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Résumé	
  
	
  

L’étude	
   des	
   interactions	
   entre	
   le	
   système	
   immunitaire	
   et	
   le	
   développement	
   tumoral	
   est	
  

difficile	
   à	
   réaliser	
   chez	
   l’homme.	
   Pourtant	
   la	
   compréhension	
   de	
   ces	
   interactions	
   permettrait	
  

d’améliorer	
  les	
  protocoles	
  de	
  vaccination	
  humaine.	
  Au	
  sein	
  du	
  laboratoire,	
  un	
  modèle	
  transgénique	
  

de	
   mélanome	
   inductible	
   murin	
   a	
   été	
   développé.	
   Par	
   rapport	
   aux	
   modèles	
   de	
   mélanomes	
  

transplantables,	
  ce	
  modèle	
  reproduit	
  plus	
   fidèlement	
   l’ensemble	
  des	
   interactions	
  entre	
   le	
  système	
  

immunitaire	
   et	
   les	
   tumeurs	
   en	
   développement.	
   Chez	
   ces	
   souris,	
   nommées	
   TiRP-­‐10B,	
  

l’administration	
  de	
  4-­‐OH	
  Tamoxifen	
   induit	
   le	
  développement	
  de	
   tumeurs	
  pigmentées	
  à	
  croissance	
  

lente	
   et	
   de	
   tumeurs	
   non-­‐pigmentées	
   à	
   croissance	
   rapide.	
   Ces	
   deux	
   types	
   de	
   tumeurs	
   expriment	
  

l’antigène	
  tumoral	
  P1A.	
  

	
  
Dans	
  un	
  premier	
  temps,	
  nous	
  avons	
   immunisé	
  nos	
  souris	
  contre	
   l’antigène	
  tumoral	
  P1A	
  et	
  

nous	
   les	
   avons	
   traitées	
   avec	
   du	
   4-­‐OH	
   Tamoxifen.	
   Malgré	
   l’induction	
   d’une	
   bonne	
   réponse	
  

lymphocytaire	
   T	
   CD8	
   anti-­‐P1A,	
   nous	
   n’avons	
   pas	
   observé	
   d’effet	
   sur	
   l’incidence	
   des	
   tumeurs.	
   Ces	
  

résultats	
   indiquent	
   l’existence	
   d’un	
   mécanisme	
   de	
   résistance	
   immunitaire.	
   Nous	
   n’avons	
   pas	
  

observé	
  de	
  perte	
  d’expression	
  de	
  l’antigène	
  P1A.	
  Par	
  contre,	
  la	
  réponse	
  CD8	
  anti–P1A	
  disparaissait	
  

dès	
   lors	
   que	
   la	
   souris	
   portait	
   une	
   tumeur	
   non-­‐pigmentée.	
   Cette	
   disparition	
   était	
   spécifique	
   de	
  

l’antigène	
   tumoral	
   P1A	
   et	
   les	
   souris	
   porteuses	
   de	
   tumeurs	
   restaient	
   capables	
   de	
   répondre	
   contre	
  

d’autres	
   antigènes.	
   Dans	
   un	
   deuxième	
   temps,	
   nous	
   avons	
   montré	
   que	
   le	
   transfert	
   adoptif	
   de	
  

lymphocytes	
  T	
  CD8	
  activés	
  anti-­‐P1A	
  ne	
  permettait	
  pas	
   le	
   rejet	
  des	
   tumeurs	
   induites,	
   alors	
  que	
  ce	
  

transfert	
   permettait	
   le	
   rejet	
   des	
   tumeurs	
   transplantables	
   de	
   mêmes	
   caractéristiques	
   génétiques.	
  

Nous	
  avons	
  montré	
  que	
  les	
  lymphocytes	
  anti-­‐P1A	
  transférés	
  étaient	
  capables	
  d’infiltrer	
  les	
  tumeurs,	
  

de	
   s’activer	
   et	
   de	
   produire	
   de	
   l’interféron-­‐γ.	
   Cependant,	
   ils	
   disparaissaient	
   très	
   rapidement	
   par	
  

apoptose.	
  Cette	
  apoptose	
  dépend	
  de	
  l’interféron-­‐γ	
  et	
  de	
  la	
  voie	
  Fas/FasL.	
  Elle	
  ne	
  se	
  produit	
  pas	
  dans	
  

les	
   tumeurs	
   transplantées.	
   L’apoptose	
  est	
  donc	
  déclenchée	
  par	
  FasL,	
  dont	
   l’expression	
  est	
   induite	
  

par	
   l’interféron-­‐γ	
  produit	
  par	
   les	
   lymphocytes	
  T	
  eux-­‐mêmes.	
   Il	
   reste	
  à	
  déterminer	
  quelles	
  cellules	
  

expriment	
   FasL	
   dans	
   le	
   microenvironnement	
   tumoral,	
   et	
   à	
   comprendre	
   pourquoi	
   l’apoptose	
   des	
  

lymphocytes	
  T	
  se	
  produit	
  dans	
  les	
  tumeurs	
  induites	
  et	
  pas	
  dans	
  les	
  tumeurs	
  transplantées.	
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L’ensemble	
   des	
   travaux	
   réalisés	
   contribue	
   à	
   la	
   description	
   d’un	
   mécanisme	
   tumoral	
   de	
  

résistance	
   immunitaire	
   qui	
   induit	
   la	
   disparition	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   CD8	
   spécifique	
   des	
   antigènes	
  

tumoraux.	
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Apaf-­‐1	
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  Death	
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   Bcl-­‐2	
  Associated	
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   B	
  cell	
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  2	
   	
   	
  
Bcl-­‐XL	
   Bcl-­‐2	
  Like	
  1	
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  1	
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   Binding	
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  Interacting	
  Domain	
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   Bcl-­‐2	
  interactin	
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   Death	
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DR	
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   Epstein	
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EMT	
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FADD	
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  Associated	
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HIV	
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IAP	
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ICAD	
   Inhibitor	
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ICAD	
   Inhibitor	
  Caspase-­‐Activated	
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IFA	
   Adjuvant	
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  de	
  Freund	
   	
   	
  
IFNγ	
   InterFeroN	
  gamma	
   	
   	
  
IMC	
   Immature	
  Myeloid	
  Cell	
   	
   	
  
iTreg	
   Induce	
  Treg	
   	
   	
  
Lag-­‐3	
   Lymphocyte-­‐Activation	
  Gene-­‐3	
   	
   	
  
LCMV	
   Lymphocytic	
  ChoriMeningitis	
  Virus	
   	
   	
  
LTα	
   Lymphotoxine	
  α	
   	
   	
  
MDSC	
   Myeloid	
  Derived	
  Suppressor	
  Cell	
   	
   	
  
mFasL	
   Membran	
  FasL	
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MMP	
   Metalloprotease	
   	
   	
  
Mo-­‐MDSC	
   Monocytic-­‐MDSC	
   	
   	
  
MOMP	
   Mitochondrial	
  Outer	
  Membrane	
  Permeabilization	
   	
   	
  
MP-­‐s	
   Metalloprotease	
  Substrate	
  Sites	
   	
   	
  
NK	
   Natural	
  Killer	
   	
   	
  
NO	
   Nitric	
  oxyde	
   	
   	
  
NOS	
   Nitric	
  Oxide	
  Synthase	
   	
   	
  
Noxa	
   Latin	
  origin:	
  dommage	
   	
   	
  
nTreg	
   Treg	
  naturel	
   	
   	
  
PARP	
   Poly	
  ADP-­‐ribose	
  Polymerase	
   	
   	
  
PD-­‐1	
   Programmed	
  cell	
  Death	
  1	
   	
   	
  
PD-­‐L1	
   Programmed	
  cell	
  Death	
  Ligand	
  1	
   	
   	
  
PGE-­‐2	
   Prostaglandine-­‐2	
   	
   	
  
PHA	
   PhytoHemAgglutinine	
   	
   	
  
PIP2	
   Phosphatidylinositol	
  4,5-­‐biphosphate	
   	
   	
  
PMN-­‐MDSC	
   Polymorphonuclear-­‐MDSC	
   	
   	
  
PP2A	
   Protein	
  Phosphatase	
  2A	
   	
   	
  
PRD	
   Proline	
  Rich	
  Domain	
   	
   	
  
PS	
   Phosphatidyl	
  Serine	
   	
   	
  
pTreg	
   T	
  régulateur	
  périphérique	
   	
   	
  
Puma	
   p53	
  Upregulated	
  Modulator	
  of	
  Apoptosis	
   	
   	
  
ROS	
   Reactive	
  oxygen	
  Species	
   	
   	
  
sFasL	
   Soluble	
  FasL	
   	
   	
  
SMAC	
   Second	
  Mitochondria	
  dervied	
  Activator	
  of	
  Caspase	
   	
   	
  
SODD	
   Silencer	
  Of	
  Death	
  Domain	
   	
   	
  
TCR	
   T	
  Cell	
  Receptor	
   	
   	
  
Th1	
   T	
  helper	
  1	
   	
   	
  
Th17	
   T	
  helper	
  17	
   	
   	
  
Th2	
   T	
  helper	
  2	
   	
   	
  
Th3	
   T	
  helper	
  3	
   	
   	
  
THD	
   TNF	
  Homolog	
  Domain	
   	
   	
  
TNFR	
   Tumor	
  Necrosis	
  Factor	
  α	
  Receptor	
   	
   	
  
TNFα	
   Tumor	
  Necrosis	
  Factor	
  α	
   	
   	
  
Tr1	
   T	
  régulateur	
  1	
   	
   	
  
TRAIL	
   TNF	
  Related	
  Apoptosis	
  Inducing	
  Ligand	
   	
   	
  
Treg	
   Lymphocyte	
  T	
  Regulator	
   	
   	
  
TRID	
   TNF	
  Receptor	
  Internalization	
  Domain	
   	
   	
  
tTreg	
   Thymic	
  Treg	
  	
   	
   	
  
TWEAK	
   TNF-­‐like	
  Weak	
  Inducer	
  of	
  Apoptosis	
   	
   	
  
VEGF	
   Vascular	
  Endothelium	
  Growth	
  Factor	
   	
   	
  
XIAP	
   X	
  chromosome	
  Linked	
  IAP	
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Introduction	
  

Mélanomes	
  humains	
  

	
  

Le	
  mélanome	
  est	
  la	
  forme	
  de	
  cancer	
  de	
  la	
  peau	
  la	
  plus	
  grave	
  chez	
  l’homme.	
  En	
  Europe,	
  il	
  

représente	
   le	
   neuvième	
   cancer	
   le	
   plus	
   fréquent	
   et	
   connaît	
   une	
   évolution	
   croissante	
  

(European	
  skin	
  cancer).	
  En	
  effet,	
   la	
   fréquence	
  du	
  mélanome	
  augmente	
  de	
  3	
  à	
  7%	
  chaque	
  

année	
  dans	
  le	
  monde	
  [1].	
  Le	
  meilleur	
  moyen	
  de	
  diminuer	
  la	
  mortalité	
  due	
  au	
  mélanome	
  est	
  

de	
  réaliser	
  une	
  ablation	
  chirurgicale	
  dès	
  les	
  premiers	
  signes	
  de	
  la	
  maladie.	
  Si	
  le	
  mélanome	
  

est	
   local	
   et	
   confiné	
   à	
   l’épiderme,	
   la	
   survie	
   à	
   5	
   ans	
   atteint	
   plus	
   de	
   98%.	
   Par	
   contre,	
   si	
   le	
  

mélanome	
  est	
  diagnostiqué	
  à	
  un	
  stade	
  plus	
  avancé,	
  la	
  survie	
  est	
  seulement	
  de	
  6	
  à	
  9	
  mois	
  [2].	
  

Cette	
   forte	
   mortalité	
   est	
   due	
   à	
   un	
   développement	
   rapide	
   de	
   métastases	
   au	
   niveau	
   du	
  

poumon,	
  du	
  cerveau,	
  du	
  foie	
  et	
  des	
  os	
  chez	
  un	
  patient	
  sur	
  trois	
  [3,	
  4].	
  Pour	
  lutter	
  contre	
  les	
  

mélanomes	
   de	
   stade	
   avancé,	
   deux	
   axes	
   de	
   traitement	
   sont	
   étudiés	
  :	
   la	
   chimiothérapie	
   et	
  

l’immunothérapie.	
  

	
  

Chimiothérapie	
  

Jusqu’en	
  2011,	
   la	
  Dacarbazine	
  était	
  un	
  des	
  seuls	
   traitements	
  chimiothérapeutiques	
  

autorisé	
  par	
  la	
  «	
  Food	
  and	
  Drug	
  Administration	
  »	
  (FDA)	
  dans	
  les	
  formes	
  avancées	
  du	
  cancer	
  

de	
   la	
  peau.	
  Mais	
   l’efficacité	
  de	
  ce	
   traitement	
  était	
   limitée	
  car	
  seuls	
  10	
  à	
  25%	
  des	
  patients	
  

traités	
  montraient	
  des	
  signes	
  d’amélioration	
  et	
  ceux-­‐ci	
  étaient	
  souvent	
  de	
  courte	
  durée	
  [5,	
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6].	
  La	
  caractérisation	
  en	
  2002	
  des	
  mutations	
  les	
  plus	
  courantes	
  dans	
  le	
  mélanome	
  humain	
  

[7]	
   a	
   permis	
   le	
   développement	
   d’inhibiteurs	
   spécifiques	
   contre	
   ces	
   protéines	
  mutées.	
   La	
  

découverte	
  de	
  la	
  mutation	
  V600E	
  dans	
  l’oncogène	
  BRAF	
  dans	
  60%	
  des	
  cas	
  de	
  mélanomes	
  

humains	
  a	
  mené	
  au	
  développement	
  d’un	
  inhibiteur	
  compétitif	
  du	
  site	
  catalytique	
  muté	
  de	
  la	
  

protéine	
  [8]	
  entraînant	
  l’arrêt	
  du	
  cycle	
  cellulaire	
  et	
  la	
  mort	
  des	
  cellules	
  [9].	
  Cet	
  inhibiteur,	
  

commercialisé	
  sous	
  le	
  nom	
  de	
  Vemurafenib,	
  a	
  un	
  effet	
  positif	
  chez	
  48%	
  des	
  patients	
  traités	
  

[10].	
   Depuis,	
   des	
   inhibiteurs	
   spécifiques	
   d’autres	
   protéines	
   mutées	
   ont	
   été	
   développés.	
  

L’Imatinib,	
  par	
  exemple,	
  cible	
  le	
  gène	
  c-­‐KIT	
  qui	
  est	
  muté	
  dans	
  30%	
  des	
  mélanomes	
  [11].	
  Son	
  

administration	
  a	
  un	
  effet	
  positif	
  chez	
  23,3%	
  des	
  patients	
  [12].	
  Malheureusement	
   l’effet	
  de	
  

ces	
   inhibiteurs	
   est	
   de	
   courte	
  durée	
   et	
   les	
  patients	
   rechutent	
  habituellement	
   après	
  6	
   à	
  12	
  

mois.	
  

	
  

Immunothérapie	
  

	
  

L’immunothérapie,	
   qui	
   inclut	
   la	
   vaccination	
   anti-­‐tumorale,	
   est	
   une	
   autre	
   stratégie	
  

pour	
   induire	
   le	
   rejet	
  des	
   tumeurs	
  ou	
   ralentir	
   la	
  progression	
   tumorale.	
   La	
  description	
  par	
  

l’équipe	
   du	
   professeur	
   Thierry	
   Boon	
   du	
   premier	
   antigène	
   spécifique	
   des	
   mélanomes	
  

humains	
  est	
  considérée	
  comme	
  une	
  percée	
  dans	
  ce	
  domaine	
   [13].	
  De	
  nos	
   jours,	
  un	
  grand	
  

nombre	
   d’antigènes	
   tumoraux	
   ont	
   été	
   décrits	
   pour	
   différents	
   types	
   de	
   cancers	
   dont	
   le	
  

mélanome.	
  Ces	
  antigènes	
  sont	
  classifiés	
  en	
  quatre	
  groupes	
  [14]	
  :	
  

-­‐ les	
  antigènes	
  de	
  type	
  MAGE,	
  codés	
  par	
  les	
  gènes	
  «	
  cancer-­‐germline»	
  qui	
  ne	
  sont	
  

exprimés	
   que	
   dans	
   les	
   cellules	
   de	
   la	
   lignée	
   germinale	
   et	
   dans	
   de	
   nombreuses	
  

tumeurs	
  d’origine	
  différentes,	
  tels	
  que	
  MAGE	
  ou	
  NY-­‐ESO-­‐1	
  

-­‐ les	
   antigènes	
   résultant	
   de	
   mutations	
   ponctuelles	
   affectant	
   par	
   exemple	
   la	
  

protéine	
  CLPP	
  [15]	
  

-­‐ les	
   antigènes	
   qui	
   dérivent	
   de	
   protéines	
   surexprimées	
   dans	
   les	
  mélanomes	
   tels	
  

que	
  PRAME	
  

-­‐ les	
   antigènes	
   codés	
   par	
   des	
   gènes	
   de	
   différenciation	
   mélanocytaire	
   tels	
   que	
  

Melan-­‐A,	
  ou	
  gp100.	
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Les	
  antigènes	
  qui	
  dérivent	
  des	
  «	
  cancer	
  germline	
  genes	
  »	
  sont	
  des	
  cibles	
  privilégiées	
  

pour	
   les	
  protocoles	
  d’immunothérapie	
  en	
  raison	
  de	
   la	
  spécificité	
  de	
   leur	
  expression	
  et	
  du	
  

nombre	
  important	
  de	
  tumeurs	
  concernées.	
  Une	
  liste	
  non	
  exhaustive	
  de	
  différents	
  antigènes	
  

est	
  reprise	
  dans	
  le	
  Tableau	
  1	
  :	
  [16].	
  	
  

	
  

Tableau	
  1	
  :	
  Liste	
  non	
  exhaustive	
  de	
  quelques	
  antigènes	
  tumoraux.	
  	
  

D’après	
  Vigneron	
  et	
  al	
  [16].	
  	
  

	
  

Types	
  d’antigènes	
   Gène	
   Position	
  peptide	
   Référence	
  

Antigènes	
  de	
  type	
  

MAGE	
  

MAGE-­‐A1	
  
160-­‐169	
  

289-­‐298	
  

[17]	
  

[18]	
  

MAGE-­‐C1	
  
959-­‐968	
  

1083-­‐1091	
  
[19]	
  

MAGE-­‐C2	
  
42-­‐50	
  

43-­‐57	
  

[20]	
  

[21]	
  

Cyclin-­‐A1	
  
227-­‐235	
  

341-­‐351	
  
[22]	
  

Antigènes	
  mutés	
   CLPP	
   240-­‐248	
   [15]	
  

Antigènes	
  surexpimés	
  

CD45	
   556-­‐564	
   [23]	
  

Lengsin	
   270-­‐279	
   [24]	
  

Survivin	
   97-­‐111	
   [25]	
  

MUC5AC	
   716-­‐724	
   [26]	
  

Antigènes	
  de	
  

différenciation	
  

Melan-­‐

A/MART-­‐1	
  
21-­‐50	
   [27]	
  

TRP-­‐1	
   284-­‐298	
   [28]	
  

Tyrosinase	
   368-­‐373;336-­‐340	
   [29]	
  

	
  	
  

Le	
   choix	
   du	
   peptide	
   antigénique	
   utilisé	
   ainsi	
   que	
   le	
   mode	
   de	
   vaccination	
   sont	
  

importants	
   pour	
   assurer	
   une	
   activation	
   fonctionnelle	
   aussi	
   bien	
   du	
   système	
   immunitaire	
  

adaptatif	
   qu’inné.	
   Différents	
   protocoles	
   de	
   vaccination	
   ont	
   été	
   mis	
   au	
   point	
   à	
   l’heure	
  

actuelle	
   et	
   ils	
   peuvent	
   être	
   composés	
   d’un	
   peptide	
   antigénique	
   associé	
   ou	
   non	
   à	
   un	
  

«	
  carrier	
  »	
  qui	
  peut	
  être	
  soit	
  un	
  adjuvant	
  [30],	
  soit	
  des	
  cellules	
  dendritiques	
  [31]	
  ou	
  encore	
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un	
  virus	
  recombinant	
  [32].	
  Ces	
  protocoles	
  de	
  vaccination	
  ont,	
  dans	
  un	
  premier	
  temps,	
  été	
  

testés	
  dans	
  des	
  modèles	
  murins	
  où	
  ils	
  montraient	
  une	
  grande	
  efficacité	
  [33-­‐37].	
  	
  

	
  

Chez	
   l’homme,	
   malgré	
   la	
   présence	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   spécifiques	
   de	
   l’antigène	
  

vaccinal	
   dans	
   le	
   sang	
   des	
   patients	
   immunisés,	
   seuls	
   5	
   à	
   22%	
   d’entre	
   eux	
   montrent	
   des	
  

signes	
  de	
  régression	
  ou	
  de	
  stabilisation	
  [14,	
  38].	
  Sur	
  440	
  patients	
  dont	
  422	
  porteurs	
  d’un	
  

mélanome,	
   vaccinés	
   avec	
   un	
   peptide,	
   9	
   patients	
   ont	
   montré	
   une	
   réponse	
   partielle	
   et	
  

seulement	
   4	
   une	
   réponse	
   complète	
   [39].	
   Le	
   faible	
   taux	
   de	
   réussite	
   des	
   protocoles	
  

d’immunothérapie	
  n’est	
  pas	
  dû	
  au	
  faible	
  nombre	
  de	
  T	
  anti-­‐tumoraux	
  générés	
  [40].	
  En	
  effet	
  

une	
  régression	
  tumorale	
  pouvait	
  être	
  observée	
  même	
  si	
  le	
  nombre	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  anti-­‐

tumoraux	
   circulants	
   était	
   très	
   faible	
   [41]	
  ;	
   au	
   contraire,	
   une	
   fréquence	
   élevée	
   de	
  

lymphocytes	
  T	
  anti-­‐tumoraux	
  pouvait	
  aussi	
   s’accompagner	
  d’une	
  croissance	
  de	
   la	
   tumeur	
  

[38,	
  42].	
  Différentes	
  études	
  ont	
  montré	
  que	
   les	
  T	
   infiltrant	
   les	
  mélanomes	
  étaient	
   inactifs	
  

[14,	
  43].	
  	
  

	
  

Une	
   autre	
   technique	
  d’immunothérapie	
   testée	
   à	
   l’heure	
   actuelle	
   est	
   le	
   transfert	
   de	
  

lymphocytes	
  T.	
  Elle	
  consiste	
  à	
  isoler	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  infiltrant	
  une	
  tumeur,	
  les	
  stimuler	
  ex	
  

vivo	
   afin	
   de	
   les	
   amplifier	
   et	
   les	
   réinjecter	
   chez	
   les	
   mêmes	
   patients	
   [44].	
   Dans	
   le	
   cas	
   du	
  

transfert	
  adoptif	
  on	
  observe	
  un	
  rejet	
   complet	
  des	
  mélanomes	
  dans	
  22	
  %	
  des	
  cas	
   [37].	
  Le	
  

transfert	
  adoptif	
  peut	
  également	
  se	
  faire	
  avec	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  autologues	
  transduits	
  avec	
  

les	
   gènes	
   codant	
   un	
   récepteur	
   T	
   (TCR)	
   de	
   spécificité	
   connue	
   ou	
   des	
   lymphocytes	
   qui	
  

possèdent	
   un	
   récepteur	
   antigénique	
   chimérique	
   (CAR	
   T	
   cell)	
   [45].	
   Les	
   lymphocytes	
   T	
  

transduits	
  sont	
  amplifiés	
  in	
  vitro	
  à	
  partir	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  autologues	
  purifiés	
  à	
  partir	
  du	
  

sang	
   du	
   patient	
   et	
   sont	
   transduits	
   avec	
   un	
   lentivirus	
   ou	
   un	
   rétrovirus	
   qui	
   contient	
   une	
  

séquence	
  codante	
  pour	
  un	
  TCR.	
  Ce	
  TCR	
  possède	
  une	
  forte	
  affinité	
  pour	
  un	
  antigène	
  exprimé	
  

par	
   la	
   tumeur	
   du	
   patient.	
   La	
   séquence	
   codante	
   de	
   TCR	
   provient	
   d’un	
   autre	
   patient	
   qui	
   a	
  

répondu	
  auparavant	
  à	
  l’antigène	
  et	
  qui	
  possède	
  des	
  HLA	
  compatibles	
  [46].	
  Enfin,	
  les	
  CAR	
  T	
  

cells	
  sont	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  transduits	
  avec	
  un	
  rétrovirus	
  qui	
  possède	
  la	
  séquence	
  codante	
  

pour	
   la	
  région	
  variable	
  d’un	
  anticorps	
   fusionné	
  avec	
   le	
  domaine	
   intra-­‐cellulaire	
  d’un	
  TCR.	
  

Cette	
  construction	
  permet	
  l’activation	
  d’un	
  lymphocyte	
  T	
  sans	
  que	
  la	
  protéine	
  cible	
  ne	
  soit	
  

présentée	
   par	
   une	
   molécule	
   HLA	
   [47].	
   Son	
   usage	
   est	
   cependant	
   limité	
   par	
   le	
   fait	
   qu’il	
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n’existe	
  pratiquement	
  pas	
  d’anticorps	
  de	
  surface	
  reconnaissable	
  par	
  des	
  anticorps	
  et	
  dont	
  

l’expression	
   soit	
   spécifique	
   aux	
   cellules	
   tumorales.	
   Comme	
   pour	
   les	
   protocoles	
   de	
  

vaccination	
  avec	
  des	
  peptides,	
  de	
  très	
  bons	
  résultats	
  sont	
  observés	
  dans	
  les	
  modèles	
  murins	
  

[48,	
   49].	
   Différents	
   protocoles	
   de	
   transfert	
   adoptif	
   on	
   été	
   testés	
   à	
   l’heure	
   actuelle	
   chez	
  

l’homme	
  et	
  des	
  résultats	
  prometteurs	
  ont	
  été	
  obtenus	
  [47].	
  Par	
  exemple,	
  chez	
  des	
  patients	
  

atteints	
   de	
  mélanome	
   on	
   détecte	
   une	
   régression	
   des	
  métastases	
   chez	
   30	
  %	
   des	
   patients	
  

ayant	
  reçu	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  transduits	
  avec	
  un	
  TCR	
  codant	
  pour	
  MART-­‐1	
  ou	
  gp100	
  [46].	
  	
  

	
  

Enfin	
  une	
   troisième	
  approche	
  d’immunothérapie	
   est	
   utilisée	
   à	
   l’heure	
   actuelle.	
   Il	
   a	
  

été	
   démontré	
   que	
   la	
   qualité	
   et	
   l’amplitude	
   d’une	
   réponse	
   lymphocytaire	
   dépend	
   de	
   la	
  

balance	
   entre	
   les	
  molécules	
   de	
   co-­‐stimulation	
   et	
   les	
   signaux	
   inhibiteurs	
   [50].	
   Bloquer	
   les	
  

signaux	
   inhibiteurs	
   favoriserait	
   le	
   développement	
   d’une	
   réponse	
   immunitaire	
   efficace	
  

capable	
  d’éliminer	
  ou	
  de	
  contrôler	
  la	
  croissance	
  tumorale	
  [51].	
  Deux	
  voies	
  inhibitrices	
  sont	
  

principalement	
  étudiées	
  à	
   l’heure	
  actuelle,	
   la	
  voie	
  PD-­‐1(Programmed	
  cell	
  Death	
  1)/PD-­‐L1	
  

(Programmed	
   cell	
   Death	
   Ligand	
   1)	
   et	
   la	
   voie	
   CD28/CTLA-­‐4	
   (Cytotoxic	
   T-­‐lymphocytes	
  

Associated	
   protein	
   4).	
   Nous	
   détaillerons	
   plus	
   précisément	
   les	
   mécanismes	
   d’inhibitions	
  

dans	
  la	
  suite	
  de	
  ce	
  travail.	
  Il	
  a	
  été	
  montré	
  chez	
  des	
  souris	
  porteuses	
  d’un	
  mélanome	
  que	
  la	
  

combinaison	
   d’un	
   protocole	
   de	
   vaccination	
   et	
   d’un	
   anticorps	
   anti-­‐CTLA-­‐4	
   permettait	
  

d’augmenter	
   la	
  survie	
  de	
  ces	
  souris	
  de	
  50%	
  [52].	
  Plusieurs	
  anticorps	
  dirigés	
  contre	
  PD-­‐1,	
  

PD-­‐L1	
   et	
   CTLA-­‐4	
  ont	
   été	
   testés	
   chez	
   l’homme.	
   Ces	
   anticorps	
   favorisent	
   une	
   réponse	
  

immunitaire	
   durable	
   chez	
   30-­‐35%	
   [53]	
   et	
   28%	
   [54]	
   des	
   patients	
   traités	
   respectivement	
  

avec	
   un	
   anticorps	
   anti-­‐PD-­‐1	
   ou	
   un	
   anti-­‐CTLA-­‐4.	
   L’anti-­‐CTLA-­‐4	
   appelé	
   ipilimumab	
   a	
   été	
  

approuvé	
  par	
  la	
  FDA	
  en	
  2011	
  et	
  est	
  actuellement	
  utilisé	
  dans	
  le	
  mélanome	
  métastatique.	
  En	
  

2014,	
  deux	
  autres	
  anti-­‐PD1	
  ont	
  également	
  été	
  approuvés	
  dans	
   le	
  mélanome	
  métastatique	
  

résistant	
  à	
  l’ipilimumab.	
  	
  

	
  

Ces	
  traitements	
  permettent	
  des	
  rémissions	
  tumorales	
  complètes	
  et	
  durables	
  dans	
  25	
  à	
  

50%	
   des	
   patients.	
   Les	
   recherches	
   aujourd’hui	
   tentent	
   de	
   comprendre	
   pourquoi	
   une	
  

proportion	
   importante	
  de	
  patients	
  ne	
  répondent	
  pas	
  ou	
  pas	
  bien.	
  Comme	
  dans	
   le	
  cas	
  des	
  

vaccinations,	
   il	
   apparaît	
   de	
   plus	
   en	
   plus	
   clairement	
   qu’un	
   important	
   facteur	
   limitant	
  

l’efficacité	
   de	
   l’immunothérapie	
   est	
   le	
   développement	
   de	
   mécanismes	
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d’immunosuppression	
  locale	
  qui	
  se	
  mettent	
  en	
  place	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  tumeur.	
  L’objectif	
  est	
  

de	
   comprendre	
   ces	
   mécanismes	
   afin	
   de	
   développer	
   des	
   stratégies	
   thérapeutiques	
  

permettant	
   de	
   les	
   contourner.	
   C’est	
   dans	
   ce	
   contexte	
   que	
   s’inscrit	
   notre	
   travail.	
   Nous	
  

commencerons	
   par	
   décrire	
   les	
   mécanismes	
   connus	
   de	
   résistance	
   tumorale	
   au	
   rejet	
  

immunitaire,	
   avant	
   de	
   décrire	
   le	
   modèle	
   de	
  mélanome	
   inductible	
   qui	
   fera	
   l’objet	
   de	
   nos	
  

travaux.	
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Mécanismes	
  de	
  régulation	
  immunitaire	
  impliqués	
  dans	
  la	
  résistance	
  tumorale	
  au	
  rejet	
  

	
  

Paralysie	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  

	
  

Sous	
   le	
   terme	
   de	
   paralysie	
   des	
   lymphocytes	
   T,	
   nous	
   avons	
   regroupé	
   trois	
  

mécanismes	
   physiologiques	
   qui	
   inhibent	
   les	
   réponses	
   immunitaires	
   dirigées	
   contre	
   des	
  

antigènes	
  du	
  soi	
  ou	
   limitent	
   l’ampleur	
  et	
   la	
  durée	
  de	
  réponses	
   induites	
  par	
  des	
   infections	
  

virales,	
   bactériennes	
   ou	
   parasitaires.	
   Ils	
   mènent	
   également	
   au	
   dysfonctionnement	
   des	
  

lymphocytes	
  T	
  en	
  présence	
  de	
  tumeurs.	
  Cette	
  paralysie	
  est	
  finement	
  contrôlée,	
  varie	
  selon	
  

la	
  nature	
  de	
   l’antigène	
  et	
  de	
  sa	
  persistance,	
   ainsi	
  que	
  du	
  contexte	
  dans	
   lequel	
   le	
  T	
  naïf	
   le	
  

reconnaît	
   [55].	
   On	
   distingue	
   l’anergie	
   clonale,	
   la	
   tolérance	
   adaptative	
   et	
   l’épuisement	
  

lymphocytaire.	
  

	
  

L’anergie	
   correspond	
   à	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
   fonction	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   qui	
   se	
  

caractérise	
  essentiellement	
  par	
  un	
  arrêt	
  de	
   leur	
  prolifération	
   [56].	
  Principalement	
  décrite	
  

dans	
  des	
  expériences	
  de	
  stimulation	
  in	
  vitro	
  de	
  clones	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  helper	
  1	
  (Th1)	
  [57],	
  

l’anergie	
  s’installe	
  suite	
  à	
  la	
  reconnaissance	
  de	
  l’antigène	
  par	
  le	
  récepteur	
  T	
  (TCR)	
  sur	
  des	
  

cellules	
  présentatrices	
  d’antigène	
  (APC)	
  non	
  activées,	
  n’exprimant	
  pas	
  ou	
  peu	
  CD80	
  et	
  CD86	
  

[58]	
  ou	
   sur	
  des	
   cellules	
  présentatrices	
  d’antigène	
  non-­‐professionnelles	
   [59].	
   L’interaction	
  

de	
   CTLA-­‐4	
   (Cytotoxic	
   T-­‐lymphocytes	
   Associated	
   protein	
   4),	
   exprimé	
   rapidement	
   après	
  

l’activation	
   des	
   T,	
   avec	
   ses	
   ligands	
   CD80	
   et	
   CD86	
   induit	
   également	
   un	
   arrêt	
   de	
   leur	
  

prolifération,	
  une	
  diminution	
  de	
  la	
  production	
  d’IL-­‐2,	
  de	
  l’expression	
  de	
  CD69	
  ainsi	
  que	
  de	
  

l’IL-­‐2Ra	
   (ou	
   CD25)	
   [60].	
   L’inhibition	
   de	
   la	
   production	
   d’IL-­‐2	
   par	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   CD4+	
  

anergiques	
   est	
   due	
   à	
   une	
   répression	
   transcriptionnelle	
   du	
   gène	
   correspondant	
   [61].	
   Ils	
  

restent	
   cependant	
   capables	
   de	
   produire	
   de	
   l’IFNγ	
   lorsqu’ils	
   sont	
   en	
   contact	
   avec	
   leur	
  

antigène	
   [62,	
   63].	
   Enfin,	
   la	
   présentation	
   de	
   l’antigène	
   à	
   des	
   T	
   CD4+	
   naïfs	
   par	
   des	
   APCs	
  

exprimant	
  des	
  MHCII	
  et	
   ICAM-­‐1	
  (InterCellular	
  Adhesion	
  Molecule	
  -­‐1)	
  en	
   l’absence	
  de	
  tout	
  

autre	
   signal	
   de	
   co-­‐stimulation	
   induit	
   aussi	
   un	
   état	
   d’anergie.	
   Un	
   phénomène	
   similaire	
  

d’anergie	
  clonale	
  a	
  été	
  montré	
  pour	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  CD8+.	
  Comme	
  pour	
  les	
  T	
  CD4+,	
  cette	
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anergie	
  s’accompagne	
  d’une	
  inhibition	
  de	
  la	
  prolifération	
  et	
  de	
  la	
  sécrétion	
  d’IL-­‐2	
  sans	
  effet	
  

important	
   sur	
   la	
  production	
  d’IFNγ	
   [64]	
  ou	
   l’activité	
   cytolytique	
   [65].	
   Il	
   est	
   généralement	
  

admis	
   que	
   l’état	
   d’anergie	
   peut	
   être	
   levé	
   lorsque	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   sont	
   restimulés	
   en	
  

présence	
  d’IL-­‐2	
  exogène	
  [66].	
  

	
  

La	
   tolérance	
   adaptative,	
   encore	
   appelée	
   «	
  in	
   vivo	
   anergy	
  »,	
   affecte	
   la	
   fonction	
   des	
  

lymphocytes	
   T	
   CD4+	
   et	
   CD8+	
   qui	
   reconnaissent	
   soit	
   un	
   antigène	
   du	
   soi	
   [67,	
   68],	
   soit	
   un	
  

antigène	
   persistant	
   comme	
   c’est	
   le	
   cas	
   lors	
   de	
   certaines	
   infections	
   virales	
   [69]	
   ou	
  

bactériennes	
  [70].	
  La	
  tolérance	
  adaptative,	
  comme	
  l’anergie,	
  s’établit	
  suite	
  à	
  une	
  rencontre	
  

du	
  lymphocyte	
  avec	
  son	
  antigène	
  lorsque	
  celui-­‐ci	
  est	
  présenté	
  de	
  manière	
  sub-­‐optimale	
  par	
  

des	
  cellules	
  présentatrices	
  d’antigène	
   immatures	
   [71,	
  72]	
  ou	
  non-­‐professionnelles	
  comme	
  

les	
   fibroblastes	
   ou	
   les	
   cellules	
   épithéliales	
   [73].	
   Elle	
   se	
   traduit	
   par	
   une	
   inhibition	
   de	
   la	
  

prolifération	
   et	
   de	
   la	
   sécrétion	
   d’IL-­‐2	
   [74]	
   ainsi	
   qu’une	
   diminution	
   progressive	
   de	
  

l’expression	
   de	
   CD25	
   [75].	
   Contrairement	
   à	
   ce	
   qui	
   est	
   décrit	
   pour	
   l’anergie,	
   la	
   tolérance	
  

adaptative	
   s’accompagne	
   d’une	
   forte	
   inhibition	
   de	
   la	
   production	
   d’IFNγ,	
   d’IL-­‐4,	
   d’IL-­‐3	
   et	
  

d’IL-­‐10	
  par	
  les	
  T	
  CD4+	
  [75]	
  ainsi	
  qu’une	
  diminution	
  des	
  récepteurs	
  de	
  chémokines	
  CXCR3,	
  

CCR5,	
  et	
  celui	
  de	
   l’IL-­‐12	
  (IL-­‐12Rβ)	
  [76].	
  L’expression	
  de	
  facteurs	
  de	
  transcription	
  tels	
  que	
  

Eomes,	
  Tbx21	
  ou	
  STAT4	
  est	
  diminuée	
   [76]	
   influençant	
   la	
  voie	
  de	
  signalisation	
  en	
  aval	
  du	
  

récepteur	
   de	
   l’IL-­‐12	
   [77].	
   Ceci	
   induit	
   chez	
   les	
   T	
   CD8+	
   une	
   baisse	
   de	
   la	
   production	
   de	
  

granzyme	
   B	
   et	
   donc	
   une	
   diminution	
   de	
   leur	
   fonction	
   lytique	
   [78].	
   L’état	
   de	
   tolérance	
  

adaptative	
  peut	
  être	
  levé	
  lorsque	
  le	
  T	
  est	
  restimulé	
  en	
  présence	
  d’IL-­‐2	
  exogène	
  en	
  absence	
  

du	
  contexte	
  tolérogène	
  [55].	
  	
  

	
  

L’épuisement	
   lymphocytaire	
   est	
   décrit	
   principalement	
   lors	
   d’une	
   infection	
   virale	
  

[79],	
  bactérienne	
  ou	
  parasitaire	
  [80]	
  persistante	
  où	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  réduisent	
  l’infection	
  

sans	
  éliminer	
  complètement	
  le	
  pathogène.	
  Cet	
  état	
  physiologique	
  permet	
  de	
  contrôler	
  une	
  

réaction	
   immunitaire	
   excessive,	
   limitant	
   les	
   dommages	
   aux	
   tissus	
   infectés.	
   Pour	
   se	
  

développer,	
   l’épuisement	
   lymphocytaire	
   nécessite	
   une	
   rencontre	
   permanente	
   entre	
  

l’antigène	
   et	
   le	
   lymphocyte	
   T	
   [81].	
   Caractérisés	
   pour	
   la	
   première	
   fois	
   dans	
   un	
   modèle	
  

d’infection	
   chronique	
   par	
   le	
   virus	
   LCMV	
   (Lymphocytic	
   ChorioMeningitis	
   Virus),	
   les	
  

lymphocytes	
   T	
   CD8+	
   «	
  épuisés	
  »	
   conservent	
   leur	
   capacité	
   à	
   reconnaître	
   leur	
   antigène	
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(fixation	
  du	
  tétramère)	
  mais	
  perdent	
  progressivement	
  leur	
  capacité	
  à	
  proliférer,	
  à	
  produire	
  

de	
  l’IL-­‐2	
  ainsi	
  que	
  leur	
  fonction	
  cytolytique	
  [79].	
  On	
  observe	
  ensuite	
  une	
  diminution	
  de	
  la	
  

production	
  du	
  TNFα	
  puis,	
  enfin,	
  celle	
  de	
  l’IFNγ	
  qui	
  peut	
  intervenir	
  plusieurs	
  semaines	
  après	
  

la	
  rencontre	
  initiale	
  avec	
  l’antigène	
  et	
  survient	
  peu	
  avant	
  la	
  délétion	
  graduelle	
  de	
  ces	
  T	
  CD8+	
  

épuisés	
   [81].	
   L’établissement	
   de	
   cet	
   état	
   d’épuisement	
   s’accompagne	
   de	
   l’expression	
  

progressive	
   de	
   récepteurs	
   inhibiteurs	
   tels	
   que	
   LAG-­‐3	
   (Lymphocyte	
   Activation	
   Gene-­‐3),	
  

CTLA-­‐4	
  et	
  PD-­‐1	
  (Programmed	
  cell	
  Death	
  1)	
  [82].	
  L’interaction	
  de	
  ce	
  dernier	
  avec	
  son	
  ligand,	
  

PD-­‐L1,	
  semble	
  avoir	
  un	
  rôle	
  central	
  dans	
  le	
  maintien	
  de	
  l’état	
  d’épuisement	
  [83].	
  Le	
  même	
  

phénomène	
  d’épuisement	
  est	
  observé	
  pour	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  CD4+	
  spécifiques	
  d’antigènes	
  

viraux	
   tels	
   que	
   ceux	
   de	
   l’hépatite	
   C	
   [84].	
   Tant	
   pour	
   les	
   T	
   CD8+	
   que	
   pour	
   les	
   T	
   CD4+	
  

«	
  épuisés	
  »,	
   la	
   récupération	
   fonctionnelle	
   nécessite	
   des	
   traitements	
   associant	
   de	
   l’IL-­‐2	
  

exogène	
   au	
   blocage	
   de	
   PD-­‐1	
   ou	
   encore	
   le	
   blocage	
   simultané	
   de	
   plusieurs	
   récepteurs	
  

inhibiteurs	
  [82,	
  85,	
  86].	
  	
  

	
  

Selon	
  le	
  type	
  d’infection	
  et	
  le	
  contexte	
  inflammatoire,	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  tolérisés	
  ou	
  

épuisés	
   se	
   côtoyent	
   dans	
   un	
   même	
   environnement	
   à	
   différents	
   stades	
   de	
   paralysie	
   qui	
  

peuvent	
   être	
   plus	
   ou	
  moins	
   réversibles	
   [81].	
   Dans	
   le	
   cas	
   particulier	
   des	
   tumeurs	
   où	
   l’on	
  

retrouve	
   une	
   persistance	
   de	
   l’antigène	
   ainsi	
   que	
   le	
   développement	
   progressif	
   d’un	
  

environnement	
  immunosuppresseur,	
  la	
  distinction	
  entre	
  T	
  tolérisés	
  ou	
  épuisés	
  est	
  difficile	
  

à	
   faire.	
   Les	
   lymphocytes	
  T	
  anti-­‐tumoraux	
   forment	
  une	
  population	
  hétérogène	
  qui	
  montre	
  

différents	
   stades	
  de	
  dysfonction,	
  généralement	
  proches	
  de	
   l’état	
  d’épuisement	
   [87].	
  Ainsi,	
  

dans	
  le	
  cas	
  du	
  mélanome	
  humain,	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  infiltrant	
  la	
  tumeur	
  peuvent	
  exprimer	
  

une	
   ou	
   plusieurs	
   caractéristiques	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   épuisés,	
   telles	
   que	
   l’expression	
   de	
  

CTLA-­‐4	
  et	
  PD-­‐1,	
  [88].	
  De	
  plus,	
  comme	
  Zippelius	
  et	
  al.	
  le	
  démontrent,	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  anti-­‐

tumoraux	
  peuvent	
  avoir	
  une	
  activité	
  différente	
  selon	
  leur	
  localisation.	
  Ainsi	
  les	
  lymphocytes	
  

T	
  anti-­‐Melan.A.A2	
  présents	
  au	
  niveau	
  de	
  métastases	
  ne	
  produisent	
  pas	
  d’IFNγ,	
   tandis	
  que	
  

ceux	
  isolés	
  à	
  partir	
  du	
  sang	
  le	
  font	
  [89].	
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En	
  plus	
   des	
  mécanismes	
   de	
   tolérance	
   ou	
   d’épuisement	
   liés	
   à	
   la	
   reconnaissance	
   de	
  

l’antigène	
   tumoral,	
   différents	
   facteurs	
   présents	
   dans	
   l’environnement	
   tumoral	
   ou	
   de	
  

manière	
   systémique	
   contribuent	
   à	
   la	
   paralysie	
   des	
   T	
   anti-­‐tumoraux	
   [90].	
   Ces	
   différents	
  

points	
  de	
  contrôle	
  et	
  mécanismes	
  d’immunosuppression	
  sont	
  représentés	
  dans	
  la	
  Figure	
  1	
  

et	
  certains	
  seront	
  détaillés	
  dans	
  la	
  suite	
  de	
  ce	
  travail.	
  	
  

	
  

Figure	
  1	
  :	
  Stratégie	
  d’immunosuppression	
  utilisée	
  par	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  pour	
  
échapper	
  qu	
  système	
  immunitaire	
  

Treg	
  =	
  T	
  régulateur,	
  MDSC	
  =	
  Myeloid	
  Derived	
  Supressor	
  Cell,	
  DC	
  =	
  Dendritic	
  Cells,	
  	
  	
  
Inspirée	
  de	
  Gabrilovich	
  [91]	
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T	
  régulateurs	
  

T	
  régulateurs	
  dérivant	
  du	
  thymus	
  (nTreg	
  ou	
  tTreg)	
  
	
  

Le	
  développement	
  de	
  maladies	
  auto-­‐immunes	
  chez	
  des	
  souris	
  thymectomisées	
  2	
  à	
  4	
  

jours	
  après	
   la	
  naissance	
  a	
  permis	
  à	
  Sakaguchi	
  et	
  son	
  équipe	
  de	
  décrire	
  une	
  population	
  de	
  

lymphocytes	
   T	
   CD4+	
   CD25+	
   capables	
   d’induire	
   une	
   tolérance	
   aux	
   antigènes	
   du	
   soi	
   [92].	
  

Représentant	
   5	
   à	
   10%	
   des	
   T	
   CD4+	
   périphériques	
   murins,	
   ces	
   cellules	
   nommées	
   T	
  

régulateurs	
   thymiques	
   (tTregs)	
   [93],	
   ou	
   anciennement	
   appélés	
   T	
   régulateurs	
   naturels	
  

(nTregs)	
   se	
   caractérisent	
   par	
   l’expression	
  du	
   facteur	
   de	
   transcription	
   FoxP3	
  qui	
   contrôle	
  

leur	
  développement	
  et	
  leur	
  fonction	
  [94].	
  Ils	
  expriment	
  également	
  de	
  manière	
  constitutive	
  

les	
  récepteurs	
  inhibiteurs	
  CTLA-­‐4	
  [95],	
  GITR	
  (Glucocorticoid-­‐Induced	
  TNFR)	
  [96],	
  et	
  LAG-­‐3	
  

[97].	
   Ces	
   différents	
   récepteurs	
   ne	
   sont	
   cependant	
   pas	
   spécifiques	
   des	
   tTregs	
   puisqu’ils	
  

peuvent	
  aussi	
  être	
  exprimés	
  transitoirement	
  par	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  activés	
  [98]	
  [99]	
  [100]	
  

[101].	
  Une	
  population	
  similaire	
  existe	
  également	
  chez	
  l’homme,	
  chez	
  qui	
  des	
  mutations	
  du	
  

gène	
   FoxP3	
   provoquent	
   un	
   syndrome	
   auto-­‐immun	
   létal	
   rare	
   appelé	
   IPEX	
   (Immune	
  

dysregulation	
  Polyendocrinopathy	
  Enteropathy	
  X-­‐linked)	
  [102].	
  

	
  

Pour	
  exercer	
  leur	
  fonction	
  suppressive,	
  les	
  tTregs	
  doivent	
  reconnaître	
  leur	
  antigène	
  

via	
   le	
   TCR,	
   mais	
   leur	
   activité	
   peut	
   se	
   maintenir	
   ensuite	
   en	
   absence	
   d’une	
   nouvelle	
  

stimulation	
  du	
  TCR	
  [103].	
  Ils	
  agissent	
  sur	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  effecteurs	
  par	
  contact	
  cellulaire	
  

direct,	
   bloquant	
   leur	
   prolifération	
   et	
   leur	
   production	
   d’	
   IL-­‐2	
   [104],	
   via	
   leur	
   expression	
  

membranaire	
  de	
  TGFβ	
  [105].	
  Ils	
  peuvent	
  également	
  lyser	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  CD4+,	
  CD8+	
  ou	
  

des	
   cellules	
   présentatrices	
   par	
   un	
   mécanisme	
   dépendant	
   de	
   la	
   perforine	
   [106]	
   ou	
   du	
  

granzyme	
   B	
   [107].	
   D’autres	
  mécanismes	
   sont	
   également	
   décrits.	
   Ne	
   produisant	
   pas	
   eux-­‐

mêmes	
  d’IL-­‐2,	
   indispensable	
  à	
   leur	
  développement,	
   leur	
  survie	
  et	
   leur	
  fonction,	
   les	
  tTregs	
  

entrent	
   en	
   compétition	
   avec	
   les	
   T	
   effecteurs	
   activés	
   pour	
   la	
   consommation	
   l’IL-­‐2	
   [108].	
  

Stimulés	
  de	
  manière	
  optimale,	
   les	
  Tregs	
  sont	
  aussi	
  une	
  source	
   importante	
  d’IL-­‐10	
  sécrété	
  

[109].	
  Enfin,	
  CTLA-­‐4	
  joue	
  également	
  un	
  rôle	
  crucial	
  dans	
  la	
  fonction	
  suppressive	
  des	
  Tregs	
  

[95].	
   Chez	
   la	
   souris,	
   la	
   délétion	
   de	
   CTLA-­‐4	
   au	
   niveau	
   des	
   Tregs	
   uniquement	
   induit	
   une	
  

lymphoprolifération	
   fatale.	
   L’expression	
  de	
  CTLA-­‐4	
  par	
   les	
  Tregs	
  diminue	
   l’expression	
  de	
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CD80	
  et	
  CD86	
  à	
  la	
  surface	
  des	
  cellules	
  présentatrices	
  d’antigènes	
  permettant	
  de	
  contrôler	
  la	
  

stimulation	
  antigénique	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  [110].	
  De	
  plus,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  l’engagement	
  

de	
   CTLA-­‐4	
   avec	
   ses	
   ligands	
   sur	
   les	
   cellules	
   dendritiques	
   induit	
   chez	
   celles-­‐ci	
   une	
   forte	
  

production	
  d’IFNγ	
  qui	
  à	
  son	
  tour	
  induit	
  la	
  transcription	
  du	
  gène	
  de	
  l’IDO	
  (Indoléamine	
  2-­‐3	
  

dioxygénase).	
  Les	
  DCs	
  deviennent	
  alors	
  tolérogéniques	
  [111]	
  (Figure	
  2).	
  	
  

	
  

Figure	
  2	
  :	
  Mécanismes	
  d’action	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  régulateurs	
  

Inspirée	
  de	
  Campbell	
  et	
  Meghan	
  [112]	
  
	
  

	
  
	
  

T	
  régulateurs	
  périphériques	
  
	
  

Trois	
   autres	
   types	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   régulateurs	
   sont	
   également	
   décrits	
   chez	
  

l’homme	
   et	
   la	
   souris.	
   Ces	
   T	
   régulateurs	
   se	
   développent	
   en	
   périphérie	
   à	
   partir	
   de	
  

lymphocytes	
  T	
  CD4+CD25-­‐	
  conventionnels	
  et	
  peuvent	
  exprimer	
  ou	
  non	
  le	
  marqueur	
  FoxP3	
  

[113].	
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Les	
  T	
  régulateurs	
  périphériques	
  (pTregs	
  ou	
  anciennement	
  iTreg)	
  reconnaissent	
  des	
  

antigènes	
  du	
   soi	
  mais	
   aussi	
   des	
   antigènes	
   étrangers.	
   Ils	
   expriment	
   les	
  mêmes	
  marqueurs	
  

que	
   les	
   tTregs	
   (FoxP3,	
   CD25,	
   CTLA-­‐4,	
   LAG-­‐3)	
   [114,	
   115]	
   et	
   leur	
   fonction	
  

immunosuppressive	
   est	
   assuré	
   par	
   les	
   mêmes	
   mécanismes	
   que	
   les	
   tTregs.	
   L’expression	
  

différentielle	
   de	
   certains	
   gènes	
   ou	
   facteurs	
   de	
   transcription	
   comme	
   Helios	
   ou	
   Nrp1	
  

(Neuropilin	
  1)	
  permettant	
  de	
  distinguer	
  les	
  pTregs	
  des	
  tTregs	
  est	
  encore	
  controversée	
  [114,	
  

116,	
  117,	
  118	
  ].	
  	
  

	
  

Tant	
   chez	
   l’homme	
   que	
   chez	
   la	
   souris,	
   l’activation	
   in	
   vitro	
   de	
   T	
   CD4+CD25-­‐	
   en	
  

présence	
  d’IL-­‐10	
  ou	
  par	
  des	
  DCs	
  traitées	
  à	
  l’IL-­‐10	
  induit	
  leur	
  différenciation	
  en	
  lymphocytes	
  

T	
  régulateurs	
  de	
  type	
  1	
  (Tr1)	
  [119	
  ,	
  120	
  ,	
  121].	
  In	
  vivo,	
   la	
  reconnaissance	
  de	
  l’antigène	
  sur	
  

des	
   DCs	
   immatures	
   ou	
   dans	
   un	
   environnement	
   riche	
   en	
   TGFβ	
   et	
   IL-­‐2	
   favorise	
   aussi	
   la	
  

conversion	
  en	
  Tr1	
  [116,	
  122	
  ].	
  Les	
  Tr1	
  contrôlent	
  l’activation	
  de	
  T	
  naïfs	
  ou	
  mémoires	
  tant	
  in	
  

vitro	
  qu’in	
  vivo	
  grâce	
  a	
  leur	
  production	
  d’IL-­‐10	
  et	
  de	
  TGFβ	
  et	
  suppriment	
  les	
  réponses	
  Th1	
  

et	
  Th2	
  dirigées	
   contre	
  des	
  pathogènes,	
   des	
   tumeurs	
  ou	
  des	
   antigènes	
   allogéniques	
   [123].	
  

Leur	
  fonction	
  est	
  abolie	
  par	
  l’inhibition	
  de	
  l’IL-­‐10	
  [124].	
  	
  

	
  

Les	
   Th3	
   sont	
   principalement	
   impliqués	
   dans	
   la	
   tolérance	
   orale.	
   Ils	
   se	
   développent	
  

dans	
  les	
  ganglions	
  mésentériques	
  et	
  les	
  tissus	
  lymphoïdes	
  associés	
  au	
  tube	
  digestif.	
  Les	
  Th3	
  

apportent	
  un	
  “help”	
  pour	
  la	
  sécrétion	
  d’IgA	
  [125]	
  mais	
  surtout,	
  via	
  leur	
  production	
  de	
  TGFβ	
  

et	
  d’IL-­‐10,	
  ils	
  ont	
  une	
  action	
  suppressive	
  sur	
  les	
  réponses	
  Th1	
  et	
  Th17	
  (T	
  helper	
  17)	
  initiées	
  

par	
  la	
  flore	
  intestinale	
  et	
  les	
  antigènes	
  alimentaires	
  [116,	
  126].	
  	
  

	
  

T	
  régulateurs	
  ICOS+	
  (ICOS+Treg)	
  

	
  

Chez	
   l’homme	
   et	
   la	
   souris	
   on	
   retrouve	
   une	
   5ième	
   classe	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   CD4	
  

régulateurs.	
   Ces	
   lymphocytes	
   Tregs	
   dérivent	
   probablement	
   des	
   tTregs	
   et	
   expriment	
   le	
  

marqueur	
  de	
  costimulation	
  inductible	
  ICOS.	
  En	
  plus	
  de	
  sécréter	
  de	
  l’IL-­‐10,	
  ils	
  produisent	
  de	
  

l’IL-­‐17	
   et	
   de	
   l’IFNγ	
   [127].	
   Cette	
   population	
   est	
   très	
   présente	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   peau	
   et	
  

supprime	
  la	
  réponse	
  immunitaire	
  spécifique	
  contre	
  des	
  allergènes	
  et	
  des	
  haptènes	
  [128].	
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T	
  régulateurs	
  CD8+	
  
	
  

Enfin,	
   des	
   Tregs	
   CD8+	
   sont	
   également	
   décrits	
   chez	
   l’animal	
   et	
   chez	
   l’homme.	
  

Exprimant	
  ou	
  non	
  FoxP3,	
  ils	
  n’agissent	
  pas	
  seulement	
  par	
  lyse	
  directe	
  des	
  T	
  effecteurs,	
  via	
  

la	
  production	
  de	
  perforine,	
  mais	
  sécrètent	
  aussi	
  des	
  cytokines	
  immunosuppressives	
  comme	
  

le	
  TGFβ	
  [129]	
  et	
  l’IL-­‐10	
  [130].	
  	
  

	
  

Une	
  liste	
  non	
  exhaustive	
  des	
  différentes	
  caractéristiques	
  des	
  différentes	
  populations	
  

de	
  lymphocytes	
  T	
  régulateurs	
  est	
  reprise	
  dans	
  le	
  Tableau	
  2.	
  

	
  

Tableau	
  2	
  :	
  Nomenclature	
  et	
  caractéristiques	
  des	
  différentes	
  populations	
  de	
  Treg.	
  

D’après	
  Ray	
  et	
  al	
  [113]	
  et	
  Zhang	
  et	
  al	
  [127]	
  

Population	
   Marqueurs	
  Spécifiques	
   Facteur	
  sécrété	
  

tTreg	
  (ou	
  nTreg)	
   CD4,	
  CD25,	
  Foxp3,	
  CTLA-­‐4	
   IL-­‐10,	
  TGFβ,	
  Perforine,	
  Granzyme	
  B	
  

ICOS+Treg	
   CD4,	
  CD25,	
  Foxp3,	
  ICOS,	
  CTLA-­‐4	
   IL-­‐10,	
  IL-­‐17,	
  IFNγ	
  

Treg	
  périphérique	
   	
   	
  

	
   pTreg	
  (ou	
  iTreg)	
  	
   CD4,	
  CD25,	
  Foxp3,	
  CTLA-­‐4	
   IL-­‐10,	
  TGFβ,	
  Perforine,	
  Granzyme	
  B	
  

	
   Tr1	
   CD4,	
  CD25	
   IL-­‐10,	
  TGFβ	
  

	
   Th3	
   CD4	
   IL-­‐10,	
  TGFβ	
  

CD8	
  Treg	
   CD8,	
  CD25,	
  Foxp3	
   IL-­‐10,	
  TGFβ,	
  Perforine	
  

	
  

Tregs	
  et	
  tumeurs	
  
	
  

Le	
   rôle	
   des	
   tTregs	
   dans	
   l’immunité	
   anti-­‐tumorale	
   a	
   été	
   bien	
   décrit	
   dans	
   divers	
  

modèles	
  murins:	
  leur	
  déplétion	
  in	
  vivo	
  par	
  injection	
  d’un	
  anticorps	
  anti-­‐CD25	
  (PC61)	
  induit	
  

un	
  rejet	
   complet	
  de	
  6	
  des	
  8	
   types	
  de	
   tumeurs	
   testées	
   [163].	
  De	
  même,	
  un	
   traitement	
  par	
  

PC61	
  combiné	
  à	
  une	
  vaccination	
  retarde	
  le	
  développement	
  du	
  mélanome	
  B16	
  [164].	
  

	
  	
  



27	
  

Il	
   est	
   connu	
   depuis	
   longtemps,	
   chez	
   l’homme,	
   que	
   de	
   nombreuses	
   tumeurs	
   sont	
  

infiltrées	
  par	
  un	
  nombre	
   important	
  de	
  Tregs	
  FoxP3+,	
   leur	
  abondance	
  étant	
  généralement	
  

corrélée	
   avec	
   un	
   stade	
   plus	
   avancé	
   et	
   un	
   mauvais	
   prognostic	
   [165,	
   166].	
   Ainsi,	
   chez	
   de	
  

nombreux	
   patients	
   atteints	
   de	
   mélanome,	
   on	
   observe	
   une	
   augmentation	
   du	
   nombre	
   de	
  

Tregs	
   dans	
   la	
   circulation	
   sanguine	
   [167].	
   Ils	
   se	
   retrouvent	
   aussi	
   dans	
   les	
   tumeurs,	
   les	
  

ganglions	
   drainants	
   ainsi	
   que	
   dans	
   les	
   métastases	
   [168,	
   169].	
   L’origine	
   des	
   Tregs	
   CD4	
  

FoxP3	
   infiltrant	
   les	
   tumeurs	
   varie	
  ;	
   ils	
   peuvent	
   résulter	
   soit	
   de	
   la	
   conversion	
   de	
   T	
  

conventionnels	
  en	
  pTregs	
  sous	
   l’effet	
  du	
  TGFβ	
  présent	
  dans	
   l’environnement	
  tumoral	
  soit	
  

d’une	
   amplification	
   de	
   tTregs	
   qui	
   reconnaissent	
   des	
   antigènes	
   tumoraux	
   [170-­‐172].	
   Ces	
  

Tregs	
  peuvent	
  reconnaître	
  différents	
  antigènes	
  tels	
  que	
  l’antigène	
  LAGE-­‐1	
  [131]	
  ou	
  gp100	
  

[132].	
  De	
  plus	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  l’immunisation	
  avec	
  un	
  peptide	
  tel	
  que	
  MAGE-­‐A3	
  pouvait	
  

induire	
   l’expansion	
  des	
  Tregs	
   [133].	
  Dans	
   le	
   cas	
  du	
  mélanome,	
   il	
   a	
   également	
  été	
  montré	
  

que	
   les	
   Tregs	
   suppriment	
   la	
   réponse	
   anti-­‐tumorale	
   grâce	
   à	
   la	
   production	
   d’IL-­‐10	
   ou	
   de	
  

TGFβ	
  qui	
  agit	
  sur	
   la	
  population	
  de	
   lymphocytes	
  T	
  CD4	
  ou	
  CD8	
  en	
   limitant	
  par	
  exemple	
   la	
  

production	
  d’IFNγ	
  [134]	
  [135].	
  De	
  plus,	
  les	
  Tregs	
  peuvent	
  induir	
  la	
  mort	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  

CD8	
  ou	
  des	
  NK	
  grâce	
  à	
  un	
  contact	
  cellulaire	
  et	
  à	
  la	
  libération	
  de	
  granzymes	
  B	
  et	
  de	
  perforine	
  

[136].	
  

	
  

Enfin,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  chez	
  des	
  patients	
  atteints	
  de	
  mélanome,	
  que	
  l’administration	
  de	
  

forte	
  dose	
  d’IL-­‐2	
  comme	
  protocoles	
  d’immunothérapie	
  induit	
  dans	
  certains	
  cas	
  l’expansion	
  

dans	
   le	
   sang	
   d’une	
   population	
   des	
   lymphocytes	
   ICOS+Treg.	
   L’efficacité	
   du	
   traitement	
   par	
  

l’IL-­‐2	
  semble	
  être	
  liée	
  à	
  l’absence	
  de	
  ICOS+Treg	
  [137].	
  	
  

	
  

Cytokines	
  immunosuppressives	
  
	
  

Une	
   réponse	
   immunitaire	
   efficace	
   peut	
   être	
   inhibée	
   par	
   des	
   cytokines	
  

immunosuppressives	
   sécrétées	
   dans	
   l’environnement	
   tumoral.	
   Ces	
   facteurs	
   peuvent	
   être	
  

exprimés	
   soit	
   par	
   les	
   cellules	
   tumorales	
   soit	
   par	
   les	
   cellules	
   inflammatoires	
   dont	
   les	
  

lymphocytes	
  T	
  régulateurs.	
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IL-­‐10	
  
	
  

Découverte	
   en	
   1989	
   par	
   l’équipe	
   de	
   Tim	
  Mossman,	
   l’interleukine-­‐10	
   (IL-­‐10)	
   a	
   été	
  

d’abord	
  décrite	
  comme	
  une	
  cytokine	
  sécrétée	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  helper	
  de	
  type	
  2	
  (Th2),	
  

inhibant	
   la	
   production	
   d’IFNγ	
   par	
   les	
   lymphocytes	
   Th1	
   [134].	
   Il	
   a	
   été	
   montré	
   plus	
  

récemment	
  que	
  l’IL-­‐10	
  pouvait	
  être	
  produite,	
  entre	
  autres,	
  par	
  les	
  monocytes/macrophages	
  

[138],	
   les	
  cellules	
  dendritiques	
  [139],	
   les	
   lymphocytes	
  T	
  régulateurs	
  de	
  type	
  1	
  [115]	
  ainsi	
  

que	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  [140]	
  dont	
  le	
  mélanome	
  [140].	
  	
  

	
  

Les	
   lymphocytes	
   et	
   APC	
   sont	
   les	
   premières	
   cibles	
   de	
   l’IL-­‐10.	
   En	
   bloquant	
   la	
  

différenciation	
  des	
  monocytes/macrophages,	
   l’IL-­‐10	
  induit	
  une	
  diminution	
  de	
  l’expression	
  

des	
  MHC	
  de	
  classe	
   II	
   [141],	
  des	
  molécules	
  de	
  costimulation	
  CD80	
  et	
  CD86	
  ainsi	
  que	
  de	
   la	
  

molécule	
   d’adhésion	
   ICAM-­‐1	
   (Intracellular	
   Adhesion	
   Molecule	
   1)[142]	
   limitant	
   leur	
  

capacité	
  à	
  activer	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  [143].	
  L’IL-­‐10	
  diminue	
  l’expression	
  des	
  MHC	
  de	
  classe	
  I	
  

et	
  II	
  par	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  [144],	
  ainsi	
  que	
  l’expression	
  des	
  protéines	
  TAPs,	
  et	
  donc	
  la	
  

présentation	
   des	
   antigènes	
   et	
   leur	
   reconnaissance	
   par	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   [145].	
   L’IL-­‐10	
  

favorise	
  également	
  le	
  développement	
  de	
  lymphocytes	
  Tr1	
  (voire	
  chapitre	
  suivant)	
  [146].	
  	
  

	
  

Souvent	
   présente	
   dans	
   le	
   sérum	
   de	
   patients	
   atteints	
   d’une	
  maladie	
   inflammatoire	
  

[147]	
   ou	
   d’un	
   cancer	
   [148],	
   l’IL-­‐10	
   semble	
   jouer	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   la	
   régulation	
  

négative	
  d’une	
  réponse	
  immunitaire.	
  	
  

	
  

TGFβ	
  
	
  

Le	
  TGFβ	
  (Transforming	
  Growth	
  Factor	
  β)	
  est	
  une	
  cytokine	
  pléiotropique	
  essentielle	
  

au	
  maintien	
   de	
   l’homéostasie	
   lymphocytaire.	
   En	
   effet,	
   une	
  mutation	
   dans	
   le	
   gène	
   codant	
  

pour	
  le	
  TGFβ1	
  induit	
  chez	
  la	
  souris	
  une	
  accumulation	
  excessive	
  de	
  cellules	
  inflammatoires	
  

pouvant	
   provoquer	
   leur	
   mort	
   précoce	
   [149].	
   Il	
   est	
   produit	
   par	
   de	
   nombreux	
   types	
   de	
  

cellules	
   dont	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   CD4+	
   et	
   CD8+	
   [150],	
   les	
   lymphocytes	
   B	
   [151],	
   les	
  

monocytes/macrophages	
  [152]	
  ou	
  encore	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  dont	
  les	
  mélanomes	
  [153].	
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Le	
   TGFβ	
   affecte	
   la	
   prolifération,	
   la	
   différenciation,	
   la	
   migration	
   et	
   la	
   survie	
   de	
  

différents	
   types	
   de	
   cellules	
   du	
   système	
   immunitaire	
   inné	
   ou	
   adaptatif	
   [154].	
   Il	
   diminue	
  

l’expression	
   d’IL-­‐2	
   par	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   activés	
   et	
   donc	
   leur	
   prolifération	
   [155],	
   la	
  

production	
  d’IFNγ	
  et	
  de	
  perforine	
  par	
  les	
  T	
  CD8+	
  [135],	
  la	
  fréquence	
  et	
  l’activité	
  cytolytique	
  

des	
  T	
  CD8	
  spécifiques	
  de	
  tumeurs	
  [156].	
  Le	
  TGFβ	
  inhibe	
  l’expression	
  de	
  Tbet	
  et	
  Gata-­‐3	
  qui	
  

régulent	
  la	
  différenciation	
  des	
  T	
  CD4	
  en	
  Th1	
  et	
  Th2	
  mais	
  au	
  contraire	
  favorise	
  l’expression	
  

de	
  FoxP3,	
  ce	
  qui	
  induit	
  la	
  différenciation	
  en	
  Tregs	
  [157].	
  Il	
  diminue	
  également	
  la	
  production	
  

d’IFNγ	
  par	
  les	
  NK	
  (Natural	
  Killer)	
  ainsi	
  que	
  leur	
  activité	
  lytique	
  [158]	
  [159].	
  Le	
  TGFβ	
  a	
  un	
  

effet	
  profond	
  sur	
  la	
  présentation	
  des	
  antigènes.	
  Il	
  diminue	
  la	
  maturation	
  des	
  DCs,	
  inhibant	
  

leur	
   expression	
   de	
   CD80	
   et	
   CD86,	
   leur	
   production	
   d’IL-­‐12,	
   de	
   TNFα	
   et	
   d’IFNα	
   [160]	
  ;	
   la	
  

présentation	
   de	
   l’antigène	
   par	
   des	
   DC	
   immatures	
   induisant	
   alors	
   la	
   tolérance	
   chez	
   les	
  

lymphocytes	
   T	
   [71].	
   Il	
   peut	
   aussi	
   inhiber	
   la	
   migration	
   des	
   DCs	
   limitant	
   le	
   transfert	
   de	
  

l’antigène	
   vers	
   les	
   ganglions	
   drainants	
   [161].	
   Il	
   pourrait	
   également	
   induire	
   directement	
  

l’apoptose	
  des	
  DCs	
  [162].	
  	
  

	
  

Au	
  niveau	
  des	
  tumeurs,	
  en	
  plus	
  de	
  ses	
  fonctions	
  immunosuppressives,	
  le	
  TGFβ	
  peut	
  

favoriser	
   la	
   croissance	
   et	
   le	
   développement	
   de	
   métastases.	
   Il	
   induit	
   l’expression	
   de	
  

différents	
   facteurs	
   de	
   transcription	
   impliqués	
   dans	
   l’«	
  epithelial-­‐to-­‐mesenchymal	
  

transition	
  »	
   (EMT)	
   tels	
   que	
   Snail	
   [163],	
   Twist	
   [164],	
   et	
   Slug	
   [165].	
   De	
   plus,	
   à	
   des	
   stades	
  

avancés	
  de	
   carcinomes,	
   le	
  TGFβ	
   favorise	
   l’expression	
  de	
  métalloprotéinases	
   (MMP)	
   telles	
  

que	
   MMP-­‐2	
   et	
   MMP-­‐9	
   [166].	
   Ces	
   deux	
   MMPs	
   contribuent	
   à	
   la	
   prolifération	
   des	
   cellules	
  

tumorales	
  en	
  augmentant	
  la	
  biodisponibilité	
  en	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  tels	
  que	
  l’IGF	
  (Insulin	
  

Growth	
   Factor)	
   [167]	
   ou	
   le	
   VEGF	
   (Vascular	
   Endothelial	
   Growth	
   Factor)	
   [168].	
   De	
   plus,	
  

MMP-­‐9	
  favorise	
  le	
  développement	
  de	
  métastases	
  en	
  facilitant	
  EMT	
  [169].	
  	
  

	
  

En	
  plus	
  d’influencer	
  la	
  différenciation	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  CD4	
  en	
  Tregs	
  et	
  d’induire	
  la	
  

production	
   d’IL-­‐10	
   ou	
   de	
   TGFβ,	
   les	
   tumeurs	
   ont	
   la	
   capacité	
   d’affecter	
   la	
   myélopoïèse	
   et	
  

d’induire	
  l’expansion	
  d’une	
  population	
  de	
  cellules	
  myéloïdes	
  immatures	
  qui	
  présentent	
  une	
  

activité	
  immunosuppressive.	
  Cette	
  population,	
  appelée	
  MDSC	
  (Myeloid	
  Derived	
  Suppressor	
  

Cell)	
  a	
  largement	
  été	
  décrite	
  chez	
  l’homme	
  et	
  chez	
  la	
  souris.	
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MDSC	
  	
  
	
  

	
   Les	
  MDSC,	
  principalement	
  décrites	
  pour	
  leurs	
  fonctions	
  immunosuppressives	
  sur	
  les	
  

lymphocytes	
  T	
  CD8+	
  [170],	
  sont	
  constituées	
  d’un	
  mélange	
  hétérogène	
  de	
  macrophages,	
  de	
  

granulocytes,	
   de	
   DCs	
   immatures	
   et	
   autres	
   cellules	
   myéloïdes	
   à	
   des	
   stades	
   précoces	
   de	
  

différenciation	
   (IMC	
   _	
   Immature	
   myeloid	
   Cell).	
   Chez	
   des	
   individus	
   sains,	
   les	
   IMCs	
   sont	
  

produites	
   par	
   la	
   moëlle	
   osseuse	
   et	
   se	
   différencient	
   rapidement	
   au	
   niveau	
   des	
   organes	
  

périphériques	
  [171].	
  Chez	
  des	
  patients	
  atteints	
  d’un	
  cancer	
  [172],	
  d’une	
  infection	
  virale	
  ou	
  

bactérienne	
  [173],	
  d’une	
  parasitose	
  [174	
  ,	
  175],	
  ou	
  encore	
  après	
  un	
  traumatisme	
  [176],	
   la	
  

différenciation	
   des	
   cellules	
   myéloïdes	
   est	
   bloquée	
   ce	
   qui	
   mène	
   à	
   l’apparition	
   de	
   la	
  

population	
  de	
  MDSC	
  [177].	
  	
  

	
  

Tant	
   chez	
   l’homme	
   que	
   chez	
   la	
   souris	
   porteuse	
   d’une	
   tumeur,	
   les	
   MDSCs	
  

s’accumulent	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  moëlle	
  osseuse,	
  des	
  organes	
  lymphoïdes	
  secondaires	
  et	
  dans	
  

la	
   tumeur	
   [178].	
   Différents	
   facteurs	
   inflammatoires,	
   tels	
   que	
   l’IL-­‐1β	
   [179],	
   la	
   PGE-­‐2	
  

(prostaglandine	
  E2)[180],	
  le	
  GM-­‐CSF	
  (granulocyte/macrophage-­‐Colony-­‐Stimulating	
  Factor)	
  

[181],	
   ou	
   encore	
   le	
   VEGF	
   [182]	
   sont	
   souvent	
   cités	
   comme	
   induisant	
   l’accumulation	
   des	
  

MDSCs	
   [183].	
   Toutefois,	
   le	
   recrutement	
   de	
   cellules	
   myéloïdes	
   dans	
   l’environnement	
  

tumoral	
  n’est	
  pas	
  suffisant	
  pour	
  induire	
  une	
  immunosuppression,	
  il	
  faut	
  aussi	
  que	
  les	
  MDSC	
  

soient	
   activées.	
   Elles	
   peuvent	
   l’être	
   par	
   l’IFNγ	
   produit	
   par	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   activés	
  

permettant,	
   par	
   exemple,	
   d’activer	
   la	
   production	
   d’IFNγ	
   et	
   d’IL-­‐13	
   par	
   les	
   MDSCs	
   elle-­‐

mêmes	
  ce	
  qui	
  induit	
  l’expression	
  de	
  l’Arginase	
  I	
  et	
  de	
  Nos2	
  (Nitrix	
  oxyde	
  synthase	
  2)	
  [184]	
  

(Figure	
  3).	
  	
  

	
  

Deux	
  types	
  de	
  MDSCs	
  sont	
  décrits	
  chez	
  la	
  souris,	
   les	
  MDSCs	
  de	
  type	
  granulocytaire	
  

(PMN-­‐MDSC	
  ;	
   CD11b+Gr-­‐1+Ly6G+)	
   qui	
   libèrent	
   des	
   ROS	
   (Reactive	
   Oxygen	
   Species)	
   sans	
  

production	
   d’oxyde	
   nitrique	
   (NO-­‐)	
   et	
   les	
   MDSCs	
   de	
   type	
   macrophagique	
   (MO-­‐MDSC	
  ;	
  

CD11b+Gr-­‐1+Ly6C+)	
  qui	
   libèrent	
  de	
   l’oxyde	
  nitrique	
  sans	
  production	
  de	
  ROS	
  [185]	
  (Figure	
  

3).	
  L’Arginase	
  I	
  peut	
  être	
  exprimée	
  par	
  les	
  deux	
  types	
  de	
  MDSCs	
  [186].	
  Les	
  MDSCs	
  tolérisent	
  

les	
   lymphocytes	
  T	
   en	
   favorisant	
   la	
  nitration	
  du	
  TCR	
   [187]	
  ou	
   en	
   inhibant	
   l’expression	
  de	
  

CD3ζ	
   [188].	
   La	
   production	
   de	
   NO-­‐	
   par	
   les	
   MO-­‐MDSC	
   peut	
   induire	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
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phosphorylation	
  de	
  CD25	
  exprimé	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T,	
  bloquant	
  l’effet	
  prolifératif	
  de	
  l’IL-­‐

2	
  [189]	
  tandis	
  que	
  la	
  présence	
  de	
  ROS	
  rend	
  les	
  T	
  incapables	
  de	
  répondre	
  à	
  un	
  antigène	
  en	
  

diminuant	
  le	
  flux	
  de	
  calcium	
  [190].	
  La	
  production	
  de	
  TGFβ	
  ainsi	
  que	
  d’IL-­‐10	
  par	
  les	
  MDSCs,	
  

de	
   même	
   que	
   la	
   production	
   de	
   ROS	
   par	
   les	
   PMN-­‐MDSCs,	
   peut	
   également	
   induire	
   le	
  

développement	
   de	
   Tregs	
   [191,	
   192].	
   Les	
   MDSCs	
   contribuent	
   également	
   à	
   la	
   baisse	
   de	
  

concentration	
  de	
  certains	
  acides	
  aminés	
  comme	
  l’Arginine,	
  le	
  Tryptophane	
  et	
  la	
  Cystéine,	
  ce	
  

qui	
  diminue	
  la	
  fonction	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  (voir	
  ci	
  dessous).	
  Enfin,	
  les	
  MDSC	
  n’affectent	
  pas	
  

uniquement	
   les	
  cellules	
  du	
  système	
   immunitaire.	
  L’expression	
  de	
   la	
  MMP9	
  par	
   les	
  MDSCs	
  

augmente	
  la	
  biodisponibilité	
  du	
  VEGF	
  pour	
  les	
  cellules	
  endothéliales	
  et	
  donc	
  l’angiogénèse	
  

tumorale	
  [193].	
  	
  

	
  

Figure	
  3	
  :	
  Mécanisme	
  de	
  recrutement,	
  d’activation	
  et	
  de	
  suppression	
  des	
  différentes	
  

populations	
  de	
  cellules	
  myéloïdes.	
  	
  

Arg1	
  =	
  Arginase	
  1,	
  NOS2	
  =	
  Nitric	
  Oxyde	
  Synthase	
  2,	
  Treg	
  =	
  Lymphocyte	
  T	
  régulateur,	
  NO	
  =	
  

Oxyde	
  Nitrique,	
  MO-­‐MDSC	
  =	
  MDSC	
  de	
  type	
  macrophagique,	
  PMN-­‐MDSC	
  =	
  MDSC	
  de	
  type	
  

granulocytaire.	
  Inspiré	
  de	
  Gabrilovich	
  [183]	
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Comme	
   pour	
   les	
   facteurs	
   immunosuppresseurs,	
   la	
   réponse	
   immunitaire	
   peut	
   être	
  

altérée	
  par	
  la	
  privation	
  de	
  certains	
  acides	
  aminés.	
  Les	
  enzymes	
  responsables	
  de	
  la	
  privation	
  

d’acides	
   aminés	
  peuvent	
   être	
   exprimés	
  par	
   les	
   cellules	
   tumorales	
   elles-­‐mêmes	
  ou	
  par	
   les	
  

cellules	
   dendritiques,	
   les	
   macrophages	
   ou	
   les	
   cellules	
   myéloïdes	
   présents	
   dans	
  

l’environnement	
  tumoral.	
  	
  	
  

	
  

Privation	
  en	
  acides	
  aminés	
  

	
  

Au-­‐delà	
   de	
   leur	
   fonction	
   en	
   tant	
   que	
   composants	
   des	
   protéines,	
   certains	
   acides	
  

aminés	
  jouent	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  régulation	
  de	
  divers	
  mécanismes	
  tels	
  que	
  la	
  croissance	
  [194],	
  

la	
   reproduction	
   [195]	
   ou	
   le	
   système	
   immunitaire	
   [196].	
   Dénommés	
   acides	
   aminés	
  

fonctionnels,	
   ils	
   incluent	
   l’Arginine,	
   la	
   Cystéine,	
   la	
   Glutamine,	
   la	
   Leucine,	
   la	
   Proline	
   et	
   le	
  

Tryptophane	
   [197].	
   La	
   privation	
   en	
   Arginine,	
   Tryptophane	
   et	
   Cystéine	
   a	
   des	
   effets	
  

immunosuppresseurs	
  qui	
  peuvent	
  contribuer	
  à	
  l’échappement	
  tumoral.	
  	
  

	
  

L-­‐Arginine	
  
	
  

La	
  L-­‐Arginine	
  est	
  un	
  acide	
  aminé	
  non-­‐essentiel	
  qui	
  peut	
  être	
  synthétisé	
  au	
  niveau	
  de	
  

l’épithélium	
   intestinal	
   à	
  partir	
  de	
   la	
   citrulline	
   [198].	
   La	
  L-­‐Arginine	
   est	
  un	
  des	
  maillons	
  du	
  

cycle	
  de	
   l’urée	
  qui	
  participe	
   à	
   la	
  détoxification	
  de	
   l’organisme	
  en	
  permettant	
   la	
   formation	
  

d’urée	
  à	
  partir	
  d’ammoniac	
  [199].	
  L’absence	
  de	
  L-­‐Arginine	
  influence	
  de	
  manière	
  négative	
  la	
  

réponse	
   immunitaire	
   dirigée	
   contre	
   des	
   pathogènes	
   ou	
   les	
   tumeurs	
   [195].	
   En	
   effet,	
   les	
  

cytokines	
   inflammatoires,	
   telles	
   que	
   IL-­‐4	
   ou	
   l’IL-­‐13	
   qui	
   peuvent	
   être	
   produites	
   par	
   les	
  

lymphocytes	
  Th2	
  [200]	
  ou	
  les	
  MDSCs	
  elles-­‐mêmes	
  augmentent	
  l’expression	
  du	
  transporteur	
  

cationique,	
   CAT2B	
   [201]	
   à	
   la	
   membrane	
   des	
   macrophages	
   ou	
   des	
   MDSCs	
   [188]	
   ce	
   qui	
  

appauvrit	
   le	
   milieu	
   en	
   L-­‐Arginine.	
   Cette	
   diminution	
   a	
   pour	
   première	
   conséquence	
  

d’augmenter	
   l’activation	
   de	
   la	
   kinase	
   GCN2,	
   provoquant	
   l’arrêt	
   du	
   cycle	
   cellulaire	
   des	
  

lymphocytes	
   T	
   [202].	
   Les	
   catabolites	
   de	
   l’Arginine	
   influencent	
   également	
   la	
   réponse	
  

immunitaire.	
   Dans	
   les	
   macrophages	
   ou	
   les	
   MDSCs,	
   la	
   L-­‐Arginine	
   peut	
   être	
   dégradée	
  

principalement	
  par	
  deux	
  types	
  d’enzymes	
  :	
  l’Arginase	
  1	
  (ARG1)	
  et	
  iNos	
  [198].	
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L’ARG1	
   est	
   une	
   enzyme	
   cytosolique	
   constitutivement	
   exprimée	
   au	
   niveau	
   des	
  

hépatocytes	
  pour	
  réguler	
  le	
  cycle	
  de	
  l’urée.	
  Elle	
  peut	
  être	
  induite	
  dans	
  les	
  cellules	
  myéloïdes	
  

par	
  le	
  TGFβ	
  [203],	
  le	
  GM-­‐CSF	
  [204]	
  ou	
  l’IL-­‐10	
  [205].	
  	
  

	
  

iNOS	
  est	
  induite	
  dans	
  différents	
  types	
  de	
  cellules,	
  dont	
  les	
  cellules	
  myéloïdes,	
  par	
  un	
  

grande	
  nombre	
  de	
  cytokines	
  inflammatoires,	
  dont	
   l’IFNγ,	
   l’IL-­‐1α	
  ou	
  le	
  TNFα	
   [206].	
  Le	
  NO-­‐	
  

produit	
   suite	
   à	
   la	
   dégradation	
   de	
   la	
   L-­‐Arginine	
   par	
   iNOS	
   dans	
   les	
   MO-­‐MDSC	
   diffuse	
   de	
  

manière	
  passive	
  à	
  travers	
  la	
  membrane	
  vers	
  et	
  dans	
  les	
  cellules	
  avoisinantes	
  [207,	
  208].	
  La	
  

présence	
  de	
  NO-­‐	
  au	
  niveau	
  du	
  cytoplasme	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  modifie	
  différentes	
  molécules	
  

de	
   la	
   voie	
   de	
   signalisation	
   de	
   l’IL-­‐2.	
   Par	
   exemple,	
   NO-­‐	
   oxyde	
   la	
   kinase	
   JAK3,	
   une	
   des	
  

premières	
   kinases	
   de	
   la	
   voie	
   de	
   signalisation	
   de	
   l’IL-­‐2R,	
   provoquant	
   une	
   perte	
   de	
   son	
  

activité	
  [189].	
  De	
  plus,	
  la	
  présence	
  de	
  NO-­‐	
  réprime	
  l’expression	
  du	
  facteur	
  de	
  transcription	
  

Yin-­‐Yang	
  1	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  induisant	
  une	
  surexpression	
  de	
  la	
  protéine	
  Fas	
  ce	
  qui	
  les	
  

sensibilise	
  à	
  l’apoptose	
  induite	
  par	
  FasL	
  [209].	
  	
  

	
  

	
  Lorsque	
   la	
   concentration	
   intracellulaire	
   en	
   L-­‐Arginine	
   est	
   trop	
   faible,	
   iNOS	
   en	
  

combinaison	
  avec	
  l’Arginase	
  I	
  [210],	
  produit	
  le	
  superoxyde	
  O2-­‐	
  [211]	
  qui	
  interagit	
  avec	
  NO-­‐	
  

ou	
  H2O	
  pour	
  former	
  des	
  ROS	
  (Reactive	
  Oxygen	
  Species)	
  dont	
  de	
  l’H2O2	
  ou	
  du	
  peroxynitrite	
  

(ONOO-­‐)	
   [212,	
   213].	
   Les	
   ROS	
   agissent	
   sur	
   la	
   fonction	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   par	
   deux	
  

mécanismes	
  :	
   ils	
   augmentent	
   la	
   nitration	
   des	
   TCR	
   ce	
   qui	
   diminue	
   l’activation	
   des	
  

lymphocytes	
  T	
  [214];	
   ils	
   augmentent	
   l’expression	
  de	
  FasL	
  et	
  diminuent	
   l’expression	
  de	
   la	
  

protéine	
  anti-­‐apoptotique	
  BCL-­‐2,	
  ce	
  qui	
  sensiblise	
  les	
  T	
  à	
  l’apoptose	
  [215].	
  Les	
  ROS	
  peuvent	
  

également	
  modifier	
  des	
  protéines	
  déjà	
   transcrites	
   _	
  H2O2	
  peut	
   induire	
   la	
  dimérisation	
  des	
  

protéines	
  Bax	
  favorisant	
  ainis	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  par	
  la	
  voie	
  intrinsèque	
  [216].	
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L-­‐Tryptophane	
  
	
  

Le	
   L-­‐Tryptophane	
   est	
   un	
   acide	
   aminé	
   essentiel	
   [217].	
   Utilisé	
   dans	
   la	
   synthèse	
   des	
  

protéines,	
   il	
   est	
   également	
   un	
   intermédiaire	
   de	
   la	
   production	
   de	
   la	
   sérotonine	
   et	
   de	
   la	
  

mélatonine	
   [218].	
   La	
   dégradation	
   du	
   L-­‐Tryptophane	
   chez	
   les	
   mammifères	
   se	
   fait	
  

principalement	
   par	
   la	
   voie	
   de	
   la	
  Kynurenine	
   [219].	
   La	
   première	
   étape	
   consiste	
   en	
   l’ajout	
  

d’oxygène	
   transformant	
   le	
   L-­‐Tryptophane	
   en	
   N-­‐formyl-­‐Kynurenine	
   qui	
   sera	
   ensuite	
  

dégradée	
   en	
   Kynurenine	
   [220].	
   Cette	
   étape	
   initiale	
   et	
   limitante	
   est	
   assurée	
   par	
   deux	
  

enzymes	
   différentes,	
   l’IDO	
   (l’Indoléamine	
   2,3-­‐dioxygénase),	
   et	
   le	
   TDO	
   (Tryptophane	
   2,3-­‐

dioxygénase).	
  	
  

	
  

Indolémine	
  2,3-­‐dioxygénase	
  
	
  

L’IDO	
  est	
  induite	
  par	
  l’IFNγ	
  dans	
  différents	
  types	
  de	
  cellules	
  dont	
  des	
  macrophages	
  et	
  

certaines	
  cellules	
  dendritiques.	
  Chez	
   l’homme,	
  on	
  détecte	
  son	
  expression	
  dans	
   les	
  cellules	
  

endothéliales	
   du	
   placenta	
   et	
   du	
   poumon,	
   dans	
   les	
   cellules	
   épithéliales	
   du	
   tractus	
   génital	
  

féminin	
   et	
   dans	
   certaines	
   cellules	
   dendritiques	
   matures	
   présentes	
   au	
   niveau	
   des	
   tissus	
  

lymphoïdes	
  [221].	
  	
  

	
  

Le	
   rôle	
   immunosuppreseur	
   de	
   l’IDO	
   a	
   été	
   mis	
   en	
   évidence	
   par	
   Munn	
   et	
   Mellor	
  

montrant	
  que,	
  chez	
  la	
  souris,	
  l’IDO	
  avait	
  un	
  rôle	
  essentiel	
  dans	
  la	
  tolérance	
  foeto-­‐maternelle.	
  

En	
   diminuant	
   la	
   concentration	
   locale	
   en	
   Tryptophane,	
   l’IDO	
   bloquait	
   la	
   prolifération	
   des	
  

lymphocytes	
  T	
  dirigés	
   contre	
   les	
  alloantigènes	
  du	
   foetus	
   [222].	
  De	
  même,	
   l’expression	
  de	
  

l’IDO	
  par	
  des	
  macrophages	
  et	
  des	
  cellules	
  dendritiques,	
  chez	
  l’homme	
  et	
  la	
  souris,	
  inhibe	
  la	
  

prolifération	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   particulièrement	
   sensibles	
   à	
   la	
   privation	
   en	
  

Tryptophane	
  qui	
  induit	
  un	
  signal	
  de	
  stress	
  cellulaire	
  initié	
  par	
  l’activation	
  de	
  la	
  kinase	
  GNC2,	
  

ce	
  qui	
  cause	
  leur	
  arrêt	
  en	
  phase	
  G1	
  du	
  cycle	
  cellulaire	
  [223].	
  

	
  

Des	
   catabolites	
   du	
   Tryptophane	
   ont	
   été	
   également	
   impliqués	
   dans	
  

l’immunosuppression	
  induite	
  par	
  l’IDO.	
  En	
  effet	
  la	
  Kynurenine	
  peut	
  interagir	
  avec	
  le	
  facteur	
  

de	
  transcription	
  AhR	
  (Aryl	
  Hydrocardon	
  Receptor)	
  présent	
  dans	
   les	
   lymphocytes	
  T	
  ou	
   les	
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cellules	
  dendritiques.	
  In	
  vitro,	
  l’interaction	
  de	
  la	
  Kynurénine	
  avec	
  AhR	
  induit	
  l’expression	
  de	
  

FoxP3	
   dans	
   des	
   T	
   CD4	
   naïfs	
   et	
   donc	
   la	
   différentiation	
   en	
   Tregs	
   [224].	
   Il	
   a	
   également	
   été	
  

montré	
  que	
  les	
  produits	
  de	
  dégradation	
  de	
  la	
  Kynurenine	
  (3-­‐Hydroxyanthanilic	
  et	
  Quinolic	
  

Acid)	
  pouvaient	
   induire	
   l’apoptose	
  des	
   lymphocytes	
  T	
  Th1	
  sans	
  activation	
  des	
  récepteurs	
  

de	
  mort	
  cellulaire	
  [225].	
  

	
  

L’IDO	
  est	
  détectée	
  dans	
  de	
  nombreuses	
  tumeurs	
  humaines.	
  Elle	
  peut	
  être	
  exprimée	
  

par	
  des	
  cellules	
  présentatrices	
  d’antigène	
  ou	
  des	
  cellules	
  dendritiques	
  présentes	
  dans	
  des	
  

zones	
  riches	
  en	
  cellules	
  inflammatoires,	
  mais	
  également	
  par	
  des	
  MDSCs	
  [226].	
  Mais	
  surtout,	
  

l’IDO	
   est	
   exprimée	
   de	
   manière	
   constitutive	
   par	
   les	
   cellules	
   tumorales	
   elles-­‐même	
  

appartenant	
  à	
  de	
  nombreux	
  types	
  histologiques	
  différents.	
  Dans	
  le	
  modèle	
  murin	
  P815,	
  il	
  a	
  

été	
  montré	
  que	
  l’expression	
  de	
  l’IDO	
  par	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  leur	
  permettait	
  de	
  résister	
  

au	
   rejet	
   immunitaire	
   quand	
   elles	
   étaient	
   injectées	
   dans	
   des	
   souris	
   vaccinées	
   contre	
  

l’antigène	
  tumoral	
  P1A	
  [227].	
  

	
  

Tryptophane	
  2,3-­‐dioxygénase	
  
	
  

TDO,	
  la	
  deuxième	
  enzyme	
  catalysant	
  la	
  dégradation	
  du	
  Tryptophane	
  par	
  la	
  voie	
  de	
  la	
  

Kynurénine	
  est	
   fortement	
  exprimée	
  dans	
   le	
   foie	
  et	
   régule	
   la	
   concentration	
  systémique	
  en	
  

Tryptophane.	
   L’effet	
   immunosuppresseur	
   de	
   TDO	
   dans	
   le	
   foie	
   pourrait	
   contribuer	
   à	
   la	
  

tolérance	
  vis-­‐à-­‐vis	
  d’allogreffes	
  observée	
  après	
  transplantation	
  hépatique	
  [228].	
  Une	
  faible	
  

expression	
  de	
  TDO	
  est	
  également	
  observée	
  au	
  début	
  du	
  développement	
  embryonnaire,	
  au	
  

niveau	
  de	
   l’endomètre	
  et	
  du	
  placenta	
  où	
  elle	
  contribuerait	
  à	
   la	
   tolérance	
   foeto-­‐maternelle	
  

[229,	
  230].	
  	
  

	
  

De	
  même	
  que	
  l’IDO,	
  TDO	
  est	
  exprimée	
  dans	
  une	
  proportion	
  importante	
  de	
  tumeurs	
  

humaines	
  différentes	
  et	
  particulièrement	
  dans	
  les	
  carcinomes	
  hépatiques	
  [231].	
  Ici	
  encore,	
  

le	
  catabolisme	
  du	
  Tryptophane	
  inité	
  par	
  TDO	
  a	
  un	
  effet	
  profondément	
  immunosuppresseur	
  

sur	
   les	
   lymphocytes	
  T,	
  empêchant	
   le	
   rejet	
  d’une	
   tumeur	
  murine	
  exprimant	
  TDO	
  dans	
  des	
  

souris	
  pré-­‐immunisées	
  [231].	
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Cystéine	
  
	
  

La	
  Cystéine	
  est	
  un	
  acide	
  aminé	
  non-­‐essentiel	
  qui	
  peut	
  être	
  synthétisé	
  à	
  partir	
  de	
  la	
  

Méthionine	
   ou	
   de	
   la	
   Cystine.	
   C’est	
   l’acide	
   aminé	
   limitant	
   pour	
   la	
   synthèse	
   du	
   glutathion	
  

indispensable	
  au	
  passage	
  de	
  la	
  phase	
  G1	
  à	
  la	
  phase	
  S	
  du	
  cycle	
  cellulaire	
  [232].	
  Les	
  cellules	
  

dendritiques	
  et	
   les	
  macrophages	
  expriment	
   la	
  cystathionase	
  qui	
  permet	
   la	
   transformation	
  

de	
   la	
  Méthionine	
   en	
   Cystéine	
   ainsi	
   que	
   le	
   transporteur	
  membranaire	
   Xc-­‐	
   qui	
   transfère	
   la	
  

Cystine	
   du	
  milieu	
   extracellulaire	
   vers	
   le	
   cytoplasme	
  permettant	
   sa	
   réduction	
   en	
   Cystéine	
  

[233].	
   Ces	
   cellules	
   exportent	
   alors	
   la	
   Cystéine	
   synthétisée	
   par	
   un	
   transporteur	
   ASC	
  

(Alanine-­‐Serine-­‐Cystein	
   transporter)	
   rendant	
   l’acide	
   aminé	
   accessible	
   aux	
   lymphocytes	
   T	
  

[234].	
  En	
  effet,	
  bien	
  que	
  la	
  Cystéine	
  soit	
  indispensable	
  à	
  la	
  prolifération	
  des	
  lymphocytes	
  ,	
  

ceux-­‐ci	
  sont	
  incapables	
  de	
  la	
  synthétiser	
  [235].	
  	
  

	
  

En	
   2010,	
   il	
   a	
   été	
   décrit	
   par	
   l’équipe	
   de	
   Suzanne	
   Ostrand-­‐Rosenberg	
   [236]	
   que	
   les	
  

MDSCs	
  exprimaient	
  le	
  transporteur	
  membranaire	
  Xc-­‐	
  mais	
  pas	
  le	
  transporteur	
  neutre	
  ASC.	
  

Les	
   MDSC	
   appauvrissent	
   donc	
   le	
   milieu	
   en	
   Cystéine,	
   bloquant	
   la	
   prolifération	
   des	
  

lymphocytes	
  T	
  CD4	
  et	
  CD8	
  [236].	
  Dans	
  cette	
  même	
  étude,	
  ils	
  montrent	
  que	
  la	
  concentration	
  

plasmique	
   en	
   Cystéine	
   diminue	
   en	
   présence	
   d’une	
   tumeur	
   et	
   que	
   l’ajout	
   de	
   Cystéine	
  

restaure	
  partiellement	
  la	
  prolifération	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  lorsqu’ils	
  mis	
  en	
  culture	
  avec	
  des	
  

MDSCs.	
  

	
  

Molécules	
  de	
  co-­‐stimulation	
  négative	
  

	
  

	
   L’activation	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   nécessite	
   la	
   reconnaissance	
   de	
   l’antigène	
   par	
   son	
  

récepteur	
   TCR	
   et	
   la	
   présence	
   d’un	
   signal	
   de	
   co-­‐stimulation	
   positive,	
   transmis	
   par	
  

l’interaction	
  entre	
  CD80	
  et	
  CD86	
  exprimé	
  par	
  les	
  cellules	
  présentatrices	
  d’antigène	
  et	
  CD28	
  

exprimé	
   par	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   [237].	
   Des	
   molécules	
   de	
   co-­‐stimulation	
   négative	
   sont	
  

également	
  exprimées	
  par	
  les	
  cellules	
  présentatrices	
  d’antigène,	
  qui	
  interagissent	
  avec	
  leurs	
  

ligands	
   sur	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   induisant	
   leur	
   inhibition	
   [238].	
  Le	
   signal	
   inhibiteur	
   limite	
  

l’ampleur	
  et	
   la	
  durée	
  des	
  réponses	
   immunitaires	
   lors	
  d’infections	
  virales,	
  bactériennes	
  ou	
  

dans	
  le	
  cas	
  de	
  cancers	
  permettant	
  de	
  maintenir	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  dans	
  un	
  état	
  de	
  tolérance	
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adaptative	
   [239]	
   [240]	
   (Figure	
   4).	
   Les	
   molécules	
   de	
   co-­‐stimulation	
   négative	
   les	
   plus	
  

décrites	
  sont	
  CTLA-­‐4	
  [241]	
  et	
  PD-­‐1	
  [242].	
  

	
  

Figure	
  4	
  :	
  Représentation	
  des	
  différents	
  points	
  de	
  contrôle	
  de	
  l’activation	
  des	
  

lymphocytes	
  T.	
  	
  	
  

PDL-­‐1	
  =	
  Programmed	
  cell	
  death	
  protein	
  Ligand	
  -­‐1,	
  PDL-­‐2	
  =	
  Programmed	
  cell	
  death	
  protein	
  

Ligand	
  -­‐2,	
  PD1	
  =	
  Programmed	
  cell	
  death,	
  CTLA-­‐4	
  =	
  cytotoxic	
  T	
  Lymphocyte	
  Associated	
  

protein	
  4,	
  HVEM	
  =	
  Herpevirus	
  entry	
  mediator,	
  BTLA	
  =	
  B	
  and	
  T	
  lymphocyte	
  attenuator,	
  KIR	
  

=	
  Killer	
  cell	
  Immunoglobulin	
  like	
  Receptor,	
  TCR	
  =	
  T	
  Cell	
  Receptor,	
  LAG3	
  =	
  Lymphocyte	
  

Activation	
  Gene	
  3.	
  D’après	
  Pardoll	
  [51]	
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CTLA-­‐4	
  

	
  
Décrit	
   pour	
   la	
   première	
   fois	
   en	
   1987,	
   CTLA-­‐4	
   comme	
   CD28	
   fait	
   partie	
   de	
   la	
  

superfamille	
   des	
   immunoglobulines	
   [243].	
   Une	
   délétion	
   dans	
   le	
   gène	
  murin	
   ctla-­‐4	
   induit	
  

une	
  accumulation	
  progressive	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  dans	
  différents	
  organes	
  suggérant	
  un	
  rôle	
  

régulateur	
   négatif	
   de	
   CTLA-­‐4	
   dans	
   l’homéostasie	
   de	
   la	
   réponse	
   immunitaire	
   [244].	
   Des	
  

homologies	
  stucturales	
  entre	
  CTLA-­‐4	
  et	
  CD28,	
  surtout	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  région	
  extracellulaire,	
  

suggèrent	
  l’existence	
  d’une	
  relation	
  fonctionnelle	
  entre	
  les	
  deux	
  molécules	
  [245].	
  CTLA-­‐4	
  et	
  

CD28	
  reconnaissent	
  d’ailleurs	
   les	
  mêmes	
   ligands,	
  CD80	
  et	
  CD86.	
  Par	
  contre,	
   si	
  CD28	
  peut	
  

être	
  exprimé	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  naïfs,	
  CTLA-­‐4	
  n’est	
  détecté	
  qu’après	
  activation	
  [246].	
  

	
  

L’interaction	
  de	
  CTLA-­‐4	
  avec	
  CD80	
  et	
  CD86,	
  même	
  en	
  présence	
  de	
  CD28,	
   induit	
  un	
  

arrêt	
  de	
  la	
  prolifération,	
  de	
  la	
  différenciation	
  et	
  de	
  la	
  production	
  d’IL-­‐2	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  

T	
   activés	
   [247].	
   Elle	
   diminue	
   également	
   la	
   phosphorylation	
   du	
   TCRζ	
   [248]	
   limitant	
   le	
  

recrutement	
   des	
   TCR	
   au	
   niveau	
   des	
   synapses	
   immunologiques	
   [249].	
   Enfin,	
   CTLA-­‐4	
   a	
   un	
  

rôle	
   dans	
   la	
   régulation	
   du	
   catabolisme	
   du	
   Tryptophane	
   et	
   donc	
   dans	
   la	
   tolérance	
  

périphérique	
   ou	
   l’immunosuppression.	
   Exprimé	
   de	
  manière	
   constitutive	
   par	
   les	
   Tregs,	
   il	
  

interagit	
   avec	
   les	
   ligands	
   exprimés	
   par	
   les	
   cellules	
   dendritiques,	
   ce	
   qui	
   induit	
   une	
   forte	
  

production	
  d’IFNγ	
  par	
  celles-­‐ci	
  responsable	
  de	
  l’induction	
  d’IDO	
  [111,	
  250].	
  	
  

	
  

PD-­‐1	
  /	
  PD-­‐L1	
  

	
  

	
  Initialement	
  décrit	
   sur	
   les	
   lymphocytes	
  T	
  qui	
   entrent	
   en	
   apoptose	
   [242],	
   PD-­‐1	
   est	
  

exprimé	
  sur	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  et	
  B	
  ainsi	
  que	
  sur	
  les	
  monocytes	
  suite	
  à	
  leur	
  activation	
  [251].	
  

PD-­‐1	
  est	
  également	
  exprimé	
  sur	
  une	
  fraction	
  des	
  thymocytes	
   immatures	
  doubles	
  négatifs.	
  

Des	
   études	
   menées	
   dans	
   des	
   souris	
   PD-­‐1	
   KO	
   ont	
   montré	
   que	
   PD-­‐1	
   régulait	
   de	
   manière	
  

négative	
  la	
  sélection	
  β	
  et	
  modifiait	
  la	
  sélection	
  positive	
  des	
  T	
  dans	
  le	
  thymus,	
  ce	
  qui	
  altérait	
  

le	
  répertoire	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  matures	
  [252].	
  La	
  sélection	
  β	
  permet	
  de	
  réguler	
  la	
  clonalité	
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des	
  TCRs	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  chaîne	
  β	
  du	
  TCR.	
  Avant	
  le	
  réarrangement	
  de	
  la	
  chaîne	
  α	
  du	
  TCR,	
  un	
  

pré-­‐complexe	
  TCR	
  est	
  formé.	
  Ce	
  pré-­‐complexe	
  est	
  constitué	
  d’une	
  chaîne	
  β	
  réarrangée,	
  une	
  

chaîne	
  α	
   immature	
   et	
   une	
  molécule	
   CD3.	
   Si	
   le	
   réarrangement	
   de	
   la	
   chaîne	
  β	
   permet	
   une	
  

sélection	
  du	
  thymocyte,	
  le	
  réarrangement	
  de	
  la	
  chaîne	
  α	
  du	
  TCR	
  s’effectuera	
  conduisant	
  à	
  la	
  

production	
  de	
   thymocyte	
   doublement	
   positif,	
   sinon	
   le	
   lymphocyte	
  T	
   entrera	
   en	
   apoptose	
  

[253].	
  De	
  plus,	
  les	
  souris	
  C57Bl/6	
  PD-­‐1-­‐/-­‐	
  développent	
  avec	
  l’âge	
  un	
  syndrome	
  prolifératif	
  

proche	
  du	
   lupus	
  associant	
  une	
  glomérulonéphrite	
  et	
  de	
   l’arthrite.	
  Ces	
   résultats	
   suggèrent	
  

que	
   PD-­‐1,	
   en	
   plus	
   de	
   son	
   rôle	
   au	
   niveau	
   du	
   thymus,	
   est	
   impliqué	
   dans	
   le	
  maintien	
   de	
   la	
  

tolérance	
  périphérique,	
  agissant	
  comme	
  régulateur	
  négatif	
  de	
  la	
  réponse	
  immune	
  [254].	
  

	
  

Le	
   récepteur	
   PD-­‐1	
   possède	
   dans	
   sa	
   région	
   intracellulaire	
   un	
   domaine	
   ITIM	
  

(Immunoreceptor	
   tyrosine	
  bases	
   inhibitory	
  motif)	
   et	
   un	
  domaine	
   ITSM	
   (immunoreceptor	
  

Tyrosine	
   Based	
   Switch	
   motif)	
   qui	
   permettent	
   de	
   recruter	
   la	
   phosphatase	
   SHP2	
   (SRC	
  

homology	
   2	
   domain	
   containing	
   protein	
   tyrosine	
   phosphatase	
   2)	
   [255].	
   Dans	
   les	
  

lymphocytes	
   T	
   CD4,	
   SHP2	
   déphosphoryle	
   les	
   protéines	
   telles	
   que	
   Zap70	
   ou	
   la	
   PI3K	
  

impliquées	
  dans	
  la	
  voie	
  de	
  signalisation	
  du	
  TCR	
  conduisant	
  à	
  l’activation	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  

[256]	
  ainsi	
  qu’à	
   leur	
  production	
  d’IL-­‐2	
  [257]	
  ou	
  d’IFNγ	
   [258].	
  Le	
  même	
  effet	
   inhibiteur	
  de	
  

PD-­‐1	
  a	
  été	
  montré	
  pour	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  CD8	
  [259].	
  

	
  

PD-­‐L1	
   et	
   PD-­‐L2	
   sont	
   les	
   deux	
   ligands	
   naturels	
   de	
   PD-­‐1.	
   Leur	
   expression	
   sur	
   les	
  

macrophages	
  et	
  les	
  DCs	
  est	
  augmentée	
  suite	
  à	
  leur	
  maturation	
  [251].	
  Une	
  expression	
  de	
  PD-­‐

L1	
  sur	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  activés	
  a	
  également	
  été	
  décrite	
  [260].	
  In	
  vivo,	
  le	
  blocage	
  de	
  PD-­‐L1	
  

par	
   un	
   anticorps	
   permet	
   de	
   restaurer	
   la	
   fonction	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   épuisés	
   lors	
   d’une	
  

infection	
  chronique	
  [83].	
  

	
  

De	
  nombreuses	
  tumeurs	
  humaines	
  dont	
  les	
  mélanomes	
  expriment	
  PD-­‐L1	
  [261].	
  Chez	
  

l’homme,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   spécifiques	
   de	
   l’antigène	
   NY-­‐ESO-­‐1	
  

augmentaient	
  leur	
  expression	
  de	
  PD-­‐1	
  et	
  que	
  cette	
  expression	
  corrélait	
  avec	
  leur	
  incapacité	
  

à	
  s’activer	
  [262,	
  263].	
  Lorsque	
  ces	
  T	
  CD8	
  anti-­‐NY-­‐ESO-­‐1	
  épuisés	
  étaient	
  restimulés	
  in	
  vitro	
  

en	
  présence	
  de	
  cellules	
  présentatrices	
  d’antigène	
  exprimant	
  PD-­‐L1	
  ou	
  d’un	
  mélanome	
  PD-­‐
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L1+	
  et	
  des	
  anticorps	
  bloquant	
  PD-­‐L1,	
  on	
  observait	
  une	
  augmentation	
  de	
  leur	
  prolifération	
  et	
  

de	
  leur	
  production	
  de	
  cytokines	
  [262].	
  De	
  plus,	
  le	
  traitement	
  avec	
  des	
  anticorps	
  anti-­‐PD-­‐1,	
  

tels	
  que	
  le	
  lambrolizumab,	
  permet	
  de	
  prolonger	
  la	
  survie	
  des	
  patients	
  atteints	
  de	
  mélanome	
  

[264].	
  	
  

	
  

Les	
  galectines	
  
	
  

Les	
   galectines	
   font	
   partie	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   lectines.	
   Chez	
   les	
   mammifères	
   on	
  

dénombre	
   actuellement	
   15	
   galectines	
   [265]	
   qui	
   peuvent	
   se	
   retrouver	
   soit	
   dans	
   le	
  milieu	
  

extracellulaire,	
  soit	
  être	
  associées	
  à	
  une	
  membrane	
  ou	
  encore	
  être	
  intracellulaires	
  [265].	
  La	
  

structure	
  de	
  toutes	
  les	
  galectines	
  comporte	
  un	
  domaine	
  très	
  conservé	
  de	
  135	
  acides	
  aminés	
  

impliqués	
  dans	
  la	
  liaison	
  aux	
  glucides,	
  appelé	
  domaine	
  de	
  reconnaissance	
  des	
  hydrates	
  de	
  

carbone.	
  Les	
  galectines	
  ont	
  été	
   classées	
  en	
  deux	
  groupes,	
   les	
  galectines	
  qui	
   expriment	
  un	
  

domaine	
   de	
   reconnaissance	
   et	
   celles	
   qui	
   en	
   expriment	
   deux	
   en	
   tandem	
   (Figure	
   5).	
   Les	
  

galectines-­‐1,	
   -­‐2,	
   -­‐5,	
   -­‐7,	
   -­‐10,	
   -­‐13,	
   -­‐14	
   et	
   -­‐15	
   peuvent	
   rester	
   sous	
   forme	
   de	
   monomère	
   ou	
  

former	
   des	
   dimères	
   symétriques.	
   Les	
   galectines-­‐4,	
   -­‐6,	
   -­‐8,	
   -­‐9	
   et	
   -­‐12	
   forment	
   des	
   tandems	
  

reliés	
  entre	
  eux	
  par	
  une	
  région	
  contenant	
  70	
  acides	
  aminés,	
  tandis	
  que	
  la	
  galectine-­‐3	
  forme	
  

des	
   pentamères.	
   Nous	
   détaillerons	
   dans	
   ce	
   travail	
   uniquement	
   les	
   trois	
   galectines	
   qui	
  

semblent	
  jouer	
  un	
  rôle	
  dans	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T.	
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Figure	
  5	
  :	
  Classification	
  des	
  galectines	
  selon	
  le	
  nombre	
  de	
  domaine	
  de	
  reconnaissance	
  
et	
  leur	
  oligomérisation.	
  	
  

D’après	
  Rabinovich	
  [265]	
  	
  

	
  
	
  

Galectine	
  –	
  1	
  
	
  

La	
  Galectine-­‐1	
  est	
  exprimée	
  par	
  différentes	
  cellules	
  dont	
  les	
  fibroblastes,	
  les	
  cellules	
  

musculaires	
  striées	
  et	
  lisses,	
  les	
  neurones,	
  les	
  cellules	
  endothéliales,	
  les	
  macrophages	
  et	
  les	
  

lymphocytes	
   T.	
   Différentes	
   tumeurs	
   expriment	
   également	
   la	
   Galectine-­‐1	
   telles	
   que	
   des	
  

adénocarcinomes	
  utérins	
  [266],	
  ou	
  des	
  mélanomes	
  [267].	
  Toutefois,	
  une	
  grande	
  partie	
  de	
  la	
  

Galectine-­‐1	
   trouvée	
   dans	
   les	
   tissus	
   tumoraux	
   provient	
   de	
   son	
   expression	
   par	
   le	
   stroma,	
  

comme	
  c’est	
   le	
  cas	
  pour	
   le	
  cancer	
  du	
  colon	
   [268],	
  ou	
   les	
  carcinomes	
  pancréatiques	
   [269].	
  

Exprimée	
   également	
   de	
   manière	
   constitutive	
   au	
   niveau	
   de	
   l’épithélium	
   thymique,	
   la	
  

Galectine-­‐1	
   se	
   lie	
   aux	
   thymocytes	
   humains	
   et	
   jouerait	
   un	
   rôle	
   dans	
   la	
   sélection	
   des	
  

lymphocytes	
  T.	
  En	
  effet,	
  l’exposition	
  in	
  vitro	
  de	
  thymocytes	
  humains	
  à	
  la	
  Galectine-­‐1	
  induit	
  

l’apoptose	
   de	
   deux	
   sous-­‐populations	
   de	
   cellules	
   immatures	
   CD4loCD8lo,	
   négatives	
   ou	
  

faiblement	
  positives	
  pour	
  CD3,	
  correspondant	
  aux	
  thymocytes	
  non	
  sélectionnés	
  ou	
  engagés	
  

dans	
  la	
  sélection	
  négative	
  [270].	
  	
  

	
  

Un	
  rôle	
  plus	
  indirect	
  a	
  également	
  été	
  décrit.	
  La	
  Galectine-­‐1	
  augmenterait	
  l’apoptose	
  

des	
   lymphocytes	
   T	
   humains	
   activés	
   médiée	
   par	
   Fas/FasL,	
   en	
   induisant	
   progressivement	
  

une	
  activation	
  de	
  la	
  caspase	
  8,	
  9	
  et	
  3.	
  Elle	
  augmenterait	
  également	
  l’expression	
  de	
  Fas	
  par	
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les	
   T	
   humains	
   au	
   repos	
   et	
   induirait	
   des	
   changements	
   dans	
   la	
   morphologie	
   des	
  

mitochondries	
  menant	
   à	
   leur	
   fission	
   [271].	
   D’autres	
   études,	
   par	
   contre,	
   montrent	
   que	
   la	
  

Galectine-­‐1	
  induit	
  bien	
  l’externalisation	
  de	
  la	
  phosphatidylsérine	
  par	
  des	
  T	
  humains	
  activés	
  

mais	
  sans	
  entraîner	
  l’apoptose	
  [272].	
  In	
  vivo,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  la	
  délétion	
  de	
  la	
  Galectine-­‐

1,	
  grâce	
  à	
  un	
  cDNA	
  antisens,	
  dans	
  la	
  lignée	
  de	
  mélanome	
  B16	
  permet	
  d’augmenter	
  la	
  survie	
  

des	
  souris	
  par	
  rapport	
  à	
  un	
  groupe	
  injecté	
  avec	
  la	
  lignée	
  wild-­‐type.	
  De	
  plus,	
  un	
  rejet	
  complet	
  

des	
  tumeurs	
  B16	
  Gal-­‐1	
  KO	
  est	
  observé	
  dans	
  la	
  majorité	
  des	
  souris,	
  mais	
  uniquement	
  si	
  les	
  

lymphocytes	
  T	
  CD4	
  et	
  CD8	
  sont	
  présents.	
  Restimulés	
  in	
  vitro,	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  provenant	
  

des	
  ganglions	
  drainant	
  les	
  tumeurs	
  B16	
  Gal-­‐1	
  KO	
  expriment	
  plus	
  d’IFNγ	
  et	
  prolifèrent	
  plus	
  

que	
  ceux	
  provenant	
  d’une	
  souris	
  porteuse	
  d’une	
  tumeur	
  wild-­‐type	
  [273].	
  	
  

	
  

Un	
   rôle	
   immunomodulateur	
   et	
   anti-­‐inflammatoire	
   a	
   été	
   aussi	
   décrit	
   pour	
   la	
  

Galectine-­‐1.	
  In	
  vitro,	
  elle	
  induit	
  un	
  shift	
  dans	
  la	
  production	
  de	
  cytokines	
  par	
  des	
  T	
  humains	
  

activés	
  à	
  la	
  PHA	
  (PhytoHemAggluthinine)	
  qui	
  secrètent	
  moins	
  d’IFNγ	
  mais	
  davantage	
  d’IL-­‐

10	
   [272].	
   In	
   vivo,	
   l’injection	
   de	
   fibroblastes	
   transfectés	
   exprimant	
   une	
   forte	
   quantité	
   de	
  

Galectine-­‐1	
   ou	
   l’administration	
   de	
   Galectine-­‐1	
   recombinante	
   diminue	
   les	
   symptômes	
  

cliniques	
   et	
   histologiques	
   de	
   l’arthrite	
   à	
   collagène	
   (CIA)	
   induite	
   chez	
   les	
   souris	
   DBA/1.	
  

L’injection	
  de	
  Galectine-­‐1	
  diminue	
  l’inflammation	
  en	
  induisant	
  un	
  shift	
  dans	
  la	
  réponse	
  TH1	
  

pathologique	
   vers	
   une	
   réponse	
   Th2	
  :	
   après	
   restimulation	
   in	
   vitro,	
   les	
   lymphocytes	
   des	
  

ganglions	
  drainants	
  sécrètent	
  moins	
  d’IFNγ	
  mais	
  beaucoup	
  plus	
  d’IL-­‐5.	
  Leur	
  sécrétion	
  d’IL-­‐2	
  

est	
   également	
   réduite.	
   On	
   observe	
   aussi	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
   quantité	
   totale	
  

d’immunoglobulines	
   anti-­‐collagène	
   ainsi	
   qu’une	
   modification	
   de	
   leur	
   isotype	
   (moins	
  

d’IgG2a	
  pathogéniques	
  et	
  plus	
  d’IgG1).	
  Dans	
  ce	
  modèle,	
  la	
  Galectine-­‐1	
  a	
  aussi	
  clairement	
  un	
  

rôle	
  pro-­‐apoptotique.	
  En	
  effet	
  l’apoptose	
  induite	
  par	
  la	
  restimulation	
  antigénique	
  des	
  T	
  est	
  

plus	
   importante	
   s’ils	
  proviennent	
  des	
  ganglions	
  de	
   souris	
   traitées	
  à	
   la	
  Galectine-­‐1	
  que	
  de	
  

souris	
  contrôles,	
  ce	
  qui	
  pourrait	
  expliquer	
  en	
  partie	
  les	
  effets	
  thérapeutiques	
  in	
  vivo	
  [274].	
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Galectine-­‐3	
  
	
  
	
   Exprimée	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T,	
  B,	
  les	
  NK,	
  les	
  macrophages,	
  les	
  cellules	
  dendritiques,	
  

les	
   cellules	
   endothéliales	
   et	
   les	
   fibroblastes,	
   la	
  Galectine-­‐3	
   est	
   également	
   produite	
   par	
   de	
  

nombreuses	
   cellules	
   tumorales	
   dont	
   les	
   mélanomes	
   [275].	
   Des	
   activités	
   pro	
   ou	
   anti-­‐

apoptotiques	
  ont	
  été	
  décrites	
  [276-­‐278].	
  	
  

	
  

	
   In	
   vitro,	
   la	
   Galectine-­‐3,	
   comme	
   la	
   Galectine-­‐1	
   diminue	
   la	
   viabilité	
   des	
   thymocytes	
  :	
  

l’ajout	
  de	
  Galectine-­‐3	
  sur	
  des	
  thymocytes	
  humains	
  induit	
  la	
  délétion	
  des	
  populations	
  double	
  

positives	
  ou	
  double	
  négatives,	
  montrant	
  un	
  rôle	
  disctint	
  de	
  la	
  Galectine-­‐1	
  [276].	
  De	
  plus	
  il	
  a	
  

été	
  montré	
   que	
   la	
   culture	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   humains	
   activés	
   en	
   présence	
   de	
   Galectine-­‐3	
  

induit	
   l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
   ces	
   cellules,	
   caractérisée	
  par	
   l’externalisation	
  des	
  PS	
  et	
   la	
  

fragmentation	
   de	
   l’ADN	
   [272].	
   La	
   même	
   observation	
   est	
   faite	
   pour	
   différentes	
   lignées	
   T	
  

tumorales	
   humaines	
   [276].	
   Par	
   contre,	
   d’autres	
   études	
  mettent	
   en	
   évidence	
   un	
   rôle	
   anti-­‐

apoptotique	
   de	
   la	
   Galectine-­‐3.	
   Ainsi	
   la	
   transfection	
   de	
   la	
   Galectine-­‐3	
   dans	
   une	
   lignée	
   de	
  

leucémine	
   T	
   humaine	
   confère	
   à	
   ces	
   cellules	
   une	
   résistance	
   à	
   l’apoptose	
   induite	
   par	
   des	
  

anticorps	
   anti-­‐Fas.	
   La	
   Galectine-­‐3	
   qui	
   présente	
   des	
   homologies	
   de	
   séquence	
   avec	
   Bcl-­‐2	
  

interagirait	
  avec	
  celle-­‐ci	
  pour	
   inhiber	
   l’apoptose	
  [278].	
  Tansfectée	
  dans	
   la	
   lignée	
  humaine	
  

BT549	
   dérivée	
   d’une	
   tumeur	
   ovarienne,	
   elle	
   inhibe	
   l’apoptose	
   induite	
   par	
   différents	
  

stimulis	
   comme	
   des	
   agents	
   utilisés	
   en	
   chimiothérapie	
   ou	
   la	
   privation	
   en	
   facteurs	
   de	
  

croissance.	
   Elle	
   agirait	
   en	
   s’associant	
   avec	
   la	
   membrane	
   mitochondriale	
   favorisant	
   le	
  

maintient	
  de	
  son	
  intégrité	
  et	
  limitant	
  le	
  relargage	
  du	
  cytochrome	
  C	
  [279].	
  	
  

	
  	
  

	
   La	
  Galectine-­‐3	
   a	
   également	
  un	
   effet	
  profond	
   sur	
   l’activité	
  des	
   lymphocytes	
  T.	
   Pierre	
  

van	
  der	
  Bruggen	
  et	
  son	
  équipe	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  galectine-­‐3	
  jouait	
  un	
  rôle	
  important	
  dans	
  

l’absence	
   de	
   fonctionnalité	
   des	
   TILs	
   infiltrant	
   différents	
   types	
   de	
   tumeurs	
   dont	
   les	
  

carcinomes	
   ovariens.	
   En	
   formant	
   un	
   lattis	
   qui	
   immobilise	
   les	
   TCRs	
   à	
   la	
   surface	
   des	
  

lymphocytes	
  T,	
  elle	
  empêcherait	
  leur	
  colocalisation	
  avec	
  les	
  molécules	
  CD8	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  

synapse	
   immunitaire.	
   S’ils	
   traitent	
   ex	
   vivo	
   ces	
   TILs	
   avec	
   des	
   ligands	
   de	
   la	
   galectine-­‐3,	
  

commes	
   les	
   sucres	
  LacNac,	
   le	
  GCS-­‐100	
  ou	
   le	
  GM-­‐CT01,	
   ou	
   encore	
   avec	
  un	
   anticorps	
   anti-­‐

Galectine-­‐3,	
   capables	
   de	
   détacher	
   la	
   galectine-­‐3	
   de	
   la	
   surface	
   des	
   lymphocytes	
   T,	
   ils	
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observent	
  une	
  restauration	
  de	
  la	
  production	
  d’IFNγ,	
  une	
  augmentation	
  de	
  celle	
  de	
  l’IL-­‐2	
  et	
  

du	
  TNFα.	
  Ils	
  montrent	
  également	
  une	
  réassociation	
  entre	
  le	
  TCR	
  et	
  CD8,	
  une	
  récupération	
  

de	
  l’activité	
  cytotoxique	
  et	
  de	
  la	
  dégranulation	
  des	
  TILs	
  [280-­‐282].	
  Ce	
  rôle	
  inhibiteur	
  de	
  la	
  

Galectine-­‐3	
   sur	
   la	
   réponse	
   immunitaire	
   a	
   été	
   clairement	
   illustré	
   in	
   vivo	
   dans	
   le	
   modèle	
  

murin	
  du	
  mastocytome	
  P815.	
  Des	
   souris	
   injectées	
  avec	
  P815,	
  puis	
  vaccinées	
  4	
   jours	
  plus	
  

tard	
   par	
   l’administration	
   d’adénovirus	
   recombinant	
   exprimant	
   P1A,	
   l’antigène	
   tumoral	
  

majeur	
   de	
   P815,	
   développaient	
   toutes	
   des	
   tumeurs.	
   La	
   vaccination	
   n’avait	
   pas	
   d’effet	
  

significatif	
  sur	
  la	
  croissance	
  des	
  tumeurs	
  mais	
  prolongeait	
  légèrement	
  la	
  survie	
  de	
  la	
  souris.	
  

Si,	
  en	
  plus	
  de	
  la	
  vaccination	
  anti-­‐P1A,	
  un	
  traitement	
  avec	
  du	
  GCS-­‐100,	
  injecté	
  3x	
  semaines	
  

était	
  entamé	
  au	
  jour	
  10,	
  en	
  présence	
  de	
  tumeurs	
  déjà	
  nettement	
  palpables,	
  un	
  rejet	
  complet	
  

et	
   une	
   survie	
   à	
   long	
   terme	
   étaient	
   observés	
   chez	
   50%	
   des	
   animaux.	
   L’inhibition	
   de	
   la	
  

Galectine-­‐3	
  favorise	
  donc	
  la	
  réponse	
  CTL	
  anti-­‐P1A	
  menant	
  au	
  rejet	
  [280].	
  	
  

	
   	
  

	
   En	
   plus	
   de	
   son	
   rôle	
   inhibiteur	
   sur	
   les	
   réponse	
   T,	
   la	
   Galectine-­‐3	
   aurait	
   un	
   rôle	
   pro-­‐

tumoral	
   en	
   favorisant	
   la	
   dissémination	
   des	
   cellules	
   tumorales,	
   l’implantation	
   des	
  

métastases	
   et	
   l’angiogenèse	
   [283].	
   In	
   vivo,	
   l’injection	
   de	
   la	
   lignée	
   B16F10	
   qui	
   exprime	
  

constitutivement	
   la	
   galectine-­‐3	
   induit	
   le	
   développement	
   de	
   métastases	
   pulmonaires.	
  

L’inhibition	
  de	
  l’expression	
  de	
  la	
  galectine-­‐3	
  dans	
  les	
  cellules	
  B16F10	
  par	
  transfection	
  avec	
  

un	
  shRNA	
  permettait	
  de	
  diminuer	
  de	
  plus	
  de	
  50%	
  le	
  nombre	
  de	
  métastases	
  pulmonaires.	
  La	
  

Galectine-­‐3	
  induit	
  l’expression	
  de	
  MMP-­‐1	
  favorisant	
  la	
  motilité	
  des	
  cellules	
  tumorales	
  [284].	
  

Dans	
  le	
  même	
  modèle	
  B16F10,	
  les	
  tumeurs	
  primaires	
  implantées	
  en	
  sous-­‐cutané	
  dans	
  des	
  

souris	
  B6	
  WT	
  ou	
  Galectine-­‐3	
  KO	
  se	
  développent	
  de	
  la	
  même	
  manière.	
  Par	
  contre,	
  après	
  une	
  

injection	
  intraveineuse	
  des	
  cellules	
  tumorales,	
  beaucoup	
  moins	
  de	
  métastases	
  pulmonaires	
  

étaient	
   observées	
  dans	
   les	
   souris	
  KO.	
   Comme	
   la	
  Galectine-­‐3	
   est	
   exprimée	
  par	
   les	
   cellules	
  

épithéliales	
   du	
   poumon	
   et	
   les	
   cellules	
   endothéliales,	
   elle	
   pourrait	
   favoriser	
   l’ancrage	
   des	
  

cellules	
  tumorales	
  circulantes	
  dans	
  les	
  poumons	
  [285].	
  

	
  

	
   Chez	
  l’homme,	
  une	
  augmentation	
  de	
  la	
  concentration	
  en	
  Galectine-­‐3	
  est	
  observée	
  dans	
  

le	
   sérum	
   des	
   patients	
   cancéreux	
   et	
   plus	
   particulièrement	
   chez	
   les	
   patients	
   qui	
   ont	
  

développé	
  des	
  métastases.	
  Des	
   titres	
  élevés	
  en	
  Galectine-­‐3	
  seraient	
  associés	
  à	
  un	
  nombre	
  

plus	
  élevé	
  de	
  métastases	
  et	
  à	
  un	
  mauvais	
  pronostic	
  dans	
  différents	
  types	
  de	
  cancer	
  comme	
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les	
  cancers	
  colorectaux,	
  de	
  la	
  thyroïde	
  et	
  des	
  ovaires	
  [286,	
  287].	
  	
  

	
  

	
   Enfin	
   la	
   Galectine-­‐3	
   semble	
   avoir	
   également	
   un	
   rôle	
   pro-­‐inflammatoire.	
   In	
   vivo,	
   les	
  

souris	
   Galectine-­‐3	
   KO	
   développent	
   une	
   encéphalite	
   auto-­‐immune	
   moins	
   sévère	
   que	
   les	
  

souris	
  WT,	
  qui	
  se	
  traduit	
  par	
  une	
  plus	
   faible	
   infiltration	
  de	
  macrophages	
  et	
  de	
  monocytes	
  

dans	
  le	
  système	
  nerveux	
  central.	
  Cette	
  diminution	
  de	
  l’infiltration	
  n’est	
  pas	
  liée	
  à	
  une	
  plus	
  

faible	
   migration	
   vers	
   la	
   moëlle	
   épinière	
   mais	
   à	
   une	
   apoptose	
   accrue.	
   Les	
   lymphocytes	
  

provenant	
   des	
   ganglions	
   de	
   souris	
   Galectine-­‐3	
   KO,	
   restimulés	
   in	
   vitro	
   par	
   le	
   peptide	
  

encéphalitogène,	
   produisent	
   moins	
   de	
   cytokines	
   inflammatoires	
   comme	
   l’IL-­‐17	
   mais	
  

davantage	
   de	
   cytokines	
   Th2	
   comme	
   l’IL-­‐5,	
   l’IL-­‐13	
   ou	
   encore	
   l’IL-­‐10,	
   ce	
   qui	
   s’accompagne	
  

d’une	
  fréquence	
  plus	
  élevée	
  de	
  Tregs	
  FoxP3+[288].	
  

	
  

	
   La	
  concentration	
  en	
  Galectine-­‐3	
  est	
  augmentée	
  dans	
  le	
  sérum	
  et	
  le	
  liquide	
  synovial	
  de	
  

patients	
   atteints	
  d’arthrite	
   rhumatoïde.	
  Elle	
   contribue	
   à	
   l’activation	
  des	
   fibroblastes	
  de	
   la	
  

synovie.	
  Elle	
  peut	
  être	
  considérée	
  comme	
  un	
  marqueur	
  d’activité	
  de	
  la	
  maladie	
  [289].	
  	
  

	
   	
  

	
   Finalement,	
  la	
  Galectine-­‐3	
  aurait	
  aussi	
  un	
  rôle	
  pro-­‐fibrotique	
  dans	
  différents	
  modèles	
  

murins	
  comme	
  la	
  fibrose	
  hépatique	
  ou	
  rénale,	
  en	
  activant	
  les	
  fibroblastes	
  [290].	
  

	
  	
  

Galectine-­‐9	
  
	
  

Une	
  analyse	
  par	
  Nothern	
  blot	
  montre	
  que	
  la	
  Galectine-­‐9	
  est	
  très	
  fortement	
  exprimée	
  

chez	
  l’adulte	
  au	
  niveau	
  du	
  thymus,	
  du	
  foie	
  et	
  de	
  l’intestin	
  et	
  dans	
  une	
  moindre	
  mesure	
  dans	
  

le	
  poumon,	
  la	
  rate,	
  les	
  lymphocytes	
  périphériques,	
  le	
  cœur	
  et	
  les	
  muscles	
  squelettiques	
  [291,	
  

292].	
  Une	
  expression	
  de	
   la	
  Galectine-­‐9	
  par	
   les	
   lymphocytes	
  Tregs	
  provenant	
  de	
   la	
  rate	
  de	
  

souris	
  naïves	
  a	
  été	
  également	
  décrite	
  [293].	
  Son	
  expression	
  peut	
  être	
  induite	
  par	
  l’IFNγ	
  dans	
  

les	
  fibroblastes	
  et	
  les	
  cellules	
  endothéliales,	
  par	
  l’IL-­‐1β	
  dans	
  les	
  astrocytes	
  et	
  par	
  l’IL-­‐5	
  dans	
  

les	
  neutrophiles	
  [292].	
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Au	
  niveau	
  du	
  thymus,	
   la	
  Galectine-­‐9	
   jouerait	
  un	
  rôle	
  dans	
   les	
   interactions	
  entre	
   les	
  

thymocytes	
   et	
   les	
   cellules	
   épithéliales	
   ainsi	
   que	
   dans	
   la	
   délétion	
   clonale.	
   L’incubation	
   in	
  

vitro	
  de	
  thymocytes	
  de	
  souris	
  avec	
  de	
  la	
  Galectine-­‐9	
  induit	
  l’apoptose	
  de	
  30%	
  des	
  cellules	
  

[291].	
  La	
  Galectine-­‐9	
  induit	
  également	
  l’apoptose	
  de	
  lignées	
  tumorales	
  humaines	
  comme	
  la	
  

lignée	
   T	
   MOLT-­‐4,	
   la	
   lignée	
   B	
   BALL-­‐1,	
   la	
   lignée	
   monocytaire	
   THP1	
   ou	
   encore	
   la	
   lignée	
  

myélocytaire	
   HL-­‐60.	
   Cette	
   entrée	
   en	
   apoptose	
   varie	
   en	
   fonction	
   de	
   la	
   concentration	
   en	
  

Galectine-­‐9	
  et	
  est	
  médiée	
  par	
  une	
  activation	
  de	
  la	
  caspase-­‐1	
  [294].	
  	
  

	
  

Au	
   niveau	
   des	
   T	
   humains	
   périphériques,	
   la	
   Galectine-­‐9	
   induit	
   l’apoptose	
  

principalement	
  des	
  T	
  activés,	
  les	
  CD4+	
  y	
  étant	
  plus	
  susceptibles	
  que	
  les	
  CD8	
  [294].	
  Chez	
  la	
  

souris,	
   l’incubation	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   polarisés	
   en	
   Th1	
   induit	
   leur	
   entrée	
   rapide	
   en	
  

apoptose	
  alors	
  que	
  les	
  Th2	
  y	
  seraient	
  insensibles	
  [295].	
  Elle	
  induit	
  également	
  l’apoptose	
  des	
  

TH17	
   polarisée	
   in	
   vitro.	
   Par	
   contre,	
   elle	
   favorise	
   la	
   différenciation	
   et	
   la	
   prolifération	
   des	
  

Treg	
  FoxP3+	
   induite	
  par	
   le	
  TGFβ	
   [296].	
  Les	
  T	
  CD8	
  alloréactifs	
  sont	
  également	
  sensibles	
  à	
  

l’apoptose	
   induite	
   par	
   la	
   Galectine-­‐9,	
   tant	
   in	
   vitro	
   qu’in	
   vivo.	
   Ainsi,	
   l’administration	
   de	
  

Galectine-­‐9	
   à	
   des	
   souris	
   prolonge	
   significativement	
   la	
   survie	
   de	
   greffes	
   de	
   peau	
  

allogéniques	
   [293].	
   L’apoptose	
   des	
   Th1,	
   Th17	
   et	
   des	
   T	
   CD8	
   cytotoxiques	
   induite	
   par	
   la	
  

Galectine-­‐9	
  passerait	
  par	
  son	
  interaction	
  avec	
  le	
  récepteur	
  Tim-­‐3	
  exprimé	
  par	
  ces	
  cellules	
  

[292,	
  293].	
  Mais	
  Tim-­‐3	
  ne	
  semble	
  pas	
  être	
  le	
  seul	
  ligand	
  de	
  la	
  Galectine-­‐9	
  puisqu’elle	
  peut	
  

réguler	
  l’activité	
  des	
  Th1	
  indépendamment	
  de	
  Tim-­‐3	
  [297].	
  

	
  

Au	
  niveau	
  des	
  tumeurs	
  l’expression	
  de	
  la	
  Galectine-­‐9	
  est	
  généralement	
  diminuée	
  par	
  

rapport	
   à	
   celle	
   trouvée	
   dans	
   les	
   tissus	
   normaux	
   équivalents.	
   Son	
   niveau	
   d’expression	
   a	
  

d’ailleurs	
  un	
  caractère	
  prédictif	
  :	
  l’absence	
  d’expression	
  de	
  la	
  Galectine-­‐9	
  serait	
  associée	
  au	
  

développement	
  de	
  métastases	
  alors	
  que	
  la	
  survie	
  serait	
  meilleure	
  chez	
  des	
  patients	
  dont	
  la	
  

tumeur	
   exprime	
   fortement	
   la	
   Galectine-­‐9	
   [298].	
   En	
   effet,	
   la	
   Galectine-­‐9	
   serait	
   impliquée	
  

dans	
   l’adhésion	
   des	
   cellules	
   tumorales	
   entre	
   elles,	
   à	
   différents	
   composants	
   de	
   la	
  matrice	
  

extracellulaire,	
   comme	
   le	
   collagène,	
   la	
   fibronectine	
   ou	
   la	
   lamine,	
   ou	
   encore	
   aux	
  

endothéliums.	
   Elle	
   aurait	
   ainsi	
   un	
   rôle	
   anti-­‐métastatique.	
   L’administration	
   in	
   vivo	
   de	
  

Galectine-­‐9	
  à	
  des	
  souris	
  injectées	
  avec	
  le	
  mélanome	
  B16F10	
  ou	
  le	
  carcinome	
  du	
  colon	
  CT26	
  

réduit	
  le	
  nombre	
  de	
  métastases	
  pulmonaires	
  [299].	
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Comme	
  d’autres	
   Galectines,	
   la	
   Galectine-­‐9	
   a	
   également	
   un	
   rôle	
   anti-­‐inflammatoire.	
  

Ainsi	
   elle	
   induit	
   l’apoptose	
   des	
   cellules	
   synoviales	
   «	
  fibroblast-­‐like	
  »	
   prélevées	
   chez	
   des	
  

patients	
   atteints	
   d’arthrite	
   rhumatoïde,	
   diminuant	
   la	
   production	
   de	
   cytokines	
  

inflammatoires	
   [300].	
   In	
   vivo,	
   l’adminsitration	
   de	
   Galectine-­‐9	
   diminue	
   les	
   symptômes	
   de	
  

l’encéphalite	
   auto-­‐immune	
   chez	
   la	
   souris	
   en	
   induisant	
   une	
   déplétion	
   spécifique	
   des	
   Th1	
  

produisant	
   de	
   l’IFNγ	
   [295].	
   Dans	
   l’arthrite	
   à	
   collagène	
   (CIA)	
   son	
   injection	
   diminue	
  

l’inflammation	
   des	
   articulations,	
   la	
   destruction	
   des	
   cartilages	
   et	
   l’érosion	
   osseuse.	
   On	
  

observe	
   une	
   diminution	
   des	
   Th1	
   et	
   des	
   Th17	
   infiltrant	
   les	
   articulations	
   ainsi	
   qu’une	
  

diminution	
  de	
   la	
  production	
  de	
   cytokines	
  et	
   chémokines	
   inflammatoires	
   comme	
   le	
  TNFα,	
  

l’IL-­‐1β,	
  l’IL-­‐6,	
  MCP-­‐1	
  et	
  MIP-­‐2.	
  Les	
  souris	
  B6	
  Galectine-­‐9	
  KO	
  deviennent	
  susceptibles	
  à	
  la	
  CIA,	
  

comme	
   les	
   DBA/1	
   alors	
   que	
   les	
   B6	
   WT	
   y	
   sont	
   résistantes.	
   Cette	
   différence	
   entre	
   B6	
  

Galectine-­‐9	
  KO	
  et	
  WT	
  serait	
  liée	
  à	
  l’absence	
  d’expansion	
  des	
  Tregs	
  après	
  immunisation	
  au	
  

collagène	
  chez	
  les	
  souris	
  déficientes	
  en	
  Galectine	
  -­‐9	
  [296].	
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Apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  	
  

	
  

Au	
  cours	
  d’une	
  réponse	
  immune,	
  une	
  partie	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  qui	
  ont	
  proliféré	
  de	
  

manière	
   clonale	
   doivent	
   être	
   éliminés	
   afin	
   de	
   maintenir	
   l’homéostasie	
   du	
   système	
  

immunitaire.	
  L’autre	
  partie	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  se	
  transformera	
  en	
  lymphocytes	
  T	
  mémoires	
  

[301].	
   L’élimination	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   en	
   surnombre	
   se	
   fait	
   par	
   apoptose	
   et	
   est	
   décrite	
  

sous	
   le	
   nom	
   d’AICD	
   (Activation	
   Induced	
   Cell	
   Death)	
   [302].	
   L’apoptose	
   des	
   cellules	
   T	
   est	
  

finement	
   contrôlée.	
   Une	
   apoptose	
   insuffisante	
   peut	
   conduire	
   au	
   développement	
   de	
  

maladies	
  autoimmunes	
  telles	
  que	
  le	
  lupus	
  [303].	
  Au	
  contraire,	
  une	
  apoptose	
  excessive	
  peut	
  

mener	
   à	
   une	
   lymphopénie	
   telle	
   que	
   celle	
   observée	
   chez	
   certains	
   patients	
   infectés	
   par	
   le	
  

virus	
  de	
  la	
  rougeole,	
  pouvant	
  provoquer	
  leur	
  décès	
  [304].	
  

	
  

L’apoptose	
  cellulaire	
  a	
  été	
  décrite	
  pour	
   la	
  première	
   fois	
  en	
  1972	
  comme	
  étant	
  une	
  

mort	
   cellulaire	
   programmée	
   qui	
   suivait,	
   contrairement	
   à	
   la	
   nécrose,	
   une	
   séquence	
  

d’événements	
  bien	
  précise.	
   La	
   condensation	
  du	
  noyau,	
   la	
   fragmentation	
  de	
   la	
   chromatine	
  

ainsi	
   qu’une	
   diminution	
   du	
   volume	
   cellulaire	
   sont	
   observées.	
   Ensuite,	
   on	
   observe	
   une	
  

fragmentation	
  du	
  noyau	
  lui-­‐même	
  et	
  une	
  évagination	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  menant	
  à	
  

la	
   formation	
   des	
   corps	
   apoptotiques	
   [305]	
   où	
   des	
   phosphatidylsérines	
   (PS)	
   sont	
  

externalisées.	
   L’exposition	
   des	
   PS	
   à	
   la	
   surface	
   des	
   corps	
   apoptotiques	
   favorise	
   leur	
  

phagocytose	
  par	
  les	
  macrophages	
  [306].	
  	
  

	
  

L’apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   est	
   dépendante	
   des	
   Caspases	
   (Cystein	
   Aspartate	
  

Cleaving	
  ProteASE).	
  Deux	
  voies	
  mènent	
  à	
  l’activation	
  des	
  caspases	
  :	
  la	
  voie	
  extrinsèque	
  qui	
  

fait	
   intervenir	
   un	
   récepteur	
   de	
   mort	
   cellulaire	
   et	
   la	
   voie	
   intrinsèque	
   qui	
   induit	
   une	
  

dépolarisation	
  de	
  la	
  membrane	
  mitochondriale	
  [301].	
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Voies	
  de	
  signalisation	
  dépendantes	
  des	
  caspases	
  	
  

	
  

Les	
  caspases	
  

	
  

Les	
   caspases	
   sont	
   des	
   endoprotéases	
   cytoplasmiques	
   capables	
   de	
   cliver	
   des	
  

protéines	
  au	
  niveau	
  d’un	
  résidu	
  aspartique	
  (Asp	
  ;	
  A)	
  grâce	
  à	
  un	
  site	
  catalytique	
  comprenant	
  

un	
  résidu	
  Cystéine	
  (Cys	
  ;	
  C)	
  dans	
  un	
  motif	
  QACxG	
  [307].	
  Les	
  caspases	
  se	
   trouvent	
  dans	
   le	
  

cytoplasme	
   sous	
   forme	
   de	
   précurseur	
   inactif	
   appelé	
   zymogène.	
   La	
   protéolyse	
   des	
  

zymogènes	
  libère	
  les	
  caspases	
  sous	
  forme	
  active.	
  Elles	
  sont	
  classées	
  en	
  trois	
  catégories	
  :	
  les	
  

caspases	
   initiatrices,	
   les	
   caspases	
   effectrices	
   ainsi	
   que	
   les	
   caspases	
   impliquées	
   dans	
  

l’activation	
  de	
   cytokines.	
   Les	
  différentes	
   caspases	
   et	
   leurs	
   fonctions	
   sont	
   reprises	
  dans	
   le	
  

Tableau	
  3.	
  A	
   l’exception	
  des	
  caspases	
  12	
  et	
  13,	
   toutes	
   les	
  autres	
  caspases	
  sont	
  exprimées	
  

chez	
   l’homme.	
   La	
   fonction	
   de	
   la	
   caspase	
   14	
   n’est	
   pas	
   encore	
   clairement	
   comprise	
   [308].	
  

Seules	
   les	
   caspases	
   initiatrices	
   et	
   les	
   caspases	
   effectrices	
   jouent	
   un	
   rôle	
   dans	
   l’apoptose	
  

cellulaire.	
  	
  

	
  

Les	
  pro-­‐caspases	
  initiatrices	
  peuvent	
  s’auto-­‐activer	
  ou	
  s’activer	
  l’une	
  l’autre	
  

lorsqu’elles	
  sont	
  rapprochées	
  [309,	
  310].	
  Ce	
  rapprochement	
  spatial	
  est	
  possible	
  grâce	
  aux	
  

interactions	
  homophiliques	
  entre	
  les	
  domaines	
  DED	
  (Death	
  Effector	
  Domain)	
  des	
  pro-­‐

caspases	
  8	
  et	
  10	
  et	
  le	
  domaine	
  CARD	
  (CAspase	
  Recruitement	
  Domain)	
  des	
  pro-­‐caspases	
  2	
  et	
  

9.	
  Quand	
  elles	
  sont	
  activées,	
  les	
  caspases	
  initiatrices	
  peuvent	
  alors	
  activer	
  les	
  pro-­‐caspases	
  

effectrices	
  3,	
  6	
  et	
  7	
  par	
  clivage	
  protéolytique	
  [309,	
  310].	
  Les	
  différents	
  domaines	
  des	
  pro-­‐

caspases	
  sons	
  repris	
  dans	
  le	
  Tableau	
  3.	
  

Une	
   fois	
   activées,	
   les	
   caspases	
   effectrices	
   cliveront	
   des	
   protéines	
   impliquées	
   dans	
  

l’intégrité	
   des	
   cellules	
   comme	
   l’actine	
   [311].	
   La	
   caspase-­‐6	
   clive	
   la	
   lamine	
   qui	
   est	
   la	
  

principale	
  protéine	
  de	
  structure	
  de	
   l’enveloppe	
  nucléaire	
  provoquant	
  une	
  déstructuration	
  

du	
  noyau	
  [312].	
  La	
  caspase-­‐3	
  et	
   la	
  caspase-­‐7	
  clivent	
   les	
  enzymes	
  de	
   la	
   famille	
  PARP	
  (Poly	
  

ADP-­‐ribose	
   polymerase)	
   [313].	
   Les	
   PARPs	
   recrutent	
   des	
   protéines	
   telles	
   que	
   de	
   l’ADN	
  

polymerase	
   ε	
   au	
   niveau	
   d’une	
   zone	
   d’ADN	
   endommagé	
   permettant	
   la	
   substitution	
   et	
   le	
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remplacement	
  de	
  la	
  base	
  abîmée	
  [314].	
  Le	
  clivage	
  de	
  PARP	
  favorisera	
  le	
  désassemblage	
  du	
  

génome	
   [315].	
   La	
   caspase-­‐3	
   clive	
   également	
   ICAD	
   (Inhibitor	
   Caspase-­‐Activated	
   Dnase)	
  

permettant	
   à	
   la	
   nucléase	
  CAD	
   (Caspase-­‐Activated	
  DNase)	
  de	
   fragmenter	
   l’ADN	
   [316].	
   Les	
  

caspases	
   détruisent	
   aussi	
   des	
   inhibiteurs	
   d’endonucléases.	
   Ces	
   différents	
   clivages	
  

provoquent	
   la	
   fragmentation	
   du	
   noyau	
   et	
   des	
   cellules	
   induisant	
   la	
   formation	
   de	
   corps	
  

apoptotiques	
  et	
  la	
  mort	
  des	
  cellules.	
  Enfin,	
  l’externalisation	
  de	
  la	
  phosphatidyl	
  sérine	
  (PS)	
  à	
  

la	
  membrane	
  cellulaire	
  qui	
  favorise	
  la	
  phagocytose	
  par	
  les	
  macrophages	
  est	
  induite	
  par	
  une	
  

caspase,	
  via	
  un	
  mécanisme	
  encore	
  inconnu	
  [317].	
  	
  

	
  

Tableau	
  3	
  :	
  Les	
  différentes	
  caspases	
  des	
  mammifères,	
  leur	
  fonction	
  et	
  leur	
  structure.	
  

Les	
  principaux	
  synonymes	
  sont	
  indiqués	
  entre	
  parenthèses.	
  DED	
  =	
  death	
  Effector	
  Domain	
  
CARD	
  =	
  CAspase	
  Recruitement	
  Domain.	
  D’après	
  Chang	
  [318].	
  	
  

	
  

Nom	
  de	
  la	
  caspase	
   Fonction	
   Classification	
   	
  

Caspase	
  1	
  (ICE)	
   Activation	
  cytokine	
   	
   	
  
Caspase	
  2	
  (ICH-­‐1/mNedd2)	
   Apoptose	
   Initiatrice	
   	
  
Caspase	
  3	
  (CPP32/Yama)	
   Apoptose	
   Effectrice	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  
Caspase	
  4	
  (TX/ICH-­‐2)	
   Activation	
  cytokine	
   	
   	
  
Caspase	
  5	
  (TY)	
   Activation	
  cytokine	
   	
   	
  
Caspase	
  6	
  (Mch2)	
   Apoptose	
   Effectrice	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  
Caspase	
  7	
  (Mch3/ICE-­‐LAP3)	
   Apoptose	
   Effectrice	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  

Caspase	
  8	
  (FLICE/Mch5)	
   Apoptose	
   Initiatrice	
   	
  	
  	
   	
  
Caspase	
  9	
  (Mch6/ICE-­‐LAP6)	
   Apoptose	
   Initiatrice	
   	
  

Caspase	
  10	
  (Mch4)	
   Apoptose	
   Initiatrice	
   	
  	
  	
   	
  
Caspase	
  11	
  (ICH3)	
   Activation	
  cytokine	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  
Caspase	
  12	
   Activation	
  cytokine	
   	
   	
  
Caspase	
  13	
  (ERICE)	
   Activation	
  cytokine	
   	
   	
  
Caspase	
  14	
  (MICE)	
   	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  

Légende	
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Voie	
  de	
  signalisation	
  extrinsèque	
  

	
  

Dans	
   la	
   voie	
   de	
   signalisation	
   extrinsèque	
   c’est	
   l’activation	
   d’un	
   récepteur	
   dit	
   de	
  

«	
  mort	
  cellulaire	
  »	
  qui	
  permet	
  l’activation	
  des	
  caspases	
  et	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  cellules.	
  

Six	
  récepteurs	
  de	
  mort	
  cellulaire	
  (Death	
  Receptor	
  ou	
  DR)	
  sont	
  décrits	
  [319]	
  chez	
  l’homme.	
  

Les	
  différents	
  récepteurs	
  et	
  leurs	
  ligands	
  sont	
  repris	
  dans	
  le	
  Tableau	
  4.	
  	
  

	
  

Tableau	
  4	
  :	
  Les	
  récepteurs	
  de	
  mort	
  cellulaire	
  et	
  leurs	
  ligands.	
  

Les	
   synonymes	
   sont	
   indiqués	
   entre	
   parenthèses,	
   en	
   gras	
   sont	
   indiqués	
   les	
   noms	
   utilisés	
  
dans	
  ce	
  travail.	
  D’après	
  Mahmood	
  [319]	
  
	
  
Récepteur	
  de	
  mort	
   Ligand	
  associé	
  

DR1	
  (TNFR1,	
  CD120a,	
  p55)	
   TNFα 	
  

DR2	
  (Fas,	
  CD95,	
  Apo1)	
   CD95L	
  (FasL)	
  

DR3	
  (Apo3,	
  TRAMP,	
  LARD)	
   Apo3L	
  (Tweak)	
  

DR4	
  (Apo2,	
  TRAIL-­‐R1)	
   Apo2L	
  (Trail)	
  

DR5	
  (TRAIL-­‐R2,	
  TRICK2,	
  KILLER)	
   Apo2L	
  (Trail)	
  

DR6	
   ?	
  

	
  

Ces	
   récepteurs	
   de	
   mort	
   cellulaire	
   contiennent	
   tous	
   des	
   domaines	
   extracellulaires	
  

riches	
   en	
   cystéine	
   (domaine	
   CRDs)	
   qui	
   sont	
   la	
   signature	
   des	
   TNFRs	
   [320].	
   Les	
   DRs	
  

contiennent	
   également	
   un	
   domaine	
   DD	
   (Death	
   Domain)	
   intracellulaire	
   qui	
   joue	
   un	
   rôle	
  

crucial	
  dans	
   la	
   transmission	
  du	
  signal	
  de	
  mort	
   suite	
  à	
   la	
   fixation	
  du	
   ligand	
   [321,	
  322].	
  La	
  

structure	
  des	
  différents	
  récepteurs	
  est	
  reprise	
  dans	
  la	
  Figure	
  6.	
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Figure	
  6	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  structure	
  des	
  différents	
  récepteurs	
  DR.	
  	
  

DD	
  =	
  Death	
  Domain,	
  CRD	
  =	
  Cystein	
  Rich	
  Domain.	
  D’après	
  Aggarwal	
  [323]	
  

	
  
	
  

Le	
   récepteur	
   de	
  mort	
   cellulaire	
   le	
   plus	
   décrit	
   est	
   le	
   récepteur	
   Fas.	
   Son	
   expression	
  

ainsi	
  que	
  son	
  rôle	
  physiologique	
  seront	
  précisément	
  décrits	
  dans	
   le	
  chapitre	
  suivant	
  mais	
  

nous	
   l’utiliserons	
   comme	
   modèle	
   pour	
   décrire	
   la	
   voie	
   de	
   signalisation	
   intrinsèque	
   qui	
  

conduit	
  à	
  l’entrée	
  des	
  cellules	
  en	
  apoptose.	
  	
  

	
  

Le	
  récepteur	
  Fas	
  se	
  trouve	
  à	
  la	
  surface	
  cellulaire	
  sous	
  forme	
  d’un	
  trimère	
  [324,	
  325	
  ,	
  

326].	
  La	
   fixation	
  de	
  FasL	
   induit	
  une	
  modification	
  stucturale	
  des	
  domaines	
   intracellulaires	
  

de	
  Fas	
  permettant	
  le	
  rapprochement	
  des	
  trois	
  domaines	
  DD	
  [327]	
  (Figure	
  7).	
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Figure	
  7	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  du	
  changement	
  de	
  conformation	
  du	
  récepteur	
  
Fas	
  suite	
  à	
  la	
  fixation	
  de	
  son	
  ligand,	
  FasL.	
  	
  

D’après	
  Siegel	
  [327].	
  	
  

	
  
	
  

Le	
   rapprochement	
   des	
   trois	
   domaines	
   DD	
   permet	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
   molécule	
  

adaptatrice	
  :	
   FADD	
   (FAS	
   Associated	
   Death	
   Domain)	
   [328].	
   Cette	
   protéine	
   adaptatrice	
  

contient	
  elle	
  aussi	
  un	
  domaine	
  DD	
  ainsi	
  qu’un	
  domaine	
  DED	
  [329].	
  L’association	
  entre	
   les	
  

domaines	
  DD	
  des	
  récepteurs	
  Fas	
  et	
  de	
  FADD	
  se	
  fait	
  par	
  interaction	
  homophilique	
  [330].	
  Une	
  

fois	
  Fas	
  et	
  FADD	
  associés,	
   le	
  domaine	
  DED	
  de	
  FADD	
   interagit	
  avec	
   le	
  domaine	
  DED	
  d’une	
  

pro-­‐caspases	
  8	
  et	
  /ou	
  10	
  permettant	
  le	
  recrutement	
  d’une	
  deuxième	
  pro-­‐caspases	
  8	
  et/ou	
  

10	
  [301,	
  331	
  ].	
  Le	
  complexe	
  protéique	
  associé	
  à	
  la	
  membrane,	
  composé	
  des	
  récepteurs	
  DRs,	
  

des	
  FADDs	
  et	
  des	
  pro-­‐caspases	
  8	
  et	
  10	
  forme	
  le	
  DISC	
  (Death-­‐inducing	
  signalling	
  complex).	
  

Cet	
  assemblage	
  permet	
  le	
  rapprochement	
  des	
  pro-­‐caspases	
  8	
  et	
  10	
  et	
  leur	
  auto-­‐clivage.	
  Les	
  

caspases	
  8	
  et	
  10	
  vont	
  à	
  leur	
  tour	
  activer	
  les	
  caspases	
  effectrices	
  (Figure	
  8)	
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Figure	
  8	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  voie	
  de	
  signalisation	
  extrinsèque.	
  	
  

Les	
  flèches	
  représentent	
  les	
  zones	
  de	
  clivage.	
  Inspiré	
  de	
  Krammer	
  et	
  Arnold	
  [301]	
  	
  
	
  

	
  
	
  

L’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  cellules	
  suite	
  à	
  la	
  fixation	
  d’un	
  ligand	
  sur	
  son	
  récepteur	
  de	
  

mort	
   dépend	
   du	
   nombre	
   de	
   récepteurs	
   activés	
   qui	
   peuvent	
   se	
   regrouper	
   en	
   un	
   endroit	
  

[332].	
  Le	
  regroupement	
  d’un	
  grand	
  nombre	
  de	
  complexes	
  DISC	
  permet	
  leur	
  internalisation,	
  

la	
  production	
  importante	
  de	
  caspases-­‐8	
  activées	
  et	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  cellules	
  [333].	
  

Par	
   contre,	
   l’absence	
   d’internalisation	
   due	
   à	
   un	
   nombre	
   insuffisant	
   de	
   complexes	
   DISC	
  

formés,	
  un	
  faible	
  recrutement	
  de	
  FADD	
  et	
  une	
  faible	
  activation	
  de	
  la	
  caspase-­‐8	
  ne	
  permettra	
  

pas	
   l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  cellules	
  sans	
   l’intervention	
  de	
   la	
  voie	
  d’apoptose	
   intrinsèque	
  

[334].	
  	
  

	
  

Enfin	
  l’activation	
  de	
  la	
  caspase-­‐8	
  ou	
  de	
  la	
  caspase-­‐10	
  peut	
  être	
  régulée	
  au	
  niveau	
  du	
  

complexe	
   DISC	
   par	
   cFLIP	
   (cellular	
   FLICE/Caspase-­‐8	
   like	
   Inhibitor	
   Protein).	
   cFLIP,	
  

l’homologue	
  cellulaire	
  d’une	
  protéine	
  virale	
  précédemment	
  décrite	
  par	
  l’équipe	
  de	
  Tschopp	
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[335],	
   contient	
   deux	
   domaines	
   DED	
   qui	
   lui	
   permettent	
   d’interagir	
   avec	
   la	
   molécule	
  

adaptatrice	
  FADD	
   [328]	
  et	
   avec	
   la	
  pro-­‐caspase	
  8.	
  Deux	
   isoformes	
  de	
   cFLIP	
   sont	
  décrites	
  :	
  

une	
   isoforme	
   courte	
   cFLIPS	
   et	
  une	
   isoforme	
   longue	
   cFLIPL.	
   L’isoforme	
   longue	
  possède	
  un	
  

domaine	
   homologue	
   aux	
   caspase	
   8	
   et	
   10,	
   sans	
   activité	
   catalytique.	
   La	
   formation	
   d’un	
  

hétérocomplexe	
  entre	
  pro-­‐caspase	
  8	
  ou	
  10	
  et	
  cFLIPs	
  ne	
  permet	
  pas	
  l’activation	
  de	
  la	
  caspase	
  

8	
   ou	
   10	
   tandis	
   que	
   l’interaction	
   entre	
   cFLIPL	
   et	
   pro-­‐caspase	
   8	
   ou	
   10	
   ne	
   permet	
   qu’une	
  

activation	
   partielle	
   de	
   celle-­‐ci	
   n’entraînant	
   pas	
   la	
   mort	
   cellulaire	
   [336]	
   (Figure	
   9).	
   La	
  

délétion	
  de	
  cFLIP	
  dans	
  des	
  fibroblastes	
  les	
  sensibilise	
  fortement	
  à	
  l’apoptose	
  induite	
  par	
  les	
  

récepteurs	
  DR	
  [337].	
  Enfin,	
  l’expression	
  transitoire	
  de	
  cFLIP	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  humains,	
  

suite	
   à	
   leur	
   activation,	
   induit	
   une	
   résistance	
   à	
   l’apoptose	
   qui	
   diminue	
   au	
   cours	
   du	
   temps	
  

[338].	
  

	
  

Figure	
  9	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  des	
  interactions	
  entre	
  la	
  pro-­‐caspase	
  8	
  et	
  la	
  
protéine	
  inhibitrice	
  cFLIP.	
  	
  

Les	
  flèches	
  représentent	
  les	
  actions	
  de	
  clivage.	
  Inspiré	
  de	
  Budd	
  [339]	
  et	
  de	
  Krammer	
  [301]	
  
struture	
  pro	
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Voie	
  de	
  signalisation	
  intrinsèque	
  

	
  

De	
   nombreux	
   signaux	
   tels	
   que	
   le	
   manque	
   de	
   facteurs	
   de	
   croissance,	
   l’absence	
   de	
  

cytokines	
  ou	
  des	
  dommages	
  au	
  niveau	
  de	
  l’ADN	
  induisent	
   l’apoptose	
  cellulaire	
  par	
   la	
  voie	
  

de	
  signalisation	
  intrinsèque,	
  également	
  appelée	
  voie	
  d’apoptose	
  mitochondriale	
  [340].	
  Cette	
  

voie	
  d’apoptose	
  est	
  régulée	
  par	
  la	
  balance	
  entre	
  différentes	
  protéines	
  de	
  la	
  famille	
  Bcl-­‐2	
  (B	
  

cell	
  lymphoma	
  2)	
  qui	
  influencent	
  la	
  perméabilité	
  de	
  la	
  membrane	
  mitochondriale.	
  	
  
	
  

Les	
   protéines	
   Bcl-­‐2	
   possèdent	
   toutes	
   un	
   à	
   quatre	
   domaines	
   homologues	
   dits	
  

domaines	
  BH	
  (Binding	
  Homology)	
  qui	
  permettent	
  de	
  les	
  classer	
  selon	
  leur	
  fonction	
  qui	
  peut	
  

être	
  pro-­‐apoptotique	
  ou	
  anti-­‐apoptotique	
  [341-­‐343].	
  Les	
  protéines	
  anti-­‐apoptotiques	
  telles	
  

que	
  Bcl-­‐2	
  ou	
  Bcl-­‐XL	
  (Bcl2-­‐like	
  1	
  isoform	
  1)	
  possèdent	
  les	
  domaines	
  BH1,	
  BH2,	
  BH3	
  et	
  BH4	
  et	
  

peuvent	
   interagir	
  avec	
   les	
  protéines	
  pro-­‐apoptotiques	
  Bax	
   (Bcl-­‐2	
  associated	
  X	
  protein)	
  et	
  

Bak	
  (Bcl-­‐2	
  antagonist/killer)	
  qui	
  ne	
  contiennent	
  pas	
  le	
  domaine	
  BH4	
  (Figure	
  10)	
  

	
  

Figure	
  10	
  :	
  Structure	
  et	
  classification	
  des	
  membres	
  de	
  la	
  famille	
  Bcl-­‐2.	
  	
  

TM	
  =	
  domaine	
  transmembranaire,	
  BH	
  =	
  Binding	
  Homology.	
  Inspiré	
  de	
  Cory	
  et	
  Adams	
  [344]	
  

	
  
	
  

Les	
   protéines	
   pro-­‐apoptotiques	
   qui	
   ne	
   contiennent	
   qu’un	
   domaine	
   BH3,	
   dites	
  

protéines	
   BH3-­‐only,	
   régulent	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   suite	
   à	
   un	
   stress	
   cellulaire	
   en	
  

interagissant	
  avec	
  les	
  protéines	
  pro-­‐	
  ou	
  anti-­‐apoptotiques	
  [340].	
  Les	
  protéines	
  de	
  la	
  famille	
  



57	
  

Bcl-­‐2	
   peuvent	
   posséder,	
   ou	
   non,	
   un	
   domaine	
   transmembranaire	
   qui	
   permet	
   leur	
   ancrage	
  

dans	
  les	
  membranes	
  externes	
  des	
  mitochondries,	
  du	
  noyau	
  et	
  du	
  réticulum	
  endoplasmique	
  

[345].	
  	
  

Les	
  protéines	
  Bax	
   et	
  Bak	
   favorisent	
   l’apoptose	
   cellulaire	
   en	
   s’intégrant	
   sous	
   forme	
  

d’homodimères	
   dans	
   la	
   membrane	
   externe	
   des	
   mitochondries	
   pour	
   former	
   des	
   MOMPs	
  

(mitochondrial	
   outer	
   membrane	
   permeabilization).	
   Il	
   est	
   couramment	
   admis	
   que	
   Bax	
   et	
  

Bak	
   forment	
   des	
   canaux	
   [346]	
   ou	
   des	
   pores	
   [347]	
   dans	
   la	
   membrane	
   mitochondriale	
  

permettant	
   la	
   diffusion	
   dans	
   le	
   cytoplasme	
   cellulaire	
   du	
   cytochrome	
   c	
   ainsi	
   que	
   deux	
  

activateurs	
  de	
  caspases	
  :	
  DIABLO/SMAC	
  (direct	
  inhibitor	
  of	
  apoptosis-­‐binding	
  protein	
  with	
  

low	
   pH	
   /Second	
   mitochondria-­‐derived	
   activator	
   of	
   caspase)	
   et	
   HTRA2/OMI	
   (High-­‐

Temperature	
   Requirement	
   protein	
   A2).	
   La	
   libération	
   du	
   cytochrome	
   c	
   est	
   indispensable	
  

pour	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   cellules	
   suite	
   à	
   un	
   stress	
   comme	
  une	
   irradiation	
   [348].	
   Le	
  

cytochrome	
   c	
   interagit	
   avec	
   la	
   protéine	
   cytoplasmique	
   Apaf-­‐1	
   (Apoptotic	
   Protease-­‐

Activating	
  Factor-­‐1)	
  induisant	
  une	
  modification	
  de	
  sa	
  structure,	
  ce	
  qui	
  lui	
  permet	
  de	
  former	
  

un	
  heptamère.	
  Les	
  protéines	
  Apaf-­‐1	
  possèdent	
  des	
  domaines	
  CARDs	
  qui	
  vont	
  interagir	
  par	
  

réaction	
   homophilique	
   avec	
   ceux	
   de	
   la	
   pro-­‐caspase	
   9.	
   Ce	
   complexe	
   protéique	
   est	
   appelé	
  

apoptosome	
   [349].	
   Les	
   pro-­‐caspases	
   9	
   recrutées	
   dans	
   l’apoptosome	
   sont	
   alors	
   clivées	
   et	
  

vont	
   à	
   leur	
   tour	
   cliver	
   les	
   pro-­‐caspases	
   effectrices	
   3,	
   6,	
   et	
   7.	
   Les	
   voies	
   d’apoptose	
  

extrinsèque	
  et	
  intrinsèque	
  convergent	
  donc	
  au	
  niveau	
  des	
  caspases	
  effectrices	
  (Figure	
  11).	
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Figure	
  11	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  voie	
  d’apoptose	
  intrinsèque.	
  	
  

Inspiré	
  de	
  de	
  Krammer	
  [301]	
  

	
  
	
  

La	
   formation	
   des	
   complexes	
  MOMPs	
   à	
   la	
  membrane	
  mitochondriale	
   est	
   fortement	
  

contrôlée	
  par	
   les	
  membres	
  anti-­‐apoptotiques	
  de	
   la	
   famille	
  Bcl-­‐2.	
  Ainsi	
   l’absence	
  de	
  Bcl-­‐XL	
  

induit,	
   chez	
   la	
  souris,	
   la	
  mort	
  d’un	
  nombre	
   important	
  de	
  cellules	
  hématopoiétiques	
   [350],	
  

tandis	
   que	
   l’absence	
   de	
   Bcl-­‐2	
   conduit	
   à	
   une	
   mort	
   massive	
   des	
   lymphocytes	
   et	
   des	
  

progéniteurs	
   de	
  mélanocytes	
   [351].	
   Ces	
   phénotypes	
   sont	
   dus	
   au	
   fait	
   que	
   Bcl-­‐2	
   et	
   Bcl-­‐XL	
  

limitent	
   la	
  formation	
  des	
  MOMPs	
  en	
  inhibant	
   l’homodimérisation	
  de	
  Bax	
  ou	
  Bak	
  ainsi	
  que	
  

leur	
  translocation	
  au	
  niveau	
  de	
   la	
  membrane	
  mitochondriale	
  [352].	
  Les	
  protéines	
  Bcl-­‐2	
  et	
  

Bcl-­‐XL	
  sont	
  elles-­‐mêmes	
  régulées	
  au	
  niveau	
  transcriptionnel	
  et/ou	
  post-­‐translationnel.	
  Par	
  

exemple,	
   lors	
   de	
   l’activation	
   d’un	
   lymphocyte	
   T	
   naïf,	
   la	
   reconnaissance	
   d’un	
   antigène	
   en	
  

présence	
  de	
  CD28	
   induit	
  une	
  augmentation	
  de	
   l’expression	
  de	
  Bcl-­‐xL	
   [353].	
  La	
  régulation	
  

post-­‐translationnelle	
  peut	
  être	
  due	
  soit	
  à	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  Bcl-­‐2	
  ou	
  Bcl-­‐XL	
  qui	
  stabilise	
  

l’interaction	
  avec	
  Bax	
  ou	
  Bak,	
   soit	
  à	
  des	
   interactions	
  avec	
   les	
  protéines	
  BH3-­‐only	
   libérant	
  

Bax	
  ou	
  Bak	
  [354].	
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Les	
   protéines	
   BH3-­‐only	
   sont	
   souvent	
   décrites	
   comme	
   des	
   régulateurs	
   et	
   des	
  

senseurs	
  de	
  l’apoptose	
  cellulaire	
  par	
  la	
  voie	
  intrinsèque.	
  Chez	
  les	
  mammifères,	
  on	
  distingue	
  

8	
  protéines	
  BH3-­‐only	
  qui	
  peuvent	
  toutes	
  interagir,	
  grâce	
  à	
  leur	
  domaine	
  BH3,	
  avec	
  au	
  moins	
  

une	
  des	
  protéines	
   anti-­‐apoptotiques,	
   ce	
  qui	
   favorise	
   l’apoptose	
   cellulaire	
   [355].	
   Certaines	
  

protéines	
  BH3-­‐only,	
  dont	
  Bid	
  (BH3	
  Interacting-­‐Domain)	
  et	
  Bim	
  (Bcl-­‐2-­‐interacting	
  mediator	
  

of	
  cell	
  death),	
  peuvent	
  également	
  interagir	
  avec	
  les	
  protéines	
  pro-­‐apoptotiques	
  Bax	
  ou	
  Bak	
  

favorisant	
   la	
   formation	
   des	
   MOMPs	
   et	
   l’apoptose	
   cellulaire	
   [356,	
   357].	
   Toutefois	
   les	
  

protéines	
  BH3-­‐only	
  n’induisent	
  pas	
  directement	
   l’apoptose	
  des	
  cellules	
  car,	
  même	
  si	
  elles	
  

sont	
   surexprimées,	
   en	
   absence	
   de	
   Bax	
   ou	
   Bak	
   on	
   ne	
   détecte	
   pas	
   d’apoptose	
   [358].	
   Les	
  

protéines	
   BH3-­‐only	
   interviennent	
   donc	
   en	
   amont	
   de	
   Bax	
   et	
   Bak	
   et	
   leur	
   action	
   pro-­‐

apoptotique	
  est	
  régulée	
  soit	
  de	
  manière	
  transcriptionnelle,	
  comme	
  c’est	
  le	
  cas	
  de	
  NOXA	
  et	
  

PUMA	
   (p53	
   Upregulated	
   Modulator	
   of	
   Apoptosis),	
   soit	
   de	
   manière	
   post-­‐translationnelle	
  

comme	
  c’est	
   le	
   cas	
  de	
  Bad	
   (Bcl-­‐2	
  Associated	
  Death	
  promoter)	
  ou	
  Bid	
  ou	
   les	
  deux	
   comme	
  

c’est	
  le	
  cas	
  de	
  Bim	
  [357,	
  359-­‐366].	
  	
  

	
  

Le	
  traitement	
  par	
  rayon	
  x	
  de	
  cellules	
  murines	
  induit	
  l’expression	
  de	
  NOXA	
  et	
  PUMA	
  

qui	
  interagiront	
  avec	
  Bcl-­‐2	
  et	
  Bcl-­‐XL	
  favorisant	
  l’homodimérisation	
  de	
  Bax	
  et	
  Bak	
  [359,	
  360]	
  

et	
   donc	
   l’apoptose.	
   PUMA	
   peut	
   également	
   être	
   induit	
   par	
   la	
   privation	
   en	
   facteur	
   de	
  

croissance	
  ou	
  en	
  présence	
  de	
  glucorticoïdes	
  [361].	
  Bad,	
  une	
  autre	
  protéine	
  BH-­‐3	
  only,	
  est	
  

un	
   senseur	
   de	
   la	
   privation	
   en	
   certaines	
   cytokines	
   comme	
   l’IL-­‐2.	
   En	
   absence	
   d’IL-­‐2,	
   on	
  

observe	
  l’expression	
  dans	
   les	
   lymphocytes	
  T	
  de	
   la	
  protéine	
  phosphatase	
  2A	
  (PP2A).	
  PP2A	
  

peut	
  alors	
  déphosphoryler	
  Bad	
  [362]	
  qui	
  pourra	
  dès	
  lors	
  interagir	
  avec	
  Bcl-­‐2	
  et	
  Bcl-­‐XL	
  [367]	
  

libérant	
  Bax	
  et	
  Bak	
  [368]	
  (Figure	
  12).	
  	
  

	
  

Il	
   a	
  également	
  été	
  montré,	
  dans	
   les	
  hépatocytes,	
  que	
  Bid	
  pouvait	
  être	
  activé	
  par	
   la	
  

caspase-­‐8	
   suite	
   à	
   la	
   fixation	
   d’un	
   faible	
   nombre	
   de	
   ligands	
   sur	
   les	
   récepteurs	
   de	
   mort	
  

cellulaire.	
   Il	
   pouvait	
   dès	
   lors	
   interagir	
   avec	
   Bcl-­‐2,	
   Bcl-­‐XL	
   ou	
   avec	
   Bak	
   et	
   Bax	
   [357,	
   363]	
  

induisant	
  l’apoptose	
  des	
  hépatocytes.	
  Toutefois,	
  les	
  souris	
  KO	
  pour	
  Bid	
  ne	
  montrent	
  pas	
  de	
  

lymphoprolifération	
   excluant	
   un	
   rôle	
   majeur	
   de	
   Bid	
   dans	
   l’induction	
   de	
   l’apoptose	
   des	
  

lymphocytes	
  [364].	
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Bim	
   a	
   été	
   décrit	
   comme	
   un	
   régulateur	
   d’apoptose	
   dans	
   de	
   nombreux	
   types	
  

cellulaires	
  dont	
   les	
   lymphocytes	
  T.	
  L’expression	
  de	
  Bim	
  est	
  augmentée	
  suite	
  à	
   l’activation	
  

via	
   le	
   TCR	
  mais	
   n’induit	
   pas	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   cellules.	
   En	
   effet,	
   dans	
   la	
   lignée	
   de	
  

lymphocytes	
  T	
  BK289,	
  l’activation	
  des	
  cellules	
  induit	
  une	
  expression	
  de	
  Bim	
  mais	
  aussi	
  de	
  

Bcl-­‐XL	
  qui	
   interagissent	
  entre	
  elles	
  provoquant	
  un	
  arrêt	
  de	
   l’apoptose	
  cellulaire.	
  Bim	
  peut	
  

également	
   interagir	
   avec	
   d’autres	
   molécules	
   anti-­‐apoptotiques	
   de	
   la	
   famille	
   Bcl-­‐2	
   [365].	
  

Dans	
   certaines	
   conditions	
   comme	
   une	
   privation	
   en	
   IL-­‐7,	
   l’expression	
   des	
  membres	
   de	
   la	
  

famille	
  Bcl-­‐2	
  diminue	
  ce	
  qui	
  permet	
  la	
  libération	
  de	
  Bim	
  et	
  son	
  activation	
  [369].	
  	
  

	
  

Figure	
  12	
  :	
  Représentation	
  des	
  différentes	
  interactions	
  des	
  protéines	
  de	
  la	
  famille	
  Bcl-­‐
2	
  

	
  

	
  	
  
	
  

	
  

	
  



61	
  

Enfin	
   la	
   voie	
   intrinsèque	
   est	
   également	
   régulée	
   au	
   niveau	
   de	
   l’activité	
   de	
  

l’apoptosome	
   grâce	
   à	
   des	
   inhibiteurs	
   d’apoptose	
   (IAP).	
   Initialement	
   décrites	
   dans	
   les	
  

baculovirus	
  [370],	
  les	
  IAPs,	
  dont	
  XIAP	
  (X-­‐chromosome	
  linked	
  IAP)	
  se	
  lient	
  à	
  la	
  caspase	
  9	
  et	
  

inhibent	
   son	
  activité	
   [371	
  ,	
  372].	
  Mais	
  XIAP	
  peut	
  également	
   se	
   fixer	
  à	
   la	
   caspase	
  3	
  et	
  à	
   la	
  

caspase	
   7	
   [373].	
   Le	
   fait	
   que	
   XIAP	
   puisse	
   interagir	
   avec	
   différentes	
   caspases	
   permet	
   de	
  

réguler	
   de	
   manière	
   simultanée	
   la	
   voie	
   d’apoptose	
   intrinsèque	
   et	
   extrinsèque	
   [374].	
   La	
  

libération	
   de	
   SMAC/DIABLO	
   lors	
   de	
   la	
   formation	
   du	
   complexe	
  MOMP,	
   permet	
   sa	
   liaison	
  

avec	
   les	
   IAPs	
   dont	
   XIAP	
   [375	
  ,	
   376]	
   libérant	
   les	
   caspases	
   9,	
   3	
   et	
   7	
   causant	
   l’entrée	
   en	
  

apoptose	
   des	
   cellules.	
   Comme	
   SMAC/DIABLO,	
  HTRA2/OMI	
   peut	
   interagir	
   [377]	
   ou	
   cliver	
  

[378]	
  les	
  IAPs	
  permettant	
  l’activation	
  des	
  caspases	
  9,	
  3	
  et	
  7.	
  

	
  

Collaboration	
  entre	
  la	
  voie	
  intrinsèque	
  et	
  la	
  voie	
  extrinsèque	
  	
  

	
  

En	
  2008,	
  une	
  étude	
  menée	
  par	
  Hughes	
  [379]	
  a	
  montré	
  qu’à	
   la	
  suite	
  d’une	
  infection	
  

virale	
   aigüe,	
   l’apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   CD8	
   était	
   induite	
   par	
   l’activation	
   de	
   la	
   voie	
  

intrinsèque.	
  Par	
  contre,	
  lors	
  d’une	
  infection	
  virale	
  chronique,	
  il	
  observait	
  une	
  activation	
  des	
  

deux	
  voies	
  :	
   l’activation	
  chronique	
  du	
  TCR	
   induisait	
   l’expression	
  de	
  Fas	
  et	
  de	
  FasL	
  sur	
   les	
  

lymphocytes	
   T	
   ainsi	
   que	
   l’expression	
   de	
   Bim	
   [379].	
   La	
  même	
   année,	
   une	
   autre	
   équipe	
   a	
  

également	
  montré	
  que	
  tant	
  la	
  voie	
  intrinsèque	
  que	
  la	
  voie	
  extrinsèque	
  étaient	
  nécessaires	
  à	
  

la	
  contraction	
  de	
  la	
  réponse	
  immunitaire	
  suite	
  à	
  une	
  infection	
  virale	
  [380].	
  L’activation	
  de	
  

Bim	
  lors	
  d’une	
  infection	
  chronique	
  peut	
  s’expliquer	
  par	
  l’absence	
  de	
  production	
  d’IL-­‐2	
  par	
  

les	
   lymphocytes	
  T	
  dans	
  ces	
  conditions	
  [81].	
  Enfin	
  en	
  2011,	
  une	
  collaboration	
  entre	
  Bid	
  et	
  

Bim	
   a	
   été	
   décrite	
   durant	
   une	
   infection	
   virale	
   chronique	
  :	
   si	
   Bid	
   n’est	
   pas	
   essentiel	
   à	
  

l’induction	
  d’apoptose	
  par	
  la	
  voie	
  Fas,	
  il	
  permet	
  cependant	
  d’amplifier	
  la	
  synergie	
  entre	
  les	
  

deux	
  voies	
  d’apoptoses	
  [381].	
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Autre	
  voies	
  d’Apoptose	
  	
  

	
   	
  

	
   On	
   observe	
   dans	
   certains	
   cas	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   cellules	
   sans	
   que	
   les	
   voies	
  

intrinsèque	
  et	
  extrinsèque	
  soient	
  activées.	
  	
  

	
  

	
   Le	
  GranZyme	
  B	
  (Granule	
  Enzyme)	
  provoque	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  de	
  nombreux	
  types	
  

cellulaires	
  par	
  clivage	
  des	
  caspases.	
  Il	
   fait	
  partie	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  GranZymes	
  qui	
  sont	
  des	
  

protéases	
  à	
   sérine	
   contenues	
  dans	
   les	
  granules	
  excrétés	
  par	
   les	
  NK	
  ou	
   les	
   lymphocytes	
  T	
  

cytotoxiques	
  à	
   la	
   suite	
  de	
   l’engagement	
  du	
  TCR	
   [382].	
   Il	
   a	
   été	
  montré	
  que	
   le	
  granzyme	
  B	
  

induisait	
   l’apoptose	
   par	
   un	
   clivage	
   direct	
   de	
   la	
   pro-­‐caspase	
   3	
   et	
   présentait	
   in	
   vitro	
   une	
  

activité	
  protéolytique	
  sur	
  les	
  pro-­‐caspases	
  6,	
  7,	
  8,	
  9	
  et	
  10	
  [382].	
  	
  

	
  

	
   La	
   cathepsine	
   B	
   est	
   une	
   cysteine	
   protéase	
   contenue	
   dans	
   les	
   lysosomes.	
   En	
   cas	
   de	
  

stress	
  cellulaire,	
  comme	
  la	
  présence	
  de	
  ROS	
  [383],	
   le	
   lysosome	
  relâche	
  de	
   la	
  cathepsine	
  B	
  

qui	
  viendra	
  cliver	
  la	
  protéine	
  Bid	
  [384]	
  permettant	
  la	
  formation	
  de	
  MOMP	
  et	
  l’activation	
  de	
  

la	
  pro-­‐caspase	
  9.	
  Cependant	
  Bid	
  n’est	
  pas	
  la	
  seule	
  cible	
  de	
  la	
  cathepsine	
  B	
  puisqu’on	
  observe	
  

l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  cellules	
  du	
  cervelet	
  par	
  la	
  voie	
  des	
  cathepsines	
  dans	
  des	
  souris	
  KO	
  

pour	
  BID	
  [385].	
  	
  

	
  

	
   CD24	
   est	
   une	
   «	
  glycosyl-­‐phosphatidylinositol-­‐anchored	
   glycoprotein	
  »	
   exprimée	
  

transitoirement	
  lors	
  du	
  développement	
  et	
  de	
  la	
  différenciation	
  des	
  cellules	
  appartenant	
  à	
  la	
  

lignée	
   lymphoïde	
   ou	
   neurale.	
   Fortement	
   exprimé	
   au	
   niveau	
   des	
   thymocytes	
   doublement	
  

négatifs	
   ou	
   doublement	
   positifs,	
   CD24	
   est	
   impliqué	
   dans	
   la	
   délétion	
   des	
   thymocytes	
   en	
  

absence	
   de	
   stimulation	
   de	
   leur	
   TCR.	
   Il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   l’activation	
   de	
   CD24	
   induit	
  

l‘externalisation	
   de	
   PS,	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
   polarité	
   des	
   mitochondries	
   provoquant	
   la	
  

libération	
  de	
  AIF	
  (Apoptosis-­‐Inducing	
  Factor)	
  [386].	
  La	
  protéine	
  AIF	
  est	
  une	
  flavoprotéine	
  

qui	
  exerce	
  son	
  activité	
  pro-­‐apoptotique	
  en	
  induisant	
  la	
  condensation	
  de	
  la	
  chromatine	
  et	
  la	
  

fragmentation	
   de	
   l’ADN.	
   Son	
   activité	
   pro-­‐apoptotique	
   est	
   indépendante	
   des	
   caspases.	
   En	
  

effet,	
   l’ajout	
  d’un	
  puissant	
   inhibiteur	
  de	
  caspase,	
   le	
  Z-­‐VADfmk,	
  n’inhibe	
  pas	
   l’activité	
  de	
   la	
  

protéine	
  d’AIF	
  [387].	
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Mécanismes	
  d’induction	
  d’apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  

	
  

Les	
  récepteurs	
  de	
  mort	
  cellulaire	
  

	
  

Fas	
  et	
  FasL	
  
	
  

Le	
  récepteur	
  Fas	
  est	
  une	
  glycoprotéine	
   transmembranaire	
  appartenant	
  à	
   la	
   famille	
  

des	
  TNFR	
   récepteurs.	
   Fas	
   est	
   caractérisé	
  par	
   la	
  présence	
  de	
   trois	
   régions	
   extracellulaires	
  

riches	
   en	
   cystéine	
   (région	
   CRD)	
   [388]	
   et	
   d’un	
   domaine	
   DD	
   dans	
   sa	
   partie	
   intracellulaire	
  

[389].	
  Les	
  domaines	
  CRDs	
  sont	
  nécessaires	
  à	
  l’interaction	
  entre	
  Fas	
  et	
  son	
  ligand.	
  En	
  effet,	
  

lorsqu’un	
  des	
   deux	
   domaines	
   CRDs	
   les	
   plus	
   proches	
   de	
   la	
  membrane	
   est	
  muté,	
   la	
   liaison	
  

entre	
  Fas	
  et	
  son	
  ligand	
  est	
  abolie	
  ainsi	
  que	
  le	
  signal	
  d’apoptose	
  [390].	
  Par	
  contre,	
  lorsque	
  le	
  

premier	
   CRD	
   est	
  muté,	
   l’apoptose	
  persiste	
  mais	
   est	
   diminuée.	
   Ce	
   premier	
   CRD	
  permet	
   la	
  

trimérisation	
   des	
   récepteurs	
   Fas	
   en	
   absence	
   de	
   ligand,	
   grâce	
   à	
   une	
   interaction	
  

homophilique	
   [324-­‐326].	
   L’absence	
   de	
   trimérisation	
   du	
   récepteur	
   Fas	
   limite	
   l’entrée	
   en	
  

apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   induisant	
   chez	
   l’homme	
   le	
   développement	
   d’un	
   syndrome	
  

lymphoprolifératif	
  auto-­‐immun	
  de	
  type	
  Ia	
  [326].	
  Le	
  domaine	
  DD	
  est	
  constitué	
  de	
  6	
  hélices	
  α	
  

qui	
   changent	
   de	
   conformation	
   en	
   présence	
   du	
   ligand	
   permettant	
   l’oligomérisation	
   des	
  

complexes	
  Fas/FasL	
  ainsi	
  que	
  le	
  recrutement	
  de	
  FADD	
  [391].	
  	
  

	
  

De	
  l’ARNm	
  codant	
  pour	
  Fas	
  est	
  détecté	
  dans	
  de	
  nombreux	
  tissus	
  dont	
  le	
  thymus,	
  le	
  

foie,	
   le	
   cœur,	
   les	
   poumons,	
   les	
   reins	
   et	
   les	
   ovaires	
   [392].	
   Fas	
   n’est	
   pas	
   exprimé	
   sur	
   les	
  

lymphocytes	
  T	
  naïfs	
  mais	
  son	
  expression	
  est	
   induite	
   tant	
  chez	
   l’homme	
  [393]	
  que	
  chez	
   la	
  

souris	
  [394]	
  suite	
  à	
  l’engagement	
  du	
  TCR.	
  Fas	
  est	
  également	
  exprimé	
  sur	
  les	
  macrophages,	
  

les	
  éosinophiles	
  et	
  les	
  neutrophiles	
  [395].	
  

	
  

FasL	
  une	
  protéine	
  transmembranaire	
  de	
  type	
  II	
  qui	
  fait	
  partie	
  de	
  la	
  famille	
  du	
  TNF.	
  

Elle	
  possède	
  dans	
  sa	
  région	
  extracellulaire	
  un	
  domaine	
  homologue	
  au	
  TNF	
  (THD)	
  [396].	
  Ce	
  

domaine	
  THD	
  permet	
  l’interaction	
  entre	
  FasL	
  et	
  les	
  domaines	
  CRDs	
  de	
  Fas.	
  En	
  2003,	
  il	
  a	
  été	
  

montré	
   que	
   FasL	
   induisait	
   l’apoptose	
   uniquement	
   si	
   les	
   ligands	
   formaient	
   un	
   complexe	
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trimérique	
  associé	
  à	
  une	
  membrane	
  [397].	
  L’oligomérisation	
  est	
  possible	
  grâce	
  à	
  la	
  région	
  

d’auto-­‐assemblage	
   (domaine	
   SA)	
   située	
   près	
   de	
   la	
  membrane	
   cytoplasmique	
   [396].	
   FasL	
  

possède	
  également	
  un	
  domaine	
  MP-­‐s	
  (Metalloprotease	
  Substrate	
  Site)	
  qui	
  permet	
  le	
  clivage	
  

de	
   sa	
   partie	
   extracellulaire	
   par	
   une	
   métalloprotéinase,	
   libérant	
   du	
   FasL	
   soluble	
   (sFasL).	
  

Ainsi	
   le	
   traitement	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   avec	
   de	
   l’acide	
   hydroxamique,	
   un	
   inhibiteur	
   de	
  

métalloprotéinase,	
   augmente	
   le	
   nombre	
   de	
   molécules	
   FasL	
   à	
   la	
   surface	
   des	
   cellules	
   et	
  

diminue	
   celui	
   de	
   FasL	
   soluble	
   dans	
   le	
   surnageant	
   de	
   culture	
   [398].	
   Contrairement	
   aux	
  

autres	
  membres	
  de	
  la	
  famille	
  TNF,	
  FasL	
  possède	
  dans	
  sa	
  région	
  intracellulaire	
  un	
  domaine	
  

riche	
   en	
   proline	
   (PRD)	
   permettant	
   son	
   interaction	
   avec	
   des	
   protéines	
   qui	
   régulent	
   sa	
  

mobilisation	
  et	
  sa	
  localisation	
  à	
  l’intérieur	
  des	
  cellules	
  [399]	
  (Figure	
  13).	
  	
  

	
  

Figure	
  13	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  structure	
  de	
  FasL	
  

THD	
  =	
  domaine	
  homologue	
  au	
  TNF	
  ;	
   SA	
  =	
   région	
  d’auto-­‐assemblage	
  ;	
  MP	
  =	
  Substrat	
  pour	
  
une	
  Métalloprotéase	
  ;	
  TM	
  =	
  Domaine	
  Transmembranaire	
  ;	
  PRD	
  =	
  Domaine	
  riche	
  en	
  proline	
  
[399]	
  

	
  
	
  

	
  

L’expression	
   de	
   FasL	
   est	
   beaucoup	
   plus	
   restreinte	
   que	
   celle	
   de	
   son	
   récepteur.	
  

Exprimé	
   principalement	
   sur	
   les	
   lymphocytes	
   T,	
   les	
   cellules	
  NK	
   [400]	
   et	
   les	
  macrophages	
  

[401]	
  activés,	
  FasL	
  peut	
  être	
  également	
  détecté	
  sur	
  les	
  cellules	
  de	
  Sertoli	
  dans	
  les	
  testicules	
  

[402]	
  ou	
  sur	
  les	
  cellules	
  épithéliales	
  présentes	
  dans	
  la	
  chambre	
  inférieure	
  de	
  l’oeil	
  [403].	
  	
  

	
  

Les	
  neutrophiles	
  humains	
  expriment	
  FasL	
  sans	
  qu’on	
  le	
  détecte	
  en	
  surface.	
  In	
  vitro,	
  il	
  

a	
  été	
  montré	
  que	
  ces	
  cellules	
  relarguent	
  FasL	
  sous	
  forme	
  soluble	
  [395]	
  [404].	
  	
  

	
  

Au	
  niveau	
  des	
  lymphocytes	
  T,	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  est	
  induite	
  par	
  la	
  reconnaissance	
  

de	
   l’antigène	
   [405].	
   L’engagement	
   du	
   TCR	
   active	
   les	
   tyrosines	
   kinases	
   Zap-­‐70	
   (Zeta	
  

Associated	
  Protein	
  –	
  70	
  kDa)	
  et	
   lck	
  (tyrosine	
  proteine	
  kinase)	
  permettant	
   la	
  transcription	
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du	
  facteur	
  Egr-­‐3	
  (Early	
  Growth	
  Response	
  Gene-­‐3)	
  menant	
  à	
  la	
  transcription	
  de	
  FasL	
  [406].	
  

La	
  délétion	
  de	
  ZAP-­‐70	
  dans	
  des	
  cellules	
  Jurkat	
  empêche	
  l’augmentation	
  de	
  l’expression	
  de	
  

FasL	
  et	
  diminue	
  leur	
  sensibilité	
  à	
  l’AICD	
  [407].	
  Inversément,	
  la	
  transfection	
  de	
  Zap-­‐70	
  dans	
  

une	
  lignée	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  déficients	
  pour	
  cette	
  kinase	
  permet	
  de	
  restaurer	
  l’expression	
  

de	
  FasL	
  et	
  leur	
  sensibilité	
  à	
  l’apoptose	
  [408].	
  L’IFNγ	
   induit	
  également	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  

sur	
  les	
  lymphocytes	
  T.	
  En	
  effet,	
  la	
  fixation	
  de	
  l’IFNγ	
  sur	
  son	
  récepteur	
  amplifie	
  l’expression	
  

du	
   facteur	
  de	
  transcription	
  IRF-­‐1	
  (Interferon	
  Regulatory	
  Factor-­‐1)	
  qui	
  peut	
  se	
   fixer	
  sur	
   le	
  

promoteur	
   de	
   FasL	
   et	
   induire	
   sa	
   transcription.	
   Le	
   blocage	
   de	
   l’expression	
   de	
   IRF-­‐1	
   par	
  

mutagénèse	
  ou	
  délétion	
  diminue	
  celle	
  de	
  FasL	
  sur	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  [409].	
  	
  
	
  

La	
   fixation	
   de	
   mFasL	
   (FasL	
   membranaire)	
   sur	
   son	
   récepteur	
   conduit	
   à	
  

l’oligomérisation	
   des	
   complexes	
   Fas/FasL	
   qui	
   seront	
   internalisés	
   dans	
   une	
   vésicule	
  

endosomique	
   permettant	
   la	
   formation	
   du	
   DISC,	
   première	
   étape	
   de	
   la	
   voie	
   d’apoptose	
  

extrinsèque	
   [332]	
   [410].	
   L’apoptose	
   est	
   inhibée	
   par	
   l’hydrolyse	
   du	
   phospholipide	
   PIP2	
  

(Phosphatidylinositol	
  4,5-­‐biphosphate)	
   responsable	
  de	
   l’internalisation	
  du	
  complexe	
  DISC	
  

[333].	
  	
  

	
  

L’apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   par	
   la	
   voie	
   Fas/FasL	
   peut	
   se	
   produire	
   par	
   un	
  

mécanisme	
  de	
   suicide	
   ou	
   de	
  mort	
   fratricide.	
   Les	
   lymphocytes	
   T	
   activés	
   expriment	
   Fas	
   et	
  

deviennent	
  sensibles	
  à	
  l’apoptose	
  à	
  cause	
  d’une	
  diminution	
  de	
  l’expression	
  de	
  cFLIP	
  [338].	
  

Cette	
   activation	
   induit	
   aussi	
   l’expression	
   de	
   mFasL	
   sur	
   ces	
   mêmes	
   lymphocytes.	
   Fas	
   et	
  

mFasL	
   peuvent	
   alors	
   interagir	
   soit	
   à	
   la	
   surface	
   d’une	
  même	
   cellule	
   soit	
   avec	
   une	
   cellule	
  

voisine	
   [411].	
   Dans	
   ce-­‐cas	
   ci,	
   la	
   délétion	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   n’est	
   pas	
   spécifique	
   de	
  

l’antigène	
   mais	
   dépend	
   de	
   leur	
   état	
   d’activation	
   [412].	
   Il	
   a	
   de	
   fait	
   été	
   montré	
   que	
   les	
  

lymphocytes	
  T	
  naïfs	
  ne	
  sont	
  pas	
  sensibles	
  au	
  suicide	
  cellulaire	
  [413].	
  

	
  

En	
   théorie,	
   l’apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   pourrait	
   également	
   être	
   induite	
   par	
   un	
  

mécanisme	
   paracrine	
   via	
   sFasL.	
   Toutefois,	
   seule	
   la	
   forme	
  membranaire	
   semble	
   jouer	
   un	
  

rôle.	
   En	
   effet,	
   les	
   souris	
   KO	
   pour	
   sFasL	
   ne	
   montrent	
   pas	
   de	
   problème	
   d’auto-­‐immunité	
  

tandis	
   que	
   les	
   souris	
   KO	
  pour	
   la	
   forme	
  membranaire	
  meurent	
   d’un	
   syndrome	
  proche	
   du	
  

lupus	
  [414].	
   sFasL	
   semble	
   avoir	
   plutôt	
   un	
   rôle	
   pro-­‐inflammatoire	
   en	
   favorisant	
   le	
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recrutement	
  des	
  neutrophiles	
  et	
   leur	
  production	
  d’IL-­‐1β	
   [415].	
  Quelques	
  études	
  montrent	
  

cependant	
  un	
  rôle	
  de	
  sFasL	
  dans	
  l’apoptose	
  mais	
  ceci	
  semble	
  lié	
  à	
  la	
  forme	
  de	
  sFasL	
  utilisée.	
  

En	
   effet,	
   la	
   forme	
   naturelle	
   de	
   sFasL	
   n’induit	
   pas	
   l’apoptose	
   [416]	
   tandis	
   qu’une	
   forme	
  

recombinante	
  de	
  sFasL	
  constituée	
  de	
  l’ensemble	
  du	
  domaine	
  extracellulaire	
  l’induit	
  [417].	
  

Cette	
   différence	
   peut	
   s’expliquer	
   par	
   le	
   fait	
   que	
   le	
   sFasL	
   recombinant	
   permet	
  

l’oligomérisation	
  du	
  ligand,	
  ce	
  que	
  ne	
  permet	
  pas	
  la	
  forme	
  naturelle	
  [418].	
  	
  

	
  

L’apoptose	
  par	
  la	
  voie	
  Fas/FasL	
  est	
  critique	
  pour	
  le	
  développement	
  et	
  l’homéostasie	
  

du	
   système	
   immunitaire.	
   En	
   effet,	
   une	
   mutation	
   dans	
   Fas,	
   comme	
   chez	
   les	
   souris	
   lpr	
  

(LymphoPRoliferation)	
   [419]	
   ou	
   dans	
   FasL,	
   comme	
   chez	
   les	
   souris	
   gld	
   (Generalized	
  

Lymphoproliferation	
   Disease)	
   [420]	
   provoque	
   une	
   lymphoprolifération	
   importante	
   et	
  

conduit	
   au	
   développement	
   d’un	
   syndrome	
   auto-­‐immun.	
   Chez	
   l’homme,	
   ces	
   mutations	
  

provoquent	
  un	
  syndrome	
  sévère	
  de	
  lymphoprolifération	
  (ALPS)	
  [421,	
  422].	
  Chez	
  les	
  souris	
  

KO	
  pour	
  Fas	
  ou	
  pour	
  FasL,	
   la	
   lymphoprolifération	
  observée	
  est	
  beaucoup	
  plus	
  importante	
  

que	
  chez	
  les	
  souris	
  lpr	
  ou	
  gld	
  [423].	
  Ceci	
  est	
  dû	
  au	
  fait	
  que	
  les	
  souris	
  lpr	
  et	
  gld	
  expriment	
  

toujours	
  une	
  petite	
  quantité	
  de	
  Fas	
  ou	
  FasL	
  [424,	
  425].	
  Dans	
  ces	
  deux	
  souches	
  de	
  souris	
  la	
  

délétion	
  thymique	
  semble	
  normale	
  mais	
  pas	
  la	
  délétion	
  périphérique,	
  ce	
  qui	
  serait	
  donc	
  la	
  

cause	
  de	
  l’accumulation	
  des	
  lymphocytes	
  [426,	
  427].	
  L’introduction	
  d’un	
  transgène	
  codant	
  

pour	
   Fas	
   dans	
   les	
   souris	
   lpr	
   restaure	
   la	
   délétion	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   et	
   bloque	
   le	
  

développement	
  du	
  syndrome	
  lymphoprolifératif	
   [428].	
  Toutes	
  ces	
  expériences	
  confirment	
  

que	
  Fas	
  et	
  FasL	
  jouent	
  un	
  rôle	
  crucial	
  dans	
  la	
  mort	
  cellulaire	
  programmée	
  des	
  lymphocytes	
  

T	
  en	
  périphérie.	
  	
  

	
  

Enfin	
   la	
   voie	
   Fas/FasL	
   joue	
   également	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   l’homéostasie	
   des	
  

lymphocytes	
   B	
   [429].	
   Il	
   a	
   été	
   montré	
   in	
   vivo,	
   que	
   la	
   délétion	
   de	
   Fas	
   au	
   niveau	
   des	
  

lymphocytes	
   B	
   provoque	
   une	
   lymphoprolifération	
   des	
   lymphocytes	
   B	
   mémoires.	
   Cette	
  

lymphoprolifération	
  est	
  due	
  à	
  l’absence	
  d’un	
  contrôle	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  Th1	
  activés	
  qui	
  

expriment	
   FasL	
   et	
   qui	
   induisent	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   B	
   avec	
   lequel	
   ils	
   interagissent	
  

[429].	
  Une	
  autre	
  étude	
  réalisée	
  chez	
  des	
  souris	
  déficientes	
  pour	
  FasL	
  dans	
  les	
  lymphocytes	
  

T	
   uniquement	
   montre	
   une	
   augmentation	
   du	
   nombre	
   de	
   lymphocytes	
   B	
   et	
   de	
   cellules	
  

dendritiques.	
  En	
  plus	
  d’influencer	
   l’homéostasie	
  de	
   la	
  réponse	
  T,	
   l’expression	
  de	
  FasL	
  par	
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les	
   lymphocytes	
   T	
   permet	
   de	
   contrôler	
   la	
   population	
   de	
   lymphocytes	
   B	
   et	
   des	
   cellules	
  

dendritiques	
  [430].	
  	
  

	
  

Le	
   rôle	
   de	
   la	
   voie	
   Fas/FasL	
   dans	
   l’apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   au	
   niveau	
   des	
  

tumeurs,	
   permettant	
   leur	
   échappement,	
   est	
   encore	
   le	
   sujet	
   de	
   nombreuses	
   études	
   et	
  

controverses.	
  	
  

	
  

Chez	
   l’homme,	
   différents	
   types	
   de	
   tumeurs	
   exprimeraient	
   FasL.	
   C’est	
   le	
   cas	
   de	
  

certains	
   mélanomes	
   [431],	
   certains	
   cancers	
   du	
   foie	
   [432]	
   ou	
   du	
   colon	
   [433].	
   Ainsi,	
   des	
  

marquages	
   immunohistochimiques	
  ex	
  vivo	
  montrent	
  une	
  expression	
  de	
  FasL	
  par	
  60%	
  des	
  

tumeurs	
  colorectales	
  [434].	
  La	
  lignée	
  de	
  cancer	
  du	
  colon	
  SW620,	
  exprimant	
  FasL,	
  induit	
  in	
  

vitro	
  l’apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  activés	
  [435].	
  Il	
  a	
  été	
  montré	
  également	
  que	
  des	
  cellules	
  

ascitiques	
  de	
  cancer	
  de	
  l’ovaire	
  sécrètent	
  du	
  sFasL	
  ou	
  expriment	
  FasL	
  in	
  situ	
  ainsi	
  qu’après	
  

plusieurs	
  passages	
   in	
  vitro.	
  Ces	
  carcinomes	
  ovariens	
  FasL+	
  sont	
  capables	
  d’induire	
   in	
  vitro	
  

l’apoptose	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  exprimant	
  Fas	
  [436].	
  	
  

	
  

Cependant,	
   il	
   a	
   également	
   été	
  montré	
   in	
   vivo	
   que	
   l’injection	
   de	
   cellules	
   tumorales	
  

transfectées	
   avec	
   FasL	
   permettait	
   le	
   rejet	
   de	
   ces	
   même	
   cellules	
   grâce	
   à	
   un	
   recrutement	
  

massif	
  de	
  neutrophiles	
  [437].	
  La	
  présence	
  des	
  neutrophiles	
  provoquerait	
   la	
  production	
  de	
  

NO	
   et	
   de	
   superoxides	
   induisant	
   ainsi	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   cellules	
   tumorales	
   [438].	
  

L’injection	
   d’un	
   vecteur	
   viral	
   codant	
   pour	
   FasL	
   dans	
   l’environnement	
   d’un	
   carcinome	
   du	
  

colon,	
  tumeur	
  CT26	
  Fas-­‐,	
  provoque	
  également	
  le	
  rejet	
  tumoral.	
  Il	
  semblerait	
  que	
  le	
  rejet	
  des	
  

tumeurs	
  serait	
  dû,	
  ici	
  aussi,	
  à	
  un	
  recrutment	
  massif	
  de	
  cellules	
  inflammatoires	
  [439].	
  Enfin	
  

il	
   a	
   été	
  montré	
   dans	
   le	
   cas	
   du	
  mélanome	
   que	
   ce	
   n’étaient	
   pas	
   les	
   cellules	
   tumorales	
   qui	
  

exprimaient	
   FasL,	
  mais	
   plutôt	
   l’infiltrat	
   leucocytaire	
   [440].	
   En	
   outre,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
   que	
  

dans	
  de	
  nombreux	
  types	
  de	
  cancer	
  ce	
  sont	
  les	
  cellules	
  endothéliales	
  qui	
  expriment	
  FasL	
  et	
  

non	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  [441].	
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TNFR1	
  et	
  2	
  /TNFα	
  

	
  	
  

Découvert	
   en	
   1975,	
   le	
   TNFα	
   a	
   été	
   initialement	
   décrit	
   comme	
   un	
   facteur	
   soluble	
  

produit	
  par	
   les	
  macrophages,	
   capable	
  de	
  provoquer	
   la	
  nécrose	
  hémorragique	
  de	
   tumeurs	
  

solides	
  [442].	
  Le	
  TNFα	
  est	
  transcrit	
  sous	
  forme	
  d’un	
  précurseur,	
  le	
  pro-­‐TNFα,	
  exporté	
  à	
  la	
  

membrane	
   formant	
   le	
   TNFα	
   membranaire,	
   mTNFα,	
   où	
   il	
   peut	
   être	
   clivé	
   par	
   la	
  

métalloprotéinase	
  TACE	
  (TNF	
  Alpha	
  Converting	
  Enzyme)	
  libérant	
  le	
  TNFα	
  soluble,	
  sTNFα.	
  

Des	
  lymphocytes	
  T	
  déficients	
  pour	
  TACE	
  sont	
  incapables	
  de	
  produire	
  du	
  sTNFα	
  et	
  montrent	
  

une	
  accumulation	
  de	
  mTNFα	
   à	
   leur	
   surface	
   [443].	
  Les	
  deux	
   formes	
  de	
  TNFα	
   sont	
  actives	
  

sous	
   la	
   forme	
   d’homotrimères	
   capables	
   d’interagir	
   avec	
   un	
   récepteur	
   TNF	
   [444].	
  

Principalement	
   produit	
   par	
   les	
   cellules	
   hématopoiétiques	
   telles	
   que	
   les	
  macrophages,	
   les	
  

monocytes,	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  ou	
  B	
  ainsi	
  que	
  les	
  NK	
  activés,	
  il	
  peut	
  également	
  être	
  produit	
  

par	
   les	
   kératinocytes,	
   les	
   astrocytes,	
   les	
   cellules	
  microgliales	
   et	
   les	
   cellules	
   endothéliales	
  

[445,	
   446].	
   Sa	
   production	
   est	
   induite	
   par	
   le	
   LPS	
   lors	
   d’une	
   infection	
   bactérienne	
   ou	
   par	
  

différentes	
  cytokines	
  comme	
  l’IL-­‐1,	
  l’IL-­‐2,	
  le	
  TNFα	
  lui	
  même,	
  le	
  GM-­‐CSF,	
  le	
  M-­‐CSF	
  [447].	
  	
  

	
  

Le	
   TNFα	
   est	
   une	
   cytokine	
   pléiotropique	
   qui	
   induit	
   la	
   production	
   de	
   cytokines	
  

inflammatoires	
   par	
   plusieurs	
   types	
   cellulaires	
   dont	
   les	
   cellules	
   immunitaires,	
   mais	
  

également	
   la	
   production	
   d’IL-­‐8	
   par	
   les	
   cellules	
   épithéliales	
   gastriques	
   [448],	
   ou	
   la	
  

production	
  d’IL-­‐33	
  par	
  les	
  kératinocytes	
  de	
  l’épiderme	
  [449].	
  Il	
  joue	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  survie	
  

et	
  la	
  prolifération	
  cellulaire,	
  comme	
  dans	
  le	
  cas	
  des	
  cellules	
  de	
  la	
  crête	
  neurale	
  [450],	
  mais	
  

aussi,	
  paradoxalement,	
  dans	
  l’apoptose	
  des	
  cellules	
  telles	
  que	
  la	
   lignée	
  de	
  leucémie	
  HL-­‐60	
  

[451-­‐453].	
  Avec	
  l’IL-­‐1,	
  il	
  constitue	
  un	
  des	
  premiers	
  médiateurs	
  de	
  la	
  réaction	
  inflammatoire.	
  

Son	
  rôle	
  principal	
  est	
  de	
  protéger	
   l’organisme	
  contre	
   les	
   infections	
  batériennes,	
  virales	
  et	
  

parasitaires	
  [454,	
  455].	
  Sa	
  production	
  excessive	
  conduit	
  au	
  choc	
  septique	
  létal	
  [456].	
  Il	
  est	
  

impliqué	
  dans	
  les	
  symptômes	
  inflammatoires	
  associés	
  à	
  différentes	
  maladies	
  auto-­‐immunes	
  

comme	
  la	
  polyarthrite	
  rhumatoïde	
  [457]	
  ou	
  la	
  maladie	
  de	
  Crohn	
  [458].	
  Des	
  anticorps	
  anti-­‐

TNFα	
  sont	
  d’ailleurs	
  utilisés	
  en	
  clinique	
  humaine	
  pour	
  traiter	
  ces	
  maladies	
  [457,	
  459,	
  460].	
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Chez	
   l’homme	
   comme	
   chez	
   la	
   souris,	
   deux	
   récepteurs	
   spécifiques	
  ont	
   été	
   décrits	
  

pour	
   le	
  TNFα	
   :	
   le	
  TNFR1	
   (p55)	
   et	
   le	
  TNFR2	
   (p75).	
   Comme	
  pour	
   le	
   ligand,	
   les	
   récepteurs	
  

sont	
   fonctionnels	
   sous	
   forme	
   d’homotrimères	
   [444].	
   Le	
   récepteur	
   TNFR1	
   est	
   une	
  

glycoprotéine	
  transmembranaire	
  de	
  type	
  II	
  caractérisée	
  par	
  la	
  présence	
  de	
  quatre	
  régions	
  

CRDs	
  et	
  d’un	
  domaine	
  DD	
  dans	
  sa	
  partie	
  intracellulaire	
  [461].	
  Le	
  TNFR1	
  possède	
  aussi	
  dans	
  

sa	
  partie	
  intracellulaire	
  un	
  domaine	
  TRID	
  (TNF	
  receptor	
  Internalization	
  domain)	
  essentiel	
  à	
  

son	
   internalisation	
   [462].	
   Le	
   récepteur	
   TNFR2	
   est	
   également	
   une	
   protéine	
  

transmembranaire	
  de	
  type	
  II	
  comprenant	
  4	
  régions	
  CRDs,	
  mais	
  à	
  la	
  place	
  d’un	
  domaine	
  DD,	
  

il	
  possède	
  un	
  domaine	
  TIM	
  (TRAF-­‐Interacting	
  Motifs)	
  [461].	
  

	
  

Le	
  TNFR1	
  est	
  exprimé	
  de	
  manière	
  constitutive	
  par	
  la	
  majorité	
  des	
  cellules	
  alors	
  que	
  

l’expression	
  de	
  TNFR2	
  est	
  régulée	
  et	
  détectée	
  principalement	
  sur	
  les	
  cellules	
  immunitaires	
  

dont	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   suite	
   à	
   leur	
   activation	
   [446,	
   463].	
   Ces	
   deux	
   récepteurs	
   existent	
  

également	
  sous	
  forme	
  soluble.	
  Ils	
  sont	
  produits	
  par	
  le	
  clivage	
  de	
  la	
  région	
  extracellulaire	
  de	
  

la	
   forme	
  membranaire	
   par	
   TACE,	
   la	
  même	
  métalloprotéinase	
   que	
   celle	
   qui	
   clive	
   le	
   TNFα	
  

[464].	
   Les	
   récepteurs	
   solubles	
   semblent	
   augmenter	
   la	
   biodisponibilité	
   du	
   TNFα	
   lorsque	
  

celui-­‐ci	
   est	
   présent	
   en	
   faible	
   concentration	
   tandis	
   qu’ils	
   limiteraient	
   voire	
   inhiberaient	
  

l’effet	
  du	
  TNFα	
  à	
  plus	
  haute	
  concentration	
  [465].	
  	
  

	
  

Tant	
  que	
  le	
  récepteur	
  TNFR1	
  ne	
  rencontre	
  par	
  son	
  ligand,	
  le	
  domaine	
  DD	
  est	
  associé	
  

à	
   un	
   répresseur	
   SODD	
   (Silencer	
   Of	
   Death	
   Domain)	
   qui	
   permet	
   de	
   prévenir	
   l’activation	
  

constitutive	
   du	
   récepteur	
   sans	
   participer	
   toutefois	
   aux	
   voies	
   de	
   signalisation	
   en	
   aval.	
   En	
  

effet,	
   chez	
   des	
   souris	
   KO	
   pour	
   SODD,	
   on	
   ne	
   détecte	
   pas	
   d’anomalie	
   dans	
   la	
   voie	
   de	
  

signalisation	
  du	
  TNFR1	
  [466].	
  Selon	
  le	
  contexte	
  cellulaire	
  et	
  l’environnement,	
  la	
  fixation	
  du	
  

TNFα	
  sur	
  TNFR1	
  peut	
  induire	
  soit	
  la	
  prolifération,	
  soit	
  l’apoptose,	
  mais	
  le	
  choix	
  du	
  type	
  de	
  

réponse	
  n’est	
  pas	
  encore	
  clairement	
  compris	
  [467].	
  La	
  fixation	
  du	
  TNFα	
   libère	
  SODD	
  dans	
  

tous	
   les	
   cas,	
   rendant	
   le	
   domaine	
   DD	
   accessible	
   à	
   l’adaptateur	
   TRADD	
   (TNF	
   Receptor	
  

Associated	
   DD).	
   TRADD	
   pourra	
   recruter	
   soit	
   FADD	
   soit	
   TRAF2	
   (TNF	
   receptor	
   associated	
  

factor	
  2).	
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Si	
  TRADD	
  recrute	
  FADD,	
  alors	
   le	
  complexe,	
   le	
  récepteur	
  et	
  ses	
  protéines	
  associées,	
  

s’internaliseront	
  dans	
  une	
  vésicule	
  ce	
  qui	
  provoquera	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  de	
  la	
  cellule	
  par	
  

activation	
  de	
  la	
  pro-­‐caspase	
  8.	
  Comme	
  pour	
  le	
  complexe	
  Fas/FasL,	
  bloquer	
  l’internalisation	
  

du	
   récepteur	
   en	
  modifiant	
   le	
  domaine	
  TRID	
  par	
  mutation	
  abolit	
   l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  

cellules	
  [462]	
  (Figure	
  14).	
  

	
  

Si	
  TRADD	
  recrute	
  TRAF2,	
  il	
  pourra	
  interagir	
  avec	
  RIP	
  (Receptor	
  Interacting	
  Protein)	
  

et	
  activer	
  la	
  voie	
  NF-­‐κB	
  [468].	
  L’activation	
  de	
  NF-­‐κB	
  permet	
  la	
  transcription	
  de	
  différentes	
  

protéines	
   dont	
   des	
   cytokines	
   inflammatoires	
   comme	
   l’IL-­‐6	
   [469]	
   ou	
   des	
   inhibiteurs	
  

d’apoptose	
   tels	
   que	
   cFLIP	
   [470]	
   ou	
   des	
   IAPs	
   [471].	
   Des	
   cellules	
   déficientes	
   pour	
   RIP	
   ne	
  

peuvent	
  pas	
  activer	
  la	
  voie	
  NF-­‐κB	
  ce	
  qui	
  les	
  rend	
  très	
  sensibles	
  à	
  l’apoptose	
  [472]	
  (Figure	
  

14).	
  	
  

	
  

Figure	
  14	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  du	
  récepteur	
  
TNFR1	
  suite	
  à	
  la	
  fixation	
  du	
  TNFα .	
  	
  

Inspiré	
  de	
  Wajant	
  [446]	
  et	
  Park	
  [473].	
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Grâce	
   à	
   son	
   domaine	
   TIM,	
   TNFR2	
   peut	
   également	
   recruter	
   TRAF2	
   [474]	
   ce	
   qui	
  

diminue	
   sa	
   concentration	
   dans	
   le	
   cytoplasme,	
   favorisant	
   le	
   recrutement	
   de	
   FADD	
   sur	
   le	
  

TNFR1	
   et	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   cellules	
   [475].	
   Toutefois,	
   contrairement	
   à	
   ce	
   qui	
   est	
  

observé	
  dans	
  le	
  cas	
  du	
  récepteur	
  TNFR1,	
  l’interaction	
  de	
  TRAF2	
  avec	
  TNFR2	
  ne	
  permet	
  pas	
  

toujours	
  l’activation	
  de	
  NF-­‐κB.	
  TRAF2	
  peut	
  interagir	
  au	
  niveau	
  de	
  deux	
  domaines	
  de	
  TNFR2	
  

ce	
  qui	
  pourra	
  induire	
  ou	
  non	
  l’activation	
  de	
  la	
  voie	
  NF-­‐κB	
  [476].	
  	
  

	
  

Le	
   rôle	
   du	
   TNFR1	
   et	
   du	
   TNFR2	
   dans	
   l’apoptose	
   varie	
   selon	
   les	
   systèmes	
  

expérimentaux.	
  Zheng	
  et	
  ses	
  collaborateurs	
   [477]	
  montrent	
  que	
   l’apoptose	
  des	
  T	
  dans	
   les	
  

souris	
   lpr-­‐/-­‐	
   est	
   largement	
   diminuée	
   par	
   rapport	
   aux	
   lymphocytes	
   T	
  WT	
  mais	
   que	
   cette	
  

apoptose	
   résiduelle	
   peut	
   être	
   abolie	
   par	
   des	
   anticorps	
   anti-­‐TNFα.	
   Elle	
   est	
   inhibée	
   de	
  

manière	
  plus	
   importante	
  dans	
  des	
   lymphocytes	
  T	
  TNFR2	
  KO	
  qu’en	
  absence	
  de	
  TNFR1.	
   Ils	
  

montrent	
  également	
  que	
  le	
  TNFα	
   induirait	
   l’apoptose	
  principalement	
  des	
  T	
  CD8	
  alors	
  que	
  

les	
   T	
   CD4	
   sont	
   beaucoup	
   plus	
   sensibles	
   à	
   l’interaction	
   Fas/FasL.	
   Une	
   coopération	
   entre	
  

TNFR1	
   et	
   TNFR2	
   est	
   décrite	
   pour	
   la	
   lignée	
   T	
   humaine	
   Jurkat	
  :	
   la	
   transfection	
   du	
   TNFR2	
  

dans	
   cette	
   lignée	
   augmente	
   fortement	
   l’activation	
   des	
   caspases	
   et	
   accélère	
   l’apoptose	
  

induite	
  par	
  le	
  TNFR1.	
  Deux	
  mécanismes	
  sont	
  évoqués	
  :	
  soit	
  le	
  TNFR2	
  fixerait	
  le	
  TNFα	
  et	
  le	
  

transmettrait	
   au	
   TNFR1,	
   soit	
   le	
   TNFR2	
   diminuerait	
   fortement	
   la	
   concentration	
  

intracellulaire	
  de	
  TRAF2,	
  permettant	
  un	
  plus	
  grand	
  recrutement	
  de	
  FADD	
  par	
  le	
  complexe	
  

TNFR1/TRADD	
  menant	
  à	
  l’activation	
  des	
  caspases	
  [475].	
  	
  

	
  

Une	
  coopération	
  entre	
  Fas	
  et	
  TNFR1	
  pour	
   la	
  délétion	
  des	
   lymphocytes	
  T	
  CD8	
  a	
  été	
  

montrée	
   in	
  vivo.	
  L’injection	
  de	
   fortes	
  doses	
  du	
  peptide	
  correspondant	
  à	
   l’antigène	
  p33	
  du	
  

LCMV	
  induit	
  chez	
  les	
  souris	
  une	
  tolérance	
  vis	
  à	
  vis	
  de	
  p33	
  qui	
  résulte	
  en	
  bonne	
  partie	
  de	
  la	
  

délétion	
  des	
  T	
  CD8+	
  spécifiques	
  de	
  cet	
  antigène.	
  Cette	
  délétion	
  était	
  partielle	
  chez	
  les	
  souris	
  

TNFR1	
  KO,	
  plus	
  importante	
  chez	
  les	
  souris	
  Fas	
  KO	
  mais	
  elle	
  n’était	
  complètement	
  éliminée	
  

qu’en	
  absence	
  des	
  deux	
  récepteurs	
  [478].	
  	
  

	
  

Enfin,	
  l’induction	
  d’apoptose	
  par	
  le	
  TFNα	
  a	
  été	
  montrée	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  

humains	
   issus	
   de	
   patients	
   âgés	
   qui	
   y	
   sont	
   plus	
   sensibles.	
   Cette	
   sensibilité	
   est	
   liée	
   à	
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l’augmentation	
  de	
   l’expression	
  de	
  TRADD	
  et	
  de	
  BAX	
  et	
  à	
   la	
  diminution	
  de	
   l’expression	
  de	
  

Bcl-­‐2	
  et	
  des	
  protéines	
  IAP	
  [479].	
  	
  

	
  

TRAIL-­‐R	
  /	
  TRAIL	
  (TNF-­‐related	
  Apoptosis	
  Inducing	
  Ligand-­‐Receptor)	
  

	
  

TRAIL	
  est	
  une	
  protéine	
  transmembranaire	
  de	
  type	
  II	
  qui	
  induit	
  l’apoptose	
  dans	
  une	
  

large	
   variété	
   de	
   cellules	
   dont	
   les	
   cellules	
   hématopoiétiques	
   [480].	
   Comme	
   FasL	
   et	
   TNFα,	
  

TRAIL	
   forme	
   des	
   homotrimères	
   [481].	
   TRAIL	
   peut	
   également	
   se	
   retrouver	
   sous	
   forme	
  

soluble	
  mais,	
  contrairement	
  à	
  FasL	
  et	
  au	
  TNFα,	
  ce	
  n’est	
  pas	
  une	
  une	
  métalloprotéinase	
  mais	
  

une	
  cystéine	
  protéase	
  qui	
  clive	
  la	
  forme	
  membranaire	
  [482].	
  Contrairement	
  à	
  FasL,	
  TRAIL	
  

possède	
  un	
  domaine	
  intracellulaire	
  très	
  court,	
  17	
  acides	
  aminés	
  contre	
  81	
  pour	
  FasL	
  [399].	
  

De	
   plus,	
   ce	
   domaine	
   intracellulaire	
   n’est	
   pas	
   conservé	
   entre	
   les	
   différentes	
   espèces,	
  

suggérant	
  qu’il	
  n’exerce	
  pas	
  de	
  fonction	
  biologique	
  [480].	
  	
  

	
  

TRAIL	
   peut	
   être	
   exprimé	
   par	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   [483]	
   et	
   B	
   [484],	
   les	
   cellules	
  

dendritiques	
  [485],	
  les	
  NKs	
  [486],	
  les	
  macrophages,	
  les	
  monocytes	
  [487]	
  et	
  les	
  neutrophiles	
  

[488].	
   Il	
  a	
  été	
  montré	
  par	
  Northern	
  blot	
  que	
  TRAIL	
  est	
  exprimé	
  dans	
  de	
  nombreux	
   tissus	
  

dont	
   la	
   rate,	
   les	
   poumons,	
   la	
   prostate	
   et	
   le	
   thymus	
   [480].	
  Malgré	
   son	
   expression	
   dans	
   le	
  

thymus,	
   TRAIL	
   n’influence	
   pas	
   la	
   délétion	
   clonale	
   des	
   lymphocytes	
   T.	
   En	
   effet	
   des	
   souris	
  

déficientes	
  pour	
  TRAIL	
  ne	
  montrent	
  pas	
  de	
  maladie	
  autoimmune	
  spontanée	
  [489].	
  	
  

	
  

Dans	
  les	
  monocytes	
  et	
  les	
  cellules	
  dendritiques,	
  TRAIL	
  est	
  induit	
  par	
  l’IFNγ	
  et	
  l’IFNα	
  

mais	
   pas	
   par	
   le	
   GM-­‐CSF,	
   l’IL-­‐2	
   ou	
   l’IL-­‐4	
   [485,	
   487].	
   Comme	
   pour	
   FasL,	
   les	
   neutrophiles	
  

possèdent	
  une	
  réserve	
  intracellulaire	
  de	
  TRAIL	
  prêt	
  à	
  être	
  exporté	
  à	
  la	
  membrane	
  puis	
  clivé	
  

et	
  relargué	
  dans	
  le	
  milieu	
  extracellulaire	
  à	
  la	
  suite	
  d’un	
  stimulus	
  tel	
  que	
  du	
  LPS	
  ou	
  du	
  TNFα.	
  

Contrairement	
  à	
  FasL,	
  le	
  sTRAIL	
  peut	
  induire	
  l’apoptose	
  des	
  cellules	
  [490].	
  Les	
  lymphocytes	
  

T	
  naïfs	
  n’expriment	
  pas	
  TRAIL	
  mais	
  son	
  expression	
  est	
  induite	
  lorsque	
  les	
  T	
  sont	
  stimulés	
  

par	
  des	
  anticorps	
  anti-­‐CD3	
  en	
  présence	
  d’Interferon	
  de	
  type	
  I	
  (IFNα	
  et	
  β)[483].	
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Chez	
   l’homme,	
   TRAIL	
   peut	
   se	
   fixer	
   à	
   5	
   récepteurs	
   différents	
  :	
   TRAIL-­‐R1	
   ou	
   DR4,	
  

TRAIL-­‐R2	
   ou	
   DR5,	
   deux	
   recepteurs	
   fictifs	
   DcR1	
   et	
   DcR2	
   et	
   un	
   récepteur	
   soluble	
   OPG	
  

(osteoprotegerin).	
   A	
   l’exception	
   d’OPG,	
   les	
   4	
   autres	
   récepteurs	
   sont	
   des	
   protéines	
  

membranaires	
  caractérisées	
  par	
  la	
  présence	
  de	
  2	
  régions	
  CRDs	
  au	
  niveau	
  extracellulaire.	
  Le	
  

récepteur	
  soluble	
  OPG	
  semble	
  être	
  impliqué	
  dans	
  l’inhibition	
  de	
  l’ostéogénèse	
  [491].	
  Chez	
  

la	
  souris,	
  on	
  ne	
  retrouve	
  que	
  le	
  récepteur	
  TRAIL-­‐R2,	
  ou	
  mDR5	
  [492]	
  et	
  les	
  deux	
  récepteurs	
  

fictifs	
  [493].	
  

	
  

Seuls	
  les	
  récepteurs	
  DR4	
  [494],	
  DR5	
  [495]	
  et	
  mDR5	
  [492]	
  induisent	
  l’apoptose	
  suite	
  

à	
   la	
   fixation	
   de	
   TRAIL,	
   grâce	
   à	
   la	
   présence	
   d’un	
   domaine	
  DD,	
   absent	
   dans	
   les	
   récepteurs	
  

fictifs	
   DcR1	
   et	
   Dcr2.	
   Comme	
   les	
   récepteurs	
   Fas	
   et	
   TNFRs,	
   les	
   récepteurs	
   de	
   TRAIL	
   se	
  

trouvent	
  à	
   la	
  surface	
  des	
  cellules	
  sous	
  forme	
  d’homotrimères	
  [496,	
  497].	
  L’expression	
  des	
  

différents	
  récepteurs	
  sur	
  les	
  divers	
  types	
  de	
  cellules	
  n’est	
  pas	
  encore	
  bien	
  déterminée.	
  Au	
  

repos,	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   CD8+	
   expriment	
   DcR2	
   de	
  manière	
   constitutive.	
   Leur	
   activation	
  

induit	
  l’expression	
  de	
  Dr4	
  et	
  Dr5	
  [498].	
  Les	
  lymphocytes	
  T	
  CD4+	
  montrent	
  une	
  expression	
  

constitutive	
  des	
  4	
  récepteurs	
  qui	
  peut	
  toutefois	
  varier	
  si	
  le	
  lymphocyte	
  T	
  est	
  infecté	
  par	
  un	
  

virus	
  comme	
  le	
  HIV.	
  On	
  observe	
  alors	
  une	
  augmentation	
  de	
  l’expression	
  de	
  Dr5	
  et	
  de	
  DcR2	
  

[499].	
  Dans	
   les	
   cas	
   des	
  monocytes/macrophages,	
   on	
   observe	
   une	
   expression	
   constitutive	
  

des	
  4	
  récepteurs	
  mais,	
  sans	
  stimulation,	
  seuls	
  DR5	
  et	
  DcR3	
  sont	
  présents	
  à	
   la	
  surface	
  des	
  

cellules.	
  Lorsqu’on	
  stimule	
  les	
  monocytes	
  et	
  macrophages	
  on	
  retrouvera	
  les	
  4	
  protéines	
  à	
  la	
  

surface.	
  Un	
   traitement	
  par	
   l’IFNγ	
   augmente	
   l’expression	
  membranaire	
  de	
  DR5	
   tandis	
   que	
  

DcR3	
  n’est	
  pas	
  modifié	
   [487].	
  Pour	
   les	
  neutrophiles,	
   on	
   retrouve	
  une	
   forte	
   expression	
  de	
  

DcR1	
  ainsi	
  que	
  de	
  DR5	
  à	
  la	
  surface	
  des	
  cellules	
  [500].	
  

	
  

La	
  fixation	
  de	
  TRAIL	
  sur	
  les	
  récepteurs	
  DR4	
  et	
  DR5	
  induit	
  le	
  recrutement	
  de	
  FADD	
  et	
  

l’activation	
   de	
   la	
   pro-­‐caspase	
   8	
   et	
   donc	
   la	
   voie	
   d’apoptose	
   extrinsèque	
   [501].	
   L’apoptose	
  

induite	
   par	
   TRAIL	
   peut	
   être	
   bloquée	
   par	
   les	
   mêmes	
   protéines	
   inhibitrices	
   que	
   celles	
  

impliquées	
   dans	
   la	
   voie	
   Fas/FasL,	
   comme	
   cFLIP	
   ou	
   XIAP.	
   DR4,	
   DR5	
   et	
   DcR2,	
   comme	
   les	
  

récepteurs	
   TNFR,	
   peuvent	
   également	
   recruter	
   TRADD	
   et	
   RIP	
   induisant	
   l’activation	
   de	
   la	
  

voie	
  NF-­‐	
  κB	
  [502].	
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Le	
   rôle	
   de	
   TRAIL/TRAILR	
   dans	
   l’homéostasie	
   de	
   la	
   réponse	
   T	
   CD8	
   a	
   été	
   mis	
   en	
  

évidence	
  in	
  vitro	
  lors	
  de	
  stimulations	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  CD8	
  en	
  absence	
  de	
  T	
  CD4.	
  Les	
  CD8	
  

qui	
   se	
   développent	
   sont	
   dits	
   «	
  helpless	
  ».	
   Ils	
   rentreront	
   en	
   apoptose	
   lors	
   d’un	
   nouveau	
  

contact	
   avec	
   leur	
   antigène.	
   Cette	
   apoptose	
   est	
   bien	
   liée	
   à	
   TRAIL	
   puisque	
   des	
   T	
   CD8+	
  

«	
  helpess	
  »	
   venant	
   de	
   souris	
   KO	
   pour	
   TRAIL	
   peuvent	
   être	
   restimulés	
   normalement	
   [503]	
  

L’expression	
   de	
   TRAIL	
   sur	
   les	
   Th2	
   activés	
   induirait	
   l’apoptose	
   des	
   Th1,	
   les	
   Th2	
   y	
  

résisteraient	
  grâce	
  à	
  l’expression	
  de	
  la	
  protéine	
  anti-­‐antipoptotique	
  cFLIP	
  [504].	
  L’apoptose	
  

des	
  lymphocytes	
  T	
  par	
  un	
  mécanisme	
  impliquant	
  TRAIL/TRAILR	
  s’observe	
  lors	
  d’infections	
  

virales.	
  Ainsi,	
   la	
  délétion	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  CD4	
  et	
  CD8	
  issus	
  de	
  certains	
  patients	
  infectés	
  

par	
  HIV	
  peut	
  être	
  bloquée	
  in	
  vitro	
  par	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐TRAIL	
  alors	
  qu’elle	
  ne	
  l’est	
  pas	
  par	
  

un	
  anticorps	
  anti-­‐FasL	
  [505].	
  

	
  

TRAIL	
   peut	
   influencer	
   le	
   développement	
   des	
   tumeurs	
   soit	
   en	
   induisant	
   l’apoptose	
  

des	
  lymphocytes	
  T	
  présents	
  dans	
  l’environnement	
  tumoral	
  soit	
  en	
  induisant	
  l’apoptose	
  des	
  

cellules	
  tumorales	
  elles-­‐mêmes.	
  	
  

	
  

Chez	
  l’homme,	
  dans	
  le	
  cas	
  du	
  cancer	
  du	
  colon,	
  une	
  expression	
  de	
  FasL	
  et	
  de	
  TRAIL	
  

par	
   les	
   cellules	
   cancéreuses	
   a	
   été	
   détectée	
   aux	
   stades	
   avancés.	
   Cette	
   expression	
   était	
  

corrélée	
   avec	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   CD8	
  dans	
   le	
   voisinage	
   des	
   cellules	
  

positives	
  pour	
  TRAIL	
  [506].	
  Dans	
  le	
  cas	
  du	
  mélanome,	
  on	
  remarque	
  que	
  66%	
  des	
  lignées	
  de	
  

mélanomes	
   humains	
   sont	
   sensibles	
   à	
   l’apoptose	
   médiée	
   par	
   TRAIL	
   indiquant	
   une	
  

expression	
   des	
   récepteurs	
  DR4	
   et	
  DR5	
   par	
   ces	
   cellules.	
   Pour	
   les	
  mélanomes	
   fraîchement	
  

isolés,	
  une	
  forte	
  variation	
  de	
  sensibilité	
  à	
   l’apoptose	
  entre	
   les	
  mélanomes	
  primaires	
  et	
   les	
  

métastases	
  est	
  observée.	
  Les	
  métastases	
  expriment	
  peu	
  DR4	
  et	
  DR5	
  ex	
  vivo	
   tandis	
  que	
  les	
  

tumeurs	
  primaires	
  expriment	
  DR5	
  ce	
  qui	
  les	
  rends	
  plus	
  sensibles	
  à	
  l’apoptose	
  [507].	
  	
  

	
  

Chez	
   des	
   souris	
   injectées	
   avec	
   un	
   fibrosarcome,	
   le	
   blocage	
   de	
   TRAIL	
   par	
   des	
  

anticorps	
  augmente	
  le	
  nombre	
  de	
  métastases	
  hépatiques.	
  Chez	
  les	
  souris	
  non	
  traitées,	
  une	
  

certaine	
   limitation	
   de	
   ces	
  métastases	
   hépatiques	
   est	
   due	
   à	
   l’expression	
   de	
   TRAIL	
   par	
   les	
  

cellules	
  NK	
  présentes	
  dans	
  le	
  foie.	
  En	
  effet,	
  la	
  déplétion	
  en	
  NK	
  diminue	
  significativement	
  la	
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survie	
   des	
   souris	
   et	
   de	
   plus,	
   l’administration	
   d’anticorps	
   anti-­‐TRAIL	
   chez	
   des	
   souris	
  

déplétées	
  en	
  NK	
  n’augmente	
  pas	
  le	
  nombre	
  de	
  métastases	
  [508].	
  	
  

	
  

DR3/TWEAK	
  

	
  

TWEAK	
  est	
  une	
  protéine	
  transmembranaire	
  de	
  type	
  II	
  dont	
  la	
  partie	
  extracellulaire	
  

contient	
   un	
   domaine	
   THD	
   [509].	
   Comme	
   pour	
   les	
   autres	
  membres	
   de	
   la	
   famille	
   du	
   TNF,	
  

TWEAK	
   forme	
  des	
  homotrimères	
  qui	
   peuvent	
   être	
   clivés	
   et	
   relargués	
   sous	
   forme	
   soluble	
  

[510].	
  De	
  l’ARNm	
  codant	
  pour	
  TWEAK	
  est	
  détecté	
  dans	
  de	
  nombreux	
  organes	
  dont	
  le	
  cœur,	
  

le	
  cerveau,	
  les	
  muscles	
  squelettiques,	
  le	
  pancréas	
  mais	
  également	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  rate,	
  des	
  

ganglions,	
   du	
   thymus	
   et	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   circulants	
   [510].	
   On	
   détecte	
   également	
   une	
  

expression	
   de	
   TWEAK	
   au	
   niveau	
   de	
   certaines	
   lignées	
   tumorales	
   humaines	
   d’origine	
   non	
  

lymphoïde	
   [510]	
   dont	
   la	
   lignée	
   de	
   cancer	
   du	
   colon	
   SW480	
   [511].	
   Toutefois,	
   malgré	
   la	
  

présence	
  d’ARNm,	
  la	
  protéine	
  n’est	
  détectée	
  que	
  sur	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  CD4	
  humains	
  [512]	
  

ou	
  sur	
  les	
  monocytes	
  humains	
  traités	
  à	
  l’IFNγ	
  [513].	
  

	
  

Il	
   a	
   été	
   décrit	
   que	
   TWEAK	
   pouvait	
   interagir	
   avec	
   le	
   récepteur	
   DR3	
   qui	
   comporte,	
  

comme	
  les	
  autres	
  membres	
  TNFR,	
  un	
  domaine	
  DD	
  ainsi	
  que	
  des	
  CRDs	
  [514].	
  L’expression	
  

de	
   DR3	
   semble,	
   contrairement	
   à	
   son	
   ligand,	
   restreinte	
   aux	
   tissus	
   riches	
   en	
   cellules	
  

lymphoïdes	
   tels	
   que	
   la	
   rate	
   et	
   le	
   sang	
   [515].	
   On	
   le	
   détecte	
   sur	
   les	
   macrophages,	
   les	
  

lymphocytes	
   T	
   et	
   B	
   [514]	
   ainsi	
   que	
   les	
   NK	
   [516].	
   DR3	
   est	
   également	
   exprimé	
   par	
   des	
  

cancers	
  du	
  colon	
  [517]	
  ou	
  des	
  hépatocarcinomes	
  [516].	
  

Une	
  étude	
  rapporte	
  que	
  l’interaction	
  entre	
  TWEAK	
  et	
  DR3	
  pourrait	
  induire	
  l’entrée	
  

en	
  apoptose	
  de	
  différentes	
   lignées	
   tumorales	
  humaines	
   [515].	
  Cependant,	
   le	
   fait	
  que	
  DR3	
  

soit	
   le	
   récepteur	
  de	
  TWEAK	
  est	
   contesté	
  par	
  différentes	
  équipes.	
  En	
  effet,	
   il	
   a	
  été	
  montré	
  

que	
  des	
  mutations	
  dirigées	
  de	
  DR3	
  n’abolissaient	
  pas	
  l’activité	
  biologique	
  de	
  TWEAK	
  [518].	
  

Le	
   récepteur	
   Fn14	
   (Fibroblaste	
   growth	
   factor-­‐inducible	
   14)	
   semble	
   être	
   le	
   véritable	
  

récepteur	
  de	
  TWEAK.	
  Comme	
  les	
  autres	
  membres	
  de	
  la	
  famille	
  TNFR,	
  il	
  est	
  constitué	
  de	
  6	
  

domaines	
  CRDs	
  et	
  possède	
  un	
  domaine	
  intracellulaire	
  qui	
  peut	
  recruter	
  les	
  protéines	
  TRAF.	
  

Toutefois	
   le	
   récepteur	
  Fn14	
  ne	
  possède	
  pas	
  de	
  domaine	
  DD	
   [519].	
  Fn14	
  est	
  détecté	
  dans	
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certains	
  types	
  de	
  tumeurs	
  dont	
  le	
  cancer	
  du	
  poumon	
  à	
  petites	
  cellules	
  [520]	
  ou	
  le	
  cancer	
  du	
  

sein	
  [521].	
  Par	
  contre	
  aucune	
  expression	
  de	
  Fn14	
  n’est	
  observée	
  sur	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  ou	
  B	
  

[522].	
  	
  

	
  

L’interaction	
   de	
   TWEAK	
   avec	
   Fn14	
   pourrait	
   induire	
   directement	
   l’apoptose	
   de	
  

cellules	
  cancéreuses	
  de	
   l’endomètre	
  via	
  une	
  activation	
  des	
  caspases	
   [523].	
  Un	
  mécanisme	
  

plus	
   indirect	
   a	
   été	
   décrit	
   pour	
   la	
   lignée	
  Kym-­‐1	
  dérivée	
  d’un	
   rhadbomyosarcome.	
  TWEAK	
  

induirait	
  l’expression	
  de	
  TNFα	
  membranaire	
  qui	
  interagirait	
  avec	
  le	
  TNFR1	
  à	
  la	
  surface	
  de	
  

la	
  même	
   cellule.	
  Une	
   synergie	
   entre	
   la	
   stimulation	
  par	
  TWEAK	
   et	
   un	
   signal	
   donné	
  par	
   le	
  

TNFR1	
  conduirait	
  à	
  une	
  apoptose	
  rapide	
  et	
  importante	
  des	
  cellules	
  Kym-­‐1	
  [524].	
  	
  

	
  

TWEAK	
   est	
   également	
   décrit	
   comme	
   pouvant	
   induire	
   la	
   prolifération	
   [525]	
   et	
   la	
  

migration	
  des	
  cellules	
  endothéliales	
  [519].	
  De	
  plus	
  différents	
  groupes	
  montrent	
  que	
  TWEAK	
  

induit	
   l’expression	
   et	
   la	
   sécrétion	
   de	
   cytokines	
   inflammatoires,	
   telles	
   que	
   l’IL-­‐8,	
   l’IL-­‐6	
   et	
  

ICAM-­‐1	
  par	
  des	
  astrocytes	
  contribuant	
  à	
  l’inflammation	
  du	
  cerveau	
  [526].	
  	
  

	
  

DR6	
  

	
  

Comme	
  les	
  autres	
  membres	
  de	
  la	
  famillle	
  des	
  TNFRs,	
  DR6	
  possède	
  des	
  régions	
  riches	
  

en	
  Cystéine	
  ainsi	
  qu’un	
  domaine	
  DD.	
  Le	
  ligand	
  de	
  DR6	
  n’a	
  pas	
  encore	
  été	
  identifié	
  [527].	
  	
  

	
  

DR6	
  est	
  fortement	
  exprimé	
  au	
  niveau	
  des	
  neurones	
  et	
  semble	
  pouvoir	
  interagir	
  avec	
  

le	
  précurseur	
  de	
  la	
  β-­‐amyloïde	
  induisant	
  l’apoptose	
  des	
  neurones,	
  ce	
  qui	
  peut	
  conduire	
  au	
  

développement	
  de	
  la	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  [528].	
  

	
  

L’immunisation	
  de	
  souris	
  DR6	
  KO	
  induit	
  une	
  hyperproliferation	
  des	
  Th2	
  sans	
  que	
  la	
  

réponse	
  Th1	
  soit	
  affectée.	
  Ce	
  phénotype	
  ne	
  semble	
  pas	
  être	
  dû	
  à	
  une	
  modification	
  de	
  la	
  voie	
  

d’apoptose	
  mais	
   plutôt	
   à	
   une	
  modification	
   dans	
   l’activation	
   et	
   la	
   différentiation	
   des	
   Th2	
  

[529].	
  Le	
  même	
  effet	
  prolifératif	
  a	
  été	
  observé	
  pour	
  les	
  lymphocytes	
  B	
  [530].	
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Modèle	
  murin	
  de	
  mélanome	
  inductible	
  TiRP-­‐10B	
  

	
  

Dans	
   de	
   nombreux	
  modèles	
  murins,	
   la	
   vaccination	
   contre	
   des	
   antigènes	
   tumoraux	
  

induit	
   une	
   protection	
   contre	
   l’injection	
   ultérieure	
   d’une	
   tumeur	
   transplantable.	
   Chez	
  

l’homme,	
   la	
   vaccination	
   thérapeutique	
   contre	
   des	
   antigènes	
   tumoraux	
   n’induit	
   le	
   rejet	
  

complet	
   que	
   dans	
   une	
  minorité	
   de	
   tumeurs	
   (0,9%)	
   [39].	
  Même	
   si	
   le	
   transfert	
   adoptif	
   de	
  

lymphocytes	
  T	
  autologues	
  spécifiques	
  d’un	
  antigène	
  tumoral	
  permet	
   le	
  rejet	
  complet	
  d’un	
  

plus	
   grand	
   nombre	
   de	
   tumeurs	
   (22%)	
   [37],	
   ces	
   résultats	
   suggèrent	
   que	
   les	
   modèles	
   de	
  

tumeurs	
  transplantables	
  chez	
  la	
  souris	
  ne	
  reflètent	
  pas	
  suffisamment	
  la	
  situation	
  humaine.	
  

L’étude	
   d’un	
   modèle	
   de	
   mélanomes	
   inductibles	
   exprimant	
   un	
   antigène	
   tumoral	
   défini	
  

devrait	
  mieux	
  nous	
  éclairer	
  sur	
  les	
  interactions	
  entre	
  la	
  tumeur	
  et	
  le	
  système	
  immunitaire	
  

telles	
  qu’elles	
  se	
  produisent	
  chez	
  l’homme	
  dès	
  le	
  début	
  de	
  la	
  transformation	
  tumorale.	
  	
  

	
  

Notre	
   laboratoire	
   a	
   développé	
   une	
   lignée	
   de	
   souris	
   transgéniques	
   (TiRP-­‐10B)	
   qui	
  

développent	
  des	
  mélanomes	
   autologues	
   après	
   injections	
  de	
  4OH-­‐Tamoxifène	
   [531].	
   Cette	
  

souche	
  TiRP-­‐10B	
  résulte	
  des	
  croisements	
  entre	
  deux	
  types	
  de	
  souris.	
  Dans	
  la	
  première,	
  les	
  

exons	
  2	
  et	
  3	
  des	
  gènes	
  suppresseurs	
  de	
  tumeurs	
  p16INK4α	
  et	
  p19ARF	
  sont	
   flanqués	
  de	
  deux	
  

sites	
   LoxP	
   [532].	
   La	
   seconde	
   contient	
   un	
   transgène	
   qui	
   comprend	
   le	
   promoteur	
   de	
   la	
  

tyrosinase	
  spécifique	
  des	
  mélanocytes	
  suivi	
  du	
  gène	
  de	
   la	
   recombinase	
  Cre	
   fusionné	
  avec	
  

celui	
   du	
   récepteur	
   aux	
   oestrogènes,	
   muté	
   de	
   manière	
   à	
   ne	
   fixer	
   que	
   le	
   Tamoxifène	
  

(CreERΔD)	
   ainsi	
   qu’un	
   signal	
   de	
   polyadénylation.	
   Ces	
   deux	
   derniers	
   éléments,	
   qui	
   sont	
  

également	
   flanqué	
   de	
   deux	
   sites	
   LoxP,	
   empêchent	
   l’expression	
   de	
   l’oncogène	
   Harvey-­‐

RasG12V	
  muté	
  (H-­‐RasG12V)	
  et	
  du	
  gène	
  codant	
  pour	
   l’antigène	
  tumoral	
  P1A,	
  situés	
  en	
  aval	
  et	
  

séparés	
   par	
   une	
   séquence	
   ires	
   (Figure	
   15).	
   Vu	
   la	
   spécificité	
   du	
   promoteur	
   tyrosinase,	
  

l’enzyme	
  CreERΔD	
  ne	
  s’exprime	
  que	
  dans	
   les	
  mélanocytes,	
  mais	
   reste	
   inactive	
  car	
   retenue	
  

dans	
   le	
   cytoplasme	
   par	
   la	
  molécule	
   chaperon,	
   HSP90.	
   A	
   la	
   suite	
   d’un	
   traitement	
   avec	
   du	
  

4OH-­‐Tamoxifène,	
  l’enzyme	
  se	
  libère	
  de	
  la	
  protéine	
  chaperon,	
  est	
  transloquée	
  dans	
  le	
  noyau	
  

et	
  recombine	
  les	
  deux	
  sites	
  loxP	
  présents.	
  Les	
  exons	
  2	
  et	
  3	
  des	
  gènes	
  suppresseurs	
  Ink4α	
  et	
  

ARF	
  sont	
  alors	
  excisés,	
  ce	
  qui	
  les	
  inactive.	
  Le	
  traitement	
  par	
  le	
  4OH-­‐Tamoxifène	
  provoque	
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également	
  la	
  délétion	
  de	
  CreERΔD	
  et	
  du	
  signal	
  de	
  polyadénylation	
  ce	
  qui	
  permet	
  l’expression	
  

de	
  H-­‐RasG12V	
  et	
  de	
  P1A	
  (Figure	
  15).	
  	
  

	
  

Figure	
  15	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  du	
  modèle	
  de	
  mélanome	
  induit.	
  

OHT	
  =	
  4OH-­‐Tamoxifène.	
  Adapté	
  de	
  Huijbers	
  [531]	
  

	
  
	
  

Les	
  souris	
  TiRP-­‐10B	
  sont	
  par	
  la	
  suite	
  re-­‐croisées	
  par	
  l’équipe	
  d’Anne-­‐Marie	
  Schmitt-­‐

Verhulst	
   avec	
   des	
   souris	
   B10.D2	
   afin	
   d’obtenir	
   une	
   lignée	
   pure	
   qui	
   exprime	
   le	
   complexe	
  

d’histocompatibilité	
  des	
  souris	
  DBA/2,	
  molécules	
  H-­‐2d,	
  avec	
  un	
  fond	
  génétique	
  Black/10.	
  Le	
  

choix	
   du	
   fond	
   génétique	
   s’est	
   fait	
   en	
   fonction	
   d’une	
   souris	
   transgénique	
   préexistante	
   qui	
  

exprimait	
   un	
   TCR	
   transgénique	
   reconnaissant	
   l’antigène	
   tumoral	
   P1A.	
   Cette	
   souris,	
   ou	
  

P1ATCR	
  B10.D2	
  Rag-­‐1	
  KO,	
   ne	
   possède	
   que	
   des	
   CD8	
   exprimant	
   un	
  TCR	
   recombinant	
   P1A	
  

(P1ATCR	
  CD8+	
  T)	
  [533].	
  	
  

	
  	
  

En	
  2006,	
  dans	
  les	
  souris	
  TiRP-­‐10B,	
  6	
  à	
  10	
  semaines	
  après	
  l’injection	
  sous-­‐cutanée	
  de	
  

4OH-­‐Tamoxifène,	
   près	
   de	
   30%	
   des	
   animaux	
   développaient	
   des	
   mélanomes	
   [531].	
   Deux	
  

types	
  de	
  mélanomes	
  étaient	
  observés	
   :	
   des	
   tumeurs	
  pigmentées	
   à	
   croissante	
   lente	
   et	
  des	
  

tumeurs	
   non-­‐pigmentées	
   à	
   croissance	
   rapide	
   [531].	
   Depuis,	
   grâce	
   à	
   un	
   travail	
   de	
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croisements	
   ciblés,	
   nous	
   avons	
   développé	
   des	
   souris	
   homozygotes	
   pour	
   les	
   deux	
  

constructions	
   qui	
   développent	
   une	
   tumeur	
   dans	
   plus	
   de	
   90%	
   des	
   cas.	
   Nous	
   observons	
  

également	
  que	
   la	
  présence	
  d’une	
   tumeur	
  non-­‐pigmentée	
  s’accompagne	
   très	
  souvent	
  de	
   la	
  

présence	
   d’une	
   tumeur	
   pigmentée	
   soit	
   adjacente	
   soit	
   à	
   distance.	
   Les	
   tumeurs	
   non-­‐

pigmentées	
   agressives	
   pourraient	
   résulter	
   de	
   la	
   dédifférenciation	
   de	
   cellules	
   tumorales	
  

pigmentées.	
  	
  

	
  

Le	
  gène	
  P1A	
  est	
  un	
  gène	
  de	
  type	
  «	
  cancer-­‐germline	
  »	
  qui	
  code	
  pour	
  un	
  antigène	
  de	
  

type	
   MAGE,	
   l’antigène	
   P1A35-­‐43,	
   identifié	
   dans	
   la	
   lignée	
   de	
   mastocytome	
   P815	
   [534].	
  

L’antigène	
  P1A	
  possède	
  le	
  même	
  profil	
  d’expression	
  que	
  les	
  antigènes	
  de	
   la	
   famille	
  MAGE	
  

exprimés	
   par	
   les	
   mélanomes	
   humains	
   [535,	
   536].	
   Le	
   peptide	
   P1A35-­‐43,	
   LPYLGWLVF,	
   est	
  

présenté	
   aux	
   lymphocytes	
   T	
   CD8	
   par	
   la	
   molécule	
   d’histocompatibilité	
   de	
   classe	
   I,	
   H-­‐2Ld	
  

[537].	
  Un	
   épitope	
  de	
  P1A	
  présenté	
   aux	
   lymphocytes	
  T	
  CD4	
   a	
   été	
   décrit	
   par	
   le	
   groupe	
  de	
  

Pucetti	
  [538].	
  Cet	
  épitope,	
  P1A33-­‐44,	
  implique	
  un	
  peptide	
  de	
  11	
  acides	
  aminés	
  chevauchant	
  le	
  

peptide	
  P1A35-­‐43.	
  	
  

	
  

Il	
   a	
   été	
  montré	
   en	
   2006	
   par	
   l’équipe	
   de	
   Liu	
   que	
   le	
   peptide	
   P1A	
   était	
   exprimé	
   par	
  

différentes	
   lignées	
   tumorales,	
   dont	
   le	
   mastocytome	
   P815,	
   le	
   plastocytome	
   J558	
   et	
   le	
  

fibrosarcome	
   Meth	
   A.	
   L’injection	
   de	
   ces	
   différentes	
   lignées	
   tumorales	
   chez	
   des	
   souris	
  

immunodéficientes	
  transférées	
  avec	
  des	
  CTLs	
  qui	
  reconnaissent	
  le	
  peptide	
  P1A	
  indique	
  que	
  

les	
  tumeurs	
  sont	
  reconnues	
  par	
  les	
  CTLs	
  transférées	
  et	
  que	
  ce	
  transfert	
  augmente	
  la	
  survie	
  

des	
   souris.	
  Toutefois	
   les	
  mécanismes	
  d’échappement	
   tumoral	
  qui	
  permet	
  aux	
   tumeurs	
  de	
  

proliférer	
  malgré	
  la	
  présence	
  de	
  CTLs	
  anti-­‐P1A	
  sont	
  différents.	
  Les	
  auteurs	
  montrent	
  que	
  le	
  

peptide	
   P1A	
   est	
   muté	
   dans	
   la	
   lignée	
   J558	
   permettant	
   à	
   la	
   tumeur	
   d’échapper	
   à	
   la	
  

reconnaissance	
  antigénique.	
  Une	
   répression	
  de	
   l’expression	
  peptidique	
  est	
  observée	
  dans	
  

les	
  tumeurs	
  P815	
  qui	
  échappent	
  aux	
  rejets	
  tumoraux.	
  Pour	
  les	
  tumeurs	
  Meth	
  A,	
  on	
  observe	
  

que	
  malgré	
  une	
  activation	
  transitoire	
  des	
  CTLs	
  anti-­‐P1A,	
  ceux-­‐ci	
  ne	
  sont	
  plus	
  détectés	
  après	
  

deux	
   semaines	
   de	
   transfert.	
   Cette	
   étude	
   nous	
   révèle	
   que	
   les	
  mécanismes	
   d’échappement	
  

tumoral	
   peuvent	
   être	
   différents	
   selon	
   le	
   modèle	
   tumoral	
   même	
   s’il	
   concerne	
   un	
   même	
  

peptide	
  	
  [539].	
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Différentes	
  techniques	
  d’immunisation	
  contre	
  l’antigène	
  P1A	
  ont	
  été	
  développées	
  au	
  

laboratoire.	
  L’immunisation	
  de	
  souris	
  DBA/2	
  avec	
  la	
  lignée	
  de	
  leucémie	
  L1210	
  syngénique	
  

transfectée	
  avec	
  le	
  gène	
  P1A	
  complet	
  et	
  la	
  molécule	
  de	
  co-­‐stimulation	
  B7-­‐1	
  [540]	
  permet	
  le	
  

développement	
  d’une	
  réponse	
  forte	
  CD8	
  dirigée	
  contre	
  P1A.	
  Cette	
  réponse	
  immunitaire	
  est	
  

protectrice	
  puisqu’elle	
  permet	
   le	
   rejet	
  du	
  mastocytome	
  P815	
  par	
  plus	
  de	
  50%	
  des	
   souris	
  

DBA/2	
   [541].	
   Toutefois	
   l’immunisation	
   de	
   souris	
   TiRP-­‐10B	
   avec	
   cette	
   même	
   lignée	
   ne	
  

permet	
  pas	
   le	
  développement	
  d’une	
   réponse	
  CD8	
  anti-­‐P1A,	
   seuls	
   semblent	
   être	
   reconnus	
  

les	
  antigènes	
  mineurs	
  d’histocompatibilité	
  qui	
  diffèrent	
  entre	
  L1210	
  d’origine	
  DBA/2	
  et	
  les	
  

souris	
  TiRP-­‐10B	
  de	
  background	
  B10.D2.	
  	
  

	
  

Des	
   protocoles	
   de	
   vaccination	
   peptidique	
   contre	
   l’antigène	
   P1A	
   ont	
   également	
   été	
  

développés	
  dans	
  notre	
  laboratoire.	
  L’injection	
  dans	
  les	
  coussinets	
  plantaires	
  d’une	
  solution	
  

contenant	
  le	
  peptide	
  P1A,	
  de	
  l’adjuvant	
  SBAS-­‐1c	
  et	
  de	
  l’IL-­‐12	
  recombinant	
  induit	
  chez	
  une	
  

souris	
   DBA/2	
   le	
   développement	
   d’une	
   réponse	
   CTL	
   anti-­‐P1A	
   [542].	
   Toutefois	
   ce	
   type	
  

d’immunisation	
   ne	
   permet	
   pas	
   le	
   rejet	
   d’une	
   tumeur	
   transplantable	
   P1A+	
   (résultat	
   non	
  

publié).	
   Un	
   autre	
   protocole	
   de	
   vaccination	
   utilisant	
   des	
   cellules	
   dendritiques	
   activées	
   in	
  

vitro	
  et	
  chargées	
  avec	
  le	
  peptide	
  P1A	
  puis	
  injectées	
  dans	
  les	
  cousinets	
  plantaire	
  avec	
  de	
  l’IL-­‐

12	
  recombinant	
  induit	
  le	
  développement	
  d’une	
  forte	
  réponse	
  CTL	
  anti-­‐P1A	
  chez	
  des	
  souris	
  

DBA/2.	
   Cette	
   réponse	
   CTL	
   est	
   quant	
   à	
   elle	
   protectrice	
   puisque	
   qu’elle	
   permet	
   le	
   rejet	
   de	
  

100%	
  des	
   tumeurs	
  chez	
  des	
  souris	
   immunisées	
  et	
   injectées	
  avec	
   la	
   lignée	
  P1.HTR	
  (P1A+)	
  

[543].	
  	
  

	
  

Tanja	
   Naslund	
   a	
   également	
   développé	
   un	
   système	
   de	
   vaccination	
   associant	
   deux	
  

virus	
  recombinants	
  :	
  Adeno.Ii-­‐P1At	
  et	
  SFV.P1A.	
  L’Adénovirus	
  recombinant	
  utilisé	
  comporte	
  

le	
   gène	
  P1A	
   tronqué	
   (aa	
   1	
  	
   83)	
   ainsi	
   que	
   la	
   chaîne	
   invariante	
   (Ii)	
   associée	
   au	
  MHC	
   de	
  

classe	
   II.	
   Le	
   virus	
   SFV.P1A	
  utilisé	
   est	
   un	
   Semliki	
   Forest	
  Virus	
   recombinant	
   comportant	
   le	
  

gène	
   P1A	
   complet	
   [544].	
   L’injection	
   successive	
   de	
   ces	
   deux	
   vecteurs	
   viraux	
   permet	
   le	
  

développement	
  d’une	
  réponse	
  CD8	
  anti-­‐P1A	
  importante	
  et	
  protectrice	
  puiqu’elle	
  permet	
  le	
  

rejet	
  de	
  80%	
  des	
  tumeurs	
  P1.HTR3	
  (P1A+)	
  [34].	
  	
  

	
  



81	
  

Au	
   sein	
   du	
   laboratoire	
   nous	
   disposons	
   de	
   différentes	
   techniques	
   permettant	
   de	
  

tracer	
   la	
   réponse	
   immunitaire	
   anti-­‐P1A.	
  Un	
   tétramère	
   spécifique	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   CD8	
  

qui	
   reconnaissent	
   l’antigène	
   P1A35-­‐43,	
   tétramère	
   H-­‐2Ld/P1A35-­‐43,	
   a	
   été	
   développé	
   [545].	
  

Nous	
  disposons	
  également	
  d’une	
  souche	
  de	
  souris	
  P1ATCR	
  transgénique	
  sur	
   fond	
  B10.D2	
  

Rag-­‐1	
  KO	
   (Recombinaition	
  Activating	
  Gene	
   1)	
   dont	
   tous	
   les	
   lymphocytes	
   sont	
   des	
   T	
   CD8	
  

exprimant	
  un	
  TCR	
  recombinant	
  P1A	
  (P1ATCR	
  CD8+	
  T)	
  [533].	
  	
  

	
  

Dans	
  le	
  cadre	
  d’une	
  collaboration	
  avec	
  le	
  laboratoire	
  d’Anne-­‐Marie	
  Schmitt-­‐Verhulst	
  

à	
  Marseille,	
  une	
   lignée	
   tumorale	
  a	
   été	
  dérivée	
  d’un	
  mélanome	
   induit	
  non-­‐pigmenté.	
  Cette	
  

lignée	
   transplantable,	
   T429,	
   est	
   positive	
   pour	
   l’expression	
   de	
   H-­‐RasG12V	
   et	
   de	
   P1A.	
   Elle	
  

présente	
  également	
  la	
  délétion	
  attendue	
  de	
  Ink4α/ARF	
  [546].	
  Nous	
  avons	
  cloné	
  cette	
  lignée	
  

transplantable	
   et	
   nous	
   utiliserons	
   les	
   clones	
   T429.11	
   et	
   T429.6	
   dans	
   nos	
   propres	
  

expériences	
  en	
  comparaison	
  avec	
  des	
   tumeurs	
   induites.	
  Les	
  deux	
  clones	
  sont	
  reconnus	
   in	
  

vitro	
   par	
  des	
   lymphocytes	
  T	
   anti-­‐P1A	
  de	
   la	
  même	
  manière	
  mais	
   le	
   clone	
  T429.11	
  pousse	
  

plus	
  vite	
  in	
  vivo	
  que	
  le	
  clone	
  T429.6.	
  	
  

	
  

Réponse	
  immunitaire	
  	
  

	
  

Des	
   études	
   préalables	
   ont	
   montré	
   que	
   le	
   système	
   immunitaire	
   adaptatif	
   était	
  

important	
  pour	
  le	
  contrôle	
  du	
  développement	
  des	
  mélanomes	
  induits	
  dans	
  le	
  modèle	
  TiRP-­‐

10B.	
  En	
  effet,	
   après	
   traitement	
  avec	
  du	
  4OH-­‐Tamoxifène,	
  une	
   latence	
  plus	
   courte	
   (68	
  ±	
  4	
  

jours	
   contre	
   163	
  ±	
   17	
   jours)	
   avant	
   l’apparition	
   des	
   tumeurs	
   est	
   observée	
   chez	
   les	
   souris	
  

immunodéficientes	
  (Rag	
  1	
  KO)	
  par	
  rapport	
  aux	
  souris	
  immunocompétentes	
  [546].	
  	
  

Signature	
  inflammatoire	
  

	
  

Une	
   analyse	
   par	
   cytométrie	
   de	
   flux	
   des	
   différentes	
   populations	
   de	
   leukocytes	
  

présents	
   au	
   niveau	
   des	
   mélanomes	
   induits	
   montre	
   une	
   forte	
   infiltration	
   de	
   cellules	
  

myéloïdes	
   immatures	
   dans	
   les	
   tumeurs	
   non-­‐pigmentées	
   par	
   rapport	
   aux	
   tumeurs	
  

pigmentées	
  ou	
  de	
   la	
  peau	
  de	
  souris	
  contrôles.	
  Afin	
  d’étudier	
   le	
  contexte	
   inflammatoire	
  de	
  

l’environnement	
   tumoral,	
   des	
   tumeurs	
   non-­‐pigmentées	
   ont	
   été	
   prélevées	
   et	
   mises	
   en	
  



82	
  

culture	
   durant	
   48h	
   afin	
   de	
   collecter	
   les	
   surnageants.	
   Ceux-­‐ci	
   contenaient	
   une	
   forte	
  

concentration	
   d’IL-­‐6	
   et	
   d’IL-­‐10	
   ainsi	
   que	
   différentes	
   chémokines	
   (CCL2,	
   CXCL1,	
   CCL9,	
   et	
  

CXCL12)	
  ou	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  (G-­‐CSF	
  ou	
  VEGF).	
  L’analyse	
  des	
  cytokines	
  présentes	
  dans	
  

le	
  sérum	
  indiquait	
  plutôt	
  une	
  réponse	
  immunitaire	
  de	
  type	
  Th2	
  (présence	
  d’IL-­‐10,	
  d’IL-­‐13)	
  

qu’une	
  réponse	
  de	
  type	
  Th1	
  (IL-­‐12	
  et	
  IFNγ).	
  Par	
  analyse	
  PCR,	
  une	
  expression	
  d’Arginase	
  a	
  

été	
   également	
  détectée	
  dans	
   les	
   tumeurs	
  non-­‐pigmentées	
   [546].	
  De	
  plus,	
   il	
   a	
   été	
   observé	
  

que	
  la	
  croissance	
  des	
  tumeurs	
  non-­‐pigmentées	
  était	
  associée	
  à	
  une	
  importante	
  perturbation	
  

de	
   l’architecture	
   des	
   organes	
   lymphoïdes	
   secondaires.	
   Cette	
   désorganisation	
   rendrait	
  

difficile	
   la	
   rencontre	
   entre	
   les	
   cellules	
   présentatrices	
   d’antigène	
   et	
   les	
   lymphocytes	
   T,	
  

limitant	
   ainsi	
   le	
   développement	
   d’une	
   réponse	
   immunitaire	
   efficace	
   contre	
   les	
   antigène	
  

tumoraux	
  [547].	
  

	
  

Réponse	
  lymphocytaire	
  CD8	
  

	
  

L’analyse	
   du	
   stroma	
   des	
   mélanomes	
   induits	
   a	
   montré	
   qu’il	
   n’y	
   avait	
   pas	
  

d’enrichissement	
   en	
   CD8	
   par	
   rapport	
   à	
   de	
   la	
   peau	
   normale.	
   Les	
   quelques	
   lymphocytes	
  

observés	
   infiltraient	
   les	
   tumeurs	
   non-­‐pigmentées	
   alors	
   qu’ils	
   restaient	
   à	
   la	
   marge	
   des	
  

tumeurs	
  pigmentées.	
  

	
  

Dans	
   les	
   deux	
   types	
   de	
   tumeurs,	
   la	
   majorité	
   des	
   CD8	
   étaient	
   CD44highCD62low,	
   le	
  

phénotype	
   des	
   T	
   ayant	
   rencontré	
   leur	
   antigène,	
   contrairement	
   à	
   ceux	
   prélevés	
   dans	
   les	
  

ganglions	
  drainants.	
  Par	
  contre,	
  PD-­‐1	
  n‘était	
  exprimé	
  que	
  sur	
  les	
  CD8	
  infiltrant	
  les	
  tumeurs	
  

non-­‐pigmentées.	
   Les	
   T	
   CD8	
   isolés	
   de	
   ces	
   tumeurs	
   n’exprimaient	
   pas	
   de	
   GranZyme	
   B	
  

contrairement	
   à	
   ceux	
   présents	
   dans	
   des	
   tumeurs	
   transplantables	
   exprimant	
   P1A	
   comme	
  

P815	
   ou	
   T429.	
   De	
   plus,	
   ils	
   étaient	
   incapables	
   de	
   produire	
   de	
   l’IL-­‐2	
   ou	
   de	
   l’IFNγ	
   après	
  

restimulation	
  in	
  vitro.	
  Les	
  auteurs	
  en	
  concluaient	
  donc	
  que	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  infiltrant	
  les	
  

mélanomes	
   induits	
   non-­‐pigmentés	
   avaient	
   été	
   stimulés	
   de	
   manière	
   chronique	
   jusqu'à	
  

atteindre	
  un	
  état	
  d’épuisement	
  [546].	
  	
  

Pour	
   étudier	
   l’influence	
   du	
   contexte	
   inflammatoire	
   des	
   mélanomes	
   induits	
   sur	
  

l’activation	
   et	
   la	
   migration	
   des	
   lymphocytes	
   T,	
   Soudja	
   et	
   collaborateurs	
   ont	
   effectué	
   un	
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transfert	
  adoptif	
  de	
  T	
  CD8	
  TCR	
  P1A	
  tg	
  naïfs.	
  Six	
  jours	
  plus	
  tard,	
  dans	
  les	
  ganglions	
  drainant	
  

les	
   tumeurs,	
   seule	
   une	
   petite	
   fraction	
   d’entre-­‐eux	
   montrait	
   une	
   augmentation	
   de	
  

l’expression	
  CD44,	
  avait	
  proliféré	
  et	
  était	
  capable	
  de	
  sécréter	
  de	
  l’IFNγ	
  après	
  restimulation,	
  

contrairement	
  aux	
  T	
  CD8	
  TCR	
  P1A	
  tg	
   infiltrant	
  une	
  tumeur	
  transplantable	
  exprimant	
  P1A	
  

(P815,	
  T429).	
  Bien	
  qu’ayant	
  perdu	
  l’expression	
  de	
  CD62L,	
  ces	
  T	
  CD8	
  TCR	
  P1A	
  tg	
  transférés	
  

n’avaient	
  pas	
  infiltré	
  les	
  mélanomes	
  induits.	
  

	
  

Enfin	
  les	
  souris	
  porteuses	
  d’un	
  mélanome	
  induit	
  non-­‐pigmenté	
  étaient	
  incapables	
  de	
  

limiter	
   la	
   croissance	
   in	
   vivo	
   de	
   la	
   lignée	
   transplantable	
   T429	
   P1A+	
   alors	
   que	
   des	
   souris	
  

contrôles	
   ou	
   porteuses	
   d’un	
   mélanome	
   pigmenté	
   l’étaient.	
   Ceci	
   suggère	
   que	
   le	
  

développement	
   de	
   mélanomes	
   non-­‐pigmentés	
   s’accompagne	
   d’un	
   état	
  

d’immunosuppression	
  important.	
  

	
  

Ces	
  différentes	
  observations	
  faites	
  dans	
   le	
  modèle	
  TiRP-­‐10B,	
  particulièrement	
  chez	
  

les	
   souris	
  porteuses	
  de	
  mélanomes	
  non-­‐pigmentés,	
   soulignent	
  son	
   intérêt	
   comme	
  modèle	
  

préclinique	
  de	
  mise	
  au	
  point	
  de	
  traitements	
  d’immunothérapie	
  applicables	
  aux	
  patients.	
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Objectifs	
  	
  

	
  

Mon	
   travail	
   de	
   doctorat	
   a	
   consisté	
   à	
   développer	
   une	
   technique	
   d’immunisation	
  

contre	
  l’antigène	
  P1A	
  dans	
  un	
  modèle	
  de	
  mélanome	
  inductible.	
  	
  

	
  

À	
  cet	
  effet,	
  j’ai	
  adapté	
  à	
  la	
  souche	
  TiRP-­‐10B	
  des	
  protocoles	
  de	
  vaccination	
  développés	
  

chez	
   des	
   souris	
   DBA/2	
   et	
   décrits	
   comme	
   pouvant	
   induire	
   le	
   rejet	
   d’une	
   tumeur	
  

transplantable	
   exprimant	
   P1A.	
   J’ai	
   testé	
   les	
   différents	
   protocoles	
   en	
  mesurant	
   la	
   réponse	
  

anti-­‐P1A	
  et	
  j’ai	
  sélectionné	
  l’utilisation	
  des	
  virus	
  Adeno.Ii.P1At	
  et	
  SFV.P1A	
  comme	
  étant	
  le	
  

mode	
  d’immunisation	
   le	
  plus	
  efficace.	
   J’ai	
  par	
   la	
  suite	
  étudié	
   l’effet	
  de	
  cette	
   immunisation	
  

sur	
  la	
  croissance	
  tumorale.	
  

	
  

J’ai	
   également	
   analysé	
   la	
   persistance	
   de	
   la	
   réponse	
   anti-­‐P1A	
   et	
   j’ai	
   observé	
   sa	
  

disparition	
  chez	
  les	
  souris	
  porteuses	
  d’une	
  tumeur	
  induite.	
  J’ai	
  donc	
  réorienté	
  mon	
  travail	
  

afin	
  de	
  déterminer	
  quel	
  mécanisme	
  d’immunosuppression	
  pouvait	
  induire	
  la	
  délétion	
  de	
  la	
  

réponse	
  anti-­‐P1A.	
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Résultats	
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Figure	
  16	
  :	
  Tumor	
  incidence	
  in	
  immunized	
  and	
  non-­‐immunized	
  TiRP-­‐10B+/+	
  mice.	
  	
  

(A)	
  Immunization	
  schedule	
  (B)	
  TiRP-­‐10B+/+	
  mice	
  were	
  immunized	
  at	
  day	
  -­‐20	
  with	
  108	
  pfu	
  
Adeno.Ii.P1At	
  and	
  boosted	
  at	
  day	
  -­‐4	
  with	
  107	
  IU	
  SFV.P1A	
  by	
  i.d	
  injections	
  ()	
  or	
  left	
  non-­‐
immunized	
  ().	
  At	
  day	
  0	
  and	
  day	
  15,	
  they	
  were	
  injected	
  with	
  4	
  mg	
  of	
  4OH-­‐Tamoxifen	
  and	
  
monitored	
  once	
  every	
  week	
  for	
  tumor	
  development.	
  The	
  figure	
  represents	
  the	
  cumulative	
  
data	
  of	
  5	
  different	
  experiments	
  (immunized	
  mice	
  n=65,	
  median	
  for	
  tumor	
  appearance	
  =	
  71	
  
days;	
  non-­‐immunized	
  mice	
  n	
  =	
  56;	
  median	
  =	
  50	
  days).	
  p	
  =	
  0.05	
  by	
  Logrank	
  test.	
  	
  

	
  

	
  
Figure	
  17	
  :	
  P1A	
  gene	
  expression	
  

Quantitative	
   PCR	
   analysis	
   of	
   P1A	
  mRNA	
   expression	
   in	
   tumor	
   tissues	
   collected	
   from	
  non-­‐
immunized	
   and	
   immunized	
   tumor-­‐bearing	
   mice.	
   P1A	
   mRNA	
   levels	
   are	
   presented	
   as	
   a	
  
relative	
  quantification	
  compared	
  to	
  expression	
  in	
  normal	
  skin.	
  Testis	
  was	
  used	
  as	
  positive	
  
control.	
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Tumor	
  incidence	
  in	
  immunized	
  and	
  non-­‐immunized	
  TiRP-­‐10B+/+	
  mice	
  

	
  

We	
   previously	
   reported	
   that	
   a	
   prime-­‐boost	
   immunization	
   with	
   Adeno.Ii.P1At	
   and	
  

SFV.P1A	
  viruses	
  elicits	
  a	
  strong	
  P1A-­‐specific	
  CTL	
  response	
  in	
  DBA/2	
  mice	
  that	
  mediates	
  a	
  

high	
  protection	
  against	
   transplantable	
  mastocytoma	
  P815	
   [34].	
  We	
   therefore	
  applied	
   this	
  

immunization	
  protocol	
   to	
   the	
  TiRP-­‐10B	
  model	
  asking	
  whether	
   it	
   could	
  prevent	
  or	
   reduce	
  

melanoma	
  development	
  upon	
  subsequent	
  injection	
  of	
  4OH-­‐Tamoxifen.	
  A	
  group	
  of	
  mice	
  was	
  

immunized	
  with	
  Adeno.Ii.P1At	
   and,	
   15	
  days	
   later,	
   boosted	
  with	
   SFV.P1A.	
  A	
   second	
   group	
  

received	
  only	
  PBS.	
  Four	
  days	
  after	
  the	
  SFV.P1A	
  injection,	
  mice	
  were	
  treated	
  with	
  two	
  doses	
  

of	
  4OH-­‐Tamoxifen	
  two	
  weeks	
  apart	
  (Figure	
  16A).	
  Tumor	
  appearance	
  was	
  monitored	
  once	
  

every	
   week	
   starting	
   at	
   the	
   second	
   4OH-­‐Tamoxifen	
   injection.	
   As	
   shown	
   in	
   Figure	
   16B,	
  

although	
  we	
  observed	
  a	
  slight	
  delay	
  in	
  tumor	
  appearance	
  in	
  immunized	
  mice	
  (median	
  =	
  71	
  

days)	
  as	
  compared	
  to	
  controls	
  (median	
  =	
  50	
  days),	
  the	
  tumor	
  incidence	
  was	
  similar	
  in	
  the	
  

two	
   groups.	
   These	
   results	
   indicated	
   that	
   anti-­‐P1A	
   immunization	
   did	
   not	
   alter	
   tumor	
  

incidence	
  but	
  only	
  modestly	
  delayed	
  tumor	
  appearance.	
  	
  

	
  

	
   In	
   some	
   tumor	
  mouse	
  models,	
   the	
  presence	
  of	
   an	
   immune	
   response	
  promotes	
   the	
  

selection	
  of	
   less	
   immunogenic	
  tumors	
  and	
   induces	
  a	
  delay	
   in	
  tumor	
  appearance	
  [548].	
  To	
  

study	
   the	
   impact	
   of	
   immunization	
   on	
   antigen	
   expression	
   we	
   verified	
   the	
   P1A	
   gene	
  

expression	
   by	
   qPCR.	
   The	
   expression	
   of	
   P1A	
   mRNA	
   was	
   not	
   decreased	
   in	
   immunized	
  

compared	
   to	
   non-­‐immunized	
   tumor-­‐bearing	
   mice	
   (Figure	
   17).	
   Moreover,	
   previous	
  

experiments	
   showed	
   the	
   ability	
   of	
   inducible	
  melanoma	
   tumors	
   to	
   efficiently	
   present	
   the	
  

P1A	
   peptide	
   on	
   cell	
   surface	
   [531].	
   We	
   therefore	
   concluded	
   that	
   the	
   delay	
   in	
   tumor	
  

appearance	
   in	
   immunized	
   mice	
   did	
   not	
   result	
   from	
   immune	
   selection	
   of	
   P1A	
   negative	
  

variants.	
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Figure	
  18	
  :	
  Tumors	
  induce	
  antigen-­‐specific	
  CD8+	
  T	
  cells	
  deletion	
  

(A)	
   TiRP-­‐10B+/+	
  and	
  TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
  were	
   immunized	
   or	
   not	
   by	
   an	
   heterologous	
   prime-­‐boost	
  

Adeno.Ii.P1At-­‐SFV.P1A	
  regimen	
  at	
  d-­‐20	
  and	
  d-­‐4	
  and	
  TiRP-­‐10B+/+	
  were	
  injected	
  with	
  2	
  doses	
  

of	
   4OH-­‐Tamoxifen	
   at	
   d0	
   and	
   d15.	
   Mice	
   were	
   monitored	
   weekly.	
   At	
   the	
   time	
   of	
   tumor	
  

appearance,	
   spleen	
   cells	
   were	
   collected	
   and	
   restimulated	
   during	
   one	
   week	
   with	
   P1A	
  

peptide-­‐pulsed	
  splenocytes.	
  P1A-­‐specific	
  CD8+	
  T	
  cells	
  were	
  then	
  quantified	
  by	
  FACS	
  analysis.	
  

(B)	
   TiRP-­‐10B+/+	
   and	
   TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
   were	
   immunized	
   against	
   P1A	
   by	
   recombinant	
   virus	
  

injections.	
   Simultaneously,	
   they	
  were	
  vaccinated	
  with	
   the	
  P91A	
  peptide	
   in	
  AS15	
  adjuvant	
  

(GSK)	
  by	
  intramuscular	
  injection,	
  one	
  week	
  apart	
  during	
  one	
  month.	
  The	
  TiRP-­‐10B+/+	
  mice	
  

were	
  then	
  treated	
  with	
  4OH-­‐Tamoxifen.	
  When	
  a	
  tumor	
  was	
  observed	
  in	
  TiRP-­‐10B+/+,	
  spleen	
  

cells	
   from	
   anti-­‐P1A	
   +	
   anti-­‐P91A	
   immunized	
   tumor-­‐bearing	
   or	
   tumor-­‐free	
   mice	
   were	
  

restimulated	
   during	
   one	
  week	
  with	
   P1A	
   or	
   P91A	
   peptide-­‐pulsed	
   splenocytes.	
   P1A	
   (black	
  

histograms)	
   or	
   P91A	
   (grey	
   histograms)	
   specific	
   CD8+	
   T	
   cells	
   were	
   quantified	
   by	
   FACS	
  

analysis.	
  **	
  P<0.005,	
  ***P<0.0005,	
  n.s	
  not	
  significant,	
  Mann	
  Whitney	
  test.	
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Tumors	
  induce	
  antigen-­‐specific	
  CD8+	
  T	
  cells	
  deletion	
  
	
  

To	
   understand	
  why	
   immunization	
   did	
   not	
   affect	
   tumor	
   incidence	
  we	
   analysed	
   the	
  

persistence	
  of	
  anti-­‐P1A	
  CTL	
  response	
  in	
  tumor-­‐bearing	
  mice.	
  Spleen	
  cells	
  from	
  immunized	
  

or	
   non-­‐immunized	
   tumor-­‐bearing	
  mice	
  were	
   collected	
   at	
   the	
   time	
   they	
  were	
   euthanized	
  

due	
   to	
   melanoma	
   development	
   and	
   were	
   restimulated	
   in	
   vitro	
   for	
   one	
   week	
   with	
   P1A-­‐

peptide	
  pulsed	
  splenocytes.	
  As	
  controls,	
  we	
  used	
  spleens	
  obtained	
  from	
  immunized	
  or	
  non-­‐

immunized	
  tumor	
  free-­‐mice.	
  P1A	
  specific	
  CD8+	
  T	
  cells	
  were	
  quantified	
  by	
  FACS	
  analysis.	
  As	
  

indicated	
   in	
  Figure	
  18A,	
   immunization	
  can	
   induce	
  an	
   increase	
   in	
  P1A	
  CTL	
  specific	
   in	
  both	
  

tumor-­‐bearing	
   and	
   tumor-­‐free	
   mice.	
   However	
   the	
   presence	
   of	
   the	
   tumor	
   result	
   in	
   a	
  

significant	
  decrease	
  in	
  the	
  percent	
  P1A-­‐specific	
  CTLs	
  in	
  immunized	
  tumor-­‐bearing	
  mice	
  as	
  

compared	
  with	
  immunized	
  tumor-­‐free	
  mice.	
  These	
  data	
  suggested	
  the	
  presence	
  in	
  the	
  TiRP-­‐

10B+/+	
   model	
   of	
   a	
   tumor-­‐associated	
   immunosuppression	
   mechanism	
   that	
   impaired	
   the	
  

persistence	
  of	
  P1A-­‐specific	
  CD8+	
  T	
  cells.	
  

	
  

To	
  analyse	
  whether	
  the	
  immunosuppression	
  induced	
  by	
  the	
  tumor	
  was	
  restricted	
  to	
  

the	
  anti-­‐P1A	
  response	
  or	
  extended	
  to	
  unrelated	
  antigens,	
  we	
  combined	
  the	
  Adeno.Ii.P1At-­‐

SFV.P1A	
  prime-­‐boost	
  with	
  an	
  immunization	
  against	
  P91A.	
  P91A	
  antigen	
  is	
  expressed	
  by	
  a	
  

tumor	
  cell	
  line	
  derived	
  from	
  P815	
  after	
  chemical	
  mutagen	
  treatment	
  of	
  the	
  parental	
  tumor	
  

[549].	
  This	
  antigen	
  is	
  presented	
  by	
  H-­‐2Ld,	
  as	
  P1A,	
  and	
  P91A-­‐specific	
  CTLs	
  can	
  be	
  detected	
  

by	
  the	
  relevant	
  tetramer.	
  One	
  week	
  after	
  the	
  last	
  P91A	
  peptide	
  injection,	
  mice	
  immunized	
  

against	
   P1A	
   and	
   P91A	
   were	
   treated	
   with	
   4OH-­‐Tamoxifen.	
   When	
   tumors	
   were	
   detected,	
  

spleen	
   cells	
   were	
   collected	
   and	
   restimulated	
   in	
   vitro	
   with	
   P1A	
   or	
   P91A	
   peptide-­‐pulsed	
  

splenocytes	
  during	
  one	
  week.	
  P1A	
  or	
  P91A	
  specific	
  CD8+	
  T	
  cells	
  were	
  quantified	
  by	
  FACS	
  

analysis.	
  As	
  controls	
  we	
  used	
  tumor-­‐free	
  mice	
   immunized	
  against	
  both	
  P1A	
  and	
  P91A.	
  As	
  

indicated	
   in	
   Figure	
   18B,	
   tumor	
   development	
   did	
   not	
   affect	
   the	
   persistence	
   of	
   anti-­‐P91A	
  

specific	
   CD8+	
   T	
   cells	
   but	
   rather	
   significantly	
   reduced	
   the	
   number	
   of	
   P1A-­‐specific	
   CTL	
  

suggesting	
  a	
  tumor-­‐driven	
  specific	
  immunosuppression.	
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Figure	
  19	
  :	
  Ability	
  of	
  tumor-­‐bearing	
  mice	
  to	
  mount	
  a	
  CTL	
  immune	
  response	
  

(A)	
  In	
  vivo	
  killing	
  assay	
  protocol.	
  (B)	
  Immunization	
  was	
  performed	
  by	
  a	
  single	
  i.p.	
  injection	
  

of	
   1x106	
   DBA/2	
   spleen	
   cells	
   in	
   tumor-­‐bearing	
   and	
   tumor-­‐free	
   mice.	
   Two	
   weeks	
   later,	
  

DBA/2	
  and	
  B10.D2	
  spleen	
  cells	
  (107	
  each)	
  labeled	
  with	
  different	
  CFSE	
  concentrations	
  were	
  

injected	
  i.v.	
  After	
  18h,	
  the	
  ratio	
  between	
  the	
  two	
  populations	
  was	
  determined	
  in	
  the	
  spleen	
  

by	
  FACS	
  analysis.	
  The	
  percent	
  specific	
  lysis	
  of	
  DBA/2	
  targets	
  is	
  indicated.	
  	
  

	
  
	
  

	
   	
  

Supplemental figure 2: Ability of tumor-bearing mice to mount a CTL immune response
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The	
   group	
   of	
   Blankenstein	
   previously	
   described	
   a	
   spontaneous	
   sporadic	
   tumor	
   mouse	
  

model	
  where	
   tumor	
   development	
   resulted	
   in	
   a	
   general	
   CTL	
   unresponsiveness	
   [550].	
  We	
  

thus	
  examined	
  if,	
  in	
  our	
  model,	
  tumor-­‐bearing	
  mice	
  were	
  still	
  able	
  to	
  mount	
  a	
  CTL	
  response	
  

against	
  DBA/2	
  specific	
  minor	
  histocompatibility	
  antigens.	
  TiRP-­‐10B+/+	
  tumor-­‐bearing	
  mice	
  

were	
  immunized	
  i.p	
  with	
  106	
  DBA/2	
  splenocytes.	
  Two	
  weeks	
  later,	
  an	
   in	
  vivo	
  killing	
  assay	
  

was	
  performed	
  by	
  injecting	
  107	
  DBA/2	
  and	
  B10.D2	
  spleen	
  cells	
  labeled	
  with	
  different	
  CFSE	
  

concentrations	
   (Figure	
   19A).	
   After	
   18h,	
   the	
   disappearance	
   of	
   CFSE-­‐labeled	
   cells	
   was	
  

analysed	
  in	
  spleen	
  by	
  FACS.	
  Immunized	
  tumor-­‐bearing	
  or	
  tumor-­‐free	
  mice	
  killed	
  the	
  CFSE-­‐

labeled	
  DBA/2	
  splenocytes	
  with	
  the	
  same	
  efficacy	
  (Figure	
  19B).	
  	
  

	
  	
  

Taken	
   together	
   these	
   data	
   showed	
   that,	
   in	
   our	
   inducible	
   melanoma	
   model,	
   tumor	
  

development	
  induces	
  a	
  specific	
   immunosuppression	
  of	
  the	
  CD8+	
  T	
  cells	
  that	
  recognize	
  the	
  

P1A	
  antigen	
  but	
  not	
  a	
  general	
  CTL	
  unresponsiveness.	
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Figure	
  20	
  :	
  Transferred	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  are	
  inefficient	
  against	
  inducible	
  tumors	
  
but	
  reject	
  transplantable	
  tumors	
  	
  

(A)	
   Adoptive	
   transfer	
   protocol.	
   (B)	
   TiRP-­‐10B+/+	
   mice	
   were	
   treated	
   with	
   4OH-­‐Tamoxifen	
  

(squares)	
  and	
  TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
  were	
  injected	
  with	
  2x106	
  T429.11	
  tumor	
  cells	
  (triangles).	
  When	
  

tumors	
  were	
  observed,	
  mice	
  received	
  107	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  (empty	
  symbol)	
  or	
  

PBS	
  (black	
  symbol).	
  Tumor	
  evolution	
  was	
  monitored	
  during	
  22	
  days.	
  (C)	
  TiRP-­‐10B+/+	
  mice	
  

were	
  treated	
  with	
  4OH-­‐Tamoxifen	
  and	
  TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
  were	
  injected	
  with	
  2x106	
  T429.11	
  tumor	
  

cells.	
   When	
   tumors	
   became	
   palpable,	
   tumor-­‐bearing	
   (black	
   bar),	
   T429.11-­‐bearing	
   (grey	
  

bar)	
  and	
  tumor-­‐free	
  (empty	
  bar)	
  mice	
  were	
  transferred	
  with	
  107	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  

cells	
   by	
   i.v.	
   injection.	
   22	
   days	
   later,	
   spleen	
   cells	
   and	
   skin	
   draining	
   lymph	
   nodes	
   were	
  

analysed	
   ex	
   vivo	
   for	
   P1A-­‐specific	
   CD8+	
   T	
   cells	
   by	
   FACS	
   using	
   H-­‐2Ld-­‐P1A	
   tetramer.	
  

***P<0.0005,	
  n.s,	
  not	
  significant,	
  Mann	
  Whitney	
  test.	
  

	
  
	
   	
  

Figure 3: Transferred P1ATCR CD8+ T cells do not reject inductible tumor but reject transplantable tumor
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Tumors	
  induce	
  deletion	
  of	
  transferred	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  

	
  	
  

In	
   immunized	
   tumor-­‐bearing	
  mice,	
   the	
  numbers	
   of	
   P1A-­‐specific	
   CD8+	
  T	
   cells	
  were	
  

extremely	
  low.	
  To	
  analyse	
  the	
  immunosuppression	
  mechanism	
  leading	
  to	
  their	
  deletion,	
  we	
  

bypassed	
  this	
  problem	
  by	
  performing	
  adoptive	
  transfer	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells.	
  	
  

At	
   the	
   time	
  of	
   tumor	
   appearance,	
  mice	
  were	
   transferred	
  with	
  107	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  

cells	
  activated	
  4	
  days	
  in	
  vitro	
  with	
  L1210.P1A.B7-­‐1	
  irradiated	
  cells	
  (Figure	
  20A).	
  As	
  control	
  

for	
   their	
   cytolytic	
   efficacy	
   and	
  persistence,	
  we	
   also	
   transferred	
   activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  

cells	
  in	
  mice	
  injected	
  with	
  the	
  transplantable	
  T429.11	
  or	
  T429.6	
  tumor	
  cell	
  lines	
  established	
  

from	
  an	
  inducible	
  melanoma.	
  Inducible	
  and	
  transplantable	
  tumor	
  evolution	
  was	
  monitored	
  

twice	
  a	
  week.	
  No	
  signs	
  of	
  regression	
  were	
  observed	
  for	
   inducible	
  tumors	
  (Figure	
  20B).	
   In	
  

contrast,	
  80%	
  of	
   the	
  T429.11	
  (Figure	
  20B)	
  and	
  100	
  %	
  of	
   the	
  T429.6	
  (Figure	
  21A)	
   tumors	
  

were	
  rejected	
  after	
  adoptive	
  T	
  cells	
  transfer.	
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Figure	
  21	
  :	
  Transferred	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  reject	
  transplantable	
  tumors	
  	
  

(A)	
  TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
  were	
  injected	
  with	
  2x106	
  T429.11	
  tumor	
  cells	
  (triangles)	
  or	
  2x106	
  T429.6	
  
tumor	
   cells	
   (round).	
   21	
   days	
   after	
   tumor	
   injection	
   when	
   tumors	
   were	
   palpable,	
   mice	
  
received	
  107	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  (empty	
  symbol)	
  or	
  PBS	
  (black	
  symbol).	
  Tumor	
  
evolution	
  was	
  monitored	
  during	
  22	
  days.	
  (B)	
  TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
  were	
  injected	
  with	
  2x106	
  T429.11	
  
or	
  2x106	
  T429.6	
   tumor	
   cells.	
  When	
   tumors	
  became	
  palpable,	
  T429.11-­‐bearing	
   (dark	
  grey	
  
bar),	
   T429.6-­‐bearing	
   (light	
   grey	
   bar),	
   and	
   tumor-­‐free	
   (empty	
   bar)	
  mice	
  were	
   transferred	
  
with	
  107	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  by	
  i.v.	
  injection.	
  22	
  days	
  later,	
  spleen	
  cells	
  and	
  skin	
  
draining	
  lymph	
  nodes	
  were	
  analysed	
  ex	
  vivo	
  for	
  P1A-­‐specific	
  CD8+	
  T	
  cells	
  by	
  FACS	
  using	
  H-­‐
2Ld-­‐P1A	
  tetramer.	
  ***P<0.0005,	
  n.s,	
  not	
  significant,	
  Mann	
  Whitney	
  test.	
  

	
  
	
  

Figure	
  22	
  :	
  P1A	
  Tg	
  TCR	
  clonotypic	
  PCR	
  

Tumor-­‐bearing	
   mice	
   were	
   transferred	
   with	
   107	
   activated	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   by	
   i.v.	
  
injection.	
  4	
  days	
  (B)	
  or	
  22	
  days	
  (A)	
  later,	
  tumor	
  tissues	
  and	
  spleens	
  were	
  collected	
  for	
  DNA	
  
extraction.	
  Primers	
  recognizing	
   the	
  CDR3	
  region	
  of	
  P1A	
  Tg	
  TCR	
  were	
  used	
   to	
  amplify	
   the	
  
TCR	
  signal.	
  Spleens	
  from	
  transferred	
  tumor-­‐free	
  mice	
  were	
  used	
  as	
  controls.	
  	
  

	
  
	
   	
  

Supplemental figure 3: Transferred P1ATCR CD8+ T cells reject transplantable tumor
(T429.6 or T429.11)
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After	
  22	
  days,	
  50%	
  of	
   inducible	
   tumor-­‐bearing	
  mice	
   that	
  received	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  

cells	
  were	
  dead,	
  as	
  in	
  the	
  control	
  group	
  of	
  inducible	
  tumor-­‐bearing	
  mice	
  that	
  did	
  not	
  receive	
  

any	
   adoptive	
   transfer.	
   The	
   remaining	
  mice	
   were	
   sacrificed	
   and	
   the	
   presence	
   of	
   P1ATCR	
  

CD8+	
  T	
   cells	
  was	
  assessed	
  ex	
  vivo	
   by	
  FACS	
  analysis.	
  As	
   shown	
   in	
  Figure	
  20C,	
   in	
   inducible	
  

tumor-­‐bearing	
  mice	
  nearly	
  no	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  were	
  detected	
  in	
  skin	
  draining	
   lymph	
  

nodes	
   and	
   spleens.	
   In	
   contrast,	
   such	
   T	
   cells	
   were	
   abundant	
   in	
   tumor-­‐free	
  mice,	
   or	
   mice	
  

bearing	
   transplantable	
   tumors	
   T429.11	
   (Figure	
   20C)	
   or	
   T429.6	
   (Figure	
   21B)	
  and	
   treated	
  

similary.	
  	
  

	
  

This	
   very	
   low	
   number	
   of	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   detected	
   in	
   secondary	
   lymphoid	
  

organs	
  could	
  be	
  explained	
  by	
  their	
  recruitment	
  in	
  the	
  tumors.	
  We	
  thus	
  performed	
  genomic	
  

PCR	
   to	
  evaluate	
   the	
  presence	
  of	
   the	
  Vα8	
  chain	
   coding	
   for	
   the	
  P1A	
  Tg	
  TCR	
  on	
  dissociated	
  

tumor	
   tissues	
   and	
   spleens.	
   22	
   days	
   after	
   adoptive	
   transfer,	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   had	
  

completely	
   disappeared	
   even	
   from	
   the	
   tumors	
   (Figure	
   22A),	
   whereas	
   they	
   were	
   clearly	
  

detectable	
  4	
  days	
  after	
  transfer	
  (Figure	
  22B).	
  

	
  

These	
  results	
  indicated	
  that	
  the	
  immunosuppression	
  mechanisms	
  inducing	
  deletion	
  

of	
  P1A-­‐specific	
  CD8+	
  T	
  cell	
  after	
  immunization	
  were	
  also	
  present	
  after	
  an	
  adoptive	
  transfer.	
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Figure	
  23	
  :	
  Numbers	
  and	
  phenotype	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  4	
  days	
  after	
  transfer	
  

	
  	
  

(A)	
  Inducible	
  tumor-­‐bearing	
  (black	
  bar)	
  and	
  transplantable	
  tumor-­‐bearing	
  (grey	
  bar)	
  mice	
  

were	
   transferred	
   with	
   107	
   activated	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   by	
   i.v.	
   injection.	
   4	
   days	
   later,	
  

tumors	
   were	
   analysed	
   ex	
   vivo	
   for	
   CD8+	
   T	
   cells	
   proportion	
   in	
   living	
   cells	
   by	
   FACS.	
   (B;C)	
  

Inducible	
  tumor-­‐free	
  (empty	
  bar),	
   inducible	
  tumor-­‐bearing	
  (black	
  bar)	
  and	
  transplantable	
  

tumor-­‐bearing	
  (grey	
  bar)	
  mice	
  were	
  transferred	
  with	
  107	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  by	
  

i.v.	
  injection.	
  4	
  days	
  later,	
  skin	
  draining	
  lymph	
  nodes,	
  spleens	
  and/or	
  tumors	
  were	
  analysed	
  

ex	
  vivo	
  for	
  P1A-­‐specific	
  CD8+	
  T	
  cells	
  by	
  FACS	
  using	
  H-­‐2Ld-­‐P1A	
  tetramer	
  (B)	
  and	
  stained	
  for	
  

CD69	
  expression	
  (C).	
  *	
  P<0.05,	
  **	
  P<0.005,	
  ***P<0.0005,	
  n.s,	
  not	
  significant,	
  Mann	
  Whitney	
  

test.	
  	
  

	
  
	
   	
  

Figure 4: Numbers and phenotype of P1ATCR CD8+ T cells 4 days after transfer
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P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  phenotype	
  4	
  days	
  after	
  transfer	
  

	
  

To	
  follow	
  the	
   fate	
  of	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
   transferred	
   in	
  mice	
  bearing	
  an	
  

inducible	
  melanoma,	
  we	
  first	
  evaluated	
  the	
  proportion	
  of	
  CD8+	
  T	
  cells	
  in	
  the	
  tumor	
  tissues	
  

after	
   this	
   transfer.	
   Just	
   like	
   transplantable	
   tumor	
   tissus,	
   inducible	
   tumors	
   contain	
  

approximatively	
   10%	
   of	
   CD8+	
   T	
   cells	
   in	
   the	
   tumor	
   living	
   cell	
   fraction	
   (Figure	
   23A).	
   The	
  

presence	
  of	
  such	
  a	
  significant	
  propotion	
  of	
  CD8+	
  T	
  cells	
  in	
  tumor	
  tissus	
  allows	
  us	
  to	
  evaluate	
  

the	
  distribution	
  and	
  activation	
  status	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  in	
  tumors	
  and	
  compare	
  their	
  

status	
  with	
  that	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  in	
  spleens	
  and	
  lymph	
  nodes.	
  As	
  soon	
  as	
  4	
  days	
  after	
  

transfer	
  we	
   observed	
   a	
   significant	
   decrease	
   of	
   P1ATCR	
   CD8+	
  T	
   cells	
   in	
   lymph	
   nodes	
   and	
  

spleens	
   of	
   tumor-­‐bearing	
   mice	
   as	
   compared	
   to	
   tumor-­‐free	
   mice,	
   but	
   a	
   significant	
  

accumulation	
   in	
   the	
   tumor	
   tissue	
   (Figure	
   23B).	
   This	
   observation	
   suggested	
   a	
   rapid	
  

recruitment	
   of	
   P1ATCR	
   CD8+	
  T	
   cells	
   from	
   the	
   secondary	
   lymphoid	
   organs	
   to	
   the	
   tumor.	
  

Although	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  were	
  recruited	
  within	
  the	
  tumor,	
  they	
  failed	
  to	
  induce	
  tumor	
  

regression.	
  These	
  results	
  are	
  in	
  strinking	
  contrast	
  with	
  the	
  transplantable	
  T429.11-­‐model,	
  

in	
  which	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  are	
  not	
  only	
  recruited	
  (Figure	
  23B)	
  but	
  also	
  induced	
  tumor	
  

regression	
  (Figure	
  20B).	
  

	
  

Loss	
  of	
  activation	
  or	
  function	
  of	
  the	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  in	
  the	
  inducible	
  melanoma	
  

tumor	
  microenvironment	
  could	
  explain	
  the	
  lack	
  of	
  tumor	
  regression.	
  We	
  thus	
  examined	
  the	
  

expression	
  of	
  CD69,	
  an	
  activation	
  marker	
  associated	
  with	
  proliferation	
  and	
  functionality	
  of	
  

T	
  cells.	
  Four	
  days	
  after	
  transfer	
  of	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells,	
  a	
  high	
  percentage	
  of	
  those	
  

T	
   cells	
   that	
  were	
   recruited	
  at	
   the	
   tumor	
   site	
   still	
   expressed	
  CD69,	
  while	
   those	
  present	
   in	
  

spleens	
   and	
   lymph	
   nodes	
   had	
   lost	
   CD69	
   expression	
   (Figure	
   23C).	
  Moreover,	
   the	
   level	
   of	
  

CD69	
  expression	
  was	
  higher	
  on	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  retrieved	
  from	
  inducible	
  melanomas	
  

than	
   from	
   transplantable	
   tumors.	
   This	
   indicated	
   the	
   ability	
   of	
   inducible	
   melanomas	
   to	
  

efficiently	
  present	
  the	
  P1A	
  peptide.	
  	
  

	
   	
  



100	
  

	
  

Figure	
  24	
  :	
  Activity	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  in	
  tumor-­‐bearing	
  mice	
  	
  

	
  

(A)	
  Tumor-­‐bearing	
  and	
  tumor-­‐free	
  mice	
  were	
  transferred	
  with	
  107	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  

T	
  cells	
  by	
  i.v.	
  injection.	
  3	
  days	
  later,	
  P1A	
  or	
  irrelevant	
  peptide-­‐pulsed	
  splenocytes	
  (107	
  each)	
  

labeled	
  with	
  different	
  CFSE	
  concentrations	
  were	
   injected	
   i.v.	
  After	
  18h,	
   the	
  ratio	
  between	
  

the	
   two	
  populations	
  was	
  determined	
   in	
   the	
  spleen	
  by	
  FACS	
  analysis.	
  The	
  percent	
   specific	
  

lysis	
   of	
   P1A	
   peptide-­‐pulsed	
   splenocytes	
   is	
   indicated.	
   (B-­‐C)	
   Tumor-­‐bearing	
   mice	
   were	
  

transferred	
   with	
   107	
   activated	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   by	
   i.v.	
   injection.	
   4	
   days	
   later,	
  

dissociated	
   tumor	
   tissues	
   and	
   spleen	
   cells	
   were	
   stimulated	
   in	
   vitro	
   during	
   5	
   hours	
   with	
  

L1210.P1A.B7-­‐1	
   cells.	
   IFNγ 	
   production	
   by	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   was	
   analysed	
   by	
   FACS.	
  

Results	
  of	
  a	
  representative	
  mouse	
  (B)	
  or	
  pool	
  of	
  different	
  experiments	
  (C)	
  are	
  illustrated.	
  *	
  

P<0.05,	
  **	
  P<0.005,	
  ***P<0.0005,	
  n.s,	
  not	
  significant,	
  Mann	
  Whitney	
  test.	
  

	
  

	
  
	
   	
  

Supplemental figure 5: Activity of P1ATCR CD8+ T cells in tumor-bearing mice 
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To	
   confirm	
   the	
   functionality	
   of	
   transferred	
   P1ATCR	
   CD8+	
  T	
   cells,	
   an	
   in	
   vivo	
   killing	
  

assay	
  was	
  performed	
  after	
  3	
  days.	
  107	
  P1A	
  or	
  P91A	
  peptide-­‐pulsed	
  TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
  spleen	
  cells	
  

were	
  labeled	
  with	
  different	
  CFSE	
  concentrations	
  and	
  injected	
  into	
  tumor-­‐bearing	
  or	
  tumor-­‐

free	
  mice.	
   Eighteen	
   hours	
   later,	
   specific	
   lysis	
   was	
   evaluated	
   by	
   FACS	
   in	
   the	
   spleens	
   and	
  

lymph	
  nodes	
  (data	
  not	
  shown).	
  Three	
  days	
  after	
   transfer,	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  present	
   in	
  

the	
  secondary	
  organs	
  of	
  tumor-­‐bearing	
  mice	
  were	
  still	
  able	
  to	
  specifically	
  lyse	
  P1A-­‐pulsed	
  

targets,	
  even	
  though	
  their	
  activity	
  was	
  significantly	
  lower	
  than	
  in	
  tumor-­‐free	
  mice	
  (Figure	
  

24A).	
  This	
  difference	
  could	
  be	
  attributed	
  to	
  the	
  persistence	
  of	
  higher	
  numbers	
  of	
  P1ATCR	
  

CD8+	
  T	
  in	
  spleens	
  and	
  lymph	
  nodes	
  of	
  tumor-­‐free	
  mice	
  (Figure	
  23B).	
  To	
  evaluate	
  the	
  ability	
  

of	
  transferred	
  P1A-­‐specific	
  T	
  cells	
  to	
  produce	
  IFNγ	
  after	
  antigenic	
  stimulation,	
  intracellular	
  

cytokine	
  staining	
  was	
  performed.	
  Four	
  days	
  after	
  adoptive	
   transfer,	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  

collected	
  from	
  dissociated	
  tumors,	
  spleens	
  an	
  skin	
  draining	
  lymph	
  nodes	
  were	
  restimulated	
  

in	
  vitro	
  with	
  L1210.P1A.B7-­‐1.	
  Five	
  hours	
   later,	
   cells	
  were	
   labeled	
  with	
  anti-­‐IFNγ	
   antibody	
  

and	
  analysed	
  by	
  FACS	
  (Figure	
  24B,	
  C).	
  As	
  shown	
  in	
  Figure	
  24C,	
  +/-­‐40%	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  

collected	
   from	
   inducible	
   tumor-­‐bearing	
   mice	
   were	
   able	
   to	
   express	
   IFNγ,	
   not	
   only	
   in	
   the	
  

spleens	
  and	
  lymph	
  nodes,	
  but	
  also	
  at	
  the	
  tumor	
  site.	
  	
  

	
  

Early	
  after	
  transfer,	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  are	
  recruited	
  within	
  the	
  inducible	
  tumors,	
  

express	
  CD69	
  and	
  retain	
  their	
  capacity	
  to	
  produce	
  IFNγ.	
  Moreover,	
  the	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  

present	
  in	
  the	
  spleen	
  exhibit	
  cytolytic	
  effector	
  functions.	
  However,	
  after	
  22	
  days,	
  they	
  have	
  

all	
   disappeared	
   from	
   tumor	
   tissue	
   and	
   secondary	
   lymphoid	
   organs	
   of	
   mice	
   bearing	
   an	
  

inducible	
  melanoma.	
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Figure	
  25	
  :	
  Apoptosis	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  4	
  days	
  after	
  transfer.	
  

(A)	
  tumor-­‐free	
  (empty	
  bar),	
  inducible	
  tumor-­‐bearing	
  (black	
  bar)	
  and	
  transplantable	
  tumor-­‐
bearing	
   (grey-­‐bar)	
  mice	
  were	
   transferred	
  with	
   107	
   activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
   cells	
   by	
   i.v.	
  
injection.	
  4	
  days	
  later,	
  skin	
  draining	
  lymph	
  nodes,	
  spleens	
  and	
  tumors	
  were	
  analysed	
  ex	
  vivo	
  
for	
   P1A	
   specific	
   CD8+	
   T	
   cells	
   apoptosis	
   by	
   FACS.	
   (B)	
   4	
   days	
   after	
   adoptive	
   transfer,	
   skin	
  
draining	
   lymph	
   nodes,	
   spleens	
   and	
   tumors	
   were	
   frozen.	
   Immunohistochemistry	
   analysis	
  
was	
  performed	
  using	
  anti-­‐Vα8	
  antibodies	
  to	
  detect	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  and	
  anti-­‐cleaved	
  
Caspase-­‐3	
   antibodies.	
   Percent	
  of	
  Vα8+-­‐cleaved	
  Caspase-­‐3+	
   among	
  Vα8+	
   cells	
  present	
   in	
  6	
  
random	
   frames	
   per	
   tissue	
   is	
   represented.	
   The	
   numbers	
   of	
   P1ATCR	
  CD8+	
  T	
   cells	
   analysed	
  
were	
  respectively	
  277	
  and	
  267	
   for	
  skin	
  draining	
   lymph	
  nodes	
  and	
  spleens	
   for	
   tumor-­‐free	
  
mice;	
  391,	
  299	
  and	
  1211	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  for	
  skin	
  draining	
  lymph	
  nodes,	
  spleens	
  and	
  
tumors	
   for	
   inducible	
   tumor-­‐bearing	
   mice;	
   221	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   were	
   analysed	
   for	
  
transplantable	
  tumors.	
  **	
  P<0.005,	
  ***P<0.0005,	
  Mann	
  Whitney	
  test.	
  (C,D)	
  Inducible	
  (C)	
  or	
  
T429.11	
  (D)	
  tumor	
  tissues	
  were	
  labeled	
  with	
  anti-­‐Vα8	
  (green)	
  and	
  anti-­‐cleaved	
  Caspase-­‐3	
  
(red)	
  antibodies	
  and	
  analysed	
  by	
  confocal	
  microscopy.	
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Apoptosis	
  of	
  P1ATCR	
  CD8	
  T	
  cells	
  4	
  days	
  after	
  transfer	
  

	
  

One	
   reason	
   for	
   the	
   rapid	
   disappearance	
   of	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   observed	
   after	
  

transfer	
   in	
   mice	
   bearing	
   an	
   inducible	
   melanoma	
   could	
   be	
   apoptosis.	
   To	
   quantify	
   the	
  

proportion	
   of	
   P1ATCR	
   CD8+	
   apoptotic	
   cells,	
   we	
   performed	
   an	
   Annexin	
   V	
   staining	
   in	
  

dissociated	
   tumor	
   tissues,	
   spleens	
   and	
   lymph	
   nodes.	
   Four	
   days	
   after	
   transfer,	
   the	
  

percentage	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  that	
  were	
  Annexin	
  V+	
  was	
  significantly	
  higher	
  in	
  tumor	
  

tissues	
  a	
  compared	
  to	
  spleen	
  and	
  lymph	
  nodes,	
  where	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  was	
  equivalent	
  to	
  

tumor-­‐free	
   mice	
   (Figure	
   25A).	
   In	
   contrast,	
   apoptosis	
   of	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   was	
   not	
  

increased	
   in	
   transplantable	
   T429.11	
   tumors	
   (Figure	
   25A),	
   despite	
   equal	
   recruitment	
   and	
  

activation	
  at	
   the	
   tumor	
  site	
   (Figure	
  23).	
  To	
  confirm	
  and	
   further	
  evaluate	
  apoptosis	
  of	
   the	
  

P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   localized	
   at	
   the	
   tumor	
   site,	
   cleaved	
   caspase-­‐3	
   stainings	
   were	
  

performed	
   on	
   frozen	
   tissues.	
   Tissues	
   were	
   also	
   stained	
   with	
   antibodies	
   against	
   the	
   Vα8	
  

chain	
  present	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells.	
  The	
  ratio	
  between	
  Vα8+-­‐cleaved	
  caspase-­‐3+	
  and	
  total	
  

Vα8+	
   cells	
   was	
   determined	
   in	
   tumors,	
   spleens	
   and	
   lymph	
   nodes.	
   The	
   proportion	
   of	
  

apoptotic	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
   cells	
  was	
   significantly	
  higher	
   in	
   inducible	
   tumors	
   compared	
   to	
  

transplantable	
   tumors,	
   further	
   sustaining	
   the	
   FACS	
   results	
   (Figure	
   25B).	
   Confocal	
  

microscopy	
  was	
  also	
  performed	
  on	
  tumor	
  tissues	
  from	
  mice	
  bearing	
  an	
  inducible	
  melanoma	
  

(Figure	
  25C)	
  or	
  a	
  T429.11	
  transplantable	
  tumor	
  (Figure	
  25D).	
  Staining	
  indicated	
  a	
  massive	
  

apoptosis	
  of	
  the	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  present	
  in	
  the	
  inducible	
  melanomas	
  as	
  compared	
  to	
  

T429.11transplantable	
  tumors.	
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Figure	
  26	
  :	
  Role	
  of	
  IFNγ 	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  	
  

	
  

(A)	
  Quantitative	
  PCR	
  analysis	
  of	
  IFNγ 	
  mRNA	
  expression	
  in	
  inducible	
  (black	
  dot)	
  or	
  T429.11	
  

(grey	
   dot)	
   tumor	
   tissues	
   collected	
   from	
  mice	
   transferred	
   or	
   not	
   with	
   activated	
   P1ATCR	
  

CD8+	
   T	
   cells	
   4	
   days	
   before.	
   IFNγ 	
  mRNA	
   levels	
   are	
   presented	
   as	
   a	
   relative	
   quantification	
  

compared	
   to	
   expression	
   in	
   normal	
   skin.	
   (B)	
   Anti-­‐IFNγ 	
   treatment	
   protocol	
   (αIFNγ)	
   (C)	
  

Tumor-­‐bearing	
  mice	
  were	
  injected	
  i.p	
  with	
  0,5	
  mg	
  anti-­‐IFNγ 	
  mAb.	
  One	
  day	
  later,	
  they	
  were	
  

transferred	
  with	
  107	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  by	
  i.v.	
  injection.	
  Four	
  days	
  after	
  transfer,	
  

dissociated	
   tumor	
   tissues	
  were	
   analysed	
   ex	
   vivo	
  by	
   FACS	
   for	
   apoptotic	
   cell	
   death	
   of	
   P1A	
  

specific	
  CD8+	
  T	
  cells.	
  	
  

	
  
	
   	
  

Figure 6: Role of IFNa in P1ATCR CD8+ T cells apoptosis 
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Role	
  of	
  IFNγ 	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  

	
  

The	
  next	
  question	
  was	
  to	
  decipher	
  the	
  mechanism	
  that	
  triggers	
  apoptotis	
  of	
  P1ATCR	
  

CD8	
  T	
  cells	
  in	
  the	
  inducible	
  melanomas.	
  We	
  considered	
  a	
  potential	
  role	
  of	
  IFNγ,	
  which	
  can	
  

play	
   a	
   dual	
   role	
   in	
   the	
   course	
   of	
   the	
   immune	
   response:	
   it	
   promotes	
   effector	
   T	
   cell	
  

differentiation	
   and	
   MHC	
   class	
   I	
   expression	
   [551]	
   but	
   it	
   also	
   induces	
   the	
   expression	
   of	
  

inhibitory	
   molecules	
   such	
   as	
   FasL	
   [552],	
   IDO	
   [553],	
   PD-­‐L1	
   [554]	
   and	
   iNOS	
   [555],	
  

contributing	
  to	
  the	
  retrocontrol	
  of	
  immune	
  responses.	
  	
  

	
  

IFNγ	
  mRNA	
  levels	
  were	
  measured	
  in	
  inducible	
  tumors	
  4	
  days	
  after	
  adoptive	
  transfer.	
  

Significantly	
   higher	
   levels	
   of	
   IFNγ	
  mRNA	
  were	
   found	
   in	
   tumors	
   from	
   transferred	
  mice	
   as	
  

compared	
   to	
   non-­‐transferred	
   mice	
   (Figure	
   26A).	
   This	
   indicates	
   that	
   in	
   the	
   tumor	
  

microenvironment	
   the	
   transferred	
   T	
   cells	
   and/or	
   the	
   stromal	
   cells	
   have	
   increased	
   their	
  

IFNγ	
  expression.	
  Given	
  the	
  negative	
  regulatory	
  function	
  of	
  IFNγ,	
  we	
  tested	
  the	
  possible	
  link	
  

between	
  increased	
  IFNγ	
  expression	
  and	
  P1ATCR	
  CD8	
  T	
  cells	
  apoptosis.	
  Tumor-­‐bearing	
  mice	
  

were	
   thus	
   treated	
   with	
   an	
   IFNγ	
   blocking	
   antibody	
   the	
   day	
   before	
   transfer	
   (Figure	
   26B).	
  

Four	
  days	
  later,	
  dissociated	
  tumor	
  tissues	
  were	
  incubated	
  with	
  APC-­‐labeled	
  Annexin	
  V	
  and	
  

analysed	
  by	
  FACS.	
  We	
  observed	
  that	
  anti-­‐IFNγ	
  treatment	
  induced	
  a	
  very	
  significant	
  drop	
  in	
  

apoptotic	
   T	
   cells	
   numbers	
   (Figure	
   26C),	
   confirming	
   a	
   role	
   for	
   IFNγ	
   in	
   triggering	
   T	
   cell	
  

apoptosis	
  at	
  the	
  tumor	
  site.	
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Figure	
  27	
  :	
  Role	
  of	
  PD-­‐1	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  

(A)	
  Anti-­‐PD-­‐1	
  treatment	
  protocol	
  (B)	
  Tumor-­‐bearing	
  mice	
  were	
  injected	
  i.p	
  with	
  200	
  µg	
  of	
  

anti-­‐PD-­‐1	
   mAb	
   and	
   were	
   transferred	
   with	
   107	
   activated	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   by	
   i.v.	
  

injection.	
   After	
   3	
   days,	
   a	
   second	
   injection	
   of	
   anti-­‐PD-­‐1	
   antibody	
  was	
   performed.	
   The	
   day	
  

after,	
  dissociated	
  skin	
  draining	
  lymph	
  nodes,	
  spleens	
  and	
  tumors	
  were	
  analysed	
  ex	
  vivo	
  by	
  

FACS	
  for	
  apoptotic	
  cell	
  death	
  of	
  P1A	
  specific	
  CD8+	
  T	
  cells.	
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Role	
  of	
  PD-­‐1	
  and	
  IDO	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  

	
  

Different	
  mechanisms	
   driven	
   by	
   IFNγ	
  were	
   tested	
   for	
   their	
   implication	
   in	
   P1ATCR	
  

CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis.	
  Previous	
  experiments	
  showed	
  PD-­‐L1	
  expression	
  on	
  DC	
  and	
  MDSC	
  

cells	
   infiltrating	
   the	
   inducible	
   melanomas	
   [546].	
   Moreover,	
   endogenous	
   CD8+	
   T	
   cells	
  

present	
   in	
   the	
   tumor	
   microenvironment	
   were	
   found	
   to	
   express	
   PD-­‐1	
   [546].	
   As	
   P1ATCR	
  

CD8+	
  T	
  cells	
  were	
  recruited	
  into	
  inducible	
  melanoma	
  and	
  were	
  found	
  to	
  recognize	
  the	
  P1A	
  

antigen	
   locally,	
   they	
   should	
   express	
   PD-­‐1	
   and	
   could	
   interact	
   with	
   PD-­‐L1.	
   Tumor-­‐bearing	
  

mice	
  were	
  thus	
  treated	
  with	
  a	
  PD-­‐1	
  blocking	
  antibody	
  the	
  day	
  of	
  transfer	
  and	
  3	
  days	
  after	
  

(Figure	
  27A).	
  Four	
  days	
  after	
  transfer,	
  dissociated	
  tumor	
  tissues	
  were	
  stained	
  with	
  Annexin	
  

V	
   and	
   analysed	
   by	
   FACS.	
   However,	
   anti-­‐PD-­‐1	
   treatment	
   did	
   not	
   reduce	
   the	
   number	
   of	
  

apoptotic	
  T	
  cells	
  (Figure	
  27B).	
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Figure	
  28	
  :	
  Expression	
  of	
  IDO	
  	
  

	
  

Quantitative	
   PCR	
   analysis	
   of	
   IDO	
  mRNA	
   expression	
   in	
   tumor	
   tissues	
   collected	
   from	
  mice	
  

transferred	
  or	
  not	
  with	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  4	
  days	
  before.	
  Mouse	
  placenta	
  was	
  

used	
   as	
   positive	
   control.	
   IDO	
   mRNA	
   levels	
   are	
   presented	
   as	
   a	
   relative	
   quantification	
  

compared	
  to	
  expression	
  in	
  normal	
  skin.	
  ***P<0.0005,	
  n.s,	
  not	
  significant,	
  Mann	
  Whitney	
  test.	
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Beside	
   PD-­‐L1,	
   IFNγ	
   induces	
   the	
   expression	
   of	
   other	
   immunosuppressive	
   factors	
  

including	
  IDO	
  [556].	
  To	
  study	
  the	
  possible	
  role	
  of	
  IDO	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  we	
  

measured	
   its	
   expression	
   level	
   by	
   qPCR	
   in	
   tumor	
   tissues	
   collected	
   from	
   transferred	
   or	
  

control	
   mice.	
   Expression	
   of	
   IDO	
  was	
   relatively	
   weak	
   in	
   induced	
   tumors,	
   and	
  was	
   barely	
  

increased	
  after	
  T-­‐cell	
  transfer	
  (Figure	
  28).	
  We	
  concluded	
  that	
  IDO	
  was	
  probably	
  not	
  playing	
  

a	
  key	
  role	
  in	
  the	
  induction	
  of	
  apoptosis	
  of	
  tumors	
  specific	
  T	
  cells	
  in	
  induced	
  tumors.	
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Figure	
  29	
  :	
  Role	
  of	
  MO-­‐MDSC	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  	
  

(A;B)	
   Inducible	
   (black)	
   or	
   T429.11	
   (grey)	
   tumor-­‐bearing	
  mice	
  were	
   transferred	
  with	
   107	
  

activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  by	
  i.v.	
   injection.	
  4	
  days	
  later,	
  tumors	
  were	
  analysed	
  ex	
  vivo	
  

by	
  FACS	
  for	
  the	
  presence	
  of	
  CD11b+Gr-­‐1+	
  cells	
  (A;B)	
  or	
  apoptotic	
  cell	
  death	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  

T	
   cells	
   (B)	
   (C;D)	
   Inducible	
   tumor-­‐bearing	
  mice	
   were	
   treated	
   with	
   0.5	
  mg	
   of	
   5-­‐FU	
   by	
   i.p	
  

injection	
   2	
   days	
   before	
   transfer	
  with	
   107	
   activated	
   P1ATCR	
  CD8+	
  T	
   cells	
   by	
   i.v.	
   injection.	
  

Four	
  days	
  after	
   transfer,	
   tumors	
  and	
  spleens	
  were	
  analysed	
  ex	
  vivo	
   for	
  CD11b+Gr-­‐1+	
   cells	
  

(C)	
  or	
  for	
  apoptotic	
  cell	
  death	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  present	
  in	
  tumor	
  tissues	
  (D).	
  (C)	
  The	
  

propotion	
   of	
   MO-­‐MDSC	
   (CD11b+Gr-­‐1+Ly6C+	
   _	
   white	
   plot)	
   or	
   PMN-­‐MDSC	
   (CD11b+Gr-­‐

1+Ly6G+	
  _	
  grey	
  plot)	
  were	
  represented.	
  ***P<0.0005,	
  n.s,	
  not	
  significant,	
  Mann	
  Whitney	
  test.	
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Role	
  of	
  MDSC	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  
	
  

We	
   then	
   considered	
   the	
   role	
   of	
   MDSC,	
   which	
   can	
   produce	
   NO	
   [557]	
   or	
   reactive	
  

oxygen	
   species	
   (ROS)	
   [186].	
   These	
   metabolites	
   can	
   increase	
   T	
   cell	
   susceptibility	
   to	
   Fas-­‐

mediated	
  apoptosis.	
  An	
  analysis	
  of	
  tumors	
  from	
  transferred	
  inducible	
  tumor-­‐bearing	
  mice	
  

showed	
   that	
   MDSCs,	
   detected	
   by	
   antibodies	
   specific	
   for	
   CD11b/Gr-­‐1	
   were	
   significantly	
  

expanded	
   in	
   comparison	
   to	
   transferred	
   T429.11	
   tumor-­‐bearing	
   mice	
   (Figure	
   29A).	
  

Interestingly,	
   it	
   appeared	
   that	
   MDSCs	
   expansion	
   did	
   not	
   directly	
   correlate	
   with	
   P1ATCR	
  

CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  (Figure	
  29B).	
  	
  

5-­‐Fluororacil	
   (5-­‐FU)	
   is	
   an	
   antimetabolite	
   chemotherapeutic	
   agent	
   that	
   targets	
  

thymidilate	
  synthase	
  and	
  exerts	
  cytotoxic	
  effects	
  on	
  MDSC	
  [558].	
  5-­‐FU	
  was	
  injected	
  once	
  in	
  

tumor-­‐bearing	
   mice	
   2	
   days	
   before	
   T	
   cells	
   adoptive	
   transfer.	
   Four	
   days	
   after	
   transfer,	
  

dissociated	
  tumor	
  tissues	
  and	
  spleen	
  were	
  incubated	
  with	
  CD11b+/Gr-­‐1+	
  antibodies	
  (Figure	
  

29C)	
  or	
  Annexin	
  V	
  (Figure	
  29D)	
  and	
  analysed	
  by	
  FACS.	
  We	
  found	
  that	
  treatment	
  with	
  5-­‐FU	
  

decreased	
  the	
  number	
  of	
  MDSCs	
  only	
  in	
  spleen	
  but	
  not	
   in	
  the	
  tumors	
  (Figure	
  29C).	
   In	
  the	
  

same	
   tumor	
  samples,	
  no	
  significant	
  decrease	
   in	
   the	
  percent	
  apoptotic	
  P1ATCR	
  CD8	
  T	
  cell	
  

was	
  detected.	
  Given	
  that	
  MDSCs	
  consist	
  in	
  two	
  subpopulations,	
  one	
  granulocytic	
  identified	
  

as	
  Ly6G+	
  and	
  one	
  monocytic	
  identified	
  as	
  Ly6C+,	
  we	
  evaluated	
  the	
  effect	
  of	
  5-­‐FU	
  on	
  each	
  of	
  

them	
  in	
  the	
  tumor	
  samples.	
  As	
  shown	
  in	
  Figure	
  29C,	
  pretreatment	
  with	
  5-­‐FU	
  strongly	
  and	
  

specifically	
   reduced	
   the	
   tumor	
   Ly6C+	
   cells,	
   the	
   subpopulations	
   generally	
   described	
   as	
  

immunosuppressive	
   [557].	
  However,	
  Ly6C+	
  deletion	
  after	
  5-­‐FU	
   treatment	
  did	
  not	
  modify	
  

P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cell	
  apoptosis	
  in	
  the	
  tumor	
  microenvironment.	
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Figure	
  30	
  :	
  Role	
  of	
  Fas	
  and	
  FasL	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  

(A)	
  Quantitative	
  PCR	
  analysis	
  of	
  FasL	
  mRNA	
  expression	
  in	
  inducible	
  (black	
  dot)	
  or	
  T429.11	
  

(grey	
   dot)	
   tumor	
   tissues	
   collected	
   from	
  mice	
   treated	
   or	
   not	
  with	
   anti-­‐IFNγ	
   antibody	
   and	
  

transferred	
  or	
  not	
  with	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  4	
  days	
  before.	
  FasL	
  mRNA	
  levels	
  are	
  

presented	
  as	
  a	
  relative	
  quantification	
  compared	
  to	
  expression	
   in	
  normal	
  skin.	
   (B)	
  Tumor-­‐

bearing	
  mice	
  were	
  transferred	
  with	
  107	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  transfected	
  with	
  Fas	
  

siRNA	
   or	
   control	
   siRNA	
   by	
   i.v.	
   injection.	
   After	
   4	
   days,	
   dissociated	
   tumor	
   tissues	
   were	
  

analysed	
  ex	
  vivo	
  by	
  FACS	
   for	
  apoptotic	
   cell	
  death	
  of	
  P1A	
  specific	
  CD8+	
  T	
  cells.	
   **	
  P<0.005	
  

Mann	
  Whitney	
  test.	
  

	
  

	
  

	
   	
  

Figure 7: Role of Fas and FasL in P1ATCR CD8+ T cells apoptosis
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Role	
  of	
  Fas	
  and	
  FasL	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  

	
  

We	
  also	
  considered	
  FasL,	
  another	
  IFNγ	
   inducible	
  factor	
  that	
   is	
  able	
  to	
   induce	
  T	
  cell	
  

apoptosis.	
  We	
  analysed	
  FasL	
  mRNA	
  expression	
  in	
  tumor	
  tissues	
  collected	
  from	
  transferred	
  

tumor-­‐bearing	
   or	
   control	
   tumor-­‐bearing	
  mice.	
  We	
   observed	
   that	
   FasL	
  mRNA	
   levels	
  were	
  

barely	
  increased	
  after	
  adoptive	
  transfer	
  (Figure	
  30A)	
  but	
  were	
  significantly	
  decreased	
  after	
  

neutralization	
  of	
  IFNγ	
  (Figure	
  30A).	
  

	
  

To	
  evaluate	
  the	
  implication	
  of	
  Fas/FasL	
  pathway	
  in	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  

observed	
  in	
  the	
  inducible	
  melanomas,	
  Jingjing	
  Zhu,	
  a	
  postdoc	
  who	
  joined	
  the	
  laboratory	
  in	
  

the	
   beginning	
   of	
   2014,	
   performed	
   Fas	
   silencing	
   in	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
   by	
   siRNA	
  

transfection.	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
   silenced	
  or	
  not	
   for	
  Fas	
  were	
  stimulated	
   in	
  vitro	
   5	
  days	
  

before	
   adoptive	
   transfer	
   into	
   inducible	
   tumor-­‐bearing	
   mice.	
   Dissociated	
   tumor	
   tissues,	
  

spleens	
  or	
  lymph	
  nodes	
  were	
  stained	
  with	
  Annexin	
  V	
  four	
  days	
  later.	
  The	
  percent	
  Annexin	
  

V+	
   P1ATCR	
   CD8+	
  T	
   cells	
   was	
   significantly	
   decreased	
  when	
  mice	
  were	
   transferred	
  with	
   T	
  

cells	
  silenced	
  for	
  Fas,	
  indicating	
  that	
  the	
  interaction	
  of	
  Fas	
  with	
  FasL	
  plays	
  a	
  key	
  role	
  in	
  the	
  

induction	
  of	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  apoptosis	
  (Figure	
  30B).	
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Discussion	
  

Au	
   cours	
   de	
   ce	
   travail,	
   nous	
   avons	
   montré	
   que	
   malgré	
   le	
   développement	
   d’une	
  

réponse	
   immunitaire	
   spécifique	
   de	
   l’antigène	
   tumoral	
   P1A	
   chez	
   les	
   souris	
   TiRP-­‐10B	
  

dépourvues	
  de	
   tumeur,	
   les	
  mélanomes	
   induits	
  qui	
   s’y	
  développent	
  échappent	
  au	
   système	
  

immunitaire.	
   Ce	
   phénomème	
   d'échappement,	
   contrairement	
   aux	
  modèles	
   précédemment	
  

décrits,	
   résulte	
   d’une	
   délétion	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   CD8	
   anti-­‐P1A	
   recrutés	
   dans	
  

l’environnement	
  tumoral.	
  	
  

	
  

Nous	
   avons	
   également	
   montré	
   l’importance	
   cruciale	
   du	
   choix	
   du	
   modèle	
   pour	
   le	
  

développement	
   préclinique	
   de	
   protocoles	
   d’immunothérapie	
   en	
   illustrant	
   les	
   différences	
  

majeures	
  entre	
  les	
  tumeurs	
  induites	
  et	
  les	
  tumeurs	
  transplantées.	
  

	
  

Différences	
  entre	
  tumeurs	
  transplantées	
  et	
  tumeurs	
  induites	
  

	
  

Dans	
   notre	
   modèle	
   de	
   mélanome	
   inductible,	
   une	
   immunisation	
   qui	
   combine	
  

l’injection	
  de	
  deux	
  virus	
  recombinants	
  codant	
  pour	
  l’antigène	
  tumoral	
  P1A	
  n’entraine	
  pas	
  le	
  

rejet	
   des	
   tumeurs.	
  Nous	
   observons	
   plustôt	
   une	
   diminution	
   du	
   nombre	
   de	
   lymphocytes	
   T	
  

CD8	
   anti-­‐P1A	
   (Figure	
   18A).	
   Au	
   contraire,	
   le	
   même	
   protocle	
   d’immunisation	
   permet	
   de	
  

ralentir	
   la	
   croissance	
   des	
   tumeurs	
   transplantées	
   et	
   de	
   diminuer	
   la	
   mortalité	
   des	
   souris	
  

(Stefania	
   Cane,	
   manuscrit	
   en	
   préparation).	
   Ces	
   derniers	
   résultats	
   confirment	
   que	
   le	
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protocole	
  d’immunisation	
  que	
  nous	
  avons	
  sélectionné	
  est	
  efficace	
  chez	
  nos	
  souris	
  TiRP-­‐10B	
  

d’origine	
  B10.D2.	
  	
  

	
  

Une	
  autre	
  différence	
  observée	
  entre	
  nos	
  deux	
  modèles	
  est	
  le	
  devenir	
  des	
  T	
  TCR	
  P1A	
  

Tg	
  pré-­‐activés	
  et	
  transférés	
  dans	
  des	
  souris	
  porteuses	
  de	
  tumeurs.	
  En	
  effet,	
  ils	
  induisent	
  le	
  

rejet	
  de	
  tumeurs	
  transplantables	
  alors	
  qu’ils	
  disparaissent	
  chez	
  les	
  souris	
  porteuses	
  d’une	
  

tumeur	
  induite	
  (Figure	
  20B,	
  C).	
  	
  

	
  

Ces	
   différences	
   sur	
   le	
   devenir	
   et	
   l’efficacité	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   anti-­‐P1A	
   chez	
   des	
  

souris	
   porteuses	
   d’une	
   tumeur	
   induite	
   ou	
   d’une	
   tumeur	
   transplantable	
   confirment	
  

l’importance	
   de	
   l’utilisation	
   du	
   modèle	
   de	
   mélanome	
   inductible	
   pour	
   développer	
   un	
  

protocole	
  d’immunothérapie	
  efficace,	
  applicable	
  à	
  l’homme.	
  	
  

	
  

L’utilisation	
  du	
  modèle	
   inductible	
  nous	
  a	
   confronté	
  à	
  de	
  nombreuses	
  difficultés	
   au	
  

cours	
   de	
   ce	
   travail.	
   Contrairement	
   aux	
   tumeurs	
   transplantables,	
   les	
   tumeurs	
   induites	
   se	
  

développent	
   avec	
   des	
   temps	
  de	
   latence	
   et	
   des	
   vitesses	
   très	
   variables	
   selon	
   les	
   souris.	
  De	
  

plus,	
   plusieurs	
   types	
   de	
   tumeurs	
   se	
   développent	
   à	
   la	
   suite	
   du	
   traitement	
   avec	
   le	
   4OH-­‐

Tamoxifène	
  :	
   des	
   tumeurs	
   pigmentées	
   ou	
   des	
   tumeurs	
   non-­‐pigmentées	
   plus	
   aggressives.	
  

Les	
  tumeurs	
  pigmentées	
  peuvent	
  s’accompagner	
  ou	
  non	
  de	
  la	
  présence	
  d’une	
  tumeur	
  non-­‐

pigmentée.	
   Dans	
   certains	
   cas	
   de	
   tumeurs	
   non-­‐pigmentées,	
   on	
   peut	
   observer	
  

microscopiquement	
  la	
  présence	
  de	
  cellules	
  tumorales	
  pigmentées.	
  La	
  présence	
  de	
  mélanine	
  

limitant	
  les	
  analyses	
  par	
  cytométrie	
  de	
  flux.	
  

	
  

Même	
   si	
   nous	
   sommes	
   arrivés	
   à	
   accroître	
   l’incidence	
   des	
   tumeurs	
   grâce	
   à	
   des	
  

croisements	
   ciblés	
   de	
   souris	
   TiRP-­‐10B	
   afin	
   d’obtenir	
   une	
   lignée	
   de	
   souris	
   homozygotes	
  

pour	
   les	
   deux	
   transgènes,	
   nous	
   avons	
   également	
   augmenté	
   le	
   nombre	
   de	
   tumeurs	
  

spontanées	
  qui	
  s’y	
  développent.	
  Pour	
  nous	
  assurer	
  que	
  nous	
  immunisions	
  toutes	
  les	
  souris	
  

de	
   manière	
   préventive	
   nous	
   avons	
   dû	
   scruter	
   minutieusement	
   l’ensemble	
   de	
   nos	
   souris	
  

pour	
  nous	
  assurer	
  de	
  détecter	
  les	
  tumeurs	
  spontanées	
  qui	
  s’y	
  développaient	
  et	
  les	
  écarter.	
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Toutefois,	
  malgré	
  une	
  forte	
  hétérogénéité	
  des	
  tumeurs,	
  nous	
  avons	
  réussi	
  à	
  identifier	
  

un	
  mécanisme	
  commun	
  aux	
  tumeurs	
  non-­‐pigmentées	
  pouvant	
  expliquer	
  l’échappement	
  des	
  

tumeurs	
   induites.	
   Les	
  mélanomes	
   qui	
   se	
   développent	
   à	
   la	
   suite	
   d’un	
   traitement	
   au	
   4OH-­‐

Tamoxifène	
   subissent	
   une	
   pression	
   de	
   sélection	
   qui	
   favorise	
   l’émergence	
   de	
  mécanismes	
  

d’échappement	
   tumoral.	
  Cette	
  pression	
  a	
  été	
  décrite	
  dès	
  2002	
  par	
   le	
  groupe	
  de	
  Schreiber	
  

qui	
   proposait	
   que	
   les	
   tumeurs,	
   au	
   contact	
   du	
   système	
   immunitaire,	
   passent	
   par	
   trois	
  

phases	
  :	
   l’élimination,	
   l’équilibre	
   et	
   l’échappement	
   [559].	
   Ces	
   mêmes	
   mécanismes	
  

d’échappement	
   tumoral	
  ne	
  semblent	
  pas	
  être	
  mis	
  en	
  place	
  dans	
   la	
   tumeur	
   transplantable	
  

T429.11.	
  	
  

	
  

Même	
  si	
   la	
  délétion	
  des	
   lymphocytes	
  T	
  anti-­‐P1A	
  que	
  nous	
  avons	
  mise	
  en	
  évidence	
  

peut	
   expliquer	
   l’absence	
   de	
   rejet	
   des	
  mélanomes	
   induits,	
   les	
   causes	
   de	
   cet	
   échappement	
  

peuvent	
  être	
  multiples	
  et	
  ne	
  sont	
  pas	
  mutuellement	
  exclusives.	
  	
  

	
  	
  

Ignorance	
  immunitaire	
  	
  

	
  

L’ignorance	
   par	
   le	
   système	
   immunitaire	
   est	
   une	
   des	
   causes	
   de	
   la	
   croissance	
   des	
  

tumeurs	
   chez	
   un	
   hôte	
   immunocompétent.	
   Dans	
   de	
   nombreux	
   cas	
   de	
   cancer,	
   dont	
   le	
  

mélanome,	
   on	
   observe	
   chez	
   l’homme	
   la	
   présence	
  de	
  CTLs	
   anti-­‐mélaniques	
   sans	
   observer	
  

d’effet	
  sur	
  la	
  croissance	
  tumorale	
  [38,	
  42].	
  Dans	
  un	
  modèle	
  de	
  fibrosarcome	
  murin,	
  MC57G	
  

transfecté	
  avec	
   la	
  glycoprotéine	
  GP33	
  du	
  virus	
  LCVM,	
   l’injection	
  de	
  ces	
  cellules	
   tumorales	
  

permet	
  l’établissement	
  d’une	
  réponse	
  CTL	
  anti-­‐gp33	
  capable	
  d’induire	
  leur	
  rejet.	
  Par	
  contre	
  

la	
  transplantation	
  d’un	
  fragment	
  de	
  tumeur,	
  contenant	
  environ	
  le	
  même	
  nombre	
  de	
  cellules	
  

tumorales	
  que	
  le	
  modèle	
  cellulaire,	
  ne	
  permet	
  ni	
  l’établissement	
  d’une	
  réponse	
  immunitaire	
  

efficace	
  ni	
  le	
  rejet	
  des	
  tumeurs.	
  L’absence	
  de	
  réponse	
  immunitaire	
  n’est	
  pas	
  due	
  à	
  l’anergie	
  

des	
  CTLs	
  puisque	
  des	
  souris	
  porteuses	
  d’une	
  large	
  tumeur	
  peuvent	
  développer	
  une	
  réponse	
  

immunitaire	
  anti-­‐gp33	
  à	
  la	
  suite	
  d’une	
  infection	
  avec	
  le	
  virus	
  LCMV	
  (gp33+).	
  L’absence	
  de	
  

réponse	
  n’est	
  pas	
  non	
  plus	
  due	
  à	
  la	
  délétion	
  des	
  CTLs	
  anti-­‐gp33.	
  En	
  effet,	
  10	
  jours	
  après	
  le	
  

transfert	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   TCR	
   transgéniques	
   anti-­‐gp33	
   chez	
   des	
   souris	
   porteuses	
   d’un	
  

fragment	
   tumoral,	
   le	
  nombre	
  de	
  CTLs	
  est	
   similaire	
  au	
  nombre	
  de	
  CTLs	
  présents	
  chez	
  des	
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souris	
  contrôle.	
  Dans	
  le	
  cas	
  de	
  ce	
  fibrosarcome,	
  il	
  semblerait	
  que	
  l’absence	
  de	
  rejet	
  tumoral	
  

soit	
   due	
   à	
   l’établissement	
   d’une	
   zone	
   d’immunoprivilège	
   conduisant	
   à	
   l’ignorance	
   de	
   la	
  

tumeur	
  par	
  le	
  système	
  immunitaire	
  [560].	
  	
  

	
  

Dans	
  notre	
  modèle	
  de	
  tumeur	
  induite,	
  nous	
  savons	
  que	
  le	
  temps	
  de	
  latence	
  entre	
  le	
  

traitement	
  au	
  4OH-­‐Tamoxifène	
  et	
  le	
  développement	
  tumoral	
  est	
  plus	
  court	
  chez	
  les	
  souris	
  

immunodéprimées	
  que	
  chez	
  des	
  hôtes	
  immunocompétents,	
  indiquant	
  une	
  interaction	
  entre	
  

le	
   système	
   immunitaire	
   et	
   les	
   tumeurs	
   [546].	
  De	
  plus,	
  nous	
  avons	
  également	
  montré	
  que	
  

des	
  T	
  spécifiques	
  de	
  l’antigène	
  P1A	
  sont	
  recrutés	
  tant	
  dans	
  les	
  tumeurs	
  induites	
  que	
  dans	
  

les	
   tumeurs	
   transplantées	
   (Figure	
   23).	
   Les	
   tumeurs	
   ne	
   sont	
   donc	
   pas	
   ignorées	
   par	
   le	
  

système	
   immunitaire	
   dans	
   notre	
   modèle.	
   De	
   plus,	
   contrairement	
   au	
   modèle	
   de	
  

fibrosarcome	
   MC57G,	
   nous	
   observons	
   la	
   délétion	
   des	
   CTLs	
   anti-­‐P1A	
   chez	
   les	
   souris	
  

porteuses	
  d’une	
  tumeur	
  induite	
  par	
  rapport	
  aux	
  souris	
  contrôle	
  ou	
  porteuses	
  d’une	
  tumeur	
  

transplantée.	
  	
  

	
  

Perte	
  de	
  la	
  reconnaissance	
  antigénique	
  	
  

	
  

La	
   diminution	
   de	
   l’expression	
   des	
   antigènes	
   tumoraux	
   ou	
   des	
  molécules	
   MHC	
   est	
  

souvent	
   proposée	
   comme	
  mécanisme	
   d’échappement	
   tumoral.	
   Dernièrement,	
   l’équipe	
   de	
  

Tyler	
   Jacks	
   [561]	
   a	
   montré	
   chez	
   des	
   souris	
   porteuses	
   d’un	
   sarcome	
   induit,	
   l’apparition	
  

d’une	
  réponse	
  immunitaire	
  persistante	
  et	
  fonctionnelle	
  contre	
  les	
  antigènes	
  tumoraux	
  sans	
  

régression	
   tumorale.	
   L’analyse	
  des	
   tumeurs	
   a	
  montré	
  une	
  diminution	
  de	
   l’expression	
  des	
  

molécules	
  H-­‐2	
  ainsi	
  que	
  de	
  l’expression	
  des	
  antigènes	
  [561].	
  Nous	
  savons	
  que	
  les	
  tumeurs	
  

induites	
  expriment	
  de	
  l’ARNm	
  codant	
  pour	
  l’antigène	
  P1A	
  (Figure	
  17)	
  et	
  que	
  l’antigène	
  est	
  

correctement	
  présenté	
  dans	
  l’environnement	
  tumoral.	
  En	
  effet,	
  des	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  isolés	
  des	
  

tumeurs	
  expriment	
   le	
  marqueur	
  d’activation	
  CD69.	
   Il	
   semblerait	
  donc	
  que	
  ce	
  n’est	
  ni	
  une	
  

diminution	
   de	
   l’expression	
   du	
   peptide	
   P1A	
   ni	
   de	
   l’expression	
   des	
   chaînes	
  H-­‐2	
   qui	
   soit	
   la	
  

cause	
  de	
  l’échappement	
  tumoral.	
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Paralysie	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  

	
  

Dans	
   le	
   modèle	
   transgénique	
   de	
   tumeurs	
   sporadiques	
   de	
   Blankestein	
   [550,	
   562],	
  

l’absence	
   de	
   rejet	
   tumoral	
   est	
   lié	
   à	
   la	
   paralysie	
   des	
   lymphocytes	
   T.	
   Les	
   tumeurs	
   qui	
   s’y	
  

développent	
   expriment	
   la	
   protéine	
   SV40	
   Tag	
   dont	
   dérive	
   l’antigène	
   SV40-­‐T	
   ou	
   Tag.	
   Les	
  

auteurs	
  distinguent	
  deux	
  types	
  de	
  tumeurs	
  :	
  des	
  lésions	
  pré-­‐cancéreuses	
  qui	
  se	
  développent	
  

à	
   des	
   âges	
   précoces	
   et	
   qui	
   ne	
   sont	
   pas	
   macroscopiquement	
   détectables	
   et	
   des	
   tumeurs	
  

tardives	
   qui	
   ont	
   évolué	
   au	
   cours	
   du	
   temps	
   en	
   présence	
   du	
   système	
   immunitaire.	
  

L’apparition	
   d’une	
   tumeur	
   s’accompagne	
   de	
   la	
   présence	
   d’anticorps	
   anti-­‐Tag,	
   sans	
   le	
  

développement	
   d’une	
   réponse	
   CTL	
   anti-­‐Tag	
   [550].	
   En	
   présence	
   d’une	
   tumeur	
   tardive,	
  

l’immunisation	
  contre	
  un	
  antigène	
  irrelevant,	
  tel	
  que	
  l’antigène	
  HY	
  ou	
  gp33,	
  ne	
  permet	
  pas	
  

le	
  développement	
  d’une	
  réponse	
  immunitaire	
  capable	
  d’éliminer	
  une	
  cible	
  qui	
  exprime	
  ces	
  

antigènes.	
   Blankenstein	
   observe	
   donc	
   le	
   développement	
   d’une	
   paralysie	
   généralisée	
   des	
  

lymphocytes	
  T	
  qui	
  reconnaissent	
  ou	
  non	
  un	
  antigène	
  tumoral	
  [550].	
  Dans	
  notre	
  modèle	
  de	
  

mélanome	
   induit,	
   nous	
   observons	
   qu’en	
   présence	
   d’une	
   tumeur,	
   les	
   souris	
   TiRP-­‐10B	
  

conservent	
   leur	
   capacité	
   à	
   développer	
   une	
   réponse	
   immunitaire	
   contre	
   des	
   antigènes	
  

irrelevants	
  et	
  à	
  éliminer	
  une	
  cible	
  les	
  exprimant	
  (Figure	
  19).	
  	
  

	
  

Blankenstein	
   associe	
   ce	
   mécanisme	
   d’immunosuppression	
   à	
   l’augmentation	
   du	
  

TGFβ1	
  dans	
  le	
  sérum	
  des	
  souris	
  porteuses	
  de	
  tumeur	
  ainsi	
  que	
  celle	
  du	
  nombre	
  de	
  MDSCs	
  

au	
   sein	
  de	
   la	
   rate	
   et	
   des	
   tumeurs.	
  Dans	
   le	
  modèle	
  TiRP-­‐10B,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
  par	
   Stefania	
  

Cane	
  que	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  qui	
  dérivent	
  des	
  tumeurs	
  induites	
  produisent	
  du	
  TGFβ1	
  in	
  

vitro	
  et	
  in	
  vivo	
  (manuscrit	
  en	
  cours	
  de	
  préparation).	
  Toutefois	
  nous	
  pouvons	
  exclure	
  le	
  rôle	
  

de	
  cette	
  cytokine	
  dans	
  le	
  mécanisme	
  d’immunosuppression	
  que	
  nous	
  observons	
  dans	
  notre	
  

modèle.	
  En	
  effet	
  des	
  expériences	
  réalisées	
   in	
  vivo	
   avec	
   l’anticorps	
  1D11	
  bloquant	
   le	
  TGFβ	
  

dont	
   le	
  TGFβ1	
  ne	
  permettent	
  pas	
  d’augmenter	
   l’efficacité	
  de	
   la	
   réponse	
  anti-­‐P1A.	
  De	
  plus	
  

l’administration	
  de	
  l’anticorps	
  1D11	
  en	
  combinaison	
  avec	
  un	
  transfert	
  adoptif	
  de	
  T	
  TCR	
  P1A	
  

Tg	
   ne	
   permet	
   pas	
   de	
   diminuer	
   leur	
   entrée	
   en	
   apoptose	
   (Stefania	
   Cane,	
   manuscrit	
   en	
  

préparation).	
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Délétion	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  spécifiques	
  des	
  antigènes	
  tumoraux	
  

	
  

Au-­‐delà	
   de	
   la	
   simple	
   paralysie	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   anti-­‐P1A,	
   nous	
   observons	
   la	
  

disparition	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  anti-­‐P1A	
  chez	
  les	
  souris	
  porteuses	
  d’un	
  mélanome	
  induit.	
  	
  

	
  

Dans	
  un	
  modèle	
  d’adénocarcinome	
  pulmonaire	
   induit	
  qui	
  exprime	
   la	
  protéine	
  OVA	
  

dont	
   dérivent	
   les	
   antigènes	
   SIN	
   et	
   SIY,	
   l’équipe	
   de	
   Tyler	
   Jacks	
   a	
   montré	
   que	
   le	
  

développement	
   tumoral	
   s’accompagnait	
   du	
   développement	
   d’une	
   réponse	
   immunitaire	
  

transitoire.	
  Le	
  déclin	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  endogènes	
  anti-­‐SIN	
  et	
  anti-­‐SIY	
  s’accompagne	
  d’une	
  

diminution	
   de	
   leur	
   capacité	
   à	
   produire	
   d’IFNγ	
   et	
   du	
   TNFα	
   laissant	
   penser	
   que	
   les	
   CTL	
  

acquièrent	
  un	
  phénotype	
  épuisé	
  [563].	
  Grâce	
  au	
  transfert	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  transgéniques	
  

anti-­‐SIN	
   et	
   anti-­‐SYN	
   naïfs,	
   ils	
   montrent	
   une	
   prolifération	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   qui	
   ne	
  

s’accompagnent	
   pas	
   de	
   leur	
   activation.	
   L’épuisement	
   lymphocytaire	
   serait	
   dû	
   une	
  

présentation	
   sub-­‐optimale	
   des	
   antigènes	
   SIN	
   et	
   SYN	
   au	
   niveau	
   des	
   ganglions	
   drainant	
   la	
  

tumeur.	
   S’ils	
   transfèrent	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   transgéniques	
   anti-­‐SIN	
   activés	
   in	
   vitro,	
   ils	
  

montrent	
  que	
   les	
   lymphocytes	
  T	
   conservent	
   leur	
   activité	
   (production	
  d’IFNγ	
   et	
  de	
  TNFα)	
  

durant	
   au	
   moins	
   12	
   jours.	
   L’épuisement	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   au	
   niveau	
   des	
   mélanomes	
  

induits	
  est	
  une	
  des	
  hypothèses	
  émises	
  par	
  Saidi	
  Soudja	
  pour	
  expliquer	
  l’absence	
  de	
  réponse	
  

immunitaire	
   chez	
   les	
   souris	
   TiRP-­‐10B.	
   Saidi	
   Soudja	
   montre	
   que	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   CD8	
  

endogènes	
   présents	
   au	
   niveau	
   des	
   tumeurs	
   ne	
   produisent	
   plus	
   d’IL-­‐2	
   et	
   d’IFNγ	
   [546].	
  

Toutefois,	
  la	
  présentation	
  sub-­‐optimale	
  des	
  antigènes	
  tumoraux	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  tumeur	
  et	
  

des	
   ganglions	
   drainant	
   pourrait	
   expliquer	
   le	
   phénotype	
   épuisé	
   des	
   lymphocytes	
   T	
  

endogènes	
  mais	
  n’explique	
  pas	
  l’absence	
  de	
  prolifération	
  des	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  naïfs	
  transférés	
  

chez	
  des	
  souris	
  porteuses	
  d’une	
  tumeur	
  induite	
  [546].	
  De	
  plus,	
  l’épuisement	
  lymphocytaire	
  

n’explique	
  pas	
  la	
  disparition	
  des	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  activés	
  22	
  jours	
  après	
  le	
  transfert.	
  	
  

	
  

Dans	
   un	
   modèle	
   d’immunisation,	
   Hailemichael	
   et	
   ses	
   collaborateurs	
   étudient	
   le	
  

devenir	
  de	
  CD8	
  transgéniques	
  spécifiques	
  de	
  l’antigène	
  gp100	
  (lymphocytes	
  T	
  pmel-­‐1)	
  ainsi	
  

que	
   le	
   devenir	
   de	
   CD8	
   transgéniques	
   spécifiques	
   de	
   l’antigène	
   OVA.	
   Ils	
   montrent	
   que	
   le	
  

transfert	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   pmel-­‐1	
   suivi	
   d’une	
   immunisation	
   avec	
   le	
   peptide	
   gp100	
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émulsifié	
   dans	
   de	
   l’adjuvant	
   incomplet	
   de	
   Freund	
   (IFA)	
   permet	
   une	
   amplification	
  

transitoire	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  pmel-­‐1	
  [552].	
  Ils	
  observent	
  non	
  seulement	
  une	
  séquestration	
  

des	
  lymphocytes	
  T	
  pmel-­‐1	
  au	
  niveau	
  du	
  site	
  de	
  vaccination	
  mais	
  également	
  une	
  entrée	
  en	
  

apoptose	
  de	
  ces	
  T.	
  En	
  effet,	
  6	
   jours	
  après	
   le	
   transfert,	
  43%	
  des	
   lymphocytes	
  T	
  anti-­‐gp100	
  

sont	
   en	
   apoptose.	
   L’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   T	
   est	
   restreinte	
   au	
   site	
   de	
   vaccination.	
   Ils	
  

montrent	
  que	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  dépend	
  de	
  l’engagement	
  de	
  leur	
  TCR	
  

ainsi	
  que	
  de	
   l’expression	
  du	
  récepteur	
  de	
  mort	
  cellulaire	
  Fas.	
  La	
  réalisation	
  d’un	
  transfert	
  

adoptif	
   avec	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   anti-­‐OVA	
   déficiente	
   pour	
   l’	
   IFNγ	
   et	
   immunisée	
   contre	
  

OVA+IFA	
   montre	
   que	
   l’expression	
   de	
   Fas	
   dépend	
   de	
   la	
   production	
   d’	
   IFNγ.	
   Enfin,	
   ils	
  

montrent	
   une	
   diminution	
   de	
   l’apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   pmel-­‐1	
   chez	
   des	
   souris	
  

déficiente	
   pour	
   FasL.	
   L’ensemble	
   de	
   ces	
   résultats	
   suggère	
   que	
   les	
   CD8	
   anti-­‐gp100	
   sont	
  

recrutés	
   au	
  niveau	
  du	
   site	
  de	
   vaccination	
  où	
   ils	
   rencontrent	
   leurs	
   antigènes,	
   s’activent	
   et	
  

entrent	
  en	
  apoptose	
  par	
  un	
  mécanisme	
  dépendant	
  de	
  l’	
  IFNγ	
  et	
  du	
  récepteur	
  Fas.	
  A	
  la	
  vue	
  de	
  

cette	
   étude,	
   nous	
   avons	
   émis	
   l’hypothèse	
   que	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   recrutés	
   au	
   niveau	
   de	
  

l’environnement	
  tumoral	
  entrent	
  en	
  apoptose	
  à	
  la	
  suite	
  de	
  leur	
  activation	
  et	
  de	
  l’expression	
  

du	
   récepteur	
  de	
  mort	
   cellulaire	
   en	
  présence	
  d’	
   IFNγ.	
  Dans	
  un	
  premier	
   temps,	
  nous	
  avons	
  

montré	
  une	
  augmentation	
  de	
  l’expression	
  d’	
  IFNγ	
  dans	
  l’environnement	
  tumoral	
  à	
   la	
  suite	
  

d’un	
   transfert	
   adoptif	
   (Figure	
   26A).	
   Par	
   la	
   suite,	
   l’inhibition	
   de	
   cet	
   IFNγ	
   permettait	
   une	
  

diminution	
   de	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   T	
   transférés	
   (Figure	
   26C).	
   Enfin,	
   Jingjing	
   Zhu	
   a	
  

confirmé	
   notre	
   hypothèse	
   en	
   montrant	
   que	
   la	
   répression	
   de	
   Fas,	
   grâce	
   à	
   un	
   siRNA,	
  

diminuait	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  recrutés	
  au	
  niveau	
  des	
  tumeurs	
  induites.	
  

Grâce	
   à	
   des	
   TaqMan,	
   nous	
   avons	
   également	
   montré	
   une	
   expression	
   de	
   FasL	
   dans	
  

l’environnement	
  tumoral	
  des	
  tumeurs	
  induites	
  (Figure	
  30).	
  	
  

	
  

Mais	
   le	
   rôle	
   de	
   FasL	
   dans	
   la	
   réponse	
   anti-­‐tumorale	
   est	
   complexe.	
   En	
   effet	
   la	
   voie	
  

Fas/FasL	
  est	
  utilisée	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  et	
  les	
  NK	
  pour	
  induire	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  

cellules	
   tumorales	
   en	
   complément	
   de	
   la	
   voie	
   des	
   granzymes	
   et	
   des	
   perforines	
   [486].	
   Par	
  

ailleurs,	
   FasL	
   peut	
   être	
   exprimé	
   dans	
   l’environnement	
   des	
   tumeurs	
   soit	
   par	
   les	
   cellules	
  

tumorales	
   [431],	
   soit	
   par	
   les	
   MDSCs	
   [552],	
   soit	
   par	
   les	
   cellules	
   endothéliales	
   [441]	
   ou	
  

encore	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  eux-­‐mêmes.	
  Nous	
  avons	
  donc	
  cherché	
  à	
  identifier	
  les	
  cellules	
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qui	
   exprimaient	
   FasL	
   dans	
   les	
   mélanomes	
   induits	
   et	
   à	
   comprendre	
   pourquoi	
   nous	
  

n’observions	
   pas	
   l’apoptose	
   de	
   T	
   TCR	
   P1A	
   Tg	
   malgré	
   une	
   expression	
   de	
   FasL	
   dans	
   les	
  

tumeurs	
  transplantées	
  (Figure	
  30).	
  	
  

	
  

Les	
  MDSCs	
  

	
  

Les	
  MDSCs	
  forment	
  une	
  population	
  de	
  cellules	
  myéloïdes	
  immatures	
  qui	
  se	
  trouvent	
  

à	
  différents	
   stades	
  de	
  différenciation,	
   chez	
  des	
  patients	
  atteints	
  de	
  cancer,	
   et	
  qui	
  peuvent	
  

inhiber	
   les	
   réponses	
   immunitaires.	
   Une	
   étude	
   réalisée	
   chez	
   97	
   patients	
   porteurs	
   d’un	
  

mélanome	
   montre	
   une	
   corrélation	
   inversée	
   entre	
   le	
   nombre	
   de	
   MDSCs	
   et	
   l’absence	
   de	
  

lymphocytes	
  T	
   anti	
  NY-­‐ESO-­‐1	
  ou	
  Melan-­‐A	
   [564].	
   Les	
   auteurs	
   émettent	
   l’hypothèse	
  que	
   la	
  

présence	
   des	
   MDSCs	
   durant	
   la	
   phase	
   d’expansion	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   réduit	
   leur	
  

prolifération,	
  se	
  traduisant	
  par	
  une	
  absence	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  [564].	
  Les	
  MDSCs	
  possèdent	
  

différents	
  mécanismes	
   pour	
   inhiber	
   la	
   réponse	
   immunitaire	
   [183].	
   Elles	
   peuvent	
   induire	
  

une	
  diminution	
  de	
  la	
  prolifération	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  ou	
  l’apoptose	
  des	
  T	
  en	
  exprimant,	
  par	
  

exemple,	
  FasL.	
  	
  

	
  

Comme	
   nous	
   l’avons	
   déjà	
   mentionné,	
   dans	
   le	
   modèle	
   d’Hailemichaël	
   [552],	
   le	
  

transfert	
   adoptif	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   pmel-­‐1	
   chez	
   une	
   souris	
   immunisée	
   contre	
   l’antigène	
  

gp100	
   en	
  présence	
  d’adjuvant	
   incomplet	
   de	
   Freund	
  permet	
   le	
   développement	
   transitoire	
  

d’une	
  réponse	
  CTL	
  contre	
  gp100.	
  L’utilisation	
  de	
  l’adjuvant	
  incomplet	
  de	
  Freund	
  provoque	
  

en	
   plus	
   de	
   la	
   séquestration	
   des	
   lymphocytes	
   pmel-­‐1,	
   le	
   recrutement	
   des	
   deux	
   types	
   de	
  

MDSCs,	
   les	
   PMN-­‐MDSCs	
   et	
   les	
   MO-­‐MDSCs.	
   Dans	
   son	
   modèle,	
   Hailemichael	
   et	
   ses	
  

collaborateurs	
  montrent	
  que	
  les	
  MO-­‐MDSCs	
  expriment	
  FasL	
  et	
  PD-­‐L1	
  en	
  présence	
  d’IFNγ	
  et	
  

que	
  c’est	
   l’expression	
  de	
  ces	
  deux	
  molécules	
  qui	
   induit	
   l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  CTL	
  anti-­‐

gp100.	
  D’autes	
  études	
  montrent	
  également	
  que	
  la	
  fonction	
  immunosuppressive	
  des	
  MDSCs	
  

est	
  influencée	
  par	
  l’IFNγ	
  produit	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  en	
  réponse	
  à	
  leurs	
  antigènes	
  [565].	
  

Pour	
   rappel,	
   nous	
   avons	
   montré	
   que	
   la	
   neutralisation	
   de	
   l’IFNγ	
   grâce	
   à	
   un	
   anticorps	
  

bloquant	
  permettait	
  une	
  diminution	
  de	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  (Figure	
  26)	
  

ainsi	
  qu’une	
  diminution	
  de	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  dans	
  l’environnement	
  tumoral	
  (Figure	
  30).	
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Nous	
   avons	
   dès	
   lors	
   cherché	
   à	
   dépléter	
   les	
   MDSCs	
   dans	
   nos	
   souris	
   porteuses	
   de	
  

tumeurs	
   induites.	
   Contrairement	
   au	
   résultat	
   obtenu	
   par	
   l’équipe	
   de	
   Ghiringhelli	
   dans	
   le	
  

modèle	
   du	
   thymome	
   El-­‐4	
   [558],	
   nous	
   avons	
   montré	
   que	
   le	
   5-­‐FU	
   supprimait,	
   dans	
  

l’environnement	
   tumoral,	
   la	
   population	
   de	
   MO-­‐MDSCs	
   mais	
   n’avait	
   pas	
   d’effet	
   sur	
   la	
  

population	
   de	
   PMN-­‐MDSCs.	
   Nous	
   avons	
  montré	
   que	
   l’inhibition	
   de	
   la	
   population	
   de	
  MO-­‐

MDSC	
  n’influencait	
  pas	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  (Figure	
  29).	
  

	
  

Nous	
   avons	
   donc	
   tenté	
   d’éliminer	
   la	
   population	
   de	
   PMN-­‐MDSCs	
   en	
   utilisant	
   des	
  

liposomes	
   clodronates.	
   Les	
   liposomes	
   clodronates	
   peuvent	
   être	
   phagocytés	
   par	
   les	
  

macrophages	
  et	
  les	
  MDSCs	
  provoquant	
  leur	
  apoptose	
  [566]	
  [567].	
  Toutefois,	
  les	
  différentes	
  

expériences	
  réalisées	
  au	
  laboratoire	
  ont	
  montré	
  que	
  l’utilisation	
  des	
  liposomes	
  clodronates	
  

induisait	
  non	
  seulement	
   la	
  délétion	
  des	
  macrophages	
  et	
  des	
  MDSCs	
  dans	
   l’environnement	
  

tumoral	
  mais	
  également	
  une	
  diminution	
  du	
  nombre	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  recrutés	
  

dans	
  l’environnement	
  tumoral.	
  Nous	
  n’avons	
  donc	
  pas	
  pu	
  étudier	
  l’impact	
  de	
  l’absence	
  des	
  

deux	
  populations	
  de	
  MDSCs	
  sur	
  l’apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T.	
  	
  

	
  

Grâce	
  à	
  ces	
  expériences	
  utilisant	
  les	
  liposomes	
  clodronates,	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
  

l’environnement	
   tumoral	
   était	
   essentiel	
   à	
   la	
   disparition	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   TCR	
   P1A	
   Tg.	
  

Dans	
  ces	
  expériences,	
  nous	
  avons	
  observé	
  qu’à	
  la	
  suite	
  d’un	
  traitement	
  avec	
  des	
  liposomes	
  

clodronates	
   et	
   d’un	
   transfert	
   adoptif,	
   il	
   n'y	
   avait	
   pas	
   de	
   diminution	
   du	
   nombre	
   de	
  

lymphocytes	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  au	
  niveau	
  des	
  ganglions	
  drainant	
  la	
  peau	
  ou	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  rate	
  

des	
  souris	
  porteuses	
  de	
  tumeurs	
  par	
  rapport	
  à	
  des	
  souris	
  naïves.	
  Nous	
  concluons	
  donc	
  que	
  

la	
  diminution	
  du	
  nombre	
  de	
  lymphocytes	
  T	
  au	
  niveau	
  des	
  organes	
  lymphoïdes	
  secondaires	
  

chez	
  les	
  souris	
  porteuses	
  de	
  tumeurs	
  et	
  non	
  traitées	
  avec	
  des	
  liposomes	
  clodronates	
  est	
  due	
  

à	
   un	
   recrutement	
   massif	
   des	
   T	
   TCR	
   P1A	
   Tg	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   tumeur	
   où	
   ils	
   entrent	
   en	
  

apoptose.	
  	
  

	
  

Parallèlement,	
  nous	
  avons	
   tenté	
  de	
  détecter	
  par	
   cytométrie	
  de	
   flux	
   l’expression	
  de	
  

FasL	
  sur	
  les	
  PMN-­‐MDSCs	
  et	
  sur	
  les	
  MO-­‐MDSCs.	
  Mais	
  l’utilisation	
  des	
  anticorps	
  anti-­‐FasL	
  est	
  

sujette	
   à	
   de	
   nombreuses	
   controverses	
   [568].	
   Le	
   clone	
   MFL-­‐3	
   et	
   le	
   clone	
   KAY10	
   ont	
   été	
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décrits	
   comme	
   pouvant	
   être	
   utilisés	
   pour	
  marquer	
   la	
   forme	
   extra-­‐cellulaire	
   de	
   FasL	
   par	
  

cytométrie	
   de	
   flux.	
  Dans	
  un	
  premier	
   temps,	
   nous	
   les	
   avons	
   testés	
   sur	
  des	
   lymphocytes	
  T	
  

TCR	
   P1A	
   Tg	
   stimulés	
   in	
   vitro,	
   dont	
   l’expression	
   de	
   FasL	
   avait	
   été	
   vérifiée	
   par	
   PCR.	
   Nous	
  

avons	
  observé	
  une	
  augmentation	
  de	
  la	
  fluorescence	
  en	
  présence	
  du	
  clone	
  MFL-­‐3	
  mais	
  nous	
  

retrouvons	
   la	
   même	
   augmentation	
   lorsque	
   les	
   cellules	
   sont	
   marquées	
   avec	
   l’isotype	
  

contrôle.	
   Pour	
   le	
   clone	
  KAY10,	
   nous	
   ne	
   détectons	
   aucun	
  marquage.	
  Nous	
   avons	
   toutefois	
  

testé	
   l’anticorps	
   MFL-­‐3	
   sur	
   des	
   cellules	
   CD11b+Gr-­‐1+	
   issues	
   de	
   tumeurs	
   induites	
   sans	
  

obtenir	
  plus	
  de	
  résultats	
  qu’avec	
  les	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg.	
  Ces	
  deux	
  anticorps	
  ne	
  nous	
  permettent	
  

pas	
   de	
   vérifier	
   l’expression	
   de	
   FasL	
   par	
   les	
   MDSCs.	
   Le	
   troisième	
   anticorps	
   couramment	
  

utilisé	
   est	
   l’anticorps	
   polyclonal	
   N-­‐20	
   qui	
   est	
   recommandé	
   pour	
   marquer	
   le	
   FasL	
   intra-­‐

cellulaire	
  par	
  des	
  techniques	
  d'immunofluorescence	
  autres	
  que	
  la	
  cytométrie	
  en	
  flux	
  [441].	
  

Nous	
  avons	
  tenté	
  de	
  réaliser	
  des	
  marquages	
  en	
  immunofluorescence	
  mais	
  nous	
  avions	
  un	
  

important	
  bruit	
  de	
  fond.	
  Toutefois,	
  dans	
  le	
  passé,	
  cet	
  anticorps	
  a	
  été	
  décrit	
  comme	
  n’étant	
  

pas	
  spécifique	
  de	
  FasL	
  puisqu’il	
  reconnaît	
  autant	
  les	
  cellules	
  transfectées	
  avec	
  FasL	
  que	
  les	
  

cellules	
  contrôle	
  [568,	
  569].	
  Afin	
  d’éviter	
  d’introduire	
  une	
  erreur	
  dans	
  nos	
  résultats,	
  nous	
  

avons	
  préféré	
  ne	
  pas	
  utiliser	
  les	
  anticorps	
  contre	
  FasL	
  dans	
  nos	
  expériences	
  tant	
  que	
  nous	
  

ne	
  sommes	
  pas	
  sûrs	
  de	
  leurs	
  spécificités.	
  Jing	
  Jing	
  Zhu	
  tente	
  à	
  l’heure	
  actuelle	
  de	
  produire	
  

une	
  lignée	
  stable	
  qui	
  exprimerait	
  FasL.	
  	
  

	
  

Enfin,	
  nous	
  avons	
  tenté	
  d’étudier	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  dans	
  la	
  population	
  de	
  MDSCs.	
  

Pour	
   cela	
   nous	
   avons	
   réalisé	
   un	
   tri	
   cellulaire	
   dirigé	
   contre	
   CD11b	
   et	
   Gr-­‐1	
   et	
   nous	
   avons	
  

effectué	
   une	
   RT-­‐PCR	
   dirigée	
   contre	
   FasL.	
   Des	
   résultats	
   préliminaires,	
   qui	
   doivent	
   encore	
  

être	
  confirmés	
  ne	
  nous	
  montrent	
  pas	
  d’expression	
  de	
  FasL	
  dans	
  les	
  cellules	
  myéloïdes.	
  	
  

	
  

Hailemichaël	
  et	
  ces	
  collaborateurs	
  émettent	
  l’hypothèse	
  d’un	
  éventuel	
  rôle	
  de	
  la	
  voie	
  

PD-­‐1/PD-­‐L1	
  dans	
  l’apoptose	
  des	
  CTL	
  anti	
  gp-­‐100	
  en	
  complément	
  de	
  la	
  voie	
  Fas/FasL.	
  Nous	
  

avons	
   donc	
   inhibé	
   cette	
   voie	
   grâce	
   à	
   un	
   anticorps	
   bloquant	
   le	
   récepteur	
   PD-­‐1	
  mais	
   nous	
  

n’avons	
  pas	
  observé	
  de	
  différence	
  sur	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  (Figure	
  27).	
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Les	
  cellules	
  tumorales	
  

	
  

FasL	
  peut	
  également	
  être	
  exprimé	
  par	
  les	
  cellules	
  tumorales.	
  In	
  vitro,	
  de	
  nombreuses	
  

tumeurs	
   expriment	
   FasL	
   et	
   induisent	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   [570,	
   571]	
  

[572].	
   Différentes	
   études	
   montrent	
   un	
   rôle	
   similaire	
   de	
   FasL	
   in	
   vivo.	
   Gimmi	
   et	
   ses	
  

collaborateurs	
   analysent	
   les	
  mécanismes	
   d’échappement	
   tumoral	
   dans	
   un	
  modèle	
  murin	
  

transgénique	
  d’adénocarcinome	
  mammaire	
  qui	
  se	
  développe	
  spontanément	
  à	
  la	
  suite	
  d’une	
  

gestation	
   [570].	
   Ces	
   tumeurs	
   expriment	
   l’antigène	
   rNeu.	
   L’immunisation	
   avant	
   gestation	
  

grâce	
  à	
  des	
   fibroblastes	
  exprimant	
   rNeu	
  protège	
   les	
   souris	
   contre	
   le	
  développement	
  d’un	
  

adénocarcinome.	
   Dans	
   certains	
   cas,	
   certaines	
   tumeurs	
   se	
   développent	
   tardivement	
   et	
   ce	
  

malgré	
  une	
  immunisation.	
  Les	
  auteurs	
  montrent	
  que	
  les	
  tumeurs	
  expriment	
  l’antigène	
  rNeu	
  

mais	
  elles	
  expriment	
  également	
  de	
  manière	
  constitutive	
  FasL,	
   ce	
  qui	
   conduit	
  à	
   l’apoptose	
  

des	
  lymphocytes	
  T	
  infiltrant	
  les	
  tumeurs	
  et	
  l’absence	
  de	
  rejet	
  tumoral	
  [570].	
  	
  

	
  

Toutefois	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  par	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  et	
  son	
  rôle	
  dans	
  l’apoptose	
  

des	
   lymphocytes	
   T	
   in	
   vivo	
   sont	
   fort	
   controversés	
   surtout	
   en	
   raison	
   des	
   problèmes	
  

techniques	
  [573]	
  [574].	
  En	
  1996,	
  Hahne	
  et	
  ses	
  collaborateurs	
  montrent	
  une	
  expression	
  de	
  

FasL	
   dans	
   10	
   tissus	
   tumoraux	
   dérivant	
   de	
   mélanome	
   [431].	
   Ces	
   auteurs	
   montrent	
  

également	
  que	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  par	
  la	
  lignée	
  de	
  mélanome	
  murin	
  B16	
  est	
  associée	
  à	
  une	
  

croissance	
  plus	
  rapide	
  de	
  la	
  tumeur.	
  Ceci	
  leur	
  permet	
  de	
  conclure	
  que	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  

par	
   les	
   cellules	
   tumorales	
  provoque	
   l’échappement	
   tumoral	
  par	
   induction	
  d’apoptose	
  des	
  

lymphocytes	
   T	
   infiltrant	
   la	
   tumeur	
   [431].	
   Mais	
   en	
   1999,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   sur	
   26	
  

mélanomes	
  étudiés,	
  aucun	
  n’exprimaient	
  FasL	
  [440].	
  Les	
  résultats	
  obtenus	
  par	
  Hahne	
  et	
  ses	
  

collaborateurs	
   peuvent	
   s’expliquer	
   soit	
   par	
   l’utilisation	
   de	
   primer	
   intra	
   intron	
   qui	
   ne	
  

permet	
  pas	
  de	
  distinguer	
   l’ARNm	
  de	
   l’ADN,	
   soit	
  par	
   l’utilisation	
  des	
   tumeurs	
   fraîchement	
  

isolées	
  qui	
  peuvent	
  être	
  contaminées	
  par	
  des	
   lymphocytes	
  T	
  où	
  des	
  cellules	
  endothéliales	
  

pouvant	
  exprimer	
  FasL.	
  	
  

	
  

Afin	
   de	
   conclure	
   sur	
   l’expression	
   de	
   FasL	
   par	
   les	
   cellules	
   tumorales	
   dérivant	
   de	
  

mélanomes	
  induits	
  nous	
  devrions	
  réaliser	
  des	
  RT-­‐PCR	
  sur	
  des	
  lignées	
  tumorales	
  amplifées	
  

in	
   vitro.	
   Cette	
   étape	
   permettrait	
   d’éliminer	
   d’éventuelles	
   contaminations	
   par	
   des	
   cellules	
  



126	
  

immunitaires	
   ou	
   du	
   stroma	
   qui	
   pourraient	
   exprimer	
   FasL.	
   Toutefois,	
   nous	
   avons	
  montré	
  

que	
  l’IFNγ	
  est	
   lié	
  à	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  dans	
  l’environnement	
  tumoral.	
  Il	
  se	
  pourrait	
  donc	
  

que	
  nous	
  ne	
  détections	
  pas	
  d’expression	
  de	
  FasL	
  par	
   les	
  cellules	
  tumorales	
  en	
  absence	
  de	
  

cytokines	
   inflammatoires.	
   Il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   le	
   traitement	
   de	
   la	
   lignée	
   de	
   carcinome	
  

colorectal	
   HT29	
   et	
   de	
   la	
   lignée	
   d’adénocarcinome	
  mammaire	
  MCF7	
   avec	
   de	
   l’IFNγ	
   et	
   du	
  

TNFα	
   induit,	
   in	
  vitro,	
  une	
  expression	
  de	
  FasL	
  à	
   la	
  surface	
  des	
  cellules	
  tumorales	
  [575].	
  Le	
  

traitement	
  de	
   la	
   lignée	
  T429.11	
  ou	
  de	
   lignée	
  tumorale	
   fraichement	
   isolée	
  avec	
  différentes	
  

concentrations	
   d’IFNγ	
   ou	
   de	
   TNFα	
   nous	
   permettrait	
   de	
   savoir	
   si	
   les	
   mélanomes	
   induits	
  

peuvent	
  exprimer	
  FasL.	
  Si	
  nous	
  détectons	
  par	
  PCR	
  une	
  expression	
  de	
  FasL	
  nous	
  pourrions	
  

réaliser	
  un	
  test	
  de	
  survie	
  des	
  lymphocytes	
  T.	
  Ce	
  test	
  de	
  survie	
  permettrait	
  dès	
  lors	
  de	
  nous	
  

assurer	
  que	
  les	
  lignées	
  de	
  mélanome	
  peuvent	
  traduire	
  la	
  protéine	
  FasL	
  et	
  qu’elles	
  peuvent	
  

l’exporter	
  correctement	
  à	
  leur	
  membrane.	
  	
  

	
  

Les	
  cellules	
  endothéliales	
  

	
  

Dernièrement	
   Gregory	
   Motz	
   et	
   ses	
   collaborateurs	
   ont	
   montré,	
   dans	
   des	
   tumeurs	
  

ovariennes	
   humaines,	
   que	
   les	
   cellules	
   endothéliales	
   présentes	
   au	
   niveau	
   des	
   tumeurs	
  

pouvaient	
   exprimer	
   FasL	
   et	
   que	
   cette	
   expression	
   induisait	
   la	
   mort	
   des	
   lymphocytes	
   T	
  

effecteurs	
   [441].	
   Ils	
   ont	
   également	
  montré	
   que	
   chez	
   des	
   souris	
   porteuses	
   d’une	
   tumeur,	
  

l’inhibition	
  de	
  l’angiogenèse	
  tumorale	
  grâce	
  à	
  des	
  facteurs	
  bloquant	
  celle-­‐ci	
  permettait	
  une	
  

augmentation	
  de	
   l’infiltrat	
   lymphocytaire	
  dans	
   les	
   tumeurs.	
  Dans	
   le	
  modèle	
  de	
  mélanome	
  

induit,	
  l’induction	
  d’apoptose	
  par	
  les	
  cellules	
  endothéliales	
  est	
  peu	
  probable.	
  En	
  effet	
  nous	
  

avons	
   montré,	
   ainsi	
   que	
   l’équipe	
   d’Anne-­‐Marie	
   Schmitt-­‐Verhulst,	
   par	
   analyse	
  

immunohistologique	
  que	
  les	
  quelques	
  lymphocytes	
  T	
  endogènes	
  présents	
  dans	
  les	
  tumeurs	
  

non	
  pigmentées	
  se	
  trouvaient	
  principalement	
  dans	
  la	
  masse	
  tumorale	
  et	
  non	
  en	
  périphérie	
  

[546].	
  De	
  plus,	
  nos	
  marquages	
  dirigés	
  contre	
  la	
  chaine	
  Vα8	
  des	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  sur	
  des	
  tissus	
  

tumoraux	
   provenant	
   de	
   souris	
   ayant	
   reçu	
   un	
   transfert,	
   montrent	
   une	
   distribution	
  

homogène	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  dans	
  la	
  masse	
  tumorale.	
  Contrairement	
  au	
  modèle	
  de	
  Motz,	
  il	
  

semblerait	
  que,	
  dans	
   le	
  modèle	
  de	
  mélanome	
   induit,	
   les	
   cellules	
  endothéliales	
  ne	
   limitent	
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pas	
   l’infiltration	
   tumorale	
   par	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   et	
   ne	
   soient	
   pas	
   reponsables	
   de	
   leur	
  

entrée	
  en	
  apoptose.	
  

	
  

Les	
  lymphocytes	
  T	
  régulateurs	
  

	
  

Comme	
   nous	
   l’avons	
   décrit,	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   régulateurs	
   peuvent	
   induire	
   la	
  

paralysie	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  mais	
  également	
  la	
  délétion	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  CD8+	
  [106].	
  Une	
  

étude	
   réalisée	
   chez	
   des	
   patients	
   atteints	
   d’un	
   hépatocarcinome	
   a	
   montré	
   que	
   les	
  

lymphocytes	
  T	
  CD4+Foxp3+	
  pouvaient	
  exprimer	
  FasL	
  et	
  induire	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  T	
  

CD8	
  circulants	
   [576].	
  Saidi	
  Soudja	
  a	
  montré	
   la	
  présence	
  de	
   lymphocytes	
  T	
  CD4+Foxp3+	
  au	
  

niveau	
   des	
   tumeurs	
   induites	
  [553].	
   Même	
   si	
   nous	
   ne	
   détectons	
   pas	
   d’augmentation	
   du	
  

nombre	
   de	
   lymphocytes	
   Treg	
   au	
   niveau	
   des	
   tumeurs	
   à	
   la	
   suite	
   d’un	
   transfert	
   adoptif	
  

(Stefania	
   Cane,	
   manuscrit	
   en	
   préparation),	
   nous	
   pourrions	
   combiner	
   le	
   transfert	
   adoptif	
  

avec	
  une	
  injection	
  préalable	
  de	
  protéine	
  IL-­‐2	
  fusioné	
  à	
  la	
  toxine	
  diphtérique	
  qui	
  déplète	
  de	
  

manière	
   spécifique	
   les	
   lymphocytes	
   Treg	
   [577]	
   et	
   étudier	
   la	
   survie	
   des	
   T	
   TCR	
   P1A	
   Tg.	
  

L’inhibition	
  de	
  la	
  population	
  de	
  Treg	
  nous	
  permettrait	
  d’exclure	
  un	
  potentiel	
  rôle	
  de	
  cette	
  

population	
  dans	
  l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T.	
  	
  

	
  

Les	
  lymphocytes	
  T	
  CD8	
  	
  

	
  

Pour	
  rappel,	
  FasL	
  est	
  un	
  des	
  mécanismes	
  cytotoxiques	
  utilisés	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  

pour	
  éliminer	
  une	
  cible	
  mais	
  il	
  est	
  également	
  impliqué	
  dans	
  le	
  contrôle	
  de	
  l’homéostasie	
  de	
  

la	
   réponse	
   immunitaire.	
   En	
   effet,	
   l’activation	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   à	
   la	
   suite	
   de	
   leur	
  

reconnaissance	
   antigénique	
   induit	
   non	
   seulement	
   l’expression	
   de	
   Fas	
  mais	
   également	
   de	
  

FasL,	
  sensibilisant	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  à	
  l’apoptose	
  cellulaire.	
  	
  

	
  

À	
   l’heure	
   actuelle,	
   nous	
   ne	
   pouvons	
   pas	
   conclure	
   sur	
   l’expression	
   de	
   FasL	
   par	
   les	
  

lymphocytes	
  T	
  présents	
  au	
  niveau	
  des	
  tumeurs.	
  Grâce	
  à	
  des	
  RT-­‐PCR,	
  nous	
  savons	
  que	
  les	
  T	
  

que	
   nous	
   transférons	
   expriment	
   FasL	
   mais	
   nous	
   ne	
   savons	
   pas	
   si	
   cette	
   expression	
   est	
  

maintenue	
  in	
  vivo.	
  Nous	
  devrions	
  purifier,	
  à	
  partir	
  de	
  fragments	
  tumoraux,	
  les	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
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ainsi	
   que	
   les	
   CD8	
   endogènes,	
   4	
   jours	
   après	
   un	
   transfert	
   adoptif	
   et	
   réaliser	
   des	
   RT-­‐PCR	
  

dirigés	
  contre	
  FasL.	
  Jingjing	
  Zhu,	
  Marine	
  Blackman	
  et	
  Marie	
  Solvay	
  essayent	
  également	
  de	
  

réaliser	
  des	
  transferts	
  adoptifs	
  avec	
  des	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  réprimés	
  pour	
  FasL	
  grâce	
  à	
  un	
  siRNA.	
  

Toutefois,	
   nous	
  devons	
   garder	
   à	
   l’esprit	
   que	
  de	
  nombreux	
   lymphocytes	
  T	
   endogènes,	
   qui	
  

peuvent	
   exprimer	
   FasL,	
   sont	
   recrutés	
   dans	
   l’environnement	
   tumoral	
   suite	
   au	
   transfert	
  

adoptif	
  et	
  que	
  ces	
  lymphocytes	
  T	
  pourraient	
  induire	
  l’apoptose	
  de	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg.	
  Pour	
  cette	
  

raison,	
   il	
   serait	
   intéressant	
  de	
  réaliser	
  ces	
  expériences	
  ex	
  vivo	
   sur	
  des	
  coupes	
  de	
   tumeurs	
  

fraîchement	
  isolées	
  et	
  mises	
  en	
  culture	
  durant	
  4	
  jours	
  avec	
  les	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  réprimés	
  pour	
  

FasL.	
   Nous	
   pourrions	
   également	
   réaliser	
   des	
   transferts	
   adoptifs	
   avec	
   des	
   T	
   TCR	
   P1A	
   Tg	
  

réprimés	
   ou	
   non	
   pour	
   FasL	
   dans	
   des	
   souris	
   TiRP-­‐10B	
  Rag-­‐1	
  KO	
   développées	
   à	
  Marseille	
  

[546]	
  et	
  étudier	
  l’effet	
  de	
  ce	
  transfert	
  sur	
  le	
  développement	
  tumoral.	
  Ces	
  expériences	
  nous	
  

permettraient	
   de	
   conclure	
   si	
   oui	
   ou	
   non	
   l’apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   recrutés	
   dans	
  

l’environnement	
  tumoral	
  est	
  dû	
  à	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  par	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  ou	
  si	
  c’est	
  un	
  

autre	
  type	
  cellulaire	
  qui	
  exprimerait	
  FasL.	
  	
  

	
  

L’expression	
   de	
   FasL	
   dans	
   l’environnement	
   tumoral	
   ne	
   semble	
   pas	
   être	
   la	
   seule	
  

cause	
   de	
   l’entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T.	
   En	
   effet,	
   nous	
   avons	
   remarqué	
   une	
  

expression	
  de	
  FasL	
  dans	
  les	
  tumeurs	
  transplantables	
  et	
  ce	
  en	
  même	
  quantité	
  que	
  dans	
  les	
  

tumeurs	
  induites	
  (Figure	
  30).	
  Il	
  semblerait	
  donc	
  qu’un	
  autre	
  mécanisme	
  en	
  complément	
  de	
  

la	
   voie	
   Fas/FasL	
   soit	
   nécessaire	
   pour	
   que	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   entrent	
   en	
   apoptose	
   dans	
  

l’environnement	
  des	
  tumeurs.	
  	
  

	
  

Comme	
   nous	
   l’avons	
   évoqué	
   dans	
   notre	
   introduction,	
   quatre	
   autres	
   récepteurs	
   de	
  

mort	
  cellulaire	
  sont	
  capables	
  d’induire	
  l’apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T.	
  Nous	
  devons	
  encore	
  

étudier	
  l’expression	
  ainsi	
  que	
  la	
  distribution	
  des	
  autres	
  récepteurs	
  de	
  mort	
  cellulaire	
  et	
  de	
  

leur	
  ligand	
  dans	
  notre	
  modèle	
  de	
  tumeur	
  induite.	
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Sensibilisation	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  à	
  l’apoptose	
  

	
  

Le	
   Professeur	
   Van	
   Ginderachter	
   et	
   son	
   équipe	
   ont	
   montré	
   en	
   2013	
   que	
   les	
   MO-­‐

MDSCs	
   pouvaient	
   sensibiliser	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   à	
   l’apoptose	
   cellulaire	
   médiée	
   par	
   Fas	
  

[557].	
   In	
   vitro,	
   ils	
   ont	
   montré	
   que	
   la	
   co-­‐culture	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   et	
   des	
   MO-­‐MDSCs,	
  

induisait	
  l’augmentation	
  de	
  l’expression	
  de	
  Fas	
  sur	
  les	
  lymphocytes	
  T.	
  Cette	
  augmentation	
  

est	
  induite	
  par	
  le	
  NO	
  produit	
  par	
  les	
  MO-­‐MDSCs	
  en	
  présence	
  d’	
  IFNγ.	
  En	
  effet,	
  lorsqu’ils	
  co-­‐

cultivent	
  des	
  T	
   avec	
  des	
  MO-­‐MDSC	
  provenant	
  de	
   souris	
   déficientes	
  pour	
   le	
   récepteur	
   à	
   l’	
  

IFNγ	
  ou	
  pour	
  iNOS	
  ils	
  n’observent	
  pas	
  d’augmentation	
  de	
  l’expression	
  de	
  Fas.	
  Ils	
  concluent	
  

que	
   le	
   NO	
   produit	
   par	
   les	
  MO-­‐MDSCs	
   favorise	
   l’expression	
   de	
   Fas	
   sur	
   les	
   lymphocytes	
   T	
  

[557].	
  Dans	
  notre	
  modèle	
  de	
  tumeur	
  inductible,	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
  la	
  déplétion	
  de	
  la	
  

population	
   de	
  MO-­‐MDSCs	
   par	
   un	
   traitement	
   avec	
   le	
   5-­‐FU	
   ne	
   permettait	
   pas	
   de	
   diminuer	
  

l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  recrutés	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  tumeur.	
  	
  

	
  

Les	
  ROS	
  peuvent	
  également	
  influencer	
  la	
  sensibilité	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  à	
  l’apoptose.	
  

Il	
  est	
  décrit	
  qu’à	
  la	
  suite	
  de	
  l’activation	
  des	
  lymphocytes	
  T,	
  on	
  observe	
  une	
  augmentation	
  de	
  

la	
  concentration	
  intra-­‐cellulaire	
  de	
  ROS	
  [578].	
  Ces	
  ROS	
  favorisent	
  l’expression	
  de	
  FasL	
  à	
  la	
  

surface	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  et	
  peuvent	
  également	
  induire	
  une	
  diminution	
  de	
  l’expression	
  de	
  

la	
  protéine	
  anti-­‐apoptotique	
  Bcl-­‐2	
   [579].	
  De	
  plus	
   les	
  ROS	
  peuvent	
   induire	
   la	
  dimérisation	
  

des	
   protéines	
   BAX	
   favorisant	
   la	
   formation	
   de	
   pores	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   mitochondrie	
   [216]	
  

(Figure	
  31).	
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Figure	
  31	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  qui	
  contrôlent	
  
l’expression	
  de	
  FasL	
  et	
  de	
  Bcl-­‐2.	
  

Inspiré	
  de	
  Hildeman	
  [578]	
  
	
  

	
  
	
  

Cependant,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   par	
   Bronte	
   que	
   les	
   ROS	
   produits	
   par	
   les	
   PMN-­‐MDSCs	
  

pouvaient	
  également	
  influencer	
  l’expression	
  de	
  Bcl-­‐2	
  dans	
  les	
  lymphocytes	
  T	
  [186].	
  En	
  effet,	
  

il	
   a	
   été	
  montré	
  que	
   l’ajout	
  de	
  H2O2	
  dans	
   l’environnement	
  de	
   lymphocytes	
  T	
  non	
   stimulés	
  

induisait	
   une	
   expression	
   de	
   FasL,	
   démontrant	
   que	
   les	
   ROS	
   pouvaient	
   diffuser	
   dans	
   les	
  

cellules	
  lymphocytaires	
  [580].	
  Bronte	
  montre	
  également	
  que	
  la	
  concentration	
  en	
  ROS	
  extra-­‐

cellulaires	
   influence	
   la	
  quantité	
  de	
  molécules	
  FasL	
  exprimées	
  par	
   les	
   lymphocytes	
  T.	
  Tout	
  

ceci	
  tend	
  à	
  confirmer	
  que	
  les	
  observations	
  réalisées	
  par	
  Hildeman	
  sur	
  le	
  rôle	
  des	
  ROS	
  dans	
  

la	
   sensibilisation	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   à	
   l’apoptose	
   sont	
   amplifiées	
   par	
   les	
   ROS	
   extra-­‐

lymphocytaires	
  produits	
  éventuellement	
  par	
  les	
  PMN-­‐MDSCs	
  (Figure	
  32).	
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Figure	
  32	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  qui	
  contrôlent	
  la	
  

sensibilité	
  à	
  l’apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  

Inspiré	
  de	
  Bronte	
  [186]	
  et	
  Schouppe	
  [555]	
  

	
  
	
  

Comme	
   nous	
   l’avons	
   indiqué,	
   les	
   mécanismes	
   d’immunosuppression	
   peuvent	
   être	
  

nombreux	
  et	
  ne	
   sont	
  pas	
   exclusifs.	
   Par	
   conséquent,	
   nous	
  devrions	
   tester,	
   chez	
  nos	
   souris	
  

porteuses	
  d’un	
  mélanome	
  induit,	
  la	
  concentration	
  en	
  NO	
  et	
  en	
  ROS	
  afin	
  de	
  réaliser	
  un	
  profil	
  

de	
  stress	
  cellulaire	
  dans	
  l’environnement	
  tumoral	
  et	
  comparer	
  ce	
  profil	
  de	
  stress	
  cellulaire	
  

avec	
   le	
   profil	
   obtenu	
   dans	
   des	
   tumeurs	
   transplantables.	
   L’utilisation	
   de	
   «	
  oxidation-­‐

sensitive	
   dye	
   DCFDA	
  »	
   ou	
   du	
   réactif	
   de	
   Greiss	
   nous	
   permettrait,	
   respectivement,	
   de	
  

déterminer	
  la	
  quantité	
  de	
  ROS	
  et	
  de	
  NO	
  dans	
  nos	
  échantillons	
  [581].	
  Si	
  nous	
  détectons	
  une	
  

différence	
   par	
   rapport	
   aux	
   tumeurs	
   transplantables,	
   nous	
   pourrions	
   utiliser	
   différents	
  

inhibiteurs,	
  déjà	
  décrits	
  pour	
  être	
  utilisés	
   in	
  vivo,	
  au	
  moment	
  de	
  nos	
  transferts	
  adoptifs	
  et	
  

étudier	
  leurs	
  effets	
  sur	
  la	
  fonction	
  et	
  l’apoptose	
  des	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg.	
  	
  

	
  

Les	
  Galectines	
  

	
  

À	
  l’exception	
  de	
  la	
  Galectine-­‐9	
  [298],	
  plusieurs	
  études	
  montrent	
  une	
  expression	
  des	
  

Galectines-­‐3	
   [281]	
   et	
   -­‐1	
   [582]	
   dans	
   l’environnement	
   tumoral.	
   Il	
   a	
   été	
  montré	
   au	
   sein	
   du	
  

laboratoire,	
  par	
  l’équipe	
  du	
  docteur	
  Nicolas	
  van	
  Baren,	
  une	
  expression	
  de	
  la	
  Galectine-­‐3	
  au	
  

niveau	
   des	
   métastases	
   chez	
   des	
   patients	
   atteints	
   de	
   mélanomes	
   (résultats	
   non	
   publiés).	
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Nous	
  avons	
  réalisé	
  quelques	
  marquages	
  en	
  immunohistochimie	
  contre	
  la	
  Galectine-­‐3	
  mais	
  

le	
   marquage	
   était	
   fort	
   diffus,	
   ce	
   qui	
   ne	
   nous	
   permettait	
   pas	
   de	
   conclure	
   sur	
   une	
  

colocalisation	
   entre	
   la	
   présence	
   de	
   Galectine-­‐3	
   et	
   la	
   présence	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   comme	
  

montré	
  chez	
   l’homme	
  par	
   l’équipe	
  du	
  docteur	
  Nicolas	
  van	
  Baren	
  et	
  du	
  docteur	
  Pierre	
  van	
  

der	
  Bruggen.	
  	
  

	
  

Afin	
   de	
   connaître	
   la	
   production	
   des	
   différentes	
   Galectines	
   dans	
   l’environnement	
  

tumoral,	
   nous	
  pourrions	
  prélever	
  des	
   tumeurs	
   induites	
  ou	
   transplantées	
   et	
   les	
  mettre	
   en	
  

culture	
   durant	
   48h.	
   Sur	
   le	
   surnageant,	
   nous	
   réaliserions	
   des	
   ELISA	
   pour	
   déterminer	
   la	
  

concentration	
   des	
   différentes	
   Galectines	
   dans	
   les	
   deux	
   modèles.	
   Si	
   nous	
   observons	
   des	
  

différences	
  entre	
  les	
  deux	
  types	
  de	
  tumeurs,	
  nous	
  pourrions	
  associer	
  notre	
  transfert	
  adoptif	
  

avec	
  des	
  inhibiteurs	
  de	
  Galectines,	
  comme	
  le	
  GC-­‐S100	
  ou	
  d’autres	
  inhibiteurs	
  qui	
  sont	
  testés	
  

à	
  l’heure	
  actuelle	
  par	
  l’équipe	
  du	
  Professeur	
  Pierre	
  van	
  der	
  Bruggen.	
  	
  

	
  

Conclusions	
  générale	
  de	
  l’étude	
  

	
  

Nous	
   observons	
   dans	
   notre	
   modèle	
   de	
   mélanome	
   inductible	
   un	
   mécanisme	
  

d’échappement	
  tumoral	
  qui	
  induit	
  la	
  délétion	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  spécifiques	
  des	
  antigènes	
  

tumoraux.	
  Cette	
  délétion	
  au	
  niveau	
  de	
  l’environnement	
  tumoral	
  induit	
  un	
  appauvrissement	
  

des	
   lymphocytes	
   T	
   anti-­‐P1A	
   dans	
   les	
   organes	
   lymphoïdes	
   secondaires	
   conduisant	
   à	
   leur	
  

disparition	
  chez	
  les	
  souris	
  porteuses	
  d’une	
  tumeur	
  induite.	
  	
  

	
  

Nous	
  avons	
  montré	
  que	
   la	
  voie	
  Fas/FasL	
  était	
   impliquée	
  dans	
   l’entrée	
  en	
  apoptose	
  

des	
   lymphocytes	
   T.	
   Même	
   si	
   nous	
   devons	
   encore	
   déterminer	
   quelles	
   cellules	
   expriment	
  

FasL	
   dans	
   l’environnement	
   tumoral,	
   Jingjing	
   Zhu,	
   Marine	
   Blackman	
   et	
   Marie	
   Solvay	
  

développent	
  une	
  protéine	
  Fas	
  soluble	
  qui	
  bloquerait	
  la	
  voie	
  de	
  signalisation	
  Fas/FasL.	
  Nous	
  

espérons,	
  de	
  cette	
  manière,	
  inhiber	
  l’apoptose	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  et	
  permettre	
  le	
  rejet	
  des	
  

tumeurs.	
   Selon	
   les	
   résultats	
   obtenus,	
   nous	
   pourrions	
   combiner	
   les	
   protocoles	
   de	
  

vaccination	
   anti-­‐P1A	
   avec	
   cette	
   protéine	
   soluble	
   une	
   fois	
   que	
   les	
   tumeurs	
   auront	
   été	
  

observées.	
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Nous	
   supposons	
   également	
   l’implication	
   d’autres	
   mécanismes	
   d’inhibition	
   qui	
  

sensibiliseraient	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   à	
   l’apoptose.	
   Nous	
   voulons	
   donc	
   étudier	
   l’effet	
   de	
  

différents	
   inhibiteurs,	
   comme	
   la	
   nitroaspirine	
   qui	
   diminue	
   l’expression	
   de	
   l’Arginase1,	
  

d’iNOS	
   et	
   donc	
   la	
   production	
   de	
   ROS	
   [583]	
   afin	
   d’étudier	
   leur	
   impact	
   sur	
   l’apoptose	
   des	
  

lymphocytes	
  T	
  (Figure	
  33).	
  

	
  

Figure	
  33	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  des	
  mécanismes	
  induisant	
  l’apoptose	
  des	
  

lymphocytes	
  T	
  ainsi	
  que	
  les	
  différentes	
  cibles	
  pour	
  les	
  inhiber	
  dans	
  le	
  modèle	
  de	
  

mélanome	
  inductible	
  TiRP-­‐10B	
  	
  

	
  
	
  

Enfin,	
   selon	
   les	
   résultats	
  obtenus,	
  nous	
  pourrions	
  étudier	
   l’entrée	
  en	
  apoptose	
  des	
  

lymphocytes	
   T	
   chez	
   des	
   patients	
   atteints	
   de	
   mélanome.	
   En	
   déterminant	
   les	
   antigènes	
  

présents	
  sur	
  des	
  mélanomes	
  humains,	
  nous	
  pourrions	
  incuber	
  des	
  lymphocytes	
  T	
  humains	
  

spécifiques	
   des	
   antigènes	
   exprimés	
   par	
   la	
   tumeur	
   avec	
   des	
   tranches	
   de	
   tumeurs	
  

fraichement	
  prélevées	
  et	
  étudier	
  la	
  viabilité	
  des	
  lymphocytes	
  T.	
  Nous	
  pourrions	
  également	
  

utiliser	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   transduits	
   comme	
   ceux	
   utilisés	
   en	
   immunothérapie.	
   Si	
   nous	
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détectons	
   une	
   entrée	
   en	
   apoptose	
   des	
   lymphocytes	
   T,	
   nous	
   pourrions	
   dès	
   lors	
   tester	
  

l’efficacité	
   de	
   notre	
   protéine	
   Fas	
   soluble.	
   Nous	
   pourrions	
   également	
   tester	
   sur	
   ces	
   co-­‐

cultures	
  d’éventuelles	
  molécules	
  inhibitrices	
  des	
  voies	
  de	
  sensibilisation	
  que	
  nous	
  aurions	
  

identifiées	
  dans	
  notre	
  modèle.	
  	
  

	
  

Conclusions	
  
	
  

Comme	
   nous	
   l’avons	
   montré,	
   il	
   semblerait	
   que	
   la	
   délétion	
   des	
   lymphocytes	
   T	
  

spécifiques	
   des	
   antigènes	
   tumoraux	
   soit	
   une	
   des	
   possibilités	
   qui	
   expliquerait	
   l’absence	
  

d’effet	
  de	
  l’immunothérapie	
  chez	
  l’homme.	
  	
  

	
  

Cependant,	
   les	
   cellules	
   tumorales	
   ont	
   développé	
   de	
   multiples	
   mécanismes	
   pour	
  

échapper	
  au	
  système	
  immunitaire.	
  De	
  nombreux	
  agents	
  anticancéreux	
  plus	
  efficaces	
  et	
  plus	
  

ciblés	
   sont	
  développés	
  à	
   l’heure	
  actuelle	
  montrant	
  des	
   résultats	
  prometteurs.	
  De	
  plus,	
   de	
  

nombreuses	
   études	
   cliniques	
   débutent	
   à	
   l’heure	
   actuelle	
   visant	
   à	
   contrôler	
   les	
  molécules	
  

suppressives	
  présentes	
  dans	
  l’environnement	
  tumoral.	
  L’équipe	
  d’Andersen	
  [584]	
  a	
  montré	
  

chez	
  des	
  patients	
  atteints	
  d’un	
  cancer	
  du	
  poumon	
  à	
  petites	
  cellules	
  l’existence	
  de	
  CTLs	
  qui	
  

reconaissent	
  différents	
  peptides	
  codé	
  par	
  l’IDO.	
  La	
  vaccination	
  de	
  ces	
  patients	
  contre	
  un	
  des	
  

peptides	
  permet	
  le	
  développement	
  non	
  seulement	
  de	
  CTL	
  anti-­‐IDO	
  producteur	
  d’IFNγ	
  mais	
  

également	
  une	
  augmentation	
  de	
  la	
  survie	
  des	
  patients	
  dans	
  47%	
  des	
  cas	
  [585].	
  Une	
  étude	
  

similaire	
   chez	
   des	
   patients	
   porteurs	
   de	
   mélanome	
   est	
   en	
   cours	
   de	
   réalisation	
  

(NCT01543464).	
  	
  

	
  

Enfin,	
   la	
   découverte	
   de	
   nouveaux	
   mécanismes	
   d’immunosuppression	
   ouvre	
   une	
  

série	
  de	
  possibilités	
  qui	
  permettraient,	
  dans	
  un	
  futur	
  proche,	
  d’obtenir	
  de	
  nouvelles	
  cibles	
  

permettant	
   de	
   favoriser	
   le	
   rejet	
   tumoral.	
   Dernièrement,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   par	
   l’équipe	
   de	
  

Douglas	
  Fearon	
  que	
  l’expression	
  de	
  la	
  protéine	
  d’activation	
  des	
  fibroblastes	
  (FAP),	
  pourrait	
  

également	
   être	
   impliquée	
   dans	
   les	
  mécanismes	
   d’échappement	
   tumoral.	
   Dans	
   ce	
  modèle	
  

d’adénocarcinome	
   pancréatique,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   les	
   fibroblastes	
   FAP+	
   associés	
   au	
  

carcinome	
   induiraient	
   l’absence	
   de	
   recrutement	
   de	
   lymphocytes	
   T	
   dans	
   l’environnement	
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tumoral	
   en	
   raison	
   de	
   l’expression	
   de	
   la	
   chemokine	
   CXCL12.	
   En	
   effet,	
   l’inhibition	
   de	
   cette	
  

chemokine	
   induit	
   une	
   augmentation	
   du	
   recrutement	
   des	
   lymphocytes	
   T	
   et	
   un	
   rejet	
   des	
  

tumeurs	
  si	
  cette	
  inhibition	
  est	
  combinée	
  avec	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐PD1	
  [586].	
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Matériels	
  et	
  Méthodes	
  
	
  

Mice	
  	
  

TiRP-­‐10B;InK4a/ARFflox/flox	
  mice	
  (TiRP-­‐10B+/+)	
  have	
  previously	
  been	
  described	
  on	
  a	
  B10.D2	
  

background	
   [531,	
   546].	
   Negative	
   TiRP-­‐10B;InK4a/ARFflox/flox	
   mice	
   (TiRP-­‐10B-­‐/-­‐)	
   were	
  

selected	
   by	
   cross	
   two	
   TiRP-­‐10B;InK4a/ARFflox/flox	
   who	
   genotype	
   negative	
   for	
   TiRP’s	
  

transgene.	
  Genotyping	
   for	
   the	
  presence	
  of	
  TiRP-­‐10B	
   transgene	
  was	
  performed	
  by	
  PCR	
  on	
  

tail	
  DNA	
  with	
  primer	
   Ivo021	
   (5’-­‐AACTGCAGTGGGCAGGTAAGTATCAAGG-­‐3’)	
   and	
  CreEr1as	
  

(5’-­‐CGCATAACCAGTGAAACAGC-­‐3’)	
  that	
  amplified	
  a	
  586	
  bp	
  fragment.	
  Mice	
  heterozygous	
  for	
  

the	
  H-­‐2Ld/P1A35-­‐43-­‐specific	
   transgene,	
  T	
  TCR	
  P1A	
  Tg	
  mice,	
  were	
  kept	
  on	
  B10.D2.Rag1	
  KO	
  

background	
   [533].	
   Mice	
   were	
   used	
   between	
   6-­‐10	
   weeks	
   old.	
   DBA/2	
   female	
   mice	
   were	
  

derived	
   from	
   an	
   inbred	
   colony.	
   All	
   mice	
   used	
   in	
   this	
   study	
   were	
   produced	
   under	
   SFF	
  

conditions	
  in	
  the	
  LICR	
  animal	
  facility.	
  Handling	
  of	
  mice	
  and	
  experimental	
  procedures	
  were	
  

conducted	
  in	
  accordance	
  with	
  national	
  and	
  institutional	
  guidelines	
  for	
  animal	
  care.	
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Viruses	
  

The	
   coding	
   sequence	
   for	
   the	
   first	
   81	
   residues	
   of	
   the	
   Invariant	
   chain	
   (Ii)	
   and	
   the	
   coding	
  

sequence	
  for	
  the	
  first	
  83	
  residues	
  of	
  P1A	
  antigen	
  were	
  fused	
  and	
  placed	
  under	
  the	
  control	
  of	
  

an	
  SV40	
  promoter.	
  Defective	
  adenoviral	
  vectors	
  [587]	
  were	
  cloned	
  with	
  the	
  construct	
  and	
  

amplified.	
   After	
   purification,	
   Adeno.Ii.P1At	
   viruses	
   were	
   immediately	
   frozen	
   at	
   -­‐80°C.	
  

Recombiannt	
   SFV	
   encoding	
   the	
   entire	
   P1A	
   gene	
   was	
   obtained	
   from	
   Peter	
   Liljestrom	
  

laboratory	
  [588,	
  589].	
  

	
  

Immunization	
  

TiRP-­‐10B+/+	
  or	
  TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
  mice	
  were	
   immunized	
  against	
  P1A	
  by	
  an	
  heterologous	
  prime-­‐

boost	
  regimen	
  2	
  weeks	
  apart:	
  Adeno.Ii.P1At	
  (108	
  plaque-­‐forming	
  units	
  (pfu))	
  and	
  SFV.P1A	
  

(107	
   international	
   units	
   (IU))	
   were	
   given	
   intradermally	
   (i.d)	
   in	
   100	
   µl	
   of	
   PBS	
   divided	
  

between	
   both	
   ears.	
   For	
   anti-­‐P91A	
   immunization,	
   mice	
   received	
   4	
   i.m	
   injections	
   [542],	
  

weeks	
  apart	
  of	
  P91A	
  peptide	
   (50µg)	
   in	
  PBS	
  mixed	
  v/v	
  with	
  AS15	
   (GSK)	
  adjuvant.	
  DBA/2	
  

spleen	
  cells	
   (1x106)	
  were	
   injected	
   i.p	
   in	
  200	
  µl	
  PBS	
  after	
  RBC	
   lysis	
   (RBC	
   lysis	
  buffer;	
  Life	
  

technologies).	
  

	
  

4OH-­‐Tamoxifen	
  injections	
  

Fresh	
  solution	
  of	
  4OH-­‐Tamoxifen	
  were	
  prepared	
  by	
  diluting	
  4OH-­‐Tamoxifen	
  (H6278;	
  Sigma	
  

Aldrich)	
  in	
  ethanol	
  and	
  sunflower	
  oil	
  (1:9	
  ratio)	
  followed	
  by	
  30	
  min	
  sonication	
  in	
  an	
  ultra-­‐

sonicator.	
  For	
   tumor	
   induction,	
  TiRP-­‐10B+/+	
  mice	
  were	
  anesthetized	
  and	
   received	
   two	
  s.c	
  

injections	
   of	
   200	
   µl	
   4OH-­‐Tamoxifen	
   solution	
   (20	
  mg/ml)	
   into	
   the	
   neck	
   area,	
   two	
   weeks	
  

apart.	
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Cell	
  lines	
  and	
  injections	
  

T429.11	
  subclone	
  was	
  derived	
  from	
  the	
  P1A-­‐expressing	
  T429	
  amelanotic	
  tumor	
  described	
  

previously	
   [546].	
  Cell	
   lines	
  were	
  cultured	
   in	
  RPMI	
  1640	
  supplemented	
  with	
  10	
  %	
  of	
   fetal	
  

bovine	
   serum	
   (FBS).	
   For	
   transplantation	
   experiments,	
   2x106	
   T429.11	
   cells	
   suspended	
   in	
  

PBS	
   were	
   injected	
   s.c	
   into	
   the	
   right	
   flank	
   of	
   TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
   mice.	
   L1210.P1A.B7-­‐1	
   cells,	
  

expressing	
   the	
   P1A	
   tumor	
   antigen	
   and	
   the	
   co-­‐stimulatory	
   molecule	
   B7-­‐1	
   [587]	
   were	
  

cultured	
   in	
   Dulbecco’s	
   modified	
   Eagle’s	
   medium	
   (DMEM)	
   supplemented	
   with	
   10%	
   FCS.	
  

Cells	
  were	
  incubated	
  at	
  37°C	
  in	
  an	
  8%	
  CO2	
  atmosphere.	
  	
  

	
  

Tissue	
  preparation	
  

Spleens,	
  skin	
  draining	
  lymph	
  nodes	
  and	
  tumors	
  were	
  collected	
  and	
  single-­‐cell	
  suspensions	
  

were	
  prepared	
  by	
  mechanical	
  disruption	
  with	
   the	
  plunger	
  of	
   a	
  5-­‐ml	
   syringe	
   then	
   filtered	
  

through	
  a	
  40µM	
  nylon	
  cell	
  stainer	
  (BD	
  Falcon).	
  Cells	
  were	
  resuspended	
  in	
  Iscove	
  Dulbecco’s	
  

medium	
  supplemented	
  with	
  0.24	
  mM	
  Asparagine,	
  1.5	
  mM	
  Glutamine,	
  0.5	
  mM	
  Arginine,	
  50	
  

µM	
  2-­‐ME	
  (Iscove	
  complete	
  medium)	
  and	
  10%	
  FCS	
  	
  

	
  

In	
  vitro	
  stimulation	
  for	
  FACS	
  analysis	
  

3x106	
  spleen	
  cells	
   from	
  immunized	
  tumor-­‐bearing	
  or	
   tumor-­‐free	
  mice	
  were	
  stimulated	
   in	
  

vitro	
  during	
  one	
  week	
  with	
  3x106	
  irradiated	
  (3	
  000	
  rad)	
  TiRP-­‐10-­‐/-­‐	
  splenocytes	
  pulsed	
  with	
  

P1A	
  or	
  P91A	
  (10	
  µM)	
  peptide	
  in	
  24-­‐well	
  plates,	
  in	
  2	
  ml	
  Iscove	
  complete	
  medium	
  +	
  10	
  %	
  FCS.	
  

Cells	
  were	
  incubated	
  at	
  37°C	
  in	
  a	
  8%	
  CO2	
  atmosphere.	
  Cells	
  were	
  collected	
  and	
  resuspended	
  

in	
  Hank’s	
  medium	
  (HCF)	
  supplemented	
  with	
  2%	
  FBS	
  for	
  flow	
  cytometry.	
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Ex	
  vivo	
  stimulation	
  for	
  FACS	
  analysis	
  

Dissociated	
   tumor	
   tissues,	
   splenocytes,	
   and	
   skin	
   draining	
   lymph	
   node	
   were	
   stimulated	
  

during	
  5	
  hours	
  with	
  1x105	
  L1210.P1A.B7-­‐1	
  cells	
   in	
  the	
  presence	
  of	
  Brefeldin	
  A	
  (10µg/ml;	
  

B7651;	
   Sigma	
   Aldrich)	
   at	
   37°C	
   in	
   a	
   8%	
   CO2	
   atmosphere.	
   Cells	
   were	
   collected	
   and	
  

resuspended	
  in	
  HCF	
  supplemented	
  with	
  2%	
  FBS	
  for	
  flow	
  cytometry.	
  	
  

	
  

Antibodies	
  and	
  tetramer	
  for	
  FACS	
  analysis	
  

Single	
  cell	
  suspensions	
  resuspended	
  in	
  100	
  µl	
  of	
  HCF	
  +	
  2%	
  FCS.	
  For	
  tetramer	
  staining,	
  cells	
  

were	
  incubated	
  for	
  15	
  min	
  at	
  room	
  temperature	
  in	
  the	
  dark	
  in	
  HCF	
  buffer	
  containing	
  10	
  nM	
  

PE-­‐labeled	
  H-­‐2Ld/P1A	
   tetramer	
   [545]	
   or	
   10	
  nM	
  PE-­‐labeled	
  H-­‐2Ld/P91A	
   tetramer.	
   PerCP-­‐

CD8α	
   (clone	
  53-­‐6.7;	
  BioLegend;	
  1/200)	
  and	
  APC-­‐CD69	
  (clone	
  H1.2F3;	
  BioLegend;	
  1/200)	
  

were	
  added	
  for	
  an	
  additional	
  15	
  min.	
  Cells	
  were	
  washed	
  twice	
  and	
  Annexin	
  V	
  binding	
  assay	
  

was	
  performed	
  using	
  APC-­‐Annexin	
  V	
  (640920;	
  Biolegend)	
  according	
  to	
  the	
  manufacturer’s	
  

recommendation.	
   For	
   intracellular	
   cytokine	
   staining,	
   cells	
   were	
   fixed	
   and	
   permeabilized	
  

with	
  the	
  Cytofix/Cytoperm	
  Kit	
  (51-­‐2090KZBD;	
  Affymetrix)	
  and	
  were	
  stained	
  with	
  APC-­‐anti-­‐

IFNγ	
  (XMG1.2;1/200).	
  All	
  stainings	
  were	
  performed	
  after	
  Fc	
  receptor	
  blockade	
  with	
  2.4G2	
  

mAb	
  (5	
  µg/ml)	
  for	
  15	
  min.	
  Samples	
  were	
  acquired	
  on	
  a	
  LSR	
  Fortessa	
  (BD	
  Bioscience)	
  and	
  

analysed	
  by	
  FlowJo.	
  	
  

	
  

In	
  vivo	
  CTL	
  assays	
  	
  

DBA/2	
   splenocytes	
  were	
   stained	
  with	
   10µM	
  CFSE	
   (c34554;	
   Life	
   Technologies)	
   (CFSEhigh)	
  

and	
   TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
   with	
   1µM	
   (CFSElow)	
   for	
   10	
   min	
   at	
   37°C	
   in	
   the	
   dark.	
   For	
   anti-­‐P1A	
   CTL	
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activity	
   analysis,	
   TiRP-­‐10B-­‐/-­‐	
   spleen	
   cells,	
   CFSEhigh,	
   were	
   pulsed	
   with	
   peptide	
   P1A35-­‐43	
  

(LPYLGWLVF);	
   CFSElow	
   spleen	
   cells	
   were	
   pulsed	
   with	
   the	
   irrelevant	
   P91A12-­‐26	
   peptide	
  

(QNHRALDLVA	
   [549])	
   ;	
   for	
   10	
   min	
   at	
   37°C	
   in	
   the	
   dark.	
   For	
   both	
   experiments	
   107	
  

splenocytes	
   of	
   each	
   population	
   were	
   transferred	
   i.v.	
   Host’s	
   spleens	
   were	
   harvested	
   18h	
  

later	
  and	
  CFSE-­‐labeled	
  cells	
  were	
  analysed	
  by	
  flow	
  cytometry.	
  Percent	
  lysis	
  was	
  calculated	
  

as	
   follows:	
   100	
   x	
   (1-­‐(%	
   of	
   CFSEhightarget/%	
   of	
   CFSElowtarget)/(%	
   of	
   CFSEhighcontrol/%	
   of	
  

CFSElowcontrol)).	
  	
  

	
  

Adoptive	
  transfer	
  experiments	
  

CD8+	
   T	
   cells	
  were	
   isolated	
   from	
   spleens	
   and	
   lymph	
   node	
   of	
   TCR	
   P1A	
  Tg	
  mice	
  with	
   anti-­‐

CD8α	
   microbeads	
   (130-­‐049-­‐401;	
   Miltenyi	
   Biotec)	
   through	
   LS	
   columns	
   (130-­‐042-­‐401;	
  

Miltenyi	
  Biotec),	
  according	
  to	
  the	
  manufacturer’s	
  protocol.	
  Naïve	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  (1	
  x	
  

104)	
  were	
  stimulated	
  with	
  1	
  x	
  104	
  L1210.P1A.B7-­‐1	
  irradiated	
  cells	
  (10	
  000	
  rad).	
  On	
  day	
  4,	
  

activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  were	
  collected	
  and	
  10	
  x	
  106	
  cells	
  resuspended	
  in	
  200	
  µl	
  PBS	
  

were	
  injected	
  i.v	
  through	
  the	
  retroorbital	
  sinus.	
  4	
  or	
  22	
  days	
  later,	
  mice	
  were	
  sacrificed	
  for	
  

analysis.	
  	
  	
  

	
  

Fas	
  siRNA	
  inhibition	
  (Jing	
  Jing	
  Zhu	
  protocol)	
  

Silencing	
   of	
   Fas	
   in	
   activated	
   P1ATCR	
   CD8+	
   T	
   cells	
  was	
   performed	
   by	
   using	
   Accell	
   siRNA	
  

(Dharmacon).	
  The	
  Fas	
  siRNA	
  sequence	
  is	
  5'(P)-­‐GUGCAAGUGCAAACCAGAC(dTdT)-­‐3'.	
  Accell	
  

siRNA	
  was	
  used	
  at	
  1	
  µM	
  and	
  experiments	
  were	
  performed	
  according	
  to	
  the	
  instructions	
  of	
  

the	
  manufacturer.	
  One	
  day	
  after	
  activation,	
  2x105	
  activated	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
  cells	
  were	
  co-­‐

incubated	
   with	
   1	
   µM	
   Accell	
   Fas	
   siRNA	
   in	
   Iscove	
   complete	
   medium.	
   Cells	
   were	
   then	
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incubated	
  at	
  37	
  C°	
  for	
  24	
  hours	
  and	
  changed	
  back	
  to	
  the	
  normal	
  Iscove	
  complete	
  medium	
  

with	
  10	
  %	
  FCS.	
  On	
  day	
  3	
  after	
  T	
  cell	
  activation,	
  the	
  same	
  silencing	
  procedure	
  were	
  repeated	
  

and	
  5x105	
  P1ATCR	
  CD8+	
  T	
   cells	
  were	
   co-­‐incubated	
  with	
   1	
   µM	
  Accell	
   Fas	
   siRNA	
   in	
   Iscove	
  

complete	
   medium.	
   On	
   day	
   four,	
   10x106	
   of	
   the	
   Fas-­‐silenced	
   TCRP1A	
   CD8+	
   T	
   cells	
   were	
  

injected	
  i.v	
  into	
  mice	
  bearing	
  induced	
  tumors.	
  

	
  

PCR	
  and	
  quantitative	
  analysis	
  

	
  Tumor	
  and	
  spleen	
  samples	
  were	
  collected	
  and	
  frozen	
  in	
  liquid	
  nitrogen.	
  Cryosections	
  were	
  

performed	
   and	
  NucleoSpin	
   RNA	
   isolation	
   kit	
   (Macherey-­‐Nagel)	
  was	
   used	
   to	
   extract	
   total	
  

RNA.	
  NucleoSpin	
  RNA/DNA	
  Buffer	
  Set	
  (740944;	
  Macherey	
  Nagel)	
  was	
  used	
  to	
  extract	
  total	
  

DNA	
   from	
   the	
   same	
   samples.	
   2	
   µg	
   RNA	
   were	
   engaged	
   in	
   reverse	
   transcription	
   with	
  

RevertAid	
  RT	
  kit	
   (K1691;	
  Thermo	
  Scientific).	
  Quantitative	
  PCR	
  reactions	
  were	
  performed	
  

using	
   primers	
   and	
   probes	
   specific	
   for	
  murine	
   IFNγ	
   and	
  β-­‐actin	
  with	
   qPCR	
  Mastermix	
   for	
  

Taqman	
  (RT-­‐QP73-­‐05;	
  Eurogentec).	
  The	
  sequences	
  of	
  the	
  primers	
  were	
  as	
  follows:	
  mIFNγ,	
  

5’-­‐	
   TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA-­‐3’	
   (forward)	
   and	
   5’-­‐TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-­‐3’	
  

(reverse);	
   mβ-­‐actin,	
   5′-­‐CTCTGGCTCCTAGCACCATGAAG-­‐3′	
   (forward)	
   and	
   5′-­‐

GCTGGAAGGTGGACAGTGAG-­‐3′	
  (reverse).	
  The	
  sequences	
  of	
  specific	
  probes	
  were	
  as	
  follows:	
  

mIFNγ,	
   5’-­‐	
   TCACCATCCTTTTGCCAGTTCCTCCAG-­‐3’;	
   mβ-­‐actin,	
   5′-­‐

ATCGGTGGCTCCATCCTGGC-­‐3′.*	
  cDNA	
  was	
  amplified	
  as	
  follows	
  :	
  35	
  cycles	
  of	
  a	
  two-­‐step	
  PCR	
  

program	
  at	
   95°C	
   for	
   15	
   s	
   and	
  60°C	
   for	
   1	
  min.	
   Reactions	
  were	
   run	
   and	
   analysed	
   on	
   a	
  AB	
  

Applied	
  Biosystems	
  Step	
  one	
  (AB	
  Applied).	
  Semiquantitative	
  clonotypic	
  PCR	
  for	
  P1A	
  Tg	
  TCR	
  

and	
  β-­‐actin	
  were	
  perfomed	
  with	
  the	
  TaKaRa	
  mix	
  for	
  PCR.	
  The	
  sequence	
  of	
  the	
  primers	
  for	
  

the	
   P1A	
   Tg	
   TCR	
   chainα	
   were	
   5’-­‐GAATTCATGCGTCCTGGCACCTGC-­‐3’	
   (forward)	
   and	
   5’-­‐



143	
  

ACCAGCAATCGAGTCCCACTTCA-­‐3’	
   (reverse).	
   DNA	
  was	
   amplified	
   as	
   follows:	
   25	
   cycles	
   (β-­‐

actin)	
  or	
  40	
  cycles	
   (P1A	
  Tg	
  TCR	
  chain	
  α)	
  of	
  a	
   three	
  step	
  PCR	
  program	
  at	
  95°C	
   for	
  1	
  min,	
  

60°C	
  for	
  1	
  min	
  and	
  72°C	
  for	
  2	
  min.	
  	
  

	
  

Histological	
  analysis	
  and	
  immunohistochemistry	
  	
  

Seven	
  μm-­‐thick	
  cryosections	
  were	
  obtained	
  from	
  frozen	
  OCT-­‐embedded	
  tissue	
  samples,	
  air	
  

dried,	
  stored	
  at	
  −80°C	
  until	
  use,	
  then	
  thawed	
  and	
  fixed	
  in	
  4%	
  paraformaldehyde	
  for	
  5	
  min.	
  

Sections	
  were	
  incubated	
  for	
  30	
  min	
  with	
  PBS	
  +	
  3%	
  BSA	
  +	
  1,5%	
  Milk,	
  washed,	
  and	
  incubated	
  

during	
  3	
  hours	
  with	
  rat	
  anti-­‐mouse	
  TCR	
  Vα8.3	
  (125701;	
  Biolegend;	
  1/50)	
  and	
  rabbit	
  anti-­‐

mouse	
   cleaved	
   Caspase-­‐3	
   (9664;	
   Cell	
   Signalling;	
   1/200)	
   in	
   antibody	
   diluent	
   (Dako	
   Real	
  

Antibody	
  diluent;	
   S202230;	
  Dako).	
   The	
   slides	
  were	
  washed	
   and	
   incubated	
   for	
  1	
  h	
  with	
   a	
  

secondary	
  polyclonal	
  anti-­‐rat	
  Alexa	
  Fluor	
  488	
  (Life	
  technologies;	
  1/200),	
  a	
  polyclonal	
  anti-­‐

rabbit	
   Alexa	
   Fluor	
   567	
   (Life	
   Technologies;	
   1/200),	
   and	
   4’,6-­‐diamidino-­‐2-­‐phenylindole*	
  

(DAPI)(D1306;	
   Life	
   Technologies;	
   1/2000).	
   All	
   reactions	
   were	
   carried	
   out	
   at	
   room	
  

temperature.	
  Stained	
  slides	
  were	
  digitized	
  by	
  automated	
  whole-­‐slide	
  image	
  capture,	
  using	
  a	
  

Mirax	
  Midi	
  scanner	
  (Carl	
  Zeiss	
  MicroImaging),	
  equipped	
  with	
  a	
  Zeiss	
  Plan-­‐Apochromat	
  20×	
  

NA	
  0.80	
  objective	
  lens	
  and	
  a	
  Hitachi	
  HV-­‐F22	
  acquisition	
  camera,	
  providing	
  an	
  object	
  pixel	
  

size	
   of	
   0.23	
   μm.	
   Image	
   acquisition	
   was	
   controlled	
   with	
   the	
   Mirax	
   Scan	
   software	
   (Zeiss).	
  

Image	
  files	
  were	
  compressed	
  with	
  0.80×	
  jpeg,	
  and	
  analysed	
  with	
  the	
  Mirax	
  Viewer	
  software	
  

(Zeiss).	
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Statistical	
  analyses	
  

All	
  results	
  are	
  expressed	
  as	
  means	
  +/-­‐	
  s.e.m.	
  Data	
  were	
  analysed	
  with	
  unpaired	
  two-­‐tailed	
  t-­‐	
  

tests	
   (Mann	
  Whitney)	
  using	
  GraphPad,	
   and	
   two-­‐tails	
  P	
  values	
  are	
  given	
  as	
   follows:	
   *,	
   P	
  <	
  

0,05;	
  **,	
  P<0,005;	
  and	
  ***,	
  P<0,0005,	
  n.s	
  not	
  significant.	
  All	
  experiments	
  were	
  repeated	
  at	
  

least	
  once	
  with	
  comparable	
  results.	
  Times	
  for	
  tumor	
  appearance	
  were	
  plotted	
  according	
  to	
  

the	
  Kaplan	
  Meier	
  method	
  and	
  were	
  compared	
  with	
  Logrank	
  test.	
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