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RESUME

 

 

 L’interleukine-4, cytokine clef du système immunitaire, est l’une des composantes 

principales de la réponse humorale. Un variant d’épissage de l’IL-4 humaine, nommé IL-4δ2 

est caractérisé par une délétion de l’exon 2. L’expression d’isoformes de cytokines peut être 

spécifique d’un tissu, d’un stimulus ou d’un état pathologique. Un intérêt particulier leur est 

accordé car leur présence ou leur niveau d’expression peut en faire des biomarqueurs 

potentiels de certains stades pathologiques. Ainsi, ce projet a été consacré à l’étude de 

l’expression et de la fonctionnalité de l’IL-4δ2 dans le but de mieux caractériser son rôle au 

sein de la réponse immunitaire.  

Une étude cinétique des niveaux d’expression de l’interleukine-4 et de son variant, 

réalisée chez des donneurs sains, montre une expression de ces deux variants dépendante du 

donneur. L’étude a été poursuivie pour déterminer le type cellulaire capable de produire l’IL-

4δ2. Ainsi, l’IL-4δ2 ne semble pas être exprimée par les cellules CD4+ et CD8+ à l’inverse 

des granulocytes. 

La fonction agoniste ou antagoniste à l’IL-4, de l’isoforme δ2, sujette à controverse, a 

justifié une exploration de sa fonctionnalité. Nous avons ainsi évalué la capacité de l’IL-4δ2 à 

activer les voies de signalisation de l’IL-4. Une absence d’activation de mécanismes 

cellulaires similaires à l’IL-4 nous suggère un potentiel rôle inhibiteur de ce variant. 

Au cours du travail sur l’IL-4δ2, un nouveau variant d’épissage de l’IL-4 a été 

découvert chez l’homme. Par épissage alternatif, un nouvel exon est retenu dans l’ARNm de 

ce variant. L’étude de celui-ci nous a permis de proposer, pour cet ARNm, une dégradation 

par le mécanisme de Nonsens-Mediated Decay (NMD). Cette découverte apporte un niveau 

supplémentaire dans la compréhension du système de régulation de l’IL-4. 

Ce sujet d’étude apporte de nouveaux éléments quant à l’expression et la fonction de 

l’IL-4δ2. De plus, l’identification d’un nouveau variant d’épissage enrichit la connaissance 

sur la régulation de l’expression du gène de l’Il4. D’une façon générale, la prise en compte 

des variants d’épissage des cytokines devrait permettre de mieux caractériser la réponse 

immunitaire, essentielle dans un contexte de vaccinologie.  

  

 

 

MOTS CLEFS 

Interleukine-4, épissage alternatif, Nonsens-Mediated Decay, système immunitaire, 

fonctionnalité, régulation. 

 

LABORATOIRE D’ACCUEIL 

Sanofi Pasteur, Département recherche et Développement 

1541 avenue Marcel Mérieux, 69280 Marcy l’Etoile
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ABSTRACT

 

 

Analysis of Interleukin-4 alternative splice variants in the study of the 

immune response 

 

 Interleukin-4 (IL-4) is a key cytokine driving the humoral component of the immune 

system. An alternative splice variant of human IL-4, deleted of the second exon and so called 

IL-4δ2 has been described. The expression of alternative splice variants is known to be tissue-

specific, dependent of a particular stimulus or a pathological state. Their potential as 

biomarkers is of increasing interest. Thus, this project was dedicated to the functionality of 

IL-4δ2, improving characterization of the immune response.  

 A kinetic study on the expression levels of IL-4 and its spliced variant, conducted on 

healthy donors has shown to be donor-specific. The determination of the cell type able to 

produce IL-4δ2 indicated that, CD4+ and CD8+ cells were not expressing the isoform, in 

contrast to granulocytes.  

 The controversial agonist or antagonist function of IL-4δ2 was discussed through 

functionality. The ability of IL-4δ2 to induce the signaling pathways of IL-4 was evaluated. 

An absence of similar profile of activation to IL-4 suggests a potential inhibitory role of IL-

4δ2. 

During the study on IL-4δ2, a new alternatively spliced variant of IL-4 was discovered 

in humans. Upon splicing, a new exon is retained in this variant. Its functional outcome as a 

substrate for Nonsens-Mediated Decay (NMD) allowed bringing a new insight in the 

comprehension of IL-4 regulatory system. 

Our work brought novel elements in the expression and functionality of IL-4δ2. 

Moreover, the discovery of a new alternatively spliced variant enriched the knowledge on the 

regulation pathways of Il4 gene expression. A focus on alternatively spliced variants of 

cytokines is likely to clarify the complex regulation of the immune system. 
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Dans un contexte de vaccinologie, un intérêt particulier est porté au système 

immunitaire et à la caractérisation des réponses induites suite à l’administration d’un vaccin. 

La réponse immunitaire ainsi générée est analysée notamment par la détection et la 

quantification des cytokines produites. Certaines d’entre elles ont été décrites sous différentes 

isoformes issues de l’épissage alternatif. Dotées de fonctions agonistes ou antagonistes par 

rapport à la protéine native, ces isoformes sont également pressenties comme biomarqueurs 

de certaines pathologies et sont, ou pourraient même être considérées comme composant d’un 

traitement. L’interleukine-4, cytokine clef de la réponse humorale, est l’une d’entre elles. 

Cette cytokine existe sous différentes isoformes issues de l’épissage alternatif dont les 

fonctions sont à l’heure actuelle soumises à controverse. Dans le but de caractériser au mieux 

la réponse immunitaire et d’éviter des biais dans la qualification de la réponse, nous avons 

consacré cette étude aux variants d’épissage de l’interleukine-4 et à la détermination de leurs 

fonctions. 

Afin de mieux appréhender les résultats, il nous est apparu important de traiter, dans 

cette partie introductive, du rôle de l’interleukine-4 au sein du système immunitaire et de 

développer les travaux déjà effectués sur les variants de cette cytokine. Au cours de ce travail 

de thèse de nouveaux variants d’épissage de l’interleukine-4 ont été identifiés et caractérisés 

par séquençage, ce qui nous a naturellement conduit à nous intéresser à la régulation de 

l’épissage de l’interleukine-4. Ainsi dans une deuxième partie introductive, des notions 

concernant l’épissage, l’épissage alternatif et la régulation de celui-ci sont développées. 

Ces différentes introductions permettront d’appréhender de façon plus claire et plus 

critique les résultats et discussions liées à ce sujet. 
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L’INTERLEUKINE-4 

 

 

I- Les cytokines  

 

1. Les interleukines, cytokines clefs du système immunitaire 

 

Les cellules du système immunitaire communiquent entre elles par l’intermédiaire de 

cytokines, messagers nécessaires à l’activation, la différenciation et l’homéostasie des 

cellules
1
. Les cytokines, produites par les cellules de l’immunité innée comme par les cellules 

de l’immunité acquise, sont des protéines, d’une masse moléculaire comprise entre 8 et 50 

kiloDalton (kDa), qui peuvent être glycosylées. 

 

 La famille des cytokines est composée de différents sous-types de protéines classées 

en fonction de leur action. Les facteurs nécrosant les tumeurs ou Tumor Necrosis Factor 

(TNF) vont réguler l'inflammation, le sommeil, la fièvre, l'hématopoïèse et la destruction 

osseuse. Les interférons (IFN) sont les cytokines effectrices. Avec les facteurs nécrosant les 

tumeurs, ils assurent la défense de l'organisme vis-à-vis des cancers et des infections virales
1
. 

Les chimiokines, quant à elles, constituent la plus grande famille de cytokines. Leur 

principale fonction est l’induction de la migration de cellules inflammatoires et non-

inflammatoires vers les tissus appropriés. 

 

 Les interleukines (IL) constituent l’un des groupes majeur des cytokines. Les 

interleukines ont  été découvertes en 1972 par Gery et Waksman en tant que facteur activant 

les lymphocytes, et produites par les macrophages. La séquence nucléotidique de l’IL-1 

humaine a été déterminée en 1984 par l’équipe de Dinarello
2
, après clonage et séquençage 

d’ADN complémentaire (ADNc) transcrit à partir d’ARN messager (ARNm) issus de 

monocytes humains. L’équipe de Dinarello rapporte que L’IL-1 est synthétisée par les 

monocytes et macrophages humains après stimulation par des endotoxines. Depuis de 

nouvelles interleukines ont été décrites. Les premières interleukines ont été nommées ainsi 

par leur expressions par les leucocytes (-leukin) et par leur fonction de communication 

intercellulaire (inter-). Les interleukines sont aujourd’hui numérotées de l’IL-1 à l’IL-36. 
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Parmi elles, la superfamille de l’IL-2, composée de l’IL-2, l’IL-4, l’IL-7, l’IL-9, l’IL-15 et 

l’IL-21, est caractérisée par le partage d’une sous-unité de récepteur, la chaine Ȗc qui joue un 

rôle majeur dans la prolifération et l’homéostasie des lymphocytes T
1
. 

 

 Chaque cytokine agit au niveau cellulaire par fixation à un ou plusieurs récepteurs 

cellulaires. Ceux-ci peuvent être spécifiques ou partagés entre différentes cytokines. La 

fixation de la cytokine à son récepteur induit différentes voies de signalisation. La plupart des 

cytokines utilisent la voie de signalisation Jak/STAT (JanusKinase/ Signal Transducers and 

Activators of Transcription) qui sera décrite pour l’interleukine-4, plus tard dans ce manuscrit. 

Ces voies de signalisation permettent l’activation ou l’inhibition de l’expression de gènes 

spécifiques. L’action des cytokines est régulée par les protéines SOCS (suppressors of 

cytokines signalling) qui inhibent les janus kinases, certains récepteurs de cytokines, et les 

molécules de signal, permettant de réguler l’action de différentes cytokines
3
.  

 

La plupart des cytokines peuvent agir seules comme en présence d’autres cytokines, 

ceci leur permettant d’avoir des fonctions diverses sur différents types cellulaires. De par leur 

très courte demi-vie, leur action se fait de manière paracrine, sur des cellules proches ou de 

manière autocrine sur les cellules productrices, et plus rarement de manière endocrine sur des 

cellules éloignées. Les fonctions des cytokines peuvent être redondantes. Par exemple, 

l’interleukine-2 (IL-2), l’IL-4 et l’IL-6 induisent la différenciation des lymphocytes B
4
 ou 

encore l’IL-4 et l’IL-13 ont une action anti-inflammatoire sur les monocytes
5
.  

 

Les cytokines sont impliquées dans la différenciation des lymphocytes T auxiliaires ou 

helpers (Th) naïfs en différents sous-types. Leur sécrétion par les différents sous-types de 

cellules Thelper permet de caractériser et de classifier ces cellules. La différenciation en ces 

différents sous-types est induite par des cytokines qui peuvent être similaires ou différentes 

des cytokines sécrétées par les cellules une fois différentiées et qui sont résumés dans la 

figure 1. Très longtemps, il a été question de l’équilibre Th1/Th2 régulant l’immunité 

cellulaire ou humorale. Les cellules Th1 sont différentiées par la présence d’IL-12 produites 

par les cellules dendritiques (CD) activées
6,7

. Ces cellules Th1, caractérisées par la sécrétion 

d’IFN-Ȗ, de TNF-α, de facteur stimulant les colonies de granulocytes et macrophages (GM-

CSF), permettent un support aux cellules T cytotoxiques
8
 ainsi qu’aux cellules 

phagocytaires
7
. La différenciation des T helpers naïves en population Th2 est, quant à elle, 

induite par l’IL-4. Cette différenciation provoque une production importante de cytokines par 
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les cellules Th2, telles que l’IL-4, l’IL-5, ou encore l’IL-13. Ces cytokines ont un rôle défini 

dans le maintien de la population Th2, dans la différenciation des cellules adjacentes et dans 

l’inhibition des autres sous-types cellulaires comme les Th1.  

 

 

 

 

 

Figure 1: Représentation de la différenciation des cellules T naïves en cellules Th1, Th2, 

Th17, Th9, Th22 ou Tfh et de leur implication dans la réponse immunitaire. Les facteurs de 

transcriptions sont indiqués dans les cellules, les cytokines produites dans les colonnes et les 

cytokines nécessaires à leur transformation sont associées aux flèches correspondant aux 

lignages. 

 

 

Récemment, en 2005, les cellules Th17 ont été caractérisées par Langrish, par la 

sécrétion des cytokines IL-17
9
. Encore plus récemment, de nouveaux sous-types ont été 

décrits, comme les cellules Th9 (sécrétion d’IL-9), Th22 (sécrétion d’IL-22) ou les cellules 

folliculaires helpers (Tfh) dont les fonctions sont encore peu définies et pour lesquelles une 

plasticité potentielle est évoquée. La plasticité cellulaire est caractérisée par la capacité de 
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certaines cellules à acquérir un nouveau phénotype sous l’action de cytokines spécifiques. Par 

exemple, Veldhoen et al. ont montré en 2008 que les cellules Th2 différentiées in vitro 

peuvent être « reprogrammées » en cellules Th9 en présence d’IL-4 et de TGFȕ10
. Ainsi, les 

cellules CD4+ de souris déficientes en récepteur de TGF-β ainsi que les cellules déficientes 

en STAT-6 (Signal Transducer and Activators of Transcription, facteur de transcription activé 

par l’IL-4) ne sont pas capables de se différencier en sous-type Th9, contrairement aux 

cellules de souris « wild type ». De même, les cellules Th17, peu stables dans certains 

environnements vont acquérir un phénotype Th1 en présence d’IL-12 et IL-23
11

. Initialement 

connue pour soutenir l’expansion et le maintien des cellules Th17, de nouvelles fonctions sont 

attribuées à l’IL-23. En effet, cette cytokine contribue à la présence de ces “ex-cellules Th17” 

nouvellement « Th1-like » qui jouent un rôle clef dans la pathogénicité de l'encéphalomyélite 

allergique expérimentale par la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires. Ces découvertes 

récentes sur la plasticité des cellules prouvent une adaptation du système immunitaire à 

différentes situations et infections. 

 

 

2. Les cytokines dans la réponse vaccinale  

 

L’analyse de la réponse immunitaire induite par un vaccin repose sur des marqueurs 

permettant de suivre la mise en place d’une réponse humorale et cellulaire. Les adjuvants 

peuvent aider à l’orientation de cette réponse. L’étude de la réponse à un antigène vaccinal 

s’effectue par le dosage des anticorps produits et par la quantification des cytokines sécrétées 

caractéristiques des cellules immunitaires engagées dans la réponse. 

Dans le cas d’une réponse humorale, les immunoglobulines (Ig) produites et sécrétées 

dans le sang sont estimées de façons quantitative et qualitative. Lors de l’étude chez l’animal 

(le plus souvent chez la souris) les isotypes sont déterminés par une séroconversion en IgG1 

(correspondant à l’IgG4 chez l’homme) laissant présager majoritairement une réponse Th2 

alors que les IgG2a (correspondant à l’IgG1 chez l’homme) témoignent d’une réponse Th1. 

Ces anticorps sécrétés dans la circulation et les fluides des muqueuses, sont produits par les 

lymphocytes B activés et différenciés en plasmocytes. Les lymphocytes B possèdent à leur 

surface un récepteur, le BCR (B cell Receptor) qui se trouve être la forme membranaire de 

l’anticorps produit. Les anticorps neutralisent l’antigène en se fixant à leur surface empêchant 

ainsi la réplication virale ou la diffusion de toxines
12

. Ils aident également à la destruction des 
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pathogènes extracellulaires par les cellules spécialisées de l’immunité innée (macrophages, 

neutrophiles). Enfin, ils peuvent activer le système du complément. 

 

 Le dosage des cytokines sécrétées suite à une restimulation in vitro des splénocytes est 

également une méthode très largement utilisée pour caractériser la réponse induite à 

l’encontre de l’antigène vaccinal. Une grande quantité de cytokines sont sécrétées par les 

lymphocytes T helpers, suite à l’exposition à un antigène. Parmi la grande famille des 

lymphocytes T helpers, les Th2 sont sollicités dans la réponse humorale mais aussi dans la 

défense contre les helminthes et les allergènes. Ces cellules sont caractérisées par la sécrétion 

des cytokines IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 et IL-25 (également appelée IL-17E)
6,13

. Ces différentes 

cytokines ont un large spectre de fonctions sur les cellules immunitaires mais aussi sur 

différents tissus. La mise en action des cellules Th2 provoque la production d’IgG1 et IgE par 

l’action de l’IL-4. L’IL-5, quant à elle, induit une destruction des pathogènes par l’activation 

des éosinophiles
8
 et l’IL-13 soutient la sécrétion de mucus et l’hypersensibilité des voies 

respiratoires, symptôme ressenti notamment par les patients asthmatiques
14

. L’IL-9, plus 

faiblement produite, recrute les mastocytes dans les poumons ou les intestins et peut induire 

une hyperplasie mastocytaire
13

. Les cellules Th2 sont également capables de produire de 

l’IL-24 connue pour ses effets anti-tumoraux
13

. Toutes ces cytokines interagissent ensemble 

dans la mise en place du phénotype Th2 en réponse à une infection ou à un antigène vaccinal 

mimant une infection. L’étude de l’IL-4 dans un contexte de vaccinologie prend tout son sens 

en raison de son implication dans l’immunité humorale.  
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II- L’Interleukine-4 

 

 Un co-facteur de la prolifération de lymphocytes B de souris hautement purifié
15

, a été 

découvert en 1982. Il a naturellement été nommée facteur stimulant les cellules B (BSF-1) ou 

encore facteur induisant la croissance des cellules B (BCGF)
70

. En 1986, un ADNc issu de 

lymphocytes T humains activés a été isolé et identifié comme correspondant au BSF-1 connu 

chez la souris. De nouvelles fonctions lui sont attribuées comme l’induction de la prolifération 

cellulaire T, fonction partagée par les lymphokines. Cependant ce nouvel ADNc a été 

distingué des facteurs cellulaires T comme l’IL-1, IL-2, l’IL-3, ou les CSF (colony 

stimulating factor) par sa fonctionnalité et son poids moléculaire. Ainsi, cette protéine entre 

dans la famille des cytokines en tant qu’interleukine-4 (ou IL-4)
16

. Depuis, l’étude de l’IL-4 a 

été approfondie. Cette cytokine, produite par les cellules du système immunitaire, est 

principalement secrétée par les lymphocytes T activés (CD4+) de type Th2 mais aussi par de 

nombreuses cellules, mais en plus faible quantité. Ainsi, les mastocytes
17

 et les éosinophiles
18

 

sont capables de secréter de l’IL-4. Des basophiles humains purifiés produisent également de 

l’IL-4
19

 après stimulation par un anti-IgE. Leur analogue chez la souris est aussi capable 

d’une telle induction
20

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Schéma représentatif des fonctions de l’IL-4 sur différents types cellulaires, parfois 

en combinaison avec une autre cytokine. 

 

Au cours du temps et des études réalisées sur l’IL-4, un large spectre de fonctions lui 

est attribué sur différents types cellulaires. Cette cytokine pleiotropique, régulatrice de 

l’immunité (figure 2), est principalement connue pour son rôle Th2, son implication dans la 
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lutte contre les infections parasitaires, ainsi que dans les dérives immunitaires comme 

l’allergie. L’IL-4 induit ainsi la prolifération et la différenciation des lymphocytes Thelper 

naïfs en phénotype Th2, qui expriment notamment le récepteur à l’IL-4 (IL-4Rα) à leur 

surface
21

. La réponse pro-inflammatoire Th1 en est ainsi diminuée par l’inhibition de 

l’activation des macrophages et de la production des cytokines Th1 (IL-1, TNF-α et IFN-Ȗ)21
. 

L’IL-4 agit également en collaboration avec l’IL-13 dans le recrutement et l’activation des 

lymphocytes B et induit un changement de la classe d’immunoglobuline passant ainsi d’IgM à 

IgG4 et IgE
22

. En conséquence, le récepteur à l’IgE, CD23, est surexprimé à la surface des 

mastocytes et des lymphocytes B
23–25

. La présence d’IL-4 induit l’expression des molécules 

du CMH de classe II
26

, LFA1 et LFA3 (Leukocyte Fonction Antigen) ainsi que celle du 

récepteur à l’IL-4 à la surface des cellules B
27

. L’intensification de la réponse en IgE induite 

par l’IL-4, permet à cette cytokine d’être considérée comme cible préférentielle des 

traitements contre les allergies. L’IL-4 et l’IL-13 ont des fonctions communes et agissent 

souvent en collaboration. Ces deux cytokines permettent notamment la prolifération des 

fibroblastes, la chimiotaxie et la production de matrice extracellulaire
27

 comme 

l’hypersécrétion de mucus par les cellules épithéliales
22

, ainsi que la production de collagène 

par les fibroblastes
28

. Ces cytokines sont également impliquées dans l’inhibition de 

l’expression de cyclo-oxygénase-2 induite pas les LPS et la sécrétion de prostaglandine E2 

dans les monocytes
29

.  

 

Les nématodes gastro-intestinaux induisent un changement dans le système 

immunitaire de leur hôte provoquant un état d’immunosuppression qui favorise l’installation 

du parasite
30

. Ils induisent un mécanisme impliquant l’IL-4 et l’IL-13 qui activent les 

mastocytes intestinaux 
27,30

, les cellules de gobelet et les cellules épithéliales
30–32

 permettant la 

production de mucus et la contraction des cellules de muscle lisse
30

. De plus, lors d’une 

infection parasitaire, une élévation de la quantité d’IL-17 contribue à l’inflammation et à la 

destruction des tissus. L’émission d’un signal par l’IL-4 récepteur provoque une réduction du 

niveau d’IL-17 et stimule le développement de macrophages qui vont induire une 

reconstruction tissulaire
31

.  

 

De part ses fonctions et comme d’autres cytokines Th2, l’IL-4 est impliquée dans la 

tolérance envers une greffe d’organe
21

 car elle permet l’inhibition d’un mécanisme 

immunitaire envers le corps étranger induit par la voie Th1. 
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En raison de son rôle important dans le système immunitaire, il est surprenant 

d’apprendre qu’aucune lignée cellulaire T non transfectée ne soit capable de produire de l’IL-

4
33

. Il est à noter un point de contradiction concernant la production d’IL-4 in vitro. En 

effet, le groupe de William Paul indique que l’IL-4 est nécessaire à l’initiation de la 

différenciation Th2
34,35

 in vitro alors que Mark Ansel indique que cette activation peut se faire 

en absence d’IL-4
36

. On sait que l’IL-4 renforce son expression de manière autocrine et 

paracrine. Cependant l’induction Th2 in vitro est discutée mais le maintien du phénotype est 

dépendant de l’IL-4.  Ce cas nous indique que les mécanismes d’induction de l’IL-4 ne sont 

pas encore totalement élucidés et que l’environnement cellulaire contribue nettement à la 

production de cette cytokine.  

 

 

1. La structure de l’interleukine-4 

 

Le gène codant pour l’interleukine-4 est positionné chez l’homme sur le chromosome 

5q31.1 (figure 3). Le gène de l’IL-4 est situé à 25kilobases (kb) de distance
37

 de celui de 

l’IL-13. On retrouve également à proximité, les gènes codant pour l’IL-5, l’IL-3, l’IL-9 et le 

GM-CSF
38

.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Locus de l’IL-4 en position 5q31.1 sur le génome humain. Les différents gènes sont 

représentés par des flèches dont l’orientation indique le sens du gène sur le chromosome. Les 

positions de début et de fin de gène de l’IL-4 sont indiquées. 

 

 

Le gène de l’interleukine-4, long de 8996 nucléotides (nt), est composé de 4
 
exons et 

de 3 introns. Son ARN messager est constitué de 921nt divisés en une partie 5’ UTR 

(Untranslated Region) (370nt), une séquence codante (462nt) et une séquence 3’UTR (89nt) 

(figure 4). La séquence codante est quant à elle constituée d’une séquence signal de sécrétion 
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(72nt) et d’une séquence correspondant au peptide mature (390nt). Le messager est traduit en 

une glycoprotéine de 153 acides aminés (aa), dont la séquence signal (24aa) est clivée lors de 

la sécrétion. Le peptide mature est ainsi composé de 129aa ce qui correspond à une protéine 

de 15 à 17 kDa
27

 en fonction de la glycosylation. Un seul site de N glycosylation se situe sur 

l’acide aminé 62 (figure 4).  

 

 

Figure 4 : Le gène de l’IL-4 est composé de 4 exons et de 3 introns dont les tailles sont 

indiquées en gris italique. Ce gène est transcrit en un ARNm de 921 nucléotides. Cet ARNm 

est composé des 4 exons dont les positions des nucléotides de début et fin sont notés en noir. 

L’ARNm est ensuite traduit en protéine. Les hélices α et les feuillets ȕ de la structure 

secondaire sont annotés ainsi que la séquence signal (SS). Les ponts disulfures sont 

également représentés par un trait reliant 2 cystéines (C) avec les positions de celles-ci. Un 

site de glycosylation à la position 62 est présent sur la protéine IL-4. 

 

 

La structure de la protéine IL-4 a été déterminée par diffraction des rayons X et par 

RMN
39

, indiquant une composition de 4 hélices α et un feuillet ȕ40
 (numérotation des acides 

aminés sans compter le peptide signal) (figure 5): ‐ hélice A : nucléotides 4 à19 ‐ hélice B : nucléotides 40 à 60  ‐ hélice C : nucléotides 70 à 94  ‐ hélice D : nucléotides 109 à 126  ‐ 2 brins anti-parallèles du feuillet β: nucléotides 27 à 31 et 105 à 108 
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Figure 5: Structure secondaire de l’IL-4. Les exons sont montrés par des couleurs différentes 

(exon1 : bleu foncé, exon 2 : rouge, exon 3 : cyan, exon 4 : vert). Les 3 ponts disulfures de 

cette protéine sont entourés en jaune. 

 

L’arrangement structural de la protéine est basé sur un modèle up-up-down-down 

contenant 3 ponts disulfures et aucun résidu cystéine libre : Cys3-Cys127, Cys24-Cys65 et Cys46-

Cys99 
40,41

 (numérotation sans le signal peptide).  

 

 L’interleukine-4, en tant que protéine, a une durée de vie assez courte, de quelques 

heures environ
42,43

.  

 

 

2. Les récepteurs spécifiques de l’IL-4 

 

L’interleukine-4 se fixe à son récepteur spécifique : l’IL-4Rα découvert chez la souris 

en 1988 par Howard
44

. Le récepteur humain aussi appelé CD124, avec un poids moléculaire 

de 140kDa, est composé de 825 acides aminés répartis en un domaine extracellulaire (207aa), 

un domaine transmembranaire (24aa) et un domaine intracellulaire (569aa)
45

. Ce récepteur 

fait partie de la famille des récepteurs de cytokines de type I pour lesquels le domaine 

extracellulaire contient 4 cystéines ainsi qu’un motif WSXWS (Tryptophane – Sérine – X - 

Tryptophane – Sérine). Ces résidus sont responsables de l’intégrité de la structure des 

récepteurs et servent également de motif de reconnaissance pour l’interaction 

cytokine/récepteur. Ces domaines forment une partie hautement conservée dans différents 

récepteurs, nommé « cytokine binding homology region (CHR) »
22,46

 (figure 6). La partie 

cytoplasmique du récepteur, quant à elle, contient 5 tyrosines Y497 (faisant partie du motif 
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I4R), Y575, Y603, Y631 et Y713 (faisant partie du motif ITIM)
45,46

 ainsi que deux régions 

conservées : une région acide et la box1, région riche en proline (figure 6).  

Lors de l’activation du récepteur par la fixation de l’IL-4, les kinases de la famille 

Janus se fixent sur la box 1 et à la région acide induisant la phosphorylation des 5 résidus 

tyrosines. Une fois phosphorylées, ces tyrosines agissent comme des plateformes pour 

l’interaction de différentes protéines impliquées dans la voie de signalisation par 

l’intermédiaire de leur domaine PTBD (Phosphotyrosine binding domain)
28

 ou du domaine 

SH2 (Src-homology 2)
46

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : l’IL-4Rα est composé de 3 domaines : extracellulaire, membranaire et 

intracellulaire. Le domaine extracellulaire contient 2 régions conservées (4 cystéines et la 

région WSXWS) qui constituent la région « cytokine binding homology région (CHR) ». Dans 

le domaine intracellulaire, différentes régions conservées et fonctionnelles sont présentes : la 

box1, la région acide, le motif I4R qui contient la tyrosine Y497, 3 tyrosines (Y575, Y603 et 

Y631) et le motif ITIM qui contient la tyrosine Y713. 

 

L’IL-4Rα a été décrite sous 2 formes : une forme membranaire et une forme soluble. 

La forme membranaire permet l’action de la voie de signalisation Jak/STAT tandis que la 

forme soluble induit un rétro contrôle négatif. Son rôle inhibiteur au niveau de la fixation de 

l’IL-4 sur le récepteur membranaire, a lieu par un effet de compétition sur la fixation de l’IL-4 

sur ces deux récepteurs. Le récepteur soluble est produit de deux manières : soit par épissage 

alternatif démontré par Northern Blot par Kruse et al.
47

, soit par clivage de la forme 
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membranaire, démontré par absence d’ARNm correspondant à la présence du récepteur 

soluble prouvant sa production par clivage
48

.  

L’IL-4Rα est présent sur les cellules hématopoïétiques, endothéliales, épithéliales, les 

cellules du muscle lisse et les fibroblastes. Le récepteur de l’IL-4 est présent sur les cellules 

hématopoïétiques et non hématopoïétiques, en raison de 100 et 5000 récepteurs à leur 

surface
44

. Ces valeurs sont similaires à celles observées pour le récepteur de l’IL-2 sur les 

cellules T et B. L’affinité entre l’IL-4 et son récepteur l’IL-4Rα est très forte (Kd 20 à 

300pM)
46

 et se fait par l’intermédiaire de 2 sites majeurs : Glu9 (hélice A) et Arg88 (Hélice 

C) (numérotation sans le signal peptide)
22,40

 . Une fois l’IL-4 fixée à son récepteur, l’IL-4Rα 

est capable de former un hétéro-dimère avec la chaine Ȗc49
 (CD132) pour donner le récepteur 

de type I ou encore avec l’IL-13Rα1 (CD213a1), pour constituer le récepteur de type II. 

 

i. Le récepteur de type I 

Le récepteur de type I se compose d’une sous-unité α (IL-4Rα) ayant une affinité pour 

l’IL-4 et de la chaine Ȗc (figure 7) qui est commune aux récepteurs à l’IL-2, l’IL-4, l’IL-7, 

l’IL-9, l’IL-15 et l’IL-21
22

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : IL-4 récepteur de type I composé de l’IL-4Rα (Bleu), de la chaine Ȗc (rose) et de 

l’IL-4 (vert) 

 

 

Ce récepteur est présent à la surface des cellules hématopoïétiques et en particulier les 

lymphocytes T et B. La chaine γc, contrairement à l’IL-13Rα1, a été décrite sur les cellules T 

et naturelle tueuses (NK)
50

. L’affinité de l’IL-4 pour son récepteur se fait quasi exclusivement 

par la chaine α41
. En effet, Kraich et al. ont analysé l’affinité entre la chaine γc et l’IL-4, 
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celle-ci se trouve être trop faible pour être détectée au Biacore
51

. Si la chaine Ȗc ne contribue 

que très peu à la fixation de l’IL-4, elle n’en est pas moins essentielle au déclenchement du 

signal
45,49

. En effet, la signalisation de l’IL-4 par son récepteur de type I a été étudiée sur la 

lignée cellulaire murine L cell déficientes en chaine γc. Ces cellules n’induisent pas la 

phosphorylation d’IRS2 en présence d’IL-4 alors que quand ces mêmes cellules sont 

transfectées avec un plasmide contenant l’ADNc codant pour la chaine γc, induisant son 

expression à la surface cellulaire, IRS2 est phosphorylée par l’IL-4
49

. Ce récepteur de type I 

est principalement impliqué dans le développement des cellules Th2. L’IL-4 induit, 

notamment à la surface des lymphocytes T, l’augmentation de l’IL-4Rα et ceci de manière 

autocrine. 

 

ii. Le récepteur de type II 

Le récepteur de type II est composé de la sous-unité IL-4Rα et de la sous-unité IL-

13Rα1 (figure 8). L’IL-4 possède 25% d’homologie avec l’IL-13, ce qui leur permet de 

partager un récepteur commun (IL-4Rα et l’IL-13Rα1) et d’avoir de nombreuses activités 

biologiques communes
22

 sur les monocytes, les mastocytes et les lymphocytes B. Ce 

récepteur de type II n’est pas présent à la surface des cellules T
22

, en revanche il est exprimé à 

la surface des cellules non hématopoïétiques comme les cellules épithéliales, endothéliales ou 

fibroblastes ainsi que sur les cellules hématopoïétiques de la lignée myéloïde comme les 

macrophages et les basophiles
22,24,46

. On retrouve également ce récepteur à la surface des 

lymphocytes B dont la plupart expriment la chaine Ȗc et l’IL-13Rα1
50

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : IL-4 récepteur de type II composé de l’IL-4Rα (Bleu), de l’IL-13Rα1 (rose) et de 

l’IL-4 (vert).  
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Alors que l’IL-4 se fixe au domaine extracellulaire de l’IL-4Rα avec une forte affinité, 

aucune affinité n’est détectable entre l’IL-4 et l’IL-13Rα1
30

. Le récepteur IL-13Rα1 contient 

un domaine « immunoglobulin-like » en N-terminal, absent dans la structure de la chaine Ȗc. 

Ce domaine est nécessaire pour l’émission d’un signal par l’IL-13 mais pas par l’IL-4 
21,23

.  

Il existe un second récepteur à l’IL-13 nommé IL-13Rα2 qui se trouve être un 

« Decoy » récepteur jouant un rôle de leurre à la surface des cellules, dans ce cas aucun signal 

intracellulaire n’est émis
23

. 

Certaines cellules comme les macrophages et les cellules dendritiques expriment les 2 

récepteurs, ce qui les rend capables de répondre à l’IL-4 comme à l’IL-13. 

 

iii. Différentes voies de signalisation 

La formation d’un complexe cytokine-récepteur induit différentes voies de 

signalisation intracellulaire. La voie Jak/STAT (Janus Kinase / Signal Transducer and 

Activator of Transcription) permet la différenciation cellulaire tandis que les voies IRS/PI3K 

(Insulin Receptor Substrate / PhosphoInositol-3 Kinase) et IRS/AKT (Insulin Receptor 

Substrate / Serine-Threonine-Specific Protein Kinase) permettent la croissance et 

l’homéostasie cellulaire. 

 

a) La cascade JAK/STAT 

Les deux récepteurs de l’IL-4 induisent un signal par l’intermédiaire d’une cascade 

Jak/STAT. L’IL-4Rα s’associe avec Jak1, la chaine Ȗc avec Jak3 et l’IL-13Rα1 avec Jak2 et 

Tyk2 (Tyrosine Kinase 2)
21,23,50

.  

L’hétérodimerisation du récepteur de l’IL-4 avec la chaine Ȗc à la surface de la cellule 

permet la fixation de Jak1 et Jak3 sur les box1 de ces deux chaines. Les kinases sont alors 

trans-phosphorylées et peuvent ensuite phosphoryler les trois tyrosines (n°2 à 4) (Y575, Y603, 

Y631) de l’extrémité cytoplasmique C-terminale. Dans le cas du récepteur de type II, Jak2 et 

Tyk2 ne sont phosphorylées qu’après fixation de l’IL-13Rα1. 

Les 3 tyrosines phosphorylées recrutent STAT-6 et servent de plateforme pour sa 

phosphorylation par les Janus Kinases et Tyrosine Kinases (figure 9). STAT-6 interagit avec 

les tyrosines par son domaine SH2. La phosphastase SHP-1 (SH2-containing tyrosine 

phosphatase-1) agissant comme régulateur de STAT-6. SHP-1 déphosphoryle STAT-6 par 

interaction avec le cinquième résidu de la chaine IL-4Rα (Y713)
28

. Lorsque STAT-6 est 

phosphorylé, il change de conformation ce qui permet sa dimérisation, puis sa translocation 
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nucléaire et sa fixation à l’ADN pour activer la transcription de gènes cibles tels que ceux 

codants pour l’IL-4, l’IL-5, l’IL-13, ainsi que GATA3 et c-maf qui sont des facteurs de 

transcription spécifiques des cellules Th2. STAT-6 et GATA3 répriment l’expression des 

gènes de l’IFNȖ dans les cellules Th2
52

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : représentation de la voie JAK/STAT. L’IL-4 active STAT-6 en se fixant au 

récepteur de type I (IL-4Rα + chaine Ȗ notée Ȗc) ou au récepteur de type II (IL-4Rα + IL-

13Rα1). STAT-6 est phosphoryle par Jak1/Jak3, se dimérise, est transloqué vers le noyau, et 

se fixe sur les gènes cibles de l’ADN. 

 

Le rôle de STAT-6 dans la signalisation de l’IL-4 a été montré sur des souris 

déficientes en STAT-6 dans lesquelles la présence d’IL-4 n’induit pas la prolifération et la 

différenciation des lymphocytes T
45

. De plus, STAT-6 aide à la production d’IgE, à 

l’expression de CD23 et à la présentation du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de 

classe II par les cellules B
38

. 

Les protéines SOCS sont des protéines régulatrices des voies de signalisation 

Jak/STAT induisant une modulation négative. Ces protéines sont produites dans les premières 

heures après stimulation par les cytokines. L’une d’entre elles, SOCS-1, a été identifiée 
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comme un inhibiteur de la phosphorylation de STAT-6 induite par l’IL-4 en agissant sur 

l’activité des Janus kinases
26

. Il est intéressant de noter que l’expression de SOCS-1 dans la 

moelle épinière de souris est induite notamment par l’IL-4
26

. 

La signalisation de l’IL-4 par le récepteur de type II induit la même voie Jak1/STAT-6 

par l’intermédiaire de la chaine IL-4Rα (figure 9). D’un autre coté, le domaine cytoplasmique 

de l’IL-13Rα1 contient 2 tyrosines (Y402 et Y405) qui permettent la fixation de STAT-3. 

Différentes études ont montré que l’activation de STAT-3 a lieu en réponse à l’IL-4 et l’IL-13 

dans les lymphocytes B
53,54

 et dans les cellules cancéreuses
55

. Son rôle reste cependant 

indéterminé. Une étude récente montre que STAT-3 serait impliqué dans la différenciation 

Th2
56

.  

Un autre facteur de transcription, STAT-5, peut également être activé par l’IL-4 dans 

une moindre mesure. Ce facteur se fixe sur la chaine Ȗc du récepteur de type I sur les cellules 

T préactivées
57,58

. STAT-5 est phosphorylé par Jak3. Cette signalisation semble intervenir 

dans des processus basiques de la cellule comme la différenciation et la croissance cellulaire. 

 

b) Les cascades IRS/PI3K et IRS/MAP 

Les molécules IRS ont tout d’abord été identifiées comme des protéines 

phosphorylées en réponse à l’insuline. La phosphorylation de la tyrosine Y497 située dans la 

région cytoplasmique de l’IL-4Rα induit la fixation et la phosphorylation de 4PS (IL-4 

phosphorylation substrate)/IRS-2  dans les cellules hématopoïétiques et IRS-1 dans les 

cellules non hématopoïétiques
45,59

.  

La fixation de l’IL-4 au récepteur induit l’activation de Jak1 et Jak3 puis la 

phosphorylation de l’IL-4Rα. IRS1 et 2 sont ensuite recrutés par Y497 du récepteur où ils 

sont phosphorylés par Fes. IRS-1 et IRS-2 activent 2 voies de signalisation : PI3K et Ras (Rat 

sarcoma)/MAP (mitogen activating protéine)
26

 (figure 10). Celles-ci confèrent à la cellule une 

protection contre l’apoptose et permet sa prolifération
24

. 

 

L’activation d’IRS-2 induit l’activation de PI3K en se fixant à sa sous-unité p85. PI3K 

régule des kinases impliquées dans la survie cellulaire
28

. La protéine serine/thréonine kinase 

Akt est ensuite activée inhibant ainsi les signaux d’apoptose. La voie de signalisation PI3K 

est régulée par les protéines SHP-1 et SHIP (SH2-containing inositol 5’-phosphatase), qui se 

fixent sur le motif ITIM (inhibitory motif) au niveau de la position Y713, pour 

déphosphoryler les molécules de signal
26,60

. 
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IRS-1 et IRS-2 sont capables de fixer la protéine Grb-2 qui s’associe à SOS (Son Of 

Sevenless), un activateur de Ras. La voie de signalisation MAPK (Mitogen-Activated Protein 

Kinase) est initiée par la sérine/thréonine kinase Raf, suite à son activation par Ras. Raf 

phosphoryle MEK (Mitogen-activated extracellular signal-regulated protein kinase)  qui 

induit la phosphorylation et l’activation d’ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases). 

Cette voie de signalisation induit la croissance et la survie de nombreux types cellulaires
50

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : En se fixant à son récepteur, l’IL-4 active Jak1 et Jak3 qui phosphoryle Fes. Fes 

phosphoryle IRS1/2 situé sur la plateforme Y497. IRS1/2 peut activer 2 voies : l’une activant 

PI3K et inhibant l’apoptose cellulaire, la deuxième activant Grb2 et Ras/ERK menant à la 

croissance cellulaire. 

 

 

3. La régulation de l’expression du gène de l’Il4 

 

Les cellules dendritiques ayant reconnu une bactérie ou un virus sont capables 

d’induire une différenciation des cellules T naïves en Th1 par activation cellulaire et co-

production d’IL-12 et d’IL-23. La différenciation Th2 est, quant à elle, induite par un contact 

entre les cellules dendritiques et les cellules T en absence de ces cytokines. Il s’avère, 

cependant que l’IL-4 est absolument nécessaire à sa propre production par les cellules T
33

. La 

première source d’IL-4 permettant la différenciation des cellules T en Th2 reste encore mal 

connue. Les sources potentielles d’IL-4 peuvent être les mastocytes, les basophiles, les 
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éosinophiles, les cellules naturelles tueuses (NKT) et des Th2 précédemment différenciées. La 

complexité de cette différenciation a notamment été montrée par l’utilisation de souris 

déficientes en IL-4 ou STAT-6 pour lesquelles la différenciation Th2 est toujours possible 

sans impact sur le phénotype des cellules Th2
61

. L’IL-4 et STAT-6 sont cependant nécessaires 

pour une réponse induisant l’activation et la migration d’éosinophiles, l’activation des cellules 

B et la production d’IgE
61

. L’IL-4 bloque la différenciation Th1 par l’intermédiaire de 

STAT-6 qui inhibe la transcription des gènes cibles Th1. De plus GATA-3, exprimé suite à 

l’activation de STAT-6, réprime l’expression de STAT-4, induite par l’IL-12 et menant au 

développement d’une réponse Th1
62

. L’expression spécifique du facteur de transcription 

c-maf qui induit une transcription maximale du gène de l’IL-4, est également responsable de 

la forte expression de la chaine alpha du récepteur à l’IL-2 (CD25) qui se développe sur les 

cellules Th2 comparé aux cellules Th1
36

. STAT-5 semble fortement impliqué dans la 

différenciation Th2 in vivo. En effet, l’activation du TCR induit une augmentation de 

l’expression de GATA-3 ainsi que la production d’IL-2 qui ensuite, active STAT-5. La 

combinaison de l’expression précoce de STAT-5 et de GATA-3 peut ensuite induire la 

production d’IL-4. Cette première production d’IL-4 est dépendante de l’activation du 

récepteur cellulaire T (TCR) mais indépendante de la présence d’IL-4
34

. Ceci a été montré par 

un traitement de souris infectées avec le parasite Trichuris muris et une injection d’anticorps 

anti-IL-2 qui induit une impossibilité de réponse Th2 envers l’helminthe
34

. Les signaux de 

l’IL-2 transmis par STAT-5 stabilisent l’expression du gène de l’IL-4 en développant les 

cellules Th2 indépendamment des effets de l’IL-2 sur la survie et la croissance cellulaire. La 

signalisation de l’IL-2 par STAT-5 favorise également la voie Th2 par rapport à la 

différenciation Th1 par augmentation de l’expression de SOCS3, un inhibiteur de l’activation 

de STAT-4 par l’IL-12
36

. Cependant STAT-5 peut être activé par différentes cytokines : l’IL-

2, l’IL-7 et la thymic stromal lymphopoietin (TSLP). TSLP peut agir sur les cellules 

dendritiques, ce qui induit une surexpression des récepteurs à l’IL-25 sur les cellules Th2. Il a 

été montré que l’IL-25 joue un rôle dans l’expansion Th2 et l’expression de GATA-3. Mais 

TSLP peut également agir directement sur les cellules CD4+ provoquant leur différenciation 

en Th2. L’induction de TLSP par les pathogènes et allergènes n’est à l’heure actuelle pas bien 

connue. Une fois la quantité d’IL-4 précoce suffisante, un signal induit par la voie de 

signalisation de l’IL-4R/STAT-6 permet d’augmenter la production de GATA-3
34

.  

 

La structure de la chromatine est un facteur important pour la régulation des gènes. En 

effet, la chromatine du locus de l’Il4 (comprenant le gène de l’Il13 notamment) subit des 
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changements pendant la différenciation des cellules Thelper
36

. La première transcription de 

l’Il4 dans les cellules T naïves est accompagnée par des modifications de chromatine 

permissives augmentant l’accessibilité du locus de l’Il4. Si les cellules sont différentiées en 

Th2, l’état du gène est stabilisé, alors qu’en condition Th1, une modification répressive des 

histones se met en place. Le locus de l’Il4 est fortement méthylé (>90% de tous les CpG) dans 

les cellules T naïves
63

. La méthylation est progressivement perdue lors de la différenciation en 

Th2. La déméthylation n’est pas essentielle à la transcription initiale de l’Il4 mais semble 

nécessaire pour un haut niveau de transcription d’IL-4 dans les Th2
64

. 

 

Un autre niveau de régulation de l’expression de l’IL-4 intervient sur la sécrétion de 

celle-ci. La régulation de la sécrétion est dépendante de nombreux facteurs dont la zone 

d’action principale est le promoteur de l’Il4. 

GATA-3 est le principal facteur de transcription régulant l’expression de l’IL-4. Il se 

fixe à la séquence consensus AGATAG présente à différents sites à proximité du gène de l’Il4 

dans la région intergénique Il4/Il13 et en amont de la région codant l’Il4
34

 (figure 11). 

L’expression de GATA-3 est faible dans les cellules T naïves et Th1 et très forte dans les 

cellules Th2
52

. In vivo, la souris déficiente en GATA-3, ne développe pas de réponse Th2 

suite à l’infection par un parasite
65

. Ceci mène à la conclusion que GATA-3 est essentiel pour 

l’induction de la différentiation Th2 et l’expression des cytokines associées. Il n’est cependant 

pas indispensable à son maintien
52

qui est assuré par un autre facteur de transcription : c-maf. 

Celui-ci induit l’expression de l’IL-4 dans un environnement de chromatine établi sous 

l’influence de GATA-3
52

. 

 

Figure 11 : sites de fixation des facteurs de régulation du gène de l’Il4 en amont de celui-ci. 

 

 Le promoteur de l’IL-4 possède également 5 éléments (P0 à P4) sur lesquels peuvent 

se fixer le facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) (figure 11). 
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Dans la régulation induite par NFAT, intervient également la protéine AP-1. Ces facteurs ont 

été décrits comme possèdant un rôle régulateur positif de l’expression de l’IL-4
52

. Dans les 

cellules en repos, NFAT est phosphorylé, il a donc peu d’affinité pour l’ADN. Lorsque les 

cellules T sont activées, NFAT est déphosphorylé dans le cytoplasme et peut donc subir une 

translocation dans le noyau afin de réguler l’expression de l’IL-4 par fixation sur l’ADN. 

NFAT est capable de se fixer seulement au promoteur de l’Il4 dans les cellules Th2, et 

seulement au promoteur de l’Ifng dans les cellules Th1
36

. Ainsi les protéines NFAT 

acquièrent une spécificité sélective à activer les gènes de l’Ifng et de l’Il4 respectivement dans 

les cellules Th1 et Th2. 

NF-κB (Nuclear Factor-kappa B) régule également de manière positive l’expression 

du gène de l’IL-4 en se fixant sur le site P1 du promoteur de l’IL-4
66

. De nombreux autres 

facteurs jouent un rôle mineur dans l’expression de l’IL-4 comme le facteur régulateur de 

l’interferon 4 (IRF4), le facteur de transcription CP2, le facteur nucléaire Y (NFY) ou encore 

le facteur de transcription Ying Yang 1 (YY1)
66

.  

La transcription de l’IL-4 est par contre inhibée dans les cellules Th1. Cette répression 

se fait par la fixation du facteur T-bet
52

 qui agit par complexation avec les facteurs Runx3 et 

Hlx. IRF1 et IRF2, induits par l’IFN-Ȗ, sont également des régulateurs de l’expression de 

l’IL-4 qui se fixent au promoteur de celle-ci. 

Les cellules naïves et Th1 montrent la présence de facteurs inhibant l’expression de 

l’IL-4, tandis que dans les cellules Th2, les facteurs présents au niveau du promoteur ont un 

rôle favorable
52

. 

Cinq sites d’hypersensibilité à la DNAseI, notés HS, ont été identifiés sur le gène de 

l’Il4 au niveau des introns. Deux de ces sites, HSII et HSIII, se situent dans l’intron 2 et sont 

impliqués dans l’expression de l’IL-4 dans les cellules Th2 et les mastocytes
36

. Les facteurs 

de transcription STAT ont été identifiés comme capables de se fixer à ces sites HS. CNS1 est 

une séquence non codante qui contient deux autres sites HS spécifiques du phénotype Th2. 

Cette séquence se situe entre les gènes de l’Il4 et l’Il13. Il apparaît que l’acétylation des 

histones de la séquence CNS1 est corrélée avec une induction de l’expression du gène de 

l’Il4
36

. Le dernier site HS est situé dans la région 3’ du gène de l’Il4 et constitue une région de 

fixation pour les protéines NFAT, STAT6 et GATA3
36

. 
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4. Les variants d’épissage de l’interleukine-4 

 

Un variant d’épissage du gène codant pour l’IL-4, caractérisé par une délétion de 

l’exon 2, a été identifié par séquençage chez le lapin en 2000
67

. La nomenclature utilisée pour 

ce variant est IL-4δ2 pour la délétion de l’exon 2. Il a également été identifié par séquençage 

en 2002 chez les primates (chimpanzé et macaque cynomolgus) au sein de notre 

laboratoire
111

. Mais ce n’est que plus tardivement, en 2005, que ce variant a été caractérisé 

chez la souris
68

. D’autres variants de l’IL-4 ont également été découverts. L’IL-4δ3, avec une 

délétion de l’exon 3, est exprimé suite à la vaccination par le BCG (Bacille de Calmette et 

Guérin) chez le bovin
69

. Découvert en 2009, un nouvel ARNm appelé VIL-4 a été identifié 

chez le macaque suite à un infection à Mycobacterium tuberculosis ou le bacille de Calmette-

Guerin
70,71

. Ce variant possède une partie C terminale différente de l’IL-4. Dans les PBMC de 

patients atteints du VIH, un ARNm délété de 13 paires de bases a été identifié en conditions 

pro-apoptotiques
72

. 

 

Toutefois, c’est chez l’humain que le premier variant d’épissage de l’IL-4 a été 

découvert. L’IL-4δ2 a été identifié pour la première fois en 1993 par RT-PCR (reverse 

transcription-Polymerase chain reaction) sur des ARN extraits de PBMC (Peripheral Blood 

Mononuclear Cell ou cellules périphériques mononuclées du sang)
73

 (figure 12).  

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : ARNm de l’IL-4 composé de 4 exons et IL-4δ2 délété de l’exon 2. 

 

Ce variant d’épissage a, depuis, été retrouvé dans différents types cellulaires : les 

lymphocytes T
27

, les cellules issues de lavages bronchoalvéloaires
74

, le thymus
74

, les 

thymocytes
41

, et ceci par différentes méthodes : RT-PCR et RNase protection assay
27

. 

L’ARNm codant pour l’IL-4δ2 est exprimé dans les PBMC généralement en quantité 

inférieure à l’ARNm codant pour l’IL-4
74

. Au contraire, l’ARNm de l’IL-4δ2 est exprimé plus 

fortement que celui de l’IL-4 dans les thymocytes et les lavages bronchoalvéolaires, suggérant 
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la spécificité de l’expression au niveau de ces tissus
40,41,74

. L’expression relative de l’IL-4 et 

de l’IL-4δ2 est un facteur important à prendre en compte pour une bonne caractérisation de la 

réponse immunitaire. En effet, la quantité d’IL-4δ2 retrouvée dans les différents organes 

pourrait être dépendante de l’état physiologique du donneur. 

 

i. La structure de l’IL-4δ2 

La délétion de l’exon 2 donne une protéine tronquée de la partie correspondant aux 

acides aminés 22 à 37
41

 conduisant à la perte de la majeure partie de la boucle A-B et du 

feuillet ȕA reliant les hélices A et B
40

. Une analyse en dichroïsme circulaire et en 

spectroscopie Infra-Rouge, montre que l’IL-4 possède 60% de structure en hélices alpha et 

que l’IL-4δ2, produite en levure, possède également 60% de structure en hélices alpha
41

. Ces 

analyses confirment la similitude de leur structure secondaire. L’IL-4 possède 3 ponts 

disulfures: Cys3-Cys127, Cys24-Cys65, Cys45-Cys99. Or la cystéine en position 24, 

impliquée dans la formation d’un pont disulfure est éliminée dans l’IL-4δ241
. Cependant, 

Vasiliev et al.
41

 ont montré que l’IL-4δ2 conserve deux ponts disulfures et une Cystéine libre 

selon le schéma suivant : Cys3-Cys45 et Cys 99-Cys 127. Cys 65 quand à elle reste libre
41

. 

Cette perte ne semble pas changer la structure de la protéine
74

. Deux modèles s’opposent 

concernant la structure secondaire de l’IL-4δ2. En effet, Zav’Yalov et al.
40

 proposent un 

modèle « down-up-down-down » dans lequel l’hélice A est retournée (l’IL-4 suit le modèle 

up-up-down-down), alors que Vasiliev et al., indiquent une conservation de la structure up-

up-down-down
41

. Un changement dans la structure de l’IL-4δ2 vis-à-vis de l’IL-4 peut induire 

un changement de fonctionnalité de cette protéine et une reconnaissance différente au niveau 

du récepteur spécifique. 

 

Bien que son arrangement soit encore soumis à controverse, l’IL-4δ2 semble garder 

une structure secondaire très proche de celle de l’IL-4, étant ainsi capable d’interagir avec 

l’IL-4Rα. Cependant, l’IL-4δ2 semble perdre sa capacité à fixer la chaine Ȗc du récepteur de 

type I
41

. Ainsi l’IL-4δ2 pourrait agir comme un antagoniste de l’IL-4 en se fixant au récepteur 

mais en n’étant pas capable d’activer une voie de signalisation. 
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ii. Etude de la fonction de l’IL-4δ2 

L’effet antagoniste de l’IL-4δ2 par fixation compétitive au récepteur à l’IL-4 a été 

démontré par un test de prolifération par incorporation de thymidine tritiée au cours duquel de 

l’IL-4δ2 recombinante a inhibé la prolifération des lymphocytes T induite par l’activation de 

l’IL-4
41,75

. Ce premier test de fonctionnalité indique qu’une quantité d’IL-4δ2 de 20 à 200 fois 

supérieure à celle de l’IL-4 est nécessaire à cette inhibition
74

. De plus, l’IL-4δ2 antagonise la 

capacité de l’IL-4 à induire la production des IgE par les lymphocytes B et l’expression du 

marqueur CD23
29

, sur des lymphocytes B isolés de donneurs sains. Enfin, l’IL-4δ2 est 

capable de bloquer l’action inhibitrice de l’IL-4 sur l’expression de cyclooxygenase-2 par les 

monocytes stimulés au Lipopoly-saccharides (LPS)
29

. Cette inhibition semble être dépendante 

de la glycosylation
74

. En 1999, Atamas et al.
76

 va plus loin dans la réflexion en suggérant que 

l’IL-4δ2 peut être considérée comme une cytokine Th1, car elle a des effets antagonistes à 

ceux d’une cytokine Th2. Toutefois, une étude a montré que l’IL-4δ2 a un effet agoniste à 

celui de l’IL-4 dans la production de collagène par les fibroblastes
77

. En effet, dans cette 

étude, de l’IL-4 et de l’IL-4δ2 recombinantes ont induit in vitro la production de collagène par 

une lignée cellulaire de fibroblastes. Ainsi certains auteurs suggèrent que l’IL-4δ2 peut être un 

agoniste et un antagoniste de l’IL-4 en fonction de son affinité pour le récepteur sur différents 

types cellulaires
78

. On peut cependant supposer que l’IL-4δ2 soit un antagoniste de l’IL-4 

dans les cellules hématopoïétiques et un agoniste de l’IL-4 dans les cellules non 

hématopoïétiques. 

 

De récentes études, réalisées chez la souris, montrent que les isoformes de l’IL-4 

humaine sont fonctionnellement actives in vivo chez la souris. Une surexpression de l’IL-4 et 

l’IL-4δ2 humaines chez la souris provoque l’accumulation de lymphocytes ainsi que des 

cytokines dans le milieu. Cela induit également l’augmentation de cellules T régulatrices 

parmi les Thelper ainsi qu’une tendance à l’accumulation de collagène dans les poumons
79

. 

Une étude publiée début 2012, a été menée sur des échantillons de personnes saines et des 

échantillons de patients asthmatiques
80

, afin de déterminer la présence d’IL-4δ2 in vivo chez 

l’homme. Pour la première fois de l’IL-4δ2 sous forme protéique a été mesurée dans les 

lymphocytes T de patients asthmatiques stimulés par les activateurs Phorbol Myristate 

Acetate et ionomycine (PMA/iono). Cette détection a été réalisée avec un test ELISA dont 

l’anticorps de détection est spécifique à l’IL-4δ2. Cette étude est soumise à caution car les 

résultats présentés n’indiquent pas le protocole de production de l’anticorps spécifique ni la 
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validation de cet ELISA. Il s’avère cependant que l’IL-4 est sécrétée 12 à 24h après 

stimulation alors que l’IL-4δ2 n’apparaît que 48h après stimulation. De plus, les cellules Th1, 

Th2 et Th17 ne semblent pas être les principales cellules productrices d’IL-4δ280
. Une autre 

sous population de cellules T doit prendre en charge cette production.  

De nombreuses questions restent en suspens quant à la fonctionnalité de ce variant. 

 

L’épissage alternatif s’applique à la plupart des transcrits et notamment à ceux des 

cytokines. Ainsi, plusieurs messagers sont issus du même gène. Pour l’étude de la réponse 

immunitaire, il est très important de prendre en compte ces messagers qui peuvent donner 

naissance à des molécules ayant un effet antagoniste à celui du variant ciblé. 

 

 

5. Les maladies associées à l’IL-4 

 

L’IL-4 est connue pour permettre une défense immunitaire contre les infections 

parasitaires
31,32

 en induisant la production d’IgE par les lymphocytes B. Le niveau d’IL-4 a 

été retrouvé comme significativement augmenté chez les patients soufrant de la tuberculose
81

 

ou encore de sclérodermie
82

. Cependant des dérives sont régulièrement mise en exergue car 

une surexpression de l’IL-4 est, quant à elle, associée aux allergies
24

 et à l’asthme
60

. Le rôle 

de l’IL-4 dans la défense contre les bactéries reste ambigu. Toutefois, une étude a montrée 

que l’IL-4 joue un rôle dans l’élimination de Pseudomonas aeruginosa des poumons in vivo 

chez la souris dans laquelle l’IL-4 participe à l’induction d’une réponse inflammatoire, 

nécessaire à l’élimination bactérienne
83

. 

Dans le cas de l’allergie, la quantité d’IL-4 retrouvée dans le sérum et les lavages 

bronchoalvéolaires de personnes allergiques est plus élevée que chez les personnes saines
24

. 

Cependant, l’IL-13 peut également induire les effets de l’allergie comme l’inflammation des 

poumons comme l’hypersécrétion de mucus ou encore l’hyper-réponse des voies respiratoires 

(AHR ou airway hyper-responsiveness)
23

. Le niveau de deux cytokines IL-4 et IL-13 est donc 

à prendre en compte dans les allergies. Il semble également important de tenir compte de l’IL-

4δ2, car  une variation de l’expression relative des variants de l’IL-4 est, en effet, un facteur 

important dans les maladies telles que l’asthme et la tuberculose
71,78

. 

L’IL-4 semble être une cible de choix pour l’élaboration de thérapies dans de 

nombreuses maladies. Cependant, cette voie est limitée pour deux raisons. Premièrement, 
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l’activité de l’IL-4 semble être dépendante de l’espèce considérée ce qui limite l’utilisation de 

modèles animaux dans l’étude de la réponse aux médicaments testés. Deuxièmement, cette 

cytokine existe sous 2 isoformes, l’IL-4 et l’IL-4δ2 et peu d’informations sur les fonctions de 

cette dernière sont disponibles
80

. 

 

i. Le cas de l’asthme 

1. L’asthme, une maladie inflammatoire pulmonaire 

L’asthme est considéré comme un trouble inflammatoire chronique de la muqueuse 

pulmonaire. Les patients souffrant d’asthme sont génétiquement prédisposés à générer des 

anti-IgE lors d’exposition aux allergènes environnementaux
23

. Plusieurs types cellulaires sont 

impliqués dans l’inflammation des poumons : les mastocytes, les éosinophiles et les 

lymphocytes T CD4+. Une fois ces cellules activées, elles sécrètent de nombreuses cytokines 

et médiateurs inflammatoires. L’inflammation se caractérise par des pertes vasculaires, des 

contractions du muscle lisse des bronches, de l’hypersécrétion de mucus, une hyperplasie des 

cellules à gobelet, et une remodélisation des poumons
22,84

. Dans le cas de l’asthme, l’IL-4 

joue un rôle pro-inflammatoire important, notamment par la différenciation des lymphocytes 

Th2, l’induction de la production d’IgE, l’augmentation de l’expression des récepteurs à 

l’IgE, la transmigration des éosinophiles dans les poumons, l’inhibition de l’apoptose des 

lymphocytes T ou encore l’hypersécrétion de mucus
24

. Le taux élevé d’IgE est orchestré par 

les CD4+ Th2
23

 qui induisent une hyper-sensibilité et maintiennent l’état d’inflammation 

chronique. Cet état inflammatoire résulte non seulement de l’IL-4 mais aussi de la présence 

d’autres cytokines et de facteurs de croissance sécrétés par les cellules inflammatoires mais 

aussi par les cellules épithéliales, les fibroblastes, ou encore cellules musculaires lisses
85

. 

L’IL-4 et l’IL-13 semblent cependant être les cytokines les plus impliquées dans la réponse 

allergique. L’IL-4 et l’IL-13 se fixent au récepteur de type II, sur les cellules du muscle lisse 

et les cellules épithéliales, et induisent l’AHR et la sécrétion du mucus respectivement. Chez 

les patients asthmatiques, le taux d’IL-4 en tant qu’ARNm ainsi qu’en tant que protéine est 

plus élevé que chez les personnes non asthmatiques
85

. 

 Le polymorphisme de l’IL-4 et de son récepteur l’IL-4R est impliqué dans la sévérité 

de la maladie
24,85,86

. En particulier, les variants 33C>TIL-4 et 576Q>RIL4 ont été plus 

fréquemment observés chez les patients souffrants d’asthme sévère
86

. Le variant d’épissage de 

l’IL-4, l’IL-4δ2 est également impliqué dans la pathologie asthmatique. En effet, plusieurs 

études ont montrées que le cas de l’asthme, l’IL-4 est exprimé environ 500 fois plus que 
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l’IL-4δ2 dans le sang périphérique
78,87

 ainsi que dans les mastocytes
88

. Cependant d’autres 

études contredisent ces résultats quant à la quantification d’IL4δ2 chez des personnes 

asthmatiques. En effet, la quantité d’IL-4δ2 retrouvée chez les asthmatiques a été montrée 

comme non variable
78

 dans une étude et augmentée vis à vis des personnes saines
89

 dans une 

autre étude. Ces différences peuvent venir des méthodes de détection (qPCR ou nested PCR), 

qui, si elles ne sont pas discriminantes des 2 variants, peuvent amener des biais dans la 

mesure. L’atopie (prédisposition à développer une réponse IgE suite à l’exposition à des 

allergènes environnementaux
37

) et la présence d’autres cas familiaux sont des facteurs 

prédisposant au développement de l’asthme.  

Une étude récente a montré que dans le cas de l’asthme, l’IL-4 est produite 24h-48h 

après activation cellulaire tandis que l’IL-4δ2 est produite 72h après. Il semblerait que l’IL-

4δ2 prenne la suite de l’IL-4 peut-être en temps que régulateur
80

. De plus, l’IL-4δ2 a été 

retrouvée sous forme protéique chez des sujets asthmatiques mais pas chez des personnes 

saines
80

. 

Un niveau disproportionné d’IL-4δ2 vis-à-vis de l’IL-4 peut contribuer à certaines 

maladies. Un trouble de l’expression relative des variants de l’IL-4 est, en effet, un facteur 

important dans des maladies telles que l’asthme ou la tuberculose
71,78,80

.  

 

 

2. Les traitements en cours de développement 

Cette maladie nécessite un traitement anti-inflammatoire sur du long terme. Le 

corticostéroïde inhalé (ICS) est le traitement le plus efficace utilisé pour l’asthme persistant. 

La fixation de ces corticostéroides aux récepteurs cytoplasmiques permet la répression de 

l’expression des gènes inflammatoires
84

. Les patients ressentent donc une amélioration 

clinique grâce à une réduction de l’éosinophilie sanguine et pulmonaire et une réduction de 

l’expression de nombreuses cytokines dont l’IL-4
37

. Chez beaucoup de patients, l’ICS est 

complété avec un « long-acting ȕ2-agoniste » ou LABA, ce qui rend la thérapie plus 

efficace
84

. Cependant tous les patients traités par ICS ne voient pas leur asthme amélioré, 

même en augmentant les doses du traitement ou en le combinant avec d’autres agents
84

.  

Une des approches de la recherche pour un traitement de l’asthme s’intéresse aux 

cytokines pro-inflammatoires (telles que l’IL-4 et le TNFα) ou encore aux cellules 

inflammatoires (Th2 et oesinophiles)
84

. Différents antagonistes de l’IL-4 ont été étudiés ou 

sont à l’étude pour traiter l’asthme. On retrouve le récepteur à l’IL-4 recombinant humain 
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soluble (IL-4Rs), l’IL-4 mutein, l’anticorps monoclonal anti-IL-4 humanisé et l’anti IL-4R 

monoclonal
24

. ‐ L’IL-4R soluble est considéré comme un antagoniste de l’IL-4 ainsi le blocage de 

l’IL-4 de cette manière est un mécanisme anti-inflammatoire neutralisant les effets 

de l’IL-4. La société Immunex Corporation a développé Nuvance, un récepteur 

soluble recombinant, produit dans un système d’expression de type mammifère
24

. 

Ces essais n’ont pas donné d’effets assez probants pour que l’étude puisse être 

continuée. ‐ L’IL-4 mutein, un antagoniste du récepteur à l’IL-4, est un double mutant de l’IL-4 

(Arg121 et Tyr124 mutés en acide aspartique) exprimé en E.coli (Bayer 

Pharmaceutical Corporation). Cette protéine a conservé une forte affinité pour le 

récepteur IL-4Rα sans induire de signal et a été bien toléré en étude clinique. 

Cependant le projet a été abandonné au vu de la courte demi-vie du produit (6h) et 

de l’impossibilité d’en faire un produit non injectable. ‐ Un Anti-IL-4 monoclonal IgG1 humanisé a été développé par GlaxoSmithKline 

pour le traitement de l’asthme. Celui-ci permet de neutraliser l’IlL-4 produite en 

trop forte quantité dans cette pathologie. Le produit est sain et bien toléré par 

l’organisme lors des phases clinique, cependant, il a été jugé trop peu efficace pour 

continuer le développement du produit. ‐ Un anti-IL-4R monoclonal est en cours de développement (Amgen corporation). 

Celui-ci est dirigé contre l’IL-4Rα inhibant ainsi la fixation de l’IL-4 et de l’IL-13. 

Pour l’instant aucun essai de traitement contre l’asthme visant l’IL-4 et/ou son récepteur n’a 

montré de réelles efficacités
24

. En effet, de nombreux facteurs interviennent dans cette 

pathologie et on peut penser que la présence de l’IL-4δ2 dont le rôle dans cette pathologie 

n’est pas déterminé puisse influencer les thérapies visant l’IL-4 ou son récepteur. 

 

 

ii. L’IL-4 et le VIH 

Sur des personnes porteuses du virus de l’immunodéficience humaine (VIH), l’IL-4 

est fortement exprimée dans le sang périphérique
72

. Beaucoup d’études ont montré 

l’implication de l’IL-4 dans l’infection par ce virus mais les informations sont contradictoires. 

En effet, certaines annoncent que la réponse Th2, induite par l’IL-4, facilite la progression de 
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la maladie vers le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA)
90,91

 tandis que d’autres 

restent sceptiques
92

. 

 

L’IL-4 semble avoir un effet variable sur l’infection par le VIH-1. En fait, l’IL-4 

stimule la production du virus VIH-1 dans les monocytes et macrophages dérivé de sang 

humain lorsqu’elle est ajoutée après de l’infection des cellules par le virus
93

, mais l’IL-4 peut 

aussi inhiber de 60% la réplication du virus lorsqu’elle est ajoutée avant l’infection des 

cellules épithéliales colorectales HT29
94

. Ces résultats peuvent être expliqués également par 

la présence d’un variant d’épissage de l’IL-4, l’IL-4δ2. Ce variant peut induire un biais lors de 

la mesure des cytokines s’il n’est pas pris en compte
95

. Une étude indique en particulier que 

dans le cas d’une co-infection VIH-1 et M.Tuberculosis, les quantités relatives d’IL-4 et 

d’IL-4δ2 sont modifiées. L’IL-4 est surexprimée (tout comme l’IFN-Ȗ) dans les poumons et 

dans le sang tandis que l’IL-4δ2 est surexprimée seulement dans les poumons
95

. Avec un 

traitement anti-tuberculose, le niveau d’IL-4δ2 augmente tandis qu’aucun changement n’est 

détecté dans le niveau d’IL-4
95

. Une autre étude a montré qu’un ARNm alternatif de l’IL-4, 

l’IL-4δ13, une molécule non sécrétée, est induite pendant l’apoptose (détectée par un 

anticorps 8D4)
72

. Ce variant délété de 13 paires de bases a été détecté en forte quantité dans 

les cellules mononuclées du sang périphérique des personnes infectées par le VIH-1
72

. Ces 

deux exemples illustrent l’importance de des variants d’épissage de l’IL-4 lors des études sur 

l’infection par VIH-1. 

 

 

iii. L’implication de l’IL-4 dans la tuberculose 

La tuberculose touche 10 millions de personnes chaque année et tue plus de 2 millions 

de personnes par an. Le vaccin Bacille Calmette-Guerin (BCG) n’est malheureusement 

efficace qu’un nombre limité d’années, n’empêchant pas la transmission de la bactérie, 

notamment dans les pays en voie de développement, les plus touchés par la maladie. 

Cependant, le traitement de la tuberculose est peu onéreux et très efficace. Toutes les 

personnes infectées ne développent pas la maladie et sont donc considérées latentes, car 

porteurs sains
81

. L’IFN-Ȗ joue un rôle important dans la protection contre M. tuberculosis. 

Cependant lui seul ne peut permettre le contrôle de la bactérie. Ce contrôle passe par une 

réponse Th1 élevée (IFN- Ȗ, IL-12) ainsi que par une inhibition de la réponse Th2 (IL-4 

notamment)
81

. 
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Dans les pays en voie de développement, la forte exposition aux helminthes et 

mycobactéries environnementales engendre un fort taux de cytokines Th2
96

. L’activité Th2 

présente chez ces personnes oriente une infection par M. tuberculosis vers une évolution de la 

maladie contrairement à une réponse Th1 qui oriente l’infection vers une latence
96

.  

 

a) Les profils de cytokines pour les différentes phases d’infection 

Des études ont montré que l’IL-4 augmente chez les personnes malades. Sur un test in 

vitro, un antigène de M. tuberculosis induit une augmentation d’ARNm codant pour l’IL-4 

mais pas pour l’IL-4δ295
. Le taux d’ARNm codant pour l’IL-4 est augmenté dans la 

tuberculose pulmonaire humaine
97

. Cette augmentation serait même en corrélation avec la 

sévérité de la maladie
87

. Cependant, cette étude se base sur des échantillons issus de Gambie, 

un pays à risque vis-à-vis des infections aux helminthes. Dans des échantillons du Danemark, 

le taux d’IL-4 chez les patients atteints de tuberculose est sensiblement identique aux 

donneurs sains
81

.  

Une étude effectuée à Londres avec des patients d’ethnicité différente montre que le 

ratio IL-4/IFN-Ȗ est supérieur chez les personnes malades que chez les contrôles. De plus la 

demi-vie des ARNm codant pour l’IL-4 est supérieure chez les personnes malades par rapport 

aux contrôles, alors que pour l’IL-4δ2, la demi-vie reste inchangée entre les personnes 

malades et les personnes saines
42

. Il en découle que l’ARNm codant pour l’IL-4 est plus 

stable chez les personnes atteintes de tuberculose que chez les personnes saines.  

Pour une tuberculose latente, le taux d’ARNm codant l’IL-4δ2 dans le sang 

périphérique est très élevé
42,87,96,97

 tandis que le taux d’IL-4 reste identique à celui d’une 

personne saine 
87,95

.  

Chez le bovin atteint de tuberculose bovine, deux variants de l’IL-4 sont produits : 

l’IL-4δ2 et l’IL-4δ3. Suite à la vaccination avec le BCG, le taux d’IL-4δ3 augmente. Ce qui 

permet d’établir un lien entre l’IL-4δ3 et la protection du bovin naturellement exposé à la 

souche bovine de la tuberculose
69

. 

Que ce soit chez les bovins ou chez l’humain, la différence de profil d’expression des variants 

d’épissage de l’IL-4 entre un état sain et un état infecté permet de s’interroger sur 

l’implication des variants dans l’état pathologique. En effet, chez l’homme la présence d’IL-

4δ2 est associée à une latence. Dans le cas de traitement ou de vaccination, il semble donc 

important d’orienter la réponse immunitaire vers une réponse Th1. 
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b) Le traitement contre la tuberculose 

Pendant le traitement contre la maladie le taux d’ARN codant l’IL-4δ2 augmente
42,95

. 

En ce qui concerne l’IL-4, celui-ci diminue
42,96

 ou reste constant selon les études
95

. Djoba 

Siawaya et al.
98

 ont montré qu’une semaine après le début de la thérapie, le taux d’IL-4 est 

diminué de 4 fois tandis que le taux d’IL-4δ2 est augmenté 32 fois. Dans le cadre de cette 

étude, les personnes répondant rapidement au traitement (fast responder) ont un taux d’IL-4δ2 

19 fois supérieur au bout d’une semaine, et un taux d’IL-4 peu variable. Pour les personnes 

répondant plus longuement (slow responder), le taux d’IL-4δ2 est augmenté 47 fois en une 

semaine et le taux d’IL-4 diminue.  

Cet exemple nous montre que la prise en compte de l’IL-4δ2 est indispensable dans 

l’étude de la tuberculose. 

L’IL-4 est une cytokine pleïotropique du système immunitaire qui joue un rôle dans de 

nombreuses maladies dont certaines sont citées ici. Cependant, l’étude de l’implication de 

l’IL-4 dans un contexte pathologique ne peut faire abstraction de l’étude de son principal 

variant d’épissage : l’IL-4δ2. 
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Lors des travaux effectués sur l’étude de l’IL-4δ2, de nouveaux variants d’épissage de 

l’IL-4 ont été séquencés. Ces découvertes nous ont mené à nous intéresser aux mécanismes 

d’épissage et de régulation de ceux-ci.  

 

L’EPISSAGE DES ARN messagers

 

 

I- L’épissage 

 

En 1977, Roberts et Sharp ont identifié le processus d’épissage, ce qui leur a valu le prix 

Nobel de médecine en 1993. La même année, la dénomination des introns (parties non 

codantes) et des exons (parties codantes) composant un gène a été déterminée par Walter 

Gilbert
99

. L’épissage est caractérisé par un mécanisme au cours duquel les introns (pouvant 

atteindre des centaines de kilobases) sont éliminés et les exons (d’une taille moyenne de 137 

nucléotides) sont joints les uns avec les autres
100

. L’épissage est un phénomène désormais 

connu chez toutes les espèces eucaryotes.  

Le gène, préalablement transcrit en ARN pré-messager composé des introns et des exons 

du gène, subit le phénomène d’épissage. Le transcrit nouvellement produit est sujet à un 

processus de maturation dans le noyau
101

 (figure 13). Une coiffe (cap) est ajoutée en 5’ au 

moment de la transcription. Sur cette coiffe se fixe une protéine appelée cap-binding protein 

(CBP) composée de deux sous-unités : CBP80 et CBP20
102

. Cet hétérodimère est conservé 

après le premier passage de traduction. Puis, ces protéines sont progressivement remplacées 

par le facteur d’initiation de traduction, l’eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E), 

sur la coiffe lors de passages successifs de ribosomes pour la traduction de l’ARNm. En 3’, 

sur la queue poly(A) se fixe la protéine poly(A)-binding N1 (PABPN1). Cette protéine est 

remplacée par PABPC1 à l’arrivée de l’ARNm dans le cytoplasme
102

. Chez les mammifères 

la transcription et la maturation se font de manière coordonnée. L’ARN messager qui a reçu 

sa coiffe, sa queue poly(A) et qui a subi l’épissage est désormais mature et peut être exporté 

du noyau vers le cytoplasme pour être traduit en protéine.  
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Figure 13: Transcription et traduction d’un gène dans une cellule eucaryote. Le gène est 

transcrit en ARN pré-messager qui subit ensuite le phénomène d’épissage. Après l’ajout 

d’une coiffe et d’une queue polyA, l’ARNm est exporté dans le cytoplasme pour être traduit en 

protéine. 

 

L’épissage est un phénomène bien décrit et hautement régulé. Un complexe 

polyprotéique, le spliceosome, induit l’excision des introns et la ligation des exons les uns 

avec les autres donnant un ARN messager codant.  

Il est admis que l’épissage n’a lieu que si des séquences consensus sont présentes sur 

les exons et introns de l’ARN pré-messager. Ces séquences ou cis-élément  sont des sites 

cibles pour la fixation de protéines nécessaires à l’épissage
101,103

. Elles ont été identifiées très 

rapidement après la découverte des exons et introns. Dans les années 80, des séquences 

consensus sont proposées pour le site donneur, le site accepteur et la région riche en 

pyrimidines, après comparaison de nombreux gène humains et viraux
104,105

.  Le site donneur 

5’ correspond à la séquence consensus située à la jonction entre un exon et l’intron à épisser. 

Cette séquence consensus est AG/GURAGU avec AG présent dans l’exon et GU dans 

l’intron. Le site donneur va interagir avec un site accepteur 3’ AG qui se trouve à la fin de 

l’intron à épisser. Il est précédé par une pyrimidine (Y = Uracile ou Cytosine). Ces 2 sites 

situés aux jonctions de l’intron à éliminer ne sont pas suffisants pour qu’il y ait épissage. 

Ainsi, en 1984, Padgett et al.
106

 indiquent la présence d’un point de branchement en amont du 

site 3’ et nécessaire à  l’épissage. Ce site, situé entre 18 et 40 nucléotides en amont du site 
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accepteur, est caractérisé par la séquence consensus YNYURAY avec l’adénine en tant que 

point clef de cette séquence (avec N=A, T, G ou C, Y=T ou C et R=G ou A) (Figure 14). Une 

région riche en pyrimidines (C ou T), constituée de plus de 10 pyrimidines, se trouve entre le 

point de branchement et le site accepteur 3’. 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Séquences consensus nécessaires à l’épissage d’un ARN pré-messager 

 

1. Le mécanisme d’épissage 

 

L’épissage des ARN pré-messager se fait par action du spliceosome dans le noyau de la 

cellule
107

. Ce mécanisme implique deux trans-estérifications successives de type SN2 

(réaction en une étape sans création d’intermédiaire réactionnel) (figure 15)
101,107

.  

La première trans-estérification se fait par action du 2’-hydroxyl de l’adénine du point de 

branchement sur la liaison phosphodiester du site donneur 5’. Ceci induit la cyclisation de 

l’intron formant une structure en lasso. Le 3’-hydroxyl du site donneur 5’ agit ensuite sur la 

liaison phosphodiester du site accepteur 3’ induisant la libération du lasso. Les deux exons 

sont ainsi réunis et l’intron éliminé. 

 Le spliceosome est un complexe qui réalise l’épissage des ARN pré-messagers dans le 

noyau. Il s’agit d’une machinerie moléculaire dynamique composée de différentes sous unités 

avec lesquelles les ARNm et les protéines coopèrent étroitement. Ainsi, 5 small nuclear 

RiboNucleoprotein Particules (snRNPs) nommées U1, U2, U4, U5 et U6 ont été découvertes 

par Lerner et Steitz
108

 en 1979 par analyse fingerprint et sont composées de protéines et d’une 

sous-unité appelée small nuclear ribonucleic acid (snRNA). Un grand nombre de protéines 

auxiliaires (>100)
103,109

 interviennent également dans l’épissage. 
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Figure 15 : Réaction de double trans-estérification lors de l’épissage. A : Première trans-

estérification entre le OH en 2’ de l’Adénine du point de branchement et le phosphore liant 

les deux guanines dans le site donneur d’épissage 5’. B : Deuxième trans-estérification entre 

le OH formé à la fin de l’exon N et le phosphore liant les deux guanines dans le site accepteur 

d’épissage 3’. C : Produits formés à la fin des 2 trans-estérifications, les 2 exons sont réunis 

et l’intron est éliminé. 

 

 

 Les différentes étapes de l’épissage sont bien décrites dans la littérature (figure 16). 

Les étapes d’assemblage et la nature des différents complexes ont été déterminées par des 

études in vitro. L’incubation d’ARNpre-messagers synthétiques marqués avec des extraits de 

levure ou des extraits eucaryotes, en présence d’Adénosine TriPhosphate (ATP), permet la 

production des intermédiaires réactionnels. Ces intermédiaires sont ensuite analysés par 

électrophorèse sur gel natif. Le mécanisme d’épissage a donc été déterminé à partir des 

complexes intermédiaires de réaction. Ainsi, le snRNP U1 est le premier facteur à entrer en 

jeu. Il se lie au « site donneur 5’ » par l’intermédiaire de son snRNA en s’appariant à la 

séquence donneur 5’. Cette première interaction est indépendante de l’ATP. Parallèlement, le 

facteur d’épissage 1 (SF1, pour splicing factor 1) s’accroche au point de branchement, 

formant le complexe E’ 
101,107,109

. Un second complexe appelé E
101,103,107,109

 est créé à la suite 

de l’ajout du facteur auxiliaire U2 (U2AF) un hétérodimère, composé de deux sous-unités, 

découvert en 1989 par Grenn et Zamore
110

. La sous unité U2AF65 se fixe sur la région riche 

en pyrimidines et au point de branchement tandis que la sous unité U2AF35 se fixe au site 
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accepteur 3’ AG. Le remplacement de SF1 par le snRNP U2 au point de branchement donne 

le complexe A encore appelé pré-splicesosome A
109

. Cette réaction se fait de manière ATP-

dépendante
101

. Ensuite, le recrutement des snRNP U4, U5 et U6 permet la formation du 

complexe B. Les snRNPs U4 et U6, s’assemblent en un complexe contenant 2 snRNAs
101

. 

L’association avec U5 crée un tri-snRNP pré-assemblé. Des changements conformationnels et 

des remaniements tels que la perte des sous unités U1 et U4 permet l’obtention du complexe 

C qui se trouve être le spliceosome actif
101,109

. Ce spliceosome actif, isolé en 2008 par 

Bessonov
111

 induit les 2 transestérifications successives. Ainsi les 2 exons sont joints et la 

partie intronique, sous forme de lasso, est éliminée. Les snRNP sont ensuite recyclées afin 

d’être utilisées pour un autre épissage. 

 

 

Figure 16 : Mécanisme réactionnel d’assemblage du spliceosome et de l’excision d’un intron. 

 

Durant l’épissage, les introns sont excisés et les jonctions exon/exon sont fixées par un 

complexe multiprotéique nommé Exon Junction Complex (EJC). Cet EJC est composé de 

plus de 10 protéines, notamment UPF2 et UPF3 impliquées dans le NMD (Nonsens-Mediated 

Decay). Ce complexe se situe 20 à 24 nucléotides en amont de la jonction exon/exon et ces 

nombreuses protéines interagissant soit avec l’ARN messager directement soit avec des 

intermédiaires d’épissage
112

. Les ARN messagers nouvellement exportés du noyau et 
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comportant le cap-binding complex (CBC) en 5’ terminal de l’ARNm sont sujets à la 

traduction. L’information positionnelle donnée par l’EJC est conservée pendant l’export de 

l’ARNm du noyau vers le cytoplasme et ce jusqu’à ce que l’ARNm soit traduit.  

 

Le spliceosome, complexe hautement actif
113

, catalyse le clivage de l’ARN messager 

et la ligation des différents exons avec une très forte fidélité. Cependant le mécanisme de 

catalyse de ce complexe et le site actif de celui-ci sont assez peu décrits. Par homologie avec 

le fonctionnement du ribosome, les ARN des snRNP pourraient avoir ce rôle catalytique
113

. 

La génération de la structure haute résolution du spliceosome permettrait de déterminer la 

conformation exacte des différents complexes et notamment du site actif. Ceci pourrait 

permettre de résoudre les différentes inconnues restantes sur le fonctionnement du 

spliceosome.  

 

 Les nombreuses études portant sur l’épissage montrent que ces séquences consensus 

d’épissage sont très conservées
114

 (figure 17). Cependant, un spliceosome alternatif a été 

décrit dans le milieu des années 90 par Patel et al. Celui-ci reconnait une classe rare d’introns 

possédant des séquences consensus alternatives (figure 17). Ce spliceosome alternatif est 

composé des protéines U11 et U12
115

, protéines absentes du spliceosome majoritaire. 

L’utilisation de U5 semble être conservée par ce spliceosome contrairement aux autres snRNP 

(U1, U2, U4 et U6) du spliceosome majoritaire.  

 

U12

U2

 

Figure 17 : Séquences consensus nécessaires à l’épissage classique noté U2 ou alternatif 

noté U12 d’un ARN pré-messager. Source : Patel et.al.
115

 

 

La présence de ce spliceosome alternatif confère à la machinerie d’épissage un large 

spectre d’utilisation. Celui-ci est conservé à travers l’évolution des espèces suggérant une 

origine ancienne et une importance critique. Les deux spliceosomes sont très similaires et 
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fonctionnent sur le même principe, ainsi, une origine commune est possible. Cependant, des 

recherches sont toujours en cours pour déterminer les mécanismes de régulation de 

l’utilisation de ce spliceosome alternatif. 

 

Alors que longtemps l’épissage a été considéré comme une règle absolue, la 

découverte de ce spliceosome alternatif à permis de faire évoluer les connaissances et les 

recherches sur la génération de la diversité de l’information génétique. 

 

 

2. L’épissage alternatif 

 

 Le séquençage du génome humain à permis de déterminer un nombre de gènes 

d’environ 22 000. Pendant longtemps, on pensait que le degré de complexité d’un organisme 

dépendait du nombre de gènes de celui-ci. Or de nombreuses espèces possèdent des génomes 

plus grands que celui de l’homme. Un exemple flagrant est le génome du riz (Oryza sativa) 

composé de plus de 53 000 gènes
116

. On conclue aisément que la complexité ne s’explique 

pas uniquement par le nombre de gènes de l’organisme en question. Toutefois, le protéome 

humain est composé de plus de 500 000 protéines ce qui ne correspond pas au nombre de 

gènes dénombrés. Ainsi un gène peut produire différentes isoformes protéiques et ceci est 

expliqué par le phénomène de l’épissage alternatif.  

Découvert au début des années 80
117,118

, l’épissage alternatif correspond à l’inclusion 

sélective de certains exons
103

. L’épissage alternatif résulte d’une compétition entre les 

différents sites d’épissages
107

. Différentes combinaisons ordonnées d’exons sont donc 

possibles à partir d’un même ARN pré-messager (figure 18). Ainsi un exon alternatif peut être 

délété, un intron ou partie d’intron peuvent être insérés et des sites d’épissage 3’ ou 5’ 

peuvent être utilisés. 

Le choix de l’inclusion ou non d’un exon dépend de différents facteurs. La taille de 

l’exon est importante. En effet, les exons de petite taille sont moins souvent retenus dans 

l’ARNm car une gêne stérique des facteurs d’épissage empêche un fonctionnement correct du 

spliceosome
107

. De plus, une force d’épissage est attribuée aux différents sites en fonction de 

la séquence des sites d’épissage. Les sites d’épissage faibles, c’est-à-dire ceux pour lesquels 

la séquence est assez éloignée de la séquence consensus, diminuent l’affinité du spliceosome, 

et ne favorisent pas l’utilisation de ces sites d’épissage
119

. 
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Figure 18 : Différentes configurations d’épissages alternatifs par saut d’un exon, rétention 

d’un intron ou partie d’intron, par la présence d’un site d’épissage donneur alternatif ou un 

site accepteur alternatif. 

 

Lorsqu’une mutation a lieu au niveau d’un site d’épissage, un site cryptique peut être 

utilisé. Il s’agit d’un site situé en amont ou en aval du site muté, capable d’intervenir dans le 

processus d’épissage lorsque le site natif n’est plus valide
120

. Ce type d’épissage peut induire 

une protéine différente potentiellement responsable de pathologies.   

 

L’épissage alternatif peut se produire à différentes étapes du processus d’épissage : 

lors de la reconnaissance des sites d’épissage, lors du début de l’assemblage du spliceosome 

ou encore pendant les changements conformationnels entre les 2 étapes de trans-

estérification
109

. L’événement semble être dépendant de l’ARN et des facteurs de régulation 

de l’épissage liés à cet ARN. 

Diverses conséquences résultent d’un épissage alternatif. L’utilisation de cadres de 

lecture différents (Open Reading Frame – ORF) peut mener à des protéines partiellement ou 

totalement distinctes. Si un site d’initiation AUG se situe sur l’exon alternatif, alors un second 

site d’initiation de la traduction peut être utilisé pour ce variant. Par le saut d’un exon ou 

l’ajout d’un exon alternatif, un codon stop peut prématurément terminer la synthèse de la 

protéine voire mener à un processus de Nonsens-Mediated Decay qui sera abordé dans la suite 

du manuscrit. L’épissage alternatif peut également induire la présence de plusieurs sites de 

polyadénylation. Le processus d’épissage alternatif nécessite un mécanisme de régulation 

important de la part des cellules pour éviter toute dérive et pathologie liées à la production de 

protéines potentiellement toxiques pour la cellule. 
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A sa découverte, il était concevable que l’épissage alternatif soit un phénomène rare. Il 

a depuis été trouvé dans de nombreuses espèces comme les plantes, les animaux, les 

champignons ou encore Caenorhabditis elegans et Drosophila Melanogaster. A l’heure 

actuelle, on estime que chez l’homme, 95% des gènes multi-exons subissent un épissage 

alternatif
109,119

 et 70 à 80% des épissages alternatifs induisent un changement de la protéine 

produite
121

. Chaque gène peut coder un nombre de protéines allant de 2 à quelques milliers
122

. 

De nombreux exemples d’épissage alternatif sont désormais connus. Un exemple significatif 

concerne le gène Down syndrome cell adhésion molécule (Dscam) de la Drosophila 

Melanogaster pour lequel le gène possédant 24 exons peut être épissés en potentiellement     

38 016 variants
123

. On peut alors se poser la question de l’utilité d’un tel réservoir génétique.  

 

On estime désormais que l’épissage alternatif des ARN pré-messager permet de 

réguler l’expression des gènes, de contrôler la diversification fonctionnelle des protéines ainsi 

que de moduler la réponse cellulaire
107,109

. L’épissage alternatif est régulé suivant le type de 

tissus, en effet, plus de 50% des isoformes issues d’un épissage alternatif sont exprimées 

différemment dans les tissus
109

. Ceci peut s’expliquer par le fait que les facteurs d’épissage 

soient eux-mêmes exprimés de manière différente en fonction des tissus considérés
109

. La 

phosphorylation de ceux-ci peut faire varier leur localisation intracellulaire et ainsi intervenir 

dans le caractère tissus-spécifique de l’épissage alternatif
109

. 

 

 

II- La régulation de l’épissage 

 

La régulation de l’épissage fait intervenir différents facteurs. La reconnaissance et la 

sélection des sites d’épissage sont régulées par des facteurs intervenant à différentes étapes de 

l’assemblage du spliceosome
109,101

.  

 

La reconnaissance de sites d’épissage se fait avec l’aide d’éléments cis et de facteurs 

trans. Les séquences des éléments cis se trouvent aussi bien dans les introns que dans les 

exons et peuvent favoriser l’épissage notamment en permettant le recrutement des sous-unités 

du spliceosome ou encore en inhibant l’assemblage du spliceosome, ce qui engendre ainsi le 

saut d’un exon
107

. Les éléments qui favorisent l’épissage sont appelés exonic splicing 

enhancers (ESEs) lorsqu’ils sont situés dans un exon et intronic splicing enhancers (ISE) 
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lorsqu’ils sont situés dans un intron. Des éléments répresseurs de l’épissage se situent aussi 

dans les exons et les introns et sont respectivement appelés exonic splicing silencers (ESS) et 

intronic splicing silencers (ISS)
103

. 

 

Les facteurs d’épissage trans sont des protéines SR et des heterogenousnuclear 

RiboNucleoProteins (hnRNP)
107,119,124

.  

La découverte des protéines SR a été faite chez la Drosophile pour laquelle les gènes 

Suppressor-of-white-apricot (SWAP), Transformer (Tra) et Tra-2 ont été indentifiés comme 

facteurs d’épissage en 1987
125–127

. Les protéines de la famille SR, hautement conservées chez 

les eucaryotes, correspondent à une dizaine de protéines riches en répétition de motifs 

Arginine-Serine (domaines R-S) qui permettent la médiation de l’interaction avec l’ARN et 

les autres protéines
109,124

. Elles sont également composées de motifs de reconnaissance de 

l’ARN (RRMs ou RNA-recognition motif) qui se lient spécifiquement à des séquences cibles 

de l’ARN
128

. Les protéines SR sont nécessaires à l’épissage car elles permettent le 

recrutement des facteurs d’épissage formant le spliceosome fonctionnel et permettent le relais 

entre les différents facteurs et les sites d’épissage 3’ et 5’. Elles sont situées dans le noyau et 

migrent vers les sites de transcription
128

.  

Les protéines SR se lient aux ESEs grâce à la reconnaissance du RRM
101,109

 induisant 

le recrutement des éléments constitutifs du spliceosome comme la sous unité U2AF qui se lie 

à la région riche en pyrimidines ou encore le U1snRNP sur le site d’épissage 5’
119

 (figure 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Aide au recrutement des éléments du spliceosome par la présence de SR protéines 

(SRp). En absence de SR protéine, l’épissage n’a pas lieu. En revanche, en présence de SR 

protéine, les facteurs d’épissage sont conduits vers les sites d’épissage (PB=Point de 

Branchement), l’épissage peut avoir lieu. 
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Les protéines hnRNP sont des complexes d’ARN (snRNA) et de protéines. Elles sont 

impliquées dans de nombreux processus tels que le transport de l’ARN dans le noyau. Elles 

sont également capables de se lier à l’ARN pré-messager afin d’éviter la formation d’une 

structure secondaire de celui-ci, favorisant ou inhibant l’épissage notamment par 

encombrement stérique
119,124

(figure 20).  

Les ISSs et ESSs sont reconnues par des hnRNP. Ces protéines inhibent l’épissage par 

encombrement stérique ou par séquestration
119,129

 d’un ou plusieurs exon (figure 20). Dans ce 

dernier cas, des hnRNPs se lient à des ISSs présents sur des introns différents et par 

interaction protéine-protéine, l’exon compris entre les 2 introns concernés se trouve dans une 

boucle qui ne peut plus interagir dans le mécanisme d’épissage
119

. 

 

 

 

Figure 20 : Mécanismes de régulation d’hnRNP par liaison sur des ESS de l’ARN. A : 

mécanisme d’encombrement stérique menant à l’épissage alternatif. B : méthode de 

séquestration d’un exon par interaction protéine-protéine entre deux hnRNP. 

 

 Les ISE ne sont pas bien caractérisés. On sait toutefois qu’ils sont reconnus par les 

hnRNP, et induisent l’épissage
109

. Les ISE sont généralement des répétitions de petites 

séquences telles que GGGGG, CUCUCU ou encore UGCAUG
130

. 

 

Un moyen d’inhibition de l’épissage est le blocage des sites d’épissages (site 3’, 5’, ou 

point de branchement) aux composantes du spliceosome
109

. Différentes protéines sont 

capables de jouer ce rôle comme hnRNP F, hnRNP H, neuro-oncological ventral antigen 1 

(NOVA1) et NOVA2, Forkhead box -1 (Fox-1) et Fox-2. Ainsi, Fox-1 et Fox-2, par exemple, 

sont des protéines qui inhibent la formation du complexe E’ en empêchant SF1 de s’hybrider 
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sur son site spécifique sur l’ARN pré-messager et évitent également la formation du complexe 

E en annulant le recrutement de U2AF
109

. Ces protéines sont spécifiquement actives dans le 

cœur, les cellules musculaires et le cerveau
131

. La protéine PTB (Polypirimidine tract binding 

protein), également nommée hnRNPI, peut se fixer aux polypyrimidines régulant de façon 

négative l’épissage en inhibant la fixation des facteurs d’épissage
124,129

.  

 

La régulation de l’épissage se fait avec des protéines SR ou des hnRNPs, qui aident à 

la reconnaissance du site d’épissage et permettent la distinction entre les exons authentiques 

et les exons alternatifs
107,129

. L’utilisation de sites d’épissage menant à l’inclusion ou non d’un 

exon est dépendante de l’action combinée des éléments cis et des facteurs d’épissage. En 

effet, de nouveaux sites d’épissage peuvent être créés à l’intérieur d’un intron par la présence 

des facteurs d’épissage. Les parties des séquences introniques ainsi déterminées sont 

considérées comme des exons alternatifs
132

. Les inhibiteurs et activateurs d’épissage peuvent 

agir par recrutement des facteurs d’épissage, par compétition avec des composants servant à 

l’épissage ou encore par changement de la structure de l’ARNm afin de gêner la 

reconnaissance du site d’épissage
103,109

.  

 

La régulation de l’épissage fait intervenir de nombreux facteurs. Ainsi, de nouveaux 

niveaux de régulation sont peu à peu découverts. Hormis tous ces facteurs régulateurs, 

différents groupes ont décrit récemment que l’épissage pouvait être affecté par les 

modifications post-transcriptionnelles, telles que la phosphorylation des facteurs de régulation 

et la structure secondaire de l’ARN
103,109

. Une structure secondaire peut, en effet, empêcher 

l’accès des sites d’épissages aux protéines d’épissage, inhibant celui-ci ou au contraire, la 

structure peut induire le rapprochement des sites d’épissage (un intron peut être long), 

favorisant celui-ci. De plus, l’épissage alternatif est régulé par différents facteurs tels que la 

vitesse d’élongation de la transcription, les modifications des histones et de la chromatine. 

Ainsi, la modification des histones peut induire un recrutement ou une absence de recrutement 

de facteurs d’épissage
133,134

. La vitesse d’élongation de l’ARN Polymérase II (RNAPII) 

contribue, dans une certaine mesure, à l’excision de certains exons. En effet, la transcription 

de régions denses en chromatine est plus lente ce qui implique l’épissage de sites faibles. 

Cependant, dans les régions pour lesquelles la chromatine est moins dense, la RNAPII 

transcrit plus rapidement l’ADN et induit un épissage rapide omettant les sites d’épissage 

faibles. De plus, des ARN non-codants (ARNnc) peuvent également contrôler l’expression de 
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facteurs d’épissage
134

. Au vu de ces exemples, la régulation de l’épissage fait intervenir 

conjointement de nombreux facteurs et explique la poursuite des recherches sur ce sujet. 

 

III- Une régulation spécifique : le Nonsens-Mediated Decay 

 

Des contrôles qualité ont lieu à différentes étapes de l’expression d’un gène. Ils sont 

nécessaires au bon fonctionnement des cellules et permettent d’éviter la production de 

protéines aberrantes. Différents contrôles au niveau post-transcriptionnel permettent la 

dégradation d’ARNm non conformes et donnant des protéines potentiellement néfastes pour 

la cellule et son environnement. Le no-go decay (NGD) correspond au procédé selon lequel la 

structure de l’ARNm (structure secondaire, séquence riche en GC ou bases endommagées) 

induit une absence de traduction de la part du ribosome. Le non stop decay (NSD) quant à lui, 

induit un mécanisme de dégradation d’ARNm dépourvu de codon stop. Enfin, le nonsens-

mediated decay (NMD) correspond à la dégradation d’ARNm ayant un codon stop prématuré 

ou une séquence poly(A) trop éloignée du codon stop
135

. Le NMD est le mécanisme le plus 

décrit dans la littérature. Il s’agit d’un processus de régulation post-transcriptionnelle de 

l’ARNm qui permet la dégradation d’ARNm anormaux, conséquences de mutations ou 

d’erreurs fréquentes lors de l’expression de gènes. Ce procédé permet de prévenir la 

production de protéines tronquées dont la fonction pourrait être néfaste pour la cellule et 

l’organisme. La prévention de la production de ces protéines permet notamment de moduler 

les manifestations cliniques de nombreuses maladies génétiques. 

Le NMD joue un rôle de régulation de l’expression des gènes en éliminant des ARNm 

issus d’épissage alternatif notamment. Ce procédé NMD est important de part sa conservation 

dans différents organismes vivants, des bactéries aux cellules de mammifères.  

 

1. Un codon stop prématuré 

 

Le NMD est un procédé de surveillance efficace qui élimine sélectivement les 

transcrits qui contiennent des codons stop prématurés (PTC pour Premature Stop Codon)
136

. 

Différentes situations sont décrites quant à la formation d’un PTC telles que l’épissage 

alternatif, des mutations ou encore l’utilisation d’un codon initiateur alternatif. Ainsi, une 

règle a pu être définie
137

 décrivant la position du PTC comme déterminante pour le 
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déclenchement du processus NMD. Celui-ci doit se situer 50-55 nucléotides en amont de la 

dernière jonction exon-exon pour déclencher la dégradation.  

 

Lors de la première traduction de l’ARNm, si le complexe ribosomique rencontre un 

PTC en amont du dernier EJC, soit en amont de la dernière jonction exon/exon, il s’arrête. 

L’EJC recrute ensuite les protéines appelées up-frameshift protéines (UPF) qui jouent le rôle 

de plateforme d’accueil pour les protéines du NMD. Les EJCs sont éliminés au cours des 

différents passages de ribosomes pour la traduction. Ainsi seule la première lecture de 

l’ARNm permet la détection des EJC. Le facteur eIF4E remplace alors les protéines CBP80 et 

CBP20 sur la coiffe en 5’ lors de l’élimination des EJC, au cours de la première lecture de 

l’ARNm. Ainsi, le phénomène NMD ne peut avoir lieu que lors de la première traduction 

appelée « pioneer round of translation ». 

Les trans-acting facteurs du NMD sont les protéines UPF1 (= Rent1 chez la souris), 

UPF2 et UPF3. Ces 3 protéines forment un complexe trimérique qui apparaît comme étant le 

premier des facteurs du NMD à se fixer au ribosome
138

. UPF1 et UPF2 sont des 

phosphoprotéines, dont le statut de phosphorylation d’UPF3 reste à caractériser. Le complexe 

SURF (SMG-1, UPF1, eRF1 et eRF3) se lie aux protéines UPF induisant la phosphorylation 

d’UPF1 par la protéine kinase SMG-1 (figure 21). UPF1 peut alors recruter SMG-5, SMG-6 

et SMG-7. Il est décrit que SMG-7 a pour rôle de déphosphoryler UPF1
102,136,138

. Cette 

phosphorylation/déphosphorylation d’UPF1 est nécessaire au déclenchement du mécanisme 

NMD
136

. La phosphorylation d’UPF1 réprime la traduction en fixant la sous-unité eIF3 

inhibant ainsi la formation d’un ribosome actif
136

. UPF1 peut également réguler la stabilité de 

nombreux transcrits qui n’ont pas le profil NMD. 

Après reconnaissance du PTC, SMG1 et UPF1 rejoignent l’EJC qui se situe à proximité 

(figure 21). Les signaux NMD sont 
102

 l’association du complexe SURF sur le PTC, 

l’association de SMG1-UPF1 en amont de l’EJC, induisant la phosphorylation d’UPF1 par 

SMG1 et finalement, cette phosphorylation d’UPF1 enclenche l’activation et le recrutement 

des facteurs du NMD. 

Cette règle n’est toutefois pas universelle car il semble que les ARN messagers ayant une 

région 3’ non traduite (3’UTR) étendue sont également ciblés par le mécanisme NMD. La 

distance entre le PTC et la queue poly(A) semble être aussi déterminante
139

, suggérant que le 

codon stop puisse être considéré comme un PTC dans certains cas. Lorsque la protéine fixant 

le poly(A) (PABP) est à proximité du codon stop, eRF3 interagit avec PABP, ce qui inhibe 
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l’interaction entre eRF3 et UPF1. Cependant, lorsque le ribosome s’arrête au PTC, PABP ne 

peut pas interagir avec le complexe ribosomique sur lequel se trouve eRF3 en raison d’un trop 

grand éloignement et UPF1 peut fixer eRF3, induisant un processus NMD
139

. 

Le NMD peut également être déclenché par un défaut structural de l’ARNm. Ainsi, les 

ARNm susceptibles d’être traduits doivent comporter le complexe CBC composé des 

protéines fixant la coiffe, en 5’, ainsi qu’une protéine fixant la queue poly A en 3’ de 

l’ARNm. La perte de l’un de ces facteurs entraine un défaut de la traductibilité du transcrit et 

sa capacité à être soumis au NMD
112

. Cependant, il ne semble pas y avoir déclenchement de 

NMD lorsqu’un ARNm n’a pas de queue poly(A). Cette queue poly(A) ainsi que la protéine 

PABP (poly(A) binding protein) semblent avoir un rôle clef dans la régulation du NMD
138

.  

 
Le NMD est un mécanisme qui peut être inhibé par les antibiotiques tels que la 

cycloheximide et la puromycine car ceux-ci se fixent aux ribosomes et les inactivent. Le 

NMD est également inactivé par le poliovirus qui clive et inactive les facteurs de traduction 

eIF4G1, eIF4GII et PABP
112

. 
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Figure 21 : Mécanisme NMD. Lors de la première lecture de l’ARNm par le ribosome, si 

celui-ci rencontre un codon stop prématuré, il déclenche le processus NMD. Dans ce cas, les 

protéines UPF1, SMG-1 et eRF1/3 sont recrutées et par action de phosphorylation et de 

déphosphorylation par SMG-5, 6 et 7, la dégradation de l’ARNm est induite, ceci par l’action 

de l’enzyme Xrn-1. 
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2. La dégradation de l’ARNm au cours du processus NMD 

 

La dégradation de l’ARNm se fait tout d’abord par le décrochage de la coiffe en 5’ par 

les enzymes Dcp1 et Dcp2. Ensuite, L’ARNm est dégradé par l’exonuclease de XRN-1 ayant 

une activité 5’-3’. Les enzymes Dcp1, Dcp2 et XRN-1 sont concentrées dans les foyers 

cytoplasmiques nommés « processing bodies ».  

Plusieurs transcrits alternativement épissés et dégradés par NMD sont retrouvés en faible 

abondance et ne sont pas conservés entre la souris et l’humain
140

. Le NMD peut être régulé, 

stabilisant les transcrits et les isoformes alternativement épissés en fonction des conditions 

physiologiques ou pathologiques. Cependant son mode de régulation n’est pas encore 

totalement élucidé et l’activité NMD peut varier entre différents types cellulaires et conditions 

physiologiques.  

Ainsi, pour les patients souffrant de chondrodysplasie métaphysaire de Schmid, les 

ARNm de collagène X muté (introduction d’un PTC) sont soumis au NMD dans les cellules 

cartilagineuses alors qu’ils ne sont pas soumis au NMD dans les cellules non cartilagineuses 

(lymphoblastes et os)
141

.  

La régulation de l’épissage alternatif fait intervenir de nombreux facteurs. Cependant,  

malgré la définition d’un code d’épissage et d’un code spécifique au NMD, une mauvaise 

utilisation de ceux-ci peut mener à des situations pathologiques.  

 

 

IV- Les maladies associées à l’épissage alternatif 

 

Des modifications de l’épissage sont impliquées dans des maladies génétiques. Ces 

modifications sont des mutations qui touchent les facteurs d’épissage, les séquences 

consensus des sites d’épissage ou encore les éléments auxiliaires tels que les sites de 

régulation de l’épissage (ESE, ISE, ESS ou ISS)
129

. Ainsi, de nouveaux sites d’épissage 

peuvent être utilisés à l’intérieur d’un intron donnant lieu à la rétention de séquences 

introniques
132

. Les mutations touchant les facteurs et les sites d’épissage peuvent être 

associées à des maladies héréditaires ou cancéreuses
142

 qui peuvent être dues à la présence 

d’isoformes avec des fonctions antagonistes
109

.  
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Les facteurs d’épissage NOVA régulent également l’épissage de nombreux gènes 

impliqués dans les fonctions des synapses comme l’adhésion ou le guidage de l’axone
143,144

. 

Ainsi l’altération des facteurs de régulation de l’épissage mène à une mauvaise régulation de 

celui-ci  entrainant un état pathologique. C’est de cette manière que de nombreux variants 

d’épissage ont été détectés dans différents cancers indiquant le rôle majeur des facteurs 

d’épissage dans la programmation cellulaire et la progression tumorale
143

. 

 

Grâce au développement des méthodes d’analyses, de nombreuses études ont montré 

que dans certains cancers, des variants de nombreux gènes sont exprimés différemment dans 

une cellule cancéreuse par rapport à une cellule saine
132

. Cependant il est délicat de 

déterminer si l’épissage alternatif est la cause ou la conséquence du cancer
145

. L’exemple le 

plus connu d’épissage alternatif lié au cancer concerne le gène BRCA1 pour lequel une 

mutation affecte un site de fixation du facteur d’épissage SF2, provoquant la délétion de 

l’exon 18 de l’ARNm
146

. Le gène BRCA1 permet notamment la réparation de l’ADN muté. 

Ainsi l’épissage alternatif de ce gène mène à une protéine plus courte incapable d’assumer sa 

fonction de réparation d’ADN, auquel cas des mutations non corrigées mènent au 

développement de tumeurs. Les cellules tumorales sont capables d’échapper aux mécanismes 

de régulation de l’expression génique pour se développer et coloniser leur milieu. Ainsi, 

l’altération de l’épissage du gène FGFR2 est impliquée dans la transition épithéliale-

mésenchymale, une étape importante de la formation de métastases dans la progression 

tumorale
147

. De même la survivine est une protéine anti-apoptotique pour laquelle deux 

variants d’épissage sont connus. L’un d’entre eux conserve le rôle anti-apoptotique de la 

survivine tandis que le second à un rôle pro-apoptotique. Dans le cas du cancer du sein, 

Végran et al.
148

 ont montré que l’altération de l’expression des variants d’épissage de la 

survivine est associée à des mutations du facteur de transcription p53. Ainsi les cellules 

tumorales peuvent échapper aux signaux d’apoptose et se développer.  

Un autre exemple est celui de la mucoviscidose, qui est une maladie pour laquelle des 

mutations des sites d’épissage dans le gène CFTR (Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator) induit l’utilisation de site cryptique générant une protéine 

partiellement fonctionnelle responsable des atteintes pulmonaires
142,149

.  
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V- Les cytokines fortement sujettes à l’épissage alternatif 

 

Le rôle pléiotropique de nombreuses cytokines, leur action sur différentes cellules, 

tissus ou organes, leurs effets locaux ou systémiques, expliquent la complexité du système. 

Depuis quelques années, l’épissage alternatif a été découvert et permet d’appréhender d’une 

autre manière la connaissance et les contradictions concernant certaines cytokines. Pour de 

nombreuses cytokines, des variants d’épissage ont ,en effet, été décrits : IL-2
150

, IL-4
74

, IL-

6
151

, IL-7
152

, IL-24
153

, IL-32
154

, TGF-β155
… Les variants d’épissage des ARNm des 

différentes cytokines ont un large potentiel de fonctions et d’implications comme la régulation 

de l’expression et de la sécrétion de protéines, une distribution contrôlée dans les tissus ou à 

différents stades du développement cellulaire ou encore une fonction antagoniste ou agoniste 

à la forme native de la cytokine. Le variant IL-7δ5 agit en effet comme un super agoniste de 

l’IL-7. D’autres variants d’épissage de l’IL-7 sont connus : l’IL-7δ4, l’IL-7δ3,4, l’IL-7δ4,5 et 

l’IL-7δ3,4,5 mais leur fonction reste à déterminer
152

. Par opposition, pour l’IL-2, ses deux 

isoformes (l’IL-2δ2 et l’IL2δ3) sont, quant à elles, des antagonistes de l’IL-2
150,156

. 

Les variants d’épissage des cytokines peuvent être exprimés différemment dans les 

tissus et les cellules immunitaires. Ainsi on retrouve l’IL-7 canonique dans la plupart des 

organes alors que l’IL-7δ4 et IL-7δ3,4 sont présents dans les ovaires, l’IL-7δ4 et IL-7δ4,5 

sont présents dans le colon
152

. L’IL-4δ2 est quant à lui préférentiellement exprimé dans les 

voies respiratoires et le thymus
74

. 

 L’épissage alternatif peut être très conservé entre les espèces, mais peut également être 

très différents d’une espèce à une autre. En effet, le cas de l’IL-6 est assez éloquent : trois 

variants existent chez l’homme, l’IL-6δ2, l’IL-6δ4 et l’IL-6δ2,4
151

, alors que chez la souris, 

deux variants sont connus, l’IL-6δ3 et l’IL-6δ5
157,158

. 

 Les récepteurs de cytokines sont également très marqués par l’épissage alternatif 

comme pour le récepteur du GM-CSF qui possède un variant délété des exons 8 à 11
159

. Les 

récepteurs de cytokines et les cytokines sont sujets à l’épissage alternatif menant à un large 

spectre de fonctions et de disfonctionnements possibles. 

 L’épissage alternatif qui conduit à la production de multiples isoformes issues d’un 

seul gène est un mécanisme fortement utilisé dans le cas des cytokines et de leurs récepteurs. 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

    Une bonne caractérisation de la réponse immunitaire est primordiale dans un contexte 

de vaccinologie. La réponse immunitaire est caractérisée par la sécrétion de cytokines qui se 

trouvent être au centre de la communication intercellulaire du système immunitaire. L’intérêt 

porté aux variants d’épissage des cytokines permet non seulement l’amélioration de la 

compréhension, de la caractérisation et de la détection de la réponse immunitaire, mais aussi 

de la compréhension de certaines pathologies dans lesquelles ils sont impliqués ainsi que 

l’élaboration de tests diagnostiques et de traitements. 

 Le phénomène d’épissage alternatif est extrêmement régulé au cours du temps, en 

fonction du tissu et du contexte. La fonction des isoformes produites à partir des variants n’est 

pas toujours connue ou lorsqu’elle l’est, s’avère souvent être différente, voire antagoniste, de 

celle des protéines complètes. Le suivi de l’expression relative des différents isoformes des 

cytokines est un facteur important pour une bonne caractérisation de la réponse immunitaire. 

Il s’avère donc nécessaire d’utiliser des outils discriminants afin de prendre en compte 

l’expression relative de chaque isoforme dans le but de s’affranchir de tout biais dans les 

dosages. Or les techniques actuelles, impliquant un dosage de cytokines, ne prennent pas en 

compte la présence des variants d’épissage de ces mêmes cytokines.    Afin de caractériser les variants d’épissage des cytokines cibles des réponses Th1 et 

Th2, nous avons décidé de mener une étude sur une cytokine modèle: l’interleukine-4 (IL-4). 

Ce choix est justifié par le fait qu’il s’agit de la cytokine caractéristique du phénotype Th2, 

qu’elle possède relativement peu d’exons, et qu’un seul variant lui est connu jusqu’à 

aujourd’hui. L’IL-4δ2, variant d’épissage de l’IL-4 délété de l’exon 2, a été pour l’instant 

relativement peu étudié. Sa forte conservation entre les espèces lui confère un intérêt 

particulier et laisse penser à un rôle potentiellement important et identique chez différentes 

espèces. 

 La première étape de ce travail a été de mettre en place des outils spécifiques pour la 

détection et la quantification de variants d’épissages et discriminants des 2 formes de l’IL-4. 

Pour cela, un test qPCR a été mis en place. Il a également fallu produire l’IL-4 et son 

isoforme, l’IL-4δ2, sous forme recombinante afin de pouvoir étudier leurs fonctions et effets. 

Différents systèmes d’expressions ont donc été testés sans succès, posant la question de 

l’expression de la protéine. Seule la bactérie E.coli SHuffle a permis l’expression des 2 
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variants. Après purification des protéines recombinantes, des tests de proliférations ont été 

effectués. La littérature montre, en effet, que l’IL-4δ2 agit comme un antagoniste naturel de 

l’IL-4
41,74

 par inhibition de la prolifération des lymphocytes T. Cependant durant ce travail de 

thèse, une étude menée par le groupe d’Atamas a montré un rôle agoniste in vivo chez la 

souris
79

. Un premier objectif de ce projet a donc été d’approfondir les études de fonctionnalité 

de l’IL-4δ2 sur la prolifération cellulaire par utilisation d’un test différent de l’incorporation 

de thymidine tritiée.  

 

 Parallèlement, un deuxième objectif a été de comprendre les mécanismes cellulaires 

induits par l’IL-4δ2. Pour cela, nous avons mené une étude sur les voies de signalisation 

Jak/STAT et Ras/MAPK par IRS2 afin de déterminer le potentiel de l’IL-4δ2 à induire l’une 

de ces voies qui sont induites par l’IL-4. 

  

 Finalement, un dernier objectif a été de déterminer l’expression de l’IL-4δ2 ex vivo 

chez l’homme. Aucune étude cinétique n’a été réalisée sur l’expression de l’ARNm de ce 

variant. De ce fait, le dosage des variants au cours du temps a été réalisé sur des lymphocytes 

T de personnes saines afin de déterminer l’état basal. Cette étude a été réalisée dans le but de 

comparer l’expression des variants de l’IL-4 de personnes saines avec l’expression de ces 

même variants chez des personnes asthmatiques. Toutefois, un article de Luzina et al., portant 

sur une approche très similaire sur des patients asthmatiques, publié début 2012, indique un 

manque de corrélation des niveaux d’expression de l’IL-4 et de l’IL-4δ2 entre les différents 

donneurs.  

  

 Durant ce travail sur les variants de l’IL-4, de nouveaux variants d’épissage de l’IL-4 

ont été découverts. L’un d’eux a particulièrement retenu notre attention : l’IL-4v2. Par 

épissage alternatif, un nouvel exon est retenu dans ce variant. Son étude a mis en évidence 

qu’il est sujet au NMD, ce qui a permis d’apporter un niveau supplémentaire dans la 

compréhension du système de régulation de l’IL-4. 

 Suite à cette découverte, il nous est apparu important de faire un bilan de tous les 

variants de l’IL-4.  Grâce aux avancées technologiques récentes sur le séquençage, nous avons 

décidé d’utiliser le séquençage nouvelle génération pour aller en profondeur dans la 

connaissance des variants de l’IL-4 et de nombreuses autres cytokines. 
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PARTIE I

 

New insights of human IL-4δ2 functionality as IL-4 inhibitor 
Hauvespre C., Dixneuf A., De Luca K., Courtois V., Gafa V., Legras Lachuer C., Sodoyer R. 

 

 

Article non soumis 

 

 Un variant d’épissage de l’IL-4 pour lequel l’exon 2 est délété a été découvert chez 

différentes espèces. Ce variant également décrit dans différentes populations cellulaires n’a 

été que très peu étudiée jusqu’alors. Cependant l’IL-4δ2 semble être présent dans différentes 

pathologies telles que l’asthme ou la tuberculose. Afin de mener une étude complète et 

approfondie sur l’implication de l’IL-4δ2 dans le cas de l’asthme, pathologie dans laquelle 

l’IL-4 est fortement présent, nous avons mis au point une qPCR spécifique discriminant les 2 

variants dans un échantillon. En effet, la spécificité des outils utilisés dans les différentes 

études de la littérature n’est souvent pas démontrée
89,160

. Dans notre cas, des amorces de 

qPCR ont été définies pour chaque variant et leur spécificité a été validée pour attester de la 

robustesse de cet outil. Afin de mieux comprendre l’expression de ce variant nous avons 

effectué une étude cinétique sur des échantillons de lymphocytes T de personnes saines 

activés sur 3 jours, ceci dans le but d’établir l’état basal de l’expression de ce variant chez des 

personnes saines, afin de le comparer à des situations pathologiques. L’étude cinétique révèle 

un caractère donneur-spécifique de l’expression des deux variants IL-4 et IL-4δ2. En effet, 

une différence de profil est observée pour tous les donneurs suggérant une variabilité 

significative du niveau des ARNm de l’IL-4 et de l’IL-4δ2 chez des personnes saines après 

stimulation cellulaire. L’étude sur des patients asthmatiques n’a pu être réalisée dans le temps 

imparti. Toutefois, nous avons poursuivi l’étude de l’expression de ce variant chez l’homme 

dans différents types cellulaires. En effet, l’IL-4δ2 a été retrouvée jusqu’alors dans des PBMC 

et des lymphocytes T mais un manque d’information sur les cellules productrices de ce 

variant est à noter. Ainsi, après tri cellulaire, l’IL-4δ2 a été détectée dans des PBMC mais pas 

dans les cellules CD4+ et CD8+ du même donneur. Un type cellulaire présent dans les 

PBMC, autre que les lymphocytes CD4+ et CD8+, semble exprimer l’IL-4δ2. Toutefois, l’IL-

4δ2 est retrouvée dans les granulocytes d’un autre donneur suggérant sa production par les 

basophiles ou les éosinophiles.  
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 L’expression de l’IL-4δ2 a été essentiellement étudiée au niveau de l’ARN messager. 

Une étude récente a mis en évidence l’expression de la protéine IL-4δ2 chez des personnes 

asthmatiques
80

. Dans le cas de son expression in vivo, dans le but d’une utilisation 

thérapeutique, ou dans le cas d’une meilleure caractérisation de la réponse immunitaire, il est 

important de connaître la fonctionnalité de la protéine IL-4δ2. Jusqu’à présent, la 

fonctionnalité de ce variant n’a pas été clairement définie. En effet, les premières publications 

sur le sujet attribuent un rôle antagoniste à l’IL-4δ2 vis à vis de l’IL-4. Les premiers tests 

effectués à la thymidine tritiée montrent une inhibition des fonctions de l’IL-4 en présence 

d’IL-4δ2
41,74,75

. Toutefois, des informations contradictoires sont également apportées. L’IL-

4δ2 serait aussi capable d’induire la production de collagène par les fibroblastes, de la même 

manière que l’IL-4
77

. Récemment, l’équipe d’Atamas a réalisé des tests in vivo chez la souris 

montrant une influence similaire de l’IL-4 et de son variant sur l’accumulation des 

lymphocytes T au niveau pulmonaire, par contre, l’induction des cytokines est différent en 

fonction de l’exposition à ces deux cytokines
79

. Ainsi certains auteurs suggèrent que l’IL-4δ2 

peut être un agoniste et un antagoniste de l’IL-4 en fonction de son affinité pour le récepteur 

sur différents types cellulaires
78

. Ces différentes études relèvent une incertitude quant à la 

réelle fonction de cette isoforme. Il s’est donc avéré nécessaire d’éclaircir son rôle et son 

implication dans la réponse immunitaire vis-à-vis de l’IL-4. Afin de mener une étude sur la 

fonctionnalité de la protéine IL-4δ2, les protéines de l’IL-4 et de l’IL-4δ2 ont été produites de 

façon recombinante. Toutefois, nous n’avons pas été en mesure de produire la protéine IL-4δ2 

dans des systèmes eucaryotes comme les cellules HEK et le parasite Leishmania tarentolae, 

contrairement à l’IL-4. Ceci pose la question de la capacité de cette protéine à être produite in 

vivo chez l’homme et de la dégradation potentielle de son ARN messager. Cependant, la 

protéine recombinante IL-4δ2 a pu être produite en système bactérien dans les bactéries 

SHuffle, modifiées pour permettre la conformation des protéines au sein du cytoplasme.  

 La fonctionnalité de l’IL-4δ2 a été étudiée par sa capacité à induire une voie de 

signalisation suite à l’engagement avec le récepteur à l’IL-4 présent à la surface de la lignée 

cellulaire TF-1. Dans nos conditions, cette isoforme moléculaire n’a pas été capable d’induire 

les voies de signalisation classiquement induites par l’IL-4 à savoir l’activation de STAT-6, 

d’IRS2 et de STAT-5. L’absence d’émission de signal similaire à l’IL-4 par l’IL-4δ2 

corrobore l’hypothèse d’un rôle inhibiteur par compétition avec l’IL-4 au niveau du récepteur. 
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PARTIE II

 

Discovery of a new alternative splice variant of Human 

Interleukin-4 and study of its functionality as nonsense-mediated 

decay 
 

Hauvespre C., Morretton J.P., Arnaud-Barbe N., De Luca K., Auboeuf D., Legras Lachuer C., 

Sodoyer R., Courtois V. 

 

Article en préparation 

 

 Au cours de l’étude de l’expression de l’IL-4δ2 dans des échantillons humains, trois 

nouveaux variants de l’IL-4 ont été clonés et séquencés. Ainsi, l’IL-4v1 avec une rétention 

d’une partie de l’intron 1, l’IL-4v2, avec une rétention de l’intron 2, et l’IL-4v3 avec une 

rétention de deux parties de l’intron 3 ont été découverts. L’un d’entre eux a particulièrement 

attiré notre attention : l’IL-4v2 qui possède une rétention de 101 nucléotides de l’intron 2. 

L’analyse de sa séquence a montré que tous les sites d’épissage requis sont présents, 

considérant ainsi cette partie d’intron 2 comme un nouvel exon. L’étude de la force des sites 

d’épissage a renforcé cette hypothèse. La traduction de ce nouveau variant conduit à 

l’utilisation d’un codon stop prématuré situé, 50 nucléotides en amont de la dernière jonction 

exon-exon. Ceci est caractéristique d’un ARNm soumis au processus NMD. Ainsi le 

processus NMD dégrade des ARN messagers lors de la première traduction de celui-ci. Cette 

hypothèse a été vérifiée par un test à la cycloheximide, prouvant la dégradation de l’ARN 

correspondant. L’utilisation du procédé NMD permet de réguler l’expression du gène de l’IL-

4. Il s’agit de la première démonstration de l’utilisation d’une telle régulation dans le cas de 

cytokines. Ce nouveau variant caractérisé par une fonction NMD, apporte un nouveau niveau 

de régulation de l’expression de l’IL-4. 

 

 Pour compléter cette étude, une analyse bioinformatique a été réalisée afin de 

déterminer si ce mécanisme de régulation est conservé entre différentes espèces. Ainsi les 

primates pourraient potentiellement produire ce variant, car le nouvel exon est très bien 

conservé. Ainsi le mécanisme NMD associé à l’IL-4v2 pourrait permettre la régulation de 

l’IL-4 chez les primates. Une moins bonne conservation au niveau de ce nouvel exon est 

observée pour d’autres espèces indiquant que ces espèces ne semblent pas capables de 

produire ce variant. Il n’est pour autant pas à exclure qu’elles puissent produire un variant 

différent également soumis au NMD.  



  Résultats Expérimentaux  

- 96 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 97 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 98 - 

 

 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 99 - 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 100 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 101 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 102 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 103 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 104 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 105 - 

 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 106 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 107 - 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 108 - 

 

 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 109 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 110 - 

 

 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 111 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 112 - 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 113 - 

 

 

 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 114 - 

 

 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 115 - 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 116 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 117 - 

 



  Résultats Expérimentaux  

- 118 - 

PARTIE III

 

 

Analyse de variants d’épissage de cytokines par NGS 

 

Suite aux différentes expériences réalisées, 3 nouveaux variants de l’IL-4 ont été 

découverts. Dans le but de faire un bilan de tous les variants de l’IL-4 et grâce aux avancées 

technologiques récentes sur le séquençage, nous avons décidé d’utiliser le séquençage 

nouvelle génération pour aller en profondeur dans la connaissance des variants de l’IL-4. 

   

Ces nouvelles technologies de séquençage offrent la possibilité d’un séquençage 

complet du transcriptome. Dans notre cas, la technologie Illumina a été choisie. Ainsi par 

séquençage des petits fragments (entre 100 et 300pb) il est possible de mettre en évidence de 

nouvelles jonctions entre les exons, et potentiellement de nouveaux exons.  

Le séquençage a été effectué sur un échantillon de lymphocyte T humain issu d’un 

donneur sain, activé pendant 4 jours avec de l’anti-CD3 et de l’anti-CD28. L’ARN a été 

extrait de ces cellules, puis la qualité de l’ARN a été vérifiée au bioanalyzer avant utilisation. 

Après sélection par le polyA et rétro transcription, le séquençage a été réalisé. Ces 

manipulations ont été réaliséés au sein du laboratoire ProfileXpert à Lyon, équipé d’un 

appareil Illumina. Le protocole choisi a été un RNAseq paired-end avec lecture en 2x101pb. 

Les données ont ensuite été analysées avec les logiciels TopHat et Genespring (Agilent).  

 

 Les cytokines sont faiblement exprimées et les analyses réalisées à l’aide des logiciels 

TopHat et Genespring ne nous ont pas permis de révéler la présence de variants d’épissage 

pour les cytokines sélectionnées. Or dans le cas de l’IL-4, il a été déterminé par RT-PCR que 

l’IL-4δ2 est présent dans l’échantillon. La présence de ce variant nous permet d’avoir un 

contrôle positif de notre analyse bioinformatique. Les algorithmes utilisés n’ont pas montré la 

présence de l’IL-4δ2 dans notre échantillon. En effet la faible couverture de l’ARNm de l’IL-

4 par rapport aux nombreux ARN majoritaires apporte un frein à l’analyse. L’IL-4δ2 encore 

moins présente dans l’échantillon n’est pas détectée comme variants d’épissage par les 

logiciels. Ainsi les paramètres classiques du logiciel ne sont pas suffisants pour une telle 

détection, une analyse plus complète est nécessaire.  
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 La difficulté d’analyse vient d’une identification difficile due à des ARN peu présents 

dans l’échantillon. Ainsi deux stratégies sont à prévoir pour combler cette difficulté. La 

première consiste à mettre en place des outils bioinformatiques permettant une analyse fine et 

ciblée des gènes faiblement exprimés. Une seconde stratégie considère la préparation de 

l’échantillon. En effet, un enrichissement des ARNm à analyser par l’utilisation de puces ou 

de billes (type Nimblegen) permettrait de cibler les cytokines cibles ce qui requiert un travail 

important de design en amont. Une déplétion des ARN majoritaires présents dans 

l’échantillon par le traitement à la DSN (Duplex Specific Nuclease) permettraient également 

d’améliorer la couverture de séquençage des gènes cibles. Ainsi les ADNc majoritaires seront 

dégradés pour une meilleure analyse des ADNc minoritaires. Ces améliorations sont donc à 

prendre en considération pour de nouvelles expériences. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

 

 

 Le système immunitaire est une machinerie complexe permettant au corps de se 

défendre contre les différentes attaques extérieures. Dans le cadre de la vaccinologie, il est 

important de bien connaitre ce système afin de caractériser la réponse induite par un antigène 

vaccinal. Pour cela, il est nécessaire de déterminer et d’approfondir la compréhension des 

mécanismes de défenses immunitaires. Le processus d’épissage alternatif est décrit pour de 

nombreux gènes amenant de la complexité et un nouveau niveau de régulation de l’expression 

génique. Le système immunitaire n’échappe pas à ce phénomène. De plus, depuis peu, de 

nouveaux acteurs complexifient l’équilibre Th1/Th2 des lymphocytes Thelpers : les Th17, 

Th9 et Th22 par exemple, semblent jouer des rôles dans différentes infections et pathologies. 

L’étude de la réponse immunitaire doit prendre en compte ces nouvelles cellules et les 

cytokines qui leur sont associées. 

 

Encore mal connus et peu décrits, les variants d’épissage des cytokines semblent 

cependant incontournables, notamment par leurs potentielles fonctions antagonistes. Le 

travail sur les cytokines est délicat du fait de la faible expression de celle-ci même après 

stimulation cellulaire. Par conséquent, le cas des variants d’épissage de cytokines, encore plus 

faiblement exprimés, est rendu difficile.  De plus, commercialement, aucun outil n’est 

disponible pour la détection des variants et isoformes moléculaires, ce qui constitue un 

manque considérable et un obstacle à tout travail sur la réponse immunitaire. Le travail 

présenté dans ce mémoire s’intéresse à l’épissage alternatif de l’IL-4, cytokine clef du 

système immunitaire. Le but de ce travail était de mieux caractériser un variant de l’IL-4 

humaine : l’IL-4δ2. 

 

Caractérisation de l’IL-4δ2 

 De nombreuses études ont montrées que l’expression des variants d’épissage peut être 

spécifique d’un tissu, d’un stimulus ou d’un état pathologique et leur présence ou leur niveau 

d’expression peut en faire des biomarqueurs potentiels et intéressants.  

 Afin de détecter et de quantifier les ARNmessagers des variants d’épissage de l’IL-4, 

des outils spécifiques sont nécessaires. Dans la littératures, différents auteurs utilisent des 

outils dont la spécificité n’est pas démontrée
88,89,160

. Cependant, mon travail de thèse m’a 
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confirmé la difficulté intrinsèque d’une telle investigation et surtout que la spécificité des 

outils utilisés est primordiale. Pour la réalisation d’une qPCR, on sait par expérience que 6 

bases peuvent suffire à induire l’amorçage d’une amplification aspécifique, ce qui implique de 

s’assurer de l’amplification spécifique dans le design d’amorces de variants d’épissage. Au 

cours de ce projet, des amorces qPCR spécifiques ont été définies, et la démonstration de leur 

spécificité a été apportée. Cette validation constitue la force de cet outil et nous assure de la 

fiabilité des résultats obtenus à partir de ces amorces. Nous avons donc utilisé ces amorces 

spécifiques afin de quantifier l’expression des variants d’épissage de l’IL-4 chez des 

personnes saines. Ceci a été effectué afin d’avoir un état basal de l’expression de l’IL-4 et de 

l’IL-4δ2 chez des personnes saines dans le but de le comparer à d’éventuelles situations 

physiologiques ou pathologiques d’intérêt. Une étude cinétique réalisée sur des lymphocytes 

T de personnes saines activés 3 jours a montré un caractère donneur-spécifique de 

l’expression de l’IL-4 et de son variant. Les quantités d’IL-4 sont très faibles et les taux 

d’expression relatif des ARNm d’IL-4 et d’IL-4δ2 varient différemment en fonction des 

donneurs. Ce travail mérite d’être approfondi par l’ajout de nouveaux échantillons afin 

d’obtenir une cohorte de donneurs adéquate pour permettre une analyse statistique. Ces 

résultats sont néanmoins en accord avec les résultats obtenus par Luzina et al. sur l’étude de 

l’expression des ARNm de l’IL-4 et de l’IL-4δ2 chez les asthmatiques pour lesquels la 

variabilité est importante entre les donneurs. Ainsi, dans cette population asthmatique, aucune 

corrélation n’a pu être apportée entre les taux d’IL-4 et d’IL-4δ2 et la pathologie. 

 L’IL-4 est faiblement exprimée chez les personnes saines, ce qui nous a conduit à nous 

intéresser à des patients asthmatiques. En effet, l’asthme est une pathologie dans laquelle l’IL-

4 est impliquée et fortement exprimée, ceci nous permet de considérer l’expression relative 

des variants de l’IL-4. Cette étude, en collaboration avec l’université de Reims, n’a pu être 

réalisée dans les temps. Cependant, pendant la progression de notre projet, le groupe 

d’Atamas a publié une étude cinétique sur l’expression de l’IL-4 et de l’IL-4δ2 chez les 

asthmatiques
80

. Ces résultats montrent qu’il ne semble pas y avoir de cohérence entres les 

différents donneurs et qu’il existe une grande variabilité inter-donneurs. Il serait néanmoins 

intéressant d’effectuer une étude sur différentes pathologies respiratoires dans lesquelles l’IL-

4 est surexprimée, et cela chez des patients à différents stades de la maladie. Ainsi une 

comparaison de personnes avec une pathologie sévère ou en exacerbation permettrait peut-

être de détacher un profil menant à l’utilisation de l’IL-4δ2 en tant que biomarqueur. L’étude 

sur des populations plus susceptibles aux maladies parasitaires pourrait également être 
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envisagée. En effet, l’IL-4 est fortement exprimée dans l’induction d’une réponse IgE 

susceptible de contrôler une infection parasitaire. Cette situation provoquant la surexpression 

d’IL-4 pourrait de même induire une surexpression de son variant l’IL-4δ2. 

  

 Une problématique intéressante et encore peu étudiée concerne les cellules exprimant 

l’IL-4δ2. En effet, la plupart des études considèrent ce variant dans les PBMC. Suite à un tri 

cellulaire, l’expression de l’IL-4δ2 a été étudiée sur un donneur dans des PBMC, des cellules 

CD4+ et CD8+. L’ARNm de l’IL-4δ2 est détecté dans les PBMC, mais pas dans les cellules 

CD4+ et CD8+ de ce donneur. Il se peut alors qu’une autre sous-population de cellules parmi 

les PBMC soit capable d’exprimer ce variant. Ces cellules peuvent être des lymphocytes Tγδ, 

des monocytes, des cellules NK ou encore des cellules NKT. Il est à noter que les cellules 

granuleuses d’un second donneur triées par polymorphoprep sont des cellules dans lesquelles 

l’ARNm de l’IL-4δ2 a été retrouvé. Or on sait que les basophiles et les éosinophiles sont des 

producteurs d’IL-4. De plus, les éosinophiles sont largement sollicités dans le cas de l’asthme, 

et si ces cellules produisent de l’IL-4δ2, alors cet isoforme pourrait être surexprimé dans cette 

pathologie et être considéré comme un facteur à part entière avec un rôle défini. On peut 

également suggérer que son expression par les cellules granuleuses puisse être utilisée en 

temps que biomarqueur de la pathologie.   

 Le travail sur la détection de l’IL-4 protéique est délicat du fait de sa sécrétion à faible 

concentration. Pour travailler sur la forme protéique de l’IL-4δ2, seul le Western Blot peut 

discriminer, par la taille, les formes IL-4 et IL-4δ2 reconnues par le même anticorps. 

Cependant la sensibilité de détection limite cette méthode en raison de la faible quantité d’IL-

4 produite, même après activation cellulaire. La découverte de l’IL-4δ2 sous forme protéique 

est très récente. Luzina et al. l’ont détectée début 2012, chez des personnes asthmatiques mais 

ne l’ont pas retrouvée chez des personnes saines. Cette avancée a été faite grâce à un anticorps 

spécifique de l’IL-4δ2 utilisé en ELISA, toutefois, aucune information sur la fabrication de 

cet anticorps et sa validation n’est apportée. On en retient néanmoins, que l’IL-4δ2 sous 

forme protéique aurait tendance à être exprimée après l’IL-4 indiquant un rôle régulateur de la 

part de cette isoforme. 

 

 Des études se contredisent quant à la fonction de l’IL-4δ2. Certaines la suggèrent 

antagoniste
85,90,118 

et d’autres agonistes
79

. Afin de définir les fonctions de cette protéine, nous 

l’avons produite de façon recombinante. Cependant, cette expression s’est révélée délicate. 
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Un constat intéressant a été son absence de production par les cellules humaines HEK293T et 

le parasite Leishmania tarentolae. Ceci semble nous indiquer que les cellules eucaryotes ne 

sont pas capables d’exprimer une telle protéine (hors cas pathologique). Ce constat est 

troublant car l’IL-4 produite par les cellules humaines est très similaire à l’IL-4δ2 pour 

laquelle seuls 16 acides aminés sont délétés. Il est difficile de comprendre qu’avec si peu de 

différences au niveau protéique, la production d’une telle protéine est difficile. Il se pose alors 

la question de la dégradation de l’ARN messager de l’IL-4δ2. Cet ARN ne possède pas les 

caractéristiques pour déclencher un signal de dégradation du type NMD, à savoir un codon 

stop prématuré 50 nucléotides en amont de la dernière jonction exon-exon ou encore un codon 

stop éloigné de la queue poly(A). Quel pourrait-être le signal déclencheur de la dégradation de 

cet ARNm ? La régulation de l’expression d’un gène peut se produire par la dégradation de 

l’ARNm ou par l’inhibition de la traduction de celui-ci. La dégradation spécifique de l’ARN 

messager de l’IL-4δ2 pourrait être la cause d’ARN interférents : les micro ARN (miRNA) ou 

les small interfering ARN (siARN). Parmi eux, les miRNA sont décrits comme étant des 

petits ARN se fixant de manière non spécifique sur la partie 3’UTR des ARN messagers et 

pouvant inhiber la traduction de nombreux ARNm avec des séquences similaires. Au vue de 

la grande similitude des séquences de l’IL-4 et de l’IL-4δ2 et de leur partie 3’UTR commune, 

cette hypothèse ne semble pas envisageable. Par contre, les siRNA, issus de la dégradation 

d’ARN double brin sont décrits comme se fixant spécifiquement à un ARNm et induisant son 

clivage. Ce cas pourrait être envisagé en admettant qu’un siRNA complémentaire de la région 

spécifique de la jonction exon 1-exon 3 existe. 

 Dans le cas ou la protéine IL-4δ2 puisse être produite par la cellule et dans une visée 

thérapeutique, l’étude de sa fonction est essentielle. Ainsi, la protéine IL-4δ2 a été produite de 

façon recombinante en système bactérien et purifiée. Afin de valider la fonctionnalité de nos 

protéines IL-4 et IL-4δ2 produites en bactéries SHuffle, un test au CFSE a été réalisé sur une 

lignée cellulaire possédant les récepteurs à l’IL-4 à sa surface. Ce test a montré une faible 

fonctionnalité de l’IL-4 recombinante produite en bactéries SHuffle par rapport à une protéine 

commerciale. De plus, l’absence d’induction de prolifération des cellules TF-1 par l’IL-4δ2 

montre son impossibilité à induire la prolifération cellulaire. Ceci confirme les résultats 

précédents suggérant une absence d’activité de la part de ce variant et pose la question de 

l’induction potentielle d’un signal par l’IL-4δ2 via le récepteur à l’IL-4.  
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 Pour vérifier l’hypothèse de la fonction antagoniste de l’IL-4δ2 vis-à-vis de l’IL-4, une 

étude sur l’induction des voies de signalisation de l’IL-4 par ce variant a été réalisée. Nos 

résultats montrent que l’IL-4δ2 n’induit pas la phosphorylation de STAT-6. Or STAT-6 est le 

facteur de transcription principal induit par l’IL-4 lors de la différenciation des cellules Th2 et 

des caractéristiques phénotypiques. Ceci suggère que l’IL-4δ2 n’est pas capable d’induire les 

mêmes effets que l’IL-4 et notamment la prolifération et la différenciation cellulaire. L’IL-

4δ2 n’est également pas capable de phosphoryler STAT-5. Ce facteur est peu phosphorylé par 

l’IL-4 (phosphorylation non détectée dans nos conditions) mais il était envisagé que l’IL-4δ2 

puisse utiliser un autre facteur de transcription comme alternative. Nous avons également 

montré que l’IL-4δ2 n’est pas capable d’induire la phosphorylation d’IRS2. L’activation 

d’IRS2 par l’IL-4 induit deux voies de signalisation, la voie RAS/MAK et la voie AKT3 qui 

permettent respectivement le maintien cellulaire et la croissance. L’IL-4δ2 ne semble pas 

d’envoyer de tels signaux à la cellule. Les voies de signalisation principales utilisées par l’IL-

4 ne semblent pas induites par fixation de l’IL-4δ2 sur les récepteurs à l’IL-4. Une hypothèse 

a été avancée quant au caractère Th1 de l’IL-4δ2. On peut alors se demander si STAT-4, le 

facteur de transcription caractéristique de la lignée Th1, ne pourrait pas être activé par cette 

cytokine. 

 

  Dans la littérature, l’IL-4δ2 est considérée comme un antagoniste et un agoniste de l’IL-

4. Des résultats in vivo et in vitro valident chacune de ces hypothèses. Ainsi, il est à envisager 

que l’IL-4δ2 puisse être considérée comme un agoniste et un antagoniste de l’IL-4 en fonction 

du contexte d’étude, des cellules étudiées et de l’état physiologique. 

De plus, l’IL-4 et l’IL-4δ2 partagent le même récepteur, pour lequel l’affinité de l’IL-4 

semble supérieure à celle de l’IL-4δ2
41

, suggérant que l’interaction entre le récepteur et l’IL-4 

est favorisée par rapport à une interaction avec l’IL-4δ2. Ceci semble expliquer que l’action 

inhibitrice de l’IL-4δ2 ne soit révélée qu’avec une très forte quantité d’IL-4δ2 correspondant 

à une quantité de 20 à 200 fois supérieure à celle de l’IL-4
74

. Cette situation ne semble pas 

révélatrice d’un phénomène physiologique mais pourrait suggérer l’utilisation de l’IL-4δ2 

comme traitement de pathologies dans lesquelles l’IL-4 est fortement impliquée. A l’heure 

actuelle, il semble important de comprendre la fonction de l’IL-4δ2. Un approfondissement 

des voies de signalisation induites par la protéine, notamment les voies Th1, pourrait 

permettre de déterminer son implication en tant qu’agoniste ou antagoniste de l’IL-4. De plus, 

l’étude de différentes lignées cellulaires telles qu’une lignée lymphocytes T humaine 
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(JURKAT), une lignée lymphocytaire B humaine (RAJI) ou encore des cellules tumorales de 

poumon humain telles que les cellules H358 pourrait amener un éclaircissement quant à 

l’induction d’un signal par l’IL-4δ2 dans différents types cellulaires. 

 Il serait également intéressant de poursuivre les études in vivo entamées par le groupe 

d’Atamas. L’étude in vivo effectuée a été réalisée sur des souris de phénotype sauvage ainsi 

que sur le modèle de l’asthme murin, par la méthode d’instillation d’un adénovirus dans les 

poumons ce qui a induit la production de la cytokine IL-4δ2. Dans les souris de phénotype 

sauvages, cette étude a démontré un caractère agoniste de l’IL-4δ2 par induction d’infiltration 

de lymphocytes T dans les poumons. Un caractère antagoniste est également établi par 

l’induction d’un changement cytokinique de l’IL-4δ2 par rapport à l’IL-4, par l’expression 

d’IFN-γ notamment, suggérant un rôle Th1 pour l’IL-4δ2. Dans le cas du modèle murin de 

l’asthme, l’IL-4 et l’IL-4δ2 humaine aggravent l’inflammation et augmentent le nombre 

d’éosinophiles dans les poumons. Cependant, les limites de ce modèle sont l’infection des 

cellules épithéliales par les adénovirus, ainsi ce sont les cellules épithéliales qui, dans ce cas, 

produisent les cytokines. Or ces cellules ne sont pas naturellement productrices de cytokines. 

Pour s’affranchir de ce biais, une injection des protéines IL-4 et IL-4δ2 dans les souris 

sauvages, en intra trachéal ou en intra veineuse, nous permettrait de connaitre la distribution 

et les effets des deux cytokines. Une comparaison avec une situation de cas d’asthme murin 

pourrait nous permettre de d’établir un mécanisme d’action de la part de ces 2 cytokines et de 

détacher la fonction de l’IL-4δ2 dans le cas de l’asthme. Il serait également intéressant 

d’étudier l’IL-4δ2 dans une situation d’infection parasitaire avec le parasite Trichuris muris 

par exemple. 

 

 La sécrétion d’IL-4δ2 à partir de lymphocytes T activés de personnes asthmatiques a 

lieu lorsque la quantité d’IL-4 diminue
80

. Il est alors suggéré que la sécrétion d’IL-4δ2 se 

fasse dans un contexte de régulation de la production d’IL-4 et de la réponse immunitaire 

Th2. Cette régulation, par la sécrétion du variant d’épissage de l’IL-4, préviendrait une 

réponse Th2 excessive. Cependant cette observation n’a pas lieu au niveau des ARN 

messagers de personnes saines dans notre étude, ni au niveau des ARN messagers de 

personnes asthmatiques dans l’étude de Luzina et al
80

. Contrairement à la volonté de faire de 

l’ARNm de l’IL-4δ2 un biomarqueur, il est alors envisageable d’utiliser la protéine IL-4δ2 

comme biomarqueur de la pathologie asthmatique. 
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 L’ARNmessager de l’IL-4δ2 est exprimé dans de nombreux types cellulaires et de 

façon variable en fonction des personnes dans les conditions testées. Même s’il semble plus 

fortement exprimé chez certaines personnes asthmatiques, cette situation ne peut être 

généralisée à toutes les personnes atteintes de cette pathologie. Ainsi la détection de ce 

variants, très variable d’une personne à l’autre, d’un type cellulaire à l’autre, semble peu 

propice en tant que tel à une utilisation en temps que biomarqueurs de la pathologie asthme. 

Cependant la forme protéique pourrait avoir ce rôle car elle n’a pour l’instant été détectée que 

chez des personnes atteintes d’asthme
80

. Cependant, l’absence de recul sur la méthode de 

détection utilisée, sur la reproductibilité à grande échelle et la très faible quantité de protéines 

produites rend cette méthode délicate et peu fiable. Dans le cas de l’asthme, mais aussi 

d’autres pathologies pour lesquelles l’IL-4δ2 a été détectée (SIDA et Tuberculose), la 

question du dérèglement du ratio IL-4δ2/IL-4 en tant que cause ou conséquence de la 

pathologie se pose.  

 

 

La régulation de l’épissage alternatif 

 Le nombre important de sites et de facteurs impliqués dans la régulation de l’épissage 

suggère un haut niveau de contrôle. Les gènes des interleukines et de leurs récepteurs sont 

sujets à l’épissage alternatif ce qui produit une grande diversité de fonctions et régulations de 

la réponse immunitaire et un puissant système de modulation. L’usage d’exons alternatifs 

peut être contrôlé par les cellules, les tissus, l’état pathologique. Des changements dans les 

choix des sites d’épissage sont connus dans différentes maladies humaines. Toutefois, il n’est 

pas défini si l’épissage alternatif peut être considéré comme une cause ou plutôt une 

conséquence d’un état pathologique. Les changements d’expression relatifs des variants 

d’épissage d’un gène peuvent résulter de mutations dans les éléments régulateurs d’épissage 

ou de variations dans la composition, concentration ou localisation des protéines régulatrices. 

  

 Le variant d’épissage de l’IL-4 le plus étudié est l’IL-4δ2. Cependant d’autres variants 

ont été décrits. En effet chez le bovin, l’IL-4δ3 a été identifié
69

, le variant VIL-4
71

 chez le 

macaque et la découverte toute récente chez l’homme de l’IL-4alt3
161

, variant possédant une 

délétion partielle de l’exon 3. Durant ce travail de thèse, 3 autres variants de l’IL-4 humaine 

ont été identifiés dans notre laboratoire, chacun contenant une rétention d’une partie d’intron. 

L’un d’entre eux a particulièrement retenu notre attention. En effet, l’IL-4v2 dont 101 paires 
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de bases d’intron 2 sont retenues sous forme d’un nouvel exon, se trouve être soumise au 

NMD. Ce mécanisme de régulation apporte un nouveau niveau de compréhension de la 

régulation de l’IL-4. Aucune cytokine n’est actuellement connue pour être régulée par le 

processus NMD. Ceci ouvre donc une porte sur un mécanisme de régulation jusqu’alors non 

attribué aux cytokines. Il serait donc intéressant d’étudier cette situation pour d’autres 

cytokines, ce qui enrichirait le réseau cytokinique, la régulation du système immunitaire et 

ceci pourrait amener des réponses à certaines pathologies et dérives immunitaires.  

 Le déclenchement du procédé NMD était jusqu’alors caractérisé par l’interaction du 

ribosome avec le codon stop prématuré en amont d’une jonction exon-exon marquée par un 

complexe nommé EJC. Récemment, ce mécanisme s’est révélé ne pas être exclusif et certains 

auteurs suggèrent que le complexe d’épissage peut parfois être considéré comme favorisant le 

NMD plus que comme facteur essentiel dans le déclenchement du mécanisme NMD
162,163

. 

Ainsi la distance entre le PTC et la protéine PABP fixée sur le poly(A) semble également être 

un facteur important chez la levure
164

, la drosophile
165

, mais aussi chez les mammifères
139,166

. 
Il est alors suggéré que le processus NMD n’est pas seulement dépendent de la présence d’un 

EJC (favorisant la dégradation), mais aussi de la situation de la protéine PABP (répresseur de 

la dégradation). Nos expériences réalisées en absence d’EJC tendent à appuyer la possibilité 

de l’intervention de la dégradation NMD par la détermination d’un codon stop prématuré par 

sa distance avec la protéine PABP. 

 L’IL-4δ2 est un variant naturellement présent chez de nombreuses espèces. De par 

cette forte conservation entre les espèces, il se peut alors qu’il intervienne dans un mécanisme 

de régulation de l’IL-4. Par contre l’IL-4v2 ne semble pas être aussi bien conservé. En effet 

seuls les primates pourraient exprimer ce variant. Ainsi, le mécanisme NMD a pu être amené 

à jouer un rôle régulateur de l’IL-4 suite à l’évolution des espèces. 

 Les rétentions d’intron ou partie d’intron sont peu communes dans les cas d’épissage 

alternatifs de cytokines, généralement décrits avec une délétion d’un ou plusieurs exons. Cette 

insertion pose la question des dérives d’épissage. De quelles manières ces dérives peuvent-

elle apparaître? Est-ce par un état de stress, par une pathologie? Il s’en suit également la 

question sur le devenir de tels ARNm. On peut se demander si les ARNm correspondants 

peuvent alors être détruits par la cellule, et dans ce cas, se demander la manière dont l’ARNm 

va être dégradé et par quel signal est induite cette dégradation. Certains variants pouvant être 

traduits et les protéines correspondantes, tronquées ou supplémentées d’acides aminés 

peuvent être néfastes pour la cellule et induire des situations pathologiques. La régulation de 

l’épissage alternatif est primordiale au bon fonctionnement cellulaire. 
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