IDO dépléte le milieu en tryptophane produisant des dérivés métaboliques toxiques tels que la 
kynurénine. Via ces deux mécanismes, IDO d’intervient lors de la réponse immunitaire innée et 
adaptative en inhibant les différentes cellules immunitaires. A contrario, IDO est capable d’aider le 
système immunitaire à se débarrasser des champignons, bactéries et virus. Elle inhibe leur prolifération 
en les privant de tryptophane. 
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3. Rôle d’IDO dans le cancer. 

 

L’expression d’IDO a été détectée dans les cellules tumorales mais également les 

DC infiltrant la tumeur, le stroma péri-tumoral et les ganglions draînants [Friberg et al. 

2002; Astigiano et al. 2005]. IDO est exprimée à des niveaux variables dans de nombreux 

types de cancer [Uyttenhove et al. 2003] (tableau 1) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une étude menée par Uyttenhove et collaborateurs [Uyttenhove et al. 2003] a montré 

l’expression d’une protéine IDO active dans 100% des carcinomes colorectaux, 

pancréatiques et cervicaux et dans 60% des cas de mésothéliomes étudiés. De plus, il a 

été observé chez des patients atteints de cancer du poumon, mais également du colon, de 

l’ovaire et du sein  que l’expression de l’IDO dans les tissus cancéreux est toujours plus 

forte que dans le tissu adjacent non affecté [Travers et al. 2004; Okamoto et al. 2005; 

Brandacher et al. 2006; Karanikas et al. 2007]. L’expression d’IDO par les cellules 

tumorales dans ces différents types de cancers est corrélée avec un mauvais pronostic 

clinique [Okamoto et al. 2005; Brandacher et al. 2006; Yoshida et al. 2008; Inaba et al.]. 

Chez des patients atteints de cancer du poumon non à petite cellules présentant une forte 

Uyttenhove et al. Nature Medecine.2003

Tableau 1 : Expression de la protéine IDO dans diff érents cancers humains

Uyttenhove et al. Nature Medecine.2003

Tableau 1 : Expression de la protéine IDO dans diff érents cancers humains
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accélération de la progression de la maladie, il existe un important infiltrat inflammatoire 

avec un nombre élevé de polynucléaires éosinophiles exprimant IDO, suggérant que ces 

cellules pourraient constituer un marqueur pronostic dans ce type de pathologie [Astigiano 

et al. 2005]. En accord avec ces observations cliniques, l’expression d’IDO par dans un 

modèle murin de cancer prévient le rejet des cellules tumorales par la réponse immunitaire 

spécifique préalablement induite par une vaccination. Cet effet est accompagné d’une 

diminution du recrutement des lymphocytes T antitumoraux au site de la tumeur et est 

partiellement inhibé par un traitement systémique au 1-MT [Uyttenhove et al. 2003]. Plus 

récemment le rôle des Treg a été évoqué dans le rôle protumoral d’IDO. Chez l’homme, 

l’examen de 25 cas de mélanomes métastatiques a révélé une forte corrélation entre une 

diminution de la survie, un niveau élevé d’expression d’IDO et le nombre de Treg [Brody et 

al. 2009]. De telles corrélations ont également été retrouvées dans les adénocarcinomes 

pancréatiques [Witkiewicz et al. 2008], les carcinomes de l’utérus [Nakamura et al. 2007] 

et les leucémies myéloïdes [Chen et al. 2008]. La coculture de lymphocytes T CD4+ CD25- 

avec des cellules leucémiques les convertit en lymphocytes Treg. Chez la souris, 

l’injection de cellules de lymphome A20 induit une expansion des cellules Treg par 

conversion des cellules T CD4+ CD25- [Curti et al. 2007]. Dans les deux cas, cette 

conversion est abolie par le 1-MT et dépend donc de l’activité d’IDO [Curti et al. 2007; 

Chen et al. 2008]. Dans des modèles animaux de croissance tumorale, l’utilisation 

d’inhibiteurs d’IDO afin d’augmenter l’efficacité de vaccins anti-tumoraux corrèle avec la 

perte de l’activité suppressive des lymphocytes Treg et la conversion dépendante de l’IL-6 

de ces lymphocytes en Th17 dans les ganglions draînant la tumeur [Sharma et al. 2009]. 

Actuellement plusieurs essais cliniques de phase I utilisant le 1-MT en association avec 

des traitements conventionnels sont en cours aux Etats-Unis, voir www.clinicaltrials.gov.  

B. Métabolisme de la phénylalanine : Interleukine 4-induced gene 1  

 
Nous avons décrit au laboratoire l’IL4I1 (anciennement Fig1) qui appartient à la 

famille des oxydases des L-acides aminés (L-amino acide oxydases, LAAO).  
 

1. Les oxydases des L-acides aminés.  
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Les LAAO (EC1.4.3.2) ont été classées dans la famille des réductases liées au 

cofacteur Flavine Adenine Dinucleotide (FAD) en raison de la présence de deux motifs 

extrêmement conservés permettant la liaison à des dinucléotides.  

Elles ont été décrites pour la première fois en 1944 par Zeller et Maritz [Zeller et al. 

1944]. Les LAAO catalysent la déamination oxydative stéréospécifique d’un acide aminé L 

en présence d’oxygène pour produire l’α-keto acide correspondant, de l’ammoniac et du 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) via un intermédiaire imino acide (figure 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces enzymes présentent une préférence marquée pour les acides aminés 

aromatiques et hydrophobes incluant la phénylalanine, le tryptophane, la tyrosine et la 

leucine. Ces protéines sont des flavoprotéines homodimériques glycosylées. Chaque 

sous-unité présente trois domaines: (i) un domaine de liaison au cofacteur, (ii) un domaine 

de liaison au substrat et (iii) un domaine hélicoïdal. Elles possèdent une masse 

moléculaire allant de 50 à 70 kDa en conditions dénaturantes [Du et al. 2002] et de 110 à 

150 kDa à l’état dimérique natif. De plus, les LAAO contiennent jusqu’à 3.7 kDa de sucres 

par protomère [Geyer et al. 2001]. 

Les LAAO sont retrouvées largement distribuées depuis les bactéries, les 

champignons, les algues jusqu’aux mammifères. On les retrouve en particulier dans les 

venins d’insectes et de serpent dont elles représentent parfois le composant majeur du 

venin (jusqu’à 30% des protéines totales dans le venin de la vipère C.Rhodostoma. 

[Ponnudurai et al. 1994]).  

D’après Pawelek et al. EMBO. 2000

Figure 22 : Représentation schématique du mécanisme d’action des L -amino acid oxydase (LAAO)  
Les LAAO dégradent des acides aminés en un intermédiaire imino acide qui sera ensuite métabolisé en  
l’a-keto acide correspondant et ammonium libérant de l’H2O2. 
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Les LAAO de sources diverses présentent de nombreuses différences au niveau de 

leur séquence, spécificité de substrat, stabilité, glycosylation, régulation et activités 

biologiques. Alors que les LAAO de bactéries, de champignons, et de plantes 

apparaissent impliquées dans la production d’azote via l’ammoniac, leur rôle 

physiologique dans le venin de serpent est encore mal connu. Les effets plaquettaires 

rapportés des différentes LAAO sont encore très controversés. Les LAAO de l’Echis 

Colorata et du Naja naja kaouthi inhibent l’agrégation plaquettaire humaine induite 

respectivement par l’ADP ou le stress mécanique [Nathan et al. 1982; Sakurai et al. 2001]. 

A contrario, les LAAO d’autres serpents tel que l’Eristocophis macmahoni induisent 

l’agrégation des plaquettes chez l’homme [Ali et al. 2000]. D’autres effets ont également 

été décrits. En effet, les LAAO de certains venins sont capables d’induire l’apoptose de 

cellules endothéliales et vasculaires humaines mais également de diverses lignées 

tumorales humaines ou murines telles que les cellules humaines de leucémie 

promyélocytaire de la lignée HL-60 [Torii et al. 1997], ou encore les cellules murines de 

leucémie lymphocytaire de la lignée L1210 [Suhr et al. 1999]. L’effet toxique des LAAO 

serait essentiellement lié à la production d’ H2O2.  L’ajout de catalase qui dégrade l’H2O2, 

permet de bloquer cet effet. 

Des protéines présentant une activité LAAO ont également été décrites chez les 

poissons. Ainsi, les extraits viscéraux du poisson Chub mackerel sont capables d’induire 

l’apoptose de cellules tumorales humaines. Le gène codant pour la protéine responsable 

de cette activité a été cloné. Cette protéine appelée Apoptosis-Inducing Protein (AIP) 

présente une activité LAAO dirigée contre la L-lysine. AIP est induite seulement après 

l’infection du poisson par le nématode Anisakis simplex et se localise au niveau de la 

capsule entourant le nématode afin d’empêcher sa migration dans les tissus environnants 

de l’hôte [Jung et al. 2000] et joue donc un rôle dans le contrôle de la proliferation d’un 

pathogène. La protéine AIP peut induire l’apoptose des cellules tumorales humaines par 

deux mécanismes distincts. Un premier mécanisme implique la production de H2O2 par 

l’activité LAAO. Le second mécanisme est induit par l’appauvrissement du milieu en L-

lysine (principal substrat de AIP) qui active la voie de l’apoptose caspase-9/cytochrome c 

[Murakawa et al. 2001].  

Plus récemment, une LAAO a été mise en évidence dans le lait de la souris à partir 

du 18ème jour de gestation et jusqu’à la fin de la lactation. Cette LAAO présente environ 

53% d’homologie avec l’apoxine I (LAAO du venin du Western Diamonback Rattlesnake) 

[Sun et al. 2002]. Une étude biochimique a montré un important rôle antibactérien de cette 
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LAAO, en particulier dans la prévention de l’infection de la glande mammaire [Nagaoka et 

al. 2009].  

Au cours des dix dernières années, de nombreuses LAAO de serpent ont été 

purifiées et caractérisées d’un point de vue biochimique. En 2000, l’équipe de A Vrielink 

publia pour la première fois, une cristallographie aux rayons X à haute résolution de la 

structure de la LAAO de la vipère Callollesma rhodostoma (C. Rhodostoma), liée au citrate 

et à l’aminobenzoate, prouvant la structure dimérique de la protéine et indiquant les acides 

aminés essentiels impliqués dans la liaison au cofacteur FAD (trois résidus : acide 

glutamique 457, arginine 71, acide glutamique 63) [Pawelek et al. 2000]. Six ans plus tard, 

un second article de la même équipe montrait une structure cristallographique de la 

protéine liée à son substrat, la phénylalanine. Cette cristallographique a permis de 

déterminer que l’acide aminé His223 est impliqué dans l’ouverture du canal H2O2 et la 

liaison au substrat et que les acides aminés  arginine 90, glycine 464 et tyrosine 372 sont 

impliqués uniquement dans la liaison au substrat [Moustafa et al. 2006]. Ces études ont 

mis en évidence deux sites de N-glycosylation,:l’asparagine 172 situé dans le domaine 

hélicoïdal et l’asparagine 361 localisé dans le domaine de liaison au substrat [Pawelek et 

al. 2000]. Le glycane de ces deux N-glycosylations a été en suite identifié comme étant un 

dodesaccharide fucosylé, bis-sialylé et biantennaire [Geyer et al. 2001] 

Une étude de la structure primaire de l’apoxine I parue en 1998 [Raibekas et al. 

1998], a observé 37% d’identité de séquence entre l’apoxine I et une protéine 

nouvellement décrite : l’Interleukine 4-induced gene 1 (IL4I1) de souris. IL4I1 présente 

elle-même une homologie de 51% avec la LAAO décrite dans le lait de souris. Cependant, 

l’étude phylogénétique des séquences protéiques des L-amino-acid oxydases montre une 

plus forte homologie de séquences entre la protéine IL4I1 des mammifères et les LAAO 

des poissons dont le poisson zèbre [Hughes 2010].  

2. L’enzyme Interleukin 4-induced gene 1 (IL4I1.) 

 
•  Structure et profil d’expression de la protéine IL4I1 

 

Le gène Il4i1 (EC1.4.3.2) a été initialement décrit comme l’un des gènes induits de 

façon précoce par l’IL-4 dans les lymphoyctes B murins. Par la suite, il fut mis en évidence 

chez l’homme [Chu et al. 1997; Chavan et al. 2002]. Ce gène de 8 exons, dont le codon 

d’initiation de la traduction se situe au niveau du deuxième exon [Chavan et al. 2002], est 
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localisé sur le chromosome 19 chez l’homme (locus 19q13.-q13.4) et sur le chromosome 7 

chez la souris (locus H46) dans une zone de susceptibilité au lupus érythémateux 

systémique [Chu et al. 1997; Chavan et al. 2002]. Un épissage alternatif codant pour deux 

isoformes : une isoforme courte (isoforme 1) et une isoforme plus longue (isoforme 2) a 

été décrit. Ces deux isoformes se distinguent par leur région N-terminale, de composition 

différente et plus courte dans l’isoforme 1 [Wiemann et al. 2005]. Chez l’homme, les 

isoformes 1 et 2 mesurent respectivement 567 et 589 acides aminés. L’isoforme 2 utilise 

le promoteur du gène NUP62 (qui code pour une protéine faisant partie de la famille des 

nucléoporines) et contient les deux premiers exons de ce gène [Wiemann et al. 2005]. 

L’expression de la première isoforme de l’IL4I1 est principalement retrouvée dans les 

organes lymphoïdes : rate et thymus, ainsi que dans le placenta et les poumons. 

L’expression de l’isoforme 2 est restreinte aux cellules de Sertoli dans les testicules, aux 

cellules de Purkinje et aux cellules de l’hippocampe dans le cerveau et aux cellules 

mitrales dans le bulbe olfactif [Chavan et al. 2002; Wiemann et al. 2005]. L’isoforme 2 est 

également exprimée au niveau de la tête des spermatozoïdes et pourrait être impliquée 

dans l’interaction spermatozoïde/ovocyte. Cependant, les souris KO IL4I1 ne présentent 

pas de trouble particulier de leur fertilité [Stein et al. 2006]. 

L’isoforme 1 est la seule isoforme biochimiquement caractérisée, aussi, dans la suite 

de ma thèse, je la désignerai sous le nom d’IL4I1. 

IL4I1 est constituée d’un peptide signal N-terminal (acides aminés 1 à 21) lui 

permettant d’être sécrétée, d’un large domaine central fortement homologue à un domaine 

L-amino-acid oxydase et d’une partie C-terminale [Chu et al. 1997; Chavan et al. 2002; 

Boulland et al. 2007]. Elle présente entre 37 et 43% d’identité et 58 à 63% de similarité 

(acides aminés de même type) avec les LAAO retrouvées dans le S.Japonicus, le A. 

Blomhoffi, le C.atrox, le C.adamanteus et le C.Rhodostoma [Chavan et al. 2002]. Par 

ailleurs, hIL4I1 et mIL4I1 présentent de faibles similarités avec d’autres enzymes utilisant 

le FAD comme cofacteur telles que les monoamines oxydases (MOA). La séquence du 

domaine LAAO de l’IL4I1 contient les acides aminés clés impliqués dans la catalyse et la 

liaison au FAD. Ces acides aminés sont très conservés entre les espèces [Chavan et al. 

2002]. D’autre part, trois domaines connus pour être conservés et impliqués dans la 

liaison au FAD dans les MOA sont retrouvés dans la séquence de la protéine IL4I1. Aussi, 

dès l’analyse de sa séquence nucléotidique, la protéine IL4I1 a été considérée comme 

une LAAO [Chavan et al. 2002]. 
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La protéine IL4I1 humaine (hIL4I1) est significativement plus courte (567 acides 

aminés, 63 kD) que la protéine murine (mIL4I1, 630 acides aminés, 70 kD).  

Bien qu’elles présentent 79% d’identité dans leur partie N-terminale, ces deux 

protéines diffèrent fortement au niveau de la région C-terminale avec seulement 11% 

d’homologie. Par ailleurs, leurs propriétés biochimiques sont légèrement différentes. Chez 

la souris, l’extrémité C-terminale de 127 acides aminés est acide et chargée négativement, 

alors que chez l’homme l’extrémité C-terminale de 62 acides aminés est plus basique et 

moins négative [Chavan et al. 2002]. L’ensemble de ces divergences, ne semble 

cependant pas entrainer de différence majeure d’activité enzymatique entre les protéines 

humaine et murine [Chu et al. 1997; Chavan et al. 2002; Boulland et al. 2007] (figure 23) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La protéine IL4I1 présente 4 sites potentiels de N-glycosylation. Le traitement par la 

tunicamycine (inhibiteur de N-glycosylation) de cellules HEK 293 transfectées avec l’ADNc 

codant IL4I1 induit la production d’une protéine de taille réduite et très faiblement sécrétée 

[Boulland et al. 2007]. 

La protéine IL4I1 présente une activité LAAO dirigée contre les acides aminés 

aromatiques, principalement contre l’acide aminé essentiel phénylalanine. Son activité 

déamine la phénylalanine en phénylpyruvate et produit de l’ammonium et du peroxyde 

d’hydrogene (H2O2) [Mason et al. 2004; Boulland et al. 2007]. Cette catalyse utilise le 

cofacteur FAD (figure 24) .  

 

 

 

Figure 23 : Représentation schématique des protéines IL4I1 mu rine et humaine.   
Elles présentent un peptide signal [PS], un domaine L-amino-acid oxydase, un domaine de liaison à la 
Flavine Adénine Dinucléotide [FAD] et un domaine C-terminal [C].  
Il existe 80% d’homologie entre les protéines humaine et murine. Le domaine C-terminal présente une faible 
similarité entre la protéine humaine et murine (<11%).  
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La structure tertiaire d’IL4I1 est actuellement inconnue. Cependant, la mutagenèse 

dirigée de l’acide aminé E481A chez l’homme confirme le rôle de cet acide aminé dans 

l’activité IL4I1. La protéine obtenue est plus faiblement sécrétée mais présente surtout une 

très faible activité enzymatique [Boulland et al. 2007]. 

 

•  Fonction de la protéine IL4I1 

 

Actuellement, très peu d’études sont publiées sur la protéine IL4I1. Ces études se 

sont concentrées sur la caractérisation fonctionnelle in vitro de l’IL4I1.  

L’enzyme IL4I1 a été décrite initialement comme un produit des lymphocytes B [Chu 

et al. 1997; Chavan et al. 2002; Mason et al. 2004]. IL4I1 en dégradant la phénylalanine, 

prive le milieu de phénylalanine et produit des dérivés toxiques : le phénylpyruvate, 

l’ammoniaque et l’H2O2 [Boulland et al. 2007]. 

Dans le laboratoire, nous avions observé une forte expression de l’ARN messager 

codant pour IL4I1 par des cellules d’une variété particulière de lymphome B à grandes 

cellules, le lymphome primitif du médiastin. Notre hypothèse initiale de travail a été 

qu’IL4I1 pouvait permettre à ces cellules de moduler l’activité des lymphocytes T. 

L’utilisation de cellules HEK 293 transfectées pour exprimer IL4I1 constitutivement nous a 

permis de montrer qu’IL4I1 est capable d’inhiber la prolifération des lymphocytes T 

humains in vitro même lorsque les cellules productrices d’IL4I1 sont isolées des 

lymphocytes T par un transwell. De plus, le mutant enzymatiquement inactif IL4I1-E481A 

ne présente pas d’activité inhibitrice. Ces résultats indiquent que la prolifération des 

lymphocytes T est sensible à l’activité enzymatique d’IL4I1. Les lymphocytes T CD4+ et 

CD8+ présentent une sensibilité identique à cette activité, tandis que les lymphocytes T 

mémoires CD45RO+ sont plus fortement inhibés que les lymphocytes T naïfs CD45RA+ 

[Boulland et al. 2007]. Cette inhibition de prolifération n’est pas liée à une modification de 

l’apoptose mais est associée à une diminution transitoire de l’expression à la membrane 

de la chaine CD3 ζ du TCR. [Boulland et al. 2007].  

Il est connu de la littérature que l’H2O2 exerce des effets toxiques sur les fonctions 

cellulaires T. [Kono et al. 1996; Otsuji et al. 1996; Schmielau et al. 2001; Takahashi et al. 

Figure 24 : Représentation schématique du catabolisme de la L -phénylalanine par l’enzyme 
Interleukine-4 induced gene 1 (IL4I1)  
 



              81 

2005]. Ces effets dépendent de la concentration et de la durée de l’exposition. Une courte 

exposition à l’H2O2 ne modifie pas la viabilité des lymphocytes T mais peut diminuer 

fortement le signal induit par le TCR en réduisant l’expression de la chaine ζ  [Kono et al. 

1996; Otsuji et al. 1996; Schmielau et al. 2001]. Après de longues expositions (6 à 8h), 

l’apoptose des lymphocytes T et plus particulièrement des cellules T CD8+ mémoires peut 

être obtenue [Takahashi et al. 2005]. Nous avons observé que les lymphocytes T sont 

plus sensibles à l’H2O2 qu’au phénylpyruvate. L’inhibition de la prolifération des 

lymphocytes T peut être observée à des doses d’H2O2 de l’ordre du micromolaire alors 

qu’il faut des millimolaires de phénylpyruvate pour un même effet [Boulland et al. 2007]. 

Cependant, l’effet du phénylpyruvate et de la déplétion de la phénylalanine ne peuvent 

être exclu totalement. En effet, l’appauvrissement de l’environnement en acide aminé 

essentiel a été impliqué dans l’induction de nombreux mécanismes immunosuppresseurs 

incluant l’arrêt de prolifération des lymphocytes T et l’induction de lymphocytes T 

régulateurs [Cobbold et al. 2009]. La réponse cellulaire à la privation en acide aminé peut 

entrainer l’augmentation intracellulaire de tRNAs non chargé qui peuvent se fixer à la 

protéine kinase GCN2 et ainsi l’activer. L’activation de GCN2 induit l’arrêt du cycle 

cellulaire [Hao et al. 2005; Maurin et al. 2005]. De plus, Cobbold et collaborateurs ont mis 

en évidence le rôle de la consommation d’acide aminé essentiel dans l’expansion de 

cellules suppressives. La disparition de certains acides aminés essentiels du milieu (dont 

la phénylalanine) entraine une inhibition de la voie mTOR. Cette inhibition induit, dans les 

cellules T effectrices, l’expression du facteur de transcription spécifique des lymphocytes T 

régulateurs : Foxp3 [Cobbold et al. 2009].  

 

•  Expression de la protéine IL4I1 en situations pathologiques 

 

En 2003, l’ARNm de l’IL4I1 a été retrouvé fortement exprimé dans les lymphomes B 

primitifs du médiastin dépendant de la signalisation via la voie STAT6. A contrario, la 

plupart des lymphomes diffus à grandes cellules B non médiastinaux et tous les 

lymphomes B de bas grade présente un faible taux d’ARNm de l’IL4I1 [Copie-Bergman et 

al. 2003; Guiter et al. 2004]. Par la suite, l’étude du profil d’expression de l’enzyme IL4I1 

dans un panel de 315 tumeurs lymphoïdes et non lymphoïdes a montré une expression de 

la protéine IL4I1 dans de nombreux types de cancer [Carbonnelle-Puscian et al. 2009]. 

Dans la majorité des tumeurs présentant un fort infiltrat inflammatoire, l’expression de 

l’IL4I1 a été retrouvée au niveau de la population macrophagique. Un abondant infiltrat de 
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TAM exprimant IL4I1 est typiquement observé dans les mésothéliomes, les 

adénocarcinomes du poumon, les carcinomes du colon et la plupart des lymphomes B 

[Carbonnelle-Puscian et al. 2009]. IL4I1 peut également être exprimée par les cellules 

tumorales dans de rares cas de tumeurs solides (mésothéliome, poumons, colon) et dans 

de nombreux lymphomes B comprenant les lymphomes folliculaires, les lymphomes de 

Hodgkin et les lymphomes B primitifs du médiastin confirmant les premières observations 

réalisées en 2003 [Copie-Bergman et al. 2003; Carbonnelle-Puscian et al. 2009]. De façon 

intéressante, deux profils d’expression d’IL4I1 sont retrouvé dans les lymphomes de 

Hodgkin. En effet, lorsque la protéine IL4I1 est retrouvée fortement exprimé dans plus de 

50% des cellules tumorales, l’infiltrat inflammatoire n’exprime par IL4I1. A l’inverse, 

lorsque les cellules tumorales sont négatives pour l’expression de l’IL4I1, presque tous les 

TAM expriment IL4I1. L’étude de l’activité enzymatique dans différents lymphomes 

folliculaire montrent que la protéine IL4I1 exprimée et également fortement active. De plus, 

dans ces lymphomes, de forts niveaux d’expression d’IL4I1 semblent associé avec une 

absence d’implication de la moelle osseuse et un meilleur pronostic dans les 23 cas 

étudiés. En effet, dans le cas particulier du lymphome folliculaire, les cellules B tumorales 

dépendent de l’interaction avec les cellules T follicular helper (TFH) pour leur survie, ainsi 

l’effet délétère de l’expression de l’IL4I1 sur les LT pourrait être dirigé contre cette 

population T particulière [Carbonnelle-Puscian et al. 2009]. A contrario, dans les tumeurs 

solides, l’expression d’IL4I1 dans le micro-environnement tumoral est retrouvée associé à 

un mauvais pronostic. Une première étude publiée par l’équipe de Finak et collaborateurs 

a identifié, au sein de l’expression par les cellules stromales du micro-environnement 

tumoral de 163 gènes associés à un mauvais pronostic dans le cancer du sein, l’ARNm de 

l’IL4I1 [Finak et al. 2008]. Chez la souris, l’étude de l’expression différentielle au sein du 

microenvironnement tumoral de protéines impliquées dans le rejet ou la tolérance 

tumorale dans les tumeurs mammaire implique IL4I1 dans l’échappement tumoral. Pour 

cela, les auteurs utilisent une lignée de tumeur mammaire exprimant l’antigène Neu. 

Lorsque ces cellules sont injectées aux souris FVB, les tumeurs sont rejetées entre 15 et 

21 jours après développement tumoral. Cependant, après une centaine de jours, certaines 

souris rechutent et développent une tumeur, dans ce cas d’échappement tumoral une 

perte de l’antigène Neu est observé. En parallèle, cette même tumeur injectée chez des 

souris transgéniques exprimant de fort niveau de Her2/Neu présente un modèle de 

tolérance tumorale. Par la suite, les auteurs comparent les différents ARNm exprimés 

dans les trois modèles tumoraux développés dans cette étude (un modèle de rejet, un 
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modèle d’échappement et un modèle de tolérance de la tumeur). IL4I1 est retrouvé 

exprimé dans les trois cas avec une très forte surexpression dans le modèle 

d’échappement tumoral. Il est intéressant de noter que l’ARNm de l’IL4I1 est deux fois 

plus exprimé dans le modèle de tolérance tumorale que dans le modèle de rejet. Ainsi ces 

résultats tentent à montrer le rôle immunosuppresseur de l’enzyme IL4I1 in vivo 

[Worschech et al. 2008].  

In vitro, différentes lignées de lymphomes expriment une protéine IL4I1 fortement 

active dont les lignées de lymphome de Hodgkin L428 et L1236 [Carbonnelle-Puscian et 

al. 2009]. 

 

D. Autres acides aminés impliqués dans l’immunosuppression : L-

cystéine, L-glutamine et L-histidine 

 

Les Arg I et II, iNOS, IDO et IL4I1 ne sont pas les seules enzymes métabolisant 

les acides aminés capables d’exercer des fonctions suppressives sur les lymphocytes 

T. Le métabolisme de trois autres acides aminés essentiels ou semi-essentiels a été 

impliqué dans cette régulation : la L-cystéine, la L-glutamine et la L-histidine.  

La cystéine du milieu environnant est nécessaire à la prolifération des 

lymphocytes T. En effet, les lymphocytes T n’expriment pas la cystathionase qui 

convertit la méthionine en cystéine et sont incapables d’importer la cystine et de la 

réduire en cystéine. La cystéine fournie par les cellules présentatrices de l’antigène est 

importée dans le lymphocyte T par le transporteur des acides aminés neutres ASC. 

Les DC sont capables d’absorber la cystine du milieu et de sécréter la cystéine et la 

thioredoxine, générant ainsi un environnement réducteur qui facilite les réponses 

immunes [Angelini et al. 2002]. Les MDSC, qui n’expriment pas le transporteur ASC, 

inhibent la prolifération T en séquestrant la cystéine dans leur cytoplasme [Srivastava 

et al. 2011].  

La glutamine est utilisée en grande quantité par les cellules se divisant 

rapidement, telles que les leucocytes, afin de fournir de l’énergie et du matériel pour la 

biosynthèse des nucléotides. Sa déamination en L-glutamate et en ammonium est 

catalysée par les glutamases. Chez les mammifères, les glutamases sont fortement 

exprimées dans les lymphocytes et les macrophages et cette expression est 

augmentée en réponse à un stimulus inflammatoire [Newsholme et al. 1997]. Le rôle 
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fondamental de la glutamine dans l’activation des lymphocytes T a été récemment 

montré par Carr et collaborateurs. Suite à la stimulation CD28, les lymphocytes 

augmentent l’absorption de cet acide aminé et des enzymes nécessaires à l’utilisation 

de la glutamine dans le cycle de Krebs [Carr et al. 2010]. Bien que connu comme un 

neuromédiateur, le glutamate a été récemment montré avoir un effet sur la réponse 

immunitaire. Le « metabotropic receptor » 4 du glutamate (mGluR4) exprimé par les 

DC augmente après activation et inhibe la production intracellulaire d’AMP cyclique. 

Les souris déficientes pour le gène codant mGluR4 deviennent vulnérables à l’EAE et 

développent majoritairement des réponses Th17. Le traitement des souris contrôle 

avec des composés stimulant la voie du mGluR4 augmente la résistance à l’EAE, 

grâce à une réponse protectrice des lymphocytes Treg orchestrée par les DC via la 

production d’IL-6 et d’IL-23 [Fallarino et al. 2010].  

L’acide aminé semi-essentiel histidine peut être transformé par l’histidine 

décarboxylase en histamine, un médiateur vasoactif pro-inflammatoire, ou par des 

histidiases en acide trans-urocanique (trans-UCA). Des études impliquent le 

catabolisme de l’histidine dans la régulation de la réponse immune. Dans la peau, le 

trans-UCA agit comme photorécepteur des UVB qui le transforment en cis-UCA 

puissante molécule immunosuppressive [Noonan et al. 1992].  
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IV-OBJECTIFS DE TRAVAIL 

 

Durant ma thèse, mon travail s’est focalisé sur la caractérisation structurelle et 

fonctionnelle de la protéine IL4I1 en situation physiologique et pathologique. Mes objectifs 

de travail se sont divisés en trois parties : 

- identifier les types cellulaires capables de produire une enzyme IL4I1 active in vitro 

ainsi que les stimuli et voies de signalisations impliqués dans cette expression. 

- valider chez la souris l’hypothèse d’un rôle d’IL4I1 dans l’échappement tumoral au 

système immunitaire. 

- définir, par homologie avec les LAAO connues, les acides aminés impliqués dans 

l’activité et/ou la sécrétion de l’enzyme. 

 

La protéine IL4I1 doit son nom à son induction précoce par l’IL-4 in vitro dans les 

lymphocytes B murins et humains stimulés. En accord avec ces observations, nous avons 

mis en évidence au sein du laboratoire la surexpression de l’ARNm et de la protéine IL4I1 

dans des lignées et des tumeurs primaires de plusieurs types de lymphome B : les 

lymphomes B primitifs du médiastin, mais également de lymphome folliculaire et de 

lymphome de Hodgkin. Cependant, nous avons observé in vivo sur des coupes d’organes 

lymphoïdes et de tumeurs de diverses origines que la protéine IL4I1 est essentiellement 

exprimée par des cellules d’origine myéloïde. La quantification des ARNm d’IL4I1 dans 

diverses populations de cellules immunitaires montrait également une expression 

prépondérante du gène dans les cellules dendritiques matures et les macrophages par 

rapport aux lymphocytes B [Boulland et al. 2007]. L’ensemble de ces résultats suggérait 

qu’IL4I1 pouvait appartenir à l’arsenal des enzymes immunosuppressives utilisées 

communément par les cellules d’origine myéloïde pour inhiber les réponses 

lymphocytaires T. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons étudié l’expression 

d’IL4I1 ex vivo dans des lésions inflammatoires chroniques et in vitro dans des populations 

cellulaires diversement stimulées. La lignée monocytaire THP1 nous a servi de modèle 

pour analyser le rôle inhibiteur d’IL4I1 vis-à-vis des lymphocytes T. 

Depuis une vingtaine d’années, un nombre croissant de publications fait état du rôle 

immunosuppresseur d’enzymes telles que l’Arg I, l’iNOS et l’IDO qui dégradent des acides 

essentiels et produisent des dérivés toxiques pour les lymphocytes T. L’inhibition de la 
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réponse immunitaire spécifique par ces enzymes exprimées par les cellules tumorales 

et/ou des cellules myéloïdes infiltrant les tumeurs, a été impliquée dans l’échappement 

tumoral. IL4I1, qui dégrade la phénylalanine et produit de l’H2O2, du phénylpyruvate et de 

l’ammoniac, présente donc plusieurs points communs avec ces enzymes 

immunosuppressives. C’est pourquoi, nous avons mis en place un modèle murin de 

cancer permettant d’étudier l’influence de l’expression d’IL4I1 sur la réponse immunitaire 

anti-tumorale et la croissance des tumeurs. A la recherche d’un mutant d’IL4I1 inactif 

utilisable dans cette étude, nous avons commencé à nous intéresser à la relation 

structure/fonction de la protéine IL4I1 murine. 
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I-DICHOTOMIE D’EXPRESSION ET D’ACTIVATION DE LA PRO TEINE 

IL4I1 

 

Article 1 : Dichotomie entre les facteurs induisant l’enzyme immunosuppressive IL4I1 

dans les lymphocytes B et les cellules phagocytaires mononuclées.  

 

Dichotomy between factors inducing the immunosuppre ssive enzyme IL4-

induced gene 1 (IL4I1) in B lymphocytes and mononuc lear phagocytes. 

 

Jeanine MARQUET, Fanette LASOUDRIS, Céline COUSIN, Marie-Line PUIFFE, 

Nadine MARTIN-GARCIA, Véronique BAUD, Fanny CHEREAU, Jean-Pierre FARCET, 

Valérie MOLINIER-FRENKEL and Flavia CASTELLANO. 

 

European Journal of Immunology. Septembre 2010 40 : 2557-2568 

 

Interleukine-4 induced gene 1 (IL4I1) a été initialement décrite par Chu et al comme 

un gène précocement activé par l’IL-4 dans les lymphocytes B de la souris [Chu et al. 

1997]. Des analyses du transcriptome de lymphomes B réalisées au sein du laboratoire 

ont montré que l’ARNm d’IL4I1 est fortement exprimé dans les lymphomes B primitifs du 

médiastin en comparaison aux autres types de lymphomes B [Copie-Bergman et al. 2003]. 

Plus récemment, une étude par immunohistochimie a confirmé ces données et montré 

l’expression d’IL4I1 dans d’autres types de lymphomes B tels que les lymphomes 

folliculaires et les lymphomes de Hodgkin. Cependant, dans les tissus lymphoïdes non 

tumoraux et les tumeurs non lymphoïdes, l’expression d’IL4I1 était majoritairement 

détectée dans des cellules d’origine myéloïde [Carbonnelle-Puscian et al. 2009]. D’autre 

part, nos travaux initiaux avaient montré que l’enzyme purifiée inhibe la prolifération des 

lymphocytes T CD4+ et CD8+, avec une inhibition préférentielle des lymphocytes T 

CD45RO+ [Boulland et al. 2007]. 

Nous avons donc formulé l’hypothèse que l’IL4I1 produite par les cellules 

présentatrices d’antigène d’origine myéloïde permettrait de contrôler l’activation des 
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lymphocytes T dans des lésions inflammatoires, participant ainsi au contrôle physiologique 

de l’inflammation. 

C’est pourquoi, nous avons mis en place une lignée monocytaire THP1 exprimant 

constitutivement la protéine IL4I1 à des niveaux proches de ceux d’un macrophage 

humain. Cette lignée est capable in vitro d’inhiber la prolifération T et la sécrétion de 

certaines cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, notamment l’IFNγ. 

Nous avons caractérisé les populations myéloïdes exprimant IL4I1 dans des lésions 

inflammatoires chroniques (granulomes) de sujet atteints de pathologies associées à une 

expansion des populations Th1 (sarcoïdose, tuberculose) et Th2 (schistosomiase). De 

façon inattendue l’expression d’IL4I1 est très faible dans les lésions Th2 tandis que de très 

forts niveaux sont détectés dans les macrophages et les cellules dendritiques présents 

dans les lésions Th1. 

En accord avec ces observations, l’analyse des conditions d’expression d’IL4I1 in 

vitro par les différentes populations humaines de cellules myéloïdes et les lymphocytes B 

a montré que les macrophages et les cellules dendritiques sont les populations qui 

expriment les plus fortes activités IL4I1. Ces populations répondent à des stimuli pro-

inflammatoires activant les voies de signalisation NFκB et STAT1 (ligands de TLR, IFN de 

type I et IFNγ), tandis que les lymphocytes B produisent de plus faibles niveaux d’IL4I1 en 

réponse à l’activation de la voie STAT6 par l’IL-4 ou de la voie NFκB par le CD40L. Ainsi, 

paradoxalement, deux voies STAT distinctes activent l’expression d’IL4I1 dans les 

populations lymphoïdes B et myéloïdes. Nous n’avons pas à l’heure actuelle d’explication 

pour cette dichotomie. 

L’inhibition de la production d’IFNγ par des cellules myéloïdes exprimant IL4I1 

suggère un rôle de rétro-contrôle de l’inflammation Th1 par ces cellules. IL4I1 pourrait être 

produit par les cellules d’origine myéloïde sur le site inflammatoire où dans les organes 

lymphoïdes drainant la lésion, en réponse à la production de cytokines pro-inflammatoires 

telles que l’IFNγ et ainsi freiner l’exacerbation locale de la réponse inflammatoire. De plus, 

cette enzyme pourrait exercer un effet bactéricide direct (données non publiées du 

laboratoire), comme cela a été montré pour l’IDO. 
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II-ROLE IMMUNOMODULATEUR DE LA PROTEINE IL4I1 DANS LE 

DEVELOPPEMENT TUMORAL 

 

A. Mise en place d’un modèle d’étude de l’expression d’IL4I1 par la tumeur 

 
Article 2 : L’expression de l’enzyme IL4I1 est associée à une inhibition de la réponse 

cellulaire T anti-tumorale et à l’échappement tumoral chez la souris.  

 

Inhibition of antitumor T-cell response and immune escape in mice associated 

with Interleukin 4-induced gene 1 expression. 

 

Fanette LASOUDRIS, Céline COUSIN, Armelle PREVOST-BLONDEL, Nadine 

MARTIN-GARCIA, Issam ABD-ALSAMAD, Nicolas ORTONNE, Jean-Pierre FARCET, 

Flavia CASTELLANO and Valérie MOLINIER-FRENKEL 

 

European Journal of Immunology (accepté). 

 
De nombreux travaux ont montré une participation des enzymes Arg I, iNOS et IDO à 

l’échappement tumoral au système immunitaire. Ces trois enzymes peuvent être produites 

par des cellules myéloïdes présentes dans les organes lymphoïdes et dans le 

microenvironnement tumoral et/ou par les cellules tumorales elles-mêmes, en réponse, 

notamment, à des cytokines de la famille Th1/Th2. Ces enzymes catalysent des acides 

aminés essentiels, induisant l’appauvrissement local de ces acides aminés et la 

production de métabolites toxiques pour les cellules T effectrices anti-tumorales. IL4I1, qui 

présente une activité oxydase des L-acides aminés conduisant à la dégradation de la L-

phénylalanine en phénylpyruvate, H2O2 et ammoniac, et inhibe la prolifération des 

lymphocytes T, présente donc de fortes similarités avec cette famille d’enzymes. De plus, 

IL4I1 est exprimée in vivo par les macrophages et les cellules dendritiques présents dans 

les organes lymphoïdes secondaires et dans l’infiltrat inflammatoire d’un grand nombre de 

tumeurs, ainsi que dans les cellules tumorales de certaines tumeurs humaines, en 

particulier des lymphomes B (lymphome B primitif du médiastin, lymphome de Hodgkin, 

lymphome folliculaire, leucémie lymphoïde chronique) et les mésothéliomes [Carbonnelle-
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Puscian et al. 2009]. Toutes ces observations suggèrent qu’IL4I1 pourrait jouer un rôle 

dans l’échappement des tumeurs au système immunitaire. 

Afin de tester cette hypothèse, nous avons développé à partir de la lignée murine 

B16-gp33, qui présente un épitope immunodominant d’origine virale en association à la 

molécule H2-Db (épitope CD8+ de la glycoprotéine du virus LCMV, aa 33-41), un modèle 

de mélanome exprimant in vivo IL4I1 à deux niveaux différents d’activité enzymatique 

(B16-gp33-IL4I1). Dans ce modèle, on observe après vaccination contre l’antigène gp33, 

que les tumeurs B16-gp33-IL4I1 se développent avec une incidence nettement accrue en 

comparaison aux tumeurs contrôles n’exprimant pas IL4I1. Cette incidence est corrélée au 

niveau de production d’IL4I1 par les cellules tumorales et au pourcentage de cellules 

exprimant IL4I1 au sein de la tumeur. Un échappement significatif peut être observé après 

l’injection de seulement 20% de cellules exprimant IL4I1 mélangées à des cellules 

tumorales contrôle, ce qui représente l’équivalent de l’infiltrat macrophagique d’une tumeur 

humaine. De plus, l’activité IL4I1 mesurée dans ces tumeurs est proche de celle détectée 

dans des biopsies de mélanome (expression d’IL4I1 dans les macrophages) et nettement 

inférieure à celle mesurée dans des biopsies de mésothéliome (expression d’IL4I1 dans 

les macrophages et les cellules tumorales), ce qui prouve la pertinence clinique du 

modèle. Enfin, l’activité IL4I1 est mesurable dans le sérum des souris ayant reçu des 

cellules B16-gp33-IL4I1 avant le développement clinique de la tumeur.  

L’échappement tumoral observé dans ce modèle murin est associé à l’inhibition de la 

prolifération, de la sécrétion d’IFNγ et de la cytotoxicité des lymphocytes T dirigés contre 

gp33, détectable dans les ganglions drainant la tumeur, mais également dans le sang et la 

rate des animaux. Une inhibition similaire est détectée vis-à-vis d’un antigène naturel du 

mélanome (épitope TRP2 de la tyrosinase), suggérant qu’IL4I1 induit une dépression 

généralisée de la réponse antitumorale. 

Ce travail établit pour la première fois le rôle in vivo d’IL4I1 dans l’échappement 

tumoral à la réponse lymphocytaire T cytotoxique. Une faible expression d’IL4I1, 

équivalente à celle observée dans des tumeurs humaines exprimant IL4I1 exclusivement 

dans les TAM, suffit à favoriser le développement des tumeurs et pourrait donc contribuer 

au mauvais pronostic de cancers chez l’homme, tel que cela a été observé dans le cancer 

du sein par Finak et ses collaborateurs [Finak et al. 2008]. 
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ABSTRACT 

 

 The L-phenylalanine oxidase IL4I1 inhibits T-cell proliferation in vitro through H2O2 

production, and is highly expressed in tumor-associated macrophages. IL4I1 is also 

detected by immunohistochemistry in neoplastic cells from several B-cell lymphomas and 

some non-lymphoid tumors. 

 To evaluate IL4I1 effect on tumor growth, we developed a mouse melanoma model 

constitutively coexpressing IL4I1 and the GP33 epitope. After GP33 vaccination, tumors 

developed more frequently in mice injected with IL4I1-expressing cells in comparison to 

mice receiving control cells. Tumor escape was preceded by a rapid diminution of IFN-γ 

producing cytotoxic antitumor CD8+ T cells. Moreover, tumor incidence was already 

increased when only 20% of the injected cells expressed IL4I1. The minimal IL4I1 

activities leading to tumor escape were close to those detected in human melanoma and 

mesothelioma. 

 Thus, we demonstrate the immunosuppressive functions of IL4I1 in vivo and 

suggest that IL4I1 facilitates human tumor growth by inhibiting the CD8+ antitumor T-cell 

response. 
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INTRODUCTION 

Neoplastic cells adopt multiple strategies to survive and grow despite tumor 

surveillance by the immune system. Sabotage strategies often exploit regulating cell 

populations, which naturally prevent autoimmunity and chronic inflammation in healthy 

individuals, such as regulatory T cells, myeloid-derived suppressor cells, tolerogenic 

dendritic cells and alternatively activated macrophages (reviewed in [1-5]). In the last 

decade, a family of enzymes has been described participating in the immunosuppressive 

capacity of the tumor-activated myeloid cell populations. The activity and functions of 

indoleamine-2,3-dioxygenase [6], arginase 1 [7] and inducible nitric oxide synthase [8] 

have been extensively explored. These enzymes share several properties [9]. First, they 

are produced by myeloids cells in lymphoid organs and in the tumor bed and/or by the 

tumor cells themselves [10-12]. Secondly, their expression involves cytokines from the 

Th1/Th2 family. Third, their immunosuppressive properties are based on their amino-acid 

catabolizing activity which leads to the depletion of essential amino-acids and to the 

production of metabolites which are toxic for anti-tumor effector T cells [13-15]. Several 

reports have established the role of these enzymes in tumor escape from 

immunosurveillance [10-12, 16]. 

Interleukin-4 Induced Gene 1 (IL4I1) was identified as an IL-4 inducible gene in B 

lymphocytes [17]. The human and mouse IL4I1 mRNA share a strong sequence homology 

and encode a secreted protein [18, 19]. We have shown that this protein is an L-amino-

acid oxidase which primarily deaminates the essential amino-acid phenylalanine to 

produce H2O2. IL4I1 inhibits human CD4+ and CD8+ T lymphocyte proliferation in vitro via 

H2O2 production, with a preference towards memory T lymphocytes [18]. Monocyte-

derived dendritic cells and macrophages – but not B cells, as would have been expected 
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from the literature [17, 19] – represent the major IL4I1 producers after stimulation involving 

NFκB and/or STAT1 activation [20]. 

Tumors are often accompanied by an important myeloid infiltrate. Indeed, in a study 

of 315 cancers, we observed IL4I1 expression in the tumor-associated macrophage (TAM) 

population of most cases, independently of the tumor type. Moreover, IL4I1 was also 

detected in the tumor cells of several B lymphoma subtypes, comprising follicular 

lymphoma, Hodgkin lymphoma and primary mediastinal B cell lymphoma, and in some 

cases of non-lymphoid tumors, such as mesothelioma [21]. 

Thus, IL4I1 meets the criteria of an immunosuppressive enzyme [3, 9], suggesting 

that it may participate in tumor immune escape. To evaluate this hypothesis, we 

developed a mouse tumor model constitutively expressing IL4I1. In this work, we show for 

the first time that IL4I1 expression facilitates tumor growth by inhibiting the CD8+ antitumor 

T cell response. 
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RESULTS 

 

Overexpression of IL4I1 in a murine tumor model  

To assess in vivo whether IL4I1 expression in tumors favors escape from the 

immune response, we developed a new tumor model based on the use of the melanoma 

B16GP33 cell line, which expresses the GP33 CD8+ T cell epitope as a tumor antigen [22], 

but does not display basal IL4I1 enzymatic activity (Table I). B16GP33 cells were 

transfected with the mouse IL4I1 cDNA and two clones stably expressing the IL4I1 protein 

(B8 and B11) were selected. The A1 clone, transfected with the empty vector, was 

selected as a control. Production of the myc-tagged IL4I1 protein by the B8 and B11 

clones was demonstrated by Western blot and immunofluorescence (Figure 1A). IL4I1 

was secreted and functional in both clones with an activity on average 1.4 fold higher in 

B11 cells and 1.7 fold higher in B11 medium in comparison to the B8 clone (Table I). 

Neither IL4I1 protein, nor enzymatic activity was detected in the A1 cells. The IL4I1 

enzymatic activity of B8 and B11 clones was close to those measured in human cell 

populations. The B11 activity (322 ±49 pmoles H2O2/h/105 cells) was nearly equivalent to 

the activity of the L428 Hodgkin lymphoma cell line (354 ±140 pmoles H2O2/h/105 cells; 

mean ±SD from 13 independent tests). It also displayed a 25% and 60% lower IL4I1 

activity compared to that of unstimulated and IFN�-stimulated monocyte-derived human 

macrophages respectively (432 ±101 and 804 ±129 pmoles H2O2/h/105 cells) [20]. 

No significant difference in proliferation kinetics between A1, B8 and B11 was 

observed in vitro (Supplementary figure 1). Finally, the three clones displayed similar 

capacities to present GP33 to specific CD8+ T cells (Figure 1B).  

 

T cell inhibiting IL4I1 properties in vitro  



              109 

We previously showed that the human IL4I1 inhibits T cell proliferation in vitro. The 

murine form shares 80% homology with the human form in the putative enzymatic and 

FAD-binding domain. In agreement with this, murine IL4I1-expressing clones inhibited 

significantly the in vitro GP33-specific proliferation of TCR transgenic splenocytes from 

P14 mice (Supplementary figure 2). Moreover, the number of IFNγ-producing anti-GP33 T 

cells was markedly decreased when splenocytes were cultured in the 3-day conditioned 

medium of B11 cells (Figure 1C). In these conditions, in contrast to the experiment in 

Figure 1B, where a few irradiated tumor cells were used as targets, the splenocytes were 

immediately exposed to a high IL4I1 activity. These results, thus, indicate that IFNγ 

production was directly affected by IL4I1. 

 

Resistance to immune rejection of IL4I1-expressing tumors  

B16 melanoma behaves as an aggressive poorly immunogenic tumor cell line when 

injected in naïve C57BL/6 mice. However, expression of GP33 by B16GP33 cells leads to 

tumor rejection in mice adoptively transferred with anti-LCMV cytotoxic T cells [22, 23]. We 

first tested whether IL4I1 expression by B16GP33 cells would modify their in vivo tumor 

growth after s.c. injection into naïve mice. The first tumors appeared between day 11 and 

18 and developed with a similar kinetic, independently of their IL4I1 expression level 

(Figure 2A and 2B). Thus, B16GP33 tumors are not naturally controlled by the immune 

system, in accordance with the literature [22]. 

 In order to induce a strong GP33-specific T cell response, C57BL/6 mice were 

immunized with GP33 in IFA seven days before tumor challenge. As expected, mice were 

fully protected towards clone A1 (Figure 2C). In contrast, more than 50% of the mice 

transplanted with the IL4I1-expressing clones developed tumors (p= 0.012 B8 versus A1, 

p= 0.004 B11 versus A1). 
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We have previously demonstrated that the IL4I1 effect on human T cell proliferation 

is predominantly on CD45RO+ T cells [18]. To determine the impact of IL4I1 on tumor 

development during the memory phase of the immune response, we injected B8 and B11 

tumor cells 28 days after immunization (Figure 2D). Under these conditions, 77% of A1 

challenged mice controlled tumors at day 80, whereas more than 70% B8 and B11 

challenged mice developed a melanoma (p= 0.049). After sacrifice of the tumor-bearing 

animals, melanoma biopsies were preserved for IL4I1 analysis. Expression and activity of 

the enzyme were detected in both B8 and B11 tumors (Figure 2E and Table 1) with B11 

still displaying the strongest activity. Surprisingly, these activities were highly variable and 

on average two to three fold higher than those measured from the transfected cells in 

culture.  The increase of IL4I1 activity in tumors could not be ascribed to the TAM infiltrate, 

which was very poor in both IL4I1-expressing and control tumors. As observed in human 

tumors, most of these rare TAM expressed IL4I1 (supplementary figure 3). 

Thus, our data demonstrate that IL4I1 facilitates in vivo immune escape of the 

tumor cells. 

 

Quantitative and functional defects of antitumor CD 8+ T cells in mice challenged 

with IL4I1-expressing tumors  

In order to establish whether escape of IL4I1-expressing tumors was associated 

with an alteration of the anti-tumor T cell response in vivo, we further analyzed GP33-

specific CD8+ T cells after tumor challenge (Figure 3A). To increase the number of GP33-

specific T cell precursors before vaccination, we adoptively transferred naïve splenocytes 

from P14 transgenic mice. We also increased the number of injected tumor cells to 

overcome the immune response in A1 challenged mice and allow simultaneous tumor 

appearance in all groups. Blood was regularly taken until tumor development 11 to 14 
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days after challenge to measure the number of circulating tumor-specific CD8+ T cells. 

Mice were then sacrificed and GP33-specific splenocytes were tested for (i) IFNγ 

production, (ii) acquisition of an effector/memory phenotype and (iii) cytotoxic function. 

The kinetics of GP33 specific responses were monitored from blood. At the peak of 

the immune response (day 7 post-immunization), the circulating GP33-specific population 

reached 1 to 5 % of the circulating CD8+ T lymphocytes and diminished to 0.4 to 3 % two 

days before tumor challenge with A1, B8 or B11 cell. A few days post-tumor challenge 

with A1 cells, a considerable increase of the circulating GP33-specific T cells was 

observed that reached 12 fold over the pre-challenge value, indicating a boost effect of the 

tumor. In contrast, challenges with B8 and B11 were associated respectively with a small 

(increase of 3 fold) or absent recall response to the tumor epitope (Figure 3B and 3C). 

Similar results were obtained on splenic CD8+ T cells with a mean of 6.2% versus 3.1% 

and 2.6% tetramer-positive cells, for A1, B8, and B11 challenged mice respectively (Figure 

3D). These results suggest that IL4I1 expression in vivo inhibits T lymphocyte proliferation 

as observed in vitro. 

 Splenocytes were further analyzed for functionality. Mice challenged with IL4I1-

expressing tumor cells presented a significantly lower anti-GP33 IFNγ response than mice 

challenged with A1 cells (Figure 3E). The response inhibition was correlated to the level of 

IL4I1 production by the tumors (respective decrease of 53% and 84% in splenocytes from 

B8 and B11 challenged mice). Moreover, the IFNγ response to the melanoma TRP2180 

epitope was also affected, with a 30 to 50% decrease in B8 and B11 challenged mice in 

comparison to A1 challenged mice (Figure 3E). Interestingly, in the groups challenged with 

IL4I1-expressing tumors, when calculating the percentage of IFNγ-secreting cells amongst 

the GP33 tetramer labeled cells, we observed that the decrease in the IFNγ-producing 

anti-GP33 effectors was more profound than the decrease in the total anti-GP33 T cell 
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population (Figure 3D, left panel). Since the total GP33-specific cells diminished, in 

animals challenged with IL4I1-expressing tumors, both anti-GP33 cytotoxic T cells 

(CD107a+) and effector/memory T cells (CD44+) also decreased in their spleens. 

However, the percentage of these two cell populations amongst the anti-GP33 effectors 

remained stable under the influence of IL4I1 (Figure 3D, middle and right panels). 

Altogether, our results suggest that IL4I1 not only diminishes the number of anti-tumor 

specific T cells, but also affects their capacity to produce IFNγ. 

 

In vivo  impairment of cytotoxic capacities in mice challen ged with IL4I1-expressing 

tumors  

We next evaluated the in vivo impact of the decrease of anti-GP33 cytotoxic T cells 

induced by IL4I1. For this purpose, we monitored the elimination of CFSE-labeled GP33-

loaded cells by specific CD8+ T cells in vivo (Figure 4A). Mice were vaccinated with GP33 

and challenged seven days later with A1 or B11 cells. Ten days later, splenocytes pulsed 

either with an irrelevant peptide or GP33 were adoptively transferred in recipient mice. 

Lysis of GP33-pulsed target cells was observed from day 1 in the blood of all mice (Figure 

4B). After day 2, this specific lysis was less important in mice challenged with B11 tumors 

in comparison to control animals. This difference was stable (15% on average) and 

significant from day 3 to day 8. A similar difference was observed in the spleen and lymph 

nodes (Figure 4C and 4D), indicating a slight defect of cytotoxic activity in mice challenged 

with IL4I1-expressing tumors. We also confirmed  the impairment of the IFNγ response to 

GP33 and TRP2180 in the spleen and draining lymph nodes of the B11 challenged mice 

(data not shown). 

In conclusion, IL4I1 modulates in vivo the number of anti-tumor cytotoxic T cells 

and affects their IFNγ-secreting capacity.  
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Threshold of IL4I1 immune escape effect  

In human tumors, the IL4I1-expressing cells are generally diluted in IL4I1 negative 

populations, even when tumor cells express the enzyme [21]. B11 cells display an IL4I1 

activity close to the activity measured in Hodgkin cells and 60% lower than that of 

activated macrophages. To mimic a partial expression in the tumor, we diluted graded 

numbers of B11 cells in A1 cells before challenge, to obtain mixes of 0, 20, 50, 80 and 100 

percent B11/A1. 

 Only 4% of the mice developed a tumor in the control group receiving 100% A1 

cells, whereas tumors occurred in 68% of mice challenged with B11 tumors (Figure 5A). 

Most interestingly, mice challenged with tumors containing at least 20% B11 cells still 

developed tumors with a significantly higher frequency (25%) than the A1 control mice. 

The incidence of tumor development increased with the proportion of IL4I1-expressing 

cells. Enzymatic activities of the tumors developed in these experiments ranged from 34 

±16 (20% B11) to 660 ±178 (100% B11) pmoles H2O2/h/100µg proteins and remained 

proportional to the amount of IL4I1-expressing cells injected (Figure 5B). Of importance, 

we also detected IL4I1 activity before tumor development in the sera of animals from all 

groups who had received IL4I1-expressing cells. These activities seemed to increase with 

the number of B11 cells injected (Figure 5C). Thus, IL4I1 expression in a small proportion 

of tumor cells is sufficient to drive tumor escape from the T cell response. 

 

IL4I1 activity in human tumors  

IL4I1 expression in the TAM infiltrate seems to be a constant of human tumors. In 

some cancers, IL4I1 is also often expressed in tumor cells, suggesting that depending on 

the tumor type, variable levels of IL4I1 activity may be present in the tumor bed. We 
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decided to analyze IL4I1 activity of human tumor types that either express IL4I1 

exclusively in the TAM compartment – melanomas – or both in TAM and tumor cells – 

mesotheliomas – [21]. Four melanoma biopsies, with corresponding normal skin and 

seven mesotheliomas were evaluated (Figure 5D). In all melanoma cases, we measured 

an IL4I1 activity ranging from 15 to 29 pmoles of H2O2/h/100µg of proteins, which 

significantly differed from the negligible activity detected in the normal skin. As expected, 

high IL4I1 activities were measured in all but one cases of mesothelioma (mean, 98; 

range, 16 to 261 pmoles H2O2/h/100µg proteins). Activities of both melanomas and 

mesotheliomas were in the range of, or even higher than, those measured in murine 

tumors developed after injection of 20% B11 cells mixed in A1 cells. 
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DISCUSSION 

We have previously shown that the IL4I1 enzyme, which presents immunosuppressive 

properties in vitro, is expressed in most tumors, by the TAM and/or the neoplastic cells 

[18, 21]. Here, we establish the role of IL4I1 expression in tumor escape from the immune 

system and demonstrate that IL4I1 induces a decrease of IFNγ-producing and cytotoxic 

anti-tumor CD8+ T cells in vivo. Moreover, partial IL4I1 expression in the tumor, at 

equivalent levels of those detected in human tumors, is sufficient to drive escape from the 

T cell response. 

Despite expression of the highly antigenic GP33 epitope, B16GP33 tumors are very 

aggressive in vivo. In line with this, no tumor growth difference was observed in naïve 

mice between the IL4I1-expressing and IL4I1-negative clones. This indicates that the 

IL4I1-expressing clones do not intrinsically display increased proliferative potential. It also 

suggests that IL4I1 does not play a major inhibitory role on naïve T cells, in accordance 

with our previous results [18]. On the contrary, data obtained in mice vaccinated with 

GP33 prior to challenge, whether at the peak or at the memory phase of the response, 

implicate a major effect of IL4I1 on effector/memory antitumor T cells. Indeed, in mice 

challenged with IL4I1-expressing cells, the incidence of tumor appearance was 

significantly higher than in mice challenged with control cells. This resistance to immune 

rejection was not due to a loss of antigen presentation. 

The IL4I1-expressing clones inhibited mouse T cell proliferation and IFNγ production in 

vitro, confirming results obtained in a human system [18, 20]. In line with this, we observed 

in mice receiving IL4I1-expressing cells, that (i) GP33-specific CD8+ T cells were 

dramatically less frequent, suggesting that their proliferation was affected in vivo; (ii) the 

ratio of IFNγ-producing over GP33-specific CD8+ T cells diminished, indicating that, as 

observed in vitro, the IFNγ-secreting capacity of antitumor T cells was independently 
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affected; (iii) the in vivo anti-GP33 cytotoxicity was impaired; (iv) the IFNγ response to both 

GP33 and the melanoma epitope TRP2180 were diminished, implying that the antitumor T 

cell response may be globally depressed. In accordance with a global immune 

suppression, the allogeneic response of splenocytes from mice challenged with IL4I1-

expressing tumors in vivo was diminished in comparison to splenocytes from control mice 

(supplementary figure 4A). Moreover, as previously observed with human lymphocytes, 

mouse splenocytes exposed to IL4I1 in vivo down-regulated the expression of the TCR 

CD3ζ chain (supplementary figure 4B). This could explain their functional defects in 

proliferation and IFNγ production.  

In a recent analysis of 315 biopsies from human malignancies, we detected frequent 

expression of IL4I1 in situ [21]. Indeed, IL4I1 was expressed in TAM from most of the 

tumors, particularly inflammatory tumors, and in neoplastic cells from several B cell 

lymphoma. IL4I1-positive tumor cells were also detected in some subtypes of non-

lymphoid cancers, including mesothelioma. In follicular lymphoma, a high level of IL4I1 

expression seemed associated with a better outcome, in the 23 cases studied. These 

results are in contradiction with data obtained in our mouse model. However, in the case 

of follicular lymphoma, tumor B cells depend on interactions with follicular T helper cells 

for survival [24], and the impact of IL4I1 expression might be directed to this T-cell 

population. In contrast, in non-lymphoid tumors, our data indicate that cytotoxic T cells are 

a major target population of IL4I1 activity. In support of this, Finak et al. identified IL4I1 

mRNA expression in breast cancer as a poor outcome factor among a signature 

comprising 163 prognosis-predictive genes expressed in stromal cells [25]. Thus, 

depending on the tumor type, IL4I1 may affect different infiltrating lymphocyte populations 

with opposing consequences on tumor evolution. 
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 The adoptive tumor model used here more closely reproduces IL4I1 expression in a 

non-lymphoid tumor. In our experimental settings, the minimal level of IL4I1 activity 

detected in tumors escaping immune control was in the range of activities detected in 

human melanomas, and on average 5 fold weaker than those measured in 

mesotheliomas, suggesting that the immunosuppressive effect of IL4I1 may be operative 

in human cancers. Melanomas express IL4I1 exclusively in the TAM compartment, while 

50% of the mesotheliomas express IL4I1 both in the TAM and in the tumor cells [21], 

potentially due to the upregulation of the IL4I1-inducing STAT-1 and NF-κB signalling 

pathways [20, 26, 27] 

In this work, we thus show that IL4I1 is a bona fide immunosuppressive enzyme 

participating in the escape of malignancies in vivo. In contrast to the enzymes described 

so far, IL4I1 is secreted and can be detected in the serum of the animals before tumor 

appearance, explaining its systemic effect. By modulating the number and IFNγ-secreting 

potential of cytotoxic T cells, IL4I1 severely compromises anti-tumor functions of the host 

immune system and may contribute to progression of human tumors. These findings 

provide a scientific rationale to evaluate IL4I1 inhibitors as a way to improve the efficacy of 

antitumor immunotherapies. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Cell lines  

B16GP33 cells expressing the immunodominant H2-Db-restricted epitope GP33 of the 

lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) glycoprotein were derived from parental 

B16.F10 murine melanoma cells as previously described [22]. B16GP33 were transfected 

with pcDNA4-TO-mIL4I1-mycHis or the same empty vector using Transfast (Promega) 

and were maintained in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM L-

glutamine, 100 U/ml penicillin, 10 µg/ml streptomycin, non essential amino-acids, 200 

µg/ml neomycin and 300 µg/ml zeocine at 37°C in 5%C O2. All the reagents used were 

from Invitrogen.  

 

Plasmids  

Mouse IL4I1 cDNA was generated as previously described [18] and cloned into the EcoRI 

and NotI sites of pcDNA4-TO-mycHis plasmid (Invitrogen).  

 

Peptides  

GP33 (KAVYNFATM) and the control influenza virus nucleoprotein H2-Db-restricted 

peptide NP50 (SDYEGRLI) were from Polypeptide group. The tyrosinase peptide TRP2180 

(SVYDFFVWL) was a gift from EMC microcollections.  

 

Immunologic detection of IL4I1  

Cells lysis and Western blot were realized as described by Boulland et al. [18]. The tagged 

mIL4I1 protein was revealed with an anti-myc antibody (clone 9E10, Sigma-Aldrich). The 

actin protein was detected using a mouse anti-actin mAb (clone C4, Millipore). 
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Immunohistochemistry was performed as described in [21]. For immunofluorescence, after 

seeding onto poly-L-lysine coated coverslips, cells were fixed with 3% paraformaldehyde 

and stained with a polyclonal anti-myc antibody (Cell Signaling). Revelation was performed 

using an Alexa fluor 488-coupled anti-rabbit IgG (Invitrogen). Photograph acquisition was 

performed with a Hamamatsu C8484 digital camera and Fluovision IMSTAR software.  

 

IL4I1 enzymatic activity assay  

Cell line lysates and mIL4I1 purification from the culture medium on nickel beads were 

performed as previously described by [18]. Tumors were collected in PBS containing 

Complete mini® protease inhibitors (Roche, France) and frozen at -80°C until use. After 

thawing, 100 mg of tumor resuspended in 500 µl PBS containing Complete mini® were 

homogenized by shaking with stainless steel beads in a Qiagen Tissuelyser (Qiagen, 

Courtaboeuf, France) for 2 cycles of 2 min at 20 Hz. Lysates were centrifuged 10 min at 

10000g and whole cell supernatants collected. All samples were tested for phenylalanine 

oxidative activity according to [21]. Activities are expressed as pMoles H2O2 produced per 

hour by 105 cells, 100 µg proteins, 40 µl bead suspension or 100 µl mouse serum as 

stated in the figure legends. Permission to use human samples was given by CPP Ile de 

France IX. 

 

Mice  

P14 transgenic mice (line 318) were purchased from TAAM (France). Fifty to 60% of P14 

CD8+ T cells express a Vα2/Vβ8 TCR specific for the LCMV-derived GP33 peptide in 

association with the H-2Db molecule [28]. Naïve C57BL/6 mice (6 to 10 weeks old, 

Charles River) were injected s.c. with 103 tumor cells or vaccinated s.c. with 50 µg of 

GP33 in Incomplete Freund’s Adjuvant (IFA, Sigma-Aldrich) then challenged s.c. 7 or 28 
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days later into the controlateral flank with 105 tumor cells. Tumor size was evaluated twice 

a week with a caliper and calculated as the product of bisecting tumor diameters. Mice 

bearing a tumor with a diameter >15 mm were sacrificed according to animal care 

regulations.  

In the adoptive transfer protocols, 2x106 splenocytes from P14 mice were injected i.v. via 

the retro-orbital sinus. Two days later, C57BL/6 mice were immunized as above, then 

challenged s.c. 14 days later with 107 tumor cells. 

For CFSE assays, 107 tumor cells were injected s.c. seven days after GP33 vaccination. 

Ten days after tumor challenge, mice received an intravenous injection of a half-mix of 

3.107 splenocytes loaded with GP33 and with NP50 and labeled respectively with 1 µM 

and 0.1 µM of the fluorescent dye 5-6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 

(CFSE, Molecular Probes). CFSE+ donor cells in blood, spleen and lymph nodes were 

determined by flow cytometry. GP33-specific donor cell rejection was calculated using the 

formula: 100- [(% of CFSEhigh cells / % of CFSElowcells) x100]. 

All experiments were performed in compliance with the French Ministry of Agriculture 

regulations for animal experimentation (laboratory accreditation C 94-028-31, 

authorization 94-308 for VMF). 

 

Flow cytometry  

For blood T-cells analysis, GP33-specific CD8+ lymphocytes were labelled with H2-Db-

GP33 tetramers coupled to phycoerythrin, an anti-CD8 antibody (clone KT15, fluorescein-

coupled) and an anti-CD44 antibody (clone KM201, APC-coupled). All reagents were from 

Beckman-Coulter. After red blood cell lysis using iTAg MHC tetramer lysis reagent, the 

cells were fixed with 1% paraformaldehyde before flow cytometry analysis. For surface 

CD107a labelling, heparinised blood was incubated with GP33 tetramers and an anti-
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CD107a antibody (clone 1D4B, APC-coupled) before a 5-hour culture at 37°C. Two µM 

monensin was added one hour after beginning the stimulation. CD8 labelling, red blood 

cell lysis and cell fixation were then performed as above. At least 50,000 events were 

acquired on a Cyan flow cytometer (Beckman-Coulter) and data were analyzed using the 

Summit 4 software (DAKO-Cytomation). 

 

ELISpot-IFN γγγγ 

The ELISpot-IFNγ assay was performed according to Mabtech’s instructions except for the 

revelation. Spots were revealed by adding, successively, alkaline-phosphatase-labeled 

ExtrAvidin and BCPI/NBT substrate (Sigma-Aldrich) and counted with a transmitted-light 

stereomicroscope using image-analyzing software connected to a camera (KS ELISPOT 

system; Carl Zeiss Vision).  

In Fig. 1C, culture medium was replaced by 3-days conditioned medium obtained from 106 

tumor cells/ml. Results are expressed as the number of spots per 5x105 cells after 

subtraction of the background obtained with the irrelevant peptide. The percentage of 

IFNγ-secreting T cells among total GP33-specific T cells was calculated as follows: % 

IFNγ+ CD8+ / % H2-Db-GP33 tetramer+ CD8+ T-cells. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1- Characterization of IL4I1-expressing B16G P33 clones 

(A) Culture medium and whole cell lysate proteins from B16GP33 cells either transfected 

with an empty vector (A1) or with a vector coding for the myc-tagged murine IL4I1 protein 

(B8 and B11) were analyzed by Western blot (upper panel ). IL4I1 was revealed by 

immunofluorescence (lower panel ). Magnification x400, scale bar = 100 µm. (B) ELISpot-

IFNγ of anti-GP33 effectors against B16-derived cells. Splenocytes from GP33-vaccinated 

mice were cultured 24h with tumor cells, then the  number of IFN-γ-producing cells was 

measured (mean from three experiments ±SD). (C) Ex-vivo ELISpot-IFNγ in tumor cell 

conditioned medium. Three-day conditioned media from 106 cells/ml tumor clones were 

used as culture medium for freshly isolated splenocytes from GP33-vaccinated mice. The 

number of IFN-γ-producing cells was measured after a 24h-incubation with GP33 (mean 

from six experiments ±SD; A1 vs B11, *p=0.020 p value of Mann-Withney test). 

 

Figure 2- Resistance to immune rejection of IL4I1-e xpressing tumors . 

(A and B ) 103 tumor cells were injected s.c. into the left flank of naïve C57BL/6 mice (n = 

10 mice/group, representative experiment out of 2). (A) The survival without tumor  and 

(B) tumor growth  were evaluated twice a week during forty days after challenge. (C and 

D) Mice were vaccinated s.c. with GP33. (C) Seven or (D) 28  days later, 105 tumor cells 

were injected s.c. into the controlateral flank. (C) Representative experiment out of 5 with 

n = 10 mice/group  and (D) representative experiment out of 3 with n = 14 mice/group. 

Curve comparison was performed using the Log-Rank test, A1 �; B8 ����; B11 ����. (C); B8 

vs B11, NS. *p=0.012; **p=0.004 (D) A1 vs B8 or vs B11, *p = 0.049. (E) IL4I1 

immunostaining on tumor sections. Slices from formalin-fixed paraffin-embedded A1, B8 
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and B11 tumors were stained with an anti-IL4I1 antibody. Magnification x400, scale bar = 

100 µm; inset magnification x630, scale bar = 50 µm. 

 

Figure 3- Mechanisms of IL4I1-induced immune escape  

(A) Schematic representation of the experimental protocol. Naïve mice (2 to 5 mice per 

group) were immunized against GP33 s.c. on day 0, two days after adoptive transfer of 

P14 splenocytes. At day 14, mice were challenged with tumor cells and blood was taken 

three times a week for anti-GP33 immunomonitoring. Mice were sacrificed between day 

25 and 28 for anti-tumor T-cells analyses in the spleen. (B and C) The percentage of 

circulating GP33-specific T-cells was measured using H2-Db-GP33 tetramers. A 

representative experiment out of 4 is shown with dot plots from one mouse per group (A1 

�, B8 ����, B11 ����;  p= 0.038 A1 vs B8, p= 0.029 A1 vs B11, Mann-Withney test. (D) 

Percentage of IFNγ-secreting (left panel histogram), cytotoxic (CD107a+ after in vitro 

stimulation, central panel histogram) and effector/memory (CD44+, right panel histogram) 

T-cells among the GP33-specific splenic CD8+ T-cells (�), mean ± SD of two 

experiments, * p = 0.033, Mann-Withney test. (E) Ex-vivo ELISpot anti-IFNγ response of 

the same mice 11 or 14 days after challenge. Freshly isolated spleen cells of GP33-

vaccinated and A1, B8 or B11 challenged mice were cultured with 1 µg/ml GP33 (left 

panel) or 10 µg/ml TRP2180 (right panel). Results were expressed as IFNγ-producing 

cells/5x105 splenocytes (mean from four experiments ± SD, * p < 0.030, Mann-Withney 

test). 

 

Figure 4- Cytotoxicity inhibition of GP33 specific T cells in IL4I1-challenged mice.  

(A) Schematic representation of the experimental protocol. Naïve mice were immunized 

against GP33 s.c. and challenged 7 days later with A1 (�) or B11 (����) tumor cells. Ten 
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days later (day 0), splenocytes from syngeneic naive mice were loaded with GP33 or 

irrelevant peptide NP50 and labeled with a high and low dose of CFSE, respectively. A 

mix of 1:1 GP33- and NP50-loaded splenocytes was then adoptively transferred. Blood 

was taken from day 0 to day 4 and at day 8 after transfer. Mice were sacrificed at day 8 for 

analysis in the spleen and draining lymph nodes. (B, C and D) The percentage of residual 

GP33- and NP50-loaded cells was measured by FACS. The rejection level is expressed 

as the percentage of specific lysis of GP33-loaded target cells in (B) the blood, (C) spleen 

and (D) lymph nodes. *p < 0.03, Mann-Withney test.  

 

Figure 5- Threshold of immune escape effect . 

(A) Mice were vaccinated s.c. with GP33. Seven days later, graded doses of 0 (�), 20 

(�), 50 (�), 80 (�) and 100 (�) percent of clone B11 admixed to clone A1 were injected 

s.c. into the controlateral flank. Cumulative results from three experiments with 5 to 8 mice 

per group are shown (*p < 0.05; ***p < 5x10-4, Mann-Withney test). (B) IL4I1 activity of the 

tumors developed in A. Results are expressed as pmoles H2O2/h/100µg proteins. 

Statistics compare activities of each group to A1 100% (**p < 0.006; ***p = 10-4, unpaired 

t-test). (C) IL4I1 activity of sera obtained before tumor development (between day 30 and 

55). Results are expressed as pmoles H2O2/h/100µl serum. (D) IL4I1 activity on frozen 

tumor samples from 4 melanomas with corresponding normal skin and 7 mesotheliomas. 

Results are expressed as pmoles H2O2/h/100µg proteins (*p < 0.05; **p < 0.007, Mann-

Withney test). 
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Table I: IL4I1 enzymatic activity in B16GP33-derive d cell clones and tumor biopsies 

 

 
IL4I1 activity (pmoles H 2O2/h) 

 

Cells Medium Sample 
 

Sample 
name 

ADNc 
 

per 10 5 cells  per 100µg proteins  per 40µl beads 

B16GP33 - 0 (0)a 0 (0) NDb 

A1 mock 0 (2.5) 0 (8) 3 (0.3) 

B8 IL4I1 234 (60) 317 (75) 295 (11) 
Cell clones 

B11 IL4I1 322 (49) 330 (86) 489 (18) 

A1 mock NAc 5 (1) NA 

B8 IL4I1 NA 722 (533) NA Tumor biopsies 
 

B11 IL4I1 NA 913 (515) NA 
 

a mean from 4 to 5 measurements (SD) 

b Not Done 

c Not Available  
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B. Valeur pronostique d’IL4I1 

 
Brevet 1 : Dépôt de Brevet pour l’utilisation d’IL4I1 dans le traitement ou le pronostic 

du cancer  

 

Methods for the treatment and the prognosis of canc er. 

 

Valérie MOLINIER-FRENKEL , Fanette LASOUDRIS et Flavia CASTELLANO 

 

Brevet International publié le 17 juin 2010 sous le  n° WO 2010/066858 (cf 

annexe) 

 
L'ensemble des résultats obtenus durant ma thèse ainsi que d’autres résultats du 

laboratoire ont fait l'objet d’un dépôt de brevet ayant pour objet l’utilisation d’IL4I1 comme 

marqueur de pronostic et de ses inhibiteurs à des fins de traitement chez les patients 

atteints de cancer. 

Le brevet reprend les principaux résultats du laboratoire. Dans une étude menée sur 

315 biopsies représentatives de plus de trente types de tumeurs humaines, l’expression 

d’IL4I1 a été détectée dans la plupart des cas observés. Dans les tumeurs non 

lymphoïdes, IL4I1 était exprimée par la cellule tumorale dans moins de 10% des cas 

analysés, incluant essentiellement des mésothéliomes et quelques cas 

d’adénocarcinomes du poumon et de carcinomes du colon. Dans les mésothéliomes, plus 

de 50% des cellules tumorales exprimaient IL4I1. Dans tous les types de tumeurs, IL4I1 

était généralement retrouvée au niveau des cellules du microenvironnement tumoral, plus 

particulièrement dans les TAM.  

L'expression d'IL4I1 était également détectée dans les cellules tumorales et/ou dans 

le microenvironnement de nombreux types de lymphome B, incluant le lymphome 

folliculaire, le lymphome de Hodgkin classique et à prédominance lymphocytaire, les 

centres prolifératifs de leucémie lymphoïde chronique et le lymphome B primitif du 

médiastin.  

Une étude préliminaire de 23 patients atteints de lymphome folliculaire a permis de 

mettre en évidence un rôle potentiellement pronostique d'IL4I1 dans ce type de lymphome. 

Chez les patients avec une forte expression intratumorale d'IL4I1 au diagnostic, 

l’envahissement médullaire était plus rare et le taux de rechute plus faible, suggérant un 
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meilleur pronostic. Ces résultats sont en contradiction avec le modèle murin (article 2) 

dans lequel l’expression intratumorale d’IL4I1 avait un impact défavorable sur la réponse 

antitumorale et l’incidence des tumeurs après vaccination. Or, dans le cas du lymphome 

folliculaire, la cellule tumorale B dépend de façon critique pour sa croissance, des 

interactions avec les lymphocytes T folliculaires auxiliaires (TFH). [Roulland et al. 2008] 

L’expression d’IL4I1 pourrait donc, paradoxalement, priver la cellule tumorale d’un élément 

essentiel à sa survie, en limitant la prolifération et l’activation de la population des TFH. Au 

contraire, dans les tumeurs non lymphoïdes, la population cible de l’activité d’IL4I1 semble 

représentée par les lymphocytes T cytotoxiques antitumoraux, dont la perte favorise la 

croissance tumorale. 

Il ressort de ces résultats, dans les deux cas, qu’IL4I1 pourrait constituer un 

marqueur biologique de stratification pronostique des patients atteints de cancer. De plus, 

l'inhibition de l'activité IL4I1 pourrait constituer une voie prometteuse comme traitement 

adjuvant à des thérapies conventionnelles de cancers exprimant IL4I1, à l'exception des 

lymphomes folliculaires. Dans ce brevet, nous montrons l’activité de différents inhibiteurs 

de l'activité enzymatique d’IL4I1 : l’esther éthylique de la L-phénylalanine, la N-acétyl-

phénylalanine et la 2'-aza-phénylalanine. Le brevet couvre également toute autre 

modification de la phénylalanine ainsi que différentes autres stratégies inhibitrices 

(anticorps neutralisant l’enzyme, ARN inhibiteurs). Par exemple, nous avons testé 

l’inhibition de l'activité IL4I1 produite naturellement par la lignée de lymphome de Hodgkin 

L428 avec un ARN de synthèse (siRNA) spécifique d'IL4I1.  
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III-ETUDE STRUCTURE/FONCTION DE LA PROTEINE IL4I1 

 

A. Introduction 

 
La protéine IL4I1 murine est constituée d’un peptide signal N-terminal (acides 

aminés 1 à 21) lui permettant d’être sécrétée, d’un large domaine central fortement 

homologue à un domaine LAAO et d’une partie C-terminale de fonction inconnue et très 

divergente entre les enzymes humaine et murine [Chu et al. 1997; Chavan et al. 2002; 

Boulland et al. 2007]. IL4I1 oxyde la phénylalanine pour produire du phénylpyruvate, de 

l’ammoniac et de l’H2O2. IL4I1 présente un effet immunosuppressif in vitro associé à son 

activité enzymatique et in vivo dans un modèle murin de cancer par un mécanisme qui 

reste à définir. En effet, IL4I1, parce qu’elle est sécrétée, pourrait également agir en se 

liant à un récepteur de surface exprimé par des cellules immunes ou non immunes, 

comme cela a été observé pour l’ectoenzyme « Vascular adhesion protein-1 » (VAP-1) qui 

présente une activité amine oxydase sensible au semicarbazide [Jalkanen et al. 2008]. 

Afin de déterminer le rôle respectif de la sécrétion et de l’activité enzymatique dans l’effet 

protumoral d’IL4I1 chez la souris, nous avons souhaité construire des mutants dépourvus 

de l’une ou l’autre de ces propriétés. 

L‘IL4I1 murine présente 37% d’identité avec l’apoxine I du venin de Crotalus atrox 

(serpent à sonnettes) et d’une façon générale, il existe une très forte homologie des 

domaines LAAO entre les différentes espèces [Chavan et al. 2002; Hughes]. Les études 

en cristallographie de la LAAO du serpent C.rhodostoma associée ou non à son substrat 

phénylalanine et à son cofacteur FAD ont permis de caractériser la structure 

tridimensionnelle de cette famille d’enzyme, identifiant plusieurs acides aminés 

potentiellement impliqués dans l’activité enzymatique [Pawelek et al. 2000; Moustafa et al. 

2006]. Nous nous sommes basés sur ces travaux pour identifier dans la séquence d’IL4I1 

les acides aminés pouvant interagir avec le cofacteur FAD ou s’associer au substrat 

phénylalanine. Ainsi, chez le serpent, l’acide glutamique E457 a été impliqué dans la 

liaison au cofacteur FAD, l'arginine R90 dans la liaison à la phénylalanine et l’histidine 

H223 a été associée à l’ouverture du canal contrôlant l’entrée de l’O2 et de la 

phénylalanine dans le site catalytique ainsi que la sortie de l’H2O2. Les acides aminés 

homologues dans la séquence d'IL4I1 murine ont été sélectionnés pour la mutagenèse 
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dirigée. Ces acides aminés sont R129, H249 et E478, respectivement homologues à R90, 

H223 et E457 dans la séquence LAAO de C rhodostoma. Chez l'homme, nous avions 

précédemment montré que la mutagenèse de l’acide glutamique E481 (homologue à E457 

chez le serpent) en alanine permettait de produire une protéine IL4I1 plus faiblement 

sécrétée, mais surtout présentant une très faible activité IL4I1 [Boulland et al. 2007]. 

L’élimination de la séquence codant le peptide signal a été choisie comme stratégie pour 

obtenir une protéine active mais non sécrétée. 

 

B. Matériels et méthodes 

1. Mutagenèse dirigée de la protéine IL4I1. 
 

Les mutants DeltaPS, E478A, H249A, R129A+E478A et R129A sont générés à 

partir du plasmide pcDNA4-TO-mycHis-mIL4I1-WT contenant une sequence codante la 

résistance à l’ampicilline et une à la zéocine. La mutagenèse dirigée est réalisée en 

utilisant le kit Gentailor Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen) selon le protocole 

du fabriquant avec les amorces suivantes : E478A 5’-CGC-

ATTTACTTCGCGGGCGCGCACACAG-CTCTC-3’ et 5’-GCCCGCGAAGTAAATGCGGC-

CGAAGGGGGCTGA-3, H249A 5’-GCAGAAGCCTT-ACGTGCGGCC-GCCTGCCTGAGC-

3’ et 5’-CGCACGTAAGGCTTCTGCAAAGCTG-AGGTA-3’, et R129A 5’-GCAGATAAC-

AGGATTGGGGGCGCTATCTTCACT-3’ et 5’-GCCCCCAATCCTGTTATCTGCCTCCAG-

GAT-3’ Le mutant R129A/E478A a été réalisé grâce au amorces : R129A 5’-

GCAGATAACAGGATTGGG-GGCGCTATCTTCACT-3’ et 5’-GCCCCCAATCCTGTTAT-

CTGCCTCCAGGAT-3 à partir du plasmide muté pcDNA4-TO-mycHis-mIL4I1-E478A.  

Pour le mutant de sécrétion (DeltaPS), la séquence codante d’IL4I1 murine est 

amplifiée par PCR en utilisant des amorces d'amplification contenant les sites de 

restriction pour EcoRI en 5' et Not I en 3' nous permettant d'inséré l'ADNc amplifié dans le 

vecteur pcDNA4-TO mycHis (codant pour une étiquette myc et une queue de 6 histidine) 

digéré par les même enzymes de restriction. Les amorces utilisées sont les suivantes : 

DeltaPS 5’-CGACGTGGAATTCTGATGC-TGGACTGGAAGGCA-GCCTCCAGCTTGAAC-

3’ et 5’-CTTGACTGCGGCCGCGGAG-TGGTCCCCCACTCGGTGCAT-3’. Tous les 

réactifs de biologie moléculaire sont achetés chez Invitrogen. 
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2. Transformation bactérienne. 
 

 Des bactéries DH5�-T1r sont transformées avec les plasmides mutés selon 

le protocole du kit Gentailor Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen). Les bactéries 

sont ensuite étalées sur boite de Pétri de milieu Luria-Bertani (LB) agar contenant 

100µg/ml d'ampicilline (Im Media Amp Agar, Invitrogen) afin de sélectionner les bactéries 

transformées par le plasmide muté qui porte le gène de résistance à l’ampicilline. Dans 

ces colonies, le plasmide matrice méthylé non muté est digéré par l'endonucléase 

bactérienne McrBC laissant uniquement le plasmide non méthylé et donc muté.  

 

3. Extraction plasmidique et Séquençage de l’ADN ob tenu. 
 

 L'ADN plasmidique incorporé par les colonies résistantes à l’ampicilline est 

isolé par mini-préparation grâce au kit QuickLyse miniprep (Qiagen) selon le protocole du 

fabriquant. L’ADN des plasmides contenant IL4I1 muté a été séquencé à l’aide du kit Big 

Dye Terminator 3.1 (Applied Biosystems) selon la technique de Sanger modifiée. Les 

réactions de séquence ont été analysés sur le séquenceur automatique 3130xl Genetic 

Analyzer (Applied Biosystem) à la plateforme génomique du site et sur le logiciel 

Chromas. 

La colonie bactérienne ayant incorporé le plasmide porteur de la mutation d'intérêt, 

vérifiée par séquençage, est en suite amplifiée. L’ADN plasmidique est isolé avec le 

Qiafilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen) selon le protocole du fabriquant. L’ADN muté sera 

ensuite transfecté dans des cellules eucaryotes afin de caractériser biochimiquement le 

mutant IL4I1 obtenu.  

 

4. Lignée cellulaire et transfection des plasmides mutés dans les 

cellules B16GP33. 

 

La lignée de mélanome murin B16GP33 exprimant à sa surface l’épitope 

immunodominant GP33 de la glycoprotéine du virus de la chorioméningite lymphocytaire 

est dérivée de la lignée parentale B16F10 [Prevost-Blondel et al. 1998] et nous a été 

donné par Armelle Prevost-Blondel. Cette lignée est cultivée en DMEM supplémenté avec 

10% de sérum de veau fœtal, 2mM de L-glutamine, 100U/ml de pénicilline, 10µg/ml de 
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streptomycine, des acides aminés non essentiels, 200µg/ml de néomycine. Tous les 

réactifs de culture sont achetés chez Invitrogen. La lignée est transfectée 

indépendamment avec les plasmides codant pour les protéines IL4I1 mutées grâce à des 

lipides cationiques en utilisant le kit Transfast (Promega). Les transfections de la lignée 

B16GP33 sont réalisées sur la base d’un ratio 3 :1 de µl de solution transfast/µg d’ADN 

plasmidique, avec 4,5µg d’ADN pour un puit de 9 cm2 semi-confluent. Le transfast et 

l’ADN sont incubés 1 heure sur les cellules à 37°C en absence de sérum, puis du milieu 

complet est rajouté. Les cellules sont placées à 37°C dans une atmosphèe à 5% de CO2 

et diluées 20 fois 24 h plus tard. Vingt-quatre heures après la dilution, les cellules sont 

sélectionnées par l’ajout de 300µg/ml de zéocine. Dix jours plus tard, les colonies 

résistantes apparaissent. Vingt colonies par mutations sont isolées, amplifiées et testées 

pour l’expression et l’activité de la protéine IL4I1 mutante produite. Un clone par type de 

mutation est choisi pour l’analyse successive.  

 

5. Caractérisation de l’expression d’IL4I1 dans les  clones 
développés. 

 
•  Préparation des échantillons. 

 

Les échantillons sont : soit des milieux de culture, soit des extraits cellulaires 

totaux. Les milieux sont dissous à 4/5ème dans un tampon de charge sur gel contenant 

0.045M de Tris-HCl pH 6.8, 10% glycerol, 1% SDS et 50mM de Bleu de bromophénol. 

Les cellules sont placées dans du « Phosphate Buffer Saline » (PBS) contenant 

un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Complet mini, Roche). Les extraits totaux sont 

obtenus par lyse des cellules par cycles successifs de congélation et de décongélation 

en azote liquide et à 37°C. Après 4 cycles de lyse,  les échantillons sont centrifugés 

10mn à 10000g à 4°C afin d’éliminer les débris cell ulaire et le noyau et le surnageant 

récupéré. Dans ceci, les échantillons protéiques sont dosés par un test de Bradford en 

utilisant le kit Biorad en comparaison à une courbe étalon d’albumine bovine sérique 

(BSA).  

•  Western blot. 
 

 Dix microgrammes de protéines sont chargés sur un gel à 8% d’acrylamide. 

Après migration, les protéines sont transferées sur une membrane de fluore de 



              142 

polyvinylidene (PVDF) (Millipore) grace à un transfert demi-sec (InVitrogen) dans un 

tampon contenant 25mM Tris et 192mM glycine pH 8,3, 20% éthanol. 

Après blocage de la membrane avec une solution contenant 5% BSA, la protéine 

mIL4I1 étiquettée est révélée grâce à un anticorps-anti-myc (clone 9E10 Calbiochem 

2µg/ml) et un anticorps secondaire anti-anticorps de souris couplé à la peroxydase 

(Sigma, 0.5µg/ml,). Une révélation par chemoluminescence est réalisée en utilisant de 

l’ECL plus (GE Healthcare). La luminescence est détectée par le système Autochemi et le 

logiciel Labworks analysis (UVP). 
 

6. Caractérisation de l’activité enzymatique de la protéine 

IL4I1 exprimée. 

 

La protéine IL4I1 présente une activité enzymatique de dégradation de la 

phénylalanine en phenylpyruvate et H2O2. Le test mesure, de façon indirecte, l’H2O2 

produite en présence de phénylalanine. Cette production est révélée grâce à un substrat 

de la peroxydase : le 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex red, Molecular Probes, 

InVitrogen) qui est oxydé en présence de peroxydase et d’H2O2 pour former une molécule 

fluorescente : la resorufine. La fluorescence est mesurée à 590 nm après excitation à 550 

nm dans un lecteur de plaque Fluostar Optima (LGB Labtech). En pratique, 40µl 

d’échantillon sont déposés en plaque 96 puits en présence ou en absence de 10mM de 

phénylalanine et avec 50µl de mélange contenant 0,2µg/µl d’amplex red et 0,0225 µU/µl 

de peroxydase dans du PBS. 

 
Afin d’évaluer la cinétique de sécrétion des différents clones développés, ceux-ci 

sont ensemencés dans des plaques 6W à 1,5.106 cellules/puit. et cultivés dans 4ml de 

DMEM sans rouge phénol avec 1% de SVF. Après 4 heures de culture, 200µl de milieu 

sont prélevés toutes les deux heures pour la réalisation d’un test d’activité IL4I1 sur 40µl. 

Après 30 heures de cultures, un test d’activité est réalisé sur les cellules et le reste de 

milieu. 
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C. Résultats 

1. Développement des mutants IL4I1. 
 

Les acides aminés sélectionnés pour la mutagenèse dirigée dans la séquence 

d’IL4I1 murine sont représentés sur la figure 25  et sont changés en alanine, acide aminé 

neutre. Un double mutant des deux acides aminés R129A et E478A a également été 

réalisé. L'ensemble de ces mutants a été développé à partir du plasmide codant pour la 

protéine IL4I1 murine native présentant une étiquette myc et une queue de 6 histidines en 

C-terminal. La présence de ces deux étiquettes C-terminales ne modifie pas les 

caractéristiques biochimique de la protéine IL4I1 [Boulland et al. 2007]. Le séquençage 

des plasmides obtenus a permis de vérifier l’absence de mutations additionnelles. Ces 

différents mutants sont représentés sur la figure 25 B . 

 En parallèle, nous avons développé un mutant non sécrété de la protéine 

IL4I1 appelé DeltaPS. Pour cela, nous avons amplifié l'ADNc de l'IL4I1 native sans les 21 

codons correspondant au peptide signal.  
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Figure 2 5 : Mutagenèse dirigée  
(A). Schéma tridimensionnel de la protéine L-amino acid oxydase de venin de Calloselasma rhodostoma. 
Les acides aminés clés de l’activité enzymatique de cette LAAO sont encadrés en rose. Les acides 
aminés R90 et E457 sont impliqués respectivement dans la liaison au substrat phénylalanine et au 
cofacteur FAD. L’acide aminé H223 est impliqué dans l’ouverture du canal contrôlant l’entrée de l’O2 et de 
la phénylalanine dans le site catalytique ainsi que la sortie d’H2O2.  
(B) Schéma des différents mutants la protéine mIL4I1 produits par mutagenèse dirigée. Les acides aminés 
cibles: E478, H249 et R129 sont mutés en alanine acide aminé neutre. Le point rouge représente la 
position de la mutation dans la séquence codante. Les acides aminés 1 à 21 sont délétés dans le mutant 
DeltaPS. Deux étiquettes codant respectivement pour myc et pour 6 Histidines sont rajoutées dans la 
région C-terminale de la séquence Ces deux étiquettes ne modifient pas les caractéristiques biochimiques 
de la protéine. 
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D’après P.D.Pawelek et al, EMBO, 2000
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2. La sécrétion des mutants DeltaPS, E478A et le do uble mutant 

R129A/E478A est diminuée. 

 
 Les cellules B16GP33 ne présentent pas d'activité d'IL4I1. A partir de ces 

cellules, nous avons généré les clones R129A, E478A, H249A et R129A/E478A exprimant 

constitutivement une forme mutée de la protéine IL4I1 murine et un clone DeltaPS 

exprimant une protéine IL4I1 murine sans peptide signal. Aucune toxicité des mutants 

d’IL4I1 n'est observée dans ces cellules.  

 Nous avons évalué l'expression des différents mutants d'IL4I1 dans les 

surnageants de culture et les extraits cellulaires par Western blot utilisant un anticorps 

reconnaissant la queue myc C-terminale (Figure 26) . Dans les extraits cellulaires, cette 

expression est observée à des niveaux légèrement variables en comparaison à la protéine 

native exprimée par le clone B8. Aucun signal spécifique n’est détecté dans les extraits et 

les surnageants du clone contrôle A1 transfecté avec le vecteur vide. Comme attendu, le 

mutant DeltaPS présente une taille inférieure à la taille de 75kD de la protéine native et 

n’est pas détecté dans le milieu de culture. Nous avons précédemment montré qu’IL4I1 

est une protéine N-glycosylée. La N-glycosylation consiste en l'ajout de glucides sur les 

résidus asparagine (N) de la protéine lors de son passage dans la lumière du réticulum 

endoplasmique rugueux puis dans l'appareil de Golgi. En l'absence de peptide signal, la 

protéine IL4I1 ne peut franchir la membrane du réticulum endoplasmique, ce qui devrait 

interdire sa glycosylation, pouvant contribuer ainsi à sa plus petite taille. La sécrétion du 

mutant R129A ne semble pas modifiée. Comme observé pour la protéine humaine, le 

mutant E478A semble peu sécrété, de même que le mutant H249A, tandis que le double 

mutant R129A/ E478A n’est pas du tout détecté dans le milieu de culture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 6 : Les mutants DeltaPS, E478A et le double mutant R129A/E478A présentent une sécrétion 
d'IL4I1 modifiée.   
Les extraits cellulaires et les milieux de culture des cellules B16GP33 transfectées avec les vecteurs codant 
pour une protéine IL4I1 étiquettée myc et mutée sur les acides aminés cibles E478, H249, R129, le double 
mutant R129A/E478A ou une protéine IL4I1 sans peptide signal sont analysées par Western blot. Des 
cellules B16GP33 transfectées avec un vecteur vide (A1) ou avec le vecteur codant la protéine IL4I1 
étiquettée native (B8) sont utilisés en contrôle de la transfection.  
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3. Les mutations DeltaPS, E478A et la double mutati on 

R129A/E478A modifient l'activité de la protéine IL4 I1. 

 

Les différents mutants ont été testés pour leur activité oxydative de la 

phénylalanine. Comme certains mutants présentent un défaut de sécrétion d’IL4I1, 

l'activité a été mesurée sur les extraits cellulaires (Figure 27) . Comme attendu, le clone 

contrôle A1 ne présente aucune activité, alors que le clone B8 produit 235±60 pmoles 

H2O2/105cellules/h (moyenne +/- écart-type de 5 tests). Le mutant H249A présente une 

activité similaire à celle observée dans le clone B8. Le mutant R129A semble 

paradoxalement plus actif. A contrario, les mutants E478A, R129A/E478A et DeltaPS 

présentent une activité très faible, proche de celle du bruit de fond mesurable sur le lysat 

contrôle A1. Or, les clones R129A/E478A et DeltaPS ne sont pas sécrétés. La perte du 

peptide signal et la double mutation R129A/E478A affectent donc à la fois l’activité de 

l’enzyme et sa sécrétion.  
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Figure 2 7: Les mutations DeltaPS, E478A et la double mutatio n R129A+E478A modifient 
l'activité de la protéine IL4I1.   
L’activité IL4I1 des extraits cellulaires et les milieux de culture des cellules B16GP33 transfectées 
avec les vecteurs codant pour une protéine IL4I1 étiquettée myc et mutée sur les acides aminés 
cibles E478, H249, R129, le double mutant R129A/E478A ou une protéine IL4I1 sans peptide 
signal sont analysées. Des cellules B16GP33 transfectées avec un vecteur vide (A1) ou avec le 
vecteur codant la protéine IL4I1 étiquettée native (B8) sont utilisés en contrôle de l’activité IL4I1. 
L’activité IL4I1 est exprimée en pmoles H202/h pour 105 cellules finales. 
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4. Tous les mutants présentent un défaut de cinétiq ue de sécrétion. 
 
Pour s’assurer du défaut de sécrétion de l’enzyme, observé en Western blot, nous 

avons mesuré la cinétique de l’activité enzymatique dans le milieu des mutants pendant 

30 heures de culture (Figure 28) . L'augmentation de l'activité IL4I1 dans les milieux est 

exprimée en ratio par rapport à la mesure d'activité à 4 heures de culture. L'activité du 

clone B8 exprimant la protéine native augmente fortement et de façon linéaire dès 6 

heures après l'ensemencement des cellules avec une pente de 0,14. L’activité des 

mutants H249A et R129A augmente plus lentement avec une pente de 0,05 et 0,07 

respectivement, ce qui confirme un défaut de sécrétion de ces mutants, dont l’activité 

intracellulaire est conservée. Enfin, l’activité des mutants E478A et R129A/E478A 

n’augmente pas au cours du test. Le double mutant R129A/E478A n’est pas détectable 

par Western blot dans le milieu, alors qu’il est détectable dans les cellules mais inactif. 

Pour ce double mutant les résultats de la cinétique traduisent à la fois l’absence d’activité 

intrinsèque et de sécrétion de la protéine. En revanche, le mutant E478A est détectable 

par Western blot dans les cellules et le milieu, mais inactif lorsqu’il est extrait des cellules. 

L’absence d’activité sécrétée traduit donc dans le cas de ce mutant uniquement la perte 

intrinsèque de la capacité à dégrader la phénylalanine. Ce mutant pourrait donc permettre 

d’explorer le rôle de l’activité d’IL4I1 dans l’échappement tumoral au système immunitaire 

dans le modèle murin de mélanome. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 8: Tous les mutants présentent un défaut de cinétique d e sécrétion.   
 
Pour évaluer la cinétique de sécrétion des différents mutants générés, les cellules sont ensemencées à 
1,5.106 cellules dans des plaques 6 puits. Après 4 heures de culture, l’activité IL4I1 dans le milieu de 
culture des clones est testée toutes les deux heures. La cinétique  de l’activité IL4I1 dans le milieu de 
culture est exprimée en ratio par rapport à la première valeur d’activité IL4I1 mesurée 4 heures après 
l’ensemencement des cellules.  
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D. Conclusion 

 

Pour déterminer si IL4I1 exerce son rôle immunosuppresseur in vivo via un 

récepteur de surface et/ou son activité de dégradation de la phénylalanine, nous avons 

développé une protéine privée de son peptide signal et plusieurs protéines mutées sur des 

acides aminés potentiellement impliqués dans l’activité enzymatique.  

Les clones cellulaires transfectés avec les plasmides codant ces différents mutants 

expriment tous la protéine au niveau cellulaire. Les niveaux d’expression évalués semi-

quantitativement par Western-blot sont peu différents de ceux du clone cellulaire 

exprimant la protéine native. En revanche, des différences importantes sont notées dans 

le milieu : le mutant DeltaPS et le double mutant R129A/E478A n’étant pas sécrétés de 

façon détectable. Malheureusement, ces deux mutants sont également inactifs et ne sont 

donc pas utilisables pour répondre à la question posée dans le modèle murin. Dans le cas 

du mutant sans peptide signal, la perte de la N-glycosylation pourrait être responsable de 

la perte d’activité de l’enzyme, comme cela a été observé après traitement à la 

tunicamycine des cellules HEK293 exprimant la protéine native humaine [Boulland et al. 

2007]. 

La comparaison des résultats de Western blot et d’activité dans les milieux de 

culture fait apparaître que seul le mutant E478A présente un défaut intrinsèque d’activité 

IL4I1 tout en étant sécrété. Ces caractéristiques en font un mutant de choix pour l’étude in 

vivo du rôle d’IL4I1 dans l’échappement tumoral. Ces résultats restent toutefois à 

confirmer et à compléter. 
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Après plus d’un siècle de controverse, l’existence d’une réponse immunitaire 

anti-tumorale et l’importance de l’efficacité de cette réponse dans la régression des 

tumeurs ne sont plus à démontrer. Ainsi, de nouvelles thérapeutiques anti-cancéreuses 

visant à stimuler le système immunitaire du patient vis-à-vis de sa tumeur ont été 

développées. Récemment, la Food and Drug Administration (FDA) a autorisé la mise 

sur le marché du vaccin Provenge (sipuleucel-T) mis au point par Dendreon, premier 

vaccin thérapeutique dans le cancer de la prostate. Ce vaccin est composé de cellules 

mononucléées autologues du sang, chargées en culture avec la phosphatase acide 

prostatique (antigène tumoral) couplée au GM-CSF. Cette protéine recombinante 

active in vivo les lymphocytes T spécifiques de la phosphatase acide prostatique 

[Plosker 2011]  

Cependant, jusqu’à aujourd’hui la plupart des stratégies d’immunothérapie ont 

donné des résultats décevants en clinique, malgré l’induction ou l’amplification des 

réponses lymphocytaires T antitumorales. L’identification des mécanismes 

d’échappement tumoral au système immunitaire et la compréhension des liens 

unissant ces différents mécanismes restent donc parmi les défis majeurs à relever pour 

développer des thérapeutiques immunologiques efficaces. 

Les interactions du système immunitaire et de la cellule cancéreuse lors du 

développement tumoral sont extraordinairement complexes. Le microenvironnement et 

la cellule tumorale peuvent restreindre l’efficacité des réponses anti-tumorales par une 

variété de stratégies immunosuppressives. Hanahan et Weinberg ont proposé en 2000 

une série de 6 propriétés nécessairement acquises par les cellules au cours du 

processus de transformation : insensibilité aux inhibiteurs de croissance, 

autosuffisance, potentiel réplicatif illimité, capacités angiogéniques, évasion de 

l’apoptose, invasion tissulaire et potentiel métastatique [Hanahan et al. 2000]. La 

capacité d’échappement au système immunitaire a récemment été décrite comme une 

7ème caractéristique des cellules tumorales [Dunn et al. 2004; Zitvogel et al. 2006]. Un 

des mécanismes utilisés est représenté par la production d’enzymes 

immunosuppressives par les cellules tumorales et/ou les cellules myéloïdes infiltrant la 

tumeur, telles que les TAM ou les MDSC. L’IDO, par exemple, inhibe la réponse 

immunitaire anti-tumorale en bloquant les lymphocytes T effecteurs en phase G1 du 

cycle cellulaire et en activant les lymphocytes Treg.  

Dans le laboratoire, nous avons mis en évidence les propriétés 

immunosuppressives d’IL4I1. Cette enzyme présente de nombreux points communs 
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avec les autres enzymes immunosuppressives identifiées : capacité à cataboliser un 

acide aminé essentiel pour produire des métabolites toxiques, production par des 

cellules tumorales ou des cellules du microenvironnement, inhibition de la prolifération 

des lymphocytes T. 

Dans un premier temps, nous avons défini les conditions d’expression de 

l’enzyme IL4I1. La protéine IL4I1 a été initialement décrite dans les lymphocytes B 

stimulés par l’IL-4. Cependant, l’étude de coupes immunohistologiques d’amygdale 

normale et de tumeurs nous a permis de mettre en évidence une forte expression 

d’IL4I1 dans les cellules myéloïdes. Au cours de ma thèse, nous avons montré que les 

DC et les macrophages sont les principaux producteurs d'IL4I1 in vitro et in vivo dans 

des lésions inflammatoires chroniques. L'induction d'IL4I1 dans ces cellules est 

dépendante des interférons (IFNγ ou IFN de type I) et/ou de ligands des TLR tels que 

le LPS via des voies de signalisation impliquant respectivement les facteurs de 

transcription STAT1 et NFκB. En accord avec ces résultats, une forte expression 

d’IL4I1 est détectée dans les granulomes de type Th1, en particulier dans les cellules 

géantes multinucléées. Les conditions d’expression d’IL4I1 dans les cellules d’origine 

myéloïde rappellent celles de l’IDO, qui est également détectée dans des granulomes 

de type Th1 [Popov et al. 2006]. En revanche, les lymphocytes B expriment IL4I1 en 

réponse à une activation de l'axe IL-4/STAT6 ou de la voie NF-κB et, à l’exception de 

lymphocytes B tumoraux, beaucoup plus faiblement que les macrophages et DC. 

L’enzyme pourrait donc jouer un rôle différent dans ces deux types de populations 

cellulaires. L'expression d'IL4I1 par les cellules myéloïdes diminue in vitro la 

prolifération des lymphocytes T mais également leur sécrétion d'IL2, d'IFNγ et de 

chimiokines pro-inflammatoires et pourrait ainsi contribuer à limiter la réponse Th1 in 

vivo. A ce rôle pourrait s’adjoindre une inhibition directe de la croissance du pathogène 

(résultats non publiés du laboratoire), comme cela été suggéré pour une LAAO de 

poisson [Jung et al. 2000]. 

 

Les tumeurs représentent une situation d’inflammation chronique. La présence 

locale d’IFNγ pourrait expliquer l’expression d’IL4I1 retrouvée dans les TAM infiltrant de 

nombreux types de cancers humains [Carbonnelle-Puscian et al. 2009]. En outre, un 

certain nombre de tumeurs présentent une expression d’IL4I1 dans les cellules 

tumorales. C’est notamment le cas des mésothéliomes, de certains carcinomes du 
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poumon et du colon et d’une partie des lymphomes B d’origine centrogerminative tels 

que le lymphome folliculaire et le lymphome de Hodgkin. Dans les lymphomes de 

Hodgkin, une activation constitutive de la voie de signalisation NFκB pourrait expliquer 

la forte expression d’IL4I1 fréquemment retrouvée in vivo [Kuppers 2009]. De façon 

intéressante, il a été récemment montré qu’IL4I1 est un des principaux gènes cibles de 

l’activité ectopique de la cytidine déaminase « activation induced cytidine deaminase » 

(AID) [Yamane et al. 2011]. Cette enzyme est exprimée transitoirement dans les 

lymphocytes B centrogerminatifs, dans lesquels elle induit l’apparition des mutations 

somatiques des parties variables des gènes d’immunoglobulines et participe à la 

commutation isotypique. Son expression prolongée dans les cellules lymphomateuses 

d’origine centrogerminative pourrait jouer un rôle dans des modifications de 

l’expression ou de l’activité d’IL4I1. Une étude pilote réalisée dans l’équipe sur 23 

patients atteints de lymphome folliculaire a montré qu’une forte expression d’IL41 dans 

la tumeur au diagnostic est associée à des facteurs de bon pronostic. Ceci suggère 

que l’IL4I1 produite par les cellules lymphomateuses pourrait cibler les lymphocytes 

TFH qui soutiennent la croissance tumorale [Roulland et al. 2008].  

En revanche, dans les tumeurs non lymphoïdes, l’inhibition des lymphocytes T 

effecteurs a été généralement associée à l’échappement tumoral. Dans le modèle 

murin que j’ai mis au point au cours de ma thèse, l’expression intratumorale d’IL4I1 est 

clairement responsable d’une fréquence accrue d’apparition des tumeurs et d’une 

inhibition de la prolifération, de la cytotoxicité et de la production d’IFNγ des 

lymphocytes T CD8+ antitumoraux. Une expression partielle d’IL4I1 dans la tumeur, à 

des niveaux d’activité équivalents à ceux observées chez l’homme, est suffisante pour 

conduire à un échappement tumoral à la réponse immunitaire. Dans une étude du rôle 

pronostic des transcrits exprimés par le stroma de tumeurs mammaires, Finak et 

collaborateursl ont montré une surexpression de l’ARNm d’IL4I1 associée aux tumeurs 

de mauvais pronostic [Finak et al. 2008]. Ainsi, IL4I1 pourrait contribuer à la 

progression des tumeurs humaines en compromettant la réponse T cytotoxique anti-

tumorale. 

 
Afin de définir le mode d’action d’IL4I1 dans ce modèle, via l’activité 

enzymatique et/ou la liaison éventuelle à un récepteur de surface, nous avons choisi 

de développer des mutants inactifs ou non sécrétés de la protéine. La stratégie 

adoptée a été, d’une part de générer une séquence sans peptide signal (DeltaPS) et 
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d’autre part des mutants d’acides aminés sur la base de l’homologie de séquence entre 

IL4I1 et la LAAO du serpent Calloselasma rhodostoma qui a été cristallisée. Le mutant 

DeltaPS est non seulement non sécrété mais également inactif, probablement par un 

défaut de glycosylation, ce qui le rend impropre à répondre à notre question. Parmi les 

autres mutants générés, seul le mutant E478A a permis d’obtenir une protéine inactive 

mais sécrétée, bien qu’à de plus faibles niveaux que ceux de la protéine native. Le 

faible taux de succès de la stratégie de mutagénèse dirigée pourrait s’expliquer par 

l’homologie partielle (37%) d’IL4I1 avec la LAAO de Calloselasma rhodostoma 

[Raibekas et al. 1998]. Certains acides aminés spécifiques de la séquence d’IL4I1 

pourraient modifier le site catalytique tel qu’il est décrit pour les LAAO de serpent. Dans 

une étude récente des polymorphismes mononucléotiques (SNP) de la protéine 

humaine, nous avons mis en évidence que le changement de l’aspartate D296 en 

glutamate (E), tel que dans la séquence de Crotalus Atrox, produit une protéine IL4I1 

active non sécrétée. Cette mutation pourrait être introduite dans la séquence murine. 

Le mutant obtenu pourrait être testé en parallèle avec le mutant E478A dans le modèle 

de tumeur murine. 

 

La dégradation de la phénylalanine par la protéine IL4I1 produit de l’ammoniac, 

du phénylpyruvate et du peroxyde d’hydrogène. In vitro, nous avons précédemment 

montré que l’effet immunomodulateur de la protéine IL4I1 est dû, au moins en partie, à 

la production d’H2O2. L’H2O2 est connu pour ses effets suppresseurs des fonctions 

cellulaires T, notamment via la modulation de la signalisation du TCR [Kono et al. 

1996; Otsuji et al. 1996; Schmielau et al. 2001; Takahashi et al. 2005]. Seules de fortes 

doses d’H2O2 induisent l’apoptose des lymphocytes T [Takahashi et al. 2005]. Une 

étude réalisée par Mougiakakos et collaborateurs a montré que les lymphocytes Treg 

sont beaucoup moins sensibles à l’H2O2 que les lymphocytes T effecteurs, grâce à une 

meilleure capacité anti-oxydante [Mougiakakos et al. 2009; Mougiakakos et al. 2011]. 

IL4I1 pourrait donc contribuer à diminuer le ratio T effecteurs/Treg dans le 

microenvironnement tumoral. 

Nous n’avons pas exploré in vitro l’effet de la carence en phénylalanine induite 

par l’activité IL4I1. Il a été montré dans la littérature que la carence en acides aminés 

déclenche l’inactivation du complexe mTOR, central dans la survie, la prolifération et 

les fonctions lymphocytaires T [Powell et al. 1999; Powell et al. 2010] , aboutissant 

ainsi à l’inhibition de la prolifération T [Cobbold et al. 2009]. De plus, il a été montré très 
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récemment que l’inactivation de la kinase centrale du complexe mTOR, modifie la 

polarisation fonctionnelle des lymphocytes T, conduisant à l’inhibition des fonctions 

effectrices au profit des fonctions T régulatrices [Delgoffe et al. 2009]. Dans le contexte 

de la tumeur, IL4I1 pourrait donc exacerber les dysfonctions immunitaires en induisant 

un enrichissement sélectif en Treg dans le microenvironnement tumoral et/ou dans les 

organes lymphoïdes de drainage. Le rôle d’IL4I1 sur l’expansion des populations Tregs 

est en cours d’exploration in vitro au laboratoire. 

 

En dehors des cellules tumorales et des TAM, IL4I1 pourrait être impliquée dans 

l’action de différentes populations immunosuppressives dans le cancer. En effet, une 

surexpression des transcrits d’IL4I1 a été mise en évidence dans une population de 

lymphocytes T CD8+ présentant une activité pro-tumorale. Cette population 

nouvellement décrite inhibe les lymphocytes T cytotoxiques via notamment la 

production d’IL-10 [Kwong et al. 2010]. Une augmentation de l’expression des ARNm 

d’IL4I1 a également été mise en évidence dans les MDSC après 24 heures de culture 

[Gallina et al. 2006]. De plus, des MDSC stimulées par du LPS et de l’IFNγ, principaux 

inducteurs d’IL4I1, conditionnent les DC à acquérir des fonctions tolérogéniques et à 

induire l’anergie des cellules T in vitro [Greifenberg et al. 2009]. 

 

IDO et IL4I1 sont toutes les deux induites après stimulation par l’IFNγ et agissent 

par des mécanismes proches, permettant d’imaginer qu’elles puissent être exprimées 

dans le même environnement et agir en synergie. Une expression concomitante d’IL4I1 

et d’IDO dans les tumeurs semble donc envisageable, ce que nous avons, en effet, 

observé chez un patient atteint de mésothéliome. Il sera intéressant par la suite, de 

caractériser l’effet de cette co-expression sur la réponse anti-tumorale. IL4I1 pourrait 

être avec IDO un des mécanismes facilitant le passage de l’état d’équilibre à l’état 

d’échappement tumoral au système immunitaire décrit par le groupe de Schreiber 

[Koebel et al. 2007]. 

 

Pour conclure, nous avons caractérisé les conditions d’expression d’IL4I1 et 

démontré son rôle immunosuppressif in vivo dans un modèle de cancer. Nos résultats 

suggèrent qu’IL4I1 pourrait être la cible de traitements adjuvants dans le cancer, ce 

d’autant qu’elle est facile d’accès car sécrétée et d’expression normale restreinte. Les 

stratégies visant à inhiber les mécanismes immunosuppressifs (Treg, MDSC, axe 
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PD1/PD-L1, IDO, TGFβ, IL-10) développés par les tumeurs font en effet l’objet 

actuellement d’un intérêt particulier comme adjuvantes de thérapies conventionnelles 

ou d’immunothérapies plus classiques. 
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Immunosuppression associée à l’enzyme Interleukine- 4 induced gene 1 (IL4I1) : 
Régulation de l’expression dans les cellules humain es et rôle dans l’échappement 

tumoral à la réponse immune dans un modèle murin 
 

RESUME : La protéine IL4I1 est une enzyme sécrétée dont l’activité L-amino acide oxydase vis-à-vis 
de la phénylalanine inhibe la prolifération des lymphocytes T in vitro (Boulland et al, Blood 2007). 
Comme d’autres enzymes immunosuppressives, elle est exprimée dans les tumeurs au niveau des 
cellules myéloïdes et/ou des cellules tumorales (Carbonnelle-Puscian et al, Leukemia 2009). Le but de 
cette thèse a été de caractériser les conditions d’expression d’IL4I1 et de comprendre son rôle dans le 
cancer. 
 Nous avons montré que les macrophages et les cellules dendritiques représentent la principale 
source d’IL4I1 in vitro et dans des lésions inflammatoires chroniques. L’expression d’IL4I1 dans les 
phagocytes mononucléés est induite par les interférons ou les ligands de TLR, activant respectivement 
STAT1 et NF-κB, tandis que les lymphocytes B expriment des niveaux nettement plus faibles d’IL4I1 
sous le contrôle de la voie IL-4/STAT6 et de la voie CD40/NFκB. L’expression d’IL4I1 par des cellules 
monocytaires inhibe la production de cytokines Th1 et pourrait donc contribuer à la régulation de 
l’inflammation Th1 in vivo. 
 Dans un modèle murin de cancer, l’expression d’IL4I1 facilite le développement tumoral en 
diminuant la réponse T cytotoxique spécifique de la tumeur. Ceci est observé à des niveaux d’activité 
IL4I1 proches de ceux mesurés dans des tumeurs humaines, suggérant qu’IL4I1 puisse contribuer à 
l’échappement des tumeurs au système immunitaire chez l’homme. Nous avons développé plusieurs 
mutants d’IL4I1, afin d’évaluer l’impact de l’activité enzymatique versus celui de l’éventuelle liaison de 
l’enzyme à un récepteur, dans l’effet protumoral observé. Un de ces mutants est actuellement 
disponible pour une étude chez la souris. 

Nos résultats installent définitivement IL4I1 dans le panorama des enzymes 
immunosuppressives associées au cancer et ouvrent la voie au développement d’inhibiteurs 
spécifiques comme outils thérapeutiques. 
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TITRE EN ANGLAIS :  Immunosuppression induced by Interleukin-4 Induced  gene 1 (IL4I1): 
Regulation of expression in human cells and role in  tumor escape from the immune response in 
a murine model  
SUMMARY: The IL4I1 protein is a secreted L-amino acid oxidase, which inhibits T cell proliferation 
through phenylalanine degradation in vitro (Boulland et al, Blood 2007). Similar to previously described 
immunosuppressive enzymes, IL4I1 is expressed in cancer by myeloid cells and/or tumor cells 
(Carbonnelle-Puscian et al, Leukemia 2009). The aim of this work was to characterize the cells and 
stimuli associated with IL4I1 expression and to decipher its role in cancer. 
 We showed that macrophages and dendritic cells are the main source of IL4I1 in vitro and in 
chronic inflammatory lesions. IL4I1 expression in mononuclear phagocytes is induced by interferons or 
TLR ligands, which act through STAT1 and NFκB respectively. Conversely, B cells express dramatically 
lower levels of IL4I1 under the control of IL-4/STAT6 and CD40/NFκB. IL4I1 expression by monocytic 
cells inhibits the production of Th1 cytokines and may thus contribute to Th1 inflammation control in 
vivo. 
 In a murine model of cancer, IL4I1 expression facilitates tumor development by depressing the 
tumor specific cytotoxic T cell response. This is observed for IL4I1 activity levels in the range of those 
measured in human tumors, suggesting that IL4I1 may contribute to tumor immune escape in humans. 
We developed several IL4I1 mutants to discriminate the role of the enzymatic activity versus the binding 
to a putative cell surface receptor in the protumor effect observed. One of these mutants is currently 
available for in vivo testing. 

Our results definitively establish IL4I1 in the family of immunosuppressive enzymes associated 
with cancer and pave the way for the development of specific inhibitors as therapeutic tools. 
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