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RESUME 

 

 

Caractérisation structurale et fonctionnelle du complexe formé entre la Chaîne Alpha 

soluble du Récepteur de l’Interleukine-15 Humaine et l’Interleukine-15: Implication 

en immuno-cancérologie 

 

Les interleukines sont un groupe de cytokines permettant une communication 

intercellulaire au cœur du système immunitaire. L‘Interleukine-15 (IL-15) est une cytokine 

qui présente des activités semblables à celles de l‘IL-2 in vitro du fait de l'utilisation 

commune des chaînes réceptrices IL-2R et γc, la spécificité d'action étant conférée par 

une chaîne réceptrice . L‘IL-15R existe sous forme soluble après clivage protéolytique 

de la forme membranaire. Dans cette étude, nous avons caractérisé les mécanismes 

moléculaires régulant les activités agonistes et antagonistes des formes solubles de la 

chaîne IL-15R. Plus précisément, nous avons mis en évidence que le domaine du sIL-

15R codée par l‘exon 3 situé à l‘extrémité C-terminale du domaine sushi liant la 

cytokine, participe à la forte affinité du complexe IL-15/sIL-15R et est indispensable à la 

fonction antagoniste du récepteur soluble. Nous avons également montré le rôle primordial 

du complexe IL-15/sIL-15R dans des pathologies cancéreuses d‘une part et 

inflammatoires d‘autre part grâce au pouvoir d‘échappement tumoral induit par le sIL-

15R dans les cancers de la tête et du cou et son implication dans la réponse thérapeutique 

à l‘infliximab (anti-TNF) dans la maladie de Crohn. Ce travail montre que le sIL-15R est 

une composante importante dans la régulation des activités de l'IL-15 et pourrait conduire à 

différentes applications thérapeutiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cytokine


Abstract 

 - 12 -  

ABSTRACT 
 

 

Functional and structural properties of the complex formed by human Interleukine 

15 and its soluble private chain : Involvement in immuno-cancérology 

 

Interleukins are a group of cytokines which allow intercellular communication in 

immune system. The Interleukin-15 (IL-15) is a cytokine which elicits similar activities as 

those of IL-2 in vitro because of the common use of IL-2R and C chains. The specificity 

of action is conferred by a private  chain (IL-15R). The  chain exists in soluble form 

after proteolytic cleavage of the membrane anchored IL-15R. In this study, we 

characterized the molecular mechanisms regulating the agonistic and antagonistic activities 

of the soluble forms of IL-15R (sIL-15R). Specifically, we highlighted that the exon 3 

encoded domain of the sIL-15R, located at the C-terminal end of the IL-15 binding 

domain (sushi), participates to the high affinity of the IL-15/sIL-15R complex and is 

necessary for the antagonistic function of the soluble receptor. We also showed the vital 

role of this complex in cancer and inflammatory diseases through the capacity to escape to 

immunity of tumor with sIL-15R in head and neck cancers and it involvement in the 

therapeutic response to infliximab in Crohn disease. This work shows that the sIL-15R is 

an important component in the regulation of IL-15 and could lead to different therapeutic 

applications. 
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LES CYTOKINES ET LEURS RECEPTEURS 

 L‘organisation d‘un être vivant est régie par une harmonie complexe et hautement 

régulée entre les différentes cellules qui le constituent. Le système immunitaire d'un 

organisme permet de discriminer le « soi » du « non-soi ». Il met en jeu un ensemble de 

moyens (organes, tissus, cellules et molécules) permettant de répondre rapidement, de 

façon souvent spécifique et efficace contre les nombreux pathogènes auxquels nous 

sommes confrontés à court et à long terme. Il s‘agit d‘un système incluant des cellules 

produites dans la moelle osseuse et circulant dans notre sang ou résidant dans nos tissus. 

Les cellules « natural killer » permettent une réponse innée, très rapide et une 

immunosurveillance puis les lymphocytes déterminent la spécificité de la réponse. Les 

cellules qui interagissent avec les lymphocytes ont un rôle important dans la présentation 

des antigènes et dans la médiation des fonctions immunologiques. Ces cellules incluent les 

cellules dendritiques, les cellules de Langerhans ainsi que les monocytes/macrophages et 

enfin les neutrophiles, mastocytes, basophiles et éosinophiles. De plus, une série de 

cellules épithéliales et stromales apportent l‘environnement anatomique dans lequel 

l‘immunité se développe. Ces cellules jouent un rôle direct dans l‘induction puis dans les 

phases effectrices de la réponse immunitaire. La réponse adaptative qui suit l‘induction 

présente deux volets : la réponse humorale basée sur la production de molécules effectrices 

appelées immunoglobulines ou anticorps qui sont produites par les plasmocytes résultant 

de la différenciation des lymphocytes B et la réponse cellulaire basée sur l‘action des 

lymphocytes T qui coordonnent les différents aspects de la réponse immunitaire et 

détruisent les cellules infectées ou cancéreuses. Enfin, une dernière étape consiste en la 

mise en place d‘une réponse mémoire. La mise en jeu de ces différentes cellules nécessite 

une organisation spatiale et temporelle particulière. Les communications intercellulaires 

intervenant dans les réactions immunitaires spécifiques et non spécifiques ainsi que dans 

l‘inflammation font appel à des protéines, le plus souvent glycosylées, dont la masse 

moléculaire varie entre 8 et 50kDa, appelées cytokines. Il apparaît aujourd‘hui que les 

cytokines représentent un langage universel dans le dialogue entre les différentes cellules 

de l'organisme. L'intégration des différents signaux induits par les cytokines génère un 

message qui aboutit à différents effets comme l'activation de la prolifération, la 

différenciation et la maturation fonctionnelle des cellules impliquées dans la réponse 

contre les pathogènes (induction d‘activités cytotoxique et phagocytaire, production 

d‘anticorps, accroissement de l‘hématopoïèse). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Organisme_vivant
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I. Généralités 

 

A.  Les cytokines 

 

Le développement d’une réponse immunitaire efficace implique des cellules 

lymphoïdes, des cellules de l‘inflammation et des cellules hématopoïétiques. Les 

interactions complexes entre ces cellules sont médiées par un groupe de protéines 

dénommées collectivement cytokines. Les cytokines sont des protéines régulatrices de 

faible poids moléculaire ou des glycoprotéines sécrétées par les cellules immunitaires du 

sang et par un ensemble d‘autres cellules de l‘organisme en réponse à de nombreux 

stimuli. Ces protéines participent à la régulation du développement des cellules 

immunitaires effectrices. Certaines cytokines possèdent par elles-mêmes des fonctions 

effectrices directes, tout comme les hormones servent de messagers au système endocrine, 

les cytokines servent de messager au système immunitaire. Cependant, contrairement aux 

hormones endocrines, qui exercent leurs effets à distance, les cytokines agissent 

généralement localement.  

Elles sont impliquées dans la régulation des fonctions immunitaires, mais aussi 

dans l'hématopoïèse, l'hémostase…. Une cytokine donnée peut se lier aux récepteurs 

membranaires de la cellule qui l‘a sécrété (autocrinie). Elle peut aussi se fixer sur les 

récepteurs d‘une cellule cible très proche de la cellule productrice (paracrinie). Dans 

quelques rares cas, elle peut se lier  à des cellules cibles dans des régions éloignées de 

l‘organisme (endocrinie). Elles peuvent également agir à l'intérieur des cellules 

productrices sans être secrétées (intracrinie). Les cytokines membrannaires peuvent exercer 

leur action au contacte de cellules voisines exprimant le récepteur (juxtacrinie). Les 

cytokines régulent l‘intensité et la durée de la réponse immunitaire en stimulant ou en 

inhibant l‘activation, la prolifération et/ou la différenciation de différentes cellules et en 

régulant la production d‘anticorps ou d‘autres cytokines. L'ensemble des interactions entre 

les différentes cytokines forme le réseau cytokinique. Ce réseau de cytokines est également 

défini par le fait qu'une action simultanée de différentes cytokines peut aboutir à un effet 

additif, synergique ou antagoniste. 
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Les cytokines sont généralement regroupées selon leurs modes d‘action et leurs 

fonctions biologiques. Ainsi les cytokines sont classées en six groupes ou familles (Figure 

1) : 

- les interleukines (IL-) 

- les interférons (IFNs) 

- les facteurs de nécrose des tumeurs (TNFs, "Tumor Necrosis Factors") 

- les facteurs stimulant les colonies (CSFs, "Colony Stimulating Factors") 

- les facteurs de croissance (GFs, "Growth Factors") 

- les chimiokines 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Groupes ou Familles de Cytokines 

Les interleukines (en rouge), les interférons (en bleu), les facteurs de nécrose des tumeurs 

(en marron), les facteurs stimulant les colonies (en rose), les facteurs de croissance (en 

vert) et les chimiokines (en jaune). 

Interleukines (IL-) Interférons (IFNs) Facteurs de Nécrose 

des Tumeurs (TNFs) 

Facteurs Stimulant 

les Colonies (CSFs) 

Facteurs de 

Croissance (GFs) 

Chimiokines 
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A la différence des hormones dont le taux de sécrétion est continu bien que modifié 

par des signaux physiologiques, les cytokines ne sont habituellement pas synthétisées par 

les cellules au repos mais principalement en réponse à un signal activateur. La production 

de cytokines est, généralement, rapide, brève, intense et leur sécrétion est immédiate. 

Hormis quelques exceptions comme l‘IL-1 et le TNF-α, les cytokines ne sont pas stockées 

à l‘intérieur des cellules. Il existe cependant des cytokines qui sont exprimées à un niveau 

basal, comme celles qui sont produites par les cellules stromales du microenvironnement 

médullaire ou thymique. La plupart des cytokines entraînent des réactions en cascade en 

induisant la production d‘une autre cytokine par leur cellule cible. Leurs effets sont très 

souvent redondants. La majorité des cytokines sont des facteurs solubles sécrétés, 

cependant certaines peuvent se présenter sous deux formes : soluble et membranaire, toutes 

deux biologiquement actives. 

 Malgré leur hétérogénéité, les cytokines assurent des fonctions biologiques précises 

dans l‘immunité innée et adaptative, ce qui implique la coordination de l‘expression de 

plusieurs molécules, par une régulation transcriptionnelle commune. Cependant il existe 

des cas de régulation post-transcriptionnelle via la stabilisation d‘ARNm (GM-CSF, IL-7, 

IL-15) ou post-traductionnelle via un clivage protéolytique. Ce clivage peut être celui 

d‘une pro-cytokine afin de libérer la cytokine mature, ou celui du domaine extracellulaire 

d‘une forme membranaire permettant la libération de la cytokine soluble mature.  

Au fur et à mesure de la découverte de cytokines, de récepteurs, ou de nouveaux 

modes d'action et d‘interaction, le réseau cytokinique apparaît de plus en plus complexe.  
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B.  Les récepteurs de cytokines 

 

Pour exercer leurs effets biologiques, les cytokines doivent d‘abord se lier à des 

récepteurs spécifiques exprimés au niveau de la membrane des cellules cibles sensibles. 

Les chaînes réceptrices des différentes cytokines sont structurellement très diverses, mais 

appartiennent à l‘une des neuf familles de récepteurs protéiques (Figure 2). 

 

a) Les récepteurs de classe I (cytokines hématopoïétiques) comme la chaîne 

gp130, la chaîne  commune (c) et la chaîne  commune (c). 

b) Les récepteurs des cytokines de classe II (familles des IFNs et de l'IL-10) tels 

les IFN-Rs, IL-10R, IL-20R, IL-22R et IL-28R. 

c) Les récepteurs de classe III (cytokines de la superfamille des TNFs) qui 

correspondent par exemple aux TNF-R, NGF-R, Fas, CD27, CD40 et TRAIL-R. 

d) Les récepteurs apparentés à la superfamille des immunoglobulines sans 

activité tyrosine kinase comme les IL-1Rs et IL-18R. 

e) Les récepteurs apparentés à la superfamille des immunoglobulines avec 

activité tyrosine kinase qui correspondent entre autres aux M-CSF-R, EGF-R et PDGF-R. 

f) Les récepteurs à activité sérine/thréonine kinase des cytokines de la famille du 

TGF comprenant par exemple les TGF-R, Inh-R et Act-R. 

g) Les récepteurs à domaine sushi dont l‘IL-2R et l‘IL-15R sont les seuls 

membres. 

h) Les récepteurs des cytokines de la famille des IL-17 (IL-17Rs). 

i) Les récepteurs à sept domaines transmembranaires des chimiokines comme le 

CXCR-1, les CCRs, les CXCRs et le CX3CR-1. 
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Figure 2 : Familles de Chaînes Réceptrices Membranaires des Cytokines 
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II. Les cytokines hématopoïétiques 

 

Ce travail de thèse s‘est intéressé à l‘étude du "système interleukine-15". L‘IL-15 

est une cytokine hématopoïétique à quatre hélices  courtes, structurellement et 

fonctionnellement proche de l‘IL-2 (Burton et al. 1994 ; Grabstein et al. 1994). Les 

récepteurs fonctionnels de l'IL-2 et de l'IL-15  partagent les chaînes transductrices IL-2R 

et c, de la famille des récepteurs hématopoïétiques (Bamford et al. 1994 ; Giri et al. 1994 ; 

Grabstein et al. 1994). Leur spécificité de réponse est conférée par leurs chaînes 

réceptrices spécifiques, l'IL-15R et l'IL-2R. 

A. Caractéristiques des cytokines hématopoïétiques 

 

Les cytokines hématopoïétiques sont des protéines de faible poids moléculaire 

impliqués dans la différenciation et l'expansion des cellules sanguines. Elles présentent 

généralement des N-glycosylations et des O-glycosylations. La structure tertiaire de la 

plupart de ces glycoprotéines est maintenue par des ponts disulfures. L‘organisation 

spatiale des structures secondaires donne une structure tertiaire cylindrique aux cytokines à 

hélices  longues, et une structure globulaire aux cytokines à hélices  courtes. Ces 

cytokines se fixent généralement sous forme monomérique sur différentes chaînes 

réceptrices hématopoïétiques. 

 

B.  Les récepteurs des cytokines hématopoïétiques 

 

1. Structure des chaînes réceptrices 

Les récepteurs de classe I constituent le groupe le plus important des récepteurs de 

cytokines. Ce sont des glycoprotéines membranaires de type I, à l‘exception de la chaîne 

CNTF-R qui est ancrée à la membrane par une liaison glycosyl-phosphatidylinositol (GPI), 

avec une extrémité NH2-terminal extracellulaire et COOH-terminal intracellulaire. Les 

régions extracellulaires de ces chaînes réceptrices sont variables, mais présentent toutes 

une architecture de type "Cytokine Receptor Homology" (CRH) (Bazan et al. 1990), 
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caractérisée par deux domaines fibronectine de type III (FNIII) connectés par un « linker » 

et impliqué dans la liaison de la cytokine. Le premier domaine fibronectine, situé en NH2-

terminal, présente quatre cystéines conservées qui forment deux ponts disulfures 

intracaténaires successifs indispensables à la fonctionnalité du CRH (Yawata et al. 1993). 

Le second domaine fibronectin, situé en COOH-terminal possède un motif W-S-X-W-S 

conservé spécifique des récepteurs hématopoïétiques (Figure 2). 

Certains récepteurs de classe I possèdent en plus des domaines de type 

"immunoglobuline" (Ig). Les domaines Ig peuvent également jouer un rôle dans la liaison 

de la cytokine (Layton et al. 2001 ; Bitard et al. 2003) alors que les régions de type FNIII 

peuvent permettre des interactions entre les chaînes réceptrices (Kurth et al. 2000 ; 

Timmermann et al. 2002). 

Les parties intracellulaires des chaînes réceptrices hématopoïétiques sont de 

longueur variable et ne présentent pas d‘activité tyrosine kinase intrinsèque. Deux motifs 

conservés, "Box1" et "Box2", sont retrouvés sur ces domaines intracellulaires et participent 

à la transduction du signal biologique. Le motif "Box1" possède un site, riche en proline, 

essentiel à la transduction du signal en permettant l‘ancrage de protéines tyrosine kinases 

cytoplasmiques de la famille des JAKs ("Janus-Associated Kinases"). Le motif "Box2", 

moins conservé, est constitué de plusieurs résidus hydrophobes chargés négativement ce 

qui augmenterait l'affinité des JAKs pour la région intracytoplasmique des chaînes 

transductrices (Bazan et al. 1990). 

 

2. Les familles de récepteurs hématopoïétiques 

En réponse à un stimulus, la cytokine ainsi produite se fixe sur son récepteur et 

induit une homodimérisation des chaînes réceptrices ou l‘association de deux ou 

trois chaînes réceptrices différentes. La spécificité d'interaction des complexes récepteurs 

multimériques avec la cytokine est conférée par la chaîne . Elle s'associe, alors, dans le 

récepteur fonctionnel à un homo ou hétérodimère de chaînes transductrices. Cette 

oligomérisation entraîne le rapprochement des régions intracellulaires des chaînes 

transductrices qui conduit à une succession de réactions qui permet aux JAKs 

constitutivement associées aux chaînes réceptrices d‘interagir et de s‘auto-activer générant 

ainsi un complexe de facteurs de transcription actifs qui initient la transcription de gènes 

spécifiques. 
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La redondance fonctionnelle des cytokines s‘explique par le fait que les chaînes 

transductrices sont souvent partagées par plusieurs cytokines. De plus, la nature dimérique 

ou trimérique des récepteurs, permet de définir quatre groupes principaux de cytokines 

hématopoïétiques (Ozaki et al. 2002) : (Figure 3 et 4). 

 

a) Le groupe des cytokines hématopoïétiques à récepteur homodimérique 

(Figure 3A) comprend les cytokines hématopoïétiques homodimérisant leur chaîne 

réceptrice unique qui est transductrice. Ce groupe comprend l‘EPO, le TPO, le G-CSF, la 

GH, la PRL et la Leptine. 

 

b) Le groupe des cytokines hématopoïétiques à récepteur hétérodimérique 

utilisant la chaîne transductrice c (Figure 3B). Les cytokines de ce groupe sont l‘IL-3, 

l‘IL-5 et le GM-CSF. Chaque cytokine possède une chaîne réceptrice spécifique  qui 

associée à la chaîne c forme le complexe récepteur fonctionnel. 

 

c) Le groupe des cytokines hématopoïétiques à récepteur hétérodimérique ou 

hétérotrimérique utilisant la chaîne transductrice c (Figure 3C). Ces cytokines sont 

l‘IL-2, l‘IL-4, l‘IL-7, l‘IL-9, l‘IL-15 et l‘IL-21. La chaîne réceptrice spécifique de chaque 

cytokine est appelée chaîne réceptrice . L‘IL-2 et l‘IL-15 partagent, en plus de la chaîne 

c, la chaîne transductrice IL-2R. L‘IL-13 qui ne partagent pas la chaîne γc et dont le seul 

récepteur fonctionnel de forte affinité est formé de L‘IL-4R et de l‘IL-13R1. 

 

d) Le groupe des cytokines à récepteur multimérique (Figure 4) correspond à la 

famille IL-6/IL-12. La famille de l‘IL-6 comprend, en plus de cette cytokine, l‘IL-11, le 

CNTF, le LIF, l‘OSM, la CT-1, et la CLC sécrétée uniquement si elle est complexée au 

"Cardiotrophin-Like Factor-1" (CLF-1) ou au CNTF-R. Deux homologues viraux de l'IL-6 

sont connus : la "Kaposi Sarcoma associated human herpes Virus 8 interleukin-6" (KSV-

IL-6) et la "Rhesus macaque rhadinovirus Interleukin-6" (Rm-IL-6). Toutes ces cytokines 

partagent la chaîne transductrice gp130, et certaines partagent la chaîne transductrice 

gp190. La CT-1 possèderait une chaîne spécifique non déterminée qui serait ancrée à la 

membrane plasmique par une liaison GPI déjà décrite pour le CNTF-R membranaire 

(Pennica et al. 1996 ; Robledo et al. 1997). 
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A : Récepteurs homodimérique. 

Ce groupe comprend la GH, Le TPO, le G-CSF, l‘EPO, la PRL et la leptine. 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B : Récepteurs hétérodimériques utilisant la chaîne transductrice c. 

Contrairement aux deux autres cytokines de ce groupe, l‘IL-5 agit sous la forme d‘un 

dimère. La chaîne murine IL-3R est alternativement utilisée avec la chaîne c de souris 

ou la chaîne IL-3R murine homologue de la c. 
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C : Récepteurs hétérodimériques ou hétérotrimériques utilisant la chaîne 

transductrice c. 

 

Figure 3 : Récepteurs fonctionnels des cytokines hématopoïétiques 
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Figure 4 : Récepteurs multimériques fonctionnels des cytokines de la famille IL-6/IL-

12 
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e) Cas particuliers :  

L‘IL-12, IL-23, IL-27 et l‘IL-35 sont des cytokines dont les structures sont 

comparables à celle d'un complexe cytokine/récepteur soluble. La structure et le mode 

d‘utilisation des récepteurs spécifiques solubles permettent de rapprocher la famille de 

l‘IL-6 à celle de l‘IL-12. (Figure 5). 

.  

 

 

 

 

 

            

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Cas particuliers de l’IL-12, l’IL-23, l’IL-27 et l’IL-35 

 

  - L'IL-12, une cytokine hétéro-dimérique composée de deux sous-unités, 

p35 et p40, liées par deux ponts di-sulfures (Gately et al. 1991 ; Gubler et al. 1991 ; Wolf 

et al. 1991). La sous-unité p40 est similaire aux récepteurs de cytokines, alors que la sous-

unité p35 est similaire à l'IL-6 et au G-CSF (Merberg et al. 1992). Les gènes codant pour 

p35 et p40 sont localisés sur deux chromosomes différents, respectivement le 3 et le 5. 

L'expression protéique de ces sous-unités est régulée de manière indépendante. Quand ces 

deux sous-unités sont co-exprimées dans la même cellule, elles forment un hétéro-dimère 

p70 biologiquement actif (Gubler et al. 1991). La p35 n'est pas sécrétée sous forme 

monomérique alors que la p40 peut être produite sous forme de monomères ou 

d'homodimères (p402) en large excès par rapport à l'hétérodimère p70 in vitro et in vivo. 

Les homo-dimères de p40 sont antagonistes de p70 chez la souris (Gately et al. 1996), 

mais sont sans effet chez l'homme (Ling et al. 1995). La p40 aurait un rôle chimio-

attractant pour les macrophages (Ha et al. 1999). 

 

  
p

4
0
 IL-12 

p35  
  

p
4

0
 IL-23 

p19  

 E
B

I-
3
 IL-27 

p28  
IL-12 
p35 

 E
B

I-
3
 

? 

IL
-1

2
R


2
 

IL
-1

2
R


1
 

IL
-2

3
R

 

IL
-1

2
R


1
 

IL
-2

7
R

 

g
p

1
3
0

 

IL-12 IL-23 IL-27 IL-35 



Introduction 

  

 - 27 - 

 - L‘IL-23 : La sous-unité p40 de l'IL-12 peut s'apparier avec une deuxième 

sous-unité, p19, qui possède des similitudes avec la p35, l‘IL-6 et le G-CSF. Les produits 

bactériens induisent la production de p19 par les macrophages, les cellules dendritiques, les 

cellules T et les cellules endothéliales. La sous-unité p19 requiert la co-expression de p40 

pour sa sécrétion, associées, elles forment une nouvelle cytokine, l'IL-23 (Oppmann et al. 

2000). Comme l'IL-12, l'IL-23 active la production d'IFN par les cellules dendritiques et 

les cellules T (Belladonna et al. 2002). Une fonction propre à l'IL-23 est d'assurer la 

prolifération de cellules T mémoire (Oppmann et al. 2000). L'IL-23 lie un récepteur 

composé de l'IL-12R1 et une deuxième chaîne, IL-23R (Parham et al. 2002). Le gène de 

l'IL-23R est localisé à 150kb de celui de l'IL-12R2 sur le chromosome 1. 

 - L'IL-27 est une nouvelle cytokine hétérodimérique composée de l'EBI3 

("Epstein-Barr virus-induced gene 3") et une nouvelle sous-unité, p28 (Pflanz et al. 2002). 

La p28 est similaire à la sous-unité p35, et EBI3 est proche de p40 et ressemble à un 

récepteur soluble (Devergne et al. 1997). La co-expression des deux sous-unités est 

nécessaire pour une sécrétion efficace d'IL-27. La production d'IL-27 est restreinte aux 

cellules myéloïdes avec des niveaux élevés d'expression dans les monocytes et les cellules 

dendritiques activées par le LPS. L'IL-27 induit préférentiellement la prolifération des 

lymphocytes T naïfs, mais pas des T mémoires, en combinaison  avec l'engagement du 

TCR (Pflanz et al. 2002). L'IL-27 agit seul ou en synergie avec l'IL-12 sur la production 

d'IFN et donc joue un rôle dans la polarisation Th1. L'IL-27 lie un récepteur WSX-1 / 

TCCR, un autre récepteur possédant des similarités avec la gp130 (Chen et al. 2000 ; 

Yoshida et al. 2001). Le WSX-1 est exprimé principalement sur les lymphocytes T. Le 

WSX-1 apparaît nécessaire, mais non suffisant pour la signalisation de l'IL-27. Une 

seconde sous-unité transductrice différente des chaînes 1 et 2 est impliquée dans la 

signalisation. Il s'agit de la gp130 (Pflanz et al. 2004). 

- L‘IL-35 est une nouvelle cytokine de la famille IL-12 sécrétée par les 

lymphocytes T régulateurs mais pas par les lymphocytes T effecteurs. Cette cytokine 

dimérique est composée de la sous unité EBI3 également présente dans l‘IL-27 et de la 

sous unité p35 de l‘IL-12. (Niedbala et al. 2007). L‘IL-35 supprime la réponse 

inflammatoire dans les modèles murins de maladies inflammatoires de l‘intestin. Son 

activité suppressive est possible grâce à une activité sélective sur les différentes sous 

populations de lymphocytes T. En effet, cette cytokine induit la prolifération des cellules T 

régulatrices mais inhibe l‘activité des cellules Th17 (Collison et al. 2007).  
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C.   La transduction du signal des cytokines  

hématopoïétiques 

 

La fixation d‘une cytokine sur son récepteur fonctionnel induit un signal qui, après 

transduction, entraîne une réponse cellulaire adaptée. La transduction du signal met en jeu 

différentes voies d'activation finement régulées afin que l'activation soit suffisante (Ihle et 

al. 1995 ; Gadina et al. 2001). 

Les régions intracellulaires des chaînes réceptrices hématopoïétiques transductrices 

sont constitutivement associées avec des protéines tyrosine kinases, les JAKs. Les JAKs 

possèdent une activité kinase en C-terminal. La famille des JAKs comprend actuellement 4 

membres : JAK1, JAK2, JAK3 et Tyk2. La liaison de la cytokine entraîne une 

oligomérisation des récepteurs provoquant un rapprochement de leurs parties 

intracellulaires et l‘activation des JAKs associées aux chaînes réceptrices. Les JAKs 

s‘activent par autophosphorylation ou phosphorylations croisées. Elles phosphorylent les 

tyrosines du récepteur, ce qui permet l‘initiation de différentes voies de signalisation par le 

recrutement de protéines adaptatrices et de kinases à motifs SH2. Cette première étape de 

recrutement de molécules de signalisation peut conduire à l‘engagement des trois 

principales voies d‘activation des cytokines hématopoïétiques (Figure 6) :  

- la voie des STATs ("Signal Transducers and Activators of Transcription") : Les 

facteurs STATs, présents dans le cytoplasme sous forme monomérique inactive, sont 

phosphorylés par l‘action des JAKs, ce qui conduit à leur dimérisation par interaction de 

leur domaine SH2 avec les phosphotyrosines. La forme dimérique de STAT (homo- ou 

hétérodimères) est transloquée vers le noyau où elle se lie à des séquences d‘ADN 

spécifiques. Différentes combinaisons de JAK et STAT sont utilisées par chaque cytokine. 

- la voie des MAPKs ("Mitogen-Activated Protein Kinases") : Ces MAPKs sont  

régulées en cascade par de nombreux facteurs. Les récepteurs membranaires phosphorylés 

par les JAKs recrutent d‘abord des protéines adaptatrices telles que des kinases à motifs 

SH2 ou la protéine « Growth factor receptor-boundprotein 2 » (Grb-2) puis le facteur 

d‘échange « son of sevenless » (Sos) ce qui active la protéine Ras ancrée à la membrane 

plasmique. Une cascade de phosphorylations de MAPK en découle ce qui conduit à 

l‘action de facteurs de transcriptions (FT) impliqués dans la régulation de nombreux gènes 

cible. (Kishimoto et al. 1994) 
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- la voie de la PI3-K ("Phosphatidyl Inositol 3-Kinase") et d‘Akt ("cellular homolog 

of the v-akt oncogene" ou PKB pour "Protein Kinase B") : L‘activation de la PI3-K permet 

la phosphorylation du « phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphate » (PIP2) en « phosphatidyl 

inositol 3,4,5-trisphosphate » (PIP3) au niveau de la membrane plasmique (Wymann et al. 

1999). Le PIP3 permet l‘ancrage membranaire de la « 3-phosphatidyl inositol-dependent 

protein kinase 1 » (PDK1) et d‘Akt puis induit un changement de conformation d‘Akt 

nécessaire à son activation par la PDK1 (Hill et al. 2002). La kinase Akt devient alors 

cytosolique et peut avoir trois effets principaux : une augmentation de l‘activité 

transcriptionnelle par l‘intermédiaire du « nuclear factor kappa B » (NF-B) (Romaskova 

et al. 1999), une augmentation de la traduction protéique en agissant sur la « small subunit 

ribosomal protein S6 kinase » (p70S6K) (Reif et al. 1997), et une augmentation de la 

survie cellulaire en induisant l‘effet anti apoptotique de la « B cell leukaemia x large form 

protein » (Bcl-xl) (Datta et al. 1997).  
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Figure 6 : La transduction du signal (voies d’activation) 
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La signalisation issue de la fixation de la cytokine sur son récepteur fonctionnel 

peut être régulée négativement de différentes façons: 

- Certaines cytokines peuvent être complexées à des récepteurs solubles 

antagonistes ou être captées par des récepteurs membranaires non fonctionnels ("decoy 

receptors"). De plus, le complexe cytokine/récepteur peut être rapidement internalisé et 

dégradé. 

- La quantité des différents éléments participant à la transduction du signal 

intracellulaire peut être contrôlée par dégradation au niveau du protéasome.  

-  L'information intercellulaire peut être contrôlée négativement voire rétrocontrôlée 

au niveau même de la transduction du signal intracellulaire. Par exemple, la phosphatase 

cytosolique « SH2-containing phosphatase 1 » (SHP1) inhibe la transduction du signal en 

déphosphorylant les JAKs et les régions intracytoplasmiques des récepteurs. Les gènes 

codants pour la famille des « suppressor of cytokine signalling » (SOCS) ont une 

transcription augmentée en réponse à l‘activation des STATs. Ces protéines exercent leur 

rétrocontrôle en bloquant les JAKs activées et les phosphotyrosines des récepteurs 

(Alexander et al. 2002). Les facteurs « protein inhibition of activated STAT » (PIAS) 

régulent également la transduction du signal. En effet, ces protéines se lient aux STATs 

phosphorylées et inhibent l‘activation transcriptionnelle. Pour la voie activatrice des 

MAPKs, les MKPs sont capables de déphosphorylés les MAPKs les rendant ainsi 

inactives. (Zhang et al. 2002). Enfin, certaines enzymes comme les « phosphatase and 

tensin homolog deleted on chromosome ten » (PTEN), ou « SH2-containing insitol 

phosphatase » (SHIP) et « Protein phosphatase 2A » (PP2A) sont également très 

importantes pour la régulation négative de la voie PI3-K/Akt (Figure 7). 
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Figure 7 : La transduction du signal (régulations négatives) 
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III.  Les récepteurs solubles de cytokines 

 

  Les cytokines sont responsables de nombreuses réponses cellulaires comme la 

régulation de l‘activation du système immunitaire, la réponse aux parasites ou aux 

infections, la prolifération cellulaire ou encore l‘apoptose…. Les récepteurs solubles sont 

capables de fixer leurs cytokines spécifiques et de modifier leur activité biologique en 

exerçant un rôle agoniste ou antagoniste. La génération de telles molécules est un 

mécanisme clef pour moduler une signalisation dérégulée des cytokines. On retrouve des 

formes solubles pour une large majorité des récepteurs de cytokines. Ils sont produits soit 

par clivage protéolytique de la forme membranaire, soit par épissage alternatif d‘un 

ARNmessager. 

 

A.   Mécanismes de génération d'un récepteur 

soluble 

 

Le premier mécanisme fait appel à une coupure protéolytique et libération 

("shedding") sous forme soluble du récepteur original lié à la membrane cellulaire. Le 

second mécanisme, plus spécialisé, consiste en une synthèse de novo à partir d'un ARN 

messager spécifique de la forme soluble, issu d'un épissage alternatif et différent de ceux 

codant pour les formes membranaires. Un troisième mécanisme, moins représenté, consiste 

en la synthèse de protéines liant les cytokines. On peut classer les récepteurs solubles en 

fonction de leur mode de génération (Fernandez-Botran et al. 1991). Néanmoins, certains 

récepteurs solubles, comme le sIL-6R et le sIL-4R, peuvent être générés par les deux 

premiers mécanismes. D'autres modes de production de récepteurs solubles ont été mis en 

évidence comme la libération de récepteurs complets à l‘intérieur de vésicules en 

provenance d'exosomes, ou encore à partir d'un clivage d'une forme de récepteur ancré à la 

membrane par une structure GPI (Soderberg et al. 2007). 
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1. Coupure protéolytique 

 

Certains récepteurs solubles de cytokines, tel le sIL-2R ou le sTNF-R (type I et 

II), sont générés exclusivement par clivage protéolytique de la forme membranaire du 

récepteur (Rubin et al. 1990 ; Smith et al. 1994). Des protéases agissent au niveau de la 

membrane plasmique et coupent la protéine membranaire à proximité du domaine 

transmembranaire, ce qui aboutit à la libération d'une forme tronquée du récepteur dans le 

milieu extracellulaire. Cependant les récepteurs membranaires cytokiniques n'ont pas 

l'exclusivité de ce processus protéolytique. D'autres molécules enchâssées dans la 

membrane peuvent subir ce type de mécanisme comme le TNF (Gearing et al. 1994). De 

nombreuses protéines membranaires comme certaines molécules d'adhésion cellulaire 

(ICAM-1, E-selectin, VCAM-1, CD44) et des récepteurs de facteurs de croissance (EGF, 

TGF, NGF) sont également libérés suite à un clivage protéolytique (Gearing et al. 1993 ; 

Smith et al. 1994). 

Le clivage protéolytique des récepteurs transmembranaires est souvent dépendant 

de métalloprotéases de la famille des ADAMs ("A Desintegrin And Metalloprotease"). Les 

ADAMs constituent une grande famille de protéines contenant de nombreux domaines : 

Une séquence signal en N-terminal, un prodomaine, un domaine « Zinc metalloprotease », 

un domaine desintégrine riche en cystéine, un domaine « EGF-like », un domaine 

transmembranaire et un domaine cytoplasmique (Blobel et al. 2005 ; Milla et al. 2006 ; 

Moss et al. 2004). L'ADAM17 ou TACE ("TNF Converting Enzyme") est une enzyme 

protéolytique typique qui a été identifiée grâce à son aptitude à couper le TNF vers sa 

forme soluble (Black et al. 1997 ; Moss et al. 1997) (Figure 8). TACE est impliquée dans 

le clivage d'ectodomaines et la libération de nombreux récepteurs de cytokines appartenant 

à différentes superfamilles, dont la famille du TNFR, comprenant le TNFR de type II 

(TNFRSF1B, TNFR2), TNFR1, CD30 (TNFRSF8), et CD40 (TNFRSF5); la famille IL-

1/TLR (IL-1RII); la famille de récepteur de cytokine de type I (IL-6R); et l'IL-15R 

(Budagian et al. 2004 ; Levine et al. 2004 ; Garton et al. 2006 ; Mortier et al. 2004).  
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Figure 8 : Génération des Récepteurs Solubles par Coupure protéolytique 

 

Les mécanismes d'activation et de régulation de TACE ne sont pas clairement 

élucidés. La longueur du domaine juxtamembranaire et la séquence en acides aminés de 

part et d‘autre du site de clivage participe à la spécificité de l‘enzyme (Hinkle et al. 2004).  

Il existe de nombreux mécanismes par lesquels l‘activité de la TACE peut être 

régulée. Le prodomaine de la TACE et l‘enzyme « Tissue inhibitor matrix 

metalloproteinases 3 » (TIMP3) agissent comme des inhibiteurs du site catalytique 

(Leonard et al. 2005 ; Mohammed et al. 2004). De plus, la TACE est synthétisée sous 

forme inactive qui devient active après clivage par des proproteines convertases comme les 

furines. Le domaine intracytoplasmique de la TACE, composé d‘un domaine SH2, d‘un 

domaine SH3 et d‘un domaine phosphorylable régulé par les MAPKs (Soond et al. 2005) 

pourrait intervenir dans l‘activation et la régulation de la TACE. D‘autres mécanismes 

peuvent également entrer en jeu pour réguler l‘activité de TACE : l‘internalisation ou 

l‘activation de TACE modérant la présence de la protéine mature à la surface de la cellule 

(Doedens et al. 2000), le confinement de TACE et de ses substrats dans des 

microdomaines lipidiques (Von tresckow et al. 2004 ;  Tellier et al. 2006). La plupart des 

études portant sur les mécanismes d'activation de TACE utilisent le PMA, un agent 

activateur non-physiologique de la protéine kinase C (Mezyk et al. 2003). 
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D‘autres membres de la famille d‘ADAMs possèdent une activité catalytique 

permettant la libération de récepteur soluble de cytokines (Levine et al. 2004). Par 

exemple, ADAM10 est responsable de la libération du CD30 de façon calcium dépendante 

ou de l‘IL-6R de façon constitutive et inductible par l‘activation de la protéine kinase C 

(Levine et al. 2004 ; Eichenauer et al. 2007). Le TNF, le ligand de l‘ostéoprotégérine et 

le ligand 1 de Kit (KitL1) ont été identifiés comme substrats d‘ADAM19 (Kawaguchi et 

al. 2007). 

Les récepteurs solubles de cytokines peuvent également être générés via un 

mécanisme de coupure protéolytique intramembranaire. Le clivage du « decoy receptor » 

de type II de l‘IL-1 (IL-1RII), par un mécanisme de type -sécretase, libère l‘ectodomaine 

de l‘IL-1RII et laisse un fragment C-terminal membranaire protéolysé par une -sécrétase 

qui libère une forme soluble intracellulaire de l‘IL-1RII. (Kuhn et al. 2007). Les 

métalloprotéases matricielles (MMP) possèdent également une activité protéolytique. 

MMP-12 (macrophage métalloélastase) est impliquée dans le clivage du domaine amino-

terminal (D1) du récepteur plasminogène de type urokinase (Koolwijk et al. 2001). MT1-

MMP est impliqué dans le clivage de CD44, libérant dans le milieu un fragment soluble de 

70 kDa (Kajita et al. 2001). MT1-MMP et MT3-MMP sont impliqués dans le clivage du 

TGF-R de type III (TR-III) betaglycan (Velasco-Loyden et al. 2004) et MMP-9 dans 

celui de l‘IL-2R des lymphocytes T activés (Sheu et al. 2001).  

 

2. Epissage alternatif 

 

Un autre mécanisme de génération de récepteurs solubles de cytokines fait suite à 

l‘épissage alternatif du transcrit ARN conduisant à un ARN messager codant pour un 

récepteur délété de son domaine transmembranaire.  

L'existence de différents ARN messagers codant pour les formes membranaire et 

soluble de différents récepteurs de cytokines ont été décrits pour : la super-famille des 

récepteurs de cytokines de classe I  (l'IL-4R, IL-5R, IL-6R, IL-7R, IL-9R, EpoR, 

G-CSFR, GM-CSF-R, gp130, et LIFR), de classe II (type I IFNR (IFNAR1 et 

IFNAR2)), la famille IL-1R/TLR (IL-1RII, IL-1RAcP), les récepteurs de la famille TGF-

 (TR-I), la superfamille TNFR (TNFRSF6/Fas/CD95, TNFRSF9/4-1BB/CD137), et le 

IL-17R (Levine et al. 2004) (Tableau 1). Dans tous les cas, le transcrit original dérive d'un 

seul et même gène, et l'épissage alternatif conduit à au moins deux types de messagers 
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(Wrighton et al. 1992). Des délétions d‘exons ou des inclusions d‘introns contenant une 

séquence codant un stop en amont du domaine transmembranaire conduisent à un messager 

du récepteur plus court codant pour un récepteur soluble. La traduction de ce récepteur 

conserve son domaine de liaison à son ligand, mais pas le domaine transmembranaire. 

Plusieurs récepteurs de cytokines comme l‘IL-1R2, l‘IL-6R, l‘IL-15R et le TNFR2 

(TNFRS1B) peuvent être produits selon les deux modes : coupure protéolytique et épissage 

alternatif. Par exemple, une forme soluble du TNFR2, délétée des exons 7 et 8 codant 

respectivement pour le domaine transmembranaire et le domaine cytoplasmique (Lainez et 

al. 2004).  

Les signaux et les mécanismes régulant l'épissage alternatif n'ont pas tous été 

élucidés. Il est possible que l'activation cellulaire et/ou d'autres événements puissent 

influencer un tel processus, conduisant à la transcription préférentielle d'une forme par 

rapport à une autre. Un tel processus régulateur pourrait avoir d'importants effets 

régulateurs sur l'activité de la cytokine impliquée en altérant l'expression différentielle des 

formes soluble et membranaire de son récepteur, et modifiant, de ce fait, la réponse des 

cellules cibles. 

 

3. Protéines solubles liant les cytokines 

 

Le troisième mécanisme de génération de récepteurs solubles implique la 

transcription et la traduction de gènes distincts codant pour des protéines solubles liant les 

cytokines, BP ("Binding Protein").  

La signalisation par le TNFR et la superfamille de cytokines de classe II peut être 

régulée de cette façon. Le récepteur Decoy 3 (DcR3/TNFRSF6B/TR6/M68) est un membre 

de la superfamille TNFR qui contient un peptide signal et quatre domaines en tandem 

riches en cystéines mais dépourvus de domaine transmembranaire et donc sécrétés. DcR3 

peut lier le Fas ligand (TNFSF6), LIGHT (TNFSF14), et TL1A ("endothelial cell-derived 

TNF-like factor"), et inhibe l'apoptose en empêchant l'association des ligands avec Fas, le 

récepteur de la lymphotoxine  (TNFRSF3), et le DR3 ("Death Receptor 3"). DcR3 est 

fortement exprimé par les cellules malignes comme mécanisme de défense contre les 

attaques immunitaires cytotoxiques dépendant des ligands Fas (Ho et al. 2007) 

L'ostéoprotégérine (TNFRSF11b), un autre membre de la superfamille de TNFR, 

est aussi générée comme une protéine soluble qui lie le TNFSF11 et inhibe la 
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différenciation ostéoclastique (Levine et al. 2004). IL-22RA2 (IL-22R2) est un membre 

de la famille des récepteurs de cytokines de classe II, dépourvu de domaine 

transmembranaire et qui agit comme une protéine antagoniste liant l'IL-22 (Dumoutier et 

al. 2001 ; Kotenko et al. 2001 ; Xu et al. 2001). L'IL-18-BP, qui partage de faibles 

similitudes avec l'IL-1RII et ne possède pas de domaine transmembranaire est également 

capable de lier l‘IL-18 pour inhiber sa fonction (Novick et al. 1999). La forme soluble de 

ST2, un membre de la famille IL-1R, lie l‘IL-33 et bloque son action anti-hypertrophique 

(Sanada et al. 2007). 

Récepteurs Protéolyse (P) 

Epissage Alternatif (EA) 

Protéines liant la cytokine (BP) 

Fonctions Références 

IL-1RI P Rôle de IL-1RA (Dinarello et al. 1998) 

IL-1RII 

ST2 

P 

BP 

Rôle de IL-1RA 

Antagoniste 

(Dinarello et al. 1998) 

(Berger et al. 1994) 

IL-2R P Antagoniste (Nelson et al. 1998) 

IL-3R ? Antagoniste (Mangi et al. 1999) 

IL-4R P + EA Antagoniste (Gessner et al. 2000) 

IL-5R EA Protéine non détectée (Weltman et al. 2000) 

IL-6R P + EA Sensibilisation 

Transsignalisation 

(Jones et al. 2001) 

(Montero-Julian et al. 2001) 

IL-7R EA Protéine non détectée (Hofmeister et al. 1999) 

IL-9R EA Protéine non détectée (Demoulin et al. 1998) 

IL-10R ? Antagoniste (Moore et al. 2001) 

IL-11R ? Sensibilisation 

Transsignalisation 

(Borbolla et al. 2001) 

 p40-IL-12 ? Antagoniste (Adorini et al. 1999) 

IL-13R ? Antagoniste (Murata et al. 1999) 

IL-15R P Antagoniste (Waldmann et al. 2001) 

(Budagian et al. 2004) 

(Mortier et al. 2004) 

IL-18-BP BP Antagoniste (Nakanishi et al. 2001) 

IL-22 BP Antagoniste (Dumoutier et al. 2001) 

(Kotenko et al. 2001) 

CNTF-R P 

Sécrété complexé 

avec CLC 

Agoniste quand 

complexé avec CLC 

(Davis et al. 1993) 

(Baumann et al. 1996) 

CT-1 ? ?  

CLC-R 

    CLC/CLF 

    CLC/sCNTFR 

BP Chaperon (Elson et al. 2000) 

TNF-RI P Inhibition (Wajant et al. 2001) 

(Gomez et al. 2007) 

TNF -RII P+EA Inhibition (Wajant et al. 2001) 

(Lainez et al. 2004) 

gp130 EA Inhibition de la 

Transsignalisation 

(Montero-Julian et al. 2001) 

LIF-R EA Antagoniste (Auernhammer et al. 2000) 

OSM-R EA ? ? (Gomez-Lechon et al. 1999) 

IL-2R EA ? (Nelson et al. 1998) 

IL-2R P Antagoniste (Meissner et al. 2001) 

Tableau I : Exemples de différents Récepteurs Solubles de Cytokines, leurs Modes de 

Production et leurs Actions 
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B.   Mécanismes de libération d'un récepteur 

soluble 

 

1. Vésicules exosome-like 

 

Les exosomes sont de petits vésicules membranaires d'origine endocytique (Thery 

et al. 2002). La forme totale du TNFR1 peut être constitutivement libérée par les cellules 

endothéliales vasculaires humaines dans le milieu extracellulaire comme le constituant 

d'une vésicule exosome de 20-50 nm de diamètre (Hawari et al. 2004). Les vésicules 

exosome TNFR1 issues des HUVEC ne semblent pas posséder de capacité de signalisation 

intrinsèque. De même, le FasL associé à la membrane peut être libéré à partir de cellules de 

mélanomes sous forme de microvésicules  (100 à 200 nm de diamètre). Il possède alors un 

effet pro-apoptotique sur les cellules lymphoïdes sensibles à Fas et diminue les réponses 

anti-tumorales (Andreola et al. 2002). De la même manière, les cellules de mélanomes 

libèrent des exosomes exprimant le TNF, le TNFR1 et le TNFR2 (Sorderberg et al. 2007).  

 

2. Ectodomaines liés par une ancre GPI 

 

Le clivage du CNTFR (« Ciliary Neutrophic Factor Receptor  ») est dépendant 

de la PLC (« phospholipase C »). Le CNTFR soluble permet au CNTF d‘agir sur les 

cellules qui normalement sont insensibles à cette cytokine (Davis et al. 1991 ; Davis et al. 

1993). 

 

3. Origine virale 

 

L‘utilisation de récepteurs solubles de cytokines comme modulateurs efficaces de la 

réponse immunitaire innée a été exploitée par les virus. Ils synthétisent des protéines 

identiques aux récepteurs de cytokines de mammifère afin d‘échapper au système de 

défense de l‘hôte. Le premier TNFR viral identifié est la protéine T2 du virus du fibrome 

de Shope, qui est structurellement proche du TNFR2, mais sans la partie 

transmembranaire. T2 est sécrété par les cellules infectées par le virus et agit comme une 

protéine liant le TNF (Smith et al. 1990). Une protéine proche de la protéine T2 est codée 
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par le virus du myxome (Upton et al. 1991). Quatre analogue du TNFR, issus du poxvirus, 

ont été identifiés : les protéines Crm (« Cytokine response modifying »), qui lient 

différents ligands. CrmB et CrmD lient le TNF et la lymphotoxine , alors que CrmC et 

CrmE lient seulement le TNF. Les poxvirus, le cowpox et le mousepox, expriment un 

analogue soluble de CD30, qui peut lier CD30L avec une forte affinité, et inhibe 

l‘inflammation de type Th2 in vivo. Des protéines solubles virales similaires au récepteur 

de l‘IFN de type I, du récepteur de l‘IFN- ‘IL-1RII, et à la protéine liant l‘IL-18 ont 

également été identifiés (Levine et al. 2004).  

 

C.   Régulation de la production de récepteur 

soluble 

 

La plupart des études originales sur les différents récepteurs solubles se basent sur 

des observations in vitro et/ou des cellules recombinantes. Cependant la production de 

récepteurs solubles a été confirmée in vivo chez l‘homme et chez l‘animal. Néanmoins, les 

informations sur le type de cellule responsable de la production de différents récepteurs 

solubles et les facteurs qui régulent leur production sont incomplètes.  

La plupart des récepteurs solubles sont produits à de faibles concentrations, mais 

leur production est accrue en réponse à l‘activation cellulaire (Rubin et al. 1990 ; Honda et 

al. 1992 ; Chilton et al. 1993 ; Cope et al. 1995). Ainsi, des concentrations sériques de sIL-

2R, sTNF-R (types I et II), et sIL-6R ont été retrouvées à des niveaux élevés dans des 

conditions cliniques associées à des réponses immunitaires aigues et/ou inflammatoires 

(Rubin et al. 1990 ; Arend et al. 1995). Plusieurs facteurs, dont les molécules d‘activation 

cellulaire et les cytokines, apparaissent jouer un rôle dans la régulation de la production de 

récepteurs solubles pendant des réponses immunitaires ou inflammatoires. 

 

 

 

1. Activation cellulaire 

 

L‘activation cellulaire des lymphocytes, monocytes et autres populations cellulaires 

conduisent à une régulation positive des différents récepteurs de cytokines à la surface des 
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cellules (Lowenthal et al. 1985 ; Ohara et al. 1988). Par conséquent, il n‘est pas surprenant 

d‘observer que la production de formes solubles de ces mêmes récepteurs, en particulier 

ceux issus d‘un « shedding » de la forme membranaire, soit aussi augmentée après 

activation cellulaire. L‘identité des cellules produisant les récepteurs solubles in vivo est 

rarement élucidée et il est également difficile de prévoir quel stimulus est responsable de 

l‘accroissement de la production d‘un récepteur soluble spécifique in vivo. Cependant, la 

production de récepteurs solubles impliquées dans les fonctions et la prolifération des 

lymphocytes T (IL-2 et IL-4) est augmentée en réponse à une activation T (Rubin et al. 

1990 ; Chilton et al. 1993). La production de récepteurs solubles de cytokines 

proinflammatrices (IL-1, IL-6, TNF) est régulée positivement après activation 

monocytaire et/ou en réponse à une inflammation (Symons et al. 1990). L‘activation T a 

également augmente la production de sIL-6R et de sTNF-R (Honda et al. 1992 ; 

Bemelmans et al. 1994 ; Cope et al. 1995). 

 

2. Cytokines 

 

La production de récepteurs solubles est régulée par des cytokines. Il apparaît que 

la production de récepteurs, comme le sIL-2R (Lotze et al. 1987 ; Voss et al. 1989), le 

sIL-4R (Chilton et al. 1993) et les sTNF-R (Lantz et al. 1990 ; Cope et al. 1995), sont 

régulées par leurs propres ligands, suggérant un mécanisme de rétro-contrôle dans lequel la 

présence de la cytokine induit la production et la sécrétion de son récepteur soluble 

spécifique, dans le but de réguler négativement sa propre activité. La production de sIL-

4R est étroitement liée à la réponse immunitaire caractérisée par une sécrétion importante 

d‘IL-4, à savoir la réponse Th2. En effet, on observe une augmentation de la production de 

sIL-4R par les cellules murines fraîchement isolées, lymphocytes T et B et macrophages 

en réponse à l‘IL-4 (Chilton et al. 1993). De plus, l‘expression de l‘ARN messager codant 

pour le sIL-4R dans les cellules spléniques stimulées par l‘IL-4 est augmentée. Il existe 

également une corrélation entre l‘expression du sIL-4R in vivo et le développement de la 

réponse Th2 dans un modèle murin de schistosome (Fernandez-Botran et al. 1995).  

Dans le cas de l‘IL-2, la cytokine elle-même peut augmenter l‘expression 

membranaire de la chaîne réceptrice IL-2R (Bismuth et al. 1984 ; Smith et al. 1985). 

L‘administration d‘IL-2 chez des patients atteints de cancer a pour conséquence le 

développement de cellules présentant le récepteur de l‘IL-2 et l‘augmentation du niveau 
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d‘expression du sIL-2R dans le sérum (Lotze et al. 1987). De même, de fortes 

concentrations de sTNF-R (types I et II) ont été retrouvées dans le sérum dans des 

conditions favorisant la sécrétion de TNF, comme l‘endotoxinémie dans le choc septique 

(Leeuwenberg et al. 1994 ; Kuhns et al. 1995). De plus, l‘injection de TNF chez des 

patients induit une augmentation de l‘expression de sTNF-R dans leur sérum (Lantz et al. 

1990). Les mécanismes responsables de la régulation de la production des récepteurs 

solubles par leur propre ligand ne sont pas totalement clairs. Une hypothèse serait que la 

liaison de la cytokine sur son récepteur membranaire pourrait induire son « shedding ». 

Outre l‘effet régulateur de leur propre cytokine, il existe des mécanismes de 

contrôle de la production de récepteur soluble par des cytokines indépendantes. Par 

exemple, l‘activation de lymphocytes B murins par l‘IL-5 augmente l‘expression de l‘IL-

2R membranaire et soluble par ces cellules (Loughnan et al. 1989). L‘IL-6 et l‘IFN 

augmentent la production de sIL-4R par une lignée cellulaire myéloïde et par les 

macrophages dérivés de la moelle osseuse (Ruhl et al. 1993). L‘IL-1 régule positivement 

l‘expression membranaire du TNF-R de type I et augmente le sTNF-R de types I et II chez 

des patients traités par de l‘IL-1 (Bargetzi et al. 1993). Des cytokines peuvent aussi se 

réguler mutuellement. L‘IL-1 induit la production de sIL-4R par les cellules Th2 

murines (Fernandez-Botran et al. 1996), alors que l‘IL-4 favorise la production du sIL-1R 

type II et du récepteur antagoniste de l‘IL-1 (IL-1Ra) (Arend et al. 1995). 

 

3. Autres facteurs 

 

D‘autres signaux jouent un rôle dans la régulation de la production et la sécrétion de 

récepteurs solubles. Certains signaux sont générés par des contacts directs entre cellules, et 

pourraient être médiés par un signal de co-stimulation (CD28/B7-1,-2, gp39/CD40). Une 

interaction physique entre des cellules murines Th2 et des CPA suffit à activer la 

production de sIL-4R (Fernandez-Botran et al. 1996). Dans des cas de pathologies 

hématologiques ou d‘infections virales, en particulier par le virus HTLV-1, on observe une 

expression constitutive de l‘IL-2R membranaire et une production importante de sIL-2R 

(Arend et al. 1995). 

 



Introduction 

  

 - 43 - 

IV. Fonctions des récepteurs solubles 

 

La production de récepteurs solubles fait le plus souvent suite à l‘activation cellulaire 

par les cytokines. Après l‘action de la cytokine, la production de récepteur soluble tend à 

désensibiliser les cellules, et donc à limiter les effets de la cytokine dans le temps. Le 

processus de désensibilisation est la conséquence soit de la propriété antagoniste des 

récepteurs solubles, soit de la diminution de l‘expression de la forme membranaire du 

récepteur par coupure protéolytique. 

 

A.  Effets antagonistes 

 

Dans la plupart des cas, les récepteurs solubles empêchent la liaison de la cytokine 

à son récepteur membranaire fonctionnel et par conséquent inhibe la signalisation et donc 

la réponse biologique. Ces effets antagonistes possèdent plusieurs caractéristiques 

communes. Ils sont spécifiques, dépendant de la concentration en récepteurs solubles et 

dépendant des affinités relatives entre le récepteur soluble et le récepteur membranaire 

(Figure 9A). 

En effet, l‘inhibition engendrée par le récepteur soluble se trouve restreinte à la 

liaison et à l‘activité de son propre ligand (Mosley et al. 1989 ; Fernandez-Botran et al. 

1990). L‘effet antagoniste est inversement proportionnel à la concentration de cytokine. 

L‘effet antagoniste est influencé par les affinités relatives de liaison de la cytokine pour ses 

récepteurs soluble et membranaire. L‘association de la chaîne réceptrice spécifique du 

ligand avec les sous-unités transductrices conduit à la formation d‘un récepteur 

membranaire de forte affinité. L‘affinité de ces récepteurs membranaires multimériques 

s‘avère, souvent, supérieure à l‘affinité des récepteurs solubles. Par exemple, l‘IL-2R lie 

l‘IL-2 avec une faible affinité, mais l‘association avec les sous unités IL-2R et IL-2R, 

résulte en la formation d‘un récepteur trimérique de forte affinité. Ainsi, le sIL-2R 

possède une affinité approximativement 1000 fois plus faible que celle du récepteur 

membranaire fonctionnel, et par conséquent ne constitue pas un compétiteur très efficace 

(Jacques et al. 1987 ; Baran et al. 1988). Au contraire, les récepteurs solubles capables de 

lier leur ligand avec une affinité comparable à celle du récepteur membranaire fonctionnel 

(multimérique), comme le sIL-4R et les sTNF-R, sont d‘efficaces compétiteurs à faibles 
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concentrations (Fernandez-Botran et al. 1990 ; Dayer et al. 1994). Les effets antagonistes 

des récepteurs solubles jouent un rôle important dans la régulation négative et préviennent 

les effets toxiques de certaines cytokines (Fernandez-Botran et al. 1991 ; Debets et al. 

1994). L‘intérêt d‘administrer des récepteurs solubles endogènes pour agir en tant 

qu‘antagonistes des cytokines in vivo a été confirmé dans de nombreuses expériences 

(Debets et al. 1994 ; Gessner et al. 1994 ; Maliszewski et al. 1994 ; Arend et al. 1995). 

 

B.  Effets agonistes 

 

Certains récepteurs solubles ont des propriétés de transporteur, ou « carrier » 

(Fernandez-Botran et al. 1991 ; Mohler et al. 1993). Plusieurs récepteurs solubles 

potentialisent l‘activité de leur propre cytokine in vivo en les protégeant notamment de la 

dégradation protéolytique en accroissant la stabilité de la cytokine et donc en augmentant 

sa ½ vie (Figure 9B).  

La liaison de la cytokine sur son récepteur soluble accroît la stabilité moléculaire et 

peut la protéger contre l’action d’enzymes protéolytiques. In vitro, la présence de sIL-4R 

freine la dégradation de l’IL-4 par la trypsine (Fernandez-Botran et al. 1991). De même, in 

vivo, l’injection en intraveineuse de sIL-4R chez la souris, réduit la dégradation 

protéolytique d’IL-4 radiomarquée (Ma et al. 1996). De plus, le complexe 

cytokine/récepteur est transitoire, permettant ainsi un transfert de la cytokine de son 

récepteur soluble vers le récepteur membranaire. Le sIL-4R présente une constante de 

dissociation pour l’IL-4 plus rapide que le récepteur membranaire, ce qui favorise la 

dissociation de l’IL-4 de son récepteur soluble et, par conséquent, permet la liaison à la 

membrane (Fernandez-Botran et al. 1991). L’association de la cytokine avec son récepteur 

soluble affecte ses propriétés pharmacocinétiques in vivo. L’IL-4 administrée en présence 

ou en l’absence de sIL-4R, est rapidement éliminée de la circulation (Ma et al. 1996). La 

présence de sIL-4R entraîne une augmentation dose-dépendante de sa 1/2 vie 

concomitamment à une diminution de sa clairance sanguine et de son élimination urinaire. 

La liaison au sIL-4R protège aussi l’IL-4 contre l’inactivation protéolytique in vivo, 

contribuant à un niveau d’IL-4 bioactive dans la circulation plus élevé. De tels effets vont 

dans le sens d’une potentialisation de l’activité de leur cytokine in vivo. D’autres 

récepteurs solubles sont capables de sensibiliser certaines cellules à l’action d’une 

cytokine, c’est le cas de l’IL-6.  



Introduction 

  

 - 45 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Fonctions Immunorégulatrices des Récepteurs Solubles de Cytokines 

A : Effets agonistes. B : Effets antagonistes. 
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V. Les complexes Cytokine/Récepteur 

soluble : cas de l’IL-6/sIL-6R 

 

L‘IL-6 est une cytokine multifonctionnelle qui agit sur une grande variété de 

cellules. Les effets de l‘IL-6 sont médiés par le son récepteur fonctionnel, IL-6R. L‘IL-6R 

est un hétérodimère composé de la chaîne  de l‘IL-6R et d‘une sous-unité transductrice 

du signal, la gp130, partagée avec l‘OSM-R (« Oncostatin-M Receptor »), le LIF-R 

(« Leukemia Inhibitory Factor Receptor ») et le CNTF-R (« Ciliary Neutropic Factor 

Receptor »). Le récepteur soluble de l‘IL-6 (sIL-6R), seul, fixe l‘IL-6 avec une faible 

affinité, mais la présence de la gp130 permet la formation d‘un récepteur de forte affinité. 

Au contraire des autres récepteurs solubles, le complexe formé entre le sIL-6R et l‘IL-6 

est capable d‘interagir avec la sous-unité transductrice à la surface des cellules cibles : il 

est donc biologiquement actif. Le sIL-6R favorise l‘activité biologique de l‘IL-6, que ce 

soit in vitro comme in vivo (Fernandez-Botran et al. 1996) (Figure 10). 

Classiquement, la liaison de l‘IL-6 à la forme membranaire du IL-6R engendre le 

recrutement de 2 molécules membranaires de gp130 formant un complexe IL-6 tétra- ou 

hexamérique actif (Grotzinger et al. 1999) (Figure 4). Seul le complexe IL-6/sIL-6R est 

capable de fixer les gp130, alors que les molécules individuellement en sont incapables. De 

même que pour l‘IL-12 (Figure 5), le complexe IL-6/sIL-6R constitue la cytokine active 

(Gearing et al. 1991 ; Oppmann et al. 2000). L‘homodimérisation de deux gp130 

enclenche la phosphorylation des gp130 et des STATs (STAT1 et 3) par les JAKs (JAK1 

et 2, et TYK2) constitutivement associées aux gp130 (Heinrich et al. 1998). L‘IL-6R 

n‘est pas impliqué dans la signalisation.  

Le complexe IL-6/sIL-6R peut activer des cellules cibles exprimant des gp130 à 

leur surface. Ce processus est appelé transsignalisation (Rose-John et al. 1994) (Figure 

10). Le complexe IL-6/sIL-6R peut soit potentialiser l‘activité de l‘IL-6 sur les cellules 

exprimant IL-6R membranaire (Mackiewicz et al. 1992 ; Peters et al. 1996 ; Peters et al. 

1998), soit augmenter le panel de cellules cibles sensibles à l‘IL-6 qui sont dépourvues de 

l‘IL-6R. Le sIL-6R peut aussi protéger l‘IL-6 contre la dégradation protéolytique dans 

les sites inflammatoires (Bank et al. 2000). Néanmoins, l‘activité du complexe se trouve 

limitée par la présence d‘une forme soluble de gp130, la sgp130, dans le sérum, qui entre 
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en compétition avec la forme membranaire de gp130 pour le complexe (Muller-Newen et 

al. 1998). Il a été suggéré qu‘in vivo, le sIL-6R jouerait un rôle antagoniste de l‘IL-6 en 

formant un complexe ternaire IL-6, sIL-6R et sgp130 (Muller-Newen et al. 1998). La 

sgp130 inhibe seulement l‘effet de l‘IL-6 passant par la transprésentation, et non celui 

transmis via la cisprésentation (Jostock et al. 2001). 

La gp130 soluble est aussi capable d‘inhiber l‘activité biologique d‘autres cytokines 

qui utilisent au sein de leur complexe récepteur la gp130 (OSM, LIF, et CNTF). Il a 

récemment été décrit que le CNTF n‘agit pas seulement avec le CNTFR membranaire ou 

soluble mais également avec l‘IL-6R sous ses deux formes (Schuster et al. 2003). Le sIL-

6R semble avoir des propriétés antagonistes en l‘absence d‘IL-6 (Knüpfer et al. 2008) 

notamment par l‘association avec d‘autres partenaires que l‘IL-6. 

Une protéine de fusion a été construite entre les domaines de l‘IL-6 et du sIL-6R 

nécessaires à la fonction biologique, liés de façon covalente par un « linker » 

polypeptidique flexible. La protéine de fusion, appelée Hyper-IL-6, est 100 à 1000 fois 

plus active que le mélange d‘IL-6 et de sIL-6R séparés. De nombreuses cellules, comme 

les cellules progénitrices hématopoïétiques, les cellules neuronales, les cellules 

endothéliales, les cellules musculaires lisses, qui ne répondent  pas à l‘IL-6, montrent une 

forte réponse à l‘Hyper-IL-6 (Fischer et al. 1997 ; Renne et al. 1998 ; Jones et al. 2002 ; 

Hacker et al. 2003) 

 Cette approche a aussi été utilisée pour d‘autres cytokines. Ainsi, il a été construit 

une protéine de fusion entre l‘IL-11 et un récepteur soluble sIL-11R (Pflanz et al. 1999). 

La protéine de fusion CNTF/sCNTFR amplifie l‘activité neurotrophique sur les neurones 

primaires de l‘hippocampe (Sun et al. 2002). 
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Figure 10 : Le complexe IL-6/sIL-6R 
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LE SYSTEME IL-15 

L‘IL-15 est une cytokine pléiotrope de la famille des cytokines à 4 hélices  

comptant également comme membres entre autres l‘IL-2, l‘IL-3, l‘IL-4, l‘IL-6 et l‘IL-21. 

l‘IL-15 a été découverte en 1994 simultanément par deux équipes (Burton et al. 1994 ; 

Grabstein et al. 1994). Elle a été identifiée sur la capacité des surnageants de culture des 

lignées CV-1 / EBNA (lignée épithéliale de rein de singe) et Hut-102 (Lymphome T 

humain associé au virus HTLV-1 (« Human T Cell Leukemia Virus »)), à induire la 

prolifération de la lignée T cytotoxique murine IL-2 dépendante, CTLL-2 (Bamford et al. 

1994). Cette cytokine possède de nombreuses activités biologiques communes avec l‘IL-2, 

principal facteur de croissance des lymphocytes T activés. Cette redondance fonctionnelle 

entre ces deux cytokines s‘explique, entre autre, par le fait qu‘elles partagent des chaînes 

réceptrices communes, IL-2/15R et c (Giri et al. 1994). L‘IL-15 possède, néanmoins, des 

propriétés qui lui sont propres, médiées, notamment, par une chaîne IL-15R spécifique. 

 

I. L’Interleukine-15 

A.  Caractéristiques de l’IL-15 humaine 

 

1. Le gène et les messagers de l’IL-15 

 

L‘IL-15 est très conservé à travers les espèces, l‘IL-15 humaine possède 97% 

d‘identité avec l‘IL-15 de singe (Cercopithecus aethiops saebeus) , 82% avec l‘IL-15 

porcine ou 73% avec l‘IL-15 de lapin (Grabstein et al. 1994 ; Anderson et al. 1995 ; 

Canals et al. 1997). L‘IL-15 est codée par un gène d‘environ 34 kb localisé sur le 

chromosome 4 en position q13 chez l‘homme, et dans la région centrale du chromosome 8 

murin. Contrairement à l‘IL-2 qui est composé de 4 exons et 3 introns (Seigel et al. 1984), 

le gène de l‘IL-15 humaine est composé de 9 exons, dont 7 sont codants, et 8 introns 

(Anderson et al. 1995 ; Krause et al. 1996). Il a été mis en évidence l‘existence d‘un exon 

alternatif, chez l‘homme et la souris, présenté comme étant une séquence additionnelle 

localisée entre les exons 4 et 5 et codant pour un peptide signal, nommé exon 4A (Meazza  
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et al. 1996 ; Onu et al. 1997 ; Tagaya et al. 1997). Selon l‘utilisation ou non de l‘exon 4A, 

deux isoformes d‘ARNm sont produites (Figure 11). 

L‘ARNm originel de l‘IL-15 humaine comprend une région 5‘ non traduite (5‘ 

UTR) d‘au moins 316 nucléotides (nt), une séquence codante (ORF) de 486 nt, et une 

région 3‘ non traduite (3‘ UTR) d‘au moins 400 pb, codant pour un précurseur de l‘IL-15. 

Ce précurseur est constitué d‘un peptide signal de 48 aa et d‘une protéine mature de 114 

aa. Le peptide signal est codé par les exons 3, 4 et le début de l‘exon 5. La fin de l‘exon 5 

et les exons 6, 7 et 8 codent la protéine mature (Grabstein et al. 1994 ; Anderson et al. 

1995). 

L‘ARNm alternatif humain de l‘IL-15 présente un exon additionnel de 119 

nucléotides (nt) inséré entre les exons 3 et 4, mais étant dépourvu des exons 1 et 2. 

L‘introduction de cet exon alternatif engendre l‘interruption de la séquence codant pour le 

peptide signal de 48 aa par l‘insertion de 3 codons stop et fait apparaître un nouveau site 

d‘initiation de la traduction. Il en résulte un précurseur de l‘IL-15 présentant un peptide 

signal plus court, de 21 aa, par rapport au peptide signal de 48 aa, dit long. Les deux 

isoformes de l‘IL-15 sont appelées IL-15-LSP (« Long Peptide Signal ») et  IL-15-SSP 

(« Short Peptide Signal ») et donnent une protéine mature identique (Anderson et al. 1995 ; 

Krause et al. 1996) (Figure 11). 

 Ces deux isoformes de l‘IL-15 possèdent deux profils différents en termes de 

localisation intracellulaire, de distribution, de trafic et de localisation endosomale. L‘IL-15 

présentant le peptide signal court n‘est pas sécrétée mais plutôt séquestrée dans le 

cytoplasme (Kurys et al. 2000 ; Gaggero et al. 1999). L‘IL-15 avec le peptide signal long 

est quant à elle trouvée dans la voie de sécrétion c‘est à dire dans le golgi, les endosomes et 

le réticulum endoplasmique (Pereno et al. 2000). Néanmoins, ces deux isoformes peuvent 

également être localisées dans le noyau (Nishimura et al. 2005). 

La structure du gène de l‘IL-15 (9 exons et 8 introns) est différente de celle 

retrouvée généralement pour les gènes des cytokines à 4 hélices  (4 exons et 3 introns). 

Néanmoins, la région génique codant pour l‘IL-15 mature comprend à 4 exons et 3 introns 

(Seigel et al. 1984). 
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Figure 11 : Gène, Transcription, Traduction et Maturation Protéique de l’IL-15 
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2. La protéine IL-15 

 

a) Forme soluble 

 

L‘IL-15 mature est une glycoprotéine de 14-15 kDa composée de 114 aa codées par 

les exons 5 à 8 du gène de l‘IL-15. L‘IL-15 comporte deux ponts di-sulfure en position 

C42-C88 (similaire à celui de l‘IL-2 situé en C58-C105) et C35-C85, et présente trois sites 

potentiels de N-glycosylation en C terminal de la protéine, en N71, N79 et N112 

(Grabstein et al. 1994). Les prédictions sur la structure secondaire de l‘IL-15 mature 

indiquent qu‘elle appartient, comme l‘IL-2, à la famille des cytokines composées de quatre 

hélices  courtes amphipatiques. Pour l‘IL-15, les hélices  sont localisées entre les acides 

aminés N1 et L15, T38 et A57, N65 et G78, et K97 et S114, en configuration « up-up-

down-down » (Pettit et al. 1997) (Figure 12A). 

Bien que l‘IL-2 et l‘IL-15 présentent une faible identité de séquence primaire, les acides 

aminés de l‘IL-2 essentiels à la liaison des chaînes réceptrices  et c, sont conservés dans 

la structure de l‘IL-15. Ainsi, le D8 de l‘IL-15, similaire au D20 de l‘IL-2, est 

indispensable à l‘interaction avec IL-2R (Zurawski et al. 1993 ; Pettit et al. 1997). De 

même, le Q108 de l‘IL-15, analogue du Q126 de l‘IL-2, est essentiel  à la liaison à la 

chaîne c (Zurawski et al. 1993). Le complexe formé entre l‘IL-15 et sa chaîne  résolu par 

cristallographie (Chirifu et al. 2007) ou par RMN (Hanick et al. 2007) montre trois zones 

d‘interactions (Top, Middle et bottom). Une première zone (Top) est située dans la boucle 

AB de l‘IL-15 similaire à la boucle BC de l‘IL-2 mais plus courte. Cette zone implique les 

résidus Glu53, Asp22 de l‘IL-15 non conservés dans l‘IL-2. La deuxième zone (middle) 

concerne les résidus de l‘hélice B comme l‘acide aminé Glu46 et Tyr26. Enfin, la troisième 

zone d‘interaction (Bottom) met en cause la boucle CD flexible et beaucoup plus longue 

que dans l‘IL-2 et implique les résidus glutamate de cette zone aux positions 87, 89 et 90 

(Figure 12B). 
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Figure 12 : Caractéristiques de l’IL-15 humaine 

A. Séquence et structure protéique en hélice  de l’IL-15 humaine. Hélice A (en bleu), 

hélice B (en cyan), hélice C (en vert) et hélice D (en rouge). 

B. Structure du complexe IL-15/IL-15R et modèle du complexe IL-15 (bleu) /IL-15R 

(rouge) /IL-2R (vert) /c (jaune) (Chirifu et al. 2007). 
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b) Forme membranaire 

 

 Une forme membranaire de l‘IL-15 a été mise en évidence à la surface de 

monocytes humains primaires, de lignées humaines monocytaires et de myofibroblastes 

dérivés de la rate (Musso et al. 1999 ; Briard et al. 2002). L‘expression de l‘IL-15 

membranaire constitutive est accrue lors de l‘activation par de l‘IFN ou du LPS grâce à la 

mobilisation à la surface d‘un stock intracellulaire d‘IL-15. Cette IL-15 membranaire est 

biologiquement active et assure la prolifération des lymphocytes T (Neely et al. 2001). De 

plus, cette IL-15 « cross-linkée » à un anticorps anti-IL-15 ou stimulée par une forme 

soluble de l‘IL-15R induit les monocytes, par un processus de rétro-signal, à adhérer à 

leur support et à produire de l‘IL-6, de l‘IL-8 et du TNF- (Budagian et al. 2004 ; Neely et 

al. 2004). L‘IL-15 membranaire est également exprimée indépendamment de l‘IL-15R 

dans les carcinomes rénaux et possède une action antiapoptotique sur les cellules NK en 

l‘absence d‘IL-2. Cet effet est annulé par l‘ajout de sIL-15R qui lie l‘IL-15 membranaire 

(Wittnebel et al. 2007). Le mécanisme de mobilisation à la membrane reste encore 

inconnu. Les cellules primaires de cancer rénaux semblent aussi exprimé une forme 

membranaire d‘IL-15 formant spontanément un homodimère et clivé par ADAM10 et 

ADAM17 (Khawam et al. 2009). 

 

B.  Expression de l’IL-15 

 

1. Site d’expression 

 

L‘ARN messager de l‘IL-15 est détecté dans de nombreux tissus et types cellulaires 

après activation : le placenta, le muscle squelettique, le rein, le foie, le poumon, le cœur 

(Grabstein et al. 1994). 

À l‘échelle cellulaire, les monocytes/macrophages sous activation ont été les 

premières cellules reconnues comme source d‘IL-15 (Grabstein et al. 1994). D‘autres 

cellules impliquées dans la présentation de l‘antigène (CPA), comme les cellules 

dendritiques, produisent l‘ARNm et la protéine IL-15, suggérant un rôle dans l‘attraction et 

la stimulation des cellules T. L‘IL-15 est également produite par les lignées de cellules 

stromales, par les cellules humaines primaires stromales de la moelle osseuse, par les 

épithéliums thymique et intestinal fœtal. Les cellules épithéliales et fibroblastiques issues 
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des lignées épithéliales hépatiques ou des cellules épidermiques ainsi que les kératinocytes 

ou les cellules fœtales de la peau et les cellules épithéliales intestinales, expriment l‘IL-15 

au niveau ARNm et/ou protéique.  

L‘expression ubiquitaire des ARNm contraste avec la détection de la protéine qui 

est très rarement dosée dans des conditions physiologiques. Dans le cas de l‘IL-15, cette 

présence ubiquitaire d‘ARNm et l‘absence de la protéine suggèrent que la production d‘IL-

15 est fortement régulée au niveau post-transcriptionnel. 

 

2. Régulation de l’expression de l’IL-15 

 

La transcription, la traduction et la sécrétion de l‘IL-15 sont régulées par de 

multiples mécanismes complexes et aboutissent à terme à une faible sécrétion de la 

cytokine. 

 

a) Au niveau transcriptionnel 

 

Les monocytes présentent un taux plus élevé d‘ARNm suite à une stimulation par le 

LPS ou l‘IFN (Grabstein et al. 1994 ; Bamford et al. 1996), aussi suite à une infection 

virale ou microbienne (Doherty et al. 1996 ; Flamand et al. 1996). Les cellules de 

l‘épithélium pigmentaire rétinien foetal activées par l‘IFN ou le TNF augmentent leur 

taux d‘expression de transcrits de l‘IL-15 (Kumaki et al. 1996). Le LPS et les IFN 

induisent une augmentation des messagers IL-15 dans les cellules dendritiques (Mattei et 

al. 2001). Les rayonnements UV favorisent, également l‘expression des ARNm de l‘IL-15 

par les kératinocytes (Mohamadzadeh et al. 1995). 

Des études sur la recherche de séquences consensus au niveau de la région 5‘ 

régulatrice en amont de l‘exon 1, ont révélé l‘existence de sites de fixation de facteurs de 

transcription dans la région promotrice : -INF-2, NF-IL-6, -IRE, myb, GCF, IRF-1, et 

NF-B (Azimi et al. 1998 ; Washizu et al. 1998). Le site NF-B est localisé en -75 et -65  

par rapport au site d‘initiation de la transcription du promoteur du gène humain de l‘IL-15. 

Il a été décrit comme étant important pour la régulation positive de l‘expression de 

l‘ARNm de l‘IL-15 induite par la protéine Tax du virus HTLV-1 (Azimi et al. 1998) et 

induite par le LPS des macrophages murins (Washizu et al. 1998). Un motif IRF-E 

(« Interferon Regulatory Factor response Element ») est localisé dans la région -295 à -243 
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par rapport au site d‘initiation de la transcription du gène de l‘IL-15 murine. Il fixe les 

protéines IRF-1 et IRF-2. IRF-1 joue un rôle essentiel  dans la régulation transcriptionnelle 

de l‘IL-15. L‘expression d‘IL-15 induite par IRF-1 est importante pour les cellules NK, 

NK-T, et les IELs (Ogasawara et al. 1998 ; Ohteki et al. 1998). La région -201 à -141 du 

promoteur du gène de l‘IL-15 comporte des sites non identifiés de régulation négative de 

l‘expression de l‘IL-15 (Azimi et al. 1998). La délétion en 5‘ de cette région résulte en une 

forte augmentation de l‘activité du promoteur du gène de l‘IL-15. 

Un autre type de régulation négative de la transcription du gène de l‘IL-15 a été 

récemment mis en évidence chez la souris. Une IL-15 non sécrétée issue d‘un épissage 

alternatif inhibe la production d‘IL-15 induite par le LPS au niveau transcriptionnel. La co-

expression de l‘IL-15R est indispensable à cette inhibition. Cette IL-15 intracellulaire 

formerait un complexe avec l‘IL-15R et serait transloquée dans le noyau. Le complexe 

inhiberait la transcription du gène de l‘IL-15 en empêchant les facteurs de transcription de 

se fixer sur le promoteur IL-15 (Nishimura et al. 2005). 

 

b) Au niveau traductionnel 

 

La forte expression de l‘ARNm de l‘IL-15 et la faible détection de la protéine nous 

a mené à étudier les mécanismes régulant la traduction des messagers de l‘IL-15. La 

présence de multiples codons start AUG au niveau de la séquence 5‘ non traduite et le 

comportement différent des isoformes LSP et SSP ont été identifiés comme des points de 

contrôle en tant que régulateur de la traduction des ARNm de l‘IL-15 en précurseur de la 

protéine IL-15. 

La région 5‘ non traduite de l‘ARNm de l‘isoforme LSP de l‘IL-15 est relativement 

longue. Elle contient 12 codons potentiels d‘initiation de la traduction en amont du codon 

d‘initiation de la traduction (Grabstein et al. 1994 ; Bamford et al. 1996). La présence de 

ces codons AUG a tendance à réduire fortement l‘efficacité de la traduction (Kozak et al. 

1992). La production de la protéine de fusion HTLV-1 / IL-15 par la lignée HuT-102 

provient de l‘augmentation de l‘efficacité de transcription induite par la protéine virale 

Tax, mais également d‘une traduction accrue (Bamford et al. 1996). L‘ARNm de fusion est 

constitué d‘une séquence virale de 118 nt qui s‘intègre dans la région 5‘ non traduite du 

gène de l‘IL-15. Cette insertion provoque la délétion de 8 des 10 codons AUG 

surnuméraires, ce qui permet l‘augmentation de la traduction protéique. 
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Les peptides signaux des deux isoformes de l‘IL-15, LSP-IL-15 et SSP-IL-15, 

contribueraient à l‘inefficacité de la traduction. Le peptide signal long possède un codon 

AUG localisé dans une région présentant peu d‘identité avec la séquence consensus Kozak 

(Onu et al. 1997 ; Tagaya et al. 1997). La LSP-IL-15 est ainsi moins bien traduite que la 

forme SSP-IL-15. De plus, le remplacement du peptide signal endogène de l‘IL-15 par 

celui de l‘IL-2 résulte en une augmentation importante d‘IL-15 

La combinaison des deux modifications de l‘ARNm de l‘IL-15 entraîne une 

synthèse d‘IL-15 accrue de 250 fois par rapport à la construction sauvage avec une région 

5‘ non traduite intacte. 

 

c) Au niveau post-traductionnel 

  

La suppression des régulations traductionnelles des ARNm de l‘IL-15 entraîne une 

augmentation de la production de la cytokine. Néanmoins, la traduction et la sécrétion de 

l‘IL-15 restent faibles par rapport aux autres cytokines (Bamford et al. 1998). La 

production d‘IL-15 subit une régulation également au stade post-traductionnel. 

 Les peptides signaux de l‘IL-15 contribuent à l‘inefficacité de la sécrétion de la 

cytokine. La substitution des séquences codantes des peptides signaux de l‘IL-15 par ceux 

de l‘IL-2, du CD33, ou de la chaîne IgV augmente non seulement la traduction mais 

également la sécrétion de l‘IL-15 (Meazza et al. 1997 ; Onu et al. 1997 ; Bamford et al. 

1998). Inversement, le remplacement du peptide signal de l‘IL-2 par le peptide signal long 

de l‘IL-15 diminue fortement la sécrétion de l‘IL-2 (Bamford et al. 1998). La nature du 

peptide signal de l‘IL-15 détermine également le trafic intracellulaire de la protéine mature 

(Meazza et al. 1997 ; Onu et al. 1997 ; Tagaya et al. 1997 ; Gaggero et al. 1999). L‘IL-15 

issue de l‘ARNm SSP-IL-15 est détectée uniquement au niveau du cytoplasme et du noyau 

mais n‘est pas sécrétée. Cette forme d‘IL-15 régule négativement la production de la 

cytokine et tend à diminuer les défenses immunitaires in vivo. Elle a été détectée dans le 

cœur, le thymus, l‘appendice, les testicules et les lymphoblastes humains (Nishimura et al. 

2000). L‘ARNm LSP-IL-15 est plus faiblement traduit. Le précurseur protéique est dirigé 

vers la voie sécrétoire en passant par le réticulum endoplasmique et l‘appareil de Golgi. On 

retrouve les transcrits LSP-IL-15 dans le muscle squelettique, le placenta, le coeur, le 

poumon, le foie, le thymus et les reins (Grabstein et al. 1994). Cette forme sécrétée est 

impliquée in vivo dans la défense immunitaire contre les infections microbiennes 
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(Nishimura et al. 2000). Le trafic intracellulaire du transcrit LSP-IL-15 est complexe, et la 

sécrétion de la cytokine reste faible. En effet, les précurseurs protéiques LSP-IL-15 

peuvent être dirigés dans trois voies de routage différents (Kurys et al. 2000). Une partie 

des LSP-IL-15 n‘est pas glycosylée, reste dans le cytoplasme et est dégradée par les 

protéasomes. Une autre partie est N-glycosylée mais le peptide signal subirait un clivage 

partiel. Elles pourraient, ainsi, être stockées ou bien dégradées avant d‘être sécrétées. Une 

troisième partie des précurseurs protéiques suivrait la voie classique de sécrétion. Ces 

précurseurs seraient N-glycosylés et subiraient un clivage complet du peptide signal et 

enfin seraient sécrétés. Enfin, le récepteur soluble de l‘IL-15 pourrait jouer un rôle dans la 

voie de sécrétion de l‘IL-15 ainsi que sa stabilité intracellulaire (Mortier et al. 2008). 

 La partie carboxy-terminale de l‘IL-15 mature régulerait négativement la sécrétion 

de la cytokine, en agissant comme un signal de rétention. En effet l‘ajout d‘une séquence 

protéique en COOH de l‘IL-15, comme le marqueur fluorescent GFP (Gaggero et al. 1999) 

ou un marqueur antigénique « flag » (Bamford et al. 1998) augmente la sécrétion d‘IL-15. 

 Le niveau élevé de régulation de l‘expression de l‘IL-15 participe à la difficulté de 

détection de l‘IL-15 dans les surnageants de culture et liquides biologiques.  
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II. Les Récepteurs humains de l’IL-15 

 

L‘IL-15 manifeste une importante pléiotropie et une forte redondance contrôlant un 

large champ de fonctions dans diverses cellules. La redondance est expliquée en partie par 

le partage de chaînes réceptrices parmi les membres de sa famille de cytokines (Figure 3B 

et C). Chaque cytokine possède sa propre chaîne réceptrice, mais partage une, voire 

plusieurs chaînes communes avec d‘autres cytokines. Les similitudes fonctionnelles entre 

l‘IL-2 et l‘IL-15 sont en partie expliquées par un partage des chaînes  et c (Bamford et al. 

1994 ; Giri et al. 1994 ; Grabstein et al. 1994). L‘association de ces deux chaînes constitue 

un récepteur fonctionnel d‘affinité intermédiaire pour l‘IL-2 (Kd = 1nM) et pour l‘IL-15 

(Kd = 1nM) (Wang et al. 2005 ; De Jong et al. 1996). En revanche, l‘IL-15 est capable de 

se lier avec une forte affinité sur des cellules d‘une lignée lymphocytaire B, n‘exprimant 

pas la chaîne c. Nonobstant le fait que l‘IL-2 et l‘IL-15 partagent des chaînes réceptrices 

communes, ces deux cytokines présentent des activités biologiques différentes (Bulfone-

Paus et al. 1997). Fort de ces observations, l‘existence d‘une sous-unité réceptrice 

spécifique à l‘IL-15, lui conférant une fonction propre, a été suspectée. Ainsi, des travaux 

ont permis d‘identifier la chaîne IL-15R, spécifique et capable de lier l‘IL-15 avec une 

forte affinité (Anderson et al. 1995 ; Giri et al. 1995). 

 

A.  La chaîne c réceptrice (CD132) 

 

La chaîne c est partagée par de nombreux récepteurs de cytokines (IL-2, IL-4, IL-

7, IL-9, IL-15 et IL-21) (Figure 13A). C‘est une glycoprotéine membranaire de type I de 

64 kDa. Elle est codée par un gène situé sur le chromosome X en position q13.1 (Takeshita 

et al. 1992), constitué de 8 exons et 7 introns (Noguchi et al. 1993). C‘est une molécule qui 

totalise 369 aa, la protéine mature comporte 347 aa et le peptide signal 22 aa. La partie 

extracellulaire de la chaîne est composée de 240 aa et présente un module CRH. Dans ce 

domaine, on retrouve 6 sites de glycosylation (Wang et al. 2005). Le domaine 

transmembranaire de la molécule comporte 21 aa. Aucune séquence consensus permettant 

d‘exprimer une activité tyrosine kinase n‘a été identifiée dans la partie intracytoplasmique 

de 86 aa. Cependant, une séquence de type SH2 a été identifiée. Elle permet à la chaîne c 

de se lier, par l‘intermédiaire de phosphotyrosines, à des protéines de signalisation et ainsi 
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d‘induire la transduction du signal. La chaîne c seule est inapte à transmettre le signal, il 

est nécessaire qu‗elle soit associée à une autre chaîne, la chaîne  : la cotransfection des 

chaînes  et c dans des cellules COS est indispensable pour la fixation de l‘IL-15. La 

chaîne c est d‘autant plus importante qu‘elle est partagée par de nombreux récepteurs de 

cytokines et qu‘un défaut d‘expression provoque une immunodéficience combinée sévère 

ou X-SCID (« human X-linked Severe Combined ImmunoDeficiency ») (Noguchi et al. 

1993). 

Les lymphocytes T CD4
+
 présentent un pool important de chaînes c intracellulaires 

mais sa translocation à la membrane plasmique ne se fait qu‘après l‘activation cellulaire et 

l‘induction des gènes IL-2R et IL-2R (Bani et al. 1997). Il a également été identifié une 

isoforme de la chaîne c p64, la p74. L‘isoforme p74 de la chaîne c semble remplacer la 

p64 dans la lignée TF-12 (TF-1 transfectées pour exprimer IL-2R et cultivées en IL-2) 

(Monson et al. 2001). Deux transcrits de la chaîne c ont été caractérisés par la présence 

(c-long) ou l‘absence du site SH2 (c-short) en C terminal de la protéine (Shi et al. 1997), 

dans les lymphocytes périphériques humains. Ces deux formes suggèrent une activation 

différentielle de voies de signalisation et pourrait jouer un rôle important dans la réponse 

cellulaire aux différentes cytokines c dépendantes. Une forme soluble de la chaîne c 

murine, qui résulte d‘un clivage protéolytique de la forme membranaire, a été découverte 

dans les surnageants de culture de cellules T, B, NK et macrophages après activation 

(Meissner et al. 2001). La c soluble possède comme propriété physiologique d‘inhiber la 

prolifération des cellules dépendantes de cytokines c dépendantes. Elle jouerait donc un 

rôle de régulation négative des cytokines exprimant la c membranaire en entrant en 

compétition avec cette dernière. 

 La chaîne c peut également entrer dans la composition d‘un récepteur fonctionnel 

pour le GM-CSF (Giron-Michel et al. 2003). En effet, le GM-CSF inhibe la liaison de l‘IL-

2 sur le récepteur fonctionnel de l‘IL-2 (Kanakura et al. 1993), dans la lignée 

promégacaryocytaire MO7e. De plus, un récepteur hybride, constitué de la chaîne c du 

GM-CSF et de la chaîne c, a été mis en évidence dans les précurseurs hématopoïétiques 

CD34
+
 humains et les TF-1 (TF-1 transfectées pour exprimer IL-2R et cultivées en GM-

CSF). La phosphorylation de STAT5, induite par le GM-CSF, est partiellement inhibée par 

l‘utilisation simultanée d‘anticorps anti-c et anti-IL-2R. De plus, la localisation dans le 

noyau de STAT5 induite par le GM-CSF est fortement inhibée par le mélange des deux 
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anticorps. Dans ces conditions, c contribuerait principalement à la translocation de 

STAT5. Le partage de la chaîne transductrice c par l‘IL-15 et le GM-CSF participerait au 

développement hématopoïétique vers la voie myéloïde en bloquant l‘engagement vers la 

voie lymphoïde (Giron-Michel et al. 2003). 

 

B.  La chaîne IL-2/15R (CD122) 

 

La chaîne réceptrice  est une glycoprotéine de 70-75 kDa (Tsudo et al. 1986 ; 

Dukovich et al. 1987). Son gène est localisé sur le chromosome 22 humain en position 

q11-12 et est organisé en 10 exons et 9 introns. Le précurseur protéique de 551 aa présente 

un peptide signal de 26 aa. La protéine mature de 525 aa est constituée, principalement, par 

un domaine CRH et présente 4 sites de N-glycosylation. Le domaine transmembranaire est 

composé de 25 aa. Le domaine intracellulaire de 286 aa est formé par une longue chaîne 

polypeptidique. Il est caractérisé par la présence de trois régions particulières riches en 

sérines, en acides aminés acides et en prolines, indispensables à la transduction du signal. 

La partie intracellulaire de la chaîne  est dépourvue de séquence consensus caractéristique 

des tyrosines kinase et contient 6 tyrosines (Figure 13B). 

L‘existence d‘une forme soluble de la chaîne IL-2R (p75) produite de manière 

endogène, 20 à 25 kDa plus petite que la forme totale, a également été mise en évidence 

(Honda et al. 1990). La génération du sIL-2R est dépendante de l‘activation cellulaire et 

est médiée par clivage protéolytique de la forme membranaire.  
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Figure 13 : Récepteurs Fonctionnels de l’IL-15 

 

A. Chaîne réceptrice de l‘IL-15 : IL-2R avec le module CRH (bleu) et son motif 

caractéristique (noir), un domaine leucine zipper (cyan) et le domaine SH2 (rouge) dans le 

domaine intracellulaire (vert). 

 

B. Chaîne réceptrice de l‘IL-15 : IL-2/15Rβ avec le module CRH (bleu) et son motif (noir) 

et les 3 régions intracellulaires essentielles à la transduction du signal (rose) riche en 

sérine, acide ou proline. 
 

 

 

C.   La chaîne privée du récepteur de l’IL-15  

 

L‘IL-15 se fixe, avec une forte affinité, sur une lignée lymphocytaire B n‘exprimant 

pas la chaîne c, sans engendrer d‘internalisation permettant d‘identifier la chaîne IL-15Rα 

(Giri et al. 1994 ; Kumaki et al. 1995). 

 

1. Identification et clonage de la chaîne IL-15R 

 

 La chaîne IL-15R a d‘abord été clonée chez la souris (Giri et al. 1995), en 

étudiant la fixation de l‘IL-15 radiomaquée sur des cellules COS-7 transfectées par une 
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banque d‘ADN complémentaires (ADNc) issue du clone T murin D10, choisi pour sa 

réponse à l‘IL-15. L‘ADNc murin isolé a ensuite servi de sonde afin de cloner la chaîne 

IL-15R humaine (Anderson et al. 1995). Deux banques d‘ADNc de deux lignées 

humaines présentant un nombre important de sites de fixation de forte affinité pour l‘IL-

15 : les lignées WI-26VA4 (lignée épithéliale pulmonaire transformée par le virus SV40) 

et A172 (glioblastome) ont, ainsi, été criblées et ont permis d‘identifier la chaîne IL-15R 

humaine. 

2. Caractéristiques génétiques de l’IL-15R 

 

 Le gène de l‘IL-15R est situé sur le chromosome 10 humain en position q14-15 

(Anderson et al. 1995) (chromosome 2 chez la souris). Le gène est organisé en 7 exons et 6 

introns. Les localisations chromosomiques des gènes humains de l‘IL-15R et IL-2R 

sont proches et suggèrent une origine commune. Différents messagers de l‘IL-15R ont été 

mis en évidence, issus d‘épissages alternatifs du gène. Un épissage alternatif au niveau de 

l‘exon 7 du gène entraîne l‘insertion d‘une région génique en amont de l‘exon 7 des 

ARNm. La forme longue de l‘exon 7 obtenue est appelée exon 7‘. Les différents transcrits 

sont issus de la combinaison de différents sauts () d‘exons ainsi que de l‘expression 

différentielle de l‘exon 7 ou 7‘. Lors du clonage de la chaîne humaine, trois isoformes de 

messagers ont été découverts : IL-15R(7), IL-15R(7‘), IL-15R3(7) (Anderson et al. 

1995). Depuis, différentes isoformes supplémentaires ont été détectées dans divers tissus et 

lignées cellulaires : IL-15R3(7‘), IL-15R2(7), IL-15R2(7‘), IL-15R2/3(7) et 

IL-15R2/3(7‘) (Dubois et al. 1999). Les dernières isoformes ont été mises en évidence 

dans des mastocytes murins : IL-15R4(7), IL-15R3/4(7) et IL-15R3/4/5(7) 

(Bulanova et al. 2003). Les exons 2 à 5 codent le domaine extracellulaire, le 6 pour la 

partie transmembranaire, et les exons 7 ou 7‘ pour la partie intracytoplasmique. Ces 

différentes isoformes de messagers codent des chaînes IL-15R différentes dont les 

fonctions restent inconnues (Figure 14). Certains de ces isoformes ont également été mis 

en évidence sous forme protéique (Giron-Michel et al. 2009). 
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3. Caractéristiques protéiques de l’IL-15R 

 

a) Forme membranaire 

 

Le précurseur protéique de la forme totale de l‘IL-15R, codé par les exons de 1 à 

7, est constitué de 267 aa et le peptide signal comprend 32 aa. C‘est une protéine 

membranaire de 55- 60 kDa.  

Le domaine extracellulaire de 173 aa possède un motif caractéristique commun 

avec le récepteur de l‘IL-2 appelé domaine Sushi ou Src (« Short consensus repeat ») ou 

GP-1 (glycoprotéine-1) (Giri et al. 1995). Le domaine Sushi a initialement été mis en 

évidence au niveau de protéines du complément (C1s, C1r, facteurs B et H) ou de facteurs 

de coagulation (facteur XIII et C4BP) et est impliqué dans les liaisons de protéines (Davie 

et al. 1986 ; Perkins et al. 1988). Dans l‘IL-15R, c‘est un domaine codé par l‘exon 2, 

situé en N-terminal de la partie extracellulaire (aa 1 à 64). Sa structure globulaire est 

formée par deux ponts disulfures intracaténaires imbriqués C3-C45 / C29-C63 qui n‘est 

pas glycosylé. La forme soluble du domaine sushi est capable de fixer l‘IL-15 (Wei et al. 

2001), contrairement aux isoformes de l‘IL-15R dépourvues de ce domaine sushi (Dubois 

et al. 1999). L‘IL-15R possède un seul domaine sushi alors que l‘IL-2R en présente 

deux. La partie extracellulaire de la chaîne présente un seul site de N-glycosylation 

(Anderson et al. 1995). Mais la différence de masse moléculaire entre celle estimée par 

pontage covalent de l‘IL-15 radiomarquée (55-60 kDa) et la masse théorique (35 kDa) 

laisse présager l‘existence de sites de O-glycosylation sur une vingtaine de résidus sérines 

et thréonines (Giri et al. 1995). Dans le cas de la chaîne IL-15R humaine, les N-

glycosylations augmentent de 3 kDa la masse moléculaire, et les O-glycosylations de 20 

kDa (Dubois et al. 1999). Pour la chaîne IL-15R murine, les O-glycosylations seraient 

toutes localisées dans le domaine 4 (Bulanova et al. 2003). Le domaine transmembranaire 

de la chaîne  est constitué de 21 aa. La partie intracellulaire comporte, soit 41 aa si la 

région est codée par l‘exon 7, soit 26 aa si l‘exon 7‘ est impliqué. Ce domaine semble être 

impliqué dans la transduction du signal de prolifération cellulaire induite par l‘IL-15 

(Anderson et al. 1995) (Figure 15). L‘interaction entre la chaîne  de l‗IL-15 et l‘IL-15 

implique une large zone d‘interactions ioniques (Lorenzen et al. 2006) expliquant la très 

forte affinité du complexe IL-15/IL-15R essentielle pour les effets biologiques de cette 

cytokine (Figure 12).  
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Figure 14 : Gène, Transcription et Traduction de la Chaîne IL-15R 
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b)   Forme soluble 

 

  Une forme soluble de l‘IL-15R issue d‘un clivage protéolytique dépendant de 

TACE à partir de la forme membranaire a été mise en évidence récemment chez la souris 

(Budagian et al. 2004). Ce processus de clivage est augmenté en présence de certains 

agents chimiques comme le PMA. La forme soluble de l‘IL-15R murine (sIL-15R 

murine) à une masse moléculaire de 30 kDa dont 4 kDa sont apportés par une N-

glycosylation (Budagian et al. 2004). Le sIL-15R humain a quant à lui une masse 

apparente de 42 kDa dont une douzaine de kDa de O-glycosylations (Mortier et al. 2004). 

Le sIL-15R entre en compétition avec l‘IL-15R membranaire pour la fixation de l‘IL-15 

sur le récepteur membranaire de forte affinité IL-15R//c et ainsi inhibe la signalisation 

induite par l‘IL-15. Il peut contrôler la biodisponibilité d‘IL-15. Le sIL-15R prolonge le 

temps de demi-vie de l‘IL-15 et contrôle la libération de la cytokine dans les tissus 

avoisinants en la séquestrant sous forme de complexe sIL-15R/IL-15. Le domaine sushi 

soluble du sIL-15R exerce un effet agoniste de l‘IL-15 à travers le récepteur membranaire 

de faible affinité IL-2Rβ/ (Mortier et al. 2005). De cette manière le sIL-15R influence la 

nature et/ou la durée de la signalisation induite par l‘IL-15 mais aussi augmente la portée 

d‘action de l‘IL-15 d‘un mode autocrine ou juxtacrine vers un mode paracrine ou 

endocrine. Ceci montre un nouveau niveau de difficulté dans la biologie du système IL-

15/récepteur et une partie de ce travail de thèse permet de mieux comprendre ce système. 
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Figure 15 : La chaîne privée de l’IL-15  

A : la chaîne privée de l‘IL-15, l‘IL-15R.  

B : Les récepteurs de l‘IL-15.  
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4. Sites d’expression de l’IL-15R 

 

Les ARNm codant pour la chaîne IL-15R ont été mis en évidence dans un grand 

nombre de tissus et de lignées cellulaires. Ils ont été détectés dans le foie, le coeur, la rate, 

l‘ovaire, l‘intestin grêle, le colon et, également dans différents tissus foetaux comme 

l‘épithélium pigmentaire rétinien, la microglie, le cortex cérébral, le cervelet, l‘hippocampe 

et le thalamus (Kumaki et al. 1996 ; Hanisch et al. 1997 ; Kurowska et al. 2002). Les 

transcrits de l‘IL-15R ont été détectés aussi dans les fibroblastes dermiques, les 

lymphocytes T et les monocytes du sang périphérique (Anderson et al. 1995), les cellules 

endothéliales vasculaires (Angiolillo et al. 1997), les cellules NK (Carson et al. 1997), les 

neutrophiles (McDonald et al. 1998) et les cellules dendritiques spléniques (Mattei et al. 

2001), de plus l‘IL-15R semble être fonctionnel à la surface des cellules rénales (Tejman-

yarden et al. 2005).  

 

5. Régulation de l’expression de l’IL-15R 

 

L‘expression des ARNm de l‘IL-15R est faible dans les lymphocytes T au repos 

mais est augmentée après stimulation par l‘IL-2, un anticorps anti-CD3, ou le PMA. 

L‘IFN augmente le taux d‘ARNm de l‘IL-15R dans les macrophages (Giri et al. 1995). 

Les cellules dendritiques ont un taux d‘ARNm augmenté suite à une activation par les 

IFN ou le LPS (Mattei et al. 2001). La dexaméthasone diminue l‘expression des 

transcrits de l‘IL-15R. L‘IL-15 induit une diminution rapide de l‘expression membranaire 

de la chaîne IL-15R dans les lymphocytes T et B activés (Kumaki et al. 1996). De plus, 

l‘activité transcriptionnelle du gène de l‘IL-15R pourrait être contrôlée par NF-B et 

IRF-4 (Mariner et al. 2001 ; Mariner et al. 2002). 

Toutes les isoformes décrites peuvent s‘exprimer à la membrane des cellules 

(Anderson et al. 1995 ; Dubois et al. 1999 ; Bulanova et al. 2003) (Figure 14). Les 

isoformes dépourvues du domaine sushi sembleraient, quant à elles, fortement être 

localisées au niveau perinucléaire (Dubois et al. 1999 ; Bulanova et al. 2003). Une 

expression intranucléaire de l‘IL-15R a été mise en évidence dans des lignées de 

mélanomes humains (Pereno et al. 2000).  
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6. La chaîne réceptrice IL-15RX des mastocytes 

 

Cette chaîne a été mise en évidence dans des lignées mastocytaires murines 

proliférant en réponse à IL-15 mais pas à l‘IL-2. Ces cellules n‘expriment pas la chaîne IL-

2R et la surexpression de la chaîne c n‘intervient pas dans la prolifération induite par 

l‘IL-15. L‘IL-15 se fixe sur une protéine de 60-65 kDa à la surface des cellules, protéine 

dont la nature reste inconnue, nommée IL-15RX (Tagaya et al. 1996). La fixation de l‘IL-

15 sur l‘IL-15RX permettrait l‘activation de JAK2 et STAT5. L‘IL-15 inhibe également 

l‘apoptose, augmente la production d‘IL-15 par ces cellules et jouerait un rôle dans la 

migration des mastocytes humains et murins (Jackson et al. 2005). 

 

 

III. La transduction du signal IL-15 

 

L‘IL-15 peut se fixer en stimuler en cis les cellules exprimant le complexe récepteur 

IL-15R/IL-2R/c ou fixée à sa chaîne IL-15R membranaire ou soluble, et stimuler en 

trans des cellules exprimant des complexes récepteurs IL-2R/c (Dubois et al. 2002). 

Différentes expériences de transfection des chaînes IL-2R et c dans diverses 

cellules ont permis de définir le complexe IL-2R/c comme récepteur fonctionnel de l‘IL-

15 (Giri et al. 1994). Ce récepteur IL-2R/c, est capable de répondre à des concentrations 

en IL-15 de l‘ordre du nanomolaire (Balasubramanian et al. 1995 ; De Jong et al. 1996). 

La chaîne spécifique IL-15R peut s‘associer avec les chaînes IL-2R et c pour former un 

complexe trimérique de forte affinité pour l‘IL-15 (50 pM) (De Jong et al. 1996). Les 

signaux prolifératifs induits par ces deux complexes sont identiques et mettent en jeu 

principalement les JAKs, les STATs, les MAPKs et la PI3-K (Figure 16). 
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A.   Les kinases JAK1 et JAK3 

 

Ces JAKs sont respectivement couplées aux chaînes IL-2R et c dans les 

lymphocytes T (Johnston et al. 1994 ; Johnston et al. 1995), mais JAK3 peut aussi se lier à 

IL-2R (Russell et al. 1994 ; Zhu et al. 1998). Après leur activation, JAK1 et JAK3 

induisent la phosphorylation des tyrosines de l‘IL-2R. Ces JAKs sont importantes pour la 

prolifération et la différenciation des lymphocytes (Cao et al. 1995 ; Nosaka et al. 1995 ; 

Thomis et al. 1995 ; Rodig et al. 1998). 

 

B.   Les facteurs STAT3 et STAT5 

 

STAT3 et STAT5 se fixent sur les phosphotyrosines (Y392 et Y510) de la chaîne 

IL-2R. Cela engendre la phosphorylation et la translocation nucléaire de STAT5 dans les 

lymphocytes T au repos, ou de STAT3 et STAT5 dans les lymphocytes T activés (Johnston 

et al. 1995 ; Lin et al. 1995). STAT3 serait impliqué dans le cycle cellulaire et dans la 

régulation de l‘apoptose (Takeda et al. 1998 ; Catlett-Falcone et al. 1999). STAT5 n‘aurait 

pas d‘influence sur le cycle cellulaire mais semble nécessaire à la protection anti-

apoptotique (Zamorano et al. 1998). STAT5 est plus (Goldsmith et al. 1995) ou moins 

(Fujii et al. 1995) impliqué dans la prolifération cellulaire suivant le modèle étudié. 

 

C.   Les MAPKs ERK1, JNK et p38 MAPK 

 

Cette activation met en jeu JAK1 qui phosphoryle Y338 de l‘IL-2R (Friedmann et 

al. 1996). Cela permet le recrutement et la phosphorylation de la protéine adaptatrice shc. 

La shc phosphorylée s‘associe à Grb-2 et Sos, et active les MAPKs (Ravichandran et al. 

1994). 

La Y338 de l‘IL-2R permet aussi le recrutement et la phosphorylation de Gab2 

par JAK3 (Gadina et al. 2000). La protéine Gab2 activée associée à SHP2 et à la PI3-K 

pourrait former un complexe avec Shc/Grb-2/Sos et activer les MAPKs (Gadina et al. 

1999). JAK3 activerait Pyk2 (« Proline-rich tyrosine kinase 2 ») (Miyazaki et al. 1998), 
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indépendamment des STAT. Cela induirait l‘activation de ERK1-2 (Dikic et al. 1996) et 

JNK (Tokiwa et al. 1996). 

 

D.   La PI3-K 

 

Le recrutement et la phosphorylation de la PI3-K mettent en jeu l‘IL-2R 

(Kanazawa et al. 1994), JAK1 (Migone et al. 1998), et les kinases Lck (Taichman et al. 

1993) et Fyn (Karnitz et al. 1994). La PI3-K induit la prolifération cellulaire (Karnitz et al. 

1995), active la biosynthèse protéique (Reif et al. 1997), et active la kinase anti-

apoptotique Akt (Ahmed et al. 1997). 

 

 

IV. Signalisation par la chaîne  
 

La chaîne  a une activité anti-apoptotique, en activant TRAF2 (« TNF-R 

Associated Factor 2 ») ou Syk (« Spleen tyrosine kinase »). Dans la lignée fibroblastique 

murine L929, n‘exprimant que la chaîne IL-15R sans les chaînes de transduction du 

signal IL-2R et c, la fixation de l‘IL-15 sur sa chaîne spécifique entraîne le recrutement 

de TRAF2 (Bulfone-Paus et al. 1999). Ainsi captée, TRAF2 ne peut plus se fixer à TNF-

R1 et s‘associer à ses partenaires pour former le complexe de mort 

TRAF2/FADD/TRADD/RIP. En présence d‘IL-15, le TNF-R1 n‘active plus la voie pro-

apoptotique des caspases, mais le complexe IL-15/ IL-15R/TRAF2 active plutôt la voie 

anti-apoptotique NIK/IKK/NF-B. L‘IL-15 protège donc de l‘apoptose induite par le 

TNF et active la voie NF-B. L‘activation de NF-B par l‘IL-15 a aussi été mise en 

évidence dans les neutrophiles (McDonald et al. 1998), les précurseurs hématopoïétiques 

CD34
+
 humains, dans des lignées leucémiques (Giron-Michel et al. 2003) et de mélanomes 

(Pereno et al. 2000) (Figure 16). 

Le recrutement de Syk par la chaîne IL-15R se fait en réponse à l‘IL-15 dans les 

lignées humaines lymphocytaires B (Bulanova et al. 2001). La kinase Syk activée 

phosphoryle l‘IL-15R et la Phospholipase C (PLC). Dans ces lignées lymphocytaires B, 

la chaîne IL-15R isolée entraîne une réponse cellulaire et une protection contre 

l‘apoptose induite par le C2-céramide en réponse à l‘IL-15. 
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Les mastocytes prolifèrent en réponse à l‘IL-15 par l‘intermédiaire de la chaîne IL-

15RX en l‘absence de l‘IL-2R et indépendamment de c (Tagaya et al. 1996). La 

signalisation par la chaîne IL-15RX passe par JAK2/STAT5 (Tagaya et al. 1996) et 

Tyk2/STAT6 (Masuda et al. 2000). Le facteur STAT6 est essentiel aux mastocytes pour la 

production d‘IL-4. De plus, il protège ces cellules contre l‘apoptose en augmentant les 

ARNm de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL (Masuda et al. 2000).  

Différentes isoformes de l‘IL-15R ont été mise en évidence dans les mastocytes : 

IL-15R4(7), IL-15R3/4(7) et IL-15R3/4/5(7). Suite à la liaison de l‘IL-15, ces 

isoformes recrutent et phosphorylent la tyrosine kinase Syk et induit la phosphorylation de 

JAK2 et STAT5. L‘isoforme IL-15R3/4(7) induit en plus la phosphorylation de STAT3, 

alors que les deux autres isoformes recrutent STAT6 (Bulanova et al. 2003). 

Dans les fibroblastes murin, l‘IL-15R est associée avec un récepteur tyrosine 

kinase : AxL, qui est transactivé après liaison de l‘IL-15R avec l‘IL-15 (Budagian et al. 

2005). Ceci induit l‘activation de la voie PI3K/Akt et augmente la transcription de Bcl-2 et 

de Bcl-XL. 

De plus, le domaine intracytoplasmique de l‘IL-15R semble également intervenir 

dans la transduction du signal induit par l‘IL-15. En effet, le remplacement de la partie 

intracellulaire de l‘IL-15R par celle de l‘IL-2R entraîne une diminution de la réponse à 

l‘IL-15 par le récepteur trimérique mais n‘a aucun effet sur la transprésentation (Wu et al. 

2008).  
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Figure 16 : Signalisation par les chaînes du récepteur à l’IL-15 
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V. Les Fonctions Biologiques de l’IL-15 

 

Les redondances fonctionnelles entre l‘IL-15 et l‘IL-2 s‘expliquent par l‘utilisation 

de chaînes transductrices communes. Cependant, l‘IL-15 et sa chaîne réceptrice spécifique 

IL-15R sont exprimées dans de nombreux types tissulaires et cellulaires, alors que 

l‘expression de l‘IL-2 est restreinte aux lymphocytes T activés. L‘IL-15 exerce, ainsi, des 

activités biologiques variées. L'importance du système IL-15 a été démontrée suite à des 

expériences d'inactivation génique de l'IL-15 ou de l'IL-15R. Des indications importantes 

ont été également apportées par des expériences de surexpression du gène. 

 

A.  IL-15 et système immunitaire  

 

1. Les cellules immunitaires 

 

Les voies de signalisation induites par le système IL-15 modulent les fonctions de 

nombreuses populations cellulaires du sytème immunitaire (Figure 17). En effet, l’IL-15 et 

ses chaînes réceptrices sont présentes ou interviennent spécifiquement au niveau des 

monocytes, macrophages, des cellules dendritiques, des neutrophiles, des éosinophiles, des 

mastocytes, des lymphocytes B et des lymphocytes T et en particulier les cellules NK. 

(Tableau II et III). 
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Tableau II : Effet de l’IL-15 sur les différentes cellules du système immunitaire à 

l’exception des lymphocytes T et des NK 
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a)   Les lymphocytes T 

 

L‘IL-15 joue un rôle dans différents aspects de la vie des lymphocytes T (Tableau 

III). L‘IL-15 intervient dans l‘homéostasie des lymphocytes T (Figure 17). Il existe 

plusieurs types de lymphocytes T : 

Les lymphocytes T à TCR  qui représent 95% des lymphocytes T. 

Les lymphocytes à TCR  comme par exemple les DETC (« Dendritic Epidermal 

T Cell ») qui sont des CPA qui migrent au niveau de la peau au stade fœtal.  

Les lymphocytes T intra-épithéliaux (IEL) : qui sont localisés au niveau de 

l‘intestin et impliqués dans l‘immunité des muqueuses. Les IELs exprimant le TCR  

présentent les chaînes  et  du CD8 ou un homodimère CD8, ou sont CD4
+
. Les IELs 

à TCR  sont tous CD8. 

Les cellules NK-T : expriment simultanément le TCR  des cellules T et le 

marqueur NK1.1 des cellules NK. 

 

b)   Les cellules NK 

 

Les cellules NK : grands lymphocytes granuleux ou LGL (« Large Granular 

Lymphocytes »)  jouent un rôle essentiel dans l‘immunité innée. Les cellules NK possèdent 

une activité tueuse naturelle ou NK (« Natural Killing »), une fonction tueuse activée par 

les lymphokines ou LAK (« Lymphokine-Activated Killing ») et une cytotoxicité 

dépendante des anticorps ou ADCC (« Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity »). 

 

Les cellules IKDC : sont des cellules NK et/ou des cellules dendritiques B220(+), 

CD11c(+), CD3(-), NK1.1(+) productrice d‘IFN. 
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Tableau III : Effet de l’IL-15 sur les lymphocytes T et les NK 

 

 

 

 

 



Introduction 

  

 - 78 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Fonctions Physiologiques de l’IL-15 dans le Système Immunitaire. 
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B.   L’IL-15 en dehors du système immunitaire 

 

L‘IL-15 agit sur différentes cellules n‘appartenant pas au système immunitaire. Les 

fibroblastes humains issus de la rate et de la peau expriment constitutivement l‘IL-15 

(Nilsen et al. 1998 ; Briard et al. 2002). L‘IL-15 inhibe l‘apoptose des fibroblastes 

synoviaux (Yang et al. 2002). De plus les cellules épithéliales intestinales prolifèrent en 

réponse à l‘IL-15. L‘IL-15 active l‘angiogénèse in vivo et protège les cellules endothéliales 

contre l‘apoptose in vitro. L‘IL-15 semble jouer un rôle dans la régulation de la formation 

des jonctions cellulaires de la barrière intestinale (Nishiyama et al. 2001). L‘IL-15 pourrait 

induire la différenciation des cellules musculaires et réguler positivement la quantité de 

protéines dans le muscle squelettique (Fehniger et al. 2001). Ceci se ferait par une 

réduction de la protéolyse (Busquets et al. 2005). L‘IL-15 pourrait également participer 

dans la régulation des masses musculaire et adipeuse (Carbo et al. 2001). En effet, il a été 

mis en évidence que l‘IL-15 module la sensibilité à l‘insuline et la répartition de la masse 

graisseuse par une action endocrine et stimule la sécrétion d‘adiponectine (Quinn et al. 

2005). L‘IL-15 semble aussi maturer les ostéoclastes et jouer un rôle dans la résorption 

osseuse (Ogata et al. 1999). Enfin, l‘ARNm de l‘IL-15 est exprimé dans la microglie, les 

astrocytes et les cellules neuronales (Kurowska et al. 2002). A faible dose, l‘IL-15 

supporte la prolifération des cellules de la microglie, atténue leur production d‘oxide 

nitrique et induit la phosphorylation de JAK1 (Hanisch et al. 1997) (Figure 18). 
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Figure 18 : Propriétés fonctionnelles de l’IL-15 

Schéma de l‘effet de l‘IL-15 en dehors du système immunitaire.  
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VI. Le complexe IL-15/sIL-15R 
 

A l‘instar du système IL-6, le complexe formé entre le sIL-15R et l‘IL-15 est 

capable d‘interagir avec les sous-unités transductrices IL-2/15Rβ et C à la surface des 

cellules cibles portant ce récepteur dimérique et donc d‘induire la signalisation en « trans » 

sur ces cellules (effet agoniste). En revanche, comme beaucoup de récepteurs solubles, le 

sIL-15R agit comme antagoniste en entrant en compétition avec le récepteur trimérique. 

(Figure 19A) 

Dans certains cas physiologiques ou pathologiques, le clivage protéolytique de l‘IL-

15R semble très important et représente le facteur régulateur de la signalisation induite 

par l‘IL-15. D‘une part, la présence du sIL-15R inhibe la biodisponibilité de l‘IL-15 libre. 

D‘autre part, le sIL-15R représente un mécanisme protecteur contre une suractivation 

induite par un excès d‘IL-15 libre par compétition avec le récepteur membranaire (Mortier 

et al. 2004 ; Bulfone-Paus et al. 2006). Du fait de son activité pléïotropique dans 

l‘immunité innée et adaptative, la biodisponibilité du sIL-15R et du complexe IL-15/sIL-

15R représente un autre niveau de régulation de ce système. 

En effet, après sa synthèse, l‘IL-15 est transloquée dans le réticulum endoplasmique 

indépendamment de la présence de l‘IL-15R puis transportée uniquement sous forme de 

complexe dans le golgi des cellules dendritiques activées avant d‘être libérée après clivage 

du complexe (Duitman et al. 2008) (Figure 19C). De plus, le complexe IL-15/sIL-15R 

est induit durant l‘inflammation et stimule la production d‘INF montrant ainsi le rôle 

primordial de l‘IL-15R dans les fonctions de maturation des cellules NK et dans la 

transprésentation  in vitro comme in vivo (Mortier et al. 2008). Ceci montre comment l‘IL-

15R agit comme un chaperon pour l‘IL-15 et explique la faible concentration d‘IL-15 

libre  mesurée dans les liquides biologiques.  

L‘activité biologique de l‘IL-15 est considérablement augmentée en la complexant 

avec le sIL-15R. L‘administration du complexe IL-15/sIL-15R induit une régression 

massive et rapide de tumeurs solides dans plusieurs modèles murins (Epardaud et al. 

2008). Cette destruction de la tumeur est orchestrée par les cellules T CD8+ déjà présentes, 

activées par le complexe. 

L‘injection du complexe IL-15/sIL-15R induit également une expansion rapide et 

sélective des lymphocytes T CD8+ mémoires et des NK. Ces effets peuvent être dus au fait 
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que la liaison de l‘IL-15 à son récepteur soluble pourrait induire un changement de 

conformation de l‘IL-15 augmentant la reconnaissance par les récepteurs IL-15R/C des 

cellules T (Rubinstein et al. 2006). Néanmoins, la viabilité et la prolifération des CD8+ est 

augmentée par l‘action de l‘IL-15 via la cisprésentation sur des cellules CD8+ transfectée 

avec la chaîne  du récepteur à l‘IL-15 (Rowley et al. 2009).  La transprésentation de l‘IL-

15 couplé au sIL-15R permet également la différenciation et la prolifération in vivo des 

NK CD56
high

/CD16
-
/KIR

-
 en CD56

low
/CD16

+
/KIR

-
 puis en CD56

low
/CD16

+
/KIR

+
 

(Huntington et al. 2008). 

La transpresentation de l‘IL-15 peut être imitée en utilisant une protéine 

chimérique composée du sIL-15R couplé à un fragment Fc d‘IgG1 humains (sIL-

15R/Fc). Le sIL-15R/Fc augmente la prolifération  des cellules NK et des lymphocytes 

T CD8+/CD44
high

 induite par l‘IL-15 chez la souris. Le sIL-15R/Fc augmente également 

la cytotoxicité et l‘effet anti-tumoral de l‘IL-15 et ce de façon supérieur au fragment Fc 

seul (Dubois et al. 2008). 

Une fusokine composée de l‘IL-15 et du GM-CSF a également été construite et elle 

possède une meilleure affinité pour le récepteur IL-15R/C que l‘IL-15 ce qui résulte en 

une hyperphosphorylation de STAT3 dans les macrophages et les splénocytes. (Rafei et al. 

2007). 

Une protéine de fusion a été construite entre l’IL-15 et le domaine sushi du sIL-

15R nécessaire à la liaison avec la cytokine (Figure 19B). Les deux protéines sont liées 

de façon covalente par un « linker » polypeptidique flexible. La protéine de fusion, appelée 

RLI pour Récepteur-Linker-Interleukin-15, est 100 à 1000 fois plus active que l’IL-15 

seule. En effet, les cellules Mo7 exprimant les chaînes IL-2/15Rβ et c mais pas l’IL-15R 

possèdent une EC50 de l’ordre de 3 nM pour l’IL-15 et de 30 pM pour le RLI (Mortier et 

al. 2005). De plus, cette efficacité est renforcée par rapport au mélange sIL-15R-sushi/IL-

15 grâce à la stabilisation du complexe par le « linker ». Cet effet agoniste du sIL-15R-

sushi est renforcé dans le RLI et ceci a été confirmé par des études d’apoptose par 

marquage à l’annexine V. Le RLI possède un effet anti-apoptotique nettement supérieur à 

celui de l’IL-15 et meilleur que celui du complexe IL-15/sIL-15R. Le RLI induit une 

expansion des cellules NK dans des souris déficientes en sphingosine 1-phosphate 

récepteur (Walzer et al. 2008). Enfin, dans des modèles murins de métastases pulmonaires 

et de carcinomes humains du côlon, l’administration du RLI inhibe la formation de 

métastases plus efficacement que l’IL-2 ou l’IL-15 (Bessard et al. 2009). 
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Figure 19 : Le système IL-15/sIL-15R 

A. Effets agonistes et antagonistes du sIL-15R.  B. RLI ou Hyper IL-15.  C. Voie de 

sécrétion du complexe IL-15/IL-15R  
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VII. Le système IL-15 en pathologie 

A. Les Infections virales 

 

1. Le Virus de l’Immunodéficience Humaine : VIH 

 

Le rôle de l‘IL-15 dans l‘infection par le VIH est complexe car l‘IL-15 exerce deux 

actions paradoxales pour les patients infectés. L‘IL-15 active la réplication du virus tout en 

stimulant les fonctions immunitaires contre le virus (Fehniger et al. 2001 ; Mastroianni et 

al. 2004). En effet l‘IL-15 restaure la fonction cytotoxique et la sécrétion d‘IL-12 des 

cellules NK des patients (Chehimi et al. 1997 ; Lin et al. 1998). De plus, l‘IL-15, en 

synergie avec l‘IL-12, permet la production de différentes chimiokines (MIP-1, MIP-1 

et RANTES) par les cellules NK et inhibe l‘infection in vitro (Fehniger et al. 1998). Ces 

chimiokines sont sécrétées par les lymphocytes T CD8
+
 et bloquent le tropisme du VIH 

pour les monocytes/macrophages (Cocchi et al. 1995). De plus, ces chimiokines entrent en 

compétition avec la gp120 du VIH, et diminuent l‘expression du récepteur CCR-5, 

impliqué dans l‘entrée du virus dans les cellules (Samson et al. 1996 ; Dragic et al. 1998).  

La production d‘IL-15 est défectueuse chez les patients infectés par le VIH. Une 

forte expression d‘IL-15 dans les séra est corrélée avec une meilleure réponse à la thérapie 

(Amicosante et al. 2003). Une différence significative quant à la production d‘IL-15 par les 

cellules mononuclées du sang en réponse à différents antigènes a été observée entre les 

patients non traités et ceux ayant un traitement antirétroviral HAART « highly active 

antiretroviral therapy » (d'Ettorre et al. 2002). Les cellules CD8
+
 spécifiques du VIH et les 

cellules NK jouent un rôle important dans la réponse immunitaire pendant l‘infection virale 

(Kottilil et al. 2003). Pour les individus infectés par le VIH, le traitement ex vivo par l‘IL-

15 active les fonctions des neutrophiles (Mastroianni et al. 2000), augmente la survie et la 

fonction des cellules NK (Naora et al. 1999) et assure l‘expansion des lymphocytes T 

spécifique du VIH (Fehniger et al. 2001). L‘IL-15 est importante pour maintenir le pool de 

lymphocytes T CD8
+
 mémoires (Mueller et al. 2003 ; Mueller et al. 2003). Ces cellules 

sont sensibles à l‘apoptose induite par Fas (CD95). L‘IL-15 augmente leur survie, par un 

mécanisme qui ferait intervenir une augmentation du taux de Bcl-2 intracellulaire 

(Zaunders et al. 2003). L‘IL-15 active la survie à long terme et les fonctions effectrices des 

cellules T CD8
+
 spécifiques du VIH en augmentant la cytotoxicité et la production d‘IFN 

ex vivo (Mueller et al. 2003). Des études révèlent que l‘IL-15 est la cytokine la plus 
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efficace par rapport à l‘IL-2 et l‘IL-7, pour augmenter la réponse des cellules CD8
+
 

spécifiques du gag-VIH. L‘IL-15, en synergie avec l‘IL-21, régule positivement la 

production d‘IFN dans les cellules T et NK (Strengell et al. 2003).  

 

2.  Autres virus 

 

La transcription et la sécrétion d‘IL-15 par les monocytes et les cellules NK est 

augmentée après infection in vitro de PBMC humains par le HHV-6 (« Human Herpes 

Virus typ-6 »), HHV-7, HSV-1 (« Herpes Simplex Virus type-1 ») ou l‘EBV (« Epstein-

Barr Virus »). L‘IL-15 limite ainsi l‘expansion virale en activant la cytotoxicité et la 

sécrétion de l‘IFN des cellules NK. Des observations in vivo décrivent une augmentation 

de la sécrétion d‘IL-15 lors de l‘infection par le virus de l‘hépatite C (Fehniger et al. 2001). 

 

B. Les infections microbiennes 

 

L'expression d'IL-15 est augmentée suite aux infections par Burkholderia 

pseudomallei, le Bacille de Calmette-Guérin (BCG) ou Mycobacterium tuberculosis 

(Doherty et al. 1996). La surexpression d'IL-15, in vivo, active la réponse immunitaire 

cytotoxique des cellules T et NK, et protège contre l'infection par le BCG. L'IL-15 a un 

rôle protecteur, également, contre l'infection par Toxoplasma gondii (Khan et al. 2002). De 

plus, l'administration d'IL-15 avant une infection par Plasmodium falciparum, augmente la 

défense immunitaire de l'hôte en favorisant l'élimination du pathogène par activation et 

prolifération des lymphocytes T (Elloso et al. 1998). Ces derniers interviennent 

également dans la protection contre Salmonella cholerasuis ( Nishimura et al. 1996). Lors 

de l'infection par Listeria monocytogenes, les cellules épithéliales intestinales produisent 

de l'IL-15 qui va agir sur la prolifération et la sécrétion cytokinique des IELs CD8 

(Yajima et al. 2001). L'IL-15, lors de cette infection, va également induire une forte 

sécrétion d'IFN par les lymphocytes T CD8
+
 mémoires. L'infection des monocytes par 

Mycobacterium leprae provoque une réponse cellulaire T dépendant de la sécrétion d'IL-

15 (Jullien et al. 1997). Enfin, l'IL-15 montre une action anti-microbienne contre 

Crytococus neoformans (Mody et al. 1998).et Candida albicans (Vazquez et al. 1998). 
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C. Les maladies inflammatoires 

 

1. La polyarthrite rhumatoïde 

 

La polyarthrite rhumatoïde est une maladie inflammatoire affectant les jonctions 

osseuses périphériques, caractérisée par une hyperplasie de la membrane synoviale et par 

une infiltration de cellules immunitaires au niveau des liquides synoviaux. Au cours de 

cette maladie, on observe des taux élevés de cytokines proinflammatoires dans les fluides 

articulaires. L‘IL-15 est détectée dans les fluides synoviaux (McInnes et al. 1996 ; 

McInnes et al. 1997) et est exprimée par les cellules de la membrane synoviale et 

augmente la prolifération des cellules T CD4+ chez les patients atteints de la forme active 

de la maladie (McInnes et al. 1996). In vitro, l‘IL-15 induit sélectivement les cellules 

CD57(+) CD28(-) CD4(+) qui provoque la production de TNF- par les monocytes 

(Yamada et al. 2007). 

L‘IL-15 est également produite par les synoviocytes de type fibroblastique (Harada 

et al. 1999) qui maintiennent ainsi leur taux d‘expression de Bcl-2 et Bcl-XL impliqués 

dans la survie cellulaire (Kurowska et al. 2002). L‘IL-15 des liquides synoviaux permet la 

migration des lymphocytes T vers les membranes synoviales ainsi que leur activation et la 

production de TNF par ces cellules (McInnes et al. 1996 ; McInnes et al. 1997). L‘IL-15 

induit également l‘expression du CD40L, par les lymphocytes T synoviaux (Mottonen et 

al. 2000), qui va interagir avec le CD40 des monocytes qui vont sécréter des cytokines de 

type Th1 (Avice et al. 1998). L‘IL-15 provoque la sécrétion d‘IL-17 qui est impliquée dans 

la résorption ostéoclastique par les PBMC lors de la maladie (Kotake et al. 1999 ; 

Ziolkowska et al. 2000).  

 

2. Les maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin 

 

Les maladies inflammatoires chroniques de l‘intestin regroupent la maladie de 

Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique (RCH), caractérisées par des désordres gastro-

intestinaux et extra-intestinaux. On détecte un pourcentage de PBMC sécrétant de l‘IL-15 

plus élevé chez les patients atteints de RCH ou de la forme aigue de la MC par rapport aux 

sujets sains ou aux patients atteints d‘une forme plus modérée de la MC (Kirman et al. 
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1996). L‘IL-15 serait produite par les macrophages et les cellules épithéliales de la 

muqueuse rectale (Sakai et al. 1998 ; Liu et al. 2000). La surexpression d‘IL-15 au niveau 

de la lamina propria provoquerait une expansion locale des cellules NK-T participant à 

l‘inflammation pathologique (Ohta et al. 2002). De plus, l‘IL-15 de la muqueuse 

intestinale permet l‘activation des lymphocytes T qui, par interaction CD40/CD40L, induit 

les monocytes à produire du TNF et de l‘IL-12 par les monocytes (Liu et al. 2000). Un 

blocage de l‘IL-15 aggrave les dommages épithéliaux dans le modèle murin de colite 

induit par le sulfate de sodium dextran (DSS) en augmentant l‘apoptose et la sécrétion 

d‘IL-6, de TNF et d‘IFN. Dans le modèle de souris avec une immunodéficience sévère, 

(SCID), la neutralisation de l‘IL-15 réduit l‘inflammation et la production de cytokine pro 

inflammatoire (Obermeier et al. 2006). 

 

3. Les autres pathologies inflammatoires 

 

L‘expression d‘IL-15 est augmentée dans d‘autres pathologies inflammatoires 

comme la sarcoïdose. C‘est une maladie qui affecte principalement les poumons. Des taux 

élevés d‘IL-15 sont retrouvés dans les macrophages isolés à partir de lavages bronchio-

alvéolaires de patients atteints de sarcoïdose active (Agostini et al. 1996 ; Zissel et al. 

2000). L‘IL-15 induirait la prolifération de lymphocytes T CD4
+
 pulmonaires (Agostini et 

al. 1996 ; Agostini et al. 1999). L‘IL-15 jouerait un rôle au niveau des lésions épithéliales 

chez les patients atteints de la maladie coeliaque (Di Sabatino et al. 2005).  L‘IL-15 

intervient également dans diverses inflammations hépatiques chroniques (Kakumu et al. 

1997), maladies autoimmunes de la thyroïde (Ajjan et al. 1997), sclérose en plaques 

(Pashenkov et al. 1999), formation de cicatrices hypertrophiques (Castagnoli et al. 1999), 

pemphigoïdes bulleuses (Ameglio et al. 1999). 

D. Les maladies immunes et auto-immunes 

 

1. Le rejet de greffes 

 

L‘IL-15 pourrait jouer un rôle important dans le rejet de greffe allogénique. Ce 

phénomène inflammatoire est caractérisé par l‘infiltration et l‘activation de cellules 

immunitaires dans l‘organe transplanté. Le taux de transcrits d‘IL-15 est augmenté au 

cours du rejet de greffes rénales (Pavlakis et al. 1996). L‘IL-15 serait donc impliquée dans 
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le rejet de greffe rénale (Li et al. 1998 ; Baan et al. 2002) mais également d‘îlots 

pancréatiques (Ferrari-Lacraz et al. 2001 ; Ferrari-Lacraz et al. 2002). Les ARNm de l‘IL-

15 ont aussi été détectés lors de la transplantation hépatique (Baan et al. 1998). Les rejets 

de greffes cardiaques et hépatiques font intervenir les lymphocytes T circulants (Baan et al. 

2000) et agissent en réponse à l‘IL-15 produite par les macrophages CD68
+
 infiltrés dans le 

transplant (Baan et al. 1999). 

 

2. Le lupus érythémateux 

 

Le lupus érythémateux disséminé (SLE) est caractérisé par des dépôts de 

complexes immuns et par la présence d‘une inflammation qui cause la destruction des 

tissus, principalement de la peau, des reins, des vaisseaux sanguins et du système nerveux 

central (Mok et al. 2003). Une forte concentration d‘IL-15 est corrélée avec l‘expression 

de Bcl-2 et CD25 dans les lymphocytes issus de patients (Aringer et al. 2001). L‘IFN 

associé au LPS induit la synthèse et l‘augmentation de l‘IL-15 membranaire et sécrétée par 

les monocytes des patients atteints de lupus en phase active (Baranda et al. 2005). De plus, 

l‘IL-15 membranaire semble être augmenté à la surface des cellules T et B de souris 

atteinte de SLE (Bo et al. 2009) 

 

3. Autres maladies auto-immunes 

 

La concentration d‘IL-15 est augmentée dans le sérum de patients atteints de 

diabète de type I (diabetes mellitus) et corrèle avec un contrôle métabolique à long terme 

(Kuczynski et al. 2005). Le psoriasis est une inflammation chronique, hyperproliférative de 

la peau et se caractérise par une hyperplasie épidermique et une infiltration des monocytes 

et des lymphocytes T (Schön et al. 2005). L‘IL-15 est augmentée dans les kératinocytes et 

dans la synovie (McInnes et al. 2005). 

E. Hypertension et arthérosclérose 

 

Une surexpression de l‘ARNm de l‘IL-15 a été observée dans les fibrolipides des 

plaques d‘arthérosclérose des souris ApoE déficientes (Wuttge et al. 2001). Dans ce cas, la 

principale source d‘IL-15 serait les macrophages infiltrés qui recruteraient les lymphocytes 

T sur le site des lésions (Houtkamp et al. 2001). De plus, l‘IL-15 est fortement augmentée 
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chez les patients présentant une hypertension essentielle avec des dommages sévères. Cette 

surexpression systémique est reliée à la maladie cardiovasculaire (Kaibe et al. 2005). 

F. Maladies musculaires 

 

L‘inflammation stimule la production d‘IL-15 des cellules musculaires dans la 

polymyosite et la dermatomyosite et l‘IL-15 peut contribuer à l‘immunopathogénèse en 

recrutant et en activant les cellules T (Sugiura et al. 2002). L‘administration d‘IL-15 

protège le muscle de la dégénération dans un modèle murin de la myopathie de Duchenne 

(Harcourt et al. 2005) 

G.  Les cancers 

 

Les propriétés anti apoptotique de l‘IL-15 suggèrent un rôle de cette cytokine dans 

la propagation des tumeurs, de leur expansion et des métastases. L‘IL-15 intervient dans la 

leucémie lymphocytaire T de l‘adulte. L‘infection des lymphocytes T par le virus HTLV-1 

est susceptible d‘entraîner une leucémie lymphocytaire T de l‘adulte (ATL, « Adulte T cell 

Leukemia »). Cette maladie est caractérisée, dans sa phase précoce, par une prolifération 

anormale des lymphocytes T dépendante d‘une boucle autocrine d‘IL-2 (Maeda et al. 1987 

; Yodoi et al. 1987). Les phases tardives de la maladie font intervenir les facteurs de 

transduction JAK1 et 3, et STAT3 et 5 (Xu et al. 1995 ; Takemoto et al. 1997) en 

l‘absence d‘IL-2, suggérant un possible rôle de l‘IL-15 dans la prolifération des 

lymphocytes T qui expriment en outre la chaîne IL-15R (Yamada et al. 1998). De plus, la 

protéine Tax du virus HTLV-1 présente une activité transactivatrice de la transcription de 

l‘IL-15 (Azimi et al. 1998) et de l‘IL-15R (Mariner et al. 2001 ; Mariner et al. 2002), 

suggérant qu‘une boucle autocrine d‘IL-15 pourrait être impliquée dans la prolifération des 

lymphocytes T.  

L‘IL-15 est également impliquée dans la paraparésie spasmodique tropicale et les 

lymphomes cutanés T épidermotropes. La paraparésie spasmodique tropicale (TSP, 

« Tropical Spastic Paraparesis », ou HAM, « HTLV-1 Associated Myelopathy ») est une 

pathologie neurologique touchant la gaine de myéline. Les lymphocytes T infectés par le 

HTLV-1 prolifèrent spontanément par des boucles autocrines IL-2 et IL-15 (Azimi et al. 

1999 ; Azimi et al. 2000). De plus, l‘IL-15 exerce une action anti-apoptotique pour les 

lymphocytes T CD8
+
 infectés (Azimi et al. 2001). Les lymphomes cutanés T 
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épidermotropes (LCTE) regroupent les Mycosis Fongoïdes (MF), les Syndromes de Sézary 

(SS), et d‘autres lymphomes T périphériques survenant primitivement au niveau de la 

peau. La protéine IL-15 est détectée dans les MF et les SS (Dobbeling  et al. 1998 ; Leroy 

et al. 2001) et pourrait agir de façon autocrine/paracrine (Dobbeling et al. 1998). L‘IL-15 

et l‘IL-17 prolongent la survie des LCTE (Dobbeling et al. 1998) en augmentant 

l‘expression de Bcl-2 (Qin et al. 2001), et agissent aussi sur le cycle cellulaire (Qin et al. 

1999). De plus, les souris transgéniques surexprimant l‘IL-15 développent des infiltrats 

épidermiques lymphocytaires (Fehniger et al. 2001). 

Enfin, la leucémie à grands lymphocytes à grains, les leucémies lymphocytaires B 

et les myélomes font intervenir le système IL-15. La leucémie à grands lymphocytes à 

grains (LGL ou LGLLD, « Large Granular Lymphocytes Lymphoproliferative Disorder ») 

est associée à une forte expansion en lymphocytes T et cellules NK. Ces cellules expriment 

les trois chaînes réceptrices IL-15R, IL-2R et c, et prolifèrent en réponse à l‘IL-15 

(Zambello et al. 1997). Des souris transgéniques surexprimant l‘IL-15 présentent une 

expansion notable des lymphocytes T CD8
+
CD44

high
 et des cellules NK, et développent 

une leucémie lymphocytaire létale, similaire à la LGL (Fehniger et al. 2001). Ainsi, la sur-

activation des cellules par l‘IL-15 pourrait induire une maladie lymphocytaire chronique et 

induire une transformation maligne des lymphocytes. L‘IL-15 a une action proliférative in 

vitro dans les leucémies lymphocytaires B et à tricholeucocytes (Trentin et al. 1996). De 

plus, l‘IL-15 assure la prolifération de la lignée leucémique myéloïde aigue MO7e 

(Meazza et al. 1998), et la lignée leucémique myéloïde K-562 exprime les trois chaînes IL-

15R, IL-2R et c (Anderson et al. 1995). Chez les patients atteints de myélome multiple, 

les plasmocytes malins expriment également les trois chaînes réceptrices de l‘IL-15. L‘IL-

15 jouerait un rôle dans la propagation tumorale (Tinhofer et al. 2000).  

L‘IL-15 pourrait jouer un rôle dans le développement des mélanomes. En effet, les 

rayonnements UV provoquent une augmentation de la transcription de l‘IL-15 par les 

kératinocytes (Mohamadzadeh et al. 1995). De plus, les transcrits de l‘IL-15 et de la chaîne 

IL-15R ont été détectés dans certaines lignées de mélanomes (Doucet et al. 1997 ; 

Barzegar et al. 1998). L‘IL-15 induit le développement de mélanomes plus agressifs in 

vivo. L‘IL-15 produite par ces lignées diminuerait l‘expression membranaire du HLA de 

classe I, ce qui permettrait l‘échappement des tumeurs vis-à-vis du système immunitaire 

(Gilboa et al. 1999).  
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Les messagers de l‘IL-15 sont retrouvés dans de nombreuses tumeurs solides 

comme les sarcomes d‘Ewing, les ostéosarcomes, les rhabdomyosarcomes, les 

glioblastomes, les neuroblastomes et les mésothéliomes. Les lignées issues de carcinome 

rénal ou cervical, de rétinoblastome, de gliome, de tératocarcinome, ou issues de cancer du 

poumon à petites cellules ou de cancer colorectal expriment les messagers de l‘IL-15. Les 

rhabdomyosarcomes sécrètent l‘IL-15 et expriment les récepteurs membranaires. Certains 

gliomes et glioblastomes expriment également les transcrits de la chaîne IL-15R 

(Fehniger et al. 2001).  
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Figure 20 : IL-15 et pathologies 
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VIII. Le système IL-15 en thérapie 
 

L‘IL-15 est une cytokine pléïotrope qui gouverne la prolifération, la survie, les 

activités sécrétrices et la différenciation de nombreux types cellulaires. Le système IL-15 

est un biorégulateur qui ne sert pas seulement dans l‘immunité innée mais qui module 

également une réponse adaptative sélective et de ce fait lie l‘inné à l‘acquis. La détection 

du complexe IL-15/IL-15R dans les surnageants et les membranes cellulaires suggère que 

non seulement la transduction du signal mais aussi la stabilisation, la compartimentation et 

la régulation de cette cytokine dépend de son récepteur . Une caractéristique intéressante 

de l‘IL-15, qui contraste avec l‘IL-2, est la diversité d‘utilisation de ses chaînes réceptrices 

(IL-2/15Rβ, IL-15R, C et IL-15RX) qui dépend non seulement du type cellulaire mais 

aussi de l‘état d‘activation de la cellule.  

Cette variété d‘utilisation représente un important potentiel thérapeutique qui 

nécessite une bonne compréhension du système pour élaborer des stratégies ciblant le 

système IL-15/IL-15R. Une stimulation ou une inhibition peut être obtenue en ciblant 

l‘activité de la cytokine. En ciblant la chaîne privée de l‘IL-15, il est possible d‘obtenir un 

effet beaucoup plus spécifique sur le type de cellule ou le niveau de maturation cellulaire 

(Waldmann et al. 2004 ; Signore et al. 2003 ; Amlong et al. 2006). Une administration 

systémique d‘antagoniste de l‘IL-15 comme des anticorps contre l‘IL-15, ou contre les 

sous-unités réceptrices de l‘IL-15, de sIL-15R ou de la protéine de fusion sIL-15R/Fc 

(Ferrari-Lacraz et al. 2001 ; Ferrari-Lacraz et al. 2004) permet une manipulation de 

l‘activité de l‘IL-15 in vivo.  

Par exemple, l'administration de la chaîne sIL-15R recombinante diminue 

fortement l'arthrite induite par le collagène (Ruchatz et al. 1998), retarde le rejet de greffe 

cardiaque (Smith et al. 2000), réduit l'inflammation aigue, inhibe la prolifération 

lymphocytaire T (Wei et al. 2001) et prévient de l'induction d'une inflammation de type 

allergique au niveau des bronches (Ruckert et al. 2005). Le sIL-15R bloque également 

l'IL-15 endogène dans des modèles anti-tumoraux (Gri et al. 2002) et antimicrobiens 

(Khan et al. 2002).  

Un autre exemple d‘antagoniste de l‘IL-15 est réalisé en mutant la Q108 en C-

terminal de l'IL-15 (Kim et al. 1998) et en couplant l‘IL-15 au Fc2a. Cette protéine de 

fusion mutante (CRB-15) diminue le rejet d'allogreffes de cellules des îlots pancréatiques 
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d'allogreffe chez la souris (Ferrari-Lacraz et al. 2001 ; Ferrari-Lacraz et al. 2002) et 

prévient le développement de l‘arthrite induite par le collagène dans des modèles murins. 

Des anticorps contre l'IL-15 ont été utilisés efficacement dans différents modèles de 

maladies autoimmunes dont le psoriasis (Villadsen et al. 2003). De tels anticorps sont 

également efficaces chez des patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (Baslund et al. 

2005).  

De la même manière, l‘administration d‘agoniste de l‘IL-15 comme la protéine de 

fusion IL-15/Fc, l‘ADNc de l‘IL-15 ou l‘IL-15 elle-même ont été testé comme adjuvant 

dans des thérapies anti-tumorales (Sun et al. 2006). L‘IL-15 semble même être un très bon 

sinon le meilleur candidat pour les thérapies anti-cancéreuses (Cheever et al. 2008). 

L'administration d'IL-15 aux souris, moins toxique que l'IL-2 (Katsanis et al. 1996), 

accroît l'activité anti-tumorale après transplantation syngénique de la moelle osseuse, en 

favorisant la reconstitution et la fonction des cellules NK, NK-T et CD8
+
. De plus, 

l'administration d'IL-15 peut augmenter les réponses T antigène-spécifiques après le 

transfert de lymphocytes T provenant d'une souris transgénique pour le TCR où les cellules 

T CD8
+
 reconnaissent l'antigène de mélanome gp100. L'IL-15 pourrait être utilisée comme 

un adjuvant potentiel pour la thérapie cellulaire et les diverses stratégies de vaccination 

(Alpdogan et al. 2005). 

L'aptitude des récepteurs solubles à spécifiquement lier et inhiber l'effet biologique 

de leur cytokine est à la base de l'intérêt porté pour leur utilisation en thérapie, avec 

cependant des avantages et des inconvénients. 

L'avantage certain de l'utilisation des récepteurs solubles par rapport à d'autres 

médicaments est leur haute spécificité, permettant de ne pas affecter les autres cytokines. 

Cette thérapie par récepteur soluble permet de mieux préserver l'immunocompétence de 

l'hôte contrairement aux médicaments immunosuppressifs peu spécifiques. Un autre 

avantage présenté par la majorité des récepteurs solubles est leur forte affinité pour leur 

ligand, faisant d'eux de puissants inhibiteurs. Comme les récepteurs solubles naturels 

dérivent de molécules endogènes, ils ne sont pas immunogènes, ce qui évite le 

développement d'une réponse humorale par l'hôte. De plus, les récepteurs solubles sont 

faiblement toxiques pour l'organisme (Fernandez-Botran et al. 2002). 

Les récepteurs montrent tout de même certaines limites quant à leur utilisation 

comme agents immunothérapeutiques. Les cytokines sont impliquées dans de nombreuses 

manifestations pathologiques dans différents types de maladies, et leur production et leur 

sécrétion sont souvent la résultante de causes sous-jacentes. Donc, les récepteurs solubles 
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ne vont pas nécessairement agir à la source de la maladie. Les récepteurs solubles 

présentent, également, une demie vie courte de l'ordre de quelques heures (Jacobs et al. 

1991). Pour pallier ce problème, des protéines de fusion ont été construites entre le 

récepteur et la partie Fc d'une immunoglobuline ou par l'addition de molécules de PEG 

("Polyéthylène Glycol") (Kurschner et al. 1992 ; Mohler et al. 1993 ; Richter et al. 1999). 

De plus, à cause de leur nature protéique, les récepteurs solubles sont les cibles de 

nombreuses protéases et nécessitent des conditions de stockage spéciales et ne peuvent pas 

être administrés oralement. Enfin, une limite supplémentaire est la dissociation du 

complexe cytokine/récepteur surtout si le récepteur soluble n'est pas en concentration 

suffisante. Les cytokines elles-mêmes présentent des limites, par exemple, l'IL-15 est 

capable d'aggraver la GVHD ("Graft vs. Host Diseases"), ainsi l'administration d'IL-15 au 

receveur ne doit avoir lieu qu'après déplétion de la moelle osseuse en lymphocytes T. De 

plus l'administration d'IL-15 peut augmenter l'activité GVL ("Graft vs. Leukemia") 

(Alpdogan et al. 2005). 

 

Cytokine specificity is conferred by private alpha chains. IL-15R exists as a soluble form 

shed from the membrane-bound form. In this study, we identify molecular basis wich 

gouverne antagonistic effect or agonist effect of the sIL-15R. This work shows that sIL-

15R  is implicated in pathologies like cancer or inflammatory diseases and could lead to 

therapeutic applications. 
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AVANT PROPOS 

 

 Cette étude est scindée en quatre parties incluant trois articles, l'un publié dans le 

Journal of Molecular Biology, le second soumis à American Journal of Gastroenterology 

et le troisième publié dans Cancer Research. 

 

Dans la première étude, nous avons étudié le complexe IL-15/sIL-15Rα d‘un point 

de vue structural et fonctionel in vitro et mis en évidence le rôle du domaine codé par 

l‘exon 3 situé en C-terminal du domaine sushi du sIL-15R. Celui-ci est indispensable à la 

fonction antagoniste du sIL-15R et stabilise le complexe IL-15/sIL-15R en diminuant sa 

constante de dissociation (Article I). 

La mise en évidence au laboratoire du récepteur soluble, sIL-15R, grâce à une 

technique de RIA sensible, avec une limite de détection de 1 pM ainsi que notre 

compréhension des différents rôles du sIL-15Rα nous ont amené à doser l’IL-15, le sIL-

15Rα et le complexe IL-15/sIL-15Rα dans différents contextes pathologiques pour évaluer 

leurs rôles à la fois dans un contexte physiologique, dit "normal" et dans différentes 

situations pathologiques (degré d'évolution, réponse à différents traitements). Dans ce but, 

un premier anticorps polyclonal (AF247, R&D) est utilisé afin de piéger le sIL-15R 

présent dans les surnageants ou les liquides biologiques. Le second anticorps monoclonal 

(M161, Medarex) est radiomarqué à l'
125

I et sert à la révélation. Le M161 réagit avec un 

épitope de l'IL-15R impliqué dans l'interaction avec l'IL-15 en bloquant sa liaison. Ainsi, 

ce RIA ne permet la détection que du sIL-15R "libre", non lié à une molécule d'IL-15. 

Deux autres types de RIA ont été mis au point. Le premier permet la détection de l’IL-15 

capturée par un anticorps monoclonal (Mab247, R&D) dont l’épitope se situe dans 

l’interface avec la chaîne c, et révélée par un anticorps monoclonal BE-29 radiomarqué à 

l’
125

I dont l’épitope se situe dans l’interface avec la chaîne IL-15R. Néanmoins, cet 

anticorps n’inhibe pas complètement la liaison de l’IL-15 à sa chaîne , n’excluant pas 

qu’une très faible partie de l’IL-15 détectée soit sous forme complexée. Enfin, le dernier 

test RIA permet la détection du complexe formé d'une molécule d'IL-15 avec une molécule 

de sIL-15R. Ce complexe est capturé par l’anti IL-15R (AF247) et révélé par un anti IL-

15 (BE-29) radiomarqué à l’
125

I (Figure 21). 
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Le système IL-15 est fortement régulé et est impliqué dans certaines pathologies. 

Dans la seconde partie de ce travail, nous nous sommes intéressés, en particulier, à la 

maladie de Crohn (MC), une maladie inflammatoire de l'intestin. Au cours de cette étude, 

nous avons mis en évidence une élévation du sIL-15R associé à une diminution de l‘IL-

15 et une augmentation du complexe IL-15/sIL-15Rα in vivo dans le sérum des patients 

atteints de MC répondeurs au traitement par anticorps anti-TNF (Rémicade
®

). Nous 

avons montré que l‘Infliximab (Rémicade
®

) induit le clivage de l‘IL-15R membranaire 

des cellules de la muqueuse intestinale. Ce sIL-15R capte l‘IL-15 libre impliquée dans 

l‘inflammation. L‘IL-15 ainsi que le sIL-15R sont absents du sérum des patients 

réfractaires au traitement ce qui fait de ce système un excellent biomarqueur quant à la 

réponse à l‘Infliximab (Article II). 

Nous avons ensuite étudié le sIL-15R dans d‘autres contextes pathologiques et 

plus particulièrement dans les cancers. Nous avons montré que la concentration sérique de 

sIL-15R de patients atteints de cancer de la tête et du cou est un facteur de mauvais 

pronostic en terme de survie. En effet, nous avons montré que la cellule tumorale 

produisait le sIL-15R par clivage protéolytique de la forme membranaire de l‘IL-15R 

par ADAM17. Le sIL-15R agit alors comme agoniste de l‘IL-15 favorisant le contexte 

inflammatoire et donc la progression tumorale (Article III). Nous avons évalué si ce 

mécanisme d‘évasion immunitaire peut s‘étendre à d‘autres types de cancers comme le 

cancer de la prostate.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Figure 21 : Les différents RIAs de détection du sIL-15Rα, de l’IL-15 et du complexe 

Les sensibilités des différents RIAs sont, respectivement, de 1 pM, 2 pM et 4 pM. (Ac anti-

IL-15 : B-E29 et MAB247; Ac anti-IL-15Rα : M161 et AF247) 
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I. Rôle du domaine codé par l’exon 3 de l’IL-

15R dans la fonction antagoniste du sIL-15R 
 

A.   Résumé 

 

Nous avons précédemment montré l‘existence d‘une forme soluble de l‘IL-15R 

issue du clivage protéolytique de la forme membranaire par une ou plusieurs 

métalloprotéase dont la TACE. La forme soluble de l‘IL-15R (sIL-15R) exerce un effet 

antagoniste de l‘IL-15 en inhibant la fixation de la cytokine sur son récepteur trimérique 

IL-15R//. A l‘inverse, une forme recombinante du domaine sushi du sIL-15R n‘a pas 

d‘effet antagoniste mais conserve un effet agoniste de l‘IL-15 pour les cellules exprimant 

le récepteur membranaire IL-2/15R/c. De façon à éclaircir les mécanismes moléculaires 

gouvernant la formation du complexe IL-15/sIL-15R et ses propriétés agonistes et 

antagonistes, nous avons comparé les effets biologiques et les propriétés de liaison de 

formes recombinantes de sIL-15R contenant le domaine sushi et différentes parties du 

domaine extracellulaire. Nous avons d‘abord démontré que le domaine du sIL-15R codé 

par l‘exon 3 et plus particulièrement les 13 résidus en N-terminal sont importants en 

addition du domaine sushi pour la stabilisation du complexe IL-15/sIL-15R. Ces 13 

résidus en C-terminal du domaine sushi diminuent la constante de dissociation du 

complexe IL-15/sIL-15R et contribuent à hauteur de 10 à 20 % à l‘énergie libre 

d‘interaction. Nous avons ensuite montré que toutes les formes de sIL-15R contenant le 

domaine sushi sont des agonistes de l‘action de l‘IL-15 pour les cellules exprimant le 

récepteur IL-2/15R/ en augmentant la liaison de l‘IL-15 sur ce récepteur. L‘effet 

agoniste des différentes formes de sIL-15R est proportionnel à leurs affinités respectives 

pour l‘IL-15. Nous avons également déterminé que les 13 résidus en C-terminal du 

domaine sushi sont indispensables à l‘effet antagoniste dans un contexte IL-15R//. Ces 

13 résidus créent un encombrement stérique gênant la liaison du complexe IL-15/sIL-15R 

au récepteur membranaire IL-15R//. Dans le cas d‘une molécule de fusion entre l‘IL-15 

et le domaine sushi du sIL-15R contenant les 13 acides aminés (RLI), l‘encombrement 

stérique initialement observé pourraît disparaître du fait d‘un changement conformationnel 

dû à la présence d‘un « linker » liant covalemment l‘extrémité N-terminale de l‘IL-15 à 
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l‘extrémité C-terminale du sIL-15R. Le RLI peut alors lier et activer à la fois le récepteur 

dimérique IL-15R/ et le récepteur trimérique IL-15R//. Le RLI induit alors un signal 

équivalent à celui de l‘IL-15 seule dans un contexte α// mais est 50 à 100 fois plus 

efficace que l‘IL-15 seule dans un contexte /.  

 

B.   Introduction 

 

L'IL-2 et IL-15 sont deux cytokines proches ayant des effets biologiques similaires 

in vitro. Cette redondance s'explique par le fait qu'elle possèdent des chaînes réceptrices 

transductrices communes, IL-2R et c (Giri et al. 1995). Leur spécificité est conférée par 

leur chaîne  privée. Le récepteur dimérique composé des chaînes IL-2/15Rβ et c possède 

une faible affinité pour l‘IL-2 ou l‘IL-15 et peut être activé par des concentrations en 

cytokine de l‘ordre du nanomolaire. La présence de la chaîne privative α (IL-2Rα ou IL-

15Rα) confère une forte affinité aux récepteurs qui peuvent alors être activés par des 

concentrations de l‘ordre du picomolaire (Anderson et al. 1995). 

Contrairement à l‘IL-2 qui permet l‘expansion des cellules T activées, l‘IL-15 est 

importante pour le développement des cellules NK, l‘initiation de la division des cellules T 

et la survie des cellules T mémoire (Lodolce et al. 2001 ; Li et al. 2001). L‘IL-15 peut 

également être exprimé de façon coordonnée avec l‘IL-15Rα par les cellules présentatrices 

d‘antigènes (monocytes et cellules dendritiques), et être présenté en trans aux cellules 

voisines comme les cellules NK ou les CD8
+
 exprimant l‘IL-15Rβ/γc (Dubois et al. 2002). 

La transprésentation de l‘IL-15 apparaît comme le mécanisme dominant pour l‘action de 

l‘IL-15 in vivo (Burket et al. 2003 ; Schluns et al. 2005) et joue un rôle dans 

l‘immunosurveillance tumorale (Kobayashi et al. 2005). 

 L‘IL-15Rα possède en N-terminal un domaine « sushi » responsable de la liaison à 

la cytokine (Norman et al. 1991). Comme pour l‘IL-2, une forme soluble de l‘IL-15Rα 

générée par coupure protéolytique de la forme membranaire impliquant une ou plusieurs 

métalloprotéase a été décrite (Mortier et al. 2004). Le récepteur soluble de l‘IL-15 (sIL-

15Rα) possède une forte affinité pour l‘IL-15 et inhibe la prolifération induite par l‘IL-15 

sur des cellules exprimant les trois chaînes réceptrices. Le domaine sushi, quant à lui, lie 

également l‘IL-15 avec une forte affinité et inhibe la liaison de la cytokine avec sa chaîne α 

isolée mais est incapable de bloquer la prolifération médiée par le récepteur trimérique. Le 
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domaine sushi est également capable de transprésenter l‘IL-15 et ainsi d‘augmenter la 

liaison de l‘IL-15 à son récepteur IL-15Rβ/γc et l‘activité biologique correspondante. 

Le but initial de mon sujet de thèse était de comprendre les mécanismes 

moléculaires gouvernant la formation et l‘activité du complexe IL-15/sIL-15Rα. En 

particulier de comprendre le rôle joué par le domaine situé en C-terminal du domaine sushi 

formant une boucle flexible et pouvant influencer la formation et l‘activité de cette 

molécule régulatrice importante et efficace (Figure 22). 

 

C.  Résultats 

 

Nos travaux ont effectivement conduit à l‘identification d‘une zone formée d‘une 

boucle flexible impliquée dans la fonction antagoniste du sIL-15R. Nous avons comparé 

quatre formes du sIL-15R générées sous forme recombinante en baculovirus : la forme 

totale du récepteur soluble (sIL-15R), le domaine sushi seul (sIL-15R-sushi), le 

domaine sushi allongé des treize premiers résidus codés par l‘exon 3 (sIL-15R-sushi+) et 

le sIL-15R délété de l‘exon 3 (sIL-15R3). Les quatre formes du sIL-15R sont capables 

de lier l‘IL-15 et d‘inhiber la liaison de celle-ci à l‘IL-15R membranaire exprimé par les 

cellules TF-1 (lignée erythroleucémique). Nous avons étudié les paramètres 

thermodynamiques de la formation du complexe entre l‘IL-15 et les différentes formes de 

sIL-15R par résonance plasmonique de surface (Biacore). Nous avons ainsi pu montrer 

que le sIL-15R et le sIL-15R-sushi+ étaient beaucoup plus affins pour l‘IL-15 que le 

sIL-15R-sushi et le sIL-15R3 confirmant ce que nous avions pu observer par les 

expériences d‘inhibition de la liaison de l‘IL-15 à l‘IL-15R par les différentes formes de 

sIL-15R. En effet, le sIL-15R comme le sIL-15R-sushi+ possède une constante 

d‘affinité de l‘ordre de 100 pM alors que le sIL-15R3 et le sIL-15R-sushi de l‘ordre de 

1 et 2 nM respectivement. Ceci nous a permis de mettre en évidence que le domaine, codé 

par l‘exon 3 du sIL-15R, situé en C-terminal du domaine sushi, et plus particulièrement 

les 13 premiers résidus stabilisent le complexe IL-15/sIL-15R en réduisant sa constante 

de dissociation. En effet, le sIL-15R-sushi+ possède une constante de dissociation de 

6.10
-5

 min
-1

 contre 1.10
-3

 min
-1

 pour le sIL-15R-sushi. 

Nous avons ensuite utilisé des cellules kit225 (lignée érythroleucémique) exprimant 

le récepteur trimérique IL-15R//c pour tester la capacité d‘inhibition des différentes 
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formes de sIL-15R dans la prolifération induite par l‘IL-15. De la même manière que ce 

qui à été obtenu par les expériences d‘inhibition de liaison, le sIL-15R inhibe 

complètement la prolifération induite par l‘IL-15 sur ces cellules avec une IC50 de 18 pM. 

En revanche, le sIL-15R-sushi n‘a aucun effet sur la prolifération des kit225 même à une 

concentration de 100 nM. De façon surprenante, l‘addition des 13 premiers résidus du 

domaine codée par l‘exon 3 dans le sIL-15R-sushi+ restore complètement le pouvoir 

inhibiteur du sIL-15R. De plus, l‘absence de l‘exon 3 dans le sIL-15R3 réduit d‘un 

facteur 30 la capacité inhibitrice du récepteur soluble. Grâce à la structure 

cristallographique du complexe IL-15/sIL-15R (Chirifu et al. 2007), nous avons pu 

identifié les résidus Pro67 et His71 du domaine codé par l‘exon 3 comme interagissant 

avec l‘IL-15 au sein du complexe IL-15/sIL-15R-sushi+. Pour comprendre l‘importance 

de ces résidus, deux mutants du sIL-15R (sIL-15P67A et sIL-15RH71A) ont été crées 

et testés comme inhibiteur de la prolifération induite par l‘IL-15 sur les kit225. Bien que le 

sIL-15RH71 montre une activité inhibitrice semblable à celle du sIL-15R, le sIL-

15RP67A, quant à lui, a une capacité inhibitrice fortement réduite. Le sIL-15RP67A 

possède des caractéristiques semblables à celles du sIL-15R3 (Figure 23).  

Nous avons ensuite comparé les différentes formes du sIL-15R dans leur capacité 

à augmenter la liaison de l‘IL-15 sur le récepteur membranaire IL-15R/c. Pour cela, nous 

avons étudié la liaison de l‘IL-15 sur des Mo7e (lignée mégakaryocytaire), exprimant le 

récepteur IL-15R/c, en l‘absence et en présence des différentes formes de sIL-15R. 

Toutes les formes de sIL-15R sont capables d‘augmenter la liaison de l‘IL-15 à son 

récepteur dimérique IL-15R/c ainsi que la prolifération induite par l‘IL-15 sur ce même 

récepteur. Néanmoins, l‘augmentation de la liaison de l‘IL-15 est proportionnelle à 

l‘affinité du récepteur pour la cytokine ainsi que l‘augmentation de la prolifération 

résultante. En effet, le sIL-15R et le sIL-15R-sushi+ décale la courbe de prolifération 

induite par l‘IL-15 sur les Mo7e d‘un facteur 100 et la liaison d‘un facteur 10 alors que le 

sIL-15R3 et le sIL-15R-sushi ne permettent que des gains de 12 et 4 fois en 

prolifération et de 2 en liaison. 

 Enfin, nous avons montré que la molécule de fusion RLI est plus efficace que le 

mélange IL-15/sIL-15R-sushi+ pour augmenter la prolifération des cellules exprimant le 

récepteur IL-15R/c et est capable de lier le récepteur trimérique (Figure 22).  



Résultats 

  

 - 104 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Action des différentes formes de sIL-15R et du RLI 
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Figure 23 : Interaction moléculaires entre l’IL-15 et le sIL-15R 

A. Représentation du complexe IL-15/sIL-15R. B. Site III du complexe IL-15/sIL-15R.  
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D. Article I 

 

The Exon-3-Encoded Domain of IL-15Rα Contributes to 

IL-15 high-affinity binding and is crucial for the  

IL-15 antagonistic effect of soluble IL-15Rα 

 

 

(BOUCHAUD G. et al., (2008) J. Mol. Biol. 382 : 1-12)

Author Contributions : Project planning was performed by G.B and Y.J., experimental work by G.B for in 

vitro analysis, V.S, H.P and Y.B. for production and purification of recombinant proteins, A.Q. for molecular 

modelisation,  data analysis by G.B and manuscript composition by G.B., E.M., A.P., and Y.J.
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II. Le système IL-15 dans la maladie de 

Crohn 
 

A.   Résumé 

 

 Les anti-TNFs comme l‘infliximab (Rémicade®) utilisés en thérapie dans la 

maladie de Crohn se fixent sur le TNF membranaire avec une forte affinité et de façon 

spécifique. Cette fixation initie une voie de signalisation menant, selon les anti-TNFs 

utilisés, à différents effets sur la sécrétion des cytokines et de leurs récepteurs, expliquant, 

en partie, les différences d‘efficacité de ces antagonistes. Nous avons donc étudié l‘effet de 

l‘infliximab sur la sécrétion d‘IL-15, de sIL-15R et de complexe IL-15/sIL-15Rα ainsi 

que l‘expression d‘IL-15R chez des patients atteints de maladie de Crohn (40 patients et 

37 sujets sains). Les taux d‘IL-15, de sIL-15R et de complexe IL-15/sIL-15Rα sérique 

ont été déterminés par RIA et le TNF par essais biologiques. Après traitement par 

l‘infliximab, 32 patients ont été considérés comme répondeurs au traitement et 8 comme 

non répondeurs. La classification s‘est faite selon une diminution du CDAI (Crohn Disease 

Activity Index) de plus de 150 points et une fermeture des fistules. Chez les patients 

répondeurs, avant tout traitement, le taux d‘IL-15 sérique est beaucoup plus élevé que chez 

les non répondeurs ou les sujets sains et diminue au cours du traitement. En revanche, chez 

les non répondeurs le taux d‘IL-15 sérique est très faible et ne varie pas au cours du 

traitement. Les taux de sIL-15R et de complexe IL-15/sIL-15Rα sérique sont plus élevés 

chez les patients que chez les sujets sains et augmentent après traitement par l‘infliximab 

chez les répondeurs. Le dosage du TNF dans le sérum de ces patients nous révèle que 

celui-ci est plus élevé chez les patients que chez les sujets sains. Mais il n‘y a pas de 

différences entre les répondeurs et les non répondeurs avant infusion d‘infliximab et on 

observe une diminution du TNF uniquement chez les répondeurs. In situ, les patients 

atteints de maladie de Crohn surexpriment l‘IL-15Rα au niveau de la membrane des 

cellules épithéliales intestinales. In vitro, l‘infliximab induit la libération de sIL-15Rα dans 

le surnageant de culture des lignées HT-29 et Caco2. Cet effet est augmenté après 

stimulation des cellules par l‘IL-1β ou d‘IFNγ. Aucune sécrétion n‘est observée après 

stimulation par l‘ethanercept (Enbrel®). 
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B.   Introduction 

 

Les thérapies basées sur la neutralisation de cytokines pro inflammatoires sont 

généralement utilisées pour traiter les maladies inflammatoires de l‘intestin. Les anticorps 

monoclonaux anti-TNF sont les plus efficaces et les plus utilisés. L‘infliximab (IFX) fait 

partie de ces anticorps et lie le TNF soluble et membranaire avec une forte affinité et de 

façon spécifique. Bien qu‘il soit efficace dans le traitement de la maladie de Crohn et la 

rectocolite hémorragique, son action anti-inflammatoire n‘est pas complètement élucidée. 

Les anti-TNFs neutralisent le TNF soluble et l‘interaction avec ses récepteurs mais la 

différence d‘efficacité des anticorps suggère que cette neutralisation n‘est pas le 

mécanisme majeur impliqué dans l‘activité anti-inflammatoire. L‘infliximab lie également 

le TNF transmembranaire et bloque l‘interaction avec ses récepteurs ou joue le rôle 

d‘agoniste en initiant une signalisation inverse induisant une activation cellulaire. Les 

voies de signalisation activées par le TNF transmembranaire restent inconnues mais la 

liaison d‘un anti-TNF sur le TNF transmembranaire peut induire l‘activation de 

protéases impliquées dans la sécrétion de cytokines ou le clivage de récepteur 

membranaire. D‘ailleurs, plusieurs études ont montré que tous les anti-TNFs lient le TNF 

transmembranaire et induisent différents effets sur la production de cytokines par une 

signalisation inverse (Nesbitt et al. 2007 ; Kirchner et al. 2004 ; Mitoma et al.2005). 

 L‘IL-15 joue un rôle clé dans l‘activation de l‘immunité innée et dans la réponse 

adaptative, et sa modulation par un anti-TNF peut réguler le processus inflammatoire 

dans la maladie de Crohn. L‘IL-15 est produite par les macrophages activés, les cellules 

dendritiques et les cellules non hématopoïétiques telles que les cellules stromales, les 

fibroblastes et les entérocytes. L‘IL-15 possède des propriétés anti-apoptotiques sur ces 

différents types cellulaires : elle inhibe l‘apoptose induite par le TNF en bloquant le 

recrutement de la protéine adaptatrice TRAF par le TNFR1 dans les fibroblastes ou en 

bloquant l‘apoptose dépendante du ligand Fas (Bulfone-Paus et al.1997 ; Bulfone-Paus et 

al. 1999). 

 L‘IL-15R existe également sous forme soluble générée par un mécanisme de 

clivage protéolytique de la forme membranaire par une ou plusieurs métalloprotéases. La 

forme soluble de l‘IL-15R (sIL-15R) est capable d‘inhiber l‘activité biologique de l‘IL-

15 à de faibles doses sur les cellules exprimant son récepteur de forte affinité IL-15R//c 

(Mortier et al. 2004). Une des métalloprotéases impliquées dans le clivage constitutif et 
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inductible de l‘IL-15R est la TACE responsable du clivage du TNF membranaire 

(Budagian et al. 2004). 

Les rôles de l‘IL-15 et du sIL-15R dans les maladies chroniques de l‘intestin ne 

sont pas clairement définis mais l‘IL-15 est fortement exprimée par les cellules de la 

muqueuse intestinale (Nishiwaki et al. 2005). De plus, les cellules productrices d‘IL-15 

sont plus nombreuses dans la lamina propia des patients atteints de maladie de Crohn ou de 

rectocolite hémorragique que dans celle des sujets sains (Liu et al. 2000). La liaison de 

l‘IL-15 par le sIL-15R aggrave les dommages épithéliaux et augmente l‘inflammation 

dans un modèle murin de colite induite par le DSS alors qu‘elle réduit l‘inflammation et 

l‘infiltrat cellulaire de la muqueuse dans un modèle de souris SCID (Obermeier et al. 

2006). 

Le but de cette étude est d‘évaluer la sécrétion d‘IL-15 et de sIL-15R chez des 

patients atteints d‘une maladie de Crohn active et d‘évaluer la modulation de cette 

sécrétion par l‘infliximab au cours du traitement. Nous évaluerons également ex vivo 

l‘effet de l‘infliximab sur l‘expression cellulaire de l‘IL-15R et de la TACE et in vitro, 

l‘effet de deux anti-TNFs (infliximab et etanercept) sur la sécrétion du sIL-15R. 

 

C.   Résultats 

 

 Dans cette étude, nous avons inclus 40 patients atteints d‘une maladie de Crohn 

active et tous traités par l‘infliximab et 37 sujets sains. Sur les 40 patients, 32 ont répondu 

au traitement, ce qui se traduit par une diminution de leur CDAI (<150) et une fermeture 

des fistules, 8 n‘ont pas répondu au traitement. La valeur du CDAI avant traitement par 

l‘infliximab n‘est pas différente entre les répondeurs et les non répondeurs (245.1 ± 108.2 

versus 245.4 ± 143.2). En revanche, après trois infusions d‘infliximab (5mg/Kg) à la 

semaine 0, la semaine 2 et la semaine 6, la valeur du CDAI a fortement diminué chez les 

répondeurs alors qu‘elle est restée constante chez les non répondeurs (58.9 ± 35.0 versus 

245.1 ± 108.2; P < 0.001). Pour évaluer l‘inflammation chez ces patients, nous avons dosé 

la CRP (C-reactive protein) qui est un marqueur de l‘inflammation ainsi que le TNF. 

Comme pour le CDAI, avant infliximab, les taux de CRP et de TNF ne sont pas différents 

entre les répondeurs et les non répondeurs (41.6 ± 55.9 versus 32.1 ± 32.0 mg/dL) et (20.8 

± 15.8 pM versus 22.1 ± 5.2 pM) respectivement. Après le traitement, le niveau de la CRP 
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et du TNF décroît fortement chez les répondeurs (10.5 ± 13.4 versus 41.6 ± 55.9 mg/dL; P 

< 0.001) et (7.5 ± 10.9 versus 20.8 ± 15.8 pM; P < 0.001) alors qu‘il n‘y a aucune 

différence avant et après traitement chez les non répondeurs. 

 Fort de ces observations, nous avons évalué le taux d‘IL-15, de sIL-15R et de 

complexe IL-15/sIL-15R avant traitement dans les séra des patients et des sujets sains. 

Nous avons mis en évidence que le taux sérique d‘IL-15 est plus élevé chez les patients 

avant traitement que chez les sujets sains (9.2 ± 15.4 versus 1.3 ± 2.4 pM; P < 0.02). Nous 

avons également observé une différence significative du taux d‘IL-15 entre les non 

répondeurs et les répondeurs (11.7 ± 16.8 versus 0.6 ± 1.4 pM; P = 0.01). Nous avons 

également détecté le sIL-15R dans les séra de patients. De façon analogue à l‘IL-15, le 

taux sérique de sIL-15R est significativement plus élevé chez les patients que chez les 

sujets sains avant infusion d‘infliximab (10.9 ± 20.8 versus 0.4 ± 1.7 pM; P < 0.001) et 

chez les répondeurs par rapport aux non répondeurs (12.5 ± 23.4 versus 6.0 ± 7.2 pM). Le 

complexe IL-15/sIL-15R est également plus élévé chez les répondeurs (20.6 ± 23.4 pM) 

que chez les sujets sains (1.3 ± 7 pM) ou les non répondeurs (1.7 ± 2.9 pM). 

 Au cours du traitement par l‘infliximab, les patients qui répondent au traitement 

montrent une diminution de leur taux d‘IL-15 sérique (1.9 pM versus 0.7 pM) en 

association avec une élévation de leur taux de sIL-15R (3.0 pM versus 10.5 pM). En 

revanche, chez les non répondeurs, le taux d‘IL-15 reste inchangé après traitement comme 

leur taux de sIL-15R. De plus, le taux de complexe IL-15/sIL-15R a tendance à 

augmenter au cours du traitement chez les répondeurs (20.6 ± 23.4 pM versus 26 ± 12 

pM). Individuellement, cette évolution (diminution de l‘IL-15 associée à une augmentation 

du sIL-15R et du complexe) est observée dans 59% des cas (19/32). Les autres cas (13) 

présentent une évolution similaire pendant les 2 premières semaines de traitement (9/13) 

ou une absence des composants du sytème IL-15 (4/13). 

 Nous avons par la suite analysé l‘expression de l‘IL-15R par immunohistochimie 

pour localiser in situ sur des biopsies intestinales quels types de cellules expriment l‘IL-

15R. Nous avons mis en évidence une surexpression de l‘IL-15R dans les biopsies 

issues de patients atteints de la maladie de Crohn par rapport aux sujets sains. De plus, 

l‘IL-15R est co-localisé avec la cytokératine exprimée par les cellules épithéliales 

suggérant que l‘IL-15R est majoritairement exprimé par ces cellules. Enfin, nous avons 

également observé une surexpression d‘ADAM17 chez les patients atteints de maladie de 

Crohn. ADAM17 est également co-localisé avec l‘IL-15R chez ces patients. Tous ces 
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résulats permettent de supposer que les cellules épithéliales libèrent le sIL-15R après 

clivage protéolytique de la forme membrannaire par ADAM17. 

 Ayant identifié les cellules épithéliales comme principales sources d‘IL-15R, nous 

avons étudié l‘influence de l‘infliximab sur la libération du sIL-15R par des lignées 

humaine épithéliales (HT-29 et Caco2). Nos résulats montrent que ces lignées ne sécrètent 

pas ou trop peu de sIL-15R pour être détecté constituvement. La libération de sIL-15R 

est augmentée après 24h d‘incubation en présence d‘IFX (0.1µg/ml) mais pas en présence 

d‘éthanercept. De plus, cette augmentation est accentuée lorsque les cellules sont 

préincubées pendant 6h en présence d‘IL-1 ou d‘IFN. Ainsi, l‘infliximab semble, en 

partie, influer sur le système IL-15 en augmentant la libération du sIL-15R par les 

cellules épithéliales. Cette libération semble impliquer la métalloprotéase ADAM17. 
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D. Article II 

 

Interleukin-15 and its soluble receptor sIL-15R are 

implicated in the response to infliximab in Crohn’s 

disease 

 

(BOUCHAUD G. et al., soumis à America n Journal of Gastroenterology) 
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Abstract 

BACKGROUND & AIMS: Infliximab is a monoclonal antibody against tumor necrosis 

factor that is used to treat patients with inflammatory bowel disease. We investigated 

serum levels and cellular expression of interleukin (IL)-15 and a secreted form of its 

receptor (sIL-15Ralpha) in patients with Crohn's disease (CD) treated with infliximab; we 

also investigated the effect on sIL-15Ralpha secretion by epithelial cells. METHODS: CD 

patients were given infliximab (n = 40; 3 infusions); 37 healthy controls were studied. 

Serum levels of IL-15, sIL-15Ralpha, and complex were determined by radioimmunoassay 

and cytokine levels by enzyme-linked immunosorbent assay. IL-15Ralpha and ADAM17 

levels were assessed by immunohistochemistry. Epithelial cell lines (HT-29 and Caco-2) 

were cultured with infliximab, adalimumab, or etanercept. Patients were classified as 

responders and nonresponders according to their Crohn's Disease Activity Index and 

clinical observations. RESULTS: Before infliximab, IL-15 was higher in responders than 

in controls and nonresponders. After infliximab, IL-15 decreased in responders while 

remaining stable in nonresponders. sIL-15Ralpha and IL-15/sIL-15Ralpha complex levels 

were higher in CD than in controls and increased only in responders after infliximab. IL-

15Ralpha and ADAM17 colocalized in epithelial cells and were higher in CD patients. In 

vitro, infliximab but not adalimumab and etanercept induced sIL-15Ralpha secretion by 

epithelial cells. CONCLUSIONS: Serum level of sIL-15Ralpha and the IL-15/sIL-

15Ralpha complex increased in responder patients and the response was associated with a 

decrease of IL-15. Infliximab induced the release of the IL-15 receptor alpha, suggesting a 

specific modulation of IL-15 and its soluble receptor by reverse signaling through 

transmembrane tumor necrosis factor alpha. Copyright © 2010 AGA Institute. Published 

by Elsevier Inc. All rights reserved. 

PMID: 20188102  
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Abstract 

 

Infliximab (IFX) leads to cytokine 

suppression by a reverse signalling 

pathway. Here, we investigated serum levels 

and cellular expression of IL-15 and sIL-

15R in Crohn’s disease (CD) patients 

during treatment by IFX, and the effect of 

IFX on sIL-15R secretion by epithelial 

cells. 

Forty patients were studied receiving a 

single IFX course (3 infusions). Thirty seven 

healthy controls were also included. Serum 

levels of IL-15, sIL-15R and complex were 

determined by specific RIA and TNF by a 

bio-assay. Cellular expressions of IL-15R 

and ADAM17 were assessed by 

immunohistochemistry (IHC). For in vitro 

studies, HT-29 epithelial cell line was 

cultured with IFX or etanercept (inefficient 

in CD) with or without IL-1 or IFN. 

Patients were classified as responders and 

non-responders to IFX according to CDAI 

values lower than 150 points. Before IFX, 

IL-15 was higher in responders than in 

controls and non-responders. After IFX, IL-

15 decreased in responders while remaining 

stable in non-responders. sIL-15R and IL-

15/sIL-15R complex levels were higher in 

CD than in controls and increased only in 

responders after IFX.  

IL-15R and ADAM17 co-localized in 

epithelial cells and were higher in CD 

patients. In vitro, IFX but not etanercept 

induced sIL-15R secretion by epithelial 

cells.  

In summary, sIL-15R and IL-15/sIL-15R 

complex are increased in responder patients 

and the response is associated with a 

decrease of IL-15. IFX but not etanercept 

induced the release of the IL-15 receptor , 

suggesting a specific modulation of IL-15 

and its soluble receptor by reverse signalling 

through tmTNF. 

 

 

 

 

Introduction 

Therapies targeted against cytokines are 

commonly used in inflammatory bowel disease 

(IBD). Among them, anti-TNF monoclonal 

antibodies are effective and used in clinical 

routine. Infliximab (IFX) is an anti-TNF 

monoclonal antibody which binds soluble and 

cell-surface TNF with high affinity and 

specificity. However, despite its efficacy for 

the treatment of active Crohn‘s disease (CD), 

its anti-inflammatory action is not fully 

understood. 

Anti-TNF agents could reduce 

inflammation by neutralizing soluble TNF 

and its subsequent interaction with its 

receptors. However, differences in efficacy 

profiles despite similar affinities for soluble 

TNF suggest that neutralization of soluble 

TNF may not be the major mechanism of 

action. Interestingly, IFX binds to trans-

membrane TNF (tmTNF), and thereby acts 

either as an antagonist by blocking tmTNF 

interaction with its receptors or as an agonist 

by initiating tmTNF mediated reverse 

signaling leading to cell activation or cytokine 

suppression [1]. Among the molecular partners 

involved in reverse signaling are the proteases 

SPPL2a and SPPL2b that participate to 

tmTNF-mediated induction of interleukin (IL)-

12 production [2]. Accordingly, binding of 

anti-TNF agents to tmTNF could induce the 

activation of proteases implicated in the 

secretion of cytokines or in the cleavage of 

membrane-anchored receptors. Although 

several studies had demonstrated that all anti-

TNF bind to tmTNF, there are evidences for 

differential induction of cytokine suppression 

through reverse signaling [3, 4, 5]. For 

example, it was demonstrated that IFX but not 

etanercept could down-regulate IL-1 and 

TNF secretions and increase IL-10 secretion 

[3, 4, 5].  These differences could explain the 

unequal efficacy of these agents and in 

particular the poor efficacy of etanercept in 

CD.  

Among pro-inflammatory cytokines, 

IL-15 plays a key role in the activation of 
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innate and adaptative immune responses and 

its modulation by anti-TNF agents could 

deeply regulate the inflammatory process in 

CD. IL-15 was identified for its IL-2 like 

ability to stimulate the growth of T cells but 

experiments have shown that the two cytokines 

exert complementary effects within the 

immune system. IL-15 is produced by 

macrophages and also by non-hematopoietic 

cell types such as enterocytes [6, 7] .  

IL-15 binds a trimolecular IL-15 

receptor (IL-15R) complex formed by the  

and  chains of the IL-2R and a specific 

receptor chain (IL-15R). Soluble forms of IL-

15R retains a high affinity for IL-15 and can 

act either as a powerful antagonist of IL-15 

action or as an agonist of IL-15 action through 

the IL-15R/ complex [8]. Natural shedding 

of such soluble IL-15R has been shown to 

result from the cleavage of tmIL-15R by 

metalloproteinase-dependent proteolytic 

mechanisms and one of this metalloproteinase 

is ADAM17 also known as TACE (TNF- 

converting enzyme) [8, 9, 10] . 

The role of IL-15 and its soluble 

receptor in IBD is not clearly understood. IL-

15 expression has been shown in intestinal 

epithelial cells as well as in the intestinal 

mucosa [11, 12, 13]. Moreover, IL-15 positive 

cells are more numerous in the lamina propria 

of CD and UC patients compared to 

uninflamed control patients [14]. 

Neutralization of IL-15 had various effects in 

animal models of IBD. It was shown that IL-15 

neutralization by sIL-15R could aggravate 

epithelial damage and increase inflammation in 

the DSS-induced colitis mice model, whereas 

IL-15 neutralization reduced inflammation and 

the mucosal cell infiltrate in the SCID transfer 

model [15]. 

The effect of TNF antagonists on the 

regulation of IL-15 and its soluble receptor has 

never been explored in CD patients. Therefore, 

the aims of our study were to evaluate 

secretion of IL-15 and its soluble receptor in 

active CD patients and to evaluate their 

modulation after IFX treatment according to 

the clinical response. We also analyzed, ex 

vivo, the cellular expression of the tmIL-15R 

and in vitro, the effect of the two anti-TNF 

molecules IFX and etanercept (one active, one 

ineffective in CD) on the secretion of sIL-

15R. 
 

Patients and methods 

 
Patients with active CD were treated 

by 3 infusions of IFX (5 mg/Kg) at week 0, 2 

and 6.  A clinical remission to IFX was defined 

by a Crohn‘s Disease Activity Index (CDAI) 

under 150 points after treatment. When the 

patients were treated for a perineal disease, the 

clinical response was assessed by the 

disappearance of draining fistulas at week 6 

after the first infusion of IFX. Blood samples 

were taken before the first infusion of IFX 

(week 0 or before IFX) and after the third 

infusion of IFX (week 6 or after IFX) and were 

centrifuged and stored at – 80 °C. Blood 

samples were also collected in 37 healthy 

volunteers. Each patient gave his informed and 

written consent and the bio-collection was 

declared to the local ethical committee and the 

―Fédération des biothèques, University 

Hospital, Nantes, France‖. 

Forty patients with an active CD were included 

in the study (12 males, 28 females, mean age 

37.8 years). After IFX, 32 patients were in 

remission and 8 had no benefit of the treatment 

and remained in an active phase of their 

disease. According to the Montreal 

classification, the disease was predominantly 

located into the colon (L2) or the ileocolon 

(L3) in 62.5 and 32.5 % respectively and the 

disease was mostly non-stricturing and non-

penetrating (B1). Only 11 patients (27.5 %) 

had a perineal disease (p), 7 were treated for 

fistulas alone, the others for a combination of 

fistulas and a non-stricturing and non-

penetrating disease (B1, p). Six patients were 

treated by a combination of steroids and 

immunosuppressors, 3 patients received only 

steroids, 30 only immunosuppressors. 

Treatment was not modified except steroids 

which were always stopped between the first 

and the third infusion. Clinical and 

demographic data are summarized in table 1. 

There were no clinical and demographic 

differences between patients who experienced 

a response or not to IFX. 
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Radioimmunoassay for quantification of 

sIL-15R -15. 

 

The quantification of sIL-15R, IL-15 

and IL-15/sIL-15R complex was determined 

as previously described [8]. Sandwich RIAs 

were set up in
 
which the goat anti-human IL-

15R Ab AF247 or the mouse anti-human IL-

15 Mab247 (R&D) was used
 
as capture Ab and 

radio-iodinated neutralizing anti-human IL-

15R
 

Ab M161 (GenMab; Copenhagen, 

Denmark) or radio-iodinated mouse anti 

human IL-15 BE-29 (Diaclone: Besançon, 

France) was used as tracer. Both RIA was 

specific for sIL-15R or IL-15 non complexed 

or IL-15/sIL-15R complex. A purified 

recombinant sIL-15R protein [16] and 

recombinant IL-15 (Peprotech) were used as 

standards. Capture Abs were coated (5
 
µg/mL; 

50 µL/well) to high-adsorption Nunc maxisorp 

plates (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, 

France). Wells were saturated with PBS-BSA 

0.5% for 15 min and samples (50 µL/well) 

were incubated
 
for 1 h at 4°C. The M161 or 

BE-29 mAbs were iodinated using the iodogen
 

method and then added (1 nM, 50 µL/well) for 

1 h
 
at 4°C. Supernatants of each well were 

collected and the
 

wells washed twice with 

PBS. The radioactivity associated to
 
the wells 

(bound fraction) and contained in the 

supernatants
 

and washes (unbound fraction) 

were determined. The upper normal value of 

IL-15 (6.1 pM) was calculated by the mean + 2 

SD of the values measured in healthy 

volunteers. 
 

Quantification assay of TNF 

 

TNF concentrations were measured 

in the serum of 40 patients (32 responder 

patients, 8 non-responders). Quantification 

TNF was performed by the XTT method 

using the murine cell line WEHI 164 (ATCC 

N°CRL1751) [17].Cells were seeded in 96-

well plates (3 x 10
4 

cells/50 µL/well) and 

grown at 37°C in RPMI 1640 supplemented 

with 0.1 nmol/L of glutamine, 10% heat-

inactivated FCS, LiCl and actinomycin D. Sera 

from CD patients and healthy volunteers were 

serially diluted, added to wells and a purified 

recombinant TNF (R&D) was used as 

standard. After 20 h of culture, 50 µL/well of 

XTT and electron coupling reagent was added 

and cell survival was determined by measuring 

the optical density at 450 nm. The sensitivity 

of the assay was 0.10 pg/mL. The TNF upper 

normal limit was calculated by the mean + 2 

SD of the values obtained in the healthy 

volunteers. 
 

In vitro studies 

 
The colonic epithelial cell line HT-29 

was cultured in RPMI 1640 medium 

containing 10% heat-inactivated fetal calf 

serum (FCS) supplemented with 2mM 

glutamine. Cells were seeded into 24-well 

plates and grown until formation of confuent 

monolayers (3 days). Monolayers were then 

incubated for 24 h in fresh medium containing 

a fixed concentration (0.1 µg/mL) of IFX, 

etanercept (0.1µg/mL). For induction, 

Monolayers were incubated for 6h with IL-1 

(1 nM) and after 3 washes with PBS incubated 

for the next 24h with in fresh medium 

containing a fixed concentration (0.1 µg/mL) 

of IFX, etanercept (0.1µg/mL) After 

incubation, supernatants were collected, 

cleared by centrifugation and use for RIA.  

 

Immuno-fluorescence staining 

 
Colonic biopsies were obtained from 

three CD patients before the first and the third 

IFX infusion and two healthy control patients. 

All CD patients were in clinical remission after 

the treatment and moreover, a mucosal healing 

was obtained in two patients.  

Colonic biopsies were immediately
 
frozen and 

stored at –80°C. Specimens were
 
sectioned at 4 

to 6 µm with a cryostat, placed on slides,
 
air 

dried, and fixed for 10 min with 100% acetone. 

Before incubation
 
with primary antibodies, the 

slides were saturated with PBS/BSA 0.5%. 

Primary antibodies were goat anti-IL-15R 

and rabbit anti-ADAM17 (R&D, Abingdom, 

UK) or anti cytokeratin (Santa-Cruz 

Biotechnology) used at concentrations of 15 
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g/mL and 10 g/mL respectively. Secondary 

antibodies were rabbit anti-goat IgG Alexa 488 

and chicken anti-rabbit IgG FITC used at a 

concentration of 2 g/mL. Isotype-matched
 

antibodies were used as negative controls. In 

the double immunofluorescence experiments, 

we
 
checked that each secondary antibody did 

not cross-react with the primary antibody of 

the other immunoglobulin species. Fluorescent 

images
 
were analyzed with an epifluorescent 

microscope
 
DMR (Leica Microsystems). 

 
 

Statistical analysis 

 
Quantitative data were expressed as 

mean ± standard deviation (SD) or median (IQ 

25 – 75). The normality of the distribution was 

analyzed by the Kolmogorov-Smirnov test. 

Differences between quantitative data were 

assessed by the paired or unpaired t-test and 

the Mann-Whitney U test or the Wilcoxon 

signed rank test for non-normally distributed 

data. A P value of less than 0.05 was 

considered statistically significant. 

 

Results 

 
Clinical and biological markers of 

activity 

 
During IFX treatment, sera were 

collected and clinical and biological markers 

were analysed to classified patients in two 

subsets: responder and non-responder. The 

mean ± SD of the CDAI was not different 

between responder and non-responder patients 

before IFX (245.1 ± 108.2 versus 245.4 ± 

143.2). After IFX, the mean of the CDAI 

decreased significantly in responder patients 

(58.9 ± 35.0 versus 245.1 ± 108.2; P < 0.001), 

whereas no difference was found in non-

responder patients (198.3 ± 41.1 versus 245.4 

± 143.2; P = 0.8) (figure 1A and 1B). 

Circulating TNF was above the normal value 

in 87% (35/40) patients before the first 

infusion of IFX. Its mean level was 

significantly higher in non-responder patients 

(22.1 ± 5.2 pM) and in responder patients (20.8 

± 15.8 pM) than in control (1.6 ± 2.3 pM) (P < 

0.001) but no significant difference was found 

between the two groups of patients (Figure 1C 

and 1D). At week 6 after IFX, TNF 

decreased in 84 % (27/32) of responder 

patients with individual values dropping to 

control ranges in 59 % of patients (19/32). At 

the opposite, TNF remained above the control 

value in 87 % (7/8) of non-responder patients. 

The mean of TNF levels significantly 

decreased in responder patients (7.5 ± 10.9 

versus 20.8 ± 15.8 pM; P < 0.001) whereas no 

difference was found in non-responder patients 

(22.1 ± 5.2 versus 20.1 ± 8.6). 

The mean of the CRP levels was not 

significantly different between responder and 

non-responder patients before IFX (41.6 ± 55.9 

versus 32.1± 32.0 mg/dL; P = 0.9). After IFX, 

CRP decreased significantly in responder 

patients (10.5 ± 13.4 versus 41.6 ± 55.9 

mg/dL; P < 0.001), whereas no difference was 

found in non-responder patients (16.7 ± 12.8 

versus 32.1 ± 32.0 mg/dL; P = 0.2) (figure 1E 

and 1F). 
 

IL-15, sIL-15Rα and IL-15/sIL-15Rα in 

CD patients during IFX 

 
Then, based on previous studies 

showing IL-15 over expression in Crohn 

disease we decided to measure IL-15, sIL-

15R and IL-15/sIL-15R complex in the 

serum of patients. IL-15 was detectable in the 

serum of 25 % (2/8) of non-responder patients 

and in 81 % (26/32) of responder patients. On 

average for the 40 patients before treatment, 

IL-15 levels (mean ± SD) were significantly 

higher in CD patients than in healthy subjects 

(9.2 ± 15.4 versus 1.3 ± 2.4 pM; P < 0.02) 

(data not shown). IL-15 levels was also 

significantly higher in responder than in non-

responder patients (11.7 ± 16.8 versus 0.6 ± 

1.4; P = 0.01) and than in healthy controls 

(11.1 ± 16.7 versus 1.3 ± 2.4 pM P = 0.002). 

To the opposite, IL-15 levels were not different 

between non-responder patients and healthy 

subjects (Figure 2A). Soluble IL-15R was 

also detected in the serum of CD patients. sIL-

15R was significantly higher in CD patients 
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before treatment than in healthy subjects (10.9 

± 20.8 versus 0.4 ± 1.7 pM; P < 0.001) (Data 

not shown). When patients responded to IFX, 

the median (IQ) of the IL-15 levels 

significantly decreased from 2.7 pM (0.1 – 

16.0) to 0.6 pM (0.0 – 2.4) (P = 0.02) (figure 

2B). The number of patients in whom IL-15 

was undetectable increased from 22 % (7/32) 

before to 47 % (15/32) after IFX and IL-15 

dropped below the control value in 93% 

(30/32). In contrast, in non-responder patients, 

the median of the IL-15 levels was not 

modified after IFX (figure 2C). Although sIL-

15R levels were higher in responder than in 

non-responder patients, the difference was not 

significant (12.5 ± 23.4 versus 6.0 ± 7.2 pM). 

Moreover, sIL-15R in responder and non-

responder patients were both significantly 

higher than in healthy subject (P < 0.001 and P 

= 0.003, respectively) (Figure 2D). In 

responder patients, the median (IQ) of the sIL-

15R levels significantly increased after IFX 

from 2.2 pM (3.0 – 12.8) to 12 pM (0.5 – 34.6) 

(P = 0.002) and the proportion of patients with 

detectable sIL-15R increased by 34 % after 

IFX (figure 2E). To the opposite, in non-

responder patients, sIL-15R levels did not 

change significantly (5.99 ± 7.3 versus 3.5 ± 

6.4 pM; P = 0.3) (figure 2F). In the same 

frame, IL-15/sIL-15R complex level was 

measured and shown significantly higher in 

responder than in non-responder patients (20.6 

± 78 versus 1.7 ± 2.9 pM ; P = 0.03).  

Moreover, IL-15/sIL-15R complex in 

responder patients was significantly higher 

than in healthy subject (20.6. ± 78 versus 1.3 ± 

7 pM P = 0.002) (Figure 2E). The IL-15/sIL-

15R complex level significantly increased 

after IFX in 90% (36/40) of responder patients 

and the median (IQ) increased from 20 pM (0 

– 99) to 26 pM (0.5 – 102) (P = 0.04) (figure 

2G). To the opposite, in non-responder 

patients, IL-15/sIL-15R complex level 

decreased significantly (1.7 ± 2.9 versus 0 ± 0 

pM; P = 0.02) (figure 2G). 
 

 

 

Cellular expression of IL-15R and the 

metalloproteinase ADAM17 in colonic 

mucosa 

 
We next analyzed the expression of IL-

15R by immunochemistry to localize which 

cell type expresses IL-15R. 

Immunofluorescence showed that before IFX, 

the cellular expression of IL-15R was higher 

in CD patients (figure 3B) compared to healthy 

controls (figure 3A). Minor changes were 

observed after IFX (not shown). To identify 

the cell expressing IL-15R, we co-stained IL-

15R with cytokeratin which marked 

exclusively epithelial cells. The results showed 

that IL-15R is co-localized with cytokeratin 

in CD patients, suggesting that IL-15R is 

mainly express by epithelial cells (figure 3E). 

No co-localization was observed in healthy 

control (figure 3D). To investigate whether 

sIL-15R is generated by proteolytic clivage 

from membrane bound IL-15R, we looked 

for the presence of the TNF converting 

enzyme (ADAM17) which has been shown to 

be involved in the shedding [10]. We 

demonstrate that ADAM17 is over expressed 

in CD patients (figure 3H) compared to healthy 

subject (figure 3G). IL-15R and ADAM17 

were co-localized in colonic epithelial cells in 

CD patients (figure 3K, 3N and 3E) but not in 

healthy controls (figure 3J and 3M). However, 

the cellular expression of ADAM17 and IL-

15R before IFX were higher for the two 

patients in whom IFX induced a mucosal 

healing and a histological improvement 

compared to the patient who had only a clinical 

response without mucosal healing (not shown). 

 

IFX induced sIL-15R secretion 

 
We identified epithelial cell as the 

major source of sIL-15R, so we investigated 

whether IFX can modulate sIL-15R secretion 

by human colonic epithelial cell line. Epithelial 

cell line HT-29 expresses low level of IL-

15R but do not secrete detectable amount of 

sIL-15R. sIL-15R secretion was markedly 

increased upon addition of IFX (10.9 ± 3  pM 

versus 0.5 ± 1.5 pM ; P < 0.0001). The 
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inducing effect of IFX on sIL-15R secretion 

was increased when epithelial cells were 

preincubated with IL-1 or IFN. sIL-15R 

release measured in the presence of IFX and 

IL-1 or IFN was significantly higher than 

that measured in the presence of IFX alone 

(10.9 ± 3 versus 34 ± 18 pM ; P = 0.0001) or 

IL-1 or IFN alone (3.8 ± 0.8 or versus 34 ± 

18; P> 0.0001) showing a synergic effect of 

the two components (figure 4A). 

In contrast, addition of Etanercept did not 

significantly affect sIL-15R secretion (1.025 

± 2 versus 0.5 ± 1.5 pM; P = 0.1) suggesting a 

specific action of IFX on sIL-15R release, 

excluding an effect of the Fc fragment. 

Moreover, addition of IL-1 or IFN before 

Ethanercept did not affect the sIL-15R 

secretion (2.3 ± 2.1 or versus 0.5 ± 1.5 pM; P = 

0.4) (figure 4B). Same results were obtained 

with another epithelial cell line Caco2 (not 

shown). 
 

Discussion 

 
This study demonstrates for the first 

time the in vivo expression of a naturally 

soluble form of the human IL-15R and its 

complex with IL-15 in CD and its modulation 

according to the inflammatory status of the 

patients. The serum levels of sIL-15R and IL-

15/sIL-15R complex were significantly 

higher in active CD patients than in controls 

and, after IFX treatment, sIL-15R and IL-

15/sIL-15R complex increased in responder 

patients while it remained stable or decreased 

in non-responders. sIL-15R secretion was 

also associated with a decreased of IL-15 and 

an increased of IL-15/sIL-15R complex in 

responder patients after IFX and remained 

stable in non-responders. The in vitro results 

suggest that the increase in sIL-15R could be 

due to a direct effect of IFX on cellular tmTNF 

and not only a consequence of the decreased 

inflammation. The down-stream mechanisms 

seemed to be specific of IFX, as etanercept, did 

not induce the release of sIL-15R by 

activated epithelial cells. 

Our in vivo data demonstrated that IL-

15 significantly decreased in patients who 

experienced a clinical response after IFX. This 

could be due, in part, to a general benefice on 

the inflammation, but also could be due to the 

release of sIL-15R from IL-15R bearing 

cells. sIL-15R retains a high affinity for IL-

15 and could subsequently decrease circulating 

IL-15 levels by forming IL-15/sIL-15R 

complexes present in the serum of patients. 

Indeed, our in vitro data showed that IFX 

induced the secretion of sIL-15R by activated 

epithelial cells suggesting that IFX could 

induce, via its binding on tmTNF, the 

downstream activation of one or several 

metalloproteases leading to the cleavage of 

tmIL-15R. Cleavage of tmIL-15R by 

metalloproteinases is supported by our IHC 

data showing that i) IL-15R and ADAM17 

are co-localized at the level of epithelial cell 

membranes and ii) both proteins have 

increased expression levels after IFX. Such 

IFX-induced release of sIL-15R could 

explain the increase of sIL-15R in the sera of 

responder patients and the parallel decrease of 

IL-15. To the opposite, in non responder 

patients, IFX was unable to modulate sIL-

15R or IL-15, suggesting a default in the 

downstream pathways leading to the cleavage 

of tm IL-15R. Among one protein potentially 

involved in these pathways, ADAM17 cleaves 

many membrane proteins including tmIL-

15R. In a genetic analysis of a cohort of CD, 

it was demonstrated that one haplotype of the 

ADAM17 gene was associated with a good 

response to IFX suggesting that the ADAM17 

gene is involved in the response to IFX as part 

of a multigenetic mechanism [18]. In our 

patients, no-response to the treatment could be 

due in part to a default of the ADAM17 

activation by IFX preventing the cleavage of 

the tmIL-15R. 

In non responder patients, IL-15 levels 

were comparable to those obtained in controls 

and lower than in responder patients. One 

could suggest that our population of non-

responder patients included non-inflamed 

patients with irritable bowel symptoms. This is 

however very unlikely because the TNF and 

CRP levels before IFX were comparable to 
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those exhibited by responder patients, therefore 

allowing to consider them as real non-

responders to IFX. The inefficacy of IFX was 

not explained by an imbalance between TNF- 

and TNF- as their proportions were similar in 

the sera of responder and non-responder 

patients (data not shown). The discrepancy 

between the IL-15 levels could neither be 

explained by differences in the demographic, 

clinical or therapeutic characteristics of the 

responder versus non-responder patients. 

One explanation could be linked to the 

mechanisms involved in cell secretion of IL-

15. Indeed, it has recently been shown that IL-

15 secretion is highly dependent on its 

intracellular pre-association with IL-15R. IL-

15R binds tightly to IL-15 and stabilizes the 

protein in the endoplasmic reticulum/golgi 

apparatus. The IL-15/IL-15R complexes and 

excess uncomplexed IL-15R are translocated 

to the plasma membrane [19, 20] where they 

can be cleaved by matrix metalloproteinases, 

resulting in the shedding of sIL-15R and 

soluble IL-15/sIL-15R complexes [19]. The 

differences in IL-15 concentrations between 

responder and non-responder patients could be 

explained by a default either in the 

mechanisms leading to the translocation of the 

complex to the membrane or, as it was 

suggested above, in the cleavage of the tmIL-

15R by matrix-metalloproteinases. The latter 

mechanism could also explain the primary low 

levels of IL-15 and sIL-15R observed in non-

responder patients even in the presence of 

sustained intestinal inflammation as assessed 

by elevated CRP and TNF levels wich has 

been show to upregulate IL-15 secretion. 

 A same observation was done in 

rheumatoid arthritis treated with IFX where the 

IL-15 level in these patients decreased after 

treatment [21] and it is possible that in these 

patients sIL-15R level was increase in 

correlation with IL-15 decrease after treatment.  

Modulation of IL-15 and sIL-15R 

secretions by anti-TNF agents may be of 

particular interest to control the inflammatory 

response during IBD. As demonstrated from 

data obtained in IL-15-transgenic and IL-15 

deficient mice, IL-15 plays a significant role in 

the inflammatory joint destruction in which the 

inflammatory response is quite similar to CD 

[22, 23]. In murine collagen-induced arthritis, 

IL-15 induced IL-17 production and IL-23R 

expression in T cells and IL-15 synergized 

with IL-23 to induce production of IL-17 [23]. 

Similar mechanisms implicating IL-15 over-

expression could therefore operate in other 

inflammatory diseases in which Th17 

responses have been described. Moreover, the 

IFX-induced release of sIL-15R could also 

participate to the restoration of cell apoptosis 

which was described in patients with active 

CD treated by IFX [24, 25]. IL-15 is a well 

known potent inhibitor of apoptosis by 

blocking adaptor protein recruitment to the 

TNF receptor (TNFR1). Intracellular domains 

of ligand stimulated TNFR1 and tmIL-15R 

compete for binding TRAF2 with tmIL-15R 

showing a higher affinity for TRAF2 than 

TNFR1. Then, upon activation with IL-15, 

tmIL-15R rapidly depletes TRAF2 which 

becomes unavailable for assembly with the 

TNF-TNFR1 complex [6, 26]. We could 

speculate that in responder patients, the IFX-

induced shedding of sIL-15R could release 

TRAF2 and restore its availability for the 

TNF-TNFR1 complex which in turn induces 

cell apoptosis. 

In conclusion, our results demonstrate 

that, in CD patients IL-15 and its soluble 

receptor are implicated in part in the 

inflammatory cascade. The therapeutic effect is 

in part related to its regulatory effects on IL-15 

system. They also suggest that patients 

resistant to IFX exhibit a defect in the 

mechanisms leading to the secretion of the IL-

15/sIL-15R complex. This defect remains 

unexplained but could implicate the metallo-

proteinase pathways responsible for the 

shedding of sIL-15R. 
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Figure 1: Clinical and biological markers of activity. The CDAI scores were calculated 

before and after IFX in CD patients. Total TNF and CRP levels were measured in the 

sera of 40 CD patients before and after 3 infusions of IFX and in 37 healthy controls. In 

responder patients (A,C,E panels), CDAI scores (A), TNF (C) and CRP (E) levels were 

significantly higher compared to controls and decreased after 3 infusions of IFX. To the 

opposite, in non-responder patients (B, D, F panels), the CDAI scores (B), TNF levels (D) 

and CRP (F) which were significantly higher before the treatment compared to controls 

remained elevated after the treatment. *** P < 0.001. 
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Figure 2: IL-15, sIL-15R and IL-15/sIL-15R complex levels in the serum of CD 

patients before and after 3 infusions of IFX. Before IFX, IL-15 levels were significantly 

higher than in healthy controls in responder patients. To the opposite, in non-responder 

patients, IL-15 levels were comparable to those of the controls (A). During IFX treatment, 

IL-15 level increase in responder patients (B) but remained stable in non responder patients 

(C). sIL-15R and IL-15/sIL-15R complex levels in the serum of CD patients before IFX 

(D and E) were significantly higher than in healthy controls in responder patients and 

comparable to those of the controls in non responder patients (D and E). sIL-15R and IL-

15/sIL-15R complex levels increased significantly after 3 infusions of IFX in responder 

patients (E and F). To the opposite, in non-responder patients (F and G), sIL-15R and 

complex levels were not modified after IFX. 

* P < 0.05 
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Figure 3: Cellular expression of IL-15R (in red) in healthy controls (A) and on colonic 

biopsies obtained from CD patients before IFX (B). The cellular expression of IL-15R 

was higher in CD patients compared to healthy controls (A and B). IL-15R is also co-

localized with cytokeratin (E) in CD patients and not in Helathy control (D). Cellular 

expression of ADAM17 (in green) in healthy controls (G) and on colonic biopsies obtained 

from CD patients before IFX (H). The cellular expression of ADAM17 was higher in CD 

patients compared to healthy controls (G and H). ADAM17 is also co-localized with IL-

15R (K and N) in CD patients and not in healthy control (J and M). Immunostaining was 

specific for IL-15R and ADAM-17 as shown by Isotype-matched
 
antibodies used as 

negative controls (C and I).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats  

 - 140 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: sIL-15R secretion by epithelial cell line HT-29. (A) Cells were cultured in 

medium supplemented with IFX with or without IL-1 or IFN. sIL-15R secretion 

increased significantly when cells were cultured in the presence of IFX compared to the 

cells cultured in absence of IFX. The sIL-15R secretion was significantly upper when 

cells were pre-incubated with IL-1 or IFN before IFX treatment compared to cells 

cultured in the presence of IFX alone. (B) Cells were cultured in medium supplemented 

with Ethanercept with or without IL-1 or IFN. sIL-15Rα secretion was not modified 

when cells were cultured in the presence of IL-1 or IFN alone compared to control cells 

or supplemented with ethanercept. 
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III. Le sIL-15R dans les cancers de la tête et 

du cou 
 

A.   Résumé. 

 

L‘interleukine-15 est une cytokine proinflammatoire capable d‘induire la 

production d‘autres cytokines inflammatoires comme l‘IL-6, le TNF, l‘IL-15…. Il existe 

une corrélation entre un taux élevé d‘IL-15 intratumorale et un mauvais pronostic de survie 

dans les cancers du poumon et de la tête et du cou. Le but de cette d‘étude est d‘évaluer le 

rôle de la chaîne  soluble du récepteur à l‘IL-15 (sIL-15R) dans les cancers tête/cou. Le 

sIL-15R a été dosé dans le sérum de 53 patients au diagnostic du cancer. Une 

augmentation du taux de sIL-15R chez les patients atteints de cancer tête/cou par rapport 

aux sujets sains est observée et corrélée avec un mauvais pronostic de survie que se soit en 

terme de survie ou au niveau locorégional et cela même en analyse multivariée. Nous 

avons également montré une corrélation entre les concentrations sériques de sIL-15R et 

l‘expression d‘ADAM-17 suggérant que le sIL-15R est majoritairement produit par les 

cellules tumorales après clivage de la forme membranaire par ADAM-17. De manière 

surprenante, le sIL-15R n‘agit pas in vitro comme antagoniste de l‘activité de l‘IL-15 

mais plutôt comme agoniste en augmentant l‘induction de cytokines proinflammatoire par 

l‘IL-15 comme l‘IL-6, le TNF ou l‘IL-17 permettant ainsi une progression tumorale. Ce 

mécanisme d‘échappement basé sur l‘amplification de l‘environnement inflammatoire 

intratumorale ne semble pas être spécifique du cancer de la tête et du cou car d‘autres 

cellules tumorales sécrètent du sIL-15R. 
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B.   Introduction 

 

L‘IL-15 est considéré comme une cytokine proinflammatoire du fait qu‘elle induit 

des la production d‘autres cytokines comme l‘IL-6, le TNF, l‘IL-17…. L‘IL-15 est 

également importante pour la fonction et la survie des cellules T (Waldmann et al. 2006) 

ainsi que par son pouvoir anti-apoptotique sur les lymphocytes T CD8
+
 (Bulfone-Paus et 

al. 1997 ; Yajima et al. 2006). L‘IL-15 lie un récepteur trimérique avec une forte affinité 

composée d‘une chaîne  et de deux chaînes partagées avec l‘IL-2 : IL-15R/c. L‘IL-

15R peut transprésenter l‘IL-15 aux cellules exprimant les chaînes IL-15R/c mais pas 

l‘IL-15R (Dubois et al. 2002). Dans des modèles précliniques, l‘IL-15 exerce une activité 

anti-tumorale médié par les lymphocytes T CD8
+
 et les NK (Kobayashi et al. 2005). L‘IL-

15 augmente également l‘activité anti-tumorale des lymphocytes T CD8
+
 transférés in vivo 

(Klebanoff et al. 2004). Chez l‘humain, des études cliniques décrivent une corrélation 

entre une forte concentration d‘IL-15 intra-tumorale et un mauvais pronostic de survie pour 

des patients atteints de cancer du poumon ou de cancer tête/cou (Nguyen et al. 2007 ; Seiki 

et al. 2007). Dans les cancers de la tête et du cou une augmentation des concentrations 

sériques des cytokines proinflammatoires et une forte infiltration de cellules immunitaires 

inflammatoires s‘associent avec un mauvais pronostic de survie. Les molécules capables 

d‘inhiber la production de telles molécules améliorent la progression de la maladie. Du fait 

de la présence de l‘IL-15 dans ces tumeurs, la présence d‘un régulateur spécifique de l‘IL-

15 pouvant moduler sa fonction semble probable. Le sIL-15R peut avoir une fonction 

antagoniste en entrant en compétition avec le récepteur membranaire IL-15R//c pour 

l‘IL-15. Nos études ont mis en évidence une augmentation du sIL-15R dans les séra des 

patients atteints de cancer tête/cou corrélée avec un mauvais pronostic de survie.  
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C.   Résultats 

 

Nous avons observé une augmentation significative de la concentration de sIL-

15R dans les sérums de patients atteints de cancer tête/cou au diagnostic avant toute 

thérapie par rapport à ceux de sujets sains. En effet, la concentration en sIL-15R chez ces 

patients est de 5,8 pM en moyenne et de 0,35 pM chez les témoins. En revanche, nous 

n‘avons pas détecté d‘IL-15 dans le sérum de ces patients. 

Pour étudier la signification clinique de la dérégulation du sIL-15R dans ce type 

de cancer, nous avons étudié la valeur pronostic du sIL-15R. En effet, le taux de sIL-

15R est corrélé avec la survie globale et locorégionale.  En effet, même en considérant le 

taux de sIL-15R comme une variable continue, ce taux est corrélé positivement avec une 

survie plus courte et négativement avec le contrôle locorégional. Le taux de survie à 12 

mois de ces patients est de 89% pour les patients chez lesquels le sIL-15R est absent dans 

leur sérum et de 69% là où il est détecté. En analyse multivariée, incluant le grade de la 

tumeur grâce à la graduation TNM (Tumor-Node-Metastasis) et le sIL-2R (Tartour et al. 

2001), nous avons montré que le seul facteur de pronostic indépendamment relié au 

contrôle locorégional est le taux de sIL-15R sérique (P = 0.0065; risque 1.078). En 

analyse multivariée de Cox, le taux de sIL-15R influence la probabilité de survie globale. 

Les différences observées dans le taux de sIL-15R sérique entre les patients et les 

sujets sains suggèrent que le sIL-15R pourrait être issu des cellules tumorales. Nos 

résultats ont effectivement montré que les lignées cellulaires dérivées de cellules 

cancéreuses de carcinomes tête/cou produisent de fortes concentrations de sIL-15R. Cette 

sécrétion est augmentée par le PMA-Ionomicyne. Contrairement à d‘autres tumeurs, ces 

cellules ne sécrètent ni n‘expriment l‘IL-15. L‘expression de l‘IL-15R par ces cellules 

tumorales in vitro et in situ sur des biopsies de patients révèle que ces cellules expriment 

deux transcrits d‘IL-15R : un correspondant au sIL-15R de 564 paires de bases et un 

correspondant au sIL-15R3 de 464 paires de bases. Les deux mêmes isoformes ont été 

retrouvées dans des PBMC. La caractérisation de ces deux isoformes révèle que la forme 

totale du sIL-15R est la forme prédominante détectée dans les PBMC et les cellules 

tumorales. La cytométrie en flux confirme l‘expression de l‘IL-15R par ces cellules 

tumorales. L‘expression de l‘IL-15R a ensuite été vérifiée in vivo sur des biopsies de 
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patients. Les biopsies issues de patients sont clairement marquées par les anticorps anti-IL-

15R alors que les épithéliums normaux, quant à eux, n‘expriment pas l‘IL-15R.  

La libération de l‘IL-15R sous forme soluble est réalisée par clivage protéolytique 

impliquant des métalloprotéases dont ADAM-17 (Budagian et al. 2004). Nous nous 

sommes alors posé la question si les cellules tumorales exprimaient cette métalloprotéase. 

Le marquage des cellules tumorales et des biopsies révèle la présence d‘ADAM-17 

colocalisé avec l‘apancytokeratine utilisé pour identifier les cellules tumorales. De plus, il 

existe une corrélation entre le taux de sIL-15R et l‘expression d‘ADAM-17 dans les 

tumeurs. Ces résultats suggèrent qu‘ADAM-17 exprimé par la tumeur est impliqué dans la 

génération de sIL-15R in vivo. 

Le rôle du sIL-15R sur l‘activité de l‘IL-15 a été testé in vitro dans différents 

modèles. Nos résultats montrent que le sIL-15R n‘agit pas comme un antagoniste de l‘IL-

15 mais plutôt comme agoniste en augmentant la prolifération induite par l‘IL-15 sur les 

lymphocytes T CD8+ purifiées. En effet, de faibles doses d‘IL-15 (10ng/ml) n‘induisent 

pas de sécrétion de cytokines telles que l‘IL-6 ou le TNF par les PBMC humains alors 

que l‘ajout de sIL-15R augmentent considérablement la sécrétion des ces cytokines. 

La production d‘IL-17, cytokine proinflammatoire et protumorale, par une sous-

population de lymphocyte T CD4+ (Cellule Th17), est régulée par l‘IL-15. Nous avons 

alors testé le rôle du sIL-15R dans l‘induction d‘IL-17. La production d‘IL-17 requiert de 

forte dose d‘IL-15 (100ng/ml) mais, comme pour l‘IL-6 ou le TNF, l‘ajout de sIL-15R 

augmente la sécrétion d‘IL-17. Ces résultats semblent être transposable in vivo, du fait que 

les ARNm codant pour l‘IL-15, le sIL-15R, l‘IL-6 et le TNF peuvent être exprimé par 

la même biopsie de patients cancer tête/cou. 
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D. Article III 

 

The Soluble A Chain of Interleukin-15 Receptor: A 

Proinflammatory Molecule Associated with Tumor 

Progression in Head and Neck Cancer 

 

 

(BOUCHAUD G. et al., (2008) Cancer. Res. 68 (10): 3907-14)
(C. Badoual, G. Bouchaud and N.E.H. Agueznay contributed equally to this work) 
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IV.  Le sIL-15R dans le cancer de la prostate 

 

A.   Introduction 

 

L'expression de l'IL-15 est finement régulée dans des conditions physiologiques et 

un certain nombre de maladies ont été décrites en association avec une activation ou un 

défaut du système IL-15. Parmi ces maladies, on peut citer les cancers, les maladies 

autoimmunes, inflammatoires ou infectieuses, les rejets de greffes, ou encore les 

immunodéficiences. Les transcrits de l'IL-15R étant exprimés dans de nombreux types 

cellulaires et tissus, et le sIL-15R possédant une forte affinité et efficacité de blocage 

pour l'IL-15, ce récepteur soluble peut exercer un rôle important dans un contexte 

physiologique comme pathologique. Au cours de mon travail de thèse, j’ai pu mettre en 

évidence l’importance de l’IL-15 et de son récepteur soluble sIL-15R dans des 

pathologies comme la maladie de Crohn et dans les cancers de la tête et du cou. Pour aller 

plus loin dans le rôle du sIL-15R d’amplificateur de l’inflammation dans les cancers, 

nous avons décidé d’étudier le rôle du sIL-15R dans le cancer de la prostate. En effet, 

nous avons montré que le sIL-15R est un excellent marqueur de mauvais pronostic dans 

le cancer tête/cou. L’objectif de cette etude est d’évaluer si le pouvoir pronostic du sIL-

15R peut s’étendre aux autres cancers exprimant le sIL-15R. Pour cela nous avons dosé 

le sIL-15R et le complexe IL-15/sIL-15R dans le sérum de 80 patients atteints de cancer 

de la prostate au diagnostic. 
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B. Mise en évidence du sIL-15R 
 

 

Le cancer de la prostate est le plus fréquent des cancers chez l'homme de plus de 50 

ans et la deuxième cause de décès par cancer chez l'homme dans le monde développé, 

après le cancer du poumon. L'augmentation de 23 % de la mortalité liée au cancer 

prostatique, dans les vingt dernières années, reflète l'augmentation de l'espérance de vie et 

la reconnaissance plus fréquente du cancer de la prostate comme cause principale du décès. 

La prostate est le siège de trois affections principales : le cancer de la prostate, l'adénome 

de la prostate et l'infection de la prostate ou prostatite. Le cancer de la prostate est, comme 

tous les cancers glandulaires, un "adénocarcinome" et, dans la grande majorité des cas, il 

est influencé par les hormones. Le cancer de la prostate se développe à partir de cellules de 

la prostate. Il se développe souvent très lentement, et reste localisé au début. Quand le 

cancer évolue, il peut s'étendre en dehors de la prostate par envahissement direct des tissus 

et des organes situés près de la prostate et il peut essaimer dans d'autres organes à distance 

de la prostate (os, ganglions...). Si des cellules cancéreuses pénètrent dans les vaisseaux 

lymphatiques de la prostate, elles sont transportées vers les ganglions du petit bassin où 

elles continuent à se développer en formant des métastases ganglionnaires (adénopathies). 

Les propriétés anti apoptotique de l’IL-15 suggèrent un rôle de cette cytokine dans 

la propagation des tumeurs, de leur expansion et les métastases. L’IL-15 inhibe l'AICD et 

favorise la survie des cellules CD8 mémoire et est donc dédié à la persistance de la 

mémoire immunitaire à l'invasion d'agents pathogènes. Comme dans le cancer de la tête et 

du cou, le sIL-15R pourrait être généré par les cellules tumorales et permetre la maintien 

d’un environnement pro inflammatoire en augmentant la durée et la capacité d’action de 

l’IL-15. C’est pourquoi, de manière analogue à l‘étude réalisée dans le cancer de la 

tête/cou, nous avons dosé le sIL-15R dans le sérum de 80 patients atteints de cancer de la 

prostate au diagnostic (Figure 24). Nous avons ainsi pu mettre en évidence que le sérum 

de patients atteints de cancer de la prostate montrait une concentration en sIL-15Rα 

significativement plus importante que les contrôles avec un moyenne de 8.21 pM contre 

0.33 pM. 
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Figure 24 : Dosage du sIL-15R dans le sérum de cancer de la prostate 

 

C. Mise en évidence du complexe IL-15/sIL-15R 
 

 

Le sIL-15R fournit de nouvelles contributions aux fonctions de l'IL-15. L’IL-15 et 

le sIL-15R forment un complexe stable. Le sIL-15R permet d’augmenter la durée de vie 

de l’IL-15 et ainsi d’augmenter la persistance du signal sur les NK et les CD8+. C’est 

pourquoi nous avons dosé le complexe IL-15/sIL-15R dans le sérum de 80 patients 

atteints de cancer de la prostate au diagnostic (Figure 25). Nous avons ainsi pu mettre en 

évidence que le sérum de patients atteints de cancer de la prostate montrait une 

concentration en complexe significativement plus importante que les contrôles avec un 

moyenne de 18.14 pM contre 1.9 pM. 
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Figure 25 : Dosage du complexe dans le sérum de cancer de la prostate 

 

Il semble donc que le récepteur soluble jouerait un rôle dans la maladie mais des 

analyses plus approfondies sont nécessaires afin de déterminer l’implication du sIL-15R 

dans l’évolution de la maladie. En effet, aucune corrélation entre le statut clinique des 

patients et le taux sérique de sIL-15R n’a été mis en évidence. De plus, la forme 

membranaire de l’IL-15 semble être exprimée par les lignées cellulaires dérivées de cancer 

de la prostate (Buadagian et al. 2004). Cette IL-15 pourrait être activée par le sIL-15R ou 

un anti IL-15 et induire une signalisation reverse permettant la migration des cellules et la 

sécrétion de cytokines pro inflammatoires. Enfin, le sérum de patients atteints de cancer de 

la prostate montre un taux élevé de ce complexe qui pourrait également jouer un rôle 

important dans le contexte inflammatoire et la progression tumorale.
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De nombreux récepteurs de cytokines ont été mis en évidence. Ils agissent à la fois 

en tant que transmetteurs et modulateurs de l‘activité des cytokines. L'IL-15 et l'IL-2 

présentent une certaine redondance fonctionnelle in vitro. Cette redondance s'explique en 

partie par le fait qu'elles partagent les sous-unités transductrices IL-2R et c. Leur 

spécificité est conférée par une chaîne privée, la chaîne réceptrice . Une forme soluble de 

la chaîne  du récepteur de l'IL-15, sIL-15R, a été découverte. Elle agit en tant 

qu'antagoniste de l'action de l'IL-15 à de faibles concentrations et présente également des 

activités agonistes. Au cours de cette étude nous avons recherché à savoir quels étaient les 

déterminants moléculaires régissant la formation du complexe entre l‘IL-15 et le sIL-15R 

ainsi que les paramètres influant les activités antagonistes et agonistes de ce sIL-15R. 

Nous avons voulu également comprendre le rôle du sIL-15R dans des contextes 

pathologiques comme les maladies inflammatoires et les cancers.   

  

 Le complexe IL-15/sIL-15R : un complexe antagoniste  de forte affinité. 

 Le sIL-15R lie l'IL-15 avec une forte affinité équivalente à celle de la chaîne IL-

15R membranaire isolée ou associée aux deux chaînes réceptrices transductrices IL-2R 

et c. Le sIL-15R, comme le sIL-4R et le sTNF-R qui lient leurs ligands respectifs 

avec une affinité comparable à leur analogue membranaire, est un puissant antagoniste de 

l'action de l'IL-15. Le sIL-15R entre en compétition avec la chaîne IL-15R membranaire 

et est capable d'inhiber à faibles concentrations la fixation de l'IL-15 sur l'IL-15R présent 

à la surface des cellules. De plus le sIL-15R inhibe fortement et spécifiquement la 

prolifération des cellules dépendantes de l'IL-15 mais est sans effet sur la prolifération 

dépendante de l'IL-2. Le sIL-15R possède aussi un rôle protecteur de l'IL-15 en 

augmentant sa ½ vie sérique et en la protégeant des protéases. 

La délétion de l'exon 2 codant pour le domaine sushi de la chaîne IL-15R humaine 

abroge totalement la fixation de l'IL-15 (Dubois et al. 1999). Nous avons observé que la 

délétion du domaine 3 entraîne une diminution d'affinité du complexe IL-15/IL-15R de 

10 fois (BiAcore et  inhibition de fixation de l'IL-15 sur la chaîne IL-15R membranaire). 

En terme de thermodynamique, cette diminution correspond à une perte de 10% à 20% 

(5.6-11.4 kJ/mol) de l'énergie libre d'interaction entre l'IL-15 et l'IL-15R. Ainsi, le 

domaine sushi est responsable d‘environ 90% de la liaison. Nous avons montré que le 



Discussion 

 - 160 - 

domaine codé par l‘exon 3 et plus particulièrement les 13 premiers résidus situés en C-

terminal du domaine sushi ont un rôle majeur dans la stabilisation du complexe. En effet, 

le sIL-15R et le domaine sushi rallongé des 13 premiers résidus codés par l‘exon 3 

possèdent des constantes d‘affinité et des paramètres thermodynamiques très proches. 

Cette forte affinité s‘explique par des interactions électrostatiques entre le domaine sushi et 

l‘IL-15 (Chirifu et al. 2007) et une excellente complémentarité géométrique apportée par 

les premiers résidus codés par l‘exon 3 et en particulier la proline en position 67 permettant 

une réduction de la constante de dissociation du complexe IL-15/récepteurs. 

Ce domaine 3 est également indispensable à la fonction antagoniste du sIL-15R 

sur le complexe membranaire  du fait que d‘une part, il permet la forte affinité entre le 

domaine sushi et l‘IL-15 et d‘autre part, il crée un encombrement stérique empêchant le 

complexe IL-15/sushi+ de se fixer sur le récepteur membranaire IL-15R//c. Le 

domaine 3 pourrait gêner l‘association du complexe IL-15/sIL-15R avec le complexe IL-

2R/c  ou engendrer une conformation inadéquate pour le fonctionnement de l‘IL-2R/c. 

Un tel mécanisme a été déjà mis en évidence dans le cas de la forme soluble de la chaîne c 

(Meissner et al. 2001). L‘activité inhibitrice la chaîne c soluble (qui correspond à la 

totalité de la partie extracellulaire de la forme membranaire) est abolie en délétant 

l‘extrémité C-terminal ou en mutant le motif WSXWS, deux régions non impliquées dans 

la liaison avec la cytokine. 

Le domaine sushi seul n‘a, quant à lui, aucun effet inhibiteur sur la prolifération 

induite par l‘IL-15 dans le contexte , du fait i) d‘une constante de dissociation plus 

élevée du complexe IL-15/sushi permettant à l‘IL-15 d‘être plus facilement transférée au 

récepteur membranaire et ii) de la capacité du complexe IL-15/sushi à se fixer aux 

récepteurs membranaires et à induire un signal.  

 Cette boucle flexible codée par l‘exon 3 dans l‘IL-15R est une singularité 

expliquant la forte affinité de la chaîne  pour la cytokine. En effet, le domaine liant les 

deux domaines sushi dans l‘IL-2R est similaire au domaine 3 de l‘IL-15R. Néanmoins 

le segment liant les deux sushi de l‘IL-2R ne participe pas à la formation du complexe 

expliquant les différences d‘affinité observées entre les deux complexes principalement 

dus à une constante de dissociation plus élevée dans le cas de l‘IL-2. 
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 Effet agoniste du sIL-15R : Transprésentation. 

Le sIL-15R exerce un effet agoniste en amplifiant l‘action de l‘IL-15 sur le 

complexe IL-2R/c. Les études sur les cellules présentant exclusivement le récepteur 

d‘affinité intermédiaire IL-2R/c (MO-7e et 32D) et sur les cellules exprimant le 

récepteur de forte affinité IL-15R//c (Kit 225) montrent que l‘effet agoniste du sIL-

15R est spécifique du complexe IL-2R/c. Sur les MO-7e, le sIL-15R augmente 

l‘affinité de l‘IL-15 pour le complexe IL-2R/c. Le sIL-15R augmente également 

l‘efficacité de l‘action biologique de l‘IL-15 (prolifération) passant par le récepteur IL-

2R/c des MO-7. Le sIL-15R et l‘IL-15 forment un complexe qui accroît l‘affinité de 

liaison de l‘IL-15 pour son récepteur IL-2R/c. Le domaine sushi du sIL-15R possède 

également cette capacité à augmenter la liaison et l‘activité biologique de l‘IL-15 sur ces 

cellules. Néanmoins, le domaine sushi est 15 fois moins efficace que le sIL-15R. De 

façon analogue à ce qui a été observé pour l‘effet antagoniste, l‘ajout des 13 premiers 

résidus codés par l‘exon 3, situés en C-terminal du domaine sushi, conduit à un récepteur 

soluble possédant les mêmes caractéristiques agonistes que le sIL-15R. En revanche le 

sIL-15R délétée de l‘exon 3 possède une capacité agoniste similaire à celle du domaine 

sushi seul. La boucle flexible du sIL-15R codée par l‘exon 3 augmente l‘effet agoniste du 

récepteur soluble en élevant la constante d‘affinité du complexe. 

Les effets agonistes du sIL-15R sont semblables aux effets agonistes décrits pour 

les récepteurs solubles de la famille de l‘IL-6/IL-12 (sIL-6R, sIL-11R, sCNTFR, IL-

12p40, EBI-3) (Jones et al. 2002). Un tel effet agoniste du récepteur soluble de la chaîne  

n‘a jamais été décrit pour les récepteurs solubles de la famille de l‘IL-2 (sIL-2R ou sIL-

4R), d‘autant que le sIL-15R, lui-même, agit en tant qu‘antagoniste.  

Le concept de transprésentation a été décrit dans le système IL-6, où le sIL-6R 

augmente la sensibilité des cellules répondant à l‘IL-6 et rend les cellules n‘exprimant que 

la chaîne réceptrice gp130, sans la chaîne IL-6R, capables de répondre à l‘IL-6 (Rose-John 

et al. 1994). Ce concept a été étendu aux autres membres de la famille de l‘IL-6 (IL-11R, 

CNTFR, CLC) (Davis et al. 1993 ; Pflanz et al. 1999 ; Elson et al. 2000). Dans le cas de 

l‘IL-15, un mécanisme de transprésentation a été décrit dans lequel l‘IL-15, produite par 

les monocytes et les cellules dendritiques, est associée sur ces mêmes cellules à l‘IL-15R 

membranaire et ainsi, peut stimuler la prolifération des cellules voisines exprimant à leur 

surface l‘IL-2R/c (Dubois et al. 2002). La transprésentation est le mécanisme principal 
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utilisé in vivo, et nécessite que l‘IL-15 et l‘IL-15R soient exprimés par les mêmes cellules 

(Burkett et al. 2003 ; Koka et al. 2003 ; Sandau et al. 2004 ; Schluns et al. 2004). Le 

complexe IL-15/sIL-15R est transprésenté et sensibilise les cellules exprimant les 

chaînes IL-2R et c à des concentrations physiologiques d‘IL-15. Le domaine sushi du 

sIL-15R est indispensable pour la liaison à la cytokine, le domaine codé par l‘exon 3 est, 

quant à lui, indispensable pour une transprésentation efficace de l‘IL-15 par le sIL-15R. 

Nous avons montré que le sIL-15R produit par les cellules exprimant la forme 

membranaire et composée de la partie extra-cellulaire dans sa totalité, peut être dans 

certains cas, inhibiteur de l‘action de l‘IL-15. De ce fait, il participe à un mécanisme de 

contrôle négatif qui limite les effets biologiques de l‘IL-15. Au contraire, ce sIL-15R peut 

également jouer un rôle agoniste de l‘effet de l‘IL-15 sur des cellules portant le récepteur 

dimérique . L‘absence du domaine codé par l‘exon 3, comme dans le cas du sushi seul, 

résulte en un récepteur soluble n‘ayant pas ou peu d‘effet antagoniste mais conservant des 

propriétés agonistes. Si de telles formes de sIL-15R sont générées par les cellules 

exprimant l‘IL-15R, elles pourraient augmenter l‘effet de l‘IL-15 par la transprésentation 

sans pour autant inhiber l‘action de l‘IL-15 sur les cellules exprimant le récepteur IL-

15R//c. L‘existence de telles formes solubles de sushi-IL-15R a été mise en évidence 

chez la souris (Bulfone-Paus et al. 2007). D‘autres isoformes dans lesquelles l‘exon 3 est 

délété (IL-15R3, IL-15R3,4 et IL-15R3,4,5) ont également été décrites (Anderson 

et al. 1995 ; Dubois et al. 1999 ; Bulanova et al. 2003). Ces différentes isoformes 

exprimées à la membrane  peuvent générer par coupure protéolytique les formes solubles 

correspondantes (Mortier et al. 2004).  

 

Protéine de fusion IL-15/sIL-15R. 

La fusion d‘une cytokine avec son récepteur soluble permet de rendre le complexe 

cytokine/récepteur plus stable et plus actif que la combinaison non covalente des deux 

molécules. Une approche similaire a été adoptée dans le cas l‘IL-11 (Pflanz et al. 1999) ou 

de l‘IL-6 (Fischer et al. 1997). La protéine de fusion RLI a été générée en reliant par un 

lien flexible l‘extrémité N-terminale de l‘IL-15 à l‘extrémité C-terminale du domaine sushi 

rallongée des 13 premiers résidus codés par l‘exon 3. Le modèle moléculaire de cette 

protéine de fusion indique que le « linker » ne masque pas les zones de l‘IL-15 impliquées 

dans la fixation des chaînes IL-2R et c. Le RLI est plus efficace que l‘IL-15 et même que 

la combinaison de l‘IL-15 avec le sushi rallongé dans l‘activation des MO-7. Le RLI se 
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fixe sur les chaînes IL-2R/c avec une affinité 20 fois supérieure à l‘IL-15 isolée. Sur des 

cellules exprimant le récepteur de forte affinité, la protéine de fusion est aussi active que 

l‘IL-15. Le complexe IL-15/sushi rallongé est incapable de lier le récepteur trimérique IL-

15R//c du fait de la présence de la boucle codée par l‘exon 3 qui crée un 

encombrement stérique avec la chaîne  présente à la membrane des cellules. En revanche, 

dans le RLI, le « linker » utilisé pour lier les deux molécules est tendu et, de ce fait, 

entraîne un changement de conformation de la boucle codée par l‘exon 3, permettant ainsi 

au RLI de lier le récepteur de forte affinité IL-15R//c et d‘induire un signal de la même 

manière que l‘IL-15 seul. Il serait intéressant d‘élaborer une molécule de fusion entre l‘IL-

15 et le domaine sushi relié par un « linker » pour comprendre l‘importance de la boucle 

codée par l‘exon 3 dans le cadre d‘une molécule de fusion. Enfin, la résolution par 

cristallographie de la structure du RLI permettrait de comprendre comment le RLI  peut 

lier le récepteur . Cela montre également que les différents isoformes du sIL-15R 

pouvant être généré auront des activités agonistes mais l‘expression du domaine codé par 

l‘exon 3 sera un élément important dans l‘activité de ces récepteurs. 

Du fait de sa forte activité, cette protéine de fusion hyper-IL-15 est un puissant 

outil pour l‘expansion de certaines populations de lymphocytes (CD8 mémoires et cellules 

NK) pour lesquelles la transprésentation est décrite comme le principal processus 

d‘activation physiologique (Burkett et al. 2003). Le RLI constitue également une molécule 

adjuvante efficace dans des stratégies thérapeutiques pour des patients atteints de cancers 

ou d‘immunodéficiences.  

 

 sIL-15R et cancer. 

 Du fait de son pouvoir régulateur, le sIL-15R représente une molécule importante 

notamment dans les pathologies inflammatoires ou cancéreuses où l‘IL-15 est impliquée. 

Nous avons montré chez les patients atteints de cancer de la tête et du cou que le taux 

sérique de sIL-15R était un facteur de mauvais pronostic autant en terme de survie 

globale que locorégionale, et ce y compris en analyse multi variée. Le sIL-15R représente 

ainsi un bio marqueur plus efficace que les marqueurs conventionnels cliniques (TNM). 

Comme cela a été observé pour le sIL-6R dans les adénocarcinome du côlon (Becker et 

al. 2004), le sIL-15R agit comme agoniste de l‘effet de l‘IL-15, produite à la fois par les 

cellules dendritiques et les monocytes, en augmentant la production de cytokine pro 
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inflammatoire par les CD8+, entretenant ainsi le contexte inflammatoire et pouvant 

favoriser la croissance tumorale.  

Deux mécanismes physiologiques principaux ont été décrits pour la génération de 

récepteur soluble: le clivage protéolytique de la forme membranaire et la synthèse à partir 

d'un ARN messager issu d'un épissage alternatif (Fernandez-Botran et al. 1996). Le sIL-

15R mis en évidence est issu d'un clivage protéolytique de l’IL-15R exprimé par les 

cellules tumorales par une métalloprotéase : ADAM-17. Ce phénomène de coupure 

protéolytique induite par les MMPs a déjà été décrit pour d'autres récepteurs solubles, 

notamment pour le sIL-2R (MMP-2 et MMP-9) (Sheu et al. 2001). Cependant, la plupart 

des protéases impliquées dans les processus de protéolyse ne sont pas identifiées. Pour un 

récepteur membranaire, différentes protéases peuvent être impliquées dans le clivage, et 

inversement, une protéase peut couper différents substrats. L‘administration orale 

d‘inhibiteur d‘ADAM-17 chez des souris possédant une tumeur réduit considérablement la 

croissance tumorale (Fridamn et al. 2007). L‘inhibition du clivage de l‘IL-15R par 

ADAM-17 pourrait contribuer à cet effet et améliorer le pronostic de ces patients. 

 Ce nouveau mécanisme d‘action pro-tumoral repose sur l‘amplification de la 

réaction inflammatoire intra tumorale et semble être transposable à d‘autres formes de 

cancer comme la leucémie, le cancer du rein, le cancer de prostate où l‘IL-15R est 

exprimé ainsi que le sIL-15R dans le cas de la prostate et du rein. En effet, nous avons 

également constaté une élévation du taux sérique de sIL-15R dans le sérum de patients 

atteints de cancer de la prostate avant traitement et que les lignées tumorales de cancer de 

la prostate exprimaient l‘IL-15R. Néanmoins, ce taux ne corrèle pas avec la progression 

du cancer. De plus, nous avons détecté un taux élevé de complexe IL-15/sIL-15R dans 

ces séra alors que le complexe est absent des séra de patients atteints de cancer tête/cou. Il 

serait intéressant d‘analyser cette différence. 

 

 

 sIL-15R et inflammation. 

Les maladies inflammatoires ou auto-immunes sont caractérisées par une réaction 

de défense immunitaire de l’organisme à une agression. Dans nombre de ces maladies, 

l’IL-15 est impliquée dans cette réaction. Comme dans les cancers, le sIL-15R joue 

également un rôle clef dans le processus inflammatoire induit par l’IL-15. Dans la maladie 

de Crohn, l‘IL-15, le sIL-15R et le complexe IL-15/sIL-15R sont plus élevés que chez 

des sujets sains. L‘IL-15R est exprimée par les macrophages et les cellules de 
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l‘épithélium intestinal de ces patients. Au cours du traitement par l‘infliximab, le taux 

sérique de sIL-15R des patients répondeurs à ce traitement augmente en association avec 

une diminution du taux sérique d‘IL-15 libre et une augmentation du complexe IL-15/sIL-

15R. A l‘opposé, les taux d‘IL-15 et de sIL-15R restent stables au cours du traitement 

chez les patients non répondeurs. L‘IL-15R est surexprimé par les cellules épitheliales 

intestinales chez les patients atteints de la maladie de Crohn ainsi que ADAM17. De plus, 

in vitro, les lignées issues de cellules épithéliales intestinales libèrent du sIL-15R après 

incubation avec l‘IFX mais pas avec l‘ehtanercept. Cette libération est augmentée après 

prèincubation avec l‘IL-1 ou l‘IFN. Il est possible que qette libération soit dû à un 

clivage de l‘IL-15R membranaire par ADAM-17 induit par l‘IFX. Cela suggère que chez 

les non répondeurs, il existe un défaut dans la signalisation permettant le clivage de l‘IL-

15R. Cette hypothèse est renforcée par le fait qu‘un haplotype du gène d‘ADAM-17 est 

associé à la réponse à l‘IFX des patients atteints de la maladie de Crohn (Dideberg et al. 

2006). En effet, dans certains cas, la sécrétion d‘IL-15 est dépendante de sa pré association 

intracellulaire avec l‘IL-15R et le complexe est ensuite transloqué à la membrane 

plasmique où il peut être clivé pour produire sous forme soluble du complexe, du sIL-

15R ou de l‘IL-15 (Mortier et al. 2008). Ce défaut de clivage de l‘IL-15R pourrait 

également expliquer les faibles taux d‘IL-15 et de sIL-15R mesurés chez les non 

répondeurs même en présence d‘une inflammation de l‘intestin  confirmée par une CRP et 

un taux de TNF élevés. De ce fait, les taux d‘IL-15 et de sIL-15R représentent de bons 

marqueurs pronostics pour la réponse au traitement par l‘IFX. 
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Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence l‘importance de la boucle 

flexible codée par l‘exon 3 du sIL-15R dans la fonction antagoniste de ce récepteur 

soluble ainsi que dans la forte affinité du sIL-15R pour l‘IL-15. Il reste cependant à 

déterminer le rôle potentiel des différentes isoformes du sIL-15R contenant ou pas le 

domaine codé par l‘exon 3 dans les fonctions régulatrices de l‘IL-15. D‘une part, il serait 

intéressant de comprendre dans quels contextes ces différentes isoformes pourraient être 

traduites ou clivées et dans quelles mesures elles seraient capables de réguler les fonctions 

de l‘IL-15. Dans le cas du récepteur de l‘IL-17, 6 isoformes différentes ont été décrites et 

dans certaines pathologies, comme le psoriasis, l‘expression de certaines isoformes est 

diminuée alors que pour d‘autres, cette expression est augmentée. Un système similaire 

pourrait être transposé à l‘IL-15R. D‘autre part, il serait intéressant d'identifier la ou les 

protéases impliquée(s) dans la coupure des différentes isoformes de la chaîne IL-15R 

contenant ou non le domaine codé par l‘exon 3. En effet, la délétion des exons 4 ou 5 

n‘empêche ni ne diminue la libération du sIL-15R alors que la délétion de l‘exon 3 

diminue cette libération suggérant la présence de plusieurs sites de coupure ou 

l‘implication de plusieurs métalloprotéases. 

Nous avons également mis en évidence un rôle clé du sIL-15R dans la 

pathogenèse de maladies inflammatoires ou cancéreuses. En effet, nous avons montré que 

la libération du sIL-15R par les cellules épithéliales est induite par l‘infliximab et 

intervient dans la réponse au traitement par l‘infliximab dans la maladie de Crohn. De plus, 

le taux d‘IL-15 sérique des patients atteints de la maladie de Crohn est un bon marqueur de 

réponse au traitement par l‘infliximab. Il reste cependant à élucider par quels mécanismes 

l‘infliximab est capable d‘induire la libération du sIL-15R chez les répondeurs au 

traitement alors que chez les non répondeurs, il semble y avoir un défaut empêchant cette 

sécrétion. Il est également possible que l‘effet observé ne soit pas restreint qu‘a 

l‘infliximab et il serait nécessaire de tester plusieurs anticorps comme l‘adalumimab, le 

rituximab, l‘enercept… même si aucun effet n‘a été observé en présence d‘ethanercept. De 

plus, une étude des taux d‘IL-15 et de sIL-15R sur un plus grand nombre de patients 

pourrait aboutir à une application pronostic quant à la réponse au traitement par 

l‘infliximab. Cette étude pourrait également être étendue à la rectocolite hémorragique 

(RCH), permettant d‘approfondir les connaissances sur l‘implication du système IL-15 

dans les processus inflammatoires. De plus, il serait intéressant de connaître les différents 

isoformes de l‘IL-15 comme du sIL-15R séctrétées au niveau intestinal. En effet, les 
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différents isoformes du sIL-15R peuvent avoir des rôles distincts notamment en présence 

ou non du domaine codé par l‘exon 3. Pour ce faire, il serait nécessaire de développer des 

anticorps capables de distinguer les différentes isoformes et de les détecter par des tests de 

type Elisa ou RIA. De plus, il serait intéressant d‘améliorer nos test RIA pour i) améliorer 

la limite de détection car l‘IL-15 est une cytokine sécrétée en très faible quantité et 

extrêmement instable avec un temps de demi-vie court et ii) remplacer par des tests de type 

Elisa plus faciles à mettre en œuvre car ne nécessitant pas de locaux spéciaux pour la 

radioactivité et transposable à haut débit. 

Nous avons aussi pu montrer que le taux de sIL-15R sérique était un marqueur de 

mauvais pronostic en terme de survie globale ou locorégionale chez des patients atteints de 

cancers de la tête et du cou, y compris en analyse multivariée. Le sIL-15R représente un 

biomarqueur plus efficace que les marqueurs conventionnels cliniques (TNM). Ce sIL-

15R est généré par clivage protéolytique par ADAM-17 de la forme membranaire 

exprimée par les cellules tumorales elles-mêmes. Le sIL-15R agit alors comme agoniste 

de l’action de l’IL-15 sur la prolifération des CD8+ ainsi que sur la production de 

cytokines proinflammatoires, perpétuant ainsi un environnement inflammatoire favorisant 

la croissance tumorale. De plus, nous avons également pu montrer que les taux de sIL-

15R et de complexe IL-15/sIL-15R sont plus élevés dans le sérum de patients atteints de 

cancer de la prostate par rapport aux sujets sains. Il serait interéssant d’évaluer si comme 

dans le cancer tête/cou, le sIL-15R possède un effet protumoral dans le cancer de la 

prostate. Enfin, le développement de RIA spécifiques pour les différentes isoformes du 

sIL-15R serait intéressant pour évaluer leur présence et leur rôle dans les différents types 

de cancer. 
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Abstract 

Interleukin 15 (IL-15) is crucial for the 

development of innate immune cells 

(NK, NK-T, T), cellular activation of 

T and NK cells, and survival of 

memory T CD8+ cells. It has therefore 

an important role in tumor 

immunosurveillance and has a 

contemplated use in tumor 

immunotherapy as a component of 

vaccines, in conjunction with adoptive 

T-cell immunotherapy or in systemic 

cytokine therapy. We have previously 

engineered the fusion protein RLI, 

composed of the N-terminal (amino 

acids 1-77, sushi+) domain of IL-15R 

coupled via a linker to IL-15, and 

shown that it displayed far better 

efficacy than IL-15 in vitro to drive cell 

proliferation through the IL-15R/ 

receptor and in vivo to promote 

mobilization and expansion of NK 

cells. In this report, we further show 

that RLI has a higher efficiency than 

IL-15 or IL-2 to reduce lung and liver 

metastasis and enhance survival in the 

mouse B16F10 melanoma model, a 

result that was associated with a higher 

half-life in vivo. Moreover, RLI was 

also efficient to reduce the progression 

of metastasis of human colon 

carcinoma cells in an orthotopic nude 

mouse model. These findings hold 

significant importance for the use of 

RLI as a potential 

adjuvant/therapeutic. 

 

 

Introduction 
Interleukin-15 (IL-15) is a cytokine 

of the four a-helix bundle family, structurally 

related to IL-2 (1, 2). It shares with IL-2 

similar in vitro biological properties, due to 

the common usage by the two cytokines of 

the IL-2/15R and c receptor chains (3). In 

addition, IL-2 and IL-15 each uses a private a 

chain (IL-2R and IL-15R) that confers 

cytokine specificity and enhances the affinity 

of cytokine binding (4, 5). Although both 

cytokines play pivotal roles in innate and 

adaptive immunity, the major role of IL-2 is 

to limit continuous expansion of activated T 

cells, whereas IL-15 appears to be crucial for 

initiation of T cell division, development of 

NK cells and generation and maintenance of 

CD8+ memory T cells (6-9). The antitumor 

roles of IL-15 have been demonstrated in 

several experimental models using IL-15 or 

IL-15 gene as an adjuvant for vaccination, in 

conjunction with adoptive T-cell 

immunotherapy or in systemic cytokine 

therapy. Ugen et al. (10) demonstrated the 

therapeutic antitumor potential of IL-15-

expressing plasmid when delivered 

intratumorally into established subcutaneous 

B16 melanoma tumors in C57BL/6 mice. 

Intratumoral injection of IL-15 strongly 

increased efficacy of vaccines secreting IL-

12, GM-CSF, TNF and IL-6/sIL-6R, 

otherwise being frequently inefficient (11, 

12). IL-15 gene transfer suppressed tumor 

metastasis in a murine metastatic lymphoma 

model and the cotransfection by IL-15 and 

IL-21 genes was shown to protect completely 

from lethal intravenous challenge with the 

lymphoma cells, which was not achieved by 

administration of either cytokine gene alone 

(13). The antitumor effects of IL-15 gene 

transfer was also evidenced in the human 

N592 MHC class Inegative small cell lung 

cancer cell line xenotransplanted in nude 

mice, with a complete rejection of N592 cells 

observed upon cotransfection of the IL-15 

and IL-12 genes (14). Daily administration of 

IL-15 prolonged the period of remission 

induced by cyclophosphamide in mice 

bearing rhabdomyosarcoma (15). In a 4T1 

mammary carcinoma mouse model, 

coadministration of intralesional IL-7 and IL-

15 following radiofrequency thermal ablation 

of tumor, inhibited tumor development and 

lung metastasis (16). IL-15 protected against 

toxicity and potentiated the antitumor activity 

of 5-fluorouracil and irinotecan in rats 

bearing colorectal cancer (17, 18). Moreover, 

IL-15 improved the in vivo antitumor activity 

of adoptively transferred CD8+ T cells (19). 

Recently, IL-15 has been ranked as the best 

agent with high potential for use in treating 

cancer (20). However, high doses of IL-15 

are necessary to achieve biological response 

in vivo (21, 22). A number of studies have 
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demonstrated that the dominant mode of 

action of IL-15 in vivo is not through 

activation by soluble IL-15 of the trimeric 

IL-15R// receptor (cis-activation) but 

rather through a transpresentation mode in 

which IL-15 bound to IL-15R expressed by 

antigen presenting cells activates the IL-

15R/ complex expressed by neighbouring 

naive T or NK cells (23). Moreover, recent 

studies have shown that IL-15 secretion is 

highly dependent on its intracellular pre-

association with IL-15R, suggesting that the 

IL-15/IL-15R complex is the biologically 

dominant active form (24). Accordingly, 

several studies revealed that the biological 

activity of IL-15 could be enhanced ~ 50-fold 

in vivo by coadministration with soluble IL-

15R-Fc (25-28). Binding of sIL-15R-Fc to 

IL-15 also extended the half-life of IL-15 in 

vivo. Compared to IL-15, IL-15/IL-15R-Fc 

complexes induced robust proliferation of 

memory CD8+ T cells, NK and NK T cells in 

vitro and in vivo, increased cytotoxicity of 

NK cells and dramatically reduced tumor 

burden in B16 melanoma mouse model (25-

28). In an attempt to mimic the IL-15/IL-

15R complex, we have previously 

engineered a fusion protein (RLI) that 

consists of the N-terminal (amino acids 1-77, 

sushi+) domain of IL-15R coupled via a 20 

amino-acids linker to IL-15. This fusion 

protein was shown to exert higher biological 

activities than IL-15 or even the non-covalent 

association of IL-15 with the soluble IL-

15R in vitro to drive cell proliferation 

through the IL-15R/ receptor (29) and in 

vivo to promote mobilization and expansion 

of NK cells (30). In the present study, we 

further investigated the interest of RLI as an 

antitumoral agent in two mouse models: a 

syngenic model (lung and liver metastasis of 

the B16F10 mouse melanoma cells in 

C57BL/6 mice) and a xenogenic model 

(tumor growth and metastasis of HCT-116 

human colon cancer cells in nude mice). 

 

Materials and Methods 

 
Cells and Culture Conditions 

The Mo7e myeloid leukemia human cell line 

was cultured in RPMI-1640 medium (Sigma, 

St Louis, MO) containing 10% heat-

inactivated fetal calf serum (FCS), 2 mM 

glutamine and 10 ng/ml granulocyte 

macrophage-colony stimulating factor (R&D 

Systems, Abington, UK). The Kit225 T 

lymphoma human cell line was cultured in 

RPMI-1640 medium containing 6% FCS, 2 

mM glutamine and 10 ng/ml human rIL-2 

(Chiron, Emeryville, CA). Murine B16F10 

melanoma cells and human HCT-116 

colorectal cancer cells were maintained in 

RPMI-1640 supplemented with penicillin 

(100 IU/ml), streptomycin (100 μg/ml) and 

10% of FCS. All cells were maintained at 

37°C under a humidified 5% CO2 atmosp 

here. Cells were harvested using 

trypsine/EDTA and for in vivo experiments, 

cells were resuspended in RPMI alone. 

 

Cytokines and Reagents 

Recombinant human IL-15 was purchased 

from Peprotech, Inc. (Rocky Hill, NJ) or 

from CellGenix (Freiburg, Germany). ILR, 

RLI and sushi+ were produced as described 

previously (29, 31). ILR and RLI are two 

fusion proteins linking IL-15 and the sushi+ 

domain. For the two constructions, a flexible 

linker was introduced between the C 

terminus of IL-15 and the N terminus of the 

sushi domain (ILR) or vice versa (RLI). 

Proleukin (rIL-2, Aldesleukine, 18x106 I.U.) 

was purchased from Chiron BV (Amsterdam, 

Netherlands). 

 

Proliferation assays 

The proliferative responses of Mo7e or 

Kit225 cells to IL-15, RLI or ILR were 

measured by [3H]thymidine incorporation as 

described (32), in the presence of anti-IL-

15Rβ A41 antibody (66 nM) for Kit225. 

 

Mice 

Seven to eight week-old male C57BL/6 and 

athymic female nude mice (NMRI nu/nu) 

were purchased from Janvier (Le Genest-st-

isle, France). Mice were maintained under 

pathogen-free conditions. Experiments were 

carried out in accordance with French laws 

and regulations. 

 

Lung and liver metastasis B16F10 

melanoma model 

C57BL/6 mice were inoculated with 1x105 

B16F10 cells via tail vein on day 0. 

Treatments were done at days 1, 2 and 10 by 

i.p. injections of saline, 2 μg RLI, 2 μg ILR, 
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0.8 μg sushi+, 1.2 μg IL-15 or the association 

of sushi+ and IL-15. For dose response 

experiments, mice were treated with 1 to 

10000 pmoles of either RLI (from 0.05 to 8 

μg), IL-15 (from 0.03 to 4.8 μg) or IL-2 

(from 0.2 to 80 μg). In a first set of 

experiments, mice were sacrificed on day 21, 

lungs were removed and metastatic tumors 

(black nodules) were counted under a 

binocular microscope. In another set of 

experiments, mice were monitored for 

survival on a daily basis for up to 90 days 

postinoculation. For induction of liver 

metastasis, C57BL/6 mice were injected 

intrasplenically with 0.6x106 B16F10 cells, 

and 5 min after the injection, the spleen was 

removed. On days 1, 3, 7 and 10, the animals 

were treated with RLI (2 μg, i.p) or vehicle. 

Thirteen days after tumor cells inoculation, 

the mice were sacrificed and the liver weight 

was recorded for evaluation of tumor 

metastasis. 

 

Pharmacokinetic experiments 

The pharmacokinetic behavior of RLI, IL-2 

and IL-15 following single i.p. doses was 

evaluated in C57BL/6 mice. The blood was 

collected and immediately centrifuged and 

the plasma was frozen at –20°C unti l 

analysis by ELISA assays. Three samples for 

plasma drug concentrations were obtained at 

each time points, ranging from 0 to 72h. 

Pharmacokinetic parameters were calculated 

using a one compartment model with 

GraphPad Prism software. 

 

ELISA for detection of IL-2, IL-15, RLI 

and TNF 

Concentration of human IL-2 and mouse 

TNF in mouse sera were evaluated by 

eBioscience ELISA kits according to 

manufacturer's recommendations 

(CliniSciences, France). The concentration of 

the fusion protein RLI was measured by 

ELISA with the anti-IL-15 monoclonal 

antibody 247 (R&D Systems) as the capture 

antibody and the anti-FLAG-M2-peroxydase 

conjugate (Sigma) as the revealing antibody. 

For IL-15 detection, the same capture 

antibody as RLI was used but the revealing 

antibody was a specific anti-IL-15 

biotinylated Ab kindly provided by Dr. H. 

Gascan (Inserm U564, Angers, France), 

followed by incubation with 

streptavidinperoxidase. 

 

Orthotopic implantation of HCT-116 a 

human colorectal cancer cell line 

Nude mice were anesthetized with ketamine 

and xylazine. After exteriorizing the cecum 

by a small midline abdominal incision, 1x106 

HCT-116 cells/100 μl RPMI- 1640 were 

injected slowly into the cecal wall (Fig. 4B, 

Left). The cecum was returned to the 

abdominal cavity and the wound was closed 

with surgical grapes. One day after the cecal 

injection, groups of mice were randomly 

assigned to receive saline (Control) or RLI 

treatments (2 μg, i.p. thrice per week) for 4 

weeks. The body weight was recorded 

throughout the treatment. The mice were 

killed on day 28 and a complete necropsy 

procedure was performed. We assessed the 

presence of local tumor at the injection site 

and in other organs (mesenteric lymph nodes, 

peritoneum, liver, spleen and lungs). Scoring 

of tumor development was achieved using 

the fourstage system developed by Cespedes 

et al. (33), and by a new system that we 

defined by scoring each organ for the 

presence of tumor or foci, the final stage 

corresponding to the sum of all organ scores. 

 

Statistical analysis 

The data are presented as mean values ± 

SEM. The animal survival data were 

analyzed using Kaplan-Meier survival 

analysis. Statistical analysis used the 

twotailed unpaired Student's t test for 

comparison of two experimental groups 

(HCT-116 experiments) and one-way 

ANOVA followed by Dunnett's Multiple 

Comparison‘s post test for melanoma 

experiments. P values <0.05 were considered 

significant. 

 

Results 

 
RLI is more efficient than ILR and IL-15 

for activating IL-15R/ and IL-15R// 

in vitro. 

We first compared the effects of the two 

fusion proteins RLI and ILR with that of IL-

15 for activating the human IL-15R/ and 

IL-15R// receptors. On the Mo7e cell line 

that expresses human IL-15R and IL-15R 

but not IL-15R (Fig. 1A), the three proteins 
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at saturation induced similar maximal levels 

of cell proliferation. However, based on the 

doses necessary to induce half-maximal 

proliferation (EC50), RLI was found 2-fold 

more active than ILR and ~ 500-fold more 

efficient than IL-15. We also analyzed the 

proliferation of the human lymphoma cell 

line Kit 225 that expresses endogenous IL-

15R, IL-15R and IL-15R (Fig. 1B). This 

study was conducted in the presence of a 

saturating concentration of A41, an anti-IL-

15R monoclonal antibody that we 

previously shown to inhibit IL-15 activation 

of the IL- 15R/ receptor without affecting 

that of the IL-15R// receptor (34). Under 

these conditions, RLI was found 2-fold more 

efficient than ILR or IL-15 in inducing cell 

proliferation through IL-15R// (Fig. 1B). 

 

RLI is more efficient than ILR, IL-15, IL-

15 plus soluble IL-15R or IL-2 to reduce 

the metastatic potential of B16F10 mouse 

melanoma 

RLI and ILR were first compared in vivo for 

their ability to inhibit the development of 

lung metastasis in a B16F10 melanoma 

model. We first controlled by flow cytometry 

that B16F10 cells did not express any of the 

IL-15R, IL-15R or IL- 15R chains, 

therefore ruling out any direct effect of IL-

15, RLI or ILR on the tumor cells (data not 

shown). C57BL/6 mice were inoculated i.v. 

with 1x105 B16F10 melanoma cells on day 0 

and treated i.p. with RLI (2 μg) or ILR (2 μg) 

at days 1, 2 and 10 (Fig 1C). At day 21, mice 

were sacrificed and the lung metastatic 

melanoma nodules visible as black spots (see 

Fig 2A for examples) were counted under a 

binocular microscope. Both proteins reduced 

lung metastasis but the effect of RLI was 

superior to that of ILR, and only the effect of 

RLI was found significantly different from 

that of control (**p<0.01). Using the same 

experimental design (Fig 1C), we then 

compared the efficiency of RLI with that of 

IL-2, a cytokine that was approved by the US 

Food and Drug Administration in 1998 for 

treatments of adults with advanced metastatic 

melanoma, but that can induce, at high-doses, 

severe toxicities such as hemodynamic 

complications (35, 36). After inoculation of 

B16F10 melanoma cells, mice were treated 

with increasing doses of IL-2, IL-15 or RLI 

(Fig. 2A). Administration of RLI had a 

marked inhibitory effect on the number of 

lung metastasis, with a maximal plateau 

effect reaching 75% of inhibition, whereas 

the maximum inhibitory effects induced by 

IL-2 and IL-15 were 45% and 35% 

respectively (Fig 2A, bottom). In addition, 

the mean size of the tumor metastasis on the 

lung surface was found smaller in the RLI 

group than in the IL-2, IL-15 and control 

groups (Fig 2A, top). The non covalent 

association of soluble IL-15R with IL-15 

has been shown to enhance the activity of IL-

15 in vitro (29, 31) and in vivo (26, 27), and 

we have recently shown that RLI was more 

active than the non covalent association of its 

two linked moieties, i.e. IL-15 and IL-15R 

sushi+ domain, to activate in vitro the IL- 

15R/ and IL-15R// receptors (29). We 

therefore compared the maximal activity of 

RLI to that of a non covalent association of 

IL-15 plus IL-15R-sushi+ domain in the 

B16F10 melanoma model (Fig 2B). The 

association of IL-15 with sushi+ did not 

induce a better decrease of metastasis than 

IL-15 alone. Only RLI induced a significant 

reduction vs control of the number of lung 

metastasis. The effect of RLI was then tested 

on the survival of C57BL/6 mice (Fig 2C). 

Control mice that were treated with saline 

died with a median survival of 28 days. 

Treatments with RLI significantly increased 

the median survival to 35 days, and 2/16 

(12.5%) of the mice survived until at least 

day 90, with body weights that were identical 

to those of control mice (data not shown). 

Increasing the duration of treatment with RLI 

(twice per week over 6 weeks) did not 

change the median survival that was 31 days 

compared to 27 days for control mice (Fig 

2C, bottom). We also analyzed the 

development of liver metastasis after 

intrasplenic injection of B16F10 cells in 

C57BL/6 mice (Fig 2D). This injection 

induced liver metastasis resulting in a 3-fold 

increase of liver weight in mice treated with 

saline. The intraperitoneal administration of 

RLI (twice per week over 2 weeks) strongly 

prevented liver metastasis of B16F10 

melanoma, resulting in a significant 65%- 

inhibition of the liver weight increase. 

 

 

 



Annexes 

  

 - 206 - 

RLI has a better bioavailability in vivo 

than IL-15 or IL-2 

To determine whether RLI had a favorable 

pharmacokinetic profile compared to IL-2 

and IL-15, C57BL/6 mice were injected i.p. 

with a single dose of RLI (4 or 48 μg), IL-2 

(2.5 or 30 μg) or IL-15 (2.4 or 28.8 μg), 

equivalent to 0.16 nmol (low dose) and 1.92 

nmol (high dose) for each drug. Serum was 

collected just before treatment and at various 

times after treatment, and the drug plasma 

levels were determined (Fig. 3, top). The 

profiles of IL-2 and IL-15 were similar as 

reflected by their calculated pharmacokinetic 

parameters, whereas that of RLI showed a 

markedly increased bioavailability (Fig. 3 

and Table 1). The half-lifes of IL-2 and IL-15 

were 20 and 30 min respectively whereas 

RLI half-life was 3 h. For each injected dose, 

the maximal plasma concentration (Cmax) of 

RLI was found to be 3 to 5-fold higher than 

that of IL-2 and IL-15, and its area under 

curve (AUC) was 12 to 34-fold greater than 

those of IL-2 and IL-15 (Fig. 3, bottom). As a 

control for non side effect (36), the serum 

levels of TNF were not affected by the 

injection of low or high doses of RLI, IL-15 

or IL-2 (data not shown). 

 

RLI treatment of human colon cancer cells 

HCT-116 growing in the cecum of nude 

mice 

The antitumor effect of RLI was evaluated on 

another cancer model: the colorectal cancer. 

This is the second most frequent cause of 

cancer-related death worldwide, and patients 

with metastatic colorectal cancer have a 

median of 8.5 months without chemotherapy 

(37). In our study, we used a human 

colorectal cancer HCT-116 cell line, which 

has been described as the most aggressive 

human colorectal cancer cell line by 

Cespedes et al. (33). These cells were 

implanted in the cecum of nude mice. They 

were preliminary checked for the absence of 

any IL-15R chains expression (data not 

shown). HCT-116 cells (1x106) were 

injected into the cecal wall of female nude 

mice (Fig 4B, left). One day after, mice were 

treated or not with one i.p. injection of RLI 

(2 μg) thrice per week for 4 weeks and tumor 

progression was evaluated at day 28 (Fig. 

4A). None of the treatment produced loss of 

body weight and tumor incidence was 100%. 

Mice treated with saline (Control) had large 

primary tumors in the cecum and metastatic 

nodules in the peritoneum and other organs 

such as liver and spleen. Mice receiving RLI 

had smaller primary tumors and a reduced 

incidence of metastasis (Fig. 4B, right). In 

order to quantify the results, two related 

scoring systems were used: first, the system 

of Cespedes et al. that takes into account four 

main tumor development stages (Fig 4C, 

second column); second, a system that we 

defined by dividing each main stage (I, II, III, 

IV) in sub-stages (Fig 4C, first column) and 

attributing relative scores to each of them, 

with a maximal score of 4.5 (Fig 4C, third 

column). With the first staging system, it was 

found that RLI treatment induced a strong 

inhibition of tumor growth in the cecum and 

metastasis dissemination in peritoneal cavity 

and other organs. In control mice, most of the 

tumors were at stage IV (59.3%) (stage I: 

3.7%, stage II: 29.6% and stage III: 7.4%), 

whereas in RLI treated mice, tumors were 

mainly at stage I (55.6%) (stage II: 11.1%, 

stage III: 14.8% and stage IV: 18.5%) (Fig 

4D, top). Using the second scoring system, it 

was found that the overall effect of RLI was 

to reduce by 50% tumor growth and 

metastasis (***p<0.001) (Fig. 4D, bottom). 

 

Discussion 

 
IL-2 is FDA-approved for the 

treatment of metastatic renal cancer and 

malignant melanoma since 1992 (35). 

However its toxicity at high doses as well as 

its ability to promote activation-induced cell 

death (AICD) and expansion of T regulatory 

cells (Tregs) has limited its contemplated use 

in cancer treatment (38). In contrast, IL-15 is 

less toxic than IL-2, inhibits AICD and 

stimulates the persistence of memory CD8+ 

T cells, appearing therefore as a better 

alternative than IL-2 in the treatment of 

cancer and as a component of vaccines 

directed to cancer (20, 39). Its potential use 

as a cancer immunotherapeutic agent has 

already been suggested in several mouse 

cancer models (10-19). Its interest as 

adjuvant for enhancing the effect of 

chemotherapeutic agents and adoptive cell 

therapy on transplanted tumors has been 

widely established but its therapeutic 

potential on its own was found limited, one 
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of the reason being, as described for IL-2, its 

poor pharmacokinetics in vivo (21, 22). 

Considering the IL-15 transpresentation 

model, we previously developed the fusion 

protein RLI, linking human sIL-15Rsushi+ 

domain to human IL-15, and showed its 

better biological activities than IL-15 in vitro 

(29, 31). The present studies were therefore 

conducted to evaluate whether RLI would be 

a better alternative than IL-1 and IL-2 for 

cancer treatment using two distinct animal 

models, and to measure its bioavailability in 

vivo. In the B16F10 mouse metastatic 

melanoma model, RLI was shown here to 

markedly reduce the number of lung 

metastasis after i.v injection of tumor cells as 

well as liver metastasis after intrasplenic 

injection. The maximal effect on lung 

metastasis (75% of inhibition) was 

significantly higher than those induced by IL-

2 (45%) or IL-15 (35%). The better in vivo 

efficiency of RLI vs IL-15 is likely related to 

its better in vitro efficiency to stimulate IL-

15R// and/or IL-15R/ bearing cells as 

previously reported (29, 31). Our 

pharmacokinetic experiments also indicate 

that the better efficiency of RLI over IL-15 or 

IL-2 may also be related to a better serum 

distribution profile. The AUC and serum 

half-life of RLI were indeed approximately 

30 times and 6 times higher respectively than 

those of IL-15 or IL-2. A previous study has 

shown a marked (20-fold) improvement of 

IL-15 serum half-life when associating with 

soluble IL-15R-Fc, an effect that could be 

attributed to the Fc part fused to IL- 15R 

(26). Our results demonstrate that the IL-

15R sushi+ domain by itself increases the 

half-life of IL-15 in vivo. Soluble IL-15R-

IgG1-Fc has been shown in a similar B16 

model to be more potent than soluble IL-

15R to increase the antitumor activity of IL-

15, again stressing the roles of both Fc and 

sIL-15R (27). Comparison of these data 

with our present data indicated that RLI (2μg, 

3 injections) favourably compared to the IL-

15/IL-15R-Fc complex even used at much 

higher doses (10μg, 9 injections) to increase 

mice survival. Both IL-15/IL-15R-Fc and 

RLI induce a similar 7 days-extension of the 

median survival compared with PBS-treated 

mice (27). However, while no mice survived 

under IL-15/IL-15R-Fc treatment after 36 

days, there was a significant number (10-

15%) of mice with long-term survival (>90 

days) under RLI treatment. In addition, in our 

B16F10 experiments, RLI was also found to 

be more active than the IL-15/IL-15R-

sushi+ complex. These results are in 

agreement with our previous results showing 

a better activity of RLI vs the noncovalent 

IL-15/IL-15R-sushi+ complex in vitro (29). 

In these studies, RLI was shown to activate 

with similar high-affinity both IL-15R// 

and IL-15R/ complexes whereas IL-15 

alone was 50-less efficient on the IL-15R/ 

complexes, and the non covalent association 

of IL-15 and IL-15R-sushi+ was 3-fold less 

effective than RLI on IL-15R/ and 10-fold 

less effective than RLI or IL-15 on IL-

15R//. We have further shown an 

enhanced activity of RLI over the IL-15/IL-

15Ra-Fc complex to increase the number of 

human NK cells in mice reconstituted with a 

human immune system (HIS) (30). Our 

present data extend these observations by 

indicating a better antitumoral therapeutic 

efficiency of RLI over non covalent IL-

15/soluble IL-15R complexes. The 

antitumoral effects of RLI were not due to a 

direct action on the tumor cells that do not 

express any of the IL-15R chains, and 

probably reflect an action via tumor-

associated CD8+ T cells (28) and/or NK 

cells. Rowley et al. (40) have recently shown 

that IL-15 linked to IL-15R expressed on 

tumor cells, induced a strong inhibition of 

tumor growth in an NK1.1+ cell- and CD8+ 

T cell-dependent manner in tumor challenged 

mice. Interestingly, ILR an other fusion 

protein that we previously described (31) and 

differing from RLI by inverse positions of 

IL-15 and IL-15Rasushi+ with regard to the 

central flexible linker, displayed a weaker 

antitumoral effect, comparable to that of IL-

15. This difference may in part be due to the 

2-fold lower activity of ILR vs RLI to induce 

proliferation of IL-15-dependent cells in 

vitro. However, a better in vivo stability of 

IL-15/IL-15Rsushi+ complex in the frame 

of RLI fusion protein than in the frame of 

ILR may not be excluded. The HCT-116 

human colon cell line was also used to 

investigate the anticancer therapeutics 

properties of RLI. Colorectal is one of the 

highest incidence cancers worldwide (41). 

While early stage colorectal cancer is 

frequently curable with surgery, unresectable 
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metastatic disease is uniformly fatal (42). 

Therefore, there is a clear need for new 

treatment strategies to improve the prognosis 

of colorectal cancer patients. The orthotopic 

microinjection of HCT-116 cells allows a 

dissemination pattern closely replicating all 

relevant metastatic sites observed in humans. 

In this model, RLI induced a strong 

antitumoral effect by reducing the primary 

tumor growth in the cecum as well as 

decreasing metastatic progression in organs 

of the peritoneal cavity. Animals treated with 

RLI developed mainly stage I tumors 

(55.6%) whereas 59.3% of control mice 

presented stage IV tumors. Based on the 

study of Cespedes et al., as tumor staging 

closely correlated with animal survival, a 

survival time around 110 days, 2 to 3-fold 

longer than that of control animals, could be 

expected for RLI treated mice. Adjuvant and 

palliative treatments for colorectal cancer 

mainly involve fluorouracil-based 

chemotherapy and irinotecan, and more 

recently oxaliplatin (43, 44). However, when 

patients become refractory to these cytotoxic 

agents, there are essentially no established 

treatment options with demonstrated 

efficacy. The last few years have witnessed 

growing interest and significant advances in 

the use of targeted therapy for colorectal 

cancer. For example in 1998, Cao et al. (17, 

18) had already demonstrated the ability of 

IL-15 to provide significant protection from 

fluorouracil- and irinotecan-induced 

intestinal toxicity with maintenance of 

antitumor activity, resulting in an increase in 

the therapeutic index of the cytotoxic agents. 

It will therefore be of interest to evaluate the 

advantage of RLI over IL-15 in such 

combination strategies. In conclusion, RLI 

has revealed strong anticancer therapeutic 

effect in two different cancer models, the 

B16F10 mouse lung and liver metastatic 

melanoma models and the HCT-116 human 

colon tumor mouse model. This fusion 

protein overcomes the limited effect of IL-15 

by increasing its bioavailability and 

efficiency in stimulating IL-15R// and/or 

IL-15R/ bearing cells. These findings hold 

significant importance for the use of RLI as a 

potential adjuvant/therapeutic. 
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Figures and legends 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: 

Comparison of RLI and ILR. Cell proliferation was evaluated by incorporation of [3H]-

thymidine. (A) Mo7e cells were cultured with increasing concentrations of human rIL-15 

(○), RLI (■) or ILR (□). (B) Kit225 cells were incubated with increasing concentrations of 

IL-15 (○), RLI (■) or ILR (□) in the presence of a fixed concentration of A41 (66 nM) . 

Data are the mean ± SD of triplicate wells and are representative of two independent 

experiments. (C) Top, schematic of the regimen in mice bearing intravenously B16F10 

melanoma cells (1x105). Mice were given three doses of either saline (Control; n=22), RLI 

(2 μg;n=22) or ILR (2 μg; n=26) i.p. At day 21, B16 nodules on the lungs were counted. 

Each column represents the mean ± SEM. **p<0.01 vs Control, Dunnett's Multiple 

Comparison Test. 
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Figure 2: 

Effect of IL-2, IL-15 and RLI in the B16F10 mouse melanoma model. (A) Mice were 

treated with RLI, IL-15, IL-2 or saline on days 1, 2 and 10. On day 21, mice were 

sacrificed and tumors (black nodules) were counted. Top, representative pictures of lungs. 

Bottom, dose-response curves of RLI (■), IL-15 (▼---) and IL-2 (△) on lung metastasis. 

Data shown are expressed as % of inhibition vs Control (saline). Maximal effects are 

statistically different (***p<0.001 in F-test). (B) RLI (2 μg) or IL-15 (1.2 μg) alone or pre-

associated with sushi+ (0.8 μg) were administered i.p. on days 1, 2 and 10. Mean values ± 

SEM of each group (n=18) are shown. **p<0.01 vs Control, Dunnett's Multiple 

Comparison Test (C) Kaplan Meier survival analysis of mice i.v. injected with B16F10 

cells. Top, Mice were treated with RLI (■; 2 μg) or saline (○) on days 1, 2 and 10 (n=16). 

Bottom, Mice received 12 i.p. injections (twice per week) of either RLI (♦; 2 μg) or saline 

(○) for long-term treatment (n=10). *p<0.05; **p<0.01 vs Control in log rank test for 

prolonged survival. (D) Mice were injected intrasplenically with 0.6x106 B16F10 cells and 

treated i.p. with RLI (2 μg) or saline on days 1, 3, 7 and 10. On day 13, mice were 

sacrificed. Representative metastasized liver of RLI-treated groups (RLI, right) and saline 

treated groups (Control, left) is depicted (Top). In addition, the liver weight was measured 

(Bottom). The weight average of normal livers is ~1.2 g and is represented with the dotted 

line. **p<0.01 vs Control, Student t Test. 
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Figure 3: 

Pharmacokinetic profiles of RLI (■), IL-2 (△) or IL-15 (·) following a single i.p. 

administration of equivalent low (A; 0.16 nmol) or high (B; 1.92 nmol) dose of these 

compounds: RLI, 4 or 48 μg; IL-2, 2.5 or 30 μg and IL-15, 2.4 or 28.8 μg. Male C57BL/6 

mice were injected i.p. and plasma concentrations were determined at the indicated points. 

Bottom, histograms depicting the AUC (area under curve) of RLI, IL-2 and IL-15. 
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Figure 4: 

Therapy of HCT-116 human colon cancer cells implanted in the cecum of nude mice. (A) 

Schematic of the RLI treatment in mice injected with 1x106 HCT-116 cells into the cecal 

wall. Nude mice received one i.p. injection of RLI (2 μg) or saline (Control) at day 1 and 

thrice per week for 28 days. (B) Left, representative pictures of cecum before or during 

HCT-116 cell injection in the cecum of nude mice. Right, metastasis (arrows) in cecum, 

liver or spleen of Control and RLI treated mice. (C) Definition of tumor staging 28 days 

after HCT-116 cell injection: column 2, according to Cespedes et al; column 3, according 

to our tumor staging. (D) Development stages of HCT-116 tumors after treatment with RLI 

(▒) or vehicle (█) (n=27 for each group). Top, tumor staging (% of mice) according to 

Cespedes et al and bottom, quantification of local tumor and dissemination pattern. 

***p<0.001 vs Control, Dunnett's Multiple Comparison Test. 
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Table 1: 

Summary of the pharmacokinetic parameters of RLI, IL-2 and IL-15 in male C57BL/6 

mice following a single i.p. administration. 
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ANNEXE II 

 

 

BREVET : 

 
The soluble alpha chain of IL-15 receptor as a biomarker of 

survival of patients suffering from type of cancers known to 

express IL-15r alpha. 

  EP 08 300 131.3. 
Auteurs : C. Badoual, G. Bouchaud, E. Mortier, Y. Jacques et E. Tartour. 
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RESUME 

Caractérisation structurale et fonctionnelle du complexe formé entre la 

Chaîne Alpha soluble du Récepteur de l’Interleukine-15 Humaine et 

l’Interleukine-15: Implication en immuno-cancérologie 

 

L‘Interleukine-15 (IL-15) est une cytokine qui présente des activités 

semblables à celles de l‘IL-2 in vitro du fait de l'utilisation commune des 

chaînes réceptrices IL-2R et c, la spécificité d'action étant conférée par une 

chaîne réceptrice . L‘IL-15R existe sous forme soluble après clivage 

protéolytique de la forme membranaire. Dans cette étude, nous avons 

caractérisé les mécanismes moléculaires régulant les activités agonistes et 

antagonistes des formes solubles de la chaîne IL-15R. Nous avons mis en 

évidence que le domaine du sIL-15R codée par l‘exon 3 et, située à 

l‘extrémité C-terminale du domaine sushi liant la cytokine, participe à la forte 

affinité du complexe IL-15/sIL-15R et est indispensable à la fonction 

antagoniste du récepteur soluble. Nous avons également montré le rôle 

primordial du complexe IL-15/sIL-15R dans des pathologies cancéreuses et 

inflammatoires grâces au pouvoir pro-inflammatoire induit par le sIL-15Rα 

dans les cancers de la tête et du cou et son implication dans la réponse 

thérapeutique à l‘infliximab (anti-TNF) dans la maladie de Crohn. Ce travail 

montre que le sIL-15R est une composante importante dans la régulation des 

activités de l'IL-15 et pourrait conduire à différentes applications 

thérapeutiques. 

 

Mots clés : Immunologie, Cytokine, Interleukine-15, Récepteur Soluble de 

l'Interleukine-15, Activité Antagoniste, Protéine de Fusion, 

Transsignalisation. 
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ABSTRACT 

Functional and structural properties of the complex formed by human 

Interleukine 15 and its soluble private chain : Involvement in immuno-

cancérology 

 

The Interleukin-15 (IL-15) is a cytokine which outlines similar 

activities as those of IL-2 in vitro because of the common use of IL-2R and 

C chains. The specificity of action is conferred by a private  chain (IL-

15R). The  chain exists in soluble form after proteolytic cleavage of the 

membrane anchored IL-15R. In this study, we characterized the molecular 

mechanisms regulating the agonistic and antagonistic activities of the soluble 

forms of IL-15R (sIL-15R). We highlighted that the exon 3 encoded 

domain of the sIL-15R, located at the C-terminal end of the IL-15 binding 

domain (sushi) which participates to the high affinity of the IL-15/sIL-15R 

complex and is necessary for the antagonistic function of the soluble receptor. 

We also showed the vital role of this complex in cancer and inflammatory 

diseases through the capacity to escape to immunity of tumor with sIL-15Rα 

in head and neck cancers and it involvement in the therapeutic response to 

infliximab in Crohn disease. This work shows that the sIL-15R is an 

important component in the regulation of IL-15 and could lead to different 

therapeutic applications. 

 

Key Words : Immunology, Cytokine, Interleukin-15, Interleukin-15 Soluble 

Receptor, Antagonist Activity, Fusion Protein, Transsignalisation. 
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