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INTRODUCTION

I. Le mésothéliome pleural malin

I. 1. Définition et situation anatomique

Le mésothéliome est une tumeur primitive agressive résultant de la transformation maligne des 

cellules mésothéliales qui tapissent les cavités séreuses de l'organisme, telles que la plèvre, le 

péricarde  et  le  péritoine,  ainsi  que  les  organes  internes.  Le  type  de  mésothéliome  le  plus 

fréquemment  rencontré se développe au niveau de la  plèvre et  est  qualifié de mésothéliome 

pleural malin (MPM). Il représente environ 80% des cas de mésothéliome.

La plèvre est constituée d'un double feuillet qui isole les poumons de la paroi interne du thorax 

(figure 1, page 8). Ces deux feuillets, dont l'un adhère à la paroi thoracique (feuillet pariétal), et 

l'autre au poumon (feuillet viscéral), délimitent un espace : la cavité pleurale. La mono-couche 

de cellules mésothéliales qui tapissent chacun des deux feuillets produit un liquide aux propriétés 

surfactantes (Mutsaers, 2004). La présence de ce liquide pleural autorise le glissement des deux 

feuillets l'un sur l'autre lors des mouvements respiratoires. 

Dans les conditions physiologiques, l'espace pleural délimité par les deux feuillets (viscéral et pariétal)  

est  quasiment  virtuel  et  ne  contient  que  peu  de  liquide  pleural.  Source:  

http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/presentations/100008_1.htm
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Lors  du  développement  d'un  MPM,  la  cavité  pleurale  est  envahie  à  la  fois  par  les  cellules 

mésothéliales tumorales et par du liquide pleural présent en quantité anormalement élevée. Si le 

volume normal du liquide pleural est de l'ordre de quelques millilitres à peine, il peut atteindre 

plusieurs litres en cas d'atteinte tumorale.

I. 2. Données épidémiologiques

La relation entre l’exposition à l’amiante et le MPM a été établie il y a 40 ans par une étude 

portant sur des personnes qui travaillaient dans des mines d’amiante (Wagner et al., 1960). De 

nombreuses  fibres  minérales  dérivées de  l'amiante  existent.  Elles  sont  représentées  par  deux 

familles : les serpentines et les amphiboles. Une exposition à l’amiante pouvant être retrouvée 

dans 70 à 80% des cas de MPM (Gross-Goupil & Ruffié, 1999), ces dérivés asbestosiques sont 

considérés comme les principaux agents responsables de l’apparition de MPM. D’autres facteurs 

(radiations ionisantes, prédispositions génétiques ou virus) font l’objet de controverses et leur 

rôle dans l'étiologie du MPM n’est pas clairement déterminé.

L’utilisation massive de l'amiante et de ses dérivés dans différents secteurs de l'industrie et du 

bâtiment à partir du début du XXème ainsi que l’application tardive des mesures d’interdiction 

concernant l’utilisation de l’amiante (1997 en France) ont abouti à des expositions importantes à 

ces fibres dans de nombreux secteurs d'activités. De plus, le délai qui sépare l’exposition de la 

survenue  d'un  mésothéliome  est  long  (30  à  40  ans).  L'ensemble  de  ces  facteurs  explique 

l'augmentation constante de l’incidence du MPM dans les pays industrialisés depuis les années 

1960 (figure 2, page 10) (Bianchi & Bianchi, 2007; Montanaro et al., 2003). 

Une étude récente prédisait  un doublement du nombre de décès annuel en Europe d'ici 2020 

(incidence annuelle estimée en France en 2020 : 2000 cas par an) (Peto et al., 1999). Toutefois, 

cette équipe a par la suite étudié les données cliniques devenues disponibles pour les années 

1995 à 1999 et il s'est avéré que l'incidence réelle était inférieure à leurs prévisions (Pelucchi et 

al., 2004). Malgré tout, on s'attend à voir apparaître de plus en plus de cas de MPM au cours des 

prochaines décennies.
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La couleur des pays indique l'incidence estimée : gris foncé > 20 cas par million ; gris intermédiaire: 11-

20 cas par million ; gris clair < 11 cas par million ; en blanc, données non disponibles.(D'après Bianchi  

2007)

I. 3. Facteurs étiologiques et mécanismes pathogéniques

Si  la  relation  entre  l'exposition  à  certaines  fibres  minérales  et  le  développement  d'un 

mésothéliome  semble  clairement  établie (Robinson et  al.,  2005),  d'autres  facteurs  pourraient 

aussi être impliqués dans l'étiologie de ce cancer.

I.3.1. Les fibres minérales

Comme nous l'avons déjà vu, la relation entre une exposition aux fibres d'amiante et l'apparition 

d'un MPM est connue depuis plus de 50 ans déjà (Wagner et al., 1960). Les fibres d’amiante sont 

des minéraux aux propriétés physiques et chimiques exceptionnelles : ils ne brûlent pas, résistent 

remarquablement à diverses agressions chimiques et présentent une résistance mécanique élevée 

à la traction. Ces propriétés ont favorisé le développement de l’utilisation des fibres d’amiante 

(serpentines  et  amphiboles)  sous  de  multiples  formes,  que  ce  soit  pour  la  fabrication  de 

nombreux produits industriels de grande consommation ou dans la  construction des bâtiments. 
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Des expositions naturelles sont également  possibles.  En Turquie, des populations exposées à 

l'érionite,  une fibre  minérale  naturelle  reconnue comme cancérigène  depuis  plusieurs  années 

(IARC-1 et IARC-2), présentent des taux de MPM très importants (Metintas et al., 2002).

Une fois inhalées, les fibres d’amiante pénètrent et s'accumulent dans les poumons et le tissu 

pleural  (Sebastien et al., 1980). Elles sont parfois responsables de l'apparition de pathologies 

bénignes  (plaques  pleurales,  épanchements  pleuraux  bénins...)  ou  malignes  (mésothéliome, 

cancer  du  poumon)  (Chapman et  al.,  2003;  Cugell  &  Kamp,  2004).  Plusieurs  mécanismes 

semblent impliqués dans l'oncogénèse du MPM (Jaurand, 2005; Spugnini et al., 2006): 

– La longueur et l'épaisseur des fibres influent sur leur pouvoir cancérigène. Il semblerait qu'un 

ratio  longueur / diamètre  élevé  soit  favorable  à  la  pénétration  des  fibres  dans  la  cavité 

pleurale et donc au développement ultérieur d'un mésothéliome (Dodson et al., 2003; Zucali 

& Giaccone, 2006).

– Les fibres d'amiante sont capables d'interagir de manière directe avec les chromosomes des 

cellules.  Elles  interfèrent  ainsi  avec  le  processus  de  mitose,  générant  des  modifications 

importantes dans le caryotype  des cellules  (aneuploïdie,  réarrangements chromosomiques) 

(Ault et al., 1995; Lechner et al., 1985; Yegles et al., 1993). Certaines de ces modifications 

sont fréquemment rencontrées et semblent nécessaires au développement du MPM (Sandberg 

& Bridge, 2001). 

– Des dérivés oxygénés ou des radicaux libres formés par oxydoréduction à la surface de la 

fibre ou au cours de processus de phagocytose exerceraient un effet génotoxique (rupture de 

l'ADN et mutations) sur les cellules (Dong et al., 1994; Jaurand, 1997; Kamp et al., 1992; 

Upadhyay & Kamp, 2003).

– Enfin,  les  fibres  d'amiante  entraînent  la  phosphorylation  de  certaines  MAPK  (Mitogen-

Activated protein kinases), notamment ERK1 et ERK2 (extracellular signal-regulated kinases 

1 et 2) (Berken et al., 2003; Zanella et al., 1996). La phosphorylation des protéines ERK 

induit l'activation du programme de division cellulaire.
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Bien  que  tous  les  mécanismes  impliqués  dans  la  carcinogenèse  ne  soient  pas  encore 

complètement élucidés, et que les effets varient d'un type de fibre à l'autre (Jaurand, 1997), la 

causalité des fibres d'amiante dans le développement du MPM est bien établie. Cette prise de 

conscience  a  abouti  à  un  abandon  progressif  de  l'utilisation  des  dérivés  asbestosiques  dans 

l'industrie et le bâtiment. Cependant, 20% des patients porteurs de MPM n'ont a priori pas été 

exposés à l'amiante. D'autres agents étiologiques non asbestosiques sont donc potentiellement 

impliqués dans la physiopathogénie du MPM. 

I.3.2. Le virus SV40

Le SV40 (Simian Virus 40) appartient à la famille des Papovaviridae. Son rôle éventuel dans le 

développement du mésothéliome est très controversé, et ce, depuis de nombreuses années. Le 

débat quant au rôle du SV40 dans l'oncogenèse du MPM reste ouvert puisque certains arguments 

semblent  indiquer  que  le  SV40  est  impliqué  dans  l'étiologie  du  MPM  tandis  que  d'autres 

indiquent le contraire (tableau 1, page 13). Il est aussi envisageable que ce virus intervienne en 

tant que co-facteur facilitant la mutagenèse de l'amiante en cas d'une double exposition. 
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Arguments positifs Arguments négatifs
Le SV40 induit l'immortalisation et la transformation maligne de 

cellules  humaines (Carbone et  al.,  2003b). Les  cellules 

mésothéliales  sont  très  sensibles  à  une  transformation  par  le 

SV40 : elles sont peu lysées et la fréquence de transformation est 

élevée) (Bocchetta et al., 2000; Carbone et al., 2003a). 

Action  sur  la  transformation  des  cellules  via  la  protéine  Tag 

(large  T  antigen) qui  inactive  des  protéines  inhibitrices  de 

tumeur (protéine p53 et la protéine du rétinoblastome (pRb)) ou 

encore  d'induire  l'activité  télomérase  (Carbone et  al.,  1997; 

Foddis et al., 2002).

Certaines études incriminant le SV40 dans l'étiologie du MPM 

sont basées sur des modèles animaux (Cicala et al., 1993). Or, le 

type  cellulaire  et  l'espèce  à  laquelle  appartiennent  les  cellules 

modifient  considérablement  l'impact  de  l'infection  virale.  Il 

paraît donc difficile de se fier à de telles expérimentations pour 

affirmer ou infirmer le rôle éventuel du SV40 en tant que facteur 

responsable de l'apparition du MPM.

De nombreuses personnes ont pu être infectées par ce virus de 

par  l'utilisation  entre  1955  et  1963  de  vaccins 

antipoliomyélitiques contaminés et ce, dans de nombreux pays. 

La prévalence des personnes  contaminées  n'est  pas clairement 

établie à ce jour  (Gazdar et al., 2002). La cohorte de personnes 

potentiellement infectées correspond à celle qui développe des 

MPM, mais il s'agit aussi d'une population exposée à l'amiante. 

Aucune étude n'a apporté la preuve irréfutable de l'implication 

du SV40 dans le développement d'un MPM chez ces personnes 

(Leithner et al., 2006).

Depuis les années 1970, la présence de séquences de l'ADN ou 

de produits de gènes du SV40 a été fréquemment détectée dans 

différents types de tumeurs humaines, et  en particulier  dans le 

mésothéliome (Carbone et al., 2003b; Gazdar et al., 2002).

Certaines équipes n'ont pas pu mettre en évidence la présence du 

SV40  dans  les  tumeurs  (Carbone et  al.,  2003b;  Jasani et  al., 

2001). L'existence de faux positifs et  de faux négatifs peuvent 

expliquer les divergences observées  (les  différentes techniques 

ne sont  pas  équivalentes)  (Jasani et  al.,  2001; Leithner et  al., 

2006; López-Ríos et al., 2004; Pilatte et al., 2000).

Tableau 1: Arguments en faveur ou en défaveur du rôle du SV40 dans l'étiologie du MPM.
Compte tenu des différents arguments, il semble difficile de conclure quant à la véritable implication du  

SV40 dans le développement du MPM. Aucune preuve irréfutable qui permettrait d'exclure le SV40 des 

facteurs étiologiques ou au contraire d'affirmer qu'il en fait partie n'a été apportée.

I.3.3. Autres facteurs étiologiques

Certaines anomalies génétiques contribueraient aussi à l'étiologie du MPM. Dans une région de 

la Turquie,  deux villages exposés à l'erionite présentent des fréquences de mésothéliome très 

différentes :  dans  l'un  des  deux  villages,  la  moitié  des  hommes  sont  morts  des  suites  d'un 

mésothéliome alors que dans l'autre, un seul cas a été rapporté (Roushdy-Hammady et al., 2001). 

La  réalisation  d'arbres  génétiques  dans ces  populations  a  permis  de  mettre  en évidence  une 

prédisposition génétique au développement de MPM (Dogan et al., 2006; Roushdy-Hammady et  

al., 2001). Des pertes chromosomiques ont été détectées dans des familles avec plusieurs cas de 
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mésothéliomes sans que les gènes présents sur ces loci n'aient été identifiés (Ascoli et al., 2001). 

Une équipe a démontré que les sujets  présentant  une délétion homozygote  du gène  GSTM1 

(glutathion  S-transférase  M1)  ou  possédant  des  allèles  de  NAT2  (N-acetyltransferase  2)  à 

l'origine  d'un  phénotype  « acétyleur  lent »  présenteraient  un  risque  accru  de  survenue  de 

mésothéliome  malin.  (Hirvonen et  al.,  1995;  Hirvonen et  al.,  1996).  Une  autre  étude  a  au 

contraire permis d'observer une proportion plus importante de sujets « acétyteurs rapides » chez 

les  patients  atteints  de  mésothéliome  que chez  les  sujets  normaux  (Neri et  al.,  2005).  Pour 

l'instant, on ne dispose d'aucune explication concernant ces différences. Ces exemples illustrent 

le fait qu'il  existe des marqueurs de susceptibilité génétique, présents chez des populations à 

risque accru, mais qu'il est nécessaire de les étudier encore. 

L'exposition  à  des  radiations  ionisantes  ou  des  séquelles  suite  à  une  infection  pleurale 

(inflammation chronique) ont aussi été rapportées comme pouvant jouer un rôle dans la survenue 

ultérieure d'un MPM  (Brenner et al., 1982; van Kaick et al., 1999). Les radiations ionisantes 

représentent des cancérigènes certains chez l'homme et il semble donc logique de considérer des 

irradiations importantes de la plèvre comme une cause de mésothéliome. Cependant, il n'existe 

pas de preuve irréfutable que les radiations ionisantes induisent le développement d'un MPM 

chez l'homme à l'heure actuelle.

I.3.4. Mécanismes moléculaires 

Les mécanismes par lesquels les cellules mésothéliales donnent naissance à des cellules malignes 

de mésothéliome sont eux-aussi loin d'être complètement élucidés. Néanmoins, la durée élevée 

de  la  période  de  latence  (30-35  ans)  (Selikoff et  al.,  1980) suggère  que  le  processus  de 

transformation résulte de l'acquisition de nombreuses mutations et spécificité biologiques avant 

que ces cellules deviennent des cellules de MPM (figure  3, page  16) (Hanahan & Weinberg, 

2000; Robinson & Lake, 2005; Spugnini et al., 2006; Zitvogel et al., 2006). 

– Capacité  à  induire  la  formation de  nouveaux vaisseaux sanguins  (angiogenèse). Les 

cellules de mésothéliome, comme toutes les cellules tumorales qui se multiplient de manière 

importante, ont des besoins en nutriments élevés. Elles produisent des facteurs angiogéniques 

puissants,  comme  le VEGF  (Vascular  Endothelial  Growth  Factor),  le  FGF  (Fibroblast 
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Growth Factor) et l'IL-8 (interleukine 8) par exemple  (Galffy et al., 1999; Masood et al., 

2003).

– Autosuffisance  en  facteurs  de  croissance. Ces  cellules  produisent  et  répondent  à  de 

nombreux facteurs de croissance comme le PDGF (Platelet-Derived growth factors) A et B 

(Langerak et al., 1996; Versnel et al., 1991), l'EGF (epidermal growth factor) (Dazzi et al., 

1990), le TGF-β (Fitzpatrick et al., 1994; Marzo et al., 1997) ou encore l'IGF (Insulin-like 

growth factor) (Lee et al., 1993). 

– Perte  de sensibilité  vis-à-vis  des  signaux d'inhibition de la croissance cellulaire. Les 

gènes p16 et p14, impliqués dans les voies de signalisation de Rb (RetinoBlastoma protein) 

et p53, ne sont généralement plus exprimés par les cellules de MPM  (Cheng et al., 1994; 

Hirao et al., 2002; Wong et al., 2002). La conséquence qui en résulte se traduit par une perte 

de la régulation du cycle cellulaire et l'acquisition de mécanismes de résistance à l'apoptose. 

– Possibilité  de  se  diviser  indéfiniment  (immortalisation). La  Telomerase  Reverse 

Transcriptase (TERT) est une enzyme dont la fonction est de rajouter des motifs d'acides 

nucléiques (TTAGGG) à l'extrémité des chromosomes et maintient ainsi leur intégrité au 

cours des divisions cellulaires  (Stewart & Weinberg, 2006). Les cellules somatiques saines 

perdent l'expression de la TERT, et, à partir d'un certain nombre de division, entrent dans un 

processus de dégénérescence dû au raccourcissement des chromosomes. Environ 90% des 

mésothéliome présentent une activité télomérase qui participe à leur immortalisation (Dhaene 

et al., 2000; Kumaki et al., 2002). De plus, la transcription de nombreux gènes impliqués 

dans le contrôle de la prolifération cellulaire et du développement tumoral sont sous contrôle 

de la voie Wnt activée dans les cellules de mésothéliome (Lee et al., 2004; Uematsu et al., 

2003). 

– Acquisition  de  mécanismes  de  résistance  à  l'apoptose. Certaines  protéines  anti-

apoptotiques, comme les protéines de la famille Bcl-2 ou des IAP sont sur-exprimées par le 

mésothéliome tandis que l'expression des molécules pro-apoptotiques diminue (Falleni et al., 

2005; Gordon et al., 2002; Gordon et al., 2007; Kleinberg et al., 2007; O'Kane et al., 2006; 

Segers et al., 1994; Soini et al., 1999; Wu et al., 2005; Zaffaroni et al., 2007). Ces cellules 
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présentent donc une résistance vis-à-vis des signaux inducteurs de l'apoptose (dommages sur 

l'ADN,  retrait  de  facteurs  de  croissance,  stress  hypoxique  ou  thermique,  système 

perforine / granzyme B, ligation de Fas ou TNFα (tumor necrosis factor alpha) (Riedl & Shi, 

2004).

– Invasion des tissus voisins et interactions avec la matrice extracellulaire. Les cellules du 

MPM sont caractérisées par une invasion rapide des structures intrathoraciques. L'expression 

de  protéases  leur  permet  de  moduler  la  matrice  extracellulaire  riche  en  collagène  qui 

constitue leur environnement (Edwards et al., 2003; Harvey et al., 2000; Liu et al., 2001). 

L'approvisionnement des cellules de mésothéliome en nutriments indispensables à leur croissance est  

assuré  par  la  formation  de  vaisseaux  sanguins  (angiogenèse).  La  matrice  extracellulaire  fournit  un 

support au développement de la tumeur. La prolifération cellulaire est aussi assurée par des facteurs de  

croissance (PDGF, TGFβ) et la perte d'expression de gènes suppresseurs de tumeur comme p16, p14 et  

NF2  (NeuroFibromatosis  type  2).  L'activation  de  la  télomérase  et  les  mécanismes  de  résistance  à 

l'apoptose les rendent moins sensibles à l'induction de la mort cellulaire et à l'élimination par l'hôte.  

TGFβ : Transforming Growth Factor beta. (D'après Robinson & Lake, 2005)
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I. 4. Etablissement du diagnostic

Les  principaux  symptômes  du  MPM sont  assez  peu  spécifiques  et  apparaissent  tardivement 

(Scherpereel,  2007).  Difficultés  respiratoires,  douleurs  thoraciques,  toux,  anorexie,  faiblesse 

généralisée, perte de poids et fièvre font partie du tableau clinique du MPM. Devant l'absence de 

signes spécifiques, on comprend aisément que le diagnostic de MPM n'est pas basé sur les seuls 

critères cliniques. Le contexte épidémiologique doit aussi être pris en compte mais il n'apporte 

pas toujours suffisamment d'informations pour affirmer qu'on se trouve face à un MPM. Les 

techniques d'imagerie ne permettent pas non plus d'établir un diagnostic de certitude car elles ne 

différencient pas le MPM des autres affections pouvant se développer à cette localisation. Pour 

établir un diagnostic de MPM, il est nécessaire de réaliser des marquages sur des cellules et/ou 

des biopsies issues de patients. Doser certaines protéines dans le sang ou les liquides pleuraux 

pourrait aussi représenter une alternative intéressante.

I.4.1. Analyses immunocytochimiques

Les analyses immunocytochimiques consistent à réaliser des marquages sur les cellules présentes 

dans  le  liquide  d'épanchement.  Malgré  l'amélioration  des  techniques  et  des  appareillages 

disponibles, ces marquages ne permettent pas toujours de conclure quant à la nature des cellules. 

Il  est  en effet très  difficile  de faire  la distinction entre des cellules de MPM et  des cellules 

mésothéliales bénignes. De plus, il arrive qu'il n'y ait pas de cellule dans l'épanchement, auquel 

cas l'analyse  n'est  évidemment  pas réalisable! Il  est  donc souvent nécessaire  de prélever des 

échantillons de tissus en vue de réaliser des marquages sur ces derniers.

I.4.2. Analyses immunohistochimiques

Ce type d'analyse représente à l'heure actuelle l'un des meilleurs outils diagnostiques dans le 

cadre  du  MPM.  Il  permet  notamment  de  différencier  un  mésothéliome  d'autres  affections 

malignes  (adénocarcinomes,  carcinomes  et  même  sarcomes)  ou  bénignes  (hyperplasie 

mésothéliale).
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C'est en 1979 que l'utilité de réaliser des marquages histologiques afin de différencier les MPM 

d'autres types de cancers a été démontrée pour la première fois (Wang et al., 1979). Dans cette 

étude,  les  auteurs  ont  démontré  qu'un  marquage  sur  le  CEA  (CarcinoEmbryonic  Antigen), 

exprimé par  les  adénocarcinomes  mais  pas par  les  MPM, peut  s'avérer  utile  pour  établir  un 

diagnostic  différentiel  entre  ces  deux  pathologies.  Depuis,  de  nombreux  marqueurs  ont  été 

décrits. Les marqueurs dits négatifs (exprimés par des cancers comme les adénocarcinomes par 

exemple mais pas par le mésothéliome) ont été identifiés en premier. Puis, dans les années 1990, 

des marqueurs dits positifs (exprimés uniquement par le mésothéliome) ont fait leur apparition et 

de  nombreux  marqueurs  sont  maintenant  disponibles  (tableau  2,  page  18)  (Ordóñez,  2002; 

Ordóñez, 2007). Devant le nombre croissant de marqueurs disponibles et afin d'homogénéiser les 

procédures de diagnostic en France, un groupe d'experts, le MESOPATH, a défini les marqueurs 

à utiliser pour établir le diagnostic de MPM (Scherpereel, 2007).

Marqueurs positifs Marqueurs négatifs
Podoplanine (reconnu par l'anticorps monoclonal D2-40)

Calretinine

CK 5/6 ou kératines

WT1 (Wilms' Tumor 1 gene)

Thrombomoduline

N-cadherine

Mésotheline

EMA (epithelial membrane antigen) (marquage 

membranaire)

Epithelial cell adhesion molecule

Anticorps monoclonal MOC-31

Anticorps monoclonal Ber-Ep4

Anticorps monoclonal HEA 125

Anticorps monoclonal AUA1

CEA

Anticorps monoclonal B72.3

Anticorps monoclonal BG-8

CD15

Anticorps monoclonal CA 19-9

EMA (marquage cytoplasmique)

TTF1   (  Thyroid Transcription Factor 1)  

E-cadherine

CD34

Bcl-2

Desmine

PS-100

Tableau 2: Marqueurs disponibles pour le diagnostic immunohistochimique du mésothéliome.
Les marqueurs dont l'utilisation est recommandée par le groupe MESOPATH apparaissent en gras et  

sont soulignés. Au minimum, deux marqueurs positifs et deux marqueurs négatifs doivent être associés  

pour établir un diagnostic de certitude.
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Bien que de nombreux marqueurs soient disponibles à l'heure actuelle, il est parfois impossible 

d'établir  le  diagnostic  par  des  marquages  immunohistochimiques.  Des  recherches  sont  donc 

toujours  en cours afin d'identifier  un marqueur  qui serait  plus sensible et  plus spécifique du 

mésothéliome, mais du fait de l'hétérogénéité de ce cancer, qui peut être différencié en plusieurs 

sous-types histologiques (épithélioïde, sarcomatoïde, biphasique et desmoplastique),  il semble 

peu probable qu'on identifie un jour un tel marqueur. Le dosage de protéines présentes dans le 

sang ou dans le liquide d'épanchement, semble prometteur pour aider à établir le diagnostic et 

éventuellement cribler les populations à risque (individus exposés aux fibres d'amiante).

I.4.3. Dosage de marqueurs solubles

Le dosage de marqueurs sériques est fréquemment réalisé pour aider à établir le diagnostic ou 

pour suivre les réponses aux traitements dans différents types de cancers (Duffy, 2006; Perkins 

et al., 2003; Seregni et al., 2004; Steinbach et al., 2006; Tarro et al., 2005; Yuen & Lai, 2005). 

Les marqueurs tels que CEA, CA15-3 (Carbohydrate Antigen 15-3,  une forme soluble de la 

protéine  Mucine-1  (MUC-1)),  CA  19-9,  CYFRA  21-1  (cytokeratine  fragment  19),  acide 

hyaluronique, Tissue Plasminogen Activator (TPA), CA125 ont été dosés dans les sérums et/ou 

les liquides pleuraux de patients (Alataş et al., 2001; Frebourg et al., 1987; Fuhrman et al., 2000; 

Hedman et al., 2003; Lee et al., 1999; Miédougé et al., 1999; Paganuzzi et al., 2001; Schouwink 

et al., 1999; Thylén et al., 2001; Villena et al., 2003). Malgré le fait que certains permettent de 

distinguer des épanchements d'origine maligne ou bénigne, leur utilisation semble peu pertinente 

dans le cadre du MPM du fait de leur manque de sensibilité ou de spécificité vis-à-vis de ce 

cancer. 

La recherche de nouveaux marqueurs est toujours d'actualité et des techniques allant de l'analyse 

des protéines sériques par spectrométrie de masse à l'analyse des gènes exprimés par les cellules 

tumorales sont actuellement employées afin d'y arriver (Posadas et al., 2005). Malgré les efforts 

intensifs fournis ces dernières années pour identifier le marqueur idéal, il n'y a finalement que 

peu de protéines qui pourraient s'avérer intéressantes pour établir le diagnostic de MPM, donner 

un pronostic ou encore suivre la réponse tumorale suite à la mise en oeuvre d'un traitement chez 

les patients. Parmis les marqueurs les plus étudiés figurent l'ostéopontine, le CA125, RCAS1 
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(Receptor-binding Cancer Antigen expressed on SiSo cells 1), le MPF et surtout, les formes 

solubles de la mésothéline (MSLN) qui semblent de loin être les plus prometteuses.

I.4.3. a) Dosage de formes solubles de la mésothéline

La MSLN est  une glycoprotéine de 40-kDa exprimée à la surface des cellules mésothéliales 

tapissant la plèvre, le péricarde et le péritoine. Cette protéine est sur-exprimée par les cellules du 

mésothéliome, du cancer pancréatique et du cancer de l'ovaire (Chang & Pastan, 1996; Hassan et  

al., 2004). 

La protéine codée par le gène de la MSLN est synthétisée sous la forme d'un précurseur de 69-

kDa clivé ensuite par la furine en deux protéines distinctes : une protéine soluble de 31-kDa, le 

MPF (Megakaryocyte-Potentiating Factor), et la MSLN, ancrée à la membrane par le biais d'un 

groupement GPI (GlycosylPhosphatidyl Inositol) (figure 4, page20) (Hassan et al., 2004).

La protéine encodée par le gène de la MSLN est un précurseur de 622 acides aminés (a.a.), possédant 4  

sites de glycosylation (CHO) et un site de clivage furine (RR). Après élimination de la séquence signal du  

peptide  (SP  en  bleu)  et  de  la  séquence  d’ancrage  glycosylphosphatidyl  inositol  (GASS  en  gris),  la  

protéine est clivée au niveau du site RR. La MSLN se retrouve donc attachée à la membrane tandis que le  

MPF est libéré dans l’environnement de la cellule. (D'après Hassan et al., 2004)
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Des formes solubles de protéines apparentées à laMSLN, ou SMRP (soluble mesothelin-related 

proteins),  ont  été  détectées  pour  la  première  fois  dans  des  sérums  de  patients  atteints  de 

carcinomes ovariens (23/30 sérums positifs, soit 77%) et pulmonaires (6/9 sérums positifs, soit 

66%) (Scholler et al., 1999). En 2003, une équipe australienne a publié des résultats de dosages 

sériques de SMRP chez des patients atteints de MPM ou d'autres type de pathologies pleurales 

ou pulmonaires (Robinson et al., 2003). 84% des patients atteints de MPM présentaient un taux 

de SMRP élevé contre 4% pour les autres patients. Des patients sains exposés à l'amiante ont 

également  été  inclus dans cette  étude et  il  s'est  avéré que 7/40 possédaient  un taux sérique 

important de SMRP. Parmi ces 7 patients, 3 ont développé un MPM et un autre un cancer du 

poumon, suggérant ainsi un intérêt potentiel du dosage des SMRP chez des individus exposées à 

des dérivés asbestosiques.  Plusieurs  études ont  par  la  suite  confirmé ces résultats  et  apporté 

quelques précisions sur les dosages de SMRP dans le cas du MPM (Amati et al., 2008; Creaney 

et al., 2007; Grigoriu et al., 2007; Pass et al., 2008; Scherpereel et al., 2006). Ainsi, deux études 

réalisées sur des cohortes importantes ont montré que  les taux de SMRP contenues dans les 

liquides  pleuraux  sont  plus  élevés  que  ceux  des  sérums,  ce  qui  explique  que  des  analyses 

réalisées sur ce type de prélèvements soient plus sensibles pour détecter un MPM (Creaney et al., 

2007;  Scherpereel et  al.,  2006).  En revanche,  doser  les  SMRP ne  présenterait  aucun intérêt 

pronostique  (Creaney et al., 2007). Ces résultats ne sont valables que pour les mésothéliomes 

épithélioïdes  car  les  prélèvements  issus  de  patients  atteints  de  mésothéliome  de  type 

sarcomatoïde ne contiennent pas ou très peu de SMRP (Robinson et al., 2003; Scherpereel et al., 

2006). Malgré tout, les SMRP représentent actuellement le marqueur le plus intéressant dans le 

diagnostic et éventuellement le suivi des patients du MPM.

La question des mécanismes responsables du relargage de ces formes solubles a été soulevée très 

rapidement. Deux hypothèses ont été proposées : la synthèse d'une protéine incapable de s'ancrer 

à la membrane cellulaire suite à un défaut d'épissage (Scholler et al., 1999) ou bien le relargage 

de formes membranaires suite à l'intervention de protéases (Hassan et al., 2004).

I.4.3. b) L'ostéopontine

Cette protéine, exprimée par les ostéoblastes, a été récemment suggérée comme pouvant être 

utile dans le suivi de patients exposés à l'amiante (Pass et al., 2005). En effet, dans cette étude, 
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les taux d'ostéopontine sériques étaient plus élevés chez les patients atteints de MPM que chez 

les  patients  exposés  à  l'asbestos  et  d'autres  travaux  ont  par  ailleurs  confirmé  ces  résultats 

(Grigoriu et al., 2007). Cependant, l'ostéopontine est décrite dans de nombreux autres types de 

cancers, comme les cancers de l'ovaire, du poumon, du sein, etc. (Fedarko et al., 2001; Rittling & 

Chambers, 2004). Elle n'est donc a priori pas spécifique du MPM et le dosage de l'ostéopontine 

semble par conséquent peu pertinent dans le cadre du diagnostic différentiel du MPM.

I.4.3. c) Autres marqueurs

La protéine CA-125 est une protéine transmembranaire de grande taille appartenant à la famille 

des mucines. Elle est exprimée à la surface des cellules des trompes de fallope, de l'endomètre et 

d'autres épithélia et des cellules mésothéliales (Kabawat et al., 1983). Une équipe a suggéré qu'il 

pourrait avoir un intérêt dans le suivi de la progression tumorale du MPM (Hedman et al., 2003). 

Cependant,  une  étude portant  sur  une  cohorte  constituée  de  plus  de  200 patients  (dont  117 

atteints de MPM, 33 exposés à l'amiante mais n'ayant développé aucune pathologie au moment 

de l'étude et 83 souffrant de pathologies bénignes ou non liées aux fibres d'amiante) a démontré 

que ce marqueur ne présentait que peu d'intérêt dans le diagnostic du MPM du fait de sa trop 

faible sensibilité (Creaney et al., 2007; Miralles et al., 2003).

Une étude réalisée sur 38 patients  atteints de MPM a montré que la  plupart des cellules  de 

mésothéliome exprimaient  RCAS1 et une forme soluble de cette protéine a pu être mise en 

évidence dans les liquides pleuraux de patients atteints de MPM et de cancers du poumon (Hiraki 

et al., 2005). D'autres études sont nécessaires afin de préciser et valider son utilité en clinique 

dans le cadre du MPM. 

Comme nous l'avons vu précédemment, le précurseur de la MSLN est clivé en deux protéines, 

dont l'une, le MPF, est relarguée dans l'environnement cellulaire. Deux études réalisées sur ce 

marqueur ont montré que ce marqueur pouvait représenter un outil intéressant pour le diagnostic 

du MPM (Onda et al., 2005; Shiomi et al., 2008). De plus, le taux de MPF diminuerait après une 

chirurgie, suggérant un intérêt potentiel de ce marqueur dans le suivi des patients suite à un 

traitement, mais cela reste à confirmer (Onda et al., 2005).
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Une  étude  a  récemment  montré  que  les  dosages  sériques  de  facteurs  impliqués  dans 

l'angiogénèse, tels que VEGFβ, HGF (Hepatocyte Growth Factor), ou FGF ainsi que de la 8-

hydroxy-2'-deoxyguanosine  (8OHdG),  un  indicateur  des  dommages  subis  par  l'ADN suite  à 

l'action  de  radicaux  oxygénés,  permettaient  d'évaluer  le  risque  de  développement  d'un 

mésothéliome  chez  des  patients  exposés  à  l'amiante  (Amati et  al.,  2008).  Ces  résultats 

nécessitent  encore  d'être  validés  à  une  plus  grande échelle  avant  de pouvoir  être  utilisés  en 

routine.

I. 5. Modalités thérapeutiques

Le pronostic du MPM est extrêmement sombre car,  sans traitement,  la survie est en général 

inférieure à 12 mois  (Edwards et  al.,  2000).  A l’heure actuelle,  les modalités  thérapeutiques 

classiques  représentées  par  la  chirurgie,  la  chimiothérapie  et  la  radiothérapie  ne  sont  pas 

réellement satisfaisantes. Devant l'absence de moyens efficaces contre le MPM, il est impératif 

de mettre au point de nouveaux traitements. 

I.5.1. Les traitement conventionnels

I.5.1. a) La chirurgie

Différents protocoles de chirurgie sont disponibles, certains plus invasifs que d'autres. Ils sont 

généralement  utilisés  à  des  fins  palliatives  (réduction  de  la  masse  tumorale  et  des  signes 

cliniques) plutôt que curatives. En effet, l'exérèse étant souvent incomplète, il est fréquent de 

voir  le  mésothéliome  se  redévelopper  par  la  suite.  Une  pleurectomie  (exérèse  complète  de 

plèvre) ne peut être envisagée qu'en cas de stade précoce de MPM (Scherpereel, 2007). Il a été 

rapporté que la réduction chirurgicale par pleuropneumonectomie élargie (exérèse « en bloc » de 

la coupole diaphragmatique, du péricarde, de la plèvre et du poumon touchés par le processus 

tumoral) pouvait apporter un bénéfice aux patients traités (Sugarbaker et al., 1999). Cependant, 

d'autres équipes n'ont pu confirmer ces résultats (Maziak et al., 2005). Le taux de mortalité lié à 

l'intervention chirurgicale n'est pas négligeable et a pour conséquence de limiter le nombre de 

candidats potentiels ainsi que le nombre de centres capables de proposer cette thérapie. Enfin, il 
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est  admis  qu'un  tel  traitement  doit  s'accompagner  d'une  thérapie  adjuvante,  de  type 

chimiothérapie ou radiothérapie, ayant pour but de détruire les cellules tumorales résiduelles. 

I.5.1. b) La chimiothérapie

Les nombreux essais réalisés ont montré que l'emploi simultané de plusieurs drogues donnait de 

meilleurs  résultats  que lors de l'utilisation d'une seule  (Ellis et  al.,  2006; Steele & Klabatsa, 

2005). Pour le moment, le seul traitement recommandé en France est l'association de pemetrexed 

et de cisplatine (Scherpereel et al., 2006). 

La cisplatine est une drogue utilisée depuis presque 30 ans en thérapie anti-cancéreuse. Elle peut 

se  lier  aux  acides  nucléiques  et  interférer  ainsi  avec  les  mécanismes  de  transcription  et  de 

réplication  de  l'ADN.  L'activité  toxique  de  la  cisplatine  s'exercerait  également  via  des 

interactions avec d'autres cibles, comme des protéines cytoplasmiques, l'activation de la voie de 

stress du reticulum endoplasmique etc.  (Rabik & Dolan, 2007). Le pemetrexed appartient à la 

famille des anti-folate(s). Après une accumulation rapide dans les cellules cancéreuses, il inhibe 

plusieurs enzymes impliquées dans la synthèse des folates et de la thymidine (Chattopadhyay et  

al.,  2007).  Les  cellules  du  mésothéliome  pourraient  être  particulièrement  sensibles  à  cette 

molécule puisqu'elles expriment toutes, quelle que soit leur nature histologique, un récepteur de 

haute affinité aux alpha-folates  (Wang et al.,  2002). L'association de ces deux drogues a été 

étudiée dans le cadre du MPM il y a peu de temps, au cours notamment d'un essai de phase III 

réalisé sur 448 patients (Vogelzang et al., 2003). Avec des taux de réponses avoisinant les 40% 

et une médiane de survie de 12,1 mois, l'association pemetrexed – cisplatine s'est révélée plus 

efficace que la cisplatine utilisée seule (taux de réponse de 17% et 9,3 mois de médiane de 

survie).  Une  étude  plus  récente  réalisée  sur  plus  de  1000 patients  a  en  partie  confirmé ces 

résultats avec une médiane de survie de 11 mois environ mais des taux de réponses inférieurs (de 

l'ordre de 20%) (Obasaju et al., 2007). L'emploi d'un autre anti-folate, le raltitrexed, combiné à la 

cisplatine a démontré une efficacité à peu près équivalente en terme d'allongement de médiane 

de survie au cours d'un autre essai clinique de phase III  (van Meerbeeck et al., 2005). Ainsi, 

l'association cisplatine-anti-folates, et plus particulièrement le pemetrexed, semble intéressante 

dans le cadre du MPM. D'autres essais sont actuellement en cours afin de tester l'association des 

anti-folates  avec  d'autres  agents  (http://www.cancer.gov/clinicaltrials)(Fizazi et  al.,  2003) et 

d'autres associations, du type gemcitabine-cisplatine (Byrne et al., 1999; Castagneto et al., 2005; 
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Kalmadi et al., 2007; Nowak et al., 2002; Utkan et al., 2006; van Haarst et al., 2002) ou encore 

oxaliplatine  et  gemcitabine  (Schutte et  al.,  2003) font  aussi  l'objet  de  recherches  intensives. 

Cependant, leur emploi n'est pas encore validé pour le traitement du MPM.

Seule  l'association  cisplatine-pemetrexed  est  recommandée  en  première  intention. 

L'administration simultanée de dexamethasone, d'acide folique et de vitamine B12 réduirait les 

effets secondaires et la toxicité liés à ce protocole de chimiothérapie (Vogelzang et al., 2003). La 

limite  de  la  chimiothérapie  apparaît  donc  puisque  ce  protocole,  qui  est  le  meilleur  dont  on 

dispose actuellement, ne permet qu'un allongement limité de la durée de survie des patients et 

moins de la moitié d'entre eux répondent partiellement à ce traitement. De plus, en cas d'absence 

de réponse, aucun autre protocole de chimiothérapie ne peut être préconisé. 

I.5.1. c) La radiothérapie

Les résultats obtenus par l'emploi de la radiothérapie se sont révélés décevants et cette alternative 

ne  peut  être  utilisée  qu'à  des  fins  palliatives  ou  préventives  (Waite  &  Gilligan,  2007).  La 

radiothérapie palliative est utilisée afin de diminuer la douleur ressentie par les patients souffrant 

d'un MPM.  La radiothérapie ne peut être utilisée seule dans le traitement des patients atteints de 

ce cancer du fait  de la nature diffuse de la tumeur et  de l'importance des doses à utiliser,  à 

l'origine  d'effets  secondaires  importants,  allant  jusqu'à  des  complications  parfois  fatales.  La 

radiothérapie dite préventive permet quant à elle de lutter contre la dissémination des cellules de 

MPM au niveau des sites d'interventions médicales (Baldini, 2004; Boutin et al., 1995; Waite & 

Gilligan, 2007).

I.5.1. d) L'approche dite multimodale

Comme nous venons de le voir, aucune des modalités décrites précédemment n'est satisfaisante 

si elle  est  utilisée seule.  Cependant,  il  est  possible de les associer pour obtenir de meilleurs 

résultats ;  c'est  ce  que  l'on  appelle  l'approche  multimodale.  Concrètement,  cette  approche 

consiste  à  réaliser  une  chirurgie  (pleurectomie  ou,  le  plus  souvent,  pleuropneumonectomie 

élargie)  puis  une  radiothérapie  post-opératoire,  le  tout  étant  éventuellement  précédé  d'une 

chimiothérapie  néo-adjuvante  (protocole  cisplatine-pemetrexed)  (Neragi-Miandoab,  2006; 
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Ruffié, 2006). Des études sont en cours afin de préciser la faisabilité et les bénéfices pour les 

patients de ce protocole. Pour l'instant, ce traitement n'est pas envisageable en routine.

I.5.2. Les nouvelles stratégies 

I.5.2. a) Les nouvelles molécules

Les différentes voies modifiées (activées ou au contraire inhibées) au cours du développement 

tumoral font l'objet de recherches intensives car elles constituent des cibles pour de nouveaux 

protocoles de chimiothérapie. 

L'angiogénèse  joue  un  rôle  important  dans  la  progression  tumorale  des  tumeurs  solides 

(Folkman, 1990), et son inhibition devrait permettre de limiter la croissance tumorale, même s'il 

paraît peu probable qu'on puisse éradiquer en totalité la tumeur. De nombreuses molécules sont 

impliquées dans l'angiogénèse du mésothéliome, dont le VEGF, l'EGF, le bFGF (basic fibroblast 

growth  factor),  le  PDGF,  l'IL-6  ou  encore  l'IL-8  et  des  recherches  importantes  concernant 

l'utilisation de drogues «anti-angiogéniques ont été réalisées dans le mésothéliome (Catalano et  

al., 2004; Nowak et al., 2002). Des essais cliniques sont actuellement en cours afin de tester 

l'intérêt de diverses molécules inhibitrices de l'angiogénèse (tableau 3, page 27). 

La dérégulation de l'expression des gènes est un autre mécanisme important dans l'initiation puis 

la  progression tumorale.  Les histones acetyltransferases  et  les histones deacetylases  sont  des 

familles d'enzymes qui, en modifiant le niveau d'acetylation des histones, changent l'organisation 

de  la  chromatine  et  influent  sur  l'expression  génique.  Schématiquement,  les  histones 

acetyltransferases augmentent la transcription des gènes tandis que les histones deacetylases sont 

à l'origine de leur répression. Il a donc été envisagé d'utiliser des drogues inhibitrices de ces 

enzymes afin de perturber l'expression de certains gènes par les cellules cancéreuses. La plupart 

des données disponibles actuellement concernent les inhibiteurs des histones deacetylases  (Pan 

et al., 2007). Les représentants des inhibiteurs des histones deacetylases testés pour le traitement 

du mésothéliome sont indiqués dans le tableau 3 (page 27). 
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Molécules Cibles Type d'essai et résultats Références
SU5416 Inhibiteur de la tyrosine kinase du 

récepteur au VEGF
Phase II, réponses faibles à 

modérées
(Kindler, 2004)

Bevacizumab (Avastin) Anticorps monoclonal dirigé 
contre VEGF

Essai pré-clinique chez la 
souris (association avec 

pemetrexed)

phase II en cours (association 
avec chimiotherapie)

(Li et al., 2007)

http://www.cancer.gov/clinicaltrials 

ZD1839 (gefitinib) Inhibiteur de la tyrosine kinase du 
récepteur à l'EGF

Phase II
pasde réponse

(Govindan et al., 2005)

Thalidomide Inhibiteur angiogenèse via EGF, 
bFGF et TNFα

Phase II
Stabilisation: 27%

(Baas et al., 2005)

Erlotinib Inhibiteur voie EGRF Phase II; pas de réponse (Garland et al., 2007)

Imatinib mesylate 
(glivec, gleevec, STI-

571)

Inhibiteur PDGF Phase II
pas d'activité anti-tumorale

phase II en cours (association)

(Mathy et al., 2005)

http://www.cancer.gov/clinicaltrials 

BMS-690514 Inhibiteur des récepteurs du VEGF Phase I (USA) http://www.cancer.gov/clinicaltrials

AZD2171 Inhibiteur des récepteurs 1, 2 et 3 
du VEGF

Phase II en cours (USA et 
Canada)

http://www.cancer.gov/clinicaltrials

Vandetanib Inhibiteur du récepteur 2 du VEGF Phase II en cours (Suisse http://www.cancer.gov/clinicaltrials

Sunitinib Inhibiteur des récepteurs 2 et 3 du 
VEGF et du récepteur β du PDGF

Phase I en cours (association 
avec radiothérapie) (USA)
Phase II en cours (Canada)

http://www.cancer.gov/clinicaltrials

Pazopanib Inhibiteur des récepteurs 1, 2 et 3 
du VEGF, récepteurs α et β du 

PDGF et c-kit

Phase II en cours (USA) http://www.cancer.gov/clinicaltrials

BMS-690514 Inhibiteur des récepteurrs au 
VEGF

Phase I (USA, Canada, 
Europe)

http://www.cancer.gov/clinicaltrials

Dasatinib Inhibiteur de SFKs (Src family 
kinases)

In vitro: arret du cycle 
cellulaire, induction apoptose, 

inhibition invasion

Phase II (USA)

(Tsao et al.,   2007)  

 http://www.cancer.gov/clinicaltrials

Bortezomib Inhibiteur du protéasome In vitro
Phase II en cours seul 

(Europe) et en association 
avec la cisplatine (Angleterre)

(Gordon et al.,   2008)  
(Sartore-Bianchi et al.,   2007)  

http://www.cancer.gov/clinicaltrials

SAHA Inhibiteur des histones 
deacetylases

Phase II et III http://www.cancer.gov/clinicaltrials

LBH589 Inhibiteur des histones 
deacetylases

Phase I http://www.cancer.gov/clinicaltrials

FR901228 (romidepsin) Inhibiteur des histones 
deacetylases

Phase I (association avec 
decitabine)

http://www.cancer.gov/clinicaltrials

Flavopiridol Inhibiteur Cyclin-dependent kinase In vitro
Phase I

(Nguyen et al., 2004)
http://www.cancer.gov/clinicaltrials

Tableau 3: Molécules en cours d'étude clinique pour le traitement du MPM.
Un  nombre  important  de  molécules  agissant  sur  l'angiogénèse,  l'apoptose,  la  régulation  du  cycle  

cellulaire,  de  l'expression  génique,  les  capacités  d'invasion  tumorale  ou  encore  le  protéasome  sont  

actuellement en cours d'étude, à des stades plus ou moins avancés.
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D'autres processus dérégulés dans le mésothéliome peuvent être ciblés de façon analogue. Ainsi, 

des  drogues  agissant  au  niveau  du  cycle  cellulaire  (flavopiridol,  dasatinib),  du  protéasome 

(bortezomib),  de  l'apoptose  (dasatinib),  de  la  capacité  de  migration  et  d'invasion  cellulaire 

(dasatinib) peuvent être utilisées (voir tableau 3 page 29).

Pour l'instant, les études concernant toutes ces nouvelles molécules n'en sont qu'à leurs débuts et 

il  faut  attendre  le  résultat  des  essais  afin  de  déterminer  leur  efficacité  et  l'intérêt  que  ces 

stratégies pourraient avoir dans le traitement du mésothéliome.

I.5.2. b) La thérapie génique

La thérapie génique consiste à introduire des gènes « thérapeutiques » au sein d'une tumeur afin 

de limiter  son expansion.  Du fait  de sa  localisation  intra-pleurale,  le  MPM est  relativement 

accessible et  semble être un bon candidat  pour la mise en place d'une telle stratégie  in vivo 

(Nelson et al., 2005; van der Most et al., 2006). Les vecteurs utilisés pour transporter les gènes 

sont  généralement  des virus.  Les cellules  tumorales  infectées vont alors  produire la  protéine 

encodée par ce gène et plusieurs stratégies sont envisageables en fonction de l'effet du gène sur 

la tumeur. 

Le  remplacement  de  gènes  suppresseurs  de  tumeurs  ou  l'inactivation  d'oncogènes  sont 

envisageables dans de nombreux types de cancers. Cependant, les modifications génétiques ne 

sont pas bien caractérisées pour le mésothéliome et cette approche n'a pas encore été testée.

La thérapie génique permet d'augmenter la sensibilité des cellules tumorales à certaines drogues. 

Par exemple, il est possible d'introduire au sein de la tumeur le gène codant la thymidine kinase 

de  l'herpex simplex  virus  (HSVtk),  une  enzyme  qui  est  responsable  de  la  destruction  de  la 

tumeur après administration de ganciclovir. L'enzyme en elle-même n'est pas toxique mais elle 

permet la conversion du ganciclovir en un metabolite toxique pour les cellules qui la synthétisent 

ainsi que les cellules avoisinantes. Ce type de protocole a été testé dans le cadre du MPM et 

semble  plutôt  prometteur :  les  patients  ont  bien  toléré  l'administration  du  vecteur  viral,  un 

adenovirus, au cours d'essais de phase I (Sterman et al., 1998) et des réponses à long-terme ont 

été observées chez 2 patients à l'aide d'un adenovirus optimisé (Lanuti et al., 1999; Sterman et 
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al.,  2005).  L'avantage  de  ce  type  de  protocole  est  que  les  cellules  voisines  des  cellules 

transfectées  deviennent  également  sensibles  à  l'action  du ganciclovir.  Les mécanismes  sous-

jacents  à  cet  effet  « bystander »  ne  sont  pas  encore  totalement  élucidés  mais  ils  feraient 

intervenir des communications entre les cellules via les jonctions gap par exemple (Nicholas et  

al., 2003). Ainsi, même si l'ensemble des cellules tumorales n'est pas transfecté par le vecteur 

viral  (du  fait  de  la  mise  en  place  d'une  réponse  dirigée  contre  ce  vecteur,  de  l'absence  de 

réplication de celui-ci, ou encore du manque d'accessibilité de la tumeur), l'action du transgène 

s'étend malgré tout aux cellules voisines.

Un autre type d'approche est l'activation de la réponse immunitaire par le gène introduit dans la 

tumeur.  Des  essais  réalisés  sur  des  modèles  murins  de  mésothéliome  ont  montré  que  la 

transfection  des  tumeurs  avec  des  cytokines  telles  que  l'IL-2  ou  l'IL-12  pouvait  induire 

l'induction d'une réponse immunitaire et le rejet de tumeurs (Caminschi et al., 1999; Leong et al., 

1997).  Chez  l'homme,  le  protocole  étudié  dans  le  cadre  du  MPM est  l'administration  intra-

tumorale du gène codant l'IL-2 par le virus de la vaccine. La tolérance s'est avérée excellente car 

acune toxicité n'a été rapportée. En revanche, malgré l'induction d'une réponse immunitaire et 

une infiltration du site  tumoral  par  des  lymphocytes  T,  aucune réponse  clinique  n'a  pu être 

observée (Mukherjee et al., 2000). Un essai de phase I avec un adenovirus contenant de l'IFNβ 

(interferon beta) a réactivé la réponse immunitaire contre le mésothéliome et sur les 10 patients 

inclus dans l'étude, 4 réponses ont été observées (Sterman et al., 2007). 

La combinaison des deux stratégies précédentes a été testée dans des essais de phase I chez des 

patients atteints de MPM : des cellules tumorales allogéniques (cancer ovarien) infectées par un 

retrovirus contenant le gène de l'HSVtk puis irradiées ont été injectées dans la cavité pleurale 

(Harrison et al., 2000). Les patients ont reçu un traitement au ganciclovir au bout de 24h. Le but 

de  cette  approche  était  de  stimuler  la  réponse  immunitaire  induite  par  la  mort  des  cellules 

cancéreuses  ovariennes.  Peu  d'effets  secondaires  ont  été  rapportés  et  le  pourcentage  de 

lymphocytes  T  CD8  présents  sur  le  site  tumoral  a  effectivement  augmenté  mais 

malheureusement, aucune réponse clinique n'a été rapportée non plus.

Il reste de nombreux paramètres à améliorer pour augmenter l'efficacité de ce type de traitement, 

à commencer par le choix du vecteur ainsi que les gènes à utiliser (van der Most et al., 2006). 
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Néanmoins, la thérapie génique suscite de grands espoirs pour le traitement du MPM car il s'agit 

sans doûte d'un des cancers les plus adaptés à ce genre de stratégie thérapeutique. 

I.5.2. c) La virothérapie

Cette approche est basée sur la destruction des cellules tumorales par des virus dits oncolytiques 

(Parato et  al.,  2005;  Russell  &  Peng,  2007).  Pour  être  considérés  comme  potentiellement 

intéressants, ces virus doivent être spécifiques des tumeurs afin de ne pas causer la destruction 

des tissus sains. Si certains virus possèdent naturellement cette qualité, c'est loin d'être le cas 

pour tous et il est possible de les modifier génétiquement afin de leur conférer une plus grande 

spécificité.  La capacité  du virus à atteindre le site tumoral est également  importante mais le 

MPM  restant  généralement  confiné  au  sein  de  la  cavité  pleurale,  il  suffirait  d'y  introduire 

directement le virus pour atteindre les cellules cancéreuses. 

Des études réalisées sur des lignées cellulaires de MPM ont montré que l'infection des cellules 

par  un  HSV  en  association  avec  une  radiothérapie  (Adusumilli et  al.,  2007) ou  avec  une 

chimiothérapie  (cisplatine)  (Adusumilli et  al.,  2006) induisait  une  forte  cytotoxicité.  Des 

adenovirus ont aussi  démontré une capacité de lyse importante vis-à-vis du mésothéliome  in  

vitro mais  aussi  sur un modèle  murin  (Zhu et  al.,  2006).  L'essai  de phase I  réalisé avec un 

adenovirus contenant de l'IFNβ déjà cité auparavant (paragraphe thérapie génique) peut aussi 

être considéré comme un protocole de virothérapie  (Sterman et al., 2007).  Les études réalisées 

sur  le  mésothéliome  sont  récentes  et  encore  peu  nombreuses  mais  il  s'agit  d'une  approche 

prometteuse pour le traitement de ce cancer.

I.5.2. d) L'immunothérapie

Le principe de l'immunothérapie repose sur la reconnaissance puis la destruction des cellules 

cancéreuses par les effecteurs du système immunitaire. La stimulation non spécifique via l'apport 

de cytokines, que ce soit par injection ou par thérapie génique, a été largement étudiée (Grégoire 

& Ebstein, 2007; Nowak et al., 2002). Les résultats demeurent assez décevants et des protocoles 

visant à induire une réponse plus forte et plus ciblée ont été envisagés.
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– Immunothérapie  passive  basée  sur  l'injection  d'anticorps.  Les  cellules  tumorales 

expriment à leur surface des protéines particulières pouvant être reconnues par les anticorps 

de manière spécique. La MSLN est exprimée par les cellules du MPM et il a été envisagé 

d'utiliser  des  anticorps  spécifiques  de  cette  protéine  dans  le  but  de  détruire  les  cellules 

exprimant  la  MSLN.  Un  anticorps  chimérique  humanisé  (MORAb-009)  a  démontré  une 

activité cytotoxique in vitro (Hassan et al., 2007) et un essai de phase I est actuellement en 

cours  aux  Etats-Unis  afin  d'étudier  la  toxicité  de  cet  anticorps 

(http://www.cancer.gov/clinicaltrials).  Une immunotoxine  (SS1P)  constituée  d'une  toxine 

bactérienne  tronquée  (l'exotoxine  A  de  Pseudomonas) et  d'un  fragment  variable  d'un 

anticorps  spécifique  de  la  MSLN  a  aussi  été  développée  (Hassan et  al.,  2004). 

L'immunotoxine SS1P se fixe sur les cellules qui expriment la MSLN via le fragment de 

l'anticorps ce qui permet à l'exotoxine d'exercer son action toxique sur ces cellules. L'activité 

de SS1P a été testée  in vivo chez la souris  (Fan et  al.,  2002) et  in vitro sur des lignées 

tumorales humaines (cancer de l'ovaire et mésothéliome péritonéal) (Hassan et al., 2002; Li 

et al., 2004). Les essais de phase I ont révélé l'induction de pleurites réversibles et surtout, ils 

ont permis d'observer des réponses chez certains patients inclus (Hassan & Ho, 2008).

– Vaccination thérapeutique. Ce type d'approche repose sur la stimulation active d'effecteurs 

dirigés spécifiquement contre la tumeur. L'injection de lysats cellulaires a été envisagée par 

l'équipe de Robinson qui a réalisé une étude de phase I reposant sur l’injection de lysats 

tumoraux autologues et de GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony-Stimulating Factor) 

pour l’activation in situ des cellules dendritiques (DC) (Powell et al., 2006). Ce traitement a 

été plutôt bien toléré puisqu'il  n’a pas entraîné d’effet secondaire important.  Une réponse 

immunologique a été observée chez environ un tiers des patients inclus mais aucune réponse 

objective n'a pu être objectivée. Cette stratégie pourrait néanmoins se placer dans le contexte 

d’une thérapie multimodale. 

– Injection de DC chargées en antigènes de tumeurs.  Les DC sont de bonnes candidates 

pour une utilisation en immunothérapie  du fait  de leur rôle  central  dans la  réponse anti-

tumorale. De nombreux essais basés sur l'injection de DC sont réalisés pour différents types 

de cancers  (Fong & Engleman, 2000). Néanmoins, dans la mesure où peu d'antigènes du 

MPM ont été identifiés, cette stratégie est encore assez limitée pour ce cancer. 
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L’efficacité de l'activation de la réponse immunitaire a été démontrée dans un modèle murin 

(Hegmans et al., 2005). Au cours de cette étude, le développement d’un mésothéliome péritonéal 

de souris a pu être inhibé après injection de DC chargées en lysats tumoraux. Récemment, une 

autre équipe a démontré qu'il était possible d'activer  in vitro des lymphocytes T spécifiques de 

WT-1 capables de lyser des cellules de mésothéliome en chargeant des DC avec des peptides 

dérivés de cette protéine (May et al., 2007). Enfin, la vaccination de patients atteints de MPM 

avec des DC autologues chargées en lysats tumoraux fait l'objet d'un essai clinique de phase I 

aux Pays-Bas. Cette étude a pour but de tester la faisabilité et l'inocuité de cette approche en tant 

que thérapie adjuvante du mésothéliome (http://www.mesotheliomainternational.org).

Quel que soit le protocole d'immunothérapie mis en place, celui-ci ne pourra a priori pas être 

curatif à lui seul. En revanche, une combinaison entre un protocole de thérapie conventionnelle 

(chimiothérapie et/ou chirurgie par exemple) et un protocole d'immunothérapie pourrait apporter 

un réel bénéfice aux patients. 
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II. L'immunité anti-tumorale

II.1 Emergence d'une théorie: de l'immunosurveillance à l'immunoédition

Paul  Ehrlich  fut  le  premier  à  envisager  que  le  système  immunitaire  pouvait  réprimer  une 

fréquence  potentiellement  importante  de  cancers  (Ehrlich,  1909).  Toutefois,  l’idée  que  le 

système immunitaire puisse exercer un contrôle sur le développement tumoral n’a été réellement 

poursuivie  qu'à  partir  de  la  seconde  moitié  du  XXème siècle.  Le  concept  de  surveillance 

immunitaire a alors été repris et il a été suggéré qu’une des fonctions principales de l’immunité 

cellulaire  était  de  maintenir  l’homéostasie  des  organismes  multicellulaires  complexes  en  les 

protégeant  des  développements  éventuels  de  néoplasies  (Burnet,  1957;  Thomas,  1959). 

L'ensemble de ces idées a finalement abouti à la théorie selon laquelle les lymphocytes pouvaient 

agir  telles  des  sentinelles  dans  la  reconnaissance  et  l’élimination  des  cellules  transformées 

(Burnet, 1970). 

Cette théorie a cependant fait l’objet de nombreuses critiques, notamment à cause de données 

expérimentales démontrant que des souris nude, bien que défaillantes sur le plan immunitaire, ne 

présentaient pas plus de tumeurs que des souris normales. Ce n'est que plus tard que les limites 

de ce modèle et des résultats qui en découlent ont été identifiés : les souris nude se sont avérées 

ne  pas  être  totalement  dépourvues  de  lymphocytes  T  et  elles  possèdent  des  composants  de 

l'immunité innée capables de compenser, au moins en partie, leur déficit immunitaire. Le fait que 

de nombreuses cellules et molécules effectrices du système immunitaire jouent un rôle dans le 

contrôle  du développement  tumoral  a  finalement  été  établi  chez  l'animal  puisque  des  souris 

déficientes en composants essentiels du système immunitaire inné ou acquis se sont révélées être 

plus sensibles au développement de tumeurs spontanées ou induites  (Dunn et al., 2004b).  Des 

expériences similaires réalisées à l'aide d'anticorps afin de dépléter les populations de cellules 

NK (Natural  Killer) ou NKT, ou de neutraliser  le TRAIL (TNF-Related Apoptosis  Inducing 

Ligand) (Takeda et al., 2002) ou le NKG2D (Natural Killer Group protein 2 D) (Raulet, 2003), 

ont confirmé ces résultats. Enfin, l'activation de certains composants du système immunitaire 

comme les cellules NK ou NKT (Smyth et al., 2005) ou une sous-population de DC particulière 

produisant de l'IFNγ (Taieb et al., 2006) ont abouti à réduire le développement de tumeurs dans 

des modèles murins.
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Chez l’homme,  plusieurs  observations  cliniques  permettent  de  confirmer  un  rôle  actif  de  la 

surveillance  immunitaire  contre  les  tumeurs.  Par  exemple,  des  patients  transplantés  et  sous 

traitement immunosuppresseur présentent une fréquence plus importante de cancers par rapport à 

la population générale (Euvrard et al., 2003; Hollenbeak et al., 2005). De plus, une infiltration 

tumorale par certaines populations lymphocytaires corrèle souvent avec une meilleure survie des 

patients  atteints  de  cancer.  La  présence  de  lymphocytes  infiltrant  la  tumeur  au  sein  de 

mélanomes  (Clark et  al.,  1989; Clemente et  al.,  1996),  cancers pulmonaires  (Villegas et  al., 

2002), ovariens (Zhang et al., 2003), ou encore du tractus gastro-intestinal (Ishigami et al., 2000; 

Schumacher et al., 2001), a en effet été associée à une survie plus élevée des patients.

Malgré l'existence de ce processus d'immunosurveillance, des cancers peuvent apparaître chez 

des  individus  immunocompétents.  Plusieurs  travaux  réalisés  sur  divers  modèles  murins  ont 

démontré  que  des  tumeurs  qui  se  développent  chez  des  hôtes  sans  pression  du  système 

immunitaire  sont  globalement  plus  immunogènes  que  des  tumeurs  issues  d'hôtes 

immunocompétents (Dunn et al., 2005; Shankaran et al., 2001; Smyth et al., 2000; Street et al., 

2002). Ainsi, bien que le système immunitaire semble capable de lutter contre le développement 

tumoral, il semble aussi être à l'origine de la sélection de tumeurs moins immunogènes.

L'équipe de Schreiber a récemment proposé un concept, l'immunoédition, qui tient compte du 

fait  que  l'immunosurveillance  ne  constitue  qu'une  partie  des  relations  entre  le  système 

immunitaire et les cancers (Dunn et al., 2002; Dunn et al., 2004a). L'immunoédition est décrite 

comme étant la résultante de trois processus : élimination, équilibre et échappement (figure  5, 

page35).  L'immunosurveillance  proprement  dite  correspond  à  la  phase  d’élimination.  La 

sélection des variants tumoraux se passe pendant la phase dite d’équilibre, et peut conduire à 

l’échappement, et par conséquent, au développement de tumeurs avec un impact clinique.
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Sous l'influence de divers facteurs, des cellules cancéreuses peuvent apparaître dans l'organisme. La  

phase  d'élimination  correspond  à  l'immunosurveillance,  pendant  laquelle  le  système  immunitaire  

reconnaît et lutte contre ces cellules. L'équilibre est le processus au cours duquel des variants tumoraux,  

résistants  au  système  immunitaire,  sont  sélectionnés  (immunosélection).  Au  cours  de  la  phase 

d'échappement, la croissance tumorale n'est plus maîtrisée par le système immunitaire. (D'après Dunn et  

al., 2004b)

II.2 Les effecteurs de la surveillance immunitaire anti-tumorale

De nombreux types  de cellules ou de molécules effectrices, appartenant aux versants inné et 

acquis de l'immunité, sont impliqués dans l'immunosurveillance des cancers. Dans la mesure où 

mon travail de thèse a porté sur les DC en tant que vecteurs d'antigènes tumoraux et leur capacité 

à induire une réponse cellulaire et sur la génération de clones de lymphocytes T cytotoxiques 

(CTL) par des DC chargées en peptides, les mécanismes concernant les CTL et des DC seront 

décrits plus en détail que ceux des autres effecteurs.
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II. 2. 1. L'immunité innée

La  réponse  immunitaire  innée  constitue  la  première  ligne  de  défense  contre  les  cellules 

tumorales.  Elle  n’implique  pas  la  reconnaissance  spécifique  de  l’antigène  et  de  ce  fait  elle 

nécessite  pas  de  sensibilisation  préalable.  Les  macrophages,  les  DC,  les  cellules  NK,  les 

granulocytes et les neutrophiles sont les principaux acteurs de cette première ligne de défense. 

Dans le cadre de l'immunité anti-tumorale, leur fonction est de répondre immédiatement afin de 

limiter la prolifération des cellules cancéreuses. Des travaux effectués chez la souris ont montré 

que bien qu’indispensable au rejet tumoral, l’immunité naturelle est une réponse précoce qui 

précède et prépare le développement de l’immunité adaptative, via la mise en place d’un réseau 

cytokinique  impliqué  dans  l’activation  de  nombreuses  cellules  immunitaires  et  par 

l'intermédiaire de certaines cellules, comme les DC (Palucka & Banchereau, 1999). 

II. 2. 2. Les cellules dendritiques

Parmi  les  trois  types  de  CPA  (cellules  présentatrices  d'antigènes)  décrits  (macrophages, 

lymphocytes B et DC), les DC sont les plus spécialisées dans la fonction de présentation et de 

stimulation  des  lymphocytes  T  naïfs.  Les  DC  sont  caractérisées  par  une  extrême  plasticité 

phénotypique et fonctionnelle, ce qui leur permet d'intervenir à la fois dans le développement de 

réponses  immunitaires  acquises  et  innées,  mais  aussi  dans  l'induction  de  phénomènes  de 

tolérance (Banchereau et al., 2000; Reis e Sousa, 2006; Steinman, 2003). 

II. 2. 2. a. Les différentes populations de DC 

Depuis la découverte des cellules de Langerhans en 1868, plusieurs types de DC ont été décrits. 

Le terme DC regroupe aujourd'hui plusieurs populations cellulaires issues de voies d'ontogenèse 

distinctes  (fig.  6,  page  38)  (Schott,  2006).  L'existence  de  toutes  ces  populations  mettent  en 

évidence la diversité des DC chez l'homme. 

La voie myéloïde donne naissance, sous l'influence du GM-CSF et  du TNFα, aux DC dites 

conventionnelles ou myéloïdes : les cellules de Langerhans, situées au niveau des épithéliums 

stratifiés, et les DC interstitielles, situées dans les autres tissus. Ces deux populations expriment 
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de  nombreux  marqueurs  en  commun,  dont  la  molécule  CD11c,  mais  diffèrent  quant  à 

l'expression d'autres marqueurs comme le CD1a  (Caux et al.,  1996). Les MoDC (Monocyte-

derived dendritic cells), apparentées aux DC myéloïdes et plus particulièrement à la population 

des DC interstitielles, sont dérivées de monocytes in vitro. Bien que les contributions relatives de 

ces sous-populations  de DC au cours  de la  réponse immunitaire  anti-tumorale  ne soient  pas 

clairement établies, leurs capacités à capturer puis présenter les antigènes aux cellules effectrices 

de l'immunité en font des acteurs centraux dans l'établissement d'une telle réponse (Banchereau 

et al., 2000). 

Les DC plasmacytoïdes sont issues de la voie lymphoïde et leur localisation est généralement 

restreinte aux tissus lymphatiques et au sang périphérique. La principale caractéristique de ces 

cellules est qu'elles sont capables de produire d'importantes quantités d'IFN de type I suite à une 

infection  virale  (Cella et  al.,  1999;  Siegal et  al.,  1999). Les  DC  plasmacytoïdes  ont  été 

considérées comme étant impliquées quasi-exclusivement dans la réponse anti-virale (Barchet et  

al., 2005; Liu, 2005). Cependant, une équipe a récemment démontré chez la souris que cette 

population  de  DC  plasmacytoïdes  était  capable  d'induire  l'expansion  de  CTL  spécifiques 

d'antigènes in vivo, le rejet de tumeurs et d'agir en synergie avec les DC myéloïdes (Lou et al., 

2007).

Une autre population de DC a été identifiée récemment chez la souris : il s'agit des Interferon-

producing Killer Dendritic Cells (IKDC) (Chan et al., 2006; Taieb et al., 2006). Elles pourraient 

jouer un rôle dans le cadre de l'immunité anti-tumorale mais celui-ci  reste encore à préciser, 

notamment chez l'homme. Leur origine ontogénique n'est cependant pas encore identifiée et leur 

existence même est aujourd'hui controversée (Caminshi et al., 2007; Vosshenrich et al., 2007).
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La voie de différenciation myéloïde donne naissance à deux sous-populations de DC : les cellules de  

Langerhans et les DC interstitielles. Les DC plasmocytoïdes sont générées à partir de la voie lymphoïde.  

In  vitro,  il  est  également  possible  d'obtenir  des  MoDC à  partir  de  monocytes.  Enfin,  une  dernière  

population de DC, les IKDC, a été identifiée récemment et leur origine ontogénique n'est pas connue. 

(D'après Schott, 2006)

II. 2. 2. b. Capacités de migration des DC

D'une manière simplifiée, les DC sont considérées comme des sentinelles disséminées dans tout 

l'organisme.  Elles  internalisent  des  antigènes  au  niveau  des  tissus  périphériques  puis  sont 

capables de les transporter jusqu'aux ganglions lymphatiques. Les capacités de migration des DC 

sont  indispensables  à  leur  déplacement  au  sein  des  tissus  périphériques  puis  à  l'atteinte  des 

noeuds lymphatiques.

Lors du développement d'un processus tumoral,  les DC sont attirées par certaines molécules 

synthétisées par les cellules cancéreuses (Rollins, 2006). Une fois arrivées sur le site tumoral, les 
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DC  peuvent  prélever  des  antigènes  sur  place.  Les  signaux  qu'elles  reçoivent  dans  cet 

environnement induiraient ensuite des modifications du profil de CCR (Chemokine CC-motif 

receptor) qu'elles expriment, et leur permettrait d'atteindre les ganglions lymphatiques (Dieu et  

al., 1998; Randolph et al., 2005; Sallusto et al., 1998; Sozzani et al., 1998).  D'autres types de 

récepteurs, comme les CLR (C-type Lectin Receptors)  (Figdor et al., 2002), ou la capacité à 

sécréter des MMP (Matrix MetalloProteinases) (Ratzinger et al., 2002) sont aussi impliqués dans 

la  migration  des  DC.  Les  différentes  sous-populations  de  DC  exprimant  des  panels  CCR 

distincts,  elles  possèdent  des  capacités  de  migration  qui  diffèrent  d'une  population  à  l'autre 

(Penna et al., 2001; Penna et al., 2002).

II. 2. 2. c. Capture des antigènes et intégration des signaux environnementaux

La nature du matériel antigénique prélevé par les DC est variée : micro-organismes (virus et 

bactéries), particules opsonisées, protéines ou encore cellules mortes (apoptose ou nécrose). La 

capacité d'internalisation des DC repose sur les mécanismes d'endocytose, de phagocytose et de 

macropinocytose qui se distinguent par les récepteurs utilisés, les mécanismes cellulaires mis en 

jeu, ainsi que par la nature du matériel internalisé. 

Les récepteurs intervenant dans la capture des antigènes assurent la reconnaissance des structures 

antigéniques, le recrutement  des éléments du cytosquelette pour réaliser l'internalisation et la 

transduction de signaux en vue de moduler l'activité cellulaire. Parmi ces récepteurs, certains 

appartiennent  à  la  famille  des  lectines  (CLR),  comme le  DC-SIGN (Dendritic  Cell-Specific 

ICAM3-Grabbing Nonintegrin = CD209), le CD205, le MMR (Macrophage Mannose Receptor) 

(CD206) (Geijtenbeek et al., 2004) ; des SR (Scavenger Receptors) comme le CD36 (Peiser et  

al.,  2002) ;  ou  encore  des  intégrines  (CD11b,  CD18).  Les  particules  pathogènes  opsonisées 

peuvent  aussi  être  internalisées  par  des  récepteurs  au  complément  (Bajtay et  al.,  2006). 

L'ensemble de ces récepteurs n'intervient pas seulement dans l'internalisation de pathogènes mais 

aussi dans celle de matériel dérivé du soi, comme des composants de cellules tumorales. Par 

exemple, les lectines permettent aux DC de reconnaître des motifs de glycosylation présents sur 

des glycoprotéines d'origine tumorale.  Elles permettent  leur internalisation  (Aarnoudse et al., 

2006;  Figdor et  al.,  2002) et  transmettent  des  signaux qui  dépendent  du récepteur  impliqué 

(Mahnke et al., 2003).  Les intégrines αvβ3 et αvβ5  et certains récepteurs au complément sont 
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capables  de  reconnaître  des  composants  spécifiques  des  cellules  apoptotiques  (Albert et  al., 

1998a; Morelli et  al.,  2003; Nauta et  al.,  2004).  Les récepteurs aux fragments constants des 

immunoglobulines (FcR) permettent quant à eux l'internalisation de complexes immuns (Cioca 

et al., 2006; Dhodapkar et al., 2002).

Tous ces exemples montrent à quel point la diversité des récepteurs exprimés à la surface des DC 

est importante. Les différentes sous-populations de DC n'expriment pas des panels de récepteurs 

identiques  et  leurs  capacités  de  capture  antigéniques  varient  d'une  population  à  l'autre 

(Villadangos & Schnorrer, 2007). 

Des études réalisées in vitro et  in vivo ont permis d'établir que l'induction de la maturation des 

DC avait lieu suite à l'exposition de ces cellules à des signaux externes (De Smedt et al., 1996; 

Roake et  al.,  1995;  Sallusto  &  Lanzavecchia,  1994).  Simultanément  à  l'internalisation  des 

antigènes, une DC reçoit des signaux qui « l'informent » sur le type de situation à laquelle elle est 

confrontée. Certains des récepteurs décrits dans le paragraphe sur l'internalisation des antigènes 

transmettent des signaux qui dépendent du type d'antigène internalisé. Les DC expriment aussi 

des récepteurs de type PRR (Pattern Recognition Receptor) spécialisés dans la reconnaissance de 

structures spécifiques de pathogènes (PAMP = Pathogen Associated Molecular Patterns) puis 

dans l'induction de l'activation des DC (Janeway, 1992; Medzhitov & Janeway, 2002). Les TLR 

(Toll-Like Receptors), impliqués principalement dans la reconnaissance micro-organismes dont 

les virus, font partie des PRR (Akira et al., 2006; Delneste et al., 2007; Takeda & Akira, 2004).

En plus des signaux issus des pathogènes,  les DC peuvent  intégrer  des signaux issus du soi 

(signaux  endogènes).  Le  système  immunitaire  a  été  initialement  décrit  comme  assurant  la 

discrimination entre le soi et le non soi jusqu'à ce que ce concept soit réactualisé par Matzinger 

qui a proposé la théorie des signaux de danger (Matzinger, 1994). Ces signaux de danger peuvent 

être représentés par des molécules du soi produites lors d’une inflammation ou de la perte de 

l’intégrité cellulaire ou tissulaire. C'est le cas des HSP (Heat Shock Proteins), reconnues par de 

nombreux récepteurs (de type SR, CTR, certains TLR, CD91...) (Basu et al., 2001; Delneste et  

al., 2002; Srivastava, 2002), des cytokines inflammatoires (TNFα), de l'acide urique (Shi et al., 

2003) ou autres (O'Neill et al., 2004). C'est ce type de signaux qui intervient principalement dans 

le cadre d'une réponse dirigée contre une tumeur.
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Enfin, les DC prennent également en compte des informations transmises par les autres cellules 

du  système  immunitaire.  Par  exemple,  les  cellules  NK sont  attirées  au  niveau  des  sites  où 

l'intégrité de l'organisme est menacée par une infection virale ou le développement d'une tumeur 

grâce à des chimiokines et les IFN de type I (Moretta et al., 2006). Une fois rendues sur ce site, 

les cellules NK intègrent  elles  aussi  les signaux environnementaux et  en particulier,  il  a été 

montré que des cellules NK exposées à l'IL-12 étaient capables d'activer des DC elles-mêmes 

capables par la suite d'induire une réponse de type Th1 (Marcenaro et al., 2005). L'activation des 

DC par les NK repose sur la capacité de ces dernières à sécréter des cytokines, en particulier le 

TNFa  et  l'IFNγ,  suite  à  l'engagement  d'un de leur  récepteur  activateur,  le  NKp30,  avec  des 

ligands exprimés à la surface des DC (Vitale et al., 2005). Un autre mécanisme impliquant la 

sécrétion  d'IL-18  par  les  DC immatures  et  le  relargage  en  retour  du  facteur  de  maturation 

HMGB1 (High-Mobility Group B1) par les NK a été décrit  (Semino et al., 2005). L'effet des 

interactions DC/NK dépendrait aussi du ratio entre ces cellules et pourrait parfois aboutir, non 

pas  à  l'activation  des  DC,  mais  à  leur  destruction  (Piccioli et  al.,  2002).  Les  cellules  NKT 

(Chung et  al.,  2004;  Fujii et  al.,  2003;  Hermans et  al.,  2003;  Vincent et  al.,  2002) et  les 

lymphocytes T γδ (Born et al., 2006; Conti et al., 2005; Dieli et al., 2004; Leslie et al., 2002) 

peuvent  aussi  induire l'activation des  DC par  des  contacts  cellulaires  et/ou la  production de 

cytokines. Les lymphocytes B transmettent quant à eux des signaux aux DC via la production de 

cytokines (sans doute l'IL-10) et d'anticorps et la formation de complexes immuns (Bayry et al., 

2005). 

II. 2. 2. d. Apprêtement et présentation des antigènes

Les DC présentent des peptides en association avec des molécules du CMH (complexe majeur 

d'histocompatibilité,  aussi  appelé  HLA,  pour  Human  Leucocyte  Antigen,  chez  l'homme)  de 

classe I et II (CMH-I et -II). L'apprêtement de peptides exogènes pour une présentation sur les 

molécules du CMH-I, ou présentation croisée (CP), est une spécificité des DC. 

41



INTRODUCTION

Les CMH-I sont des molécules exprimées de manière constitutive par l'ensemble des cellules 

nuclées  de  l'organisme.  Elles  présentent  aux  lymphocytes  T  CD8  des  peptides  issus  de  la 

dégradation de protéines endogènes (c'est à dire synthétisées par les cellules qui présentent le 

peptide).  Les peptides sont  pour la plupart  issus de protéines du cytosol  mais peuvent aussi 

provenir  de  protéines  défectueuses  ou  de  protéines  retrotransloquées  depuis  le  réticulum 

endoplasmique (figure 7, page 43). Quelle que soit leur origine, ces protéines sont ubiquitinilées 

(Nandi et  al.,  2006) puis dégradées par un complexe enzymatique,  le protéasome  (Janeway 

Charles A. Jr. and Travers Paul, 1997; Trombetta & Mellman, 2005; van Endert & Villadangos, 

2007) (figure  8,  page44).  Les  peptides  qui  en  résultent  accèdent  ensuite  au  réticulum 

endoplasmique via le transporteur TAP (Transporter associated with Antigen Processing) (Abele 

& Tampé, 1999) (figure 8, page 44). Ils sont clivés en peptides de 8 à 10 a.a. puis apprêtés sur les 

molécules  du  CMH-I  grâce  à  l'intervention  de  diverses  protéines  chaperonnes  (calreticuline, 

ERAAP  (Endoplasmic  Reticulum  Aminopeptidase  Associated  With  Aantigen  Processing)) 

(Paulsson  &  Wang,  2003;  Serwold et  al.,  2002).  Les  complexes  pCMH-I  sont  finalement 

exportés à la surface de la cellule et sont exposés aux lymphocytes T CD8.

Les complexes peptides CMH de classe II (pCMH-II) présentent des épitopes aux lymphocytes T 

CD4. Si toutes les cellules de l'organisme présentent des peptides en association avec leur CMH-

I, seules les CPA possèdent un mécanisme de présentation par le CMH-II aux lymphocytes T 

CD4 (Germain,  1994).  La  plupart  des  peptides  présentées  dans ce  contexte  sont  issus  de  la 

dégradation de protéines  internalisées  (Neijssen et  al.,  2005)  (figure  8,  page44).  Néanmoins, 

certaines  protéines  endogènes  ont  accès  aux  lysosomes  et  peuvent  être  chargées  sur  des 

molécules  de  CMH-II.  La  dichotomie  initialement  établie  entre  la  présentation  de  protéines 

endogènes par le CMH-I et la présentation de protéines exogènes par le CMH-II ne peut donc 

pas être appliquée de façon systématique.
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Les  protéines  présentées  en  association  aux  molécules  de  CMH-I  dans  un  contexte  de  présentation 

directe peuvent provenir (1) de protéines du cytosol, (2) de produits d'épissage alternatifs ou de protéines  

défectueuses, ou (3) de protéines retrotransloquées du réticulum endoplasmique (ER) au cytosol. La CP 

permet de présenter sur le CMH-I (4) des protéines internalisées transférées au cytosol par une voie  

dépendant du transporteur TAP ou (5) d'une façon indépendant de TAP, directement dans les vésicules  

d'endocytose,  dans  lesquelles  les  molécules  de  CMH  de  classe  I  seraient  recyclées  à  partir  de  la  

membrane plasmique. (D'après Trombetta & Mellman, 2005).

Les DC sont capables de présenter des peptides exogènes internalisés sur le CMH-I grâce au 

processus  de  CP  (Albert et  al.,  1998b).  Plusieurs  mécanismes  permettant  d'expliquer  ce 

phénomène ont été décrits. Les antigènes pourraient être transférés des vésicules d’endocytose 

vers le cytoplasme des DC (Inaba & Inaba, 2005) ou transiter de cellule à cellule (Neijssen et al., 
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2005).  Une  fois  dans  le  cytoplasme,  les  protéines  suivent  la  voie  classique 

protéasome/TAP/reticulum endoplasmique précédemment décrite (figures 7 et 8, pages 43 et 44). 

Un autre processus repose sur la fusion des vésicules d’endocytose avec le ER (Guermonprez et  

al.,  2003; Tewari et al.,  2005), procurant ainsi aux antigènes internalisés toute la machinerie 

nécessaire pour le chargement sur le CMH-I. La contribution de cette voie dans le processus de 

CP reste controversée (Groothuis & Neefjes, 2005; Touret et al., 2005). D'autres modalités sont 

envisageables mais encore peu explicitées, comme l'échange d’exosomes (vésicules sécrétées par 

de nombreux types cellulaires dont les cellules tumorales) (Neijssen et al., 2005; Wolfers et al., 

2001)

Les molécules CMH-I présentent des peptides issus de la dégradation de protéines provenant du cytosol  

principalement et synthétisées par la cellule présentatrice. Les molécules CMH-II présentent des peptides  

provenant de la dégradation de peptides dans les endosomes. Ces peptides proviennent  de protéines  

internalisées, c'est à dire de matériel exogène mais aussi de protéines synthétisées par la cellule elle-

même. Les DC présentent en plus la capacité de présenter des antigènes exogènes sur le CMH-I. Les  

mécanismes impliqués dans ce phénomène de CP sont peu connus. (D'après  Villadangos & Schnorrer,  

2007)
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Figure 8: Les différentes voies de présentation utilisées par les DC.
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Outre les molécules CMH-I et CMH-II, les DC expriment une troisième classe de molécules 

impliquées dans la présentation aux lymphocytes T, les molécules CD1 (Brigl & Brenner, 2004). 

Les molécules CD1 sont impliquées dans la présentation d'antigènes lipidiques à des effecteurs 

variés : lymphocytes T αβ, γδ, cellules NK et iNKT (De Libero & Mori, 2005). Les antigènes 

présentés peuvent être endogènes ou exogènes, et appartenir au soi ou au non-soi (De Libero & 

Mori, 2006; Hava et al., 2005).

II. 2. 2. f. Activation ou maturation des DC

Parallèlement aux phénomènes d'apprêtement des antigènes, les DC entrent dans un processus 

d'activation, également qualifié de maturation.  L'hypothèse selon laquelle les DC existent sous 

deux états (immature et mature) (Steinman, 1991) permet d'expliquer de façon simple une réalité 

biologique  qui  est  en  réalité  bien  plus  complexe.  Selon  cette  hypothèse,  les  DC immatures 

résident en périphérie, sont douées de capacités de phagocytose importantes mais n'activent pas 

la prolifération de lymphocytes T naïfs. Les DC immatures sont équipées en récepteurs pour 

intégrer des signaux environnementaux de type pathogène ou inflammatoire. L'activation de ces 

récepteurs induit la migration des DC vers les organes lymphoïdes secondaires. Au cours de leur 

migration, les DC deviennent matures, c'est à dire qu'elles acquièrent la capacité à stimuler les 

lymphocytes T naïfs. D'après ce modèle, le phénomène de maturation est défini par une série de 

modifications phénotypiques permettant à la DC d'initier une réponse immunitaire efficace.

Cependant,  il  a  été  démontré  que  des  DC  avec  un  phénotype  mature  pouvaient  s'avérer 

incapables  d'induire  une  réponse  (Spörri  & Reis  e  Sousa,  2005),  voire  même  d'induire  une 

tolérance  (Albert et  al.,  2001).  La  notion  de  maturation  doit  donc  être  considérée  avec 

précaution : une DC mature est une DC qui a acquis les moyens de communiquer avec les autres 

effecteurs du système immunitaire en vue d'induire un certain type de réponse, allant du rejet des 

antigènes internalisés à l'induction d'une tolérance.
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II. 2. 2. g. Activation des effecteurs par les DC

Du fait de leur rôle central dans le déclenchement de réponses immunes, les DC communiquent 

avec  de  nombreux  types  cellulaires  de  l'immunité  adaptative  et  innée.  La  transmission  des 

informations des DC aux effecteurs peut s'effectuer par l'intermédiaire des lymphocytes T CD4 

ou bien de manière directe.

Après avoir été activés, les lymphocytes T CD4 sont en effet spécialisés dans la fonction de 

transmission des informations aux différents effecteurs de l'immunité. En fonction des signaux 

reçus, les lymphocytes T CD4 vont orienter le type de réponse : les lymphocytes T CD4 dits Th1 

sécrètent des cytokines favorisant le maintien de l'activité des CTL (IL-12, IFNγ...) alors que les 

lymphocytes Th2 sécréteurs d'IL-4 et d'IL-10 principalement,  favorisent le développement de 

réponses humorales en stimulant les lymphocytes B (Hung et al., 1998).

Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer comment les DC permettent le recrutement de 

lymphocytes T CD4 avec un profil Th1 ou Th2  (Reis e Sousa, 2006) (figure  9, page  47). Le 

modèle de la lignée stipule que chaque sous-population de DC est spécialisée, après activation, 

dans l'induction d'une immunité de type Th1 ou de type Th2 (Liu, 2001) (figure 9 a, page 47). Le 

modèle temporel propose qu'une même DC puisse induire successivement une polarisation Th1 

puis Th2, en fonction de ses propriétés de présentation et de stimulation qui diffèrent suivant son 

avancée dans son programme d'activation (Langenkamp et al., 2000) (figure 9 b, page 47). Enfin, 

dans  le  modèle  de  la  plasticité,  les  DC immatures  peuvent  donner  naissance  à  des  cellules 

capables d'orienter les lymphocytes vers une réponse de type Th1 ou bien Th2 (Kalinski et al., 

1999; Vieira et al., 2000) (figure 9 c, page 47). Il est probable que la capacité des DC à orienter 

une réponse de type Th1 ou Th2 dépende à la fois des propriétés intrinsèques de la DC (origine 

ontogénique), des signaux qu'elle a perçu et de son stade d'activation.
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Le modèle de la lignée (a), le modèle temporel (b) et le modèle de la plasticité (c) font partie des modèles  

qui  ont  été  proposés  pour  expliquer  la  capacité  des  DC  à  induire  la  polarisation  de  la  réponse  

lymphocytaire vers un type Th1 ou Th2. (D'après Reis e Sousa, 2006)

Les DC sont aussi capables d'interagir de manière directe avec les effecteurs. Ainsi, les DC ont 

un  impact  direct  sur  la  survie,  la  prolifération  et  la  différenciation  des  lymphocytes  B  en 

plasmocytes.  La  communication  entre  ces  deux  types  cellulaires  se  ferait  soit  par  contacts 

cellulaires via des récepteurs d'activation et de survie (Balazs et al., 2002; Litinskiy et al., 2002; 
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MacLennan & Vinuesa, 2002), soit par le biais de la sécrétion de cytokines (IFN de type I et IL-

6) (Jego et al., 2003). L'essentiel de ces communications a été étudié dans le cadre de la réponse 

immunitaire contre des agents infectieux mais il est probable que les DC interagissent aussi de 

cette manière avec les lymphocytes B dans le cadre d'une réponse anti-tumorale. Concernant les 

effecteurs de la branche innée de l'immunité, les interactions entre cellules NK et DC ont fait 

l'objet  de  nombreuses  études.  Nous  avons  déjà  vu  que  ces  deux types  cellulaires  pouvaient 

communiquer sur le site périphérique où l'organisme est agressé, ce qui aboutit soit à l'activation, 

soit à la lyse des DC. Mais la communication peut également avoir lieu dans l'autre sens puisque 

les DC matures, une fois arrivées dans les organes lymphoïdes secondaires, interagissent avec les 

cellules NK résidant dans ces organes (Moretta et al., 2006). En effet, il a été montré que les DC 

peuvent activer les NK et induire chez ces dernières l'acquisition de mécanismes de cytotoxicité 

in vitro  (Ferlazzo et al., 2002; Gerosa et al., 2002; Nishioka et al., 2001; Yu et al., 2001) et 

l'augmentation de leur activité anti-tumorale in vivo (Fernandez et al., 1999; Turner et al., 2001). 

Cette activation a lieu par le biais de la sécrétion de cytokines (IL-12, d’IL-18, d’IL-15 ou d’IFN 

de type I) (Borg et al., 2004; Walzer et al., 2005) ou par contacts cellulaires via des interactions 

entre  les  molécules  MICA/B (MHC class  I-related  Chain  A/B)  exprimées  par  les  DC et  le 

récepteur activateur NKG2D exprimé par les NK  (Jinushi et al.,  2003). Les communications 

entre DC et NK nécessitent même l'établissement d'une synapse  (Borg et al., 2004). Parmi les 

autres effecteurs de l'immunité innée activables par les DC figurent les NKT et les Ltγδ (Conti et  

al., 2005; Dieli et al., 2004).

En conclusion, les DC jouent un rôle central dans l'induction de réponses immunitaires. Elles 

sont  capables  de stimuler  de  nombreux effecteurs  comme d'induire  la  tolérance  vis-à-vis  de 

certains  antigènes.  Les  différents  points  abordés  dans  ce  chapitre  (origine  des  DC,  type 

d'antigène internalisé et signaux environnementaux, voie d'apprêtement, état d'activation) se sont 

révélés être liés les uns aux autres et ont un impact crucial sur le type de réponse que la DC 

induira. 
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II. 2. 3. Les lymphocytes T cytotoxiques

La partie adaptative du système immunitaire est constituée d'une branche cellulaire, médiée par 

les  lymphocytes  T,  et  d'une  branche  humorale,  qui  fait  intervenir  les  lymphocytes  B.  Les 

lymphocytes  T subissent  une étape  de maturation  dans le  thymus : seuls  les  lymphocytes  T 

capables de reconnaître le CMH du soi sont sélectionnés (sélection positive). Les lymphocytes T 

présentant une haute affinité pour un peptide du soi associé au CMH sont quant à eux éliminés 

(sélection négative). A l'issue de cette maturation, les lymphocytes T entrent dans la circulation 

et gagnent les organes lymphoïdes secondaires. A ce stade, les cellules T CD8 ne sont pas encore 

capables de lyser des cellules cibles : elles doivent d'abord être activés par des CPA.

II. 2. 3. a. Activation des cellules T CD8, synapse immunologique et signaux d'activation

Le contact entre DC et lymphocyte T conduit à une polarisation du cytosquelette des cellules et 

aboutit à la concentration de molécules de présentation, de co-stimulation et d’adhérence au sein 

d’une synapse immunologique. La synapse immunologique s’organise en régions concentriques. 

La  partie  centrale,  appelée  cSMAC  (central  Supramolecular  Activation  Cluster),  comprend 

principalement  le  TCR (T  Cell  Receptor),  interagissant  avec  les  complexes  pCMH-I,  et  les 

molécules  de  costimulation.  A  la  périphérie  se  trouve  la  région  pSMAC  (peripheral 

Supramolecular Activation Cluster), composée des molécules d’adhésion (Friedl et al., 2005). 

Le TCR des lymphocytes T CD8 peut reconnaître un complexe formé par un peptide de 8 à 10 

a.a. en association avec une molécule de CMH de classe I (Germain, 1994). Il s'agit du premier 

signal  de  stimulation.  A  lui  seul,  l'engagement  du  TCR  est  insuffisant  pour  activer  un 

lymphocyte  T  naïf.  Pour  induire  son  expansion  clonale  et  sa  différenciation  en  cellules 

effectrices  efficaces,  des  signaux  de  costimulation  doivent  être  délivrés  simultanément  à  la 

présentation de l'antigène par la CPA (Mescher et al., 2006). Quand le TCR d'une cellule T CD8 

naïve se fixe à un complexe pCMH-I présent à la surface d'une cellule qui n'exprime pas de 

signaux de costimulation, la cellule T perd sa capacité de réponse et entre dans un état qualifié 

d'anergie.  Cette cellule T ne peut  alors plus être activée,  même si l'antigène vient  à lui  être 

présenté par la suite, que ce soit par des cellules n'appartenant pas au système immunitaire ou des 

cellules spécialisées dans la fonction de présentation des antigènes. 
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Les  signaux  de  costimulation consistent  en  l'interaction  entre  des  molécules  exprimées  à  la 

surface des CPA et leurs ligands exprimés par les lymphocytes T CD8. C'est le cas par exemple 

de la liaison entre des molécules de la famille B7 (CD80 ou CD86), exprimées par la CPA, au 

CD28, exprimé par le lymphocytes T (Andersen et al., 2006; Mescher et al., 2006). Une étude 

réalisée  sur  des  cellules  humaines a  cependant  montré  que  des  CPA exprimant  des  niveaux 

élevés d'antigènes et de molécules de costimulation de la famille de B7 n'étaient pas pour autant 

capables d'induire des CTL efficaces (Albert et al., 2001). Des signaux supplémentaires doivent 

être apportés par les CPA et / ou les lymphocytes T CD4 pour éviter l'induction d'un état de 

tolérance (Baxevanis et al., 2000; Mescher et al., 2006), via des interactions entre des molécules 

appartenant  à  la  famille  des TNF / TNFR (TNF / TNF Receptor)(Croft,  2003;  O'Neill et  al., 

2004; Watts, 2005). Certaines molécules, comme le CD28, sont exprimées constitutivement par 

les lymphocytes T naïfs et seraient parmi les premières à intervenir dans l’interaction avec les 

DC. L’expansion clonale et la survie des lymphocytes T nécessiteraient ensuite des interactions 

séquentielles  via  d'autres  protéines  (CD28,  CD27,  OX40 etc.)  (Croft,  2003;  Kroczek et  al., 

2004). Les cytokines interviennent également dans les phénomènes de costimulation. En effet, 

une  équipe  a  démontré  que  l'IL-12  (Curtsinger et  al.,  1999) ainsi  que les  IFN  de  type  I 

(Curtsinger et  al.,  2005) sont nécessaires à la différenciation et  à l'amplification clonale des 

lymphocytes T CD8.

II. 2. 3. b. Mécanismes d'action des lymphocytes T cytotoxiques

La présentation de l'antigène et les signaux de costimulation induisent l'expansion clonale de la 

cellule T naïve puis la différenciation d'une partie  de sa descendance en cellules effectrices, 

capables de synthétiser les protéines requises pour leur fonction de CTL. Les cellules effectrices 

migrent  alors  vers  les  tissus  périphériques  grâce  à  l'expression  d'un  ensemble  de  molécules 

d'adhésion. Lorsqu'un CTL reconnaît l'antigène pour lequel il est spécifique à la surface d'une 

cellule, il va détruire cette cellule cible. Trois mécanismes différents peuvent être impliqués dans 

les mécanismes de cytotoxicité des CTL (Andersen et al., 2006; Russell & Ley, 2002).
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Le premier  d'entre  eux est  médié  par  des  cytokines,  comme l'IFNγ  et  le  TNF,  produites  et 

sécrétées tant que la stimulation via le TCR est maintenue (figure 10 a, page52). Ces cytokines 

affectent à la fois la cellule en contact avec le CTL mais aussi les cellules situées à distance. Le 

TNF se fixe sur son récepteur situé sur la cellule cible et induit son entrée en apoptose. L'IFNγ 

est quant à lui à l'origine de l'augmentation de la présentation de peptides endogènes par les 

molécules de CMH de classe I et de la synthèse de Fas (CD95) par les cellules cibles. Il inhibe 

l'angiogénèse (Ikeda et al., 2002), exerce une action anti-proliférative sur les cellules tumorales, 

effet qui a été décrit dans certaines lignées cellulaires humaines de MPM (Buard et al., 1998), et 

enfin, agit sur d'autres effecteurs du système immunitaire.

Les  deux autres  mécanismes  font  intervenir  des  contacts  directs.  Le  ligand  de  Fas  (Fas-L), 

exprimé à la surface des CTLs se lie à son récepteur (Fas ou CD95) situé à la surface de la 

cellule cible (figure 10 b, page 52) et induit le recrutement de molécules adaptatrices qui conduit 

à l'induction de l'apoptose de la cellule cible (Krammer, 2000).

Dans  le  dernier  cas,  le  CTL relargue  des  protéines  (perforines  et  granzymes)  dans  l'espace 

intercellulaire (figure 10 c, page 52). Le mécanisme d'action du système perforines / granzymes 

repose lui aussi sur l'induction de la cascade apoptotique chez la cellule cible  (Talanian et al., 

1997). 
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(a) Les CTL sécrètent du TNF et de l'IFNγ qui induisent l'entrée en apoptose des cellules cibles.

(b) Induction de l'apoptose des cellules cibles de manière directe, via l'interaction Fas-L / Fas.

(c) Lyse directe par relargage de perforines et de granzyme B dans l'espace intercellulaire.

(D'après Andersen et al., 2006)
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II. 2. 4. Les autres cellules effectrices de l'immunité anti-tumorale adaptative

Les lymphocytes T CD4 ont un rôle essentiel dans l'établissement et le maintien d'une réponse 

anti-tumorale (Assudani et al., 2007; Hung et al., 1998; Wang, 2001). A l'instar des lymphocytes 

T  CD8,  les  lymphocytes  T  CD4 activés  sont  capables  d'induire  la  lyse  de  cellules  par  des 

systèmes tels que TRAIL, FasL ou encore perforine / granzyme (Echchakir et al., 2000; Ju et al., 

1994;  Thomas  &  Hersey,  1998) (figure  11 c,  page54).  Cependant,  la  plupart  des  tumeurs 

n'expriment pas de molécules de CMH-II à leur surface et ne peuvent donc pas être reconnues 

directement comme cibles par les lymphocytes T CD4. Le rôle des lymphocytes T CD4 consiste 

en réalité à orchestrer la réponse immunitaire en communiquant avec les différents effecteurs. 

Les lymphocytes T de type Th1 produisent des cytokines favorables à l'activité des CTL ou des 

macrophages (figure 11 b, page54) (Hung et al., 1998). On a longtemps supposé que la capacité 

des CD4 à induire la génération de CTL était médiée par la sécrétion de cytokines uniquement 

mais des études ont par la suite montré que les CD4 pouvaient agir directement sur les DC, par 

l'intermédiaire de l'interaction CD40 / CD40 ligand  (Bennett et al., 1998; Ridge et al., 1998; 

Schoenberger et  al.,  1998).  Ce type  de contact  a  pour effet  d'activer  la  DC à présenter  des 

antigènes aux lymphocytes T CD8 et à les stimuler (figure 11 a, page54). Les lymphocytes Th2 

favorisent le développement de réponses humorales en stimulant les lymphocytes B (figure 11 d, 

page54). 

En plus des voies de différenciation Th1 ou Th2, les lymphocytes T CD4 peuvent être orientés 

vers  la  voie  des  lymphocytes  T  régulateurs  (Treg).  Les  Treg  ne  jouent  pas  un  rôle  dans 

l'élimination des cellules  tumorales,  bien au contraire,  puisqu'ils  sont à l'origine d'un état  de 

tolérance (Assudani et al., 2007). 
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Les  lymphocytes  T  CD4 jouent  un  rôle  central  dans  l'induction  de  la  réponse  anti-tumorale  (a) en 

fournissant aux CPA des signaux nécessaires à l'activation des CD8 ;  (b) en sécrétant des cytokines  

nécessaires à la fonction des CD8 ; (c) en agissant de manière directe sur la tumeur ou encore (d), en  

stimulant les cellules B à produire des anticorps. (D'après Wang,, 2001)

Les lymphocytes B sont les effecteurs de la réponse immunitaire humorale. Une fois activés, ils 

sont  en  mesure  de se  différencier  en  plasmocytes  producteurs  d'anticorps  dirigés  contre  des 

antigènes  solubles  ou  portés  par  des  pathogènes  et  des  cellules  cibles.  Des  anticorps 

spécifiquement dirigés contre des antigènes tumoraux ont été mis en évidence chez des patients 

porteurs de tumeurs, y compris dans le cas du MPM (Ho et al., 2005; Robinson et al., 1998). Ces 

anticorps permettent aux CPA de capter des antigènes de tumeur par l'intermédiaire de leurs FcR 

puis  de  présenter  ces  antigènes  aux  lymphocytes  T.  Les  cellules  tumorales  recouvertes 

d'anticorps peuvent aussi être phagocytées par des CPA par opsonisation, lysées par des cellules 

de l'immunité innée (NK, macrophages...), par cytotoxicité dépendante des anticorps ou encore 

par l'action du complément (figure 12, page 55).

Cependant, l'importance de ces lymphocytes B spécifiques dans la réponse anti-tumorale n'a pas 

été  clairement  établie.  Si  la  présence  d'anticorps  dirigés  contre  des  antigènes  tumoraux  est 

relativement fréquente dans les sérums de patients atteints de cancer,  la corrélation avec une 
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meilleure survie n'est pas évidente et on ne sait pas trop à quel point l'induction d'une réponse 

humorale est bénéfique pour le patient (Canevari et al., 1996; Gilboa, 1999).

Les anticorps produits par les lymphocytes B pourraient être à l'origine de la lyse des cellules tumorales  

de plusieurs manières. (a) Ils peuvent avoir un effet direct sur la tumeur, (b) faire intervenir le système 

du complément ou bien  (c) des effecteurs comme les NK ou les macrophages. D'après  (Zitvogel et al.,  

2006).

Grâce à  un réseau de communication  basé  sur  des  molécules  ou des  contacts  cellulaires,  la 

réponse immunitaire adaptative se met  en place et  est  orientée vers l'activation de différents 

types d'effecteurs en fonction des situations rencontrées. Les différents effecteurs et mécanismes 

de l'immunité adaptative nécessitent plus de temps que ceux de l'immunité innée pour être activé 

mais ils ont l'avantage d'induire une destruction extrêmement ciblée et spécifique, qui repose sur 

la reconnaissance de structures propres aux tumeurs.
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II.3 Les antigènes de tumeurs 

Les cellules tumorales expriment des protéines qui sont peu, voire pas du tout, exprimées par les 

cellules normales. Ces protéines, ou antigènes associés aux tumeurs (AAT) sont des sources de 

peptides  antigéniques  permettant  aux  CTL  de  distinguer  les  cellules  tumorales  des  cellules 

normales puis de les détruire. Des techniques basées sur des approches génétique, biochimique, 

sérologique ou encore d'immunologie inverse ont été mises au point et ont permis l'identification 

d'un nombre important d'épitopes dérivés de ces AAT.

Historiquement,  les  premiers  AAT identifiés  étaient  exprimés par  les  cellules  de mélanome. 

Depuis,  de nombreuses études ont été réalisées dans d'autres types  de cancers et  la liste des 

antigènes  de  tumeurs  humains  connus  ne  cesse  de  s'allonger 

(http://www.cancerimmunity.org/statics/databases.htm).  Il  est  possible  de classer  les  AAT de 

nombreuses façons, par exemple en tenant compte de leur profil d'expression dans les tumeurs et 

les tissus (figure 13, page 56). 

Quatre groupes d'AAT peuvent être définis en fonction de leur profil d'expression. (Gilboa, 1999)
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Figure 13: Classification des antigènes de tumeur reconnus par les CTL. 
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II.3.1 Groupe I : Les antigènes spécifiques de patients

Ces antigènes  sont  issus  de  produits  synthétisés  à  partir  d'un  gène ayant  subi  une  mutation 

ponctuelle.  Ils  résultent  des  processus  d'oncogenèse  et  plus  particulièrement  de  l'instabilité 

génétique des cellules tumorales. De tels antigènes ne sont pas censés induire des phénomènes de 

tolérance et représentent donc des antigènes de rejet de tumeur intéressants d'un point de vue 

immunologique. Néanmoins, ils sont spécifiques à un patient et il n'est pas envisageable d'isoler 

et  d'identifier  de tels antigènes puis de stimuler  une réponse dirigée contre eux pour chaque 

patient.

II.3.2 Groupe II : Les antigènes spécifiques de tumeurs

Les  antigènes  appartenant  à  ce  groupe  sont  caractérisés  par  le  fait  qu'ils  sont  exprimés 

uniquement par les tumeurs, et pas par les autres tissus de l'organisme. En outre, les cellules 

tumorales de plusieurs patients différents expriment ces antigènes. A priori, de tels antigènes 

représentent  de  bons  candidats  pour  l'immunothérapie  car  ils  ne  sont  pas  l'origine  d'une 

tolérance. Deux catégories peuvent être distinguées :

– les antigènes issus de mutations participant au processus oncogénique et donc susceptibles 

d'être partagées par plusieurs individus. Par exemple, des mutations affectant le gène codant 

pour la  β-caténine,  une protéine impliquée  dans l'adhérence cellulaire  et  dans  la  voie de 

signalisation Wnt, sont décrites dans différents types de cancers humains (Ilyas et al., 1997; 

Morin et al., 1997; Rubinfeld et al., 1997). Les mutations décrites concernent des sites de 

phosphorylation et sont à l'origine d'une augmentation de la stabilité de la protéine mutée. 

Elle forme alors de manière constitutive des complexes avec des facteurs de transcription 

comme  le  TCF  (T-Cell  Factor) / LEF-1  (Lymphoid  Enhancer  Factor-1)  (Eastman  & 

Grosschedl, 1999) et induit la transcription de nombreux gènes impliqués dans le contrôle de 

la  prolifération  cellulaire  et  du  développement  tumoral  (une  liste  de  gènes  cibles  est 

disponible à l'adresse suivante : http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html).
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– les antigènes viraux dérivés des virus oncogènes. Ils constituent une autre catégorie d’AAT 

potentiellement  pertinents  pour  l’immunothérapie  anti-tumorale.  Un  certain  nombre 

d’antigènes viraux a été étudié en détails dans des modèles de tumeurs viro-induites chez la 

souris et ils se sont avérés efficace pour induire le rejet tumoral  (Kast et al., 1989; Kast & 

Melief, 1991; Klarnet et al., 1989; Plata et al., 1987). Chez l’homme, des CTL spécifiques de 

tumeur peuvent être induits in vitro via des sensibilisations de lymphocytes T CD8 naïfs par 

des peptides E7 du HPV16 (Human PapillomaVirus, présent dans la plupart des carcinomes 

cervicaux) (Ressing et al., 1995).

II.3.3 Groupe III : Les antigènes partagés à expression tissulaire restreinte

La famille des CTA (Cancer Testis Antigens), à laquelle appartiennent les antigènes codés par 

les familles multigéniques MAGE (melanoma antigens) ou NY-ESO-1 par exemple, en sont les 

principaux représentants. Ces antigènes sont codés par des gènes silencieux dans les tissus sains, 

à l'exception des testicules et pour certains, du placenta, mais ré-exprimés dans de nombreux 

types de tumeurs (Scanlan et al., 2004). Dans la mesure où les cellules germinales testiculaires et 

les  cellules  du  trophoblaste  n'expriment  pas  de  molécule  du  CMH-I  (Haas et  al.,  1988), 

l'expression de ces antigènes peut être considérée comme spécifique de tumeur. L'activation des 

gènes de la famille MAGE résulte généralement d'une déméthylation de leurs promoteurs  (De 

Smet et  al.,  1996;  Serrano et  al.,  1996) et  est  partagée  par  différents  types  de  tumeurs 

(mélanomes, carcinomes ovarien et rénal, cancer de la vessie). Ces antigènes représentent des 

cibles intéressantes en immunothérapie. 

II.3.4 Groupe IV : Antigènes de différenciation (MSLN) et sur-exprimés (MUC-1)

Les antigènes de différenciation sont  exprimés par des tissus sains et  par plusieurs types  de 

tumeurs.  La  plupart  des  antigènes  de  différenciation  ont  été  identifiés  dans  le  mélanome 

(tyrosinase,  gp100, Melan-1/MART1) mais il  en existe un qui a été décrit  dans le MPM : la 

MSLN, initialement décrite comme l'antigène reconnu par l'anticorps K1 (Chang et al., 1992a). 

L'expression tissulaire de cet antigène s'est révélée être relativement limitée (plèvre, péricarde et 

péritoine) ce qui en fait une cible idéale pour l'immunothérapie (Chang et al., 1992b). 
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La MSLN est une protéine assez immunogène puisque des réponses humorales et cellulaires ont 

été détectées vis-à-vis de cet antigène chez des patients atteints de cancer. Ainsi, il a été rapporté 

qu'environ 40% des patients atteints d'un mésothéliome ou d'un cancer de l'ovaire présentent des 

taux élevés d'anticorps dirigés contre cet antigène (Ho et al., 2005). De plus, au cours d'un essai 

de vaccination basé sur l'injection de lignées tumorales autologues sécrétant du GM-CSF réalisé 

sur  des  patients  atteints  d'adénocarcinome  pancréatique,  une  réponse  immunologique  a  été 

détectée chez certains patients  (Jaffee et al., 2001). L'étude des populations lymphocytaires de 

ces patients a par la suite permis d'établir que cette réponse était associée à une réponse CTL 

dirigée contre la protéine MSLN dans trois contextes HLA différents (HLA-A2, -A24 et -A3) 

(tableau 4, page 59) (Thomas et al., 2004). Les CTL d'un des patients de cette étude ont même 

démontré leur capacité à lyser des lignées tumorales. Une autre équipe a réussi à générer des 

lignées de CTL à partir de PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) de donneurs sains et 

de patients atteints de cancer (Yokokawa et al., 2005). Ces lignées sont dirigées contre l'épitope 

(447-456) de la MSLN et sont capables de lyser des lignées tumorales de diverses origines quand 

celles-ci  sont  HLA-A2  et  expriment  la  MSLN.  Enfin,  une  équipe  a  récemment  induit  une 

réponse CTL dirigé contre un épitope de la MSLN chez des souris transgéniques HLA-A2 en les 

vaccinant avec de l'ADN codant pour un trimère constitué de la β2-microglobuline (β2M), une 

molécule HLA-A2 et de l'épitope MSLN(540-549) (Hung et al., 2007). Ce protocole de vaccination a 

en  outre  conféré  à  des  souris  une  protection  vis-à-vis  de  cellules  tumorales  exprimant  la 

molécule HLA-A2 et la MSLN. L'ensemble de ces études montre donc l'intérêt potentiel de cet 

antigène en immunothérapie.

Séquence épitope Position Éléments de restriction Références

SLLFLLFSL 20-28 HLA-A2 (Thomas et al., 2004)

KLLGPHVEGL 447-456 HLA-A2 (Yokokawa et al., 2005)
(Hung et al., 2007)

VLPLTVAEV 530-538 HLA-A2 (Thomas et al., 2004)
(Yokokawa et al., 2005)

ELAVALAQK 83-91 HLA-A3 (Thomas et al., 2004)
ALQGGGPPY 225-233 HLA-A3 (Thomas et al., 2004)
FYPGYLCSL 435-443 HLA-A24 (Thomas et al., 2004)
LYPKARLAF 475-483 HLA-A24 (Thomas et al., 2004)

Tableau 4: Epitopes de la MSLN pour lesquels des CTL spécifiques ont été décrits.
Les numéros des positions ont été attribués d'après la séquence de la MSLN variant 1 (voir annexe 1).
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MUC-1 appartient à la famille des mucines, famille caractérisée par le niveau extrêmement élevé 

de motifs glycanniques liés à la protéine par des liaisons O-glycosidiques (fixation sur les a.a. T 

et S). MUC-1 fait partie des mucines attachées à la membrane cellulaire et est constituée d'un 

domaine intracellulaire de 69 a.a.; d'un domaine transmembranaire et d'une région extracellulaire 

qui constitue la partie la plus importante de la protéine. Ce domaine extracellulaire contient une 

région appelée VNTR (Variable Number of Tandem Repeats), formée par un nombre élevé de 

répétitions  (entre  20  et  120  selon  les  individus  et  les  tissus  dans  lesquels  la  protéine  est 

exprimée) d'une séquence de 20 a.a. (figure  14, page  60).  (Taylor-Papadimitriou et al., 2002). 

MUC-1 est exprimée par de nombreux types de tissus et elle est sur-exprimée par de nombreuses 

cellules tumorales.

La zone extracellulaire est la plus importante de la protéine, et la région VNTR (en bleu) en constitue la  

majeure partie. La protéine présente de nombreux sites de 0-glycosylation sur l'ensemble du domaine 

extracellulaire (en rouge) mais la fréquence la plus élevée de ces sites se situe dans la zone VNTR. 5 sites  

de N-glycolysation sont aussi répartis sur l'ensemble de la partie extracellulaire (en violet). La séquence  

peptidique de la protéine MUC-1 figure en annexe 2.

La protéine MUC-1 est responsable de l'induction de réponses humorales dans plusieurs types de 

cancers  (Burchell et al., 1984; Gourevitch et al., 1995; Kotera et al., 1994; Snijdewint et al., 

1999; von Mensdorff-Pouilly et al., 1996). Les cellules tumorales présentent des modifications 

importantes  de  la  glycosylaton  sur  MUC-1  et  certains  de  ces  anticorps  reconnaissent  donc 

spécifiquement des formes dites « tumorales » de cette protéine (Wittel et al., 2001; ten Berge et  

al., 2001). 
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Les premières réponses CTL détectées contre la protéine MUC-1 étaient non restreintes à une 

molécule du CMH de classe I (Barnd et al., 1989; Jerome et al., 1993; Takahashi et al., 1994). Il 

est possible en effet que les TCR de ces CTL soient engagés de manière directe aux nombreuses 

répétitions du domaine VNTR présentes sur la partie extracellulaire de la protéine (Finn et al., 

1995). En 1995 cependant, une équipe a réussi à isoler des CTL spécifiques d'un épitope de 

MUC-1 restreint dans plusieurs contextes HLA (Doménech et al., 1995). Puis, d'autres études 

réalisées sur des modèles de souris transgéniques (Carmon et al., 2000; Heukamp et al., 2001) ou 

chez l'homme  (Brossart et al., 1999; Milazzo et al., 2003; Tsang et al., 2004) ont permis de 

générer des CTL spécifiques d'autres épitopes et les capacités de lyse de certains ont été testées 

sur des lignées tumorales in vitro (tableau 5, page 61). 

Séquence épitope Position Éléments de restriction Références

GTQSPFFLLL 4-13 HLA-A2 (Tsang et al., 2004)

LLLLTVLTV 12-20 HLA-A2

(Brossart et al., 1999)
(Carmon et al., 2000)
(Brossart et al., 2001)
(Milazzo et al., 2003)

LLLTVLTVV 13-21 HLA-A2 (Carmon et al., 2000)

STAPPAHGV 9 à 17 (du VNTR) HLA-A1, -A0201, -A3, -A11 (Doménech et al., 1995)

TLAPATEPA 79-87 HLA-A0201 (Heukamp et al., 2001)

ATWGQDVTSV 92-101 HLA-A2 (Tsang et al., 2004)

WGQDVTSVPV 94-103 HLA-A2 (Tsang et al., 2004)

ALGSTAPPV 167-175 HLA-A0201 (Heukamp et al., 2001)

FLSFHISNL 264-272 HLA-A0201 (Carmon et al., 2000)
(Heukamp et al., 2001)

STAPPVHNV 950-958 HLA-A2
(Brossart et al., 1999)
(Brossart et al., 2001)
(Milazzo et al., 2003)

TLASHSTKTD 1004-1013 HLA-A2 (Tsang et al., 2004)

LQRDISEMFL 1069-1078 HLA-A2 (Tsang et al., 2004)

NLTISDVSV 1133-1141 HLA-A2 (Carmon et al., 2000)

TISDVSVSDV 1135-1144 HLA-A2 (Tsang et al., 2004)

ALLVLVCVL 1162-1170 HLA-A2 (Carmon et al., 2000)

LLVLVCVLV 1163-1171 HLA-A2 (Carmon et al., 2000)

SLSYTNPAV 1240-1248 HLA-A2 (Carmon et al., 2000)

Tableau 5: Epitopes de MUC-1 pour lesquels des CTL spécifiques ont été décrits.
Les épitopes indiqués en gras ont démontré une activité cytotoxique sur des lignées tumorales variées in  

vitro.
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Il semble donc possible d'induire des réponses CTL efficaces contre plusieurs épitopes de MUC-

1  et  cela  renforce  l'intérêt  de  cette  protéine  en  tant  que  cible  d'immunothérapie.  Un  des 

inconvénient de cette protéine réside dans le fait qu'elle est exprimée par la quasi-totalité des 

cellules de l'organisme (manque de spécificité). 

II.4 Les mécanismes d'échappement à la réponse antitumorale

Comme nous l'avons vu,  l'organisme dispose de nombreux moyens  afin  de lutter  contre  les 

tumeurs, mais celles-ci acquièrent petit à petit des caractéristiques leur permettant d'échapper à la 

surveillance du système immunitaire. 

II. 4. 1 Vue d'ensemble des mécanismes d'échappement

II. 4. 1. a) Diminution de la présentation des antigènes tumoraux

La reconnaissance des cellules tumorales dépend principalement de la reconnaissance d'AAT par 

les CTL. Plusieurs alternatives permettent de limiter ou d'empêcher cette reconnaissance et donc 

aux cellules tumorales d'échapper à la lyse par les CTL. Les cellules qui résistent survivent et 

leur prolifération aboutit à l'apparition de variants résistants :

– Inhibition  de  l’apprêtement  et / ou  de  la  présentation  de  peptides  antigéniques.  De  tels 

phénomènes ont été  fréquemment  rapportées dans de nombreuses tumeurs  (Chang et  al., 

2004; Drake et  al.,  2006; Garcia-Lora et  al.,  2003).  Des diminutions de l'expression des 

molécules  du  CMH-I  (totales  ou  partielles)  ont  été  décrites  dans  de  nombreux types  de 

cancers  (Garcia-Lora et  al.,  2003))(Drake et  al.,  2006).  De  plus,  des  mutations  ou  des 

délétions des gènes codant les protéines du CMH-I (chaîne lourde ou β2M) ou les protéines 

impliquées  dans  l'assemblage  du  complexe  pCMH-I  (enzymes  du  protéasome,  protéines 

chaperonnes, TAP, etc.) peuvent être à l'origine d'une absence de présentation des peptides 

antigéniques aux CTL. Enfin, la perte de la capacité de réponse cellulaire aux IFN α ou γ est 

considérée comme un mécanisme d'échappement via la diminution d'expression du CMH-I 

(Garcia-Lora et al., 2003).
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– Absence  d'expression  d'AAT.  Chez  l'homme,  la  perte  d'expression  d'antigènes,  et  par 

conséquence leur absence de présentation, a été observée principalement chez des patients 

atteints  de  mélanome  (Jäger et  al.,  1997;  Ohnmacht et  al.,  2001;  Riker et  al.,  1999; 

Schmollinger et  al.,  2003;  Slingluff et  al.,  2000).  En  outre,  il  n'est  sans  doute  pas 

indispensable qu'un antigène ne soit plus du tout exprimé pour qu'il ne soit plus reconnu. En 

effet, l'avidité des TCR portés par les CTL spécifiques des antigènes tumoraux (dont certains 

sont dérivés de peptides du soi) peut être faible (Chang et al., 2004). La densité en complexes 

pCMH-I exprimé à la surface de la cellule cible doit alors être suffisamment importante pour 

pouvoir dépasser le seuil d'activation des CTL. Il suffit donc que le nombre de pCMH-I soit 

suffisamment faible pour que le seuil d'activation des CTL ne soit pas atteint.

– Mutation des AAT. Un antigène muté peut toujours être exprimé par la cellule tumorale mais 

la mutation peut empêcher la génération des épitopes. Une mutation de la protéine p53 à 

l'origine d'un défaut de génération du peptide reconnu par les CTL a en effet été décrite 

(Hoffmann et al., 2000).

II. 4. 1. b) Echappement à la lyse

Des interférences avec les voies  de signalisation pro-apoptotiques,  l'expression de molécules 

anti-apoptotiques (IAP et protéines appartenant à la famille de Bcl-2) ou la sous-expression de 

molécules  pro-apoptotiques  (Bax,  Bid  etc.)  sont  fréquemment  rencontrées  dans  les  tumeurs 

(Igney & Krammer, 2002). Or, la capacité des CTL et des NK à lyser les cellules tumorales 

passe  par  l'activation  des  voies  de  l'apoptose.  Une  résistance  à  l'apoptose aboutit  donc  à 

l'échappement de la tumeur à la surveillance du système immunitaire. En plus de ces mécanismes 

généraux  de  résistance  à  l'apoptose,  des  résistances  spécifiques  à  la  voie  des  perforines-

granzymes et des récepteurs à domaines de mort cellulaire ont été décrites.

L'expression  de  la  serpine  PI9  (Protease  Inhibitor  9)  constituerait  ainsi  un  mécanisme 

d'échappement tumoral à la réponse immunitaire  (Medema et al., 2001). Cette protéine est un 

inhibiteur  du  granzyme  B.  Son  rôle  physiologique  serait  de  protéger  les  DC  au  cours  de 

l'activation  des  CTL  (Medema et  al.,  2001) ou  encore  les  CTL eux-mêmes  au  cours  de  la 

dégranulation  (Hirst et al.,  2003). La cathepsine B, quant à elle,  inactive la perforine et  son 
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expression pourrait aussi constituer un mécanisme d'échappement (Yan et al., 1998).

De nombreuses stratégies d'échappement à l'apoptose dépendante de la voie des récepteurs à 

domaine de mort (Fas-FasL) ont été rapportées (Malmberg & Ljunggren, 2006) : surexpression 

de  FLIP  (FLICE-[Fas-associated  death  domainlike  IL-1β-converting  enzyme]-Inhibitory 

Protein), perte d'expression et / ou de fonction des récepteurs Fas ou TRAIL, ou encore relargage 

de facteurs solubles, tels que des récepteurs Fas ou DcR3 (Decoy Receptor 3).

Enfin, d'autres mécanismes permettent aux cellules tumorales d'échapper à la lyse induite par le 

complément (Jurianz et al., 1999). Par exemple, parmi les mécanismes de résistance à cette voie, 

la sur-expression de protéines inhibitrices  du complément  (CD46, CD55, CD59) permet  aux 

cellules tumorales de bloquer la cascade d'activation (Gorter & Meri, 1999; Macor & Tedesco, 

2007).

II. 4. 1. c) Induction d'une tolérance

– Tolérance centrale. L’un des principaux obstacles à la génération d’une réponse immunitaire 

anti-tumorale  efficace provient du fait  que les tumeurs sont dérivées des tissus sains. En 

effet, le système immunitaire maintient un répertoire de lymphocytes T possédant une forte 

avidité pour les antigènes étrangers (du non-soi) mais limite l'activité des lymphocytes  T 

capables  de  reconnaître  les  antigènes  du soi  (sélection  négative).  Dans  la  mesure où les 

tumeurs expriment  essentiellement  des antigènes proches du soi,  la tolérance centrale est 

mise à profit par la tumeur pour échapper à la réponse. L'importance de ce phénomène de 

tolérance  dépend bien  évidemment  de l'antigène  considéré  puisqu'ils  sont  plus  ou moins 

proches des protéines du soi et donc plus ou moins immunogènes (voir précédemment les 

différents groupes d'antigènes) (McMahan & Slansky, 2007).

– Une stratégie  développée par  les  tumeurs  consiste  à  baisser  le  plus  possible  les  signaux 

d'activation perçus par les effecteurs. En effet, les cellules NK et les lymphocytes T sont 

capables de percevoir et d'intégrer des signaux activateurs et des signaux inhibiteurs. C'est la 

balance entre l'ensemble des signaux qui détermine s'ils  vont être activés ou au contraire 

inhibés au contact  d'une cellule.  Un défaut  d’expression des molécules  de co-stimulation 

64



INTRODUCTION

B7.1  (CD80)  et  B7.2  (CD86)  ainsi  que  des  molécules  d’adhésion  LFA-3  (Leucocyte 

Function  Antigen-3)  et  ICAM-1  (IntraCellular  Adhesion  Molecule-1)  à  la  surface  des 

cellules tumorales contribue ainsi à la faible immunogénicité des cancers  (El Hage et al., 

2008). 

– Les  tumeurs  sont  aussi  capables  d'apporter  des  signaux  d'inhibition  aux  effecteurs  afin 

d'abolir leur réponse. Le récepteur NKG2D est exprimé entre autre par les cellules NK et les 

lymphocytes  T. Ce récepteur est  impliqué dans la reconnaissance des tumeurs  exprimant 

MICA par les cellules NK et dans la costimulation des lymphocytes T et des cellules NK. La 

présence de formes solubles de MICA produites par les cellules tumorales a été associée à 

une sous-expression du récepteur NKG2D par les  cellules  NK et  les  lymphocytes  T des 

patients (Groh et al., 2002; Salih et al., 2002) et est à l'origine d'une altération de l'activation 

des NK et des lymphocytes T (Chang & Ferrone, 2006). L'expression des molécules HLA-E, 

-G ou CD48 à la surface des tumeurs leur permet de faire pencher la balance vers l'inhibition 

et  abolit  la  réponse  de  ces  effecteurs  (Malmberg  & Ljunggren,  2006).  Parmi  les  autres 

mécanismes immuno-suppresseurs utilisés par les cellules tumorales, on peut également citer 

la production de cytokines aux propriétés immuno-suppressives (TGFβ, IL-10, IL-6, etc.) ou 

encore la synthèse de l'enzyme IDO (indoléamine 2,3 dioxygénase) (Kim et al., 2007; Lu & 

Finn, 2008; Zamanakou et al., 2007).

– Les  cellules  tumorales  peuvent  même  contre-attaquer  les  effecteurs  et  induire  leur 

destruction.  L'expression  de  FasL par  les  cellules  tumorales,  en  l'absence  de  facteurs  de 

croissance, pourrait  induire l'apoptose des lymphocytes T au contact de la tumeurs via le 

récepteur  Fas  (Igney  & Krammer,  2005).  La  production  de  molécules  HLA-G1  par  les 

cellules tumorales induit une augmentation de Fas par les lymphocytes T et about finalement 

à la lyse de ces lymphocytes par des interactions de type Fas-FasL (Fournel et al., 2000). La 

molécule  B7-H1  (aussi  connue  sous  le  nom de  PD-L1  pour  Programed  Death  receptor 

Ligand 1)  pourrait  aussi  induire la  lyse  des  lymphocytes  par  l'intermédiaire  de PD-1 ou 

d'autres récepteurs (Dong et al., 2002; Dong & Chen, 2003). Enfin, la stimulation continue 

de lymphocytes  T par les cellules cibles induirait  la délétion de ces effecteurs par AICD 

(activation-induced cell death) (Molldrem et al., 2003).
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– Enfin, il est possible que l'immuno-suppression soit médiée par des cellules de l'immunité 

elles-mêmes.  La  présence  de  Treg  dans  l'environnement  tumoral  a  été  décrite  dans  de 

nombreux cancers. Ces T reg seraient attirés par certaines molécules (CCL20 (Chemokine 

CC-motif Ligand-20), TGFβ) produites par les tumeurs (Betts et al., 2006). Cette population 

lymphocytaire se caractérise par la sécrétion de cytokines immunosuppressives (TGFβ et IL-

10 principalement) et par l'expression de molécules de surfaces telles que Lag3 (Lymphocyte 

activation gene-3), CTLA-4 et GITR (Glucocorticoid induced TNF receptor) et du facteur de 

transcription FOXP3. Le mode d'action des Treg n'est pas encore totalement élucidé mais il 

est clair qu'ils agissent de plusieurs manières sur les effecteurs. Par exemple, ils sont capables 

d'inhiber les DC et les lymphocytes T et B par contact direct et par la production de cytokines 

(Mottet & Golshayan, 2007). Les Treg peuvent ainsi avoir une action générale mais aussi 

induire une tolérance spécifique d'un antigène. La déplétion de ces populations de Treg a 

permis d'induire le rejet de tumeurs chez des souris, soulignant l'importance des Treg dans 

l'échappement des tumeurs à la réponse immunitaire (Shimizu et al., 1999; Turk et al., 2004). 

Plusieurs  approches  thérapeutiques  visant  à  dépléter  une  partie  des  Treg  (utilisation 

d'anticorps ou de drogues) ont été envisagées en thérapie anti-cancéreuse afin de restaurer 

une réponse  efficace  contre  les  tumeurs  (Beyer  & Schultze,  2006;  Mottet  & Golshayan, 

2007).

II. 4. 2 Les mécasnimes d'échappement développés par le MPM

Dans la mesure où nous nous intéressons à la réactivation du système immunitaire afin d'éliminer 

les cellules de mésothéliome, il est important d'avoir une idée des mécanismes d'échappement 

développées par ce cancer.

Peu de données sont disponibles sur les capacités de présentation des antigène tumoraux par les 

cellules de mésothéliome. Cependant, il semble que l'expression des molécules de CMH-I soit 

conservée (Christmas et al., 1991; Kleinberg et al., 2006). La sur-expression de molécules anti-

apoptotiques ou au contraire la sous-expression de molécules pro-apoptotiques ont été décrites, 

ainsi que certains des mécanismes responsables de l'induction d'une tolérance (voir tableau  6, 

page 67).
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Mécanisme(s) Référence(s)
Diminution de la présentation des antigènes

Les niveaux d'expression de 
molécules de CMH-I semblent 

normaux

(Kleinberg et al., 2006)
(Christmas et al., 1991)

Mutation sur CMH-I, β2-
microglobuline, protéines intervenant 

dans l'apprêtement des antigène 
(TAP, calreticuline etc.)

(-)

Niveau d'expression des antigènes (-)
Résistance à l'apoptose et à la lyse

Perte d'expression de molécules pro-
apoptotiques (Bad, Bak, Bax...) (O'Kane et al., 2006)

Expression de molécules anti-
apoptotiques de la famille de Bcl-2

(Segers et al., 1994)
(Soini et al., 1999)

(O'Kane et al., 2006)

Expression d'IAP (Inhibitor of 
apoptosis protein) (XIAP, survivin...)

(Zaffaroni et al., 2007)
(Kleinberg et al., 2007)
(Gordon et al., 2007)

(Wu et al., 2005)
(Falleni et al., 2005)
(Gordon et al., 2002)

Résistance à la voie 
granzyme/perforine (-)

Surexpression de FLIP (Rippo et al., 2004)
Expression de Fas et de TRAIL non 

altérée (Rippo et al., 2004)

Surexpression de CD59 (Mohr & Rihn, 2001)
Sensibilité à la lyse médiée par des 

cellules T (Ebstein et al., 2004)

Tolérance
Expression HLA G (Kleinberg et al., 2006)

Production de cytokines 
immunosuppressives (IL-6, TGFβ, 

VEGF...)

(Garlepp & Leong, 1995)
(Hegmans et al., 2006)

(Bielefeldt-Ohmann et al., 1996)
(Fitzpatrick et al., 1995)

Treg
(Chen et al., 2005)

(DeLong et al., 2005)
(Hegmans et al., 2006)

Diminution NKG2D (via MIC dans 
exosomes)

(Clayton et al., 2005) 
(Clayton et al., 2007)

Tableau 6: Mécanismes de résistance à la réponse immunitaires décrits pour le mésothéliome.
Les informations en vert indiquent les mécanismes qui ont fait l'objet d'études et qui se sont révélé ne pas  

être impliqués dans l'échappement à la réponse immunitaire de ce cancer. Le symbole (-) signifie qu'il n'y  

a pas de donnée disponible dans la littérature actuellement.
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Le MPM est un cancer difficile à diagnostiquer car peu de marqueurs spécifiques de ce cancer 

sont  connus.  L'identification  de  tels  marqueurs  pourrait  améliorer  les  outils  diagnostiques 

disponibles  pour  le  moment.  Le  premier  axe  de  mon  travail  de  thèse  a  donc  porté  sur 

l'identification de protéines spécifiques du mésothéliome :

– en recherchant des antigènes exprimés par des cellules isolées à partir de liquides pleuraux de 

patients atteints de MPM,

– et en étudiant les mécanismes impliqués dans la production de formes solubles dérivés de la 

MSLN.

Le mésothéliome répond mal aux traitements conventionnels de type chirurgie, chimiothérapie 

ou radiothérapie. Le développement de nouveaux protocoles thérapeutiques est donc urgent. Le 

deuxième  axe  de  mon  travail  concerne  l'étude  de  nouvelles  options  thérapeutiques  de  type 

immunothérapie.

– Peu d'antigènes étant  identifiés dans le mésothéliome,  nous avons envisagé une approche 

d'immunothérapie active basée sur l'injection de DC ayant phagocyté des cellules tumorales 

mortes. Nous avons essayé de rendre les cellules tumorales plus immunogènes en leur faisant 

préalablement subir un stress de type « choc thermique ».

– Une infection  virale  induit  généralement  une activation forte  de la  réponse  immunitaire. 

Nous avons donc étudié l'immunogénicité des cellules du mésothéliome infectées par le virus 

de la rougeole (MV).

Enfin, j'ai travaillé sur l'isolement de clones de lymphocytes T CD8 spécifiques d'épitopes de 

MUC-1 et de la MSLN. Ces clones nous permettront d'étudier la réponse immunitaire médiée par 

les CTL contre ces antigènes exprimés par le mésothéliome.
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I. Amélioration des outils diagnostiques disponibles. 

I.1. Etablissement de lignées de MPM et identification d'antigènes

INTRODUCTION :

Etablir le diagnostic du mésothéliome n'est pas toujours aisé. C'est en particulier la distinction 

entre  le  mésothéliome  et  certaines  affections  bénignes  de  la  plèvre  ou  d'autres  affections 

tumorales  qui  peut  s'avérer  difficile  (Robinson et  al.,  2005).  Parfois,  même  après  avoir  eu 

recours à des analyses histologiques, le diagnostic ne peut pas être posé avec certitude car aucun 

marqueur  spécifique  du  mésothéliome  n'a  encore  été  identifié.  Nous  avons  donc  cherché  à 

identifier de nouveaux marqueurs potentiellement exprimés par le MPM en travaillant sur des 

cellules isolées à partir de liquides pleuraux. 

Malgré  des  études  antérieures  sur  l’établissement  de  lignées  cellulaires  de  MPM,  peu 

d’informations  sont  finalement  disponibles  quant  à  l’expression  de  marqueurs  tumoraux 

spécifiques permettant de s'assurer de la nature des cellules obtenues en culture. C'est pourquoi 

la caractérisation est en général effectuée grâce à des analyses du karyotype (Pass et al., 1995). 

En nous inspirant des marquages réalisés en clinique pour l'établissement du diagnostic, nous 

avons décidé d’utiliser les marquages CK 5/6, vimentine, calrétinine et CEA pour différencier les 

cellules de MPM des autres types cellulaires que nous aurions pu isoler.

Par  la  suite,  nous  avons  analysé  l’expression  d’AAT  par  RT-PCR.  Peu  d’études  se  sont 

focalisées sur l’expression d’antigènes de différenciation par les cellules de MPM. En 2002, une 

équipe  italienne  a  observé  que  les  cellules  de  MPM  pouvaient  exprimer  des  antigènes 

appartenant à la famille des CTA (MAGE, GAGE, SSX et NYESO-1)  (Sigalotti et al., 2002). 

Dans notre étude, seule une minorité des cellules exprime certains de ces antigènes (GAGE et 

TERT). 

De manière intéressante, les ARNm codant pour la MSLN et MUC1 ont été détectés par PCR 

dans toutes les lignées de MPM. L’expression protéique de ces antigènes a ensuite été confirmée 

par cytométrie en flux et microscopie confocale. La MSLN avait déjà été identifiée à la surface 

des cellules de MPM en immunohistochimie. Nos résultats confirment l’expression homogène de 

69



RESULTATS

cet  antigène dans ce type  de cancer  et  montrent  que MUC1 est  également  exprimé par  nos 

lignées cellulaires. 

En conclusion,  cette  étude  montre  que  les  lignées  établies  à  partir  des  liquides  pleuraux  et 

caractérisées comme étant des cellules de MPM expriment des antigènes appartenant à la famille 

des CTA mais de façon limitée seulement. Les antigènes MUC1 et MSLN sont en revanche 

beaucoup plus fréquemment exprimés. 

RÉSULTATS :

1. Isolement des cellules tumorales par élutriation

Les populations cellulaires présentes dans les liquides pleuraux sont assez hétérogènes (présence 

de  cellules  immunitaires,  cellules  mésothéliales,  cellules  tumorales).  Nous  avons  pensé  qu'il 

serait possible d'utiliser la technique de l'élutriation, qui permet de séparer les cellules selon leur 

taille et leur densité, afin d'isoler les cellules tumorales des autres types cellulaires (Almici et al., 

1992;  Pretlow & Pretlow,  1979).  Plusieurs  fractions  correspondant  à  des  contre-courants  de 

débits croissants ont été récupérées. L'analyse morphologique par cytométrie (figure 15, page 71) 

révèle que les populations de cellules sont séparées les unes des autres par cette technique. Les 

premières fractions (débit de contre-courant de 7 et 16 mL / minute) contiennent essentiellement 

des  débris  cellulaires,  des  érythrocytes  et  des  lymphocytes.  Les  fractions  suivantes 

(22 mL / minute et rotor off) contiennent principalement les cellules de taille plus importante 

(dont les cellules tumorales qui nous intéressent). Chaque liquide d'épanchement présente des 

caractéristiques  uniques  (en  terme  de  nombre  de  cellules  totales,  de  proportion  entre  les 

différentes  populations,  de  taille  des  cellules  etc.)  et  les  résultats  obtenus  ne  sont  donc  pas 

équivalents d'un prélèvement à l'autre. Ainsi, on voit bien sur la figure 15 que des lymphocytes 

sont toujours présents dans les dernières fractions du prélèvement meso62 mais que ce n'est pas 

le cas pour meso60. La séparation des différentes cellules n'est pas parfaite mais elle permet 

néanmoins d'obtenir une population de cellules tumorales plus pure. 
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La technique de l'élutriation à contre-courant a permis de séparer les cellules contenues dans les liquides  

pleuraux selon leur taille. Après centrifugation du liquide pleural (20 minutes à 1500 rpm soit 450 G), les  

cellules ont été reprises dans NaCl à 0,9 % stérile puis élutriées (vitesse de rotation du rotor : 2000 rpm).

Les fractions obtenues avec un contre-courant de 7 mL / minute contiennent principalement des débris.  

Les fractions entre 16 et 24 mL / minute contiennent les cellules de petite  taille  de type lymphocytes  

(entouré en noir) et les cellules tumorales  (en rouge) se retrouvent dans les fractions avec le plus fort  

contre-courant (22 mL / minute et rotor off pour meso60; 24 mL / minute et rotor off pour meso62). La  

séparation n'est pas parfaite entre les différentes fractions.

2. Caractérisation des lignées par marquage immunocytochimique.

Afin de nous assurer de la nature des cellules que nous avions en culture, nous avons effectué 

des  marquages,  en  utilisant  une  association  de  marqueurs  positifs  (calrétinine,  vimentine, 

CK 5/6) et négatif (CEA), comme lors de l'établissement du diagnostic de MPM. Les marquages 

ont été réalisés sur des lignées de mésothéliome et une lignée d'adénocarcinome utilisée comme 

contrôle (figure 16, page 72; tableau 7, page 73). Toutes ces lignées ont été obtenues à partir de 

liquides pleuraux, y compris ADK3. Comme attendu, la majorité des cellules de mésothéliome 

s'est avérée négative pour le CEA et positive pour la calrétinine. La lignée d'adénocarcinome 

ADK3,  au  contraire  exprimait  le  marqueur  CEA  et  quelques  unes  de  ces  cellules  étaient 
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marquées  par  l'anti-calrétinine.  La  CK 5/6  a  marqué  environ  60 %  (8  lignées  sur  13)  des 

mésothéliomes mais pas la lignée ADK3 (tableau 8) et enfin, toutes les cellules étaient positives 

vis-à-vis de la vimentine. 

Des marquages ont été réalisés sur les cellules afin de contrôler leur nature. Après avoir été cultivées sur  

des lames de verres stériles jusqu'à la confluence, les cellules ont été fixées avec du paraformaldehyde  

dilué à 4% dans du PBS pendant 30 minutes à température ambiante. Pendant les 5 dernières minutes,  

les cellules ont été perméabilisées avec du Triton X-100 à 0,5 % pour les marquages intracellulaires  

(calrétinine, vimentine et CK 5/6). Après des rinçages au PBS et une étape de saturation en PBS/BSA 

1 % (20 minutes à température ambiante), les cellules ont été incubées avec les anticorps dilués dans du  

PBS/BSA 0,1% (anti-calrétinine au 1/100 ème (clone 5A5, Novocastra), anti-vimentine au 1/100 ème (clone 

V9, Novocastra), anti-CK 5/6 au 1/150 ème (clone D5/16B4, Zymed), anti-CEA au 1/40 ème (clone A5B7,  

DAKO). Après un lavage en PBS, les cellules ont été incubées avec un anticorps secondaire conjugué à  

un fluorochrome (goat anti-mouse IgG FITC-conjugated (Sigma-Aldrich)). Les cellules ont été lavées une  

dernière  fois  puis  incubées  avec  du  ToPRO-3  dilué  au  1/1000 ème (Molecular  Probes,  Invitrogen,  

Carlsbad, California) pendant 30 minutes. Les lames ont enfin été montées avec du Prolong Antifading  

Kit (Molecular Probes). L'observation a été faite au microscope confocal (Leica TCS-SP1).

Les photos du haut représentent des exemples de marquages réalisés sur des  cellules de mésothéliome 

(meso13  et  meso47)  et  celles  du  bas,  ceux  réalisés  sur  les  cellules  ADK3  (adénocarcinome  peu 

différencié). Les noyaux apparaissent en rouge et les marquages en vert.
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Figure 16 : Caractérisation immunocytochimique des cellules mises en culture.
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Lignée cellulaire calrétinine vimentine CK 5/6 CEA
ADK3 +/- +++ - +/-

Meso11 + +++ + -
Meso13 +++ +++ + -
Meso30 +++ NR +/- +/-
Meso34 +++ +++ - -
Meso36 +++ +++ + -
Meso47 +++ +++ + -
Meso56 +++ NR + NR
15Trm +++ +++ - -

2CJ +++ +++ - -
12JH +++ +++ - -
18PM + +++ - -
19DD +++ +++ + -
26KG +++ +++ + NR

Tableau 7: Marquages des marquages des différentes lignées de MPM.
Toutes les lignées testées expriment la vimentive et la plupart la calrétinine. Le marquage CK 5/6 est  

modéré, voire absent, selon les lignées. Seules les lignées ADK3 et Meso30 présentent un marquage pour 

le CEA. +++ : marquage intense sur la quasi-totalité des cellules observées ; + : marquage net observé  

sur la majorité des cellules ; +/- : marquage faible et/ou seulement quelques cellules marquées ; - : pas  

de marquage ; NR : marquage non réalisé.

3. Identification d'antigènes exprimés par les cellules de mésothéliome

Une fois caractérisées comme cellules de mésothéliome,  nous avons cherché à identifier  des 

antigènes  qu'elles  exprimaient  par  des  expériences  de  PCR.  L'expression  de  11  antigènes, 

appartenant pour la plupart à la famille des CTA, a été étudiée par PCR sur les lignées de MPM 

(figure 17, page 74 et tableaux 8 et 9, page 75). Deux lignées de mélanome (M136 et BEU) ont 

été utilisées comme témoins positifs car les CTA sont fréquemment exprimés par ce type de 

cancer. La lignée ADK3 a été utilisée pour comparer le profil d'expression des antigènes par le 

mésothéliome avec une autre tumeur située au niveau de la cavité pleurale. 

Certains CTA n'ont pu être détectés dans les lignées de mésothéliome. C'est le cas de NY-ESO-

1, MAGE-1 et -2, BAGE et SSX-4. La présence d'ARNm de gènes appartenant à la famille des 

GAGE a été détectée de façon ponctuelle dans quelques lignées. La majorité des cellules de 

MPM étaient positives pour TERT et toutes l'étaient pour MUC-1 et MSLN. 
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Les  ARN ont  été  extraits  des  cellules  à  l'aide  du  kit  Rneasy  (Qiagen)  en  suivant  le  protocole  du  

fournisseur.  Les  ADN  complémentaires  (ADNc)  des  ARN  messagers  (ARNm)  ont  été  obtenu  par  

transcription inverse (AMV-RT system, Promega) réalisée sur 1 µg d'ARN en utilisant des amorces de  

type  « oligo-dT ».  Les  PCR  ont  été  réalisées  sur  ces  ADNc  à  l'aide  d'une  Taq  DNA  polymerase  

(Promega). Les produits issus des réactions de PCR ont migré sur gel d'agarose à 1,5 % contenant du 

bromure d'ethidium et ont été visualisés sous exposition UV (ultra violet). 

L'amplification du gène β2M (expression ubiquitaire) a permi de vérifier l'intégrité des ADNc synthétisés.  

Des exemples de PCR (MSLN, MUC-1, MY-ESO-1, TERT et GAGE-3,-6,-7) réalisées sur les lignées de  

mésothéliome (Meso4, 11,  13,  34,  36,  47,  56,  2CJ,  12JH, 15Trm, 15Trp,  18PM, 19DD et  26KG) et  

contrôles (adenocarcinome : ADK3 et mélanomes : M136 et BEU) sont représentées sur la figure. 

Le fait qu'un ARNm soit détecté par des expériences de PCR ne signifie par forcément que la 

protéine  correspondante  soit  exprimée  par  les  cellules.  Aussi,  nous  avons  cherché  à  mettre 

évidence la présence de la protéine MUC-1 à la surface des cellules de mésothéliome. Le travail 

concernant la MSLN sera abordé ultérieurement (voir I.2. de la partie “résultats”, mécanismes 

impliqués dans la production de formes solubles de la MSLN).
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Lignée β2M Muc-1 MSLN GAGE 1 GAGE1,2,8 GAGE3,6,7 MAGE1 MAGE2 SSX4 BAGE TERT NY-ESO-1

ADK3 ++ ++ ++ - - - - - - - ++ -
Meso4 ++ ++ ++ - - - - - - - - -
Meso11 ++ ++ ++ - + - - - - - + -
Meso13 ++ ++ ++ + + ++ - - - - + -
Meso30 ++ ++ ++ - - - - - - - - -
Meso34 ++ ++ ++ - - - - - - - + -
Meso36 ++ ++ ++ + - - - - - - + -
Meso47 ++ ++ ++ - + - - - - - ++ -
Meso56 ++ ++ ++ - - - - - - - ++ -

2CJ ++ ++ ++ - + + - - - - - -
12JH ++ ++ ++ - - ++ - - - - + -

15Trm ++ ++ ++ - - - - - - - + -
15Trp ++ ++ ++ - - - - - - - - -
18PM ++ ++ ++ - - - - - - - + -
19DD ++ ++ ++ - - - - - - - ++ -
26KG ++ ++ ++ - - - - - - - + -
M136 ++ ++ - - ++ ++ ++ + + + ++ ++
BEU ++ ++ - ND ND - ++ - ND ND + -

Tableau 8: Résultats des PCR.
Toutes les lignées se sont révélées positives pour MUC-1. La plupart des lignées possédent des ARNm de  

TERT et MSLN. Concernant les CTA NY-ESO-1 et GAGE, l'expression par les lignées de MPM s'est  

avérée assez limitée.

Gène Amorce Sequence Température 
d'hybridation

Taille des fragments 
amplifiés (en paires 

de bases, bp)

β2M FOR
REV

TTC ACC CCA CTG AAA AAG ATG A
ACC TCC ATG ATG CTG ATT ACA 55°C 109 bp

MSLN FOR
REV

AAC GGC TAC CTG GTC CTA G
TTT ACT GAG CGC GAG TTC TC 55°C 226 bp

MUC-1 FOR
REV

TGA TGT GCC ATT TCC TTT CTC
TAC AAG TTG GCA GAA GTG GCT 55°C 342 bp

NY-ESO-1 (N1) FOR
REV

ATG GAT GCT GCA GAT GCG G
GGC TTA GCG CCT CTG CCC TG 62°C 329 bp

NY-ESO-1 (N2) FOR
REV

GCC ATG CAG GCC GAA GGC
CAT GGC GAG GTA GAA CTC 62°C 615 and 844 bp

GAGE 1 FOR
REV

GAC CAA GAC GCT ACG TAG
GCA ATT GTT CAT TAA AAG CC 55°C 353 bp

GAGE 1-2,7 FOR
REV

GAC CAA GAC GCT ACG TAG
CCA TCA GGA CCA TCT TCA 55°C 244 bp

GAGE 3-6,8 FOR
REV

GAC CAA GGC GCT ATG TAC
CCA TCA GGA CCA TCT TCA 55°C 244 bp

BAGE FOR
REV

TGG CTC GTC TCA CTC TGG
CCT CCT ATT GCT CCT GTT G 56°C 286 bp

TERT FOR
REV

AGT TCC TGC ACT GGC TGA TGA GT
CTC GGC CCT CTT TTC TCT GCG 62°C 329 bp

SSX-4 FOR
REV

AAA TCG TCT ATG TGT ATA TGA AGC T
GGG TCG CTG ATC TCT TCA TAA AC 53°C 416 bp

SSX-2 FOR
REV

GTG CTC AAA TAC CAG AGA AGA TC
TTT TGG GTC CAG ATC TCT CGT G 55°C 435 bp

MAGE-1 FOR
REV

CGG CCG AAG GAA CCT GAC
GCT GGA ACC CTC ACT GGG 62°C 421 bp

MAGE-2 FOR
REV

AAG TAG GAC CCG AGG ACT G
GAA GAG GAA GAA GCGTCT G 51°C 237 bp

Tableau 9: Caractéristiques des amorces utilisées.
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4. Confirmation de l'expression de MUC-1

MUC-1 est une protéine exprimée de nombreuses cellules de l'organisme. Les tumeurs altèrent 

généralement l'expression de MUC-1, soit en la sur-exprimant, soit en modifiant son profil de 

glycosylation. Nous avons donc utilisé deux anticorps pour caractériser au mieux l'expression de 

MUC-1  par  les  cellules  de  mésothéliome.  L'anticorps  SM3  est  capable  de  reconnaître 

spécifiquement la protéine MUC-1 déglycosylée (Burchell et al., 1989) alors que le clone HMPV 

se fixe à la protéine MUC-1 indépendamment des motifs de glycosylation qu'elle porte. 

Les expériences de cytométrie réalisées avec l'anticorps HMPV nous ont apporté la confirmation 

que MUC-1 était exprimée par l'ensemble des lignées, bien que de façon assez hétérogène (figure 

18, page  77). Certaines des cellules cancéreuses « contrôles » étaient beaucoup plus fortement 

marquées et semblent véritablement sur-exprimer cet antigène (ADK3, MCF-7, OVCAR-3). Le 

niveau d'expression de MUC-1 des lignées de mésothéliome ne semble pas plus élevé que celui 

de  la  lignée de  cellules  mésothéliales  MeT-5A.  Il  semble  que  cet  antigène  ne  soit  pas  sur-

exprimé par les lignées de MPM.

La forme hypoglycosylée (marquages avec l'anticorps SM3) n'a pu être mise en évidence qu'à la 

surface de certaines lignées « contrôles »  (OVCAR-3, MCF-7 et ADK3 surtout,  et  marquage 

discret de la lignée (IGR)-Pub) (figure 18, page 77). Aucune des lignées de mésothéliome n'a été 

marquée  avec  le  clone  SM3.  Nous  n'avons  donc  pas  détecté  d'altération  des  motifs  de 

glycosylation portés par MUC-1 à la surface des cellules de mésothéliome.

Nous avons aussi réalisé des dosages de certaines formes solubles dérivées de la protéine MUC-

1 (dosage de CA 15-3 par radioimmunoassay)  sur les surnageants de culture de 8 lignées de 

MPM et 6 lignées d'adénocarcinomes. L'antigène CA 15-3 a été détecté dans les surnageants de 4 

lignées, 2 appartenant au groupe « mésothéliome », et 2 au groupe « adénocarcinome ».
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Le trait fin correspond au marquage par un isotype et le trait épais par celui dû à l'anticorps anti-MUC-

1. Deux clones différents, HMPV (BD Bioscience Pharmingen) et SM3 (Abcam), ont été utilisés pour  

caractériser l'expression de MUC-1 par les lignées. HMPV reconnaît toutes les formes de MUC-1 tandis  

que SM3 ne reconnaît que les formes hypoglycosylées. Les lignées OVCAR-3 (carcinome ovarien), MCF-

7  (cancer  du  sein),  ADK3  (adénocarcinome  peu  différencié),  H1648,  (IGR)-Pub  (adénocarcinomes  

pulmonaires) et CAPAN-2 (adénocarcinome pancréatique) ont servi de contrôles positifs car MUC-1 est  

fréquemment sur-exprimée et/ou hypoglycosylée par les  adénocarcinomes.  La lignée MeT-5A est une  

lignée de cellules mésothéliales immortalisées.

Contrairement aux lignées d'adénocarcinome, les cellules de mésothéliome ne surexpriment pas MUC-1 

et n'expriment pas non plus la forme déglycosylée reconnue par l'anticorps SM3.

77
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COMMENTAIRES :

Un liquide pleural prélevé chez un patient atteint d'un cancer contient de nombreuses populations 

cellulaires. Afin d'établir le plus rapidement possible et avec un meilleur rendement des lignées 

de mésothéliome,  nous avons testé  l'élutriation à contre-courant.  Lorsque les  conditions sont 

favorables cette technique permet de séparer les différentes populations présentes dans le liquide 

pleural.  Cela  représente  non  seulement  un  avantage  pour  la  mise  en  culture  des  cellules 

tumorales  mais  permet  également  d'obtenir  des  fractions  des  autres  populations  cellulaires 

présentes dans le liquide pleural (par exemple les lymphocytes). Cette technique est donc très 

intéressante mais en pratique, son utilisation s'est avérée limitée pour plusieurs raisons : nombre 

de cellules obtenues dans le liquide pleural parfois insuffisant, taille des cellules tumorales trop 

importante  entrainant  un excès de remplissage de la  chambre  d'élutriation  et  finalement  une 

absence de tri. 

Nous  avons  décidé  d’utiliser  les  marquages  CK 5/6,  vimentine,  calrétinine  et  CEA afin  de 

vérifier l'origine des cellules mises en culture à partir des liquides pleuraux. Dans notre étude, le 

marquage anti-vimentine ne semble pas pertinent dans la mesure où toutes les cellules (MPM et 

adénocarcinome) présentent le même signal. Le marqueur CK 5/6 aussi s'est révélé décevant de 

par son manque de sensibilité (à peine 60% des lignées de MPM positives et  marquage peu 

intense). En revanche, la calrétinine et le CEA ont été plus utiles pour cette application car ils ont 

permis de différencier les cellules de MPM de celles d'adénocarcinomes. Ceci corrèle avec les 

données disponibles dans la littérature concernant les marquages immunohistochimiques réalisés 

lors  de  l'établissement  du diagnostic  de  MPM  (Ordóñez,  2002;  Ordóñez,  2007).  Il  est  donc 

possible  de  réaliser  des  marquages  sur  les  cellules  afin  de  vérifier  leur  nature  et  de  les 

différencier d'autres types de tumeur mais, comme dans le cas du diagnostic, il est nécessaire de 

recourir à une association entre plusieurs marqueurs positifs (dont la calrétinine mais CK 5/6 et 

vimentine à exclure) et négatifs (dont le CEA).

Une fois les lignées cellulaires établies, nous avons analysé l’expression d’AAT par RT-PCR. De 

nombreuses études se sont focalisées sur l'expression du SV40 et une controverse existe à propos 

de l’expression de cet  antigène par les  cellules du MPM (certains laboratoires détectent  son 

expression dans la plupart des lignées étudiées alors que d’autres n'ont pas pu confirmer ces 
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résultats). Jusqu’à aujourd’hui, peu d’études ont été réalisées sur l’expression d’antigènes par les 

cellules de MPM. En 2002, il a été démontré que les cellules de MPM pouvaient exprimer des 

antigènes appartenant à la famille des CTA (MAGE, GAGE, SSX et NYESO-1) (Sigalotti et al., 

2002). Dans notre étude, l'expression de tels antigènes par les lignées de MPM s'est  révélée 

beaucoup plus limitée  que dans celle  de Sigaloti.  Une possibilité  permettant  d’expliquer  ces 

différences vient du fait que Sigalotti et collaborateurs ont travaillé sur 6 lignées dont la moitié 

sont des lignées primaires, alors que notre étude est basée sur l’analyse de 15 lignées qui sont 

toutes des lignées cultivées sur du long terme, et dont l’expression génique a pu être modifiée au 

cours  de  la  culture.  Il  serait  donc  intéressant  de  réaliser  ce  type  d'étude  sur  des  cellules 

fraichement  isolées  à  partir  de  liquides  pleuraux  ou  de  biopsies.  De  plus,  le  recours  à  des 

techniques comme les puces à ADN et / ou puces à protéines permettrait l'étude simultanée de 

nombreux gènes.

Les ARNm correspondant à  la MSLN et à  MUC1 ont été  détectés par  PCR dans toutes  les 

lignées de MPM. Nous avons détecté l'expression de MUC-1 et de la MSLN par l'ensemble des 

mésothéliomes testées, ce qui corrobore les données disponibles dans la littérature  (Chang & 

Pastan, 1996; Manning et al., 1991). Le profil d'expression de MUC-1 par les MPM s'est avéré 

différent  de  celui  de  certains  adénocarcinomes  (surexpression  et  présence  d'une  forme 

hypoglycosylée  à  la  surface  de  la  moitié  des  adénocarcinomes  testés).  Cependant,  il  paraît 

difficile d'établir une distinction entre les lignées de MPM et d'adénocarcinome sur ces critères 

car ils ne sont pas observés sur la totalité des adénocarcinomes (manque de sensibilité). Quant au 

dosage d'une forme soluble de MUC-1, le CA 15-3, dans les surnageants de culture, il s'est avéré 

inutile pour différencier ces deux types de cancer. Les dosages des formes solubles dérivées de 

MUC-1 réalisés jusqu'à présent dans les liquides pleuraux ne semblent pas pertinents pour le 

diagnostic du mésothéliome (Alataş et al., 2001; Fuhrman et al., 2000; Miédougé et al., 1999). 

Cependant, d'autres anticorps dirigés contre des épitopes spécifiques de variants tumoraux de 

MUC-1 sont disponibles (Gold et al., 2006; Wittel et al., 2001; ten Berge et al., 2001) et il est 

possible qu'un épitope spécifique du mésothéliome existe malgré tout.

79



RESULTATS

I.2. Mécanismes impliqués dans la production de formes solubles de la MSLN

ARTICLE  1     :   Aberrant  splicing  and  protease  involvement  in  mesothelin  release  from 

epithelioid mesothelioma cells. Cancer Sci. (2008) 99(3) : 590-4. Carole Sapede, Anne Gauvrit, 

Isabelle  Barbieux,  Martine  Padieu, Laurent  Cellerin,  Christine  Sagan,  Arnaud  Scherpereel, 

Gérard Dabouis, Marc Grégoire.

OBJECTIFS ET RÉSULTATS PRINCIPAUX :

Des formes solubles de protéines apparentées à la MSLN ont été détectées pour la première fois 

dans des sérums de patients atteints de carcinomes ovariens (Scholler et al., 1999). Le système 

mis  au  point  par  cette  équipe  pour  quantifier  les  SMRP  est  un  ELISA  de  type  sandwich 

contenant deux anticorps monoclonaux de souris : 4H3, qui sert à capturer les formes solubles de 

la MSLN et OV569, qui sert à les révéler (figure 19, page81). Ce système ELISA a par la suite 

été utilisé afin de doser les SMRP dans des sérums et / ou des liquides pleuraux de patients 

atteints de MPM et a confirmé le fait que les patients atteints de ce type de cancer présentaient 

des taux importants de SMRP (Amati et al., 2008; Creaney et al., 2007; Grigoriu et al., 2007; 

Pass et al., 2008; Robinson et al., 2003; Scherpereel et al., 2006). D'autres anticorps, développés 

par d'autres équipes, ont par ailleurs donné des résultats analogues à ceux obtenus avec le couple 

4H3 / OV569 (Hassan et al., 2006).

La question des mécanismes responsables de la présence de ces formes solubles a été soulevée 

dès leur détection. Ainsi, Scholler et collaborateurs ont mis en évidence l'existence d'un variant 

d'ADNc contenant une insertion de 82 bp à l'origine d'une modification du cadre de lecture lors 

de la synthèse protéique  (Scholler et  al.,  1999). L'extrémité C-terminale de ce variant (aussi 

connu sous le nom de Variant 3) diffère totalement de celle du variant principal de la MSLN, et 

en particulier, ne contient plus de site d'ancrage à la membrane cellulaire. La protéine synthétisée 

se retrouve alors libérée dans l'environnement de la cellule (figure 19, page 81). Ce variant, issu 

de  mécanismes  d'épissage  alternatif  (Hassan et  al.,  2004),  ne  serait  cependant  que rarement 

exprimé par les cellules tumorales de différentes tumeurs (dont le mésothéliome) (Hellstrom et  

al., 2006; Muminova et al., 2004). La MSLN s'est aussi avérée être relarguée in vitro suite à des 

traitements par la trypsine ou encore la phospholipase C (Chang et al., 1992a). L'intervention de 
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protéases  a donc également  été évoquée pour  expliquer le  relargage des  SMRP à partir  des 

cellules qui l'expriment (Hassan et al., 2004).

Les variants 1 et 2 ne diffèrent que par une courte séquence de 8 a.a. (rectangle jaune sur le variant 2).  

Ces deux variants possèdent à leur extrémité C-terminale une ancre GPI leur permettant de s'attacher à 

la membrane cytoplasmique. Le variant 3, dont l'extrémité C-terminale est différente, est dépourvu de 

cette ancre et se retrouve libéré dans l'environnement de la cellule. 

L'anticorps 4H3 est capable de reconnaître et capture les 3 variants de la MSLN alors que l'anticorps  

0V569 servant à la détection des formes solubles ne reconnaît pas le variant 2. Le kit Mesomark dose  

donc à la fois les variants 1 et 3 sans les différencier. (D'après Hassan et al., 2004).

Au cours  de  notre  étude,  nous  avons  cherché  à  éclaircir  les  mécanismes  impliqués  dans  la 

production  de  formes  solubles  de  la  MSLN  par  les  cellules  de  MPM  établies  dans  notre 

laboratoire. Pour ce faire, nous avons tout d'abord vérifié l'expression de la MSLN au niveau 

cellulaire (cytométrie en flux) ainsi que la capacité de ces cellules à produire des SMRP dans 

leur environnement (kit ELISA MesoMarkTM) (figure 1 de l'article). Nous avons ensuite testé la 

première hypothèse concernant la production d'un variant issu d'épissage alternatif, le variant 3, 

par nos lignées de MPM. Des amorces spécifiques des variants 1 et 3 ont été utilisées pour des 

expériences  de  PCR  et  ont  permis  de  mettre  en  évidence  une  expression  du  variant  3  par 

l'ensemble des lignées de MPM testées, mais pas par les lignées tumorales « contrôles » (figure 2 

et données non présentées dans l'article). La production de formes solubles dérivées de la MSLN 

semble  donc être  une caractéristique  des  cellules  de  mésothéliome épithélioïde,  qui  pourrait 

impliquer  des  phénomènes  d'épissage  alternatif.  Cependant,  nous  n'avons  pas  pu  évaluer 

l'importance de ce mécanisme. Les signaux obtenus par PCR étaient cependant très faibles et il 
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nous a semblé peu probable que les SMRP détectées dans les milieux de cultures cellulaires 

soient issues en totalité de ce phénomène.

Les protéases appartenant aux familles des MMP et ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase 

domain) sont  souvent  impliquées dans le  clivage de protéines de surface  et  l'activité  de ces 

protéases est fréquemment dérégulée dans les cellules tumorales (Egeblad & Werb, 2002). Nous 

avons  donc  émis  l'hypothèse  que  les  protéases  appartenant  à  la  famille  des  MMP-ADAMs 

puissent être impliquées dans la production de SMRP. L'expression de MMP, et en particulier 

des MMP-1, -2, -3, -7 et -9, a déjà été rapportée dans le mésothéliome (Edwards et al., 2003; Liu 

et al., 2001). La réalisation de zymographies nous a en outre permi de vérifier que nos lignées 

étaient capables de produire des MMP actives, en particulier les gélatinases MMP-2 et/ou MMP-

9 (figure 20, page  83). Un inhibiteur à large spectre des protéases appartenant à la famille des 

MMP-ADAMs a été utilisé sur les différentes lignées de MPM. Une diminution d'environ la 

moitié de la quantité de SMRP produite par les cellules a été observée suite à ce traitement 

(figure 3 de l'article). La diminution de la quantité de SMRP produites suite au traitement avec 

l'inhibiteur GM6001 démontre que des protéases appartenant à la famille des MMP-ADAMs 

représentent un mécanisme important dans la production de SMRP par ces cellules.

Nous n'avons pas pu quantifier l'importance relative des deux mécanismes (épissage alternatif et 

intervention de protéases) impliqués dans la production de formes solubles de la MSLN dans 

notre système. Bien que nous ne sachions pas si les phénomènes d'épissage alternatif jouent un 

rôle véritable ou plus anecdotique, les protéases semblent impliquées de manière importante dans 

le clivage de la MSLN membranaire.  Une équipe a développé des anticorps spécifiques des 

différents variants de la MSLN (Hellstrom et al., 2006). Des expériences réalisées avec de tels 

anticorps  permettraient  de  déterminer  l'importance  relative  de  ces  deux  mécanismes  (par 

exemple, dosages ELISA ou western blot).
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Les protéines contenues dans les surnageants de culture (ne contenant pas de SVF) ont été séparées dans  

des conditions non dénaturantes par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (7,5% ) contenant de la  

gélatine (0,1%).  Suite à la migration, les enzymes ont été réactivées par incubation du gel dans une  

solution de CaCl pendant une durée de 24h, à 37°C. Le gel a finalement été coloré au bleu de Coomassie  

puis décoloré dans de l'eau. Le gel apparaît globalement bleu, à l'exception des zones non colorées où les  

enzymes ont dégradé la gélatine (en blanc).

Toutes les lignées de MPM, ainsi que la lignée de cellules mésothéliales MeT-5A, présentent une activité  

MMP-2. Cette activité semble être très importante pour les lignées Meso13, -34 et  -56. Une activité  

MMP-9 n'a été détectée que pour les lignées de MPM Meso30, 34 et 47.

L'identification  d'une  ou  de  plusieurs  protéases  intervenant  dans  le  clivage  de  la  MSLN 

permettrait de disposer d'un (ou de plusieurs) nouveau(x) marqueur(s) associé(s) à la présence de 

SMRP, puisqu'impliqué(s) dans la production de ces formes solubles. De nombreuses protéases 

appartenant à la famille des MMP-ADAMs ont été identifiées (environ 25 MMP et une trentaine 

d'ADAMs) (Fu et al., 2008; Huovila et al., 2005). L'utilisation de kits de dosage des protéases 

appartenant à cette famille pourraient permettre l'identification de candidats potentiels. Il faudrait 

ensuite utiliser des inhibiteurs spécifiques de ces protéases pour démontrer leur implication. 
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Figure 20: Zymographie réalisée sur les surnageants de culture des lignées de MPM.
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II. Stratégies d'immunothérapies

CONTEXTE :

Plusieurs approches de thérapies sont envisagées en tant que thérapies adjuvantes pour améliorer 

le  traitement  du  mésothéliome,  qui  ne  répond  pas  de  façon  satisfaisante  aux  protocoles 

conventionnels (Nowak et al., 2002). L'activation du système immunitaire du patient en vue de 

détruire une partie de ses cellules tumorales représente une approche séduisante. De nombreux 

protocoles  d'immunothérapie  sont  testés  dans  le  monde  entier,  allant  de  la  stimulation  non 

spécifique  des  effecteurs  via  des  cytokines  à  l'injection  d'immunotoxines  dirigées  contre  la 

MSLN.  Au laboratoire,  nous  travaillons  sur  un  protocole  d'immunothérapie  active,  basé  sur 

l'injection de DC chargées en antigènes de tumeurs pour stimuler les effecteurs contre ces cibles 

tumorales.  Ce  type  d'approche  a  déjà  démontré  son  efficacité  dans  la  prise  en  charge  de 

nombreux cancers (Palucka et al., 2007).

Peu d'antigènes spécifiques du mésothéliome étant connus pour le moment, nous avons choisi 

d'utiliser des cellules tumorales mortes, qui ont l'avantage d'apporter des AAT sans qu'il  soit 

nécessaire de les identifier. Il a déjà été démontré qu'il était possible d'activer des lymphocytes T 

CD8  en  chargeant  des  DC  avec  des  cellules  mortes  par  apoptose  (Albert et  al.,  1998b). 

Cependant, des réponses inhibitrices ont aussi été rapportées suite à un chargement des DC avec 

des cellules apoptotiques (Albert et al., 2001; Steinman et al., 2000). Nous nous sommes donc 

intéressé  aux  signaux  (de  type  « danger »)  (Matzinger,  2002) à  apporter  simultanément  au 

chargement des DC afin que celles-ci activent efficacement les effecteurs et n'orientent pas la 

réponse vers une tolérance. Dans un premier  temps, nous avons étudié l'immunogénicité des 

cellules  apoptotiques  ayant  subies  ou  non  un  choc  thermique  puis,  dans  un  second  temps, 

l'immunogénicité des cellules tumorales mortes suite à une infection virale.
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II.1.  Immunogénicité  des  DC  ayant  phagocyté  des  cellules  tumorales 
apoptotiques stressées par un choc thermique

ARTICLE  2     :   Cytotoxic  T-cell  responses  against  mesothelioma  by  apoptotic  cell-pulsed 

dendritic cells. Am. J. Respir. Crit.   Care. Med   (2004) 169(12) : 1322-30. F. Ebstein, C. Sapede, 

P.J. Royer, M. Marcq, C. Ligeza-Poisson, I. Barbieux, L. Cellerin, G. Dabouis and M. Grégoire.

OBJECTIFS ET RÉSULTATS PRINCIPAUX :

Dans cet article, nous montrons la faisabilité de générer, dans des conditions allogéniques, des 

réponses T cytotoxiques dirigées contre des tumeurs de MPM. Des lymphocytes naïfs ont été 

stimulés par des DC ayant phagocyté des corps apoptotiques de cellules tumorales. L'apoptose 

des cellules tumorales ayant servi au chargement a été induite par un traitement UV suite à un 

choc thermique (condition HS UV) ou non (condition UV). En comparant ces deux conditions, 

nous avons vérifié que le choc thermique ne modifiait ni la capacité des cellules tumorales à 

entrer en apoptose, ni la capacité des DC à phagocyter ces corps apoptiques. Quelle que soit la 

condition, la phagocytose des corps apoptotiques par les DC a induit une très légère diminution 

de l'expression des marqueurs de maturation des DC. D'un point de vue fonctionnel, les DC 

ayant phagocyté les cellules tumorales, stressées ou non, ont produit des quantités équivalentes 

d'IL-12 que les DC non chargées matures. En revanche, la présence d'IL-10 n'a été observée que 

dans  les  milieux  provenant  des  DC  matures  préalablement  chargées  en  corps  apoptotiques 

(stressés ou non). Jusqu'ici, les deux conditions « UV » et « HS UV » semblent donc avoir un 

impact semblable sur les DC les ayant phagocyté.

Cependant, seules les DC ayant ingéré des cellules apoptotiques ayant préalablement subi un 

choc  thermique  et  exprimant  l’HSP70  se  sont  avérées  capables  d’induire  une  réponse  T 

cytotoxique vis-à-vis des cellules tumorales de MPM. Il faut noter que l’implication de l’HSP70 

dans  l’initiation  de  l’immunité  n’a  pas  été  formellement  démontrée.  Il  n’est  pas  exclu  que 

d’autres  protéines  induites  par  le  choc thermique aient  joué  un rôle  dans l’augmentation  de 

l’immunogénicité  des cellules apoptotiques et  l'activation des DC  (Basu & Srivastava,  2000; 

Srivastava,  2002).  La  plupart  des  gènes  dont  l’expression  est  induite  après  choc  thermique 

codent  pour  des protéines qui  fonctionnent  soit  comme des molécules  chaperonnes (de type 
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HSP), soit comme des médiateurs de la dégradation protéique. Il est vraisemblable que, dans 

notre étude, le choc thermique soit essentiel à l’initiation d’une réponse CTL via l’augmentation 

de l’expression de protéines chaperonnes,  dont l'HSP70. Les mécanismes précis par lesquels 

l’HSP70 issue des cellules apopotiques stressées ont conduit les DC vers une stimulation efficace 

de  l’activité  anti-tumorale  sont  inconnus.  Les  deux  préparations  apoptotiques  ont  un  impact 

similaire  sur  la  maturation  des  DC  (TNFα – poly(I:C))  et  la  prise  en  charge  des  cellules 

apoptotiques exprimant l’HSP70 n’a pas induit de maturation spontanée des DC, contrairement à 

ce qui a déjà été décrit (Feng et al., 2002). L’immunogénicité des cellules apoptotiques stressées 

exprimant l’HSP70 n'est donc pas due à une augmentation de la sensibilité des DC à l'induction 

de la maturation. L'hypothèse que nous privilégions est que, suite à la phagocytose par les DC, 

l’HSP70 dirige les  antigènes  avec lesquels  elle interagit  vers des  SR (LOX-1 par  exemple), 

favorisant ainsi le chargement des DC avec le matériel antigénique (Delneste et al., 2002).
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II.  2.  Immunogénicité  de  DC  ayant  phagocyté  des  cellules  tumorales 
apoptotiques préalablement infectées par le virus de la rougeole (MV).

Article soumis à Cancer Resarch: Measles virus induces Oncolysis of Mesothelioma Cells and  

allows DC to Cross-Prime tumor specific CD8 Response. Gauvrit Anne, Brandler Samantha, 

Sapede-Peroz Carole, Boisgerault Nicolas, Tangy Frédéric and Grégoire Marc.

OBJECTIFS ET RÉSULTATS PRINCIPAUX :

L'activation  des  cellules  tumorales  est  un  facteur  primordial  à  considérer  pour  induire  une 

réponse  immunitaire  efficace  au  cours  d'une  stratégie  d'immunothérapie  telle  que  nous 

l'envisageons. Au cours de ce travail, nous avons étudié l'impact d'un signal de type « infection » 

des cellules apoptotiques sur les DC. Les DC ayant phagocyté les cellules tumorales infectées 

par le MV sont entrées dans un processus de maturation spontanée (mis en évidence par analyses 

du phénotype et de la production de cytokines). De plus, la stimulation de lymphocytes T avec 

ces cellules a induit la prolifération d'une population de lymphocytes T CD8 spécifiques d'un 

antigène  associé  au  mésothéliome,  la  MSLN.  Ces  résultats  démontrent  que  les  cellules  de 

mésothéliome, lorsqu'elles sont infectées par le MV, représentent une source d'AAT intéressante 

capable  d'induire  une  activation  efficace  des  DC.  Les  mécanismes  impliqués  dans 

l'immunogénicité  des cellules tumorales infectées n'ont  pas été formellement  démontrés  mais 

seulement  expérimentalement  corrélés.  Au  cours  de  notre  étude,  nous  avons  montré  que 

l'infection  virale  conduit  à  la  production  d'un  certain  nombre  de  signaux de  danger  par  les 

cellules tumorales infectées (HSP70 et ARN viral). Comme précédemment démontré, l'HSP70 

n'est  sans  doute  pas  impliquée  dans  le  processus  de  maturation  spontanée  que  nous  avons 

observé (Ebstein et al., 2004). En revanche, d'autres signaux liés à la réplication virale pourraient 

intervenir dans l'activation des DC (Medzhitov, 2007). En effet, nous avons mis en évidence le 

fait  que  les  DC  ayant  phagocyté  des  cellules  tumorales  infectées  par  le  MV  produisaient 

d'importantes quantités d'IFN de type I. La production de ce type de cytokines suggère qu'elles 

ont détecté la présence d'une infection. Les DC peuvent être alertées de plusieurs manières de la 

présence d'un agent viral : via des récepteurs aux IFN de type I (les cellules infectées produisent 

naturellement des IFN de type I), des récepteurs cytoplasmiques comme RIG-I ou MDA-5, ou 

encore des TLR localisés dans les endosomes (TLR-3, -7/8, -9)(Akira et al., 2006; Kawai & 

101



RESULTATS

Akira, 2006; Pichlmair & Reis e Sousa, 2007). Après infection des cellules de mésothéliome, il 

est possible que les IFN produits par les cellules infectées aient activé les DC. Les IFN de type I 

ont un impact particulièrement important sur les DC : induction de l'expression de molécules du 

CMH-I,  -II,  CD40, CD80, CD83 et  CD86,  acquisition de capacités  de CP des antigènes,  et 

production d'IFN de type I (Le Bon & Tough, 2008). Il est possible aussi que la reconnaissance 

ait eu lieu via les TLR, qui, de part leur localisation dans les endosomes, permettent la détection 

d'agents infectieux phagocytés par les DC. Les TLR, et  en particulier TLR-3, ont été décrits 

comme  de  puissants  activateurs  des  DC  et  induisent  eux  aussi  l'acquisition  de  phénotypes 

matures et la capacité à produire des IFN de type I (Pichlmair & Reis e Sousa, 2007; Schulz et  

al., 2005). L'implication des récepteurs du type RIG-I et MDA-5 semble moins probable car ils 

sont localisés dans le cytoplasme et permettraient plutôt la détection d'une infection directe des 

DC (Akira et al., 2006; Kawai & Akira, 2006; Pichlmair & Reis e Sousa, 2007). De plus, aucune 

maturation  des  DC  suite  à  une  infection  directe  avec  la  souche  vaccinale  Schwarz  n'a  été 

observée (observations personnelles)  (Schneider-Schaulies et  al.,  2003; Schnorr et al.,  1997). 

Nous n'avons cependant pas pu caractériser les mécanismes précis mis en jeu dans notre système 

expérimental. 

De plus,  cette étude indique que le  MPM pourrait  être  un candidat  potentiel  pour une autre 

approche thérapeutique (Parato et al., 2005) : la virothérapie. Certains virus oncolytiques, dont 

l'HSV et des adenovirus, ont déjà été testés dans le cadre du mésothéliome  (Adusumilli et al., 

2006; Adusumilli et al., 2007; Sterman et al., 2007; Zhu et al., 2006). Ce travail, réalisé in vitro, 

est basé sur l'infection des cellules de MPM par une souche vaccinale du MV (vaccin Schwarz). 

Notre étude démontre que les cellules du MPM sont des cibles privilégiées du MV. L'infection 

préférentielle des cellules tumorales par rapport aux cellules mésothéliales pourrait s'expliquer en 

partie par la surexpression de la molécule CD46  (Anderson et al., 2004), l'un des principaux 

récepteurs identifiés pour les souches vaccinales du MV. De façon intéressante, l'infection des 

cellulles  de  MPM  conduit  à  une  lyse  rapide  et  importante  des  cultures  cellulaires  (effet 

cytopathique  majeur  observé  72h  après  infection).  Les  cellules  de  mésothéliome  se  sont 

effectivement  révélées  être  plus  sensibles  à  l'infection  virale  que  les  cellules  mésothéliales 

saines, non seulement en terme de rendement d'infection mais surtout d'effet cytopathique. Ces 

résultats  préliminaires  obtenus  sur  des  cultures  in  vitro sont  encourageants  et  soulignent  la 

nécessité de tester l'efficacité de ce type de vaccin in vivo sur des modèles expérimentaux. 
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ABSTRACT

Despite conventional medical and surgical treatments, malignant pleural mesothelioma (MPM) 

remains incurable. Oncovirotherapy, namely the use of replication-competent virus for cancer 

treatment, is currently explored in clinical trials. In this study, we investigated the anti-neoplastic 

potential of a new oncolytic viral agent, a live-attenuated measles virus (MV) strain derived from 

the  Edmonston  vaccine  lineage  (Schwarz  strain).  We  evaluated  both  oncolytic  activity  and 

immuno-adjuvant properties of the MV vaccine strain on mesothelioma tumor cells. Infectivity, 

syncitium formation, and cytolytic activity of MV were studied on a panel of mesothelioma cells 

derived from pleural effusions of MPM patients. We observed that MV infected preferentially 

MPM cell lines in comparison with non-transformed mesothelial cells, leading to an efficient 

killing  of  a  significant  fraction  of  tumor  cells.  A cytoreductive  activity  was  also  evidenced 

through formation of multinuclear cellular aggregates (syncytia). The susceptibility of MPM cell 

lines to measles infection was assessed by the analysis of cell surface expression of the MV 

vaccine receptor (CD46). We also evaluated whether MV infection of mesothelioma cells could 

elicit  an autologous anti-tumor immune response.  We demonstrated  that  MV Schwarz strain 

induced  apoptotic  cell  death  of  infected  mesothelioma  cells,  which  were  efficiently 

phagocytosed by dendritic cells (DCs). Loading of DCs with MV-infected MPM cells induced 

DC  spontaneous  maturation,  as  evidenced  by  the  increased  expression  of  MHC  and  co-

stimulatory  molecules  along with  the  production  of  pro-inflammatory  cytokines.  Priming of 

autologous T-cells by DCs loaded with MV-infected MPM cells led to a significant proliferation 

of tumor-specific CD8 T-cells. Altogether, these data strongly support the potential of oncolytic 

MV as an efficient therapeutic agent for mesothelioma cancer.
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INTRODUCTION

Malignant  Mesotheliomas  (MM)  are  highly  aggressive  neoplasms  that  arise  from  the 

uncontrolled proliferation of mesothelial cells lining serosal cavities, most commonly the pleura 

(Malignant Pleural Mesothelioma or MPM) (1). Exposure to asbestos is the main factor involved 

in  MPM pathogenesis.  In  the  absence  of  overt  symptoms  during  the  early  period of  tumor 

development,  diagnosis  is  usually  established  late  in  disease  evolution,  which  makes  the 

prognosis for patients very poor (median survival of less than one year). MPM is also considered 

to  be a  cancer  that  is  relatively  refractory  to  all  conventional  treatment  modalities,  such  as 

chemotherapy, radiotherapy and/or surgery (2). Thus, in the absence of an efficient management 

strategy for this cancer, there is a pressing need for the development of new clinical approaches.

During the past decade, there has been an increasing interest in oncovirotherapy, namely the use 

of  replicating  viruses  for  cancer  treatment.  Numerous  live-attenuated  viruses,  such  as 

Adenovirus (AdV), Vesicular stomatitis virus (VSV), Herpes simplex virus (HSV), Newcastle 

disease virus (NDV), Vaccinia viruses (VV) and Measles virus (MV) are now considered as 

potential  cancer  therapeutics  (3,  4).  Among them,  MV has  already  demonstrated  promising 

oncolytic properties (5). MV is an enveloped, non-segmented and negative single-strand RNA 

virus belonging to the Morbillivirus genus of the Paramyxoviridae family (6). Live-attenuated 

MV vaccines,  such as the Schwarz strain,  were derived from a clinical  isolate  by extensive 

passages through culture of chicken embryo fibroblasts (7). This vaccine has been administered 

to  hundreds  of  millions  of  children  since  the  1970s,  and  is  considered  as  one  of  the  most 

effective and safe human vaccines. Furthermore, the MV genome is very stable and the reversion 

of vaccine strains to pathogenic forms has never been observed.

Apart from its excellent safety profile, Edmonston-derived MV vaccine strains efficiently kill a 

clinically significant fraction of tumoral cells by direct cytolysis, leaving neighbouring healthy 

tissue  unharmed  (8).  Indeed,  several  in  vitro studies  have  already  demonstrated  that  live-

attenuated  MV  is  selectively  oncolytic,  causing  the  formation  of  extensive  multinucleated 

syncitia and killing a variety of human tumor cells, such as lymphoma (9), multiple myeloma 

(10), glioblastoma (11), and ovarian carcinoma (12) cell lines. Moreover, in vivo administration 

of the MV Edmonston strain resulted in either slower growth or even partial regression of tumors 
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established  in  experimental  models  of  lymphoma  and  myeloma  cancers  (9,  10).  Another 

important component of the long-term therapeutic benefit of oncolytic viruses seems to rely on 

their capacity to trigger an autologous anti-tumoral immune response, as previously described for 

another  paramyxovirus  VSV  (13,  14).  Hence,  both  mechanisms  could  be  implicated  in 

spontaneous clinical  remission previously observed in cancer patients  naturally infected with 

measles virus (15-17). However, relatively little attention has been paid so far to the role of MV-

based virotherapy in the activation of anti-tumoral immunity (18).

In the present study, we investigated both the oncolytic activity and immuno-adjuvant properties 

of  Schwarz  measles  vaccine  on  a  panel  of  MPM  cells  isolated  from  pleural  effusions  of 

mesothelioma patients. We used a cloned Schwarz MV produced from an infectious cDNA that 

we  have  previously  described  (19,  20).  We  analyzed  infection  susceptibility  and  cytolytic 

activity on both tumoral and non-transformed mesothelial cells. We observed that MPM tumor 

cells are more susceptible than non-transformed mesothelial cells to MV infection. The increased 

susceptibility  of  MPM  cells  to  MV  infection  was  assessed  by  the  analysis  of  cell  surface 

expression of the MV vaccine receptor (CD46). We also evaluated whether MV infection of 

mesothelioma cells could elicit an autologous immune response specific for a tumor-associated 

antigen,  namely  mesothelin  (MSLN).  MSLN  is  a  differentiation  antigen  that  is  abundantly 

expressed  in  normal  mesothelial  cells,  from  which  malignant  mesothelioma  arises.  Among 

MPM-associated antigens, MSLN appears as a promising target for immunotherapy (21). To 

determine  whether  MV could  induce  cellular  immunity  to  MSLN,  we  co-cultivated  human 

primary  monocyte-derived  DCs  with  MV-infected  mesothelioma  cells  and  analyzed  the 

phagocytic properties of DCs, their activation surface phenotype and cytokines secretion profile, 

as well as their functional capacity to stimulate MSLN-specific CD8 T-cells. We demonstrated 

that  phagocytosis  of  apoptotic  MV-infected  mesothelioma  cells  induced  spontaneous  DC 

maturation and activation, as evidenced by an increased expression of MHC and co-stimulatory 

molecules, the production of pro-inflammatory cytokines with Th1 polarizing capacities, and a 

significant amplification of MSLN-specific CD8 T-cells.
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MATERIAL and METHODS

Cell Culture.  Mesothelioma cell lines (M11, M13, M31, M47, M56, M61) were established 

from pleural effusions collected by thoracocentesis of cancer patients, after obtaining informed 

consent.  The  control  mesothelial  cell  line  (Met5A)  was  purchased  from  ATCC  (LGC 

Promochem,  Molsheim,  France).  Cell  lines  were  maintained  in  RPMI-1640  medium 

supplemented  with  10%  heat-inactivated  FCS  (Foetal  Calf  Serum  from  Biowest,  Nuaille, 

France), 1% L-glutamine and 1% penicillin-streptomycin antibiotics (all from Sigma, St Quentin 

Fallavier, France). Cell cultures were routinely checked for  Mycoplasma contamination using 

Hoechst 33258 staining (Sigma).

MV production. Attenuated Schwarz MV was produced from the pTM-MVSchw plasmid using 

the helper-cell-based rescue system described by Radecke et al. (22) and modified by Parks et al. 

(20). Recombinant MV-eGFP virus was similarly rescued from the pTM-MV-eGFP plasmid, as 

previously described (19). Syncytia that appeared after co-culture of helper cells with Vero cells 

were expanded on Vero cells in DMEM 5% FCS. When syncytia reached 80-90% confluence, 

the cells were scraped into a small volume of OptiMEM (Invitrogen) and freeze-thawed once. 

After  low-speed centrifugation  to pellet  cellular  debris,  the  virus-containing  supernatant was 

stored at -80°C. Viral titer was determined by an endpoint limit-dilution assay on Vero cells. The 

TCID50 was calculated by the use of the Kärber method.

Apoptosis Detection.  Apoptosis was triggered by UV-B exposure (312nm-25kJ/m2) using an 

UV  Stratalinker  2400  (Stratagene  Europe,  Amsterdam,  Netherlands),  or  by  virus  infection 

(MOI=1.0)  with MV Schwarz strain.  Cell  death was  evidenced by 15 min staining at  room 

temperature  using FITC-conjugated  Ann-V labeling kit  (5µl  per  105 cells),  according to the 

manufacturer’s instructions (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France).

RT-PCR.  Confluent  M13 cells  were infected  with  MV Schwarz strain (MOI=1.0),  and cell 

pellets collected at different times post-infection. Total cell RNA was extracted using RNeasy 

kits (Qiagen, Courtaboeuf, France), and reverse-transcribed using M-MLV RTase (Invitrogen, 

Paisley,  UK).  Resulting  cDNA  were  used  as  template  for  PCR  amplification  with  primers 

specific for TLR-3, Mda-5, RIG-I,  and PKR (Sigma). Gene-specific primers sets for b-Actin 

were used as internal control of RT-PCR experiments.
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Intracellular HSP Immunostaining. M13 tumoral cells were stressed by heat shock (1 hour at 

42°C) or virus infection (2 hours at 37°C, MOI=1.0) and stained as follows. Briefly, cells were 

first suspended in 100ml of 4% PFA fixation solution for 15min at RT, then incubated with 

100ml  of  1/100  diluted  anti-HSP70  (clone  SPA810)  or  anti-Gp96  (clone  SPA850)  Abs 

(Stressgen, Victoria, Canada) in PBS-0.1%BSA-0.1%Saponin for 30min at 4°C, and finally with 

100ml of 1/250 diluted AlexaFluor488-conjugated F(ab’)2 fragment goat anti-mouse IgG (H+L) 

Abs (Molecular Probes, Montluçon, France) for an additional 30min at 4°C.

Monocyte-derived DC production. Monocytes were generated from leukapheresis harvests of 

healthy donors (EFS, Nantes, France), after obtaining informed consent. The monocyte-enriched 

fraction  (>85%  purity)  was  isolated  by  incubation  with  RosetteSepTM human  monocyte 

enrichment cocktail (StemCell Technologies, Vancouver, Canada), following the manufacturer’s 

instructions, and then separated by Ficoll density gradient centrifugation (PAA Laboratories, Les 

Mureaux,  France).  For  DC  preparation,  2.106 monocytes/ml  were  cultured  in  RPMI-1640 

medium  supplemented  with  70ng/ml  of  GM-CSF  and  50ng/ml  of  IL-4  (AbCysSA,  Paris, 

France).

DC loading and Phagocytosis  analysis.  On day 5,  immature  DCs were collected  from the 

monocyte  culture  supernatant  and  seeded  into  poly-HEMA-coated  12-well  plates  at 

2.106cells/ml. Because the harvest of both tumor cells and peripheral blood mononuclear cells 

from the same MPM patient proved to be difficult, an HLA-A2- allogeneic mesothelioma cell 

line  (M13)  was  used  for  loading  monocyte-derived  DCs  obtained  from  HLA-A2+  healthy 

donors. For subsequent loading, DCs were incubated with 1.106 cells/ml of apoptotic material 

obtained from UV-irradiated or MV-infected M13 tumoral cells (ratio 2:1). DC phagocytosis 

was assessed both by flow cytometry and confocal laser microscopy, as previously described 

(23). Briefly, UV- or MV- treated M13 cells were labeled with PKH-26 membrane dye colorant, 

according to manufacturer’s protocol (Sigma). After 24 hours co-culture, DCs were stained with 

FITC-conjugated anti HLA-DR Abs (Immunotech, Marseilles, France). After PBS washes, cells 

were harvested and analyzed either on a FACSCalibur (BD Biosciences, Grenoble, France), or 

with a TCS NT microscope (Leica Instruments, Heidelberg, Germany). DCs that had ingested 

apoptotic cells were identified as HLA-DR+/PKH-26+ double stained cells.

DC phenotype. DCs were co-cultured with apoptotic UV-treated or MV-infected M13 cells for 

18 hours and the surface expression of DC maturation markers was next analyzed by three-color 
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flow cytometry.  Immunostaining  was  performed with  a  panel  of  monoclonal  antibodies  (all 

purchased from Immunotech, Marseilles, France) specific for HLA-ABC (clone B9.12.1), HLA-

DR (clone B8.12.2), CD80 (clone MAB104), CD83 (clone HB15a), CD86 (clone HA5.2B7), and 

CD40 (clone MAB89). Briefly, DCs were incubated with each of the above antibodies (1µg/ml) 

at 4°C for 30 min. The cytokines secretion pattern was assayed in supernatants collected 24 

hours after co-culture. Il-10, Il-12p70, Il-6, Il-1b and TNFa concentrations were measured using 

commercially  available  BD  Cytometric  Beads  Array  kits,  according  to  the  manufacturer’s 

protocol. The quantification of IFNa was performed with an ELISA test (Biosource, Camarillo, 

USA).

In Vitro T-cell  Sensitization.  CD8 T lymphocytes  were prepared from HLA-A0201 healthy 

donor PBMCs by positive selection with the MACS column system using the CD8 multisort kit 

(Miltenyi  Biotec,  Paris,  France).  Purified  CD8  T  cells  (>90% purity)  were  stimulated  with 

autologous DCs loaded with different apoptotic preparations or unloaded DCs as a control. Co-

culture was performed in round bottom 96-well plates (BD Falcon), by mixing 2.104 mature DCs 

with 2.105 responder T-cells (ratio 1:10) in 200 µl of 8% HS RPMI-1640 medium, supplemented 

with  10  ng/ml  Il-12  for  the  first  3  days  (AbCysSA,  Paris,  France)  and  with  10  U/ml  Il-2 

(Proleukin, Chiron Therapeutics, USA) for the following days. Il-2 was added every 2-3 days 

allowing regular culture medium renewal. After 7-8 days of culture, T cells were harvested and 

stained with MSLN-specific tetramers.

Tetramer immunostaining. Target peptides MSLN531-539 (24) and MSLN541-550 (25) were 

initially identified by scanning the MSLN amino-acid sequence (NP 005814) for matches to 

consensus  motifs  for  HLA-A0201  binding,  using  two  computer  algorithms  BIMAS  and 

SYFPEITHI  (Fig5A).  MSLN-derived  peptides  (synthesis  performed  by  Eurogentec,  Liege, 

Belgium)  were  used  for  monomer  production  (Recombinant  Proteins  Production  Platform, 

U601-IFR26,  Nantes,  France),  as  previously  described  (26).  HLA-A2  VLP9  and  KLL10 

monomers were then oligomerized with PE-labeled streptavidin (BD Biosciences). Staining and 

washing were performed in 0.1% BSA PBS. T-cells were stained successively with 10µg/ml of 

PE-labeled pMHC multimers  at  4°C for 30min, and with 1µg/ml diluted PE-Cy5-conjugated 

anti-CD8 antibodies (clone RPA-T8, BD Biosciences) for an additional 30min at 4°C. Cells were 

washed and immediately analyzed on a FACSCalibur.
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RESULTS

Schwarz MV preferentially infects and kills mesothelioma cells.

Although  numerous  studies  have  already  established  the  potential  efficiency  of  MV-based 

virotherapy for several cancers (5), no information has yet been provided about MV oncolytic 

activity on mesothelioma cancer. To evaluate the susceptibility of mesothelioma to the oncolytic 

activity of measles virus, we infected a panel of epithelioid (M11, M13, M47, M56 & M61) and 

one sarcomatoid (M31) MPM cell lines with the MV Schwarz strain (Fig1A). An immortalized 

mesothelial cell line (Met5A) was used as control. Three days after infection, we observed an 

important  cytopathic  effect  (CPE)  that  was  markedly  increased  on  most  epithelioid  MPM 

infected  cells  (4/5  lines),  as  compared  to  non-transformed  Met5A  cells  (Fig1A).  CPE  was 

evidenced through the development of large syncitia, the appearance of inclusion bodies in dead 

tumoral  cells  and  finally  by  the  complete  dissociation  of  the  cell  layer  72-96  hours  post-

infection.  We also observed that  M31 is  readily infected by Schwarz vaccine,  but display a 

significant  lower  sensibility  to  MV oncolytic  activity  than epithelioid  MPM cells  (data  not 

shown).

To compare MV infection sensitivity, we infected a representative epithelioid MPM cell line 

(M13), which belong to the major mesothelioma phenotype, and an established mesothelial cell 

line  (Met5A)  with  a  recombinant  Schwarz  MV expressing  eGFP  (MOI=1.0). The  yield  of 

infection was quantified by flow cytometry (Fig1B, C). The infection yield was dose-dependent 

for  both  cell  lines  (MOI  ranging  from  0.01  to  5.0,  data  not  shown).  Tumor  cells  were 

significantly more susceptible to measles infection than normal cells were, both in individual 

culture (Fig1B) and in co-culture (Fig1C) systems. Indeed, two days after infection, the number 

of  infected  tumoral  M13 cells  was  repeatedly  two-fold  higher  than that  of  non-transformed 

Met5A  cells  (Fig1B,  C).  The  development  of  multinuclear  cell  aggregates  (syncitia)  is 

characteristic of measles virus infection, and indicates an efficient cell-to-cell spread of MV. 

Syncitia  formation  results  from fusion  of  infected  cells  with  non-infected  neighboring  cells 

through  interactions  between  the  glycoproteins  (hemagglutinin-H  and  fusion-F)  from  viral 

envelope and the cellular receptor of MV vaccine strains (CD46). We thus compared the level of 

CD46 expression among the different cell lines tested. As it has already been reported for several 

cancers  (27),  we  found that  a  majority  of  mesothelioma tumor  cells  expressed a  significant 

higher level of CD46 than non-transformed Met5A cells (Fig1D). Interestingly, we also observed 

that the susceptibility of MPM cells to MV could be related to their CD46 expression level. 
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Indeed, M56 and M31 cell lines that expressed the lowest CD46 level, were less sensitive both to 

MV infection (Fig1D) and cytolytic activity, (Fig1A). Altogether these results demonstrate that 

MPM tumor cells are more susceptible than non-transformed mesothelial cells to measles virus, 

suggesting that MV-based virotherapy could be a reliable therapeutic approach for mesothelioma 

cancer.

MV infection triggers danger signals in mesothelioma cells.

Intracellular dsRNA production is a major sign of replication for many RNA viruses and a strong 

viral stimulus for pattern recognition receptors (PRRs), such as Toll-like Receptors (TLRs) or 

RIG-I like Receptors (RLRs) (28). MV infection has been previously shown to induce activation 

of specific PRR expression in lung epithelial cells (29). To assess the presence of viral nucleic 

acids in MV-infected MPM cells, we looked for the expression of TLR-3, Mda-5, RIG-I, and 

PKR genes by RT-PCR (the specific primers used are listed in Fig2A). Attesting to the presence 

of viral genome replication intermediates, the expression levels of Mda-5, and to a lower extent 

RIG-I, were increased during the progression of infection in M13 epithelial cells, peaking at 48-

72 hours post-infection (Fig2B). This result confirms the implication of Mda-5 (29, 30) and RIG-

I (31) in MV-specific innate response. In contrast, we observed a progressive decline of TLR-3 

and  no  change  in  PKR  genes  expression  (Fig2B).  Overall,  these  data  indicate,  although 

indirectly, that dsRNA is readily produced in MV-infected M13 mesothelioma cells.

As viral infection may be related to a cellular stress, we thus explored the expression pattern of 

intracellular Heat Shock Proteins (HSPs) induced by MV infection. Heat shock (HS) of M13 

cells  was  used  as  an  internal  positive  control.  Intracellular  immunostaining  was  targeted  to 

HSP70 and Gp96,  two molecules  previously related to a cross-presentation mechanism (32). 

Flow cytometry results evidenced constitutive cytoplasmic HSP70 (98.9% positive cells, MFI 

51.05) and RE-associated Gp96 (85% positive cells, MFI 18.8) expression by M13 tumoral cells 

(Fig2C).  The  kinetic  study  indicates  that  significant  and  maximum  expression  of  inducible 

HSP70 is  detected in MV-infected M13 cells  at  72 hours post-infection (MFI 194.2).  These 

results are concordant with previous studies performed on HSP70 induction by MV infection 

(33). In comparison, HS-treated M13 cells expressed HSP70 as early as 8 hours post-treatment 

(MFI 128.9, data not shown). The same experiment was conducted for Gp96, but in contrast to 

HSP70, no significant variation in Gp96 expression could be observed following MV infection 

(Fig2C).
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MV infection induces mesothelioma cells death.

As demonstrated above, MV Schwarz strain infection caused severe alterations in MPM cells 

culture, which finally led to cell death (CPE). To discriminate between apoptosis- and necrosis- 

mediated cell death, we used Annexin-V staining. Our results evidenced that apoptosis was the 

mode of MV-induced cell death (Fig3A). To follow the kinetic of mesothelioma cell killing, sub-

confluent monolayer  M13 cell  cultures were either MV-infected (MOI 1.0) or UV-irradiated 

(25kJ/m2) and the percentage of Ann-V positive cells were determined at different time points 

(Fig3B). A significant rate of tumoral  cell  death (70% to 80% of Ann-V positive-cells) was 

observed  during  24  hours  following  UV-B  irradiation  or  72  hours  post-infection  with  MV 

vaccine.  These  M13  cell  death-induced  conditions  were  thus  employed  in  the  following 

experiments,  performed  to  demonstrate  that  virotherapy  could  lead  to  the  activation  of  an 

autologous anti-tumor immune response.

Apoptotic MV-infected mesothelioma cells are efficiently uptaken by immature DCs.

We  previously  described  that  UV-irradiated  apoptotic  mesothelioma  cells  are  efficiently 

phagocytosed by immature DCs (23). Here, we analyzed the uptake yield of MV-infected M13 

cells in a similar phagocytosis assay. For that purpose, DCs were incubated with dead M13 cells 

stained with PKH26 for 24 hours. Interactions of HLA-DR labeled DCs with PKH26 positive-

M13  cells  were  then  determined  by  flow  cytometry  analysis  of  double  (PKH-26+/FITC+) 

positive cells (Fig3C). More than 70% of the immature DCs efficiently engulfed apoptotic MV-

treated M13 cells, similar to the phagocytic activity observed for UV- treated M13 cells (Fig3D). 

The phagocytosis process was confirmed by confocal laser-scanning microcopy experiments that 

showed an efficient internalization of apoptotic M13 cells by immature DCs within 24 hours co-

culture, whatever the death-induced strategy used (data not shown). 

Apoptotic MV-infected mesothelioma cells induces DC maturation.

Depending on the danger signal produced by dying cells and the PRR expression pattern of the 

phagocytic cells, the clearance of apoptotic cells can trigger an immune response from tolerance 

to immunity (34). We thus analyzed the DCs maturation status following engulfment of killed 

MV-infected (MV-M13) or UV-irradiated (UV-M13) tumoral cells, compared to direct infection 

by measles virus (MV). Co-culture was performed for 18 hours at 37°C at a ratio of two DCs to 

one  M13  cell  (ratio  2:1),  and  the  phenotype  of  viable  DCs  was  investigated  by  surface 
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expression analysis  of  Class  I  and II  HLA molecules  (Fig4A) and co-stimulation  molecules 

CD80, CD86, CD83 and CD40 (Fig4B). We also analyzed the pattern of cytokine secretion in 

co-culture supernatants (Fig4C). Unloaded DCs (mock), otherwise treated similarly, were used 

as a negative control. As a maturation positive control, DCs were incubated with a synthetic 

analogue of viral dsRNA, Poly I:C (Poly(inosinic-cytidylic) acid), in association with a major 

cytokine produced in response to viral infection IFNa (I:C/IFNa).

Only  DCs  loaded  with  MV-infected  apoptotic  M13 cells  expressed  a  significant  maturation 

profile, at a level almost equivalent to that observed for DCs treated with the maturation cocktail 

I:C/IFNa (Fig4A, B). In contrast, DCs pulsed with UV-irradiated apoptotic M13 cells display a 

similar  activation  profile  to  immature  DCs  (Fig4A,  B),  as  we  previously  described  (23). 

Spontaneous maturation of DCs co-incubated with MV-infected apoptotic mesothelioma cells 

was evidenced by a significant up-regulated surface expression of the major maturation markers 

(p<0.05, for CD80, CD83, CD86, CD40 and HLA-DR) (Fig4A, B), associated with a relevant 

production of numerous pro-inflammatory cytokines (p<0.05, for Il-6, IFNa, TNFa, and Il-1b) 

(Fig4C). However, we noticed a slightly, but not significant, Il-12p70 secretion combined with 

no Il-10 production (Fig4C). Therefore these results are rather in favor of the production of an 

inflammatory environment with Th1 polarizing capacities.  The same spontaneous maturation 

was demonstrated for DCs co-cultured with several others apoptotic MV-infected MPM cells (as 

M11 and M61, data not shown), thus strengthening the significant increased immunogenicity of 

measles-infected tumor cells.

We observed that the infection (Fig5A) and replication (Fig5B) properties of the MV Schwarz 

strain  in  monocyte-derived  DCs  were  greatly  limited,  as  compared  to  those  observed  in 

mesothelioma M13 cells. This may be partly related to their respective CD46 expression level 

(Fig5C). We also observed a significant increase in virus amplification in DCs co-cultured with 

MV-infected M13 tumor cells as compared to DCs infected with MV (Fig5B). In addition, we 

did not evidence any modification of DC maturation status within 24h following direct infection 

with the Schwarz vaccine (Fig4A, B). Therefore, the evolution of the DC phenotype observed 

early  after  24h  of  co-culture  with  MV-infected  mesothelioma  cells  might  have  been  rather 

induced by the phagocytosis  of  infected  MPM cells,  than by a  direct  infection  of  the DCs. 

However, we can not exclude the possibility of a direct infection of a fraction of the DCs present 

in the co-culture, depending on their activation status.
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DCs loaded with MV-infected M13 cells cross-prime MSLN-specific CD8 T-cells.

Our  data  strongly  support  an  increased  immunogenicity  of  MV-infected  M13 tumoral  cells, 

allowing  spontaneous  maturation  of  DCs.  Consequently,  DCs  produce  a  cocktail  of  pro-

inflammatory cytokines with related activities on the CD8 T-cell response. Therefore, we tested 

whether these different DC preparations differ in their abilities to stimulate CD8 T-cells specific 

for  MPM-associated  tumor  antigen,  such  as  Mesothelin  (MSLN).  To  assess  this  question, 

tetramers immunostaining specific for two previously described MSLN-derived CD8 epitopes, 

namely MSLN531-539 (for HLA-A2 VLP9) and MSLN541-550 (for HLA-A2 KLL10), were 

performed (Fig5A). Purified CD8 T-lymphocytes were sensitized for one-week with autologous 

DCs unloaded or loaded with apoptotic material (UV-M13 or MV-M13 cells), but without any 

additional maturation agents.

Among the CD8-positive gated population, we observed a significant proliferation of MSLN-

specific T-cells (0.63% for HLA-A2 VLP9 and 0.76% for HLA-A2 KLL10) only in the co-

culture of DCs loaded with apoptotic  MV-infected mesothelioma M13 cells  (Fig5B).  These 

tetramer  positive-staining values  are  of  real  interest  in  comparison with a  low frequency of 

precursors specific for a self-tumor antigen such as MSLN (<0.1%, data not shown). Further, the 

possibility of a cross-reaction with epitopes processed from viral antigens may be ruled out, as 

T-cells stimulated by DCs infected with MV Schwarz strain did not lead to a positive signal of 

tetramers immunostaining (data not shown). However, the functional activity of tumor-specific 

CD8 T-lymphocytes  still  remains  to  be determined  to confirm their  effective  implication  in 

virotherapy-mediated cancer regression. Finally, our results also suggest that phagocytosed MV-

infected apoptotic M13 cells are a possible source of tumor-associated antigens (TAA) for a 

potent cross-priming of specific CD8 T-cells.  We also confirm a cross-presentable status for 

MSLN  antigen  (24),  giving  additional  argues  for  its  use  in  immunotherapy  protocols  (21). 

Altogether our results demonstrate that measles virotherapy is able to elicit an autologous anti-

tumor immune response,  thus strengthening the immuno-adjuvant properties  of the oncolytic 

viruses.
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DISCUSSION

Pleural Mesothelioma is an aggressive tumor rarely suitable for radical surgical resection, and 

highly resistant to current therapeutic approaches such as chemotherapy and radiotherapy (1, 2). 

An alternative therapeutic option could be the use of viruses as anticancer agents. Indeed, during 

the  past  decade,  there  has  been  an  increasing  interest  in  oncovirotherapy,  i.e.  the  use  of 

replicating viruses  for  cancer  treatment  (3).  Some intrinsic  features  of  pleural  mesothelioma 

make it a suitable candidate for virotherapy, such as its accessibility and its localized nature, 

associated with a relative lack of distant metastasis. MPM tumors spread early and aggressively 

in  the  serosal  cavity,  but  rarely  metastasize  at  distant  sites  through  lymphatic  or  systemic 

circulation (1).  Moreover,  the  pleural  cavity  is  a  confined compartment  that  could  allow an 

efficient interaction between cancer cells and a viral therapeutic agent, and therefore constitutes 

an ideal  target  for the local  administration of high virus concentrations (35,  36).  This intra-

pleural administration pathway could also be a solution to limit virus inactivation by circulating 

MV neutralizing antibodies (4). Indeed, the feasibility of a virotherapy approach for this cancer 

has already been demonstrated by the successful use of other oncolytic viruses, such as HSV 

(36) and Adenovirus (35) strains. Thus, oncovirotherapy might be an interesting opportunity for 

an efficient improvement in mesothelioma cancer treatment.

Although  numerous  studies  have  already  established  the  potential  efficiency  of  MV-based 

virotherapy for several cancers (3, 4), there is still no available information on the anti-neoplastic 

activity of the MV vaccine on mesothelioma cancer. Our study demonstrated that MV Schwarz 

strain efficiently kills a significant fraction of tumoral cells, as we observed an important CPE on 

most MPM cell lines at 72-96 hours post-infection. The susceptibility of MPM cells to measles 

infection  could  be  related  to  the  natural  tropism  of  MV  for  epithelial  cells  of  the  upper 

respiratory tract (6). As 70 to 80% of MPM cases belong to the epithelioid subtype (1), measles 

virotherapy could be particularly relevant in the treatment of this cancer. Moreover, we observed 

that MV Schwarz vaccine exerts a potent lytic activity on tumoral MPM cells, but only minimal 

cytopathic damage to non-transformed Met5A cells. As well, the large multinucleated syncytia 

and  cytotoxic  killing  observed  in  the  tumoral  cell  cultures  infected  with  the  live-attenuated 

Edmonston MV strain were never seen in normal mesothelial cell primary cultures, established 

from peritoneal dialysis  of cancer-free patients (12). As tissue culture-adapted strains of MV 

display attenuated pathogenicity for healthy tissue and are simultaneously more lytic  against 
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tumoral  tissue,  some question  arises  concerning  the  potential  mechanism(s)  involved in  this 

selective activity (8). Although MV wild-type strains preferentially use the signaling lymphocyte 

activation molecule (CDw150) as their cellular receptor (37), Edmonston-derived MV vaccine 

strains have evolved to also infect target cells via the membrane complement cofactor protein 

(CD46) (38). Because of its role as a membrane regulatory protein of the complement activity, 

CD46  is  frequently  overexpressed  by  tumoral  cell  lines  compared  to  their  normal  tissue 

counterparts  (27).  This  may  represent  an  immune  escape  mechanism  for  cancer  cells  to 

overcome complement lytic activity (39). Hence, this cell mutation acquired during neoplastic 

transformation is in favor of tumor development, while paradoxically rendering the tumor more 

susceptible  to  infection  and lysis  by MV vaccine  strains.  As  previously described  for  other 

cancers (8), we observed a significant up-regulation of CD46 expression by mesothelioma cancer 

cells in comparison with non-transformed mesothelial cells. We also noted a correlation between 

the expression level of CD46 receptor and MV infection yield,  thus providing a mechanistic 

basis for the increased susceptibility of MPM to MV oncolytic activity.

Although in vitro models have clearly demonstrated that replication-competent oncolytic viruses 

efficiently spread and kill  tumoral  cell  cultures,  in vivo studies indicated that  many physical 

barriers  (circulating  complement  and  neutralizing  antibodies,  architecture  of  the  tumoral 

environment) could severely hamper the virus from reaching to the tumor site (4) and restrict 

viral  replication  to  delimited  peripheral  areas  within  the  tumoral  mass  (9,  10,  40).  These 

observations strongly suggest that anti-tumoral properties of oncolytic viruses probably involve 

more than just tumor cell killing. Currently, there is increasing evidence that additional immune 

mechanisms  may  be  implicated  in  virotherapy-mediated  therapeutic  effect.  Indeed,  several 

experimental  studies have shown that Neutrophils and CD8 T-cells contribute to HSV- (41), 

VSV-  (13,  14),  and  MV-  (18) related  virotherapy  efficiency.  This  new approach  of  cancer 

immunotherapy, based on in vivo infection of tumors, raises the possibility to eliminate tumoral 

cells because they are recognized as infected rather than malignant (42). This could lead to the 

lysis of at least a limited set of infected tumor cells, thus providing an inflammatory state within 

the tumoral environment in favor of the induction of an efficient immune response (13). Indeed, 

this  infectious  site  might  release  numerous  pro-inflammatory  factors  that  could  lead  to  the 

recruitment of innate immune effectors (such as Neutrophils and NK-cells) and to the loading 

and activation of antigen-presenting cells (such as macrophages and dendritic cells). This would 
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provide  an  immunogenic  presentation  context  of  released  tumor-associated  cargo  for  the 

activation  of  an  efficient  tumor-specific  CTL response  (42).  As  previously  described  in  the 

melanoma model, tumoral cell death promoted by oncolytic virus infection, with MVA poxvirus 

(43) or H-1 parvovirus (44), was previously related to an increased capacity for tumor-specific 

CD8 T-cell priming. We also demonstrated that DCs loaded with apoptotic MV-infected human 

mesothelioma cells stimulate a significant proliferation of MSLN-specific CD8 effector T-cells. 

This important result strongly supports the hypothesis on the participation of virus-induced anti-

tumor immunity in therapeutic efficiency of MV-based oncolytic treatment (18).

While previous studies  demonstrated a  potential  adjuvant  activity  of oncolytic  virus  in  CTL 

response induction (43, 44), they did not describe spontaneous DC maturation such as we readily 

observed  in  this  study.  To  our  knowledge,  these  experimental  data  represent  the  first  case 

wherein virus-induced death of human tumor cells induces spontaneous DCs maturation, without 

any additional adjuvant maturation stimuli (such as cytokine cocktails). Thus, our experimental 

results raise an interesting point about the mechanism(s) potentially implicated in a significantly 

increased  immunogenicity  of  apoptotic  measles-infected  tumoral  cells.  Until  now,  apoptotic 

dying cells were thought to be weakly immunogenic, thereby modulating the immune response 

toward tolerance rather than immunity (34). However, several reports have already demonstrated 

the possibility of overriding the inhibitory effects of apoptotic cells ingestion on DC maturation 

by triggering apoptosis in presence of inflammatory ‘danger signals’, such as those produced by 

viral infection. The increased immunogenicity of infected tumoral cells may thus rely on innate 

immune stimuli, such as HSP70 (32, 33, 45) or dsRNA (28, 29, 31), produced by virally infected 

cells. Indeed, we readily observed that measles infection of M13 mesothelioma cells induces 

both HSP70 and dsRNA production peaking at 72 hours post-infection, a time delay necessary to 

detect a relevant DC spontaneous maturation (data not shown). As previously described by our 

group,  DCs loaded with apoptotic  HSP70-expressing M13 cells  and activated  by exogenous 

maturation agents are potent in vitro inducers of mesothelioma-specific CTLs (23). Interestingly, 

recent studies indicated a relevant adjuvant effect of cellular-associated dsRNA for tumor cells 

loaded with PolyI:C (46,  47) and for virally SFV-infected Vero cells  (48).  So,  although not 

directly correlated by our results, we hypothesize that apoptotic mesothelioma cells loaded with 

viral dsRNA produced by MV infection might be a strong immunogenic signal, leading to the 

spontaneous maturation of monocyte-derived DCs, and the subsequent activation of a relevant 
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MSLN-specific  CD8 T-cell  response.  Hence,  our  results  suggest  that  MV-based virotherapy 

therapeutic efficiency may not only rely on viral oncolytic activity, but also on virus immuno-

adjuvant properties, which may lead to priming of an efficient anti-tumor immune response.

This work raises a controversial question about the relative contribution of cross-priming and 

direct-priming  in  the  activation  of  the  host  immune  response.  One  of  the  major  human 

immunosuppressive  viral  diseases  is  related to measles  infection (6).  Indeed,  MV induces a 

transient  but  profound  systemic  immunosuppression  that  is  associated  with  an  increased 

susceptibility to opportunistic secondary infections. However, at the same time, MV infection 

also  stimulates  a  specific  anti-viral  immune  response  that  provides  an  efficient  life-long 

protective  immunity  in  infected  individuals.  Although  not  clearly  understood,  this 

immunological paradox is believed to be determined by early interactions of the virus with DCs 

(49). Indeed, all DCs sources tested were shown to be productively infected with MV (50, 51, 

52). Both wild-type MV strains and Edmonston-derived vaccines induce the maturation of DCs, 

albeit with different kinetics (50). Activation of DCs was observed within 24h following wild-

type  infection,  but  only  48h-72h after  Edmonston infection.  In  our  study,  we observed  that 

monocyte-derived  DCs  are  infected  by  the  MV  Schwarz  strain  with  a  lower  yield  than 

mesothelioma tumor cells. The direct contact of DCs with the MV Schwarz vaccine leads to the 

up-regulation of the major maturation markers 2 to 3 days post-infection (data not shown). So, 

we thought that the evolution of the DC phenotype observed only after 24h of co-culture might 

rather  be induced by the  phagocytosis  of  MV-infected  mesothelioma  cells,  than  by a  direct 

infection of DCs.

In measles pathogenesis, DCs are believed to be a reservoir for MV spread into the draining 

lymph nodes during DC-T cell crosstalk (49). Several in vitro studies already demonstrated that 

the interaction of MV-infected DCs with T-cells not only induces syncytia formation, where MV 

undergoes  massive  replication,  but  also  leads  to  an  impairment  of  DC and T-cell  functions 

(51,52). Indeed, MV-infected DCs are not able to stimulate the proliferation of naive T-cells 

(52), and they also exhibit a cytotoxic activity on activated T-cells (51). Since direct infection of 

DCs  strongly  altered  their  ability  to  stimulate  effector  T-lymphocytes,  the  proliferation  of 

MSLN-specific CD8 T-cell precursors detected in the co-culture might rather be induced by DCs 

loaded with MV-infected tumor cells. So, the immunological mechanisms underlying measles-
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induced immune suppression appear to be at least partially mediated through a direct targeting of 

DCs. In these conditions, it remains to be understood how DCs could stimulate MV-specific 

CD8 T-cells  to  elicit  an efficient  life-long protection  to MV (49).  Several  pathways for  the 

presentation of viral antigens to CD8 T-cells by DCs have been identified (direct-priming vs 

cross-priming). Cross-presentation of viral antigens by DC, by the uptake of virus-infected cells 

(48) or viral immune complexes (53), can serve as a means by which the host immune system 

can circumvent viral interference. Cross-priming may be dedicated to viruses that do not have 

natural tropism for DCs or viruses such as MV that may exert immunosuppressive activities on 

infected DCs (48). Since a viral-specific immune response might be rather induced through the 

cross-presentation pathway (53), we hypothesize that the reactivation of an anti-tumoral immune 

response by measles virotherapy could also use this indirect pathway.

Today, it seems likely that no conventional treatment modality will be effective enough by itself 

for  an  efficient  MPM  management  (2).  So,  immunotherapy  could  be  used  as  an  adjuvant 

protocol  in  order  to  optimize  the  efficiency  of  current  mesothelioma  treatments,  such  as 

chemotherapy with  pemetrexed-cisplatin  drugs  (54),  or  in  the  future pathogen-based therapy 

with bacterial immunotoxin (SS1P) (55) or oncolytic viruses (such as AdV, HSV or MV) (4). 

We believe that the results obtained from our study can help to design a new kind of therapeutic 

pathway, based on a synergistic association between viro- and immuno- therapy.
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Figure 1: Mesothelioma susceptibility to MV infection and oncolytic activity. A- Selective oncolytic activity of 

MV vaccine strain. A panel of human epithelioid mesothelioma cell lines (M11, M13, M47, M56 & M61) and a 

mesothelial (Met5A) cells line were infected with MV Schwarz strain (MOI=1.0) and microscopic observations of 

morphological modifications of MV-infected cultures were performed 72 hours later.  B&C- MV Schwarz strain 

preferentially infects transformed tumoral cells. Equal numbers of M13 and Met5A cells were cultured separately 

(B) or co-cultured (C) overnight allowing cellular adherence, and infection was carried out at an MOI of 1.0 with 

eGFP-recombinant MV strain. In separate cultures, analysis of eGFP expression was performed at different times 

post-infection (24, 48 and 72 hours) by flow cytometry (B).  In the co-culture model, the same experiment was 

conducted along with HLA-A2 staining (BB7.2 Ab, kindly provided by Jotereau F. U601, Nantes), as HLA allele 

differential expression allowed a distinction between the two cell lines. The histogram shows % eGFP-positive cells 

for Met5A (white bar) and M13 (black bar) cells from co-culture (C). For B & C panels,  means p<0.05. ✽ D- Up-

regulated surface expression of CD46 receptors for tumoral cells in comparison with their normal cell counterparts. 

Cells were stained with FITC-conjugated CD46-specific Abs (grey histogram) or related isotype Ig control (white 

histogram). Numbers indicates the mean fluorescence index. The left histogram shows the mean values of CD46 

expression level obtained for mesothelial (white bar) and mesothelioma (black bar) cell lines (  means p<0.05). The✽  

right histogram shows a correlation between CD46 expression level (grey bar) and MV infection yield 48 hours 

post-infection (black bar), obtained for mesothelial (Met5A) and mesothelioma (M13, M56, and M31) cell lines. 
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Figure 2: Immunogenicity of MV-infected M13 cells.  Mesothelioma M13 cells were left untreated or 

co-cultured with Schwarz MV (MOI=1.0). Total cellular RNA was extracted from cell pellets, and the 

expression of Mda5, TLR3, RIG-I, PKR and IFNβ were assessed by RT-PCR. Gene-specific primers sets 

used  in  RT-PCR experiments  are  listed  in  (A).  PCR products  were  visualized  by ethidium bromide 

staining after  electrophoresis  through a 2% agarose gel  (B).  C- HSP expression by M13 cells.  Flow 

cytometric  kinetic  assays  of  HSP70  and  Gp96  expression  before  (grey  histogram)  and  after  (black 

histogram)  viral  infection  (MOI=1.0).  Cells  were  collected  at  the  indicated  time  points  by  a  brief 

trypsinization and washed in PBS. Intracellular staining was performed by indirect staining with anti-

HSP70 and anti-Gp96 primary Abs followed by incubation with Alexa488-conjugated secondary Abs. 

For B & C panels, data shown are representative of two independent experiments. 
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Figure 3:  Phagocytosis  Yield of  apoptotic  MV-infected M13 cells  by DCs. Phagocytosis  yield  of 

apoptotic MV-infected M13 cells by DCs. A&B- Flow cytometry kinetic analysis of M13 tumoral cells 

apoptosis  triggered by UV-exposure (5kJ/cm2) or MV-infection (MOI=1.0).  Mesothelioma M13 cells 

were grown on 24-well plates to obtain confluent cultures. From days 0-4 after MV- or UV- treatment, 

both adherent and non-adherent tumoral cells were collected for cell death quantification with a FITC-

conjugated Ann-V BD reagent. One representative experiment of three with similar results is shown (A). 

Histogram shows mean values of AnnV-positive cells % for each apoptosis condition tested (B).  means✽  

p<0.05. C&D- UV- or MV- treated M13 tumor cells were labeled with PKH-26 and co-cultured with J5 

immature DCs for 24 hours (ratio 2:1). Harvested DCs were subsequently stained with FITC-conjugated 

anti  HLA-DR  Abs  and  analyzed  by  flow  cytometry.  The  number  of  double-positive  DCs  (PKH-

26+/FITC+),  that  is  the  % of  PKH-26 positive  DCs  gated  on  basis  of  HLA-DR expression  (FITC-

conjugated  Abs,  clone  B8.12.2,  Immunotech),  indicates  phagocytosis  efficiency.  One  representative 

experiment of three with similar results is shown (C). The histogram shows the mean values of uptake 

yield for each loading condition tested (D). Statistical analysis compared values with those obtained for 

DC mock (  means p<0.05). ✽
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Figure  4:  Co-culture  with MV-infected  M13 cells  induced spontaneous DCs maturation.  A&B- 

Immature DCs and apoptotic M13 tumoral cells were cultured in the indicated combinations (ratio 2/1) 

for 18 hours.  As a positive maturation control, DCs were incubated with a combination of the TLR3 

ligand Poly(I:C) (Sigma; 50 µg/ml) and IFNα (AbCysSA; 500U/ml). DCs were also directly infected with 

MV Schwarz strain (MOI=1.0). DCs were next harvested and stained with a PE-conjugated Abs panel 

specific for the indicated cell surface molecules  (A-HLA and B-Co-stimulation markers).  Viable DCs 

were gated according to their morphology characteristics and on the basis of TOPRO-3 positive staining 

exclusion.  C- DCs cytokine  secretion pattern was investigated on 24 hours supernatant  co-culture by 

CBA (for Il-6, Il-1β, TNFα, Il-12 & Il-10) and ELISA (for IFNα) assays.  For A, B & C panels,  the 

histograms  show mean  values  obtained  from  five  independent  donors.  Statistical  analysis  compared 

values with those obtained for DC mock (  means p<0.05). ✽
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Figure 5: Infection and Replication properties of MV Schwarz vaccine. A&B- Infection was carried 

out at an MOI of 1.0 with eGFP-recombinant MV strain in mesothelioma cells (M13) and in immature 

monocyte-derived DC (DCi). MV infection yield was quantified by a flow cytometry analysis of eGFP 

expression at  different  times post-infection (A).  Replication rate  was evaluated  by the production of 

infectious  viral  particules  in  the  supernatant  and  pellet  of  MV-infected  cells  (B).  MV  titers  were 

determined on Vero cells, as previously described (20, 22). C- The histogram shows the mean values of 

CD46  expression  level  obtained  for  mesothelioma  cells  (M13)  and  immature  monocyte-derived  DC 

(DCi).  Cells  were stained with FITC-conjugated CD46-specific Abs (black bar)  or  related isotype  Ig 

control (white bar).  Statistical analyses  compared CD46 expression level between mesothelioma cells 

(M13) and immature monocyte-derived DC (DCi) (  means p<0.05). ✽
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Figure  6:  DCs  loaded  with  MV-infected  M13  cells  stimulate  MSLN-specific  CD8  T-cells 

proliferation. A- Table 2 shows candidate HLA-A0201 restricted human MSLN-derived CTL epitopes. 

Target  peptides  MSLN531-539  and  MSLN541-550  were  initially  identified  by  scanning  the  MSLN 

amino-acid sequence (NP 005814) for matches to consensus motifs for HLA-A0201 binding, using two 

computer algorithms BIMAS and SYFPEITHI. The positions, sequences, and MHC binding scores of 

selected peptides were determined. B- Number of MSLN-specific CD8 T-cells, derived from one-week 

sensitization  co-culture  with  unpulsed,  UV-M13,  or  MV-M13  pulsed  DCs,  were  analyzed  by  flow 

cytometry. The histogram indicates the percentage of PE-tetramer positive cells among T-cells gated on 

basis  of  human  CD8α  expression  (PECy5-conjugated  Abs,  clone  RPA-T8,  BD  Biosciences).  One 

example of two independent donors with similar results is shown. 
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III.  Isolement  de  clones  de  lymphocytes  T  CD8  dirigés 
contre des épitopes de MUC-1 et de MSLN

INTRODUCTION :

Les  protéines  MUC-1  et  MSLN  étant  exprimées  par  les  cellules  du  MPM,  il  nous  a  paru 

intéressant d'isoler des clones de lymphocytes T CD8 spécifiques d'épitopes de MUC-1 et de la 

MSLN, afin d'étudier la réponse dirigée contre ces antigènes. Pour ce faire, nous avons employé 

une technique qui consiste à stimuler plusieurs fois des lymphocytes T avec des MoDC matures 

autologues  (du  même  donneur)  chargées  avec  un  peptide  (Fonteneau  et  al.,  2001).  Les 

lymphocytes T spécifiques du peptide sont ensuite détectés par un marquage intracellulaire IFNγ 

puis clonés par la technique de la dilution limite.

Plusieurs épitopes ont été décrits pour chacun de ces deux antigènes et ceux sur lesquels nous 

avons basé notre travail sont indiqués dans le tableau 10. Notre choix s'est porté sur ces épitopes 

pour plusieurs raisons :

– D'après les prédictions (SYFPEITHI, http://www.syfpeithi.de/) (Rammensee et  al.,  1999), 

ces épitopes présentent une forte affinité pour les molécules HLA-A0201 (tableau 10).

– Des cellules spécifiques des épitopes de MUC-1 ont déjà démontré une activité cytotoxique 

in vitro (Brossart et al., 1999) et l'épitope de la MSLN a déjà été présenté dans un contexte 

de CP (Thomas et al., 2004).

Antigène Séquence épitope Position Restriction Score SYFPEITHI Références

MUC-1
LLLLTVLTV 12-20 HLA-A*0201 31

STAPPVHNV 950-958 HLA-A*0201 26

(Brossart et al., 

1999)

MSLN VLPLTVAEV 530-538 HLA-A*0201 29
(Thomas et al., 

2004)

Tableau 10: Informations concernant les épitopes de MUC-1 et de la MSLN étudiés.
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MATÉRIELS ET MÉTHODES

Milieux de culture

Le milieu de culture RPMI 1640 (Cambrex, Verviers, Belgique) a été supplémenté avec 100 

U/mL de pénicilline, 100 µg/mL de streptomycine (Sigma Aldrich, St Louis, MO), 2mM de L-

Glutamine (Life Technologies, Cergy Pontoise, France) et 8% de sérum humain (EFS de Nantes) 

ou 8% de sérum de veau fétal (SVF) (Eurobio, Les Ulis, France).

Anticorps et marquages membranaires (cytométrie en flux)

Les anticorps monoclonaux couplés PE dirigés contre les molécules CD3 (clone UCHT1), CD14 

(clone RMO52),  CD80 (clone MAB104),  CD83 (clone HB15a),  CD86 (clone HA.5.2B7)  et 

HLA-ABC (clone B9.12.1) ont été fournis par Immunotech (Villepinte, France); ceux dirigés 

contre les molécules CD4 (clone RPA-T4), CD8 (clone RPA-T8), IFNγ (clone 4S.B3) et MUC-1 

(clone  HMPV)  par  BD Biosciences  Pharmingen  (Franklin  Lakes,  NJ).  Des  isotypes  ont  été 

utilisés comme contrôles.

Les cellules ont été rincées et ensemencées dans des plaques 96-puits à fond conique dans du 

PBS + BSA 1%. Les cellules ont été incubées avec les anticorps (dilution de 1/50) pendant 20 

minutes, à 4°C, à l'abri de la lumière et sous agitation avant d'être analysées sur un FACScalibur 

(BD Biosciences Pharmingen). Les figures présentées dans la partie résultats ont été réalisées 

avec le logiciel WinMDI 2.9 (logiciel libre).

Lignées cellulaires

Les  lignées  WEHI 164 clone 13 (W13),  T2 et  LAZ ont  été  fournies  par  le  Pr.  F.  Jotereau 

(INSERM U601,  Nantes).  La  lignée  MCF-7,  restreinte  HLA-A*0201,  provient  de  l'ECACC 

(European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK). La lignée OVCAR-3 (HLA-A*0201) a 

été donnée par le Dr. C. Saï (INSERM U601, Nantes). La lignée ADK3 (HLA non-A2) a été 

établie dans notre équipe à partir du liquide pleural d'un patient atteint d'une métastase d'un ADK 

peu différencié. Toutes ces lignées ont été maintenues en culture dans du milieu contenant du 

SVF.

Isolement des cellules

Les cellules ont été isolées à partir de résidus d'anneaux de cytaphérèse provenant de donneurs 

sains d'haplotype HLA-A*0201 (EFS de Nantes). Les PBMCs ont été isolés par centrifugation 
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sur gradient de Ficoll (Amersham Biosciences, Uppsala, Suède) puis rincés deux fois avec du 

RPMI  1640  (10  minutes  à  2000  rpm  puis  10  minutes  à  1000  rpm).  Les  lymphocytes  et 

monocytes ont été séparés par élutriation (centrifugation à contre-courant) par l'utilisation d'une 

centrifugeuse Beckman Avanti J20 équipée d'un rotor JE5.0 et d'une chambre d'élutriation de 5 

mL. La vitesse de centrifugation était fixée à 2500 rpm tandis que le débit du contre-courant a 

été augmenté (12, 15, 20, 24 et 30 mL / minute) pour séparer les différentes populations. Sept 

fractions de 150 mL ont été récupérées. L'analyse morphologique (taille / structure) des cellules 

de chaque fraction a été effectuée par cytométrie  en flux. Les fractions contenant le plus de 

monocytes et de lymphocytes ont été conservées. Les lymphocytes ont été congelés dans du SVF 

+ 10% DMSO à raison de 50.106 cellules/mL et conservés jusqu'à la première stimulation. Les 

monocytes ont servi à produire des DC.

Génération et maturation des DC

Les  monocytes  ont  été  ensemencés  dans  des  plaques  12  puits  (2  mL  par  puits)  à  une 

concentration de 2.106 cellules par mL dans du milieu RPMI 1640 contenant du SVF, du GM-

CSF (500 UI/mL) et de l’IL-4 (40 ng/mL). Après 6 jours de culture, les DC immatures ont été 

récupérées et reprises après centrifugation (1200 rpm pendant 10 minutes) dans du milieu frais, 

toujours en présence de GM-CSF et d’IL-4, à une concentration de 106 cellules par mL. Ces DC 

ont  été  réensemencées  dans  des  plaques  24-puits  coatées  avec  du  poly(2-

hydroxyethylmetacrylate) (Sigma) afin de prévenir leur adhésion au plastique. La maturation, 

induite par 24h de traitement avec 20 ng/mL de TNFα et 50 mg/mL de poly I:C (Sigma) (Spisek 

et al., 2001), a été contrôlée par l’analyse par cytométrie en flux de l’expression des marqueurs 

suivants: CD80, CD83, CD86, HLA-ABC et CD14.

Tri des lymphocytes T CD8

Les lymphocytes ont été décongelés le jour de la première stimulation. Les lymphocytes T CD8 

ont été triés grâce à un kit de sélection négative (CD8+ T Cells Isolation Kit II, Miltenyi Biotec). 

Ce kit contient des anticorps biotinylés dirigés contre les molécules CD4, CD14, CD16, CD19, 

CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ, et CD235a (Glycophorin A). Des billes magnétiques couplées à 

un anti-biotine sont ensuite utilisées pour séparer sur colonne les cellules marquées (fraction 

positive) des cellules non marquées (fraction négative contenant les lymphocytes T CD8). La 

pureté des cellules obtenues a été contrôlée par cytométrie (marquages CD3, CD4 et CD8).
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Peptides

Les peptides MUC-1(12-20) (LLLVV), MUC-1(950-958) (STAPPVHNV) et MSLN(530-538) (VLPVAEV) 

ont été fournis par Epytop (Nîmes, France). Les peptides lyophilisés ont été resuspendus dans du 

DMSO, à une concentration de 10 mg/mL et stockés à -20°C.

Stimulation de lymphocytes T CD8 spécifiques des peptides MUC-1 et MSLN

Les DC matures ont été chargées 2h à 37°C avec 10 µg/mL de peptides synthétiques dérivés de 

MUC-1 ou de la MSLN puis rincées deux fois. Ces DC chargées ont alors été cultivées avec les 

CD8 autologues à un ratio de 1/10, en plaques 96-puits à fonds ronds ou 24-puits, dans du RPMI 

1640 contenant du sérum humain ainsi que de l'IL-6 (5 ng/mL) et de l’IL-12 (5 ng/mL) au cours 

de  la  première  stimulation,  puis  de  l'IL-2  (10  U/mL)  et  de  l’IL-7  (5  ng/mL)  pour  les  2 

stimulations suivantes  (Fonteneau et al., 2001). Les stimulations ont été réalisées à dix jours 

d’intervalle. Le milieu a été renouvelé de moitié tous les 3 jours au minimum.

Détection des lymphocytes T CD8 spécifiques des peptides par marquage intracellulaire de 

l'IFNγ

A l'issue de la troisième stimulation, des aliquots delymphocytes T CD8 de chaque puits ont été 

co-cultivés avec la lignée T2 chargées ou non en peptide, à un ratio effecteurs / cibles de 1 : 2, en 

présence brefeldine A à 10 µg/mL. Après une incubation de 6h à 37°C, les cellules ont été 

marquées avec l'anti-CD8 (dilution 1/50 dans du PBS, 20 minutes à 4°C, sous agitation), rincées 

deux fois,  fixées pendant 10 minutes à température ambiante dans du PBS contenant 4% de 

paraformaldéhyde puis rincées à nouveau deux fois. Le marquage intracellulaire de l'IFNγ a été 

réalisé en incubant les cellules avec l'anti-IFNγ dilué à 1/40 dans du PBS contenant 0,1% de 

BSA  et  0,1%  de  saponine  pendant  20  minutes,  à  4°C,  sous  agitation.  Le  pourcentage  de 

lymphocytes  T  CD8  spécifiques  a  été  calculé  en  soustrayant  le  pourcentage  de  cellules 

productrices d'IFNγ en réponse aux T2 non chargées du pourcentage de cellules productrices 

d'IFNγ en réponses aux T2 chargées.

Détection des lymphocytes T CD8 spécifiques des peptides par mesure du TNFα libéré

Nous nous sommes inspirés d'une technique basée sur le fait que le TNF est cytotoxique pour les 

cellules  W13.  Une  co-culture  des  lymphocytes  T  CD8  en  présence  de  la  lignée  T2  (TAP 

déficiente) chargée ou non en peptide a été réalisée à un ratio effecteurs / cibles de 1 : 2 dans des 
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plaques 96-puits à fonds ronds. Après 12h, 50 µL de surnageant de chaque puits ont été versés 

dans une nouvelle plaque 96-puits à fonds plats contenant 15.104 cellules W13 dans 50 µL de 

RPMI  supplémenté  en  SVF  et  contenant  40  mM  de  chlorure  de  Lithium  et  2  mg/mL 

d'actinomycine D (Sigma). Après une incubation sur la nuit (20h environ) à 37°C, le pourcentage 

de cellules mortes a été évalué par un dosage colorimétrique basé sur la capacité des cellules 

vivantes  à  produire  un  dérivé  coloré.  50  µL  de  MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-23-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide)) dilué à une concentration de 2,5 mg/mL dans du PBS ont été 

ajoutés dans chaque puits. Après 3 h d'incubation à 37°C, les cristaux bleu foncé de formazan ont 

été dissous par ajout de 100 µL de solution de lyse. Cette solution a été préparée en mélangeant 1 

volume de N,N-dimethylformamide (Sigma) avec 2 volumes de 30% SDS (dilué dans de l'eau). 

Le pH de cette solution a été ajusté à 4,7 en ajoutant 2,5% d'acide acétique et 2,5% d'acide 

chlorhydrique à 0,1 M. La lecture des plaques a été effectuée au bout de 4h d'incubation (à 

température ambiante et à l'abri de la lumière) au minimum à une longueur d'onde de 570 nm. La 

concentration en TNF (exprimée en pg/mL) des surnageants a été estimée en comparant les 

mesures de densité optique (D0) obtenues sur une gamme de concentrations connues en TNF 

réalisée parallèlement  en triplicate (200 pg/mL pour la concentration maximum, 11 dilutions 

successives au ½). Les puits ont été considérés positifs lorsque la différence entre lymphocytes T 

CD8 cultivés en présence de T2 chargées et lymphocytes T CD8 cultivés en présence de T2 non 

chargées était supérieure à 30 pg/mL.

Clonage des lymphocytes T CD8 

Les cellules provenant des cultures polyclonales contenant des lymphocytes T CD8 spécifiques 

des peptides ont été clonées par la technique de la dilution limite. Des plaques 96-puits à fond 

rond ont été ensemencées avec un mélange de 106 PBMCs et de 105 cellules LAZ (par plaque), 

irradiés  à  35  et  70  gray  respectivement,  dans  du  RPMI  supplémenté  en  sérum  humain, 

phytohemagglutinin-L  à  1  µg/mL  (Sigma)  et  IL-2  à  150  U/mL.  Les  cellules  T  ont  été 

ensemencés dans ces plaques à une concentration de 10, 1 et 0,3 /puits. Pour le clonage MUC-

1(12-20): ½ , 1 et 3 plaques ont été ensemencées respectivement. Pour les clonages MUC-1(950-958) et 

MSLN(530-538), le clonage a été effectué en deux temps : une première étape où une vingtaine de 

plaques ont été ensemencées à 1 cellule/puits. Un test de détection de sécrétion de TNFα a été 

réalisé sur les puits dans lesquels les lymphocytes ont proliféré. Un marquage intracytoplasmique 

IFNγ a ensuite été réalisé afin de confirmer les puits positifs. Une nouvelle étape de clonage par 
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dilution limite a été réalisée en ensemençant des plaques à 10, 1 et 0,3 cellules/puits (1, 1 et 10 

plaques respectivement). Le milieu, contenant de l'IL-2 mais pas de phytohemagglutinin-L, a été 

renouvelé tous les trois jours

Analyse de l'expression des Vβ par les clones

L'expression des TCR Vβ par les clones 8 (MUC-1(12-20)) et K7.2 (MUC-1(950-958)) a été étudiée par 

marquage  indirect  en  cytométrie  en  utilisant  21  anticorps  monoclonaux  non couplés  dirigés 

contre : Vβ2, Vβ3, Vβ4, Vβ5.1, Vβ5.2, Vβ5.3, Vβ7, Vβ8, Vβ9, Vβ11, Vβ13.1, Vβ13.2, Vβ13.6, 

Vβ14, Vβ16, Vβ17, Vβ18, Vβ20, Vβ21.3, Vβ22, Vβ23 (M. Bonneville, INSERM U601, Nantes) 

puis un anticorps secondaire anti-IgG1 de souris couplé FITC (Sigma).

Test des clones sur les cellules tumorales

La capacité des clones à s'activer en présence de cellules tumorales a été analysée par double 

marquage CD8/IFNγ sur ces clones co-cultivés avec les lignées MCF-7, OVCAR-3 et ADK3 

chargées ou non en peptides (ratio effecteurs / cibles de 1 /1). Le protocole utilisé est le même 

que celui décrit dans le paragraphe concernant le marquage IFNγ intracellulaire.

RÉSULTATS :

1. Génération et maturation des DC

La  technique  de  l'élutriation  (centrifugation  à  contre-courant)  permet  de  séparer  différentes 

populations cellulaires en fonction de leur taille. A l'issue de l'élutriation, 7 fractions ont été 

récupérées et  analysées sur leurs critères morphologiques (taille/structure)  afin de déterminer 

celles qui contenaient les populations de monocytes ou de lymphocytes les plus pures. L'analyse 

des cellules contenues dans les différentes fractions ainsi qu'un échantillon des PBMCs avant 

élutriation est représentée sur la figure  21 (page  135). La fraction 1 a été conservée car elle 

contenait 90% de lymphocytes et très peu de monocytes. Les fractions 4 et 5, avec 74 et 86 % de 

monocytes respectivement, ont été utilisées pour la production des DC.
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L'analyse de la population globale est représentée en haut à gauche. Au cours de l'élutriation, différentes  

fractions correspondant à des débits variables sont récupérées. Après analyse de la morphologie des  

cellules contenues dans les différentes fractions par cytométrie en flux, les fractions suivantes ont été  

utilisées pour la suite de l'expérience : 1 pour les lymphocytes (90% de la population représentée par des  

lymphocytes) et 4 et 5 (population monocytaire enrichie à 74 et 86% respectivement) pour la production  

de DC.

Les  monocytes  ont  été  différenciés  en  DC  immatures  pendant  6  jours  puis  maturées  sous 

l'influence du TNFα et du poly I:C  (Spisek et al., 2001). Un contrôle de la maturation a été 

réalisé par cytométrie en flux (figure 22, page 136).

135
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L'expression des marqueurs CD80, CD83, CD86, HLA-ABC et CD14 a été évaluée par cytométrie. Les  

DCi et les DCm sont marquées le 7ème jour de culture. Les DCi correspondent à des cellules cultivées en  

milieu contenant de l'IL-4 et du GM-CSF seulement alors que les DCm ont été en contact pendant 24h 

avec les agents de maturation suivants : TNFα et poly-I:C. Les contrôles isotypiques sont représentés par  

les  histogrammes  blancs,  les  marqueurs  de  maturation  par  les  histogrammes  gris.  Les  chiffres  

correspondent aux medianes de fluorescence. DCi: DC immatures, DCm: DC matures.

2. Purification des lymphocytes T CD8.

Les lymphocytes totaux ont été congelés suite à l'élutriation. Le jour de la stimulation de ces 

lymphocytes, les lymphocytes T CD8 ont été triés par l'utilisation d'un kit de sélection négative. 

La pureté de la population obtenue a été contrôlée par cytométrie en flux (figure 23, page 136).

La fraction négative a été marquée (anti-CD4 FITC, anti-CD3 PE et anti-CD8 PE-Cy5) et analysée par  

cytométrie. La majeure partie des lymphocytes T CD4 a été éliminée (très peu de cellules doublement  

marquées CD3 et CD4, à gauche) et 98% de la population est représentée par des lymphocytes T CD8 

(doublement marqués CD3 et CD8, à droite).
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Figure 22 : Contrôle de la maturation des DC.

Figure 23: Caractérisation des lymphocytes obtenus après tri sur colonne.
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3. Détection des lymphocytes T CD8 spécifiques des séquences peptidiques utilisées.

Les lymphocytes T CD8 ont été stimulés par des DCm chargées en peptides MUC-1(12-20), MUC-

1(950-958) ou MSLN(530-538) 3  fois  à  10  jours  d'intervalle.  Les  fréquences  des  lymphocytes  T 

spécifiques vis-à-vis des épitopes ont été testées par double marquage CD8/IFNγ et étaient de 

21%, 1% et 0,15% pour  MUC-1(12-20), MUC-1(950-958)  et MSLN(530-538) respectivement (figure  21, 

page 135).

Les  cellules  qui  avaient  été  stimulées  vis-à-vis  du  peptide  MUC-1(12-20) étaient  cultivées  en 

plaques 96 puits. Les puits contenant des lymphocytes T spécifiques du peptide ont d'abord été 

identifiés par le test du surnageant de co-culture CD8 / T2 chargées (résultats non montrés) puis 

les puits ont été confirmés par la technique du marquage de l'IFNγ en intracytoplasmique. 

Analyse de la sécrétion d’IFNγ par les cellules T CD8, après 3 sensibilisations, vis-à-vis des peptides  

MUC-1(12-20) , MUC-1(950-958) et MSLN(530-538) présentés par la lignée T2. La fréquence de lymphocytes T 

CD8 spécifiques est calculée en retirant le pourcentage de cellules doublement marquées dans le puits  

témoin ( co-cultivés avec T2 non chargées) au pourcentage de cellules doublement marquées du puits  

contenant les lymphocytes T et les T2 chargées. Cette fréquence est élevée dans le cas de l'épitope MUC-

1(12-20): 21%. mais plus faible pour les peptides MUC-1(950-958) et MSLN(530-538), (1,1 et 0,15%).
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Figure 24 : Détection des lymphocytes T CD8 spécifiques des peptides de MUC-1 et MSLN.
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4. Isolement des clones de lymphocytes T CD8 dirigés contre les épitopes de MUC-1

Après  l'ensemencement  des  lymphocytes  T CD8 par  dilution  limite,  les  puits  contenant  les 

cellules spécifiques des épitopes ont été détectés par la mesure du TNFα libéré (figure 25, page 

138).

Les puits présentant une différence élevée entre les T2 chargées et non chargées sont susceptibles de  

contenir des cellules T CD8 spécifiques vis-à-vis des peptides. Ici, le puits 2 de la plaque E et le puits 7  

de la plaque K sont positifs. Il s'agit de résultats obtenus lors du clonage de lymphocytes T CD8 dirigés  

contre l'épitope MUC-1 (950-958).

Pour  confirmer  que  les  puits  contenant  du  TNFα  contiennent  des  lymphocytes  T  CD8 

spécifiques du peptide testé, un double marquage CD8/IFNγ a été réalisé (figure 26, page 138).

Avec 94% de cellules doublement marquées CD8/IFNγ, c'est le puits K7 qui semble le plus intéressant.  

Le puits E2, avec seulement un peu plus de 7% de cellules doublement positives ne sera pas conservé  

pour la suite des expériences.
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Figure 25: Dosage du TNFalpha dans les surnageants de co-culture CD8 / T2.

Figure 26: Confirmation des puits par analyse de la sécrétion d'IFN gamma.
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Plusieurs puits se sont révélés être positifs pour MUC-1(12-20) (dont le puits 8) et MUC-1 (950-958) 

(dont le  puits K7.2). En ce qui concerne l'épitope MSLN(530-538), aucun des puits ensemencé n'a 

donné de signal positif et aucun clone dirigé contre cet épitope n'a pu être isolé au cours de ces 

expériences.

5. Vérification de la clonalité des lymphocytes T CD8 des puits 8 (MUC-1(12-20)) et  K7.2 

(MUC-1(950-958))

Afin de s'assurer que les cellules des puits 8 et K7 sont issus d'une même cellule, c'est à dire 

qu'ils sont bien monoclonaux, des marquages ont été réalisés sur la chaîne Vβ du TCR. Chaque 

puits  a  été  testé  avec  des  anticorps  spécifiques  de  différents  Vβ  (figure  27,  page  139).  Ce 

marquage a permis de montrer que les deux clones (8 et K7.2) sont bien monoclonaux, c'est à 

dire issus d'une seule cellule.

Les cellules des puits 8 et K7.2 ont été marqués par des anticorps monoclonaux dirigés contre différents  

Vβ. Les cellules du puits 8 expriment le Vβ13.1 et celles du puits K7.2 le Vβ9. Le marquage est homogène  

pour chacun des deux puits, ce qui signifie que les cellules isolées sont bien clonales.

6. Mise en évidence de l'expression de MUC-1 par les cellules tumorales

MUC-1 est un antigène exprimé par de nombreux types de tumeurs. La lignée MCF-7 ayant déjà 

été utilisée comme cible de lymphocytes activés contre les mêmes épitopes de MUC-1 que ceux 

que nous avons choisi  (Brossart et al.,  1999), elle a été utilisée comme contrôle positif  pour 

tester  notre  clone.  La  lignée OVCAR-3,  restreinte  HLA-A0201 (typage  réalisé  par  l'EFS de 

Nantes) et exprimant fortement MUC-1 a été utilisée également. Enfin, la lignée ADK-3, non-A2 

(marquage avec l'anticorps BB7.2 négatif) a été choisie comme contrôle négatif (figure  28 et 

tableau 11, page 140).

139

Figure 27: Marquage V beta des CD8.
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Le marquage MUC-1 a été réalisé à l'aide d'un anticorps capable de reconnaître la protéine  

MUC-1 (indépendemment de son état de glycosylation). Le marquage réalisé avec l'isotype est  

représenté en gris foncé, le marquage correspondant à l'anticorps anti-MUC-1 en noir.

Lignée Expression MUC-1 Restriction

MCF-7 ++ HLA-A0201

OVCAR-3 ++ HLA-A0201

ADK-3 ++ HLA-non A2

Tableau 11: Expression de MUC-1 et restriction HLA des 3 lignées d'adénocarcinome.

7. Activation des clones en présence de cellules tumorales

Les clones 8 et K7.2 ont ensuite été testés sur des cellules tumorales afin de vérifier qu'ils étaient 

capables de s'activer (figure29, page 141). Les lignées ont été testées suite à un chargement en 

peptides et sans chargement. Sans chargement en peptides, les lignées ne sont pas reconnues par 

les clones qui ne s'activent pas (pas de production d'IFNγ). La reconnaissance a été restaurée en 

pré-incubant les cellules tumorales avec les épitopes contre lesquels les clones ont été isolés.

La  lignée  ADK3,  HLA-non  A2,  a  été  utilisée  comme  contrôle  négatif  puisque  les  clones, 

restreints HLA-A0201, ne sont pas censé être capables de la reconnaître. De façon prévisible, le 

clone  8  ne  s'est  pas  activé  lorsqu'il  a  été  mis  en  contact  de  cette  lignée  (avec  ou  sans 

chargement). En revanche, le clone K7.2 a reconnu la lignée ADK3 après que celle-ci ait été 

incubée avec du peptide. 
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Figure 28: Expression de MUC-1 par les cellules tumorales.
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Les deux clones dirigés contre les épitopes MUC-1(12-20) et MUC-1(950-958) ont été testés sur deux lignées  

de cellules tumorales restreintes HLA-A*0201 (MCF-7 et OVCAR-3) et une lignée non-A2 (ADK3). Si les  

cellules tumorales ne subissent aucun pré-traitement, les clones ne s'activent quasiment pas (colonnes  

cibles non chargées). En revanche, si les cellules tumorales sont incubées en présence du peptide contre  

lequel  le  clone  est  dirigé,  le  niveau  d'activation  du  clone  est  fortement  augmenté  (colonne  cibles  

chargées), et ce, pour les deux clones. La lignée ADK3, d'haplotype HLA-non-A2, n'est pas reconnue par  

le clone 8. Le clone K7.2, cependant, a pu la reconnaître suite à un chargement en peptides de cette  

lignée. Cette expérience a été réalisée une fois.

DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Plusieurs points restent à éclaircir concernant l'expérience d'activation des clones sur les cellules 

tumorales.

– Vérifier que le clone K7.2 s'active bien au contact de la lignée ADK3, non restreinte 

HLA-A0201.  S'il  s'avérait,  après avoir refait  cette expérience,  que le clone K7.2 s'active 

effectivement sur une lignée non HLA-A0201, il serait intéressant de caractériser l'haplotype 
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Figure 29 : Test d'activation des clones 8 et K7.2 contre les lignées tumorales.
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de la lignée ADK3. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer l'activation de ce clone sur 

ADK3 : 

(1) Reconnaissance  non restreinte  au  CMH-I  d'épitopes  de  MUC-1  (Barnd et  al.,  1989; 

Jerome et al., 1993; Takahashi et al., 1994). Une altération de la glycosylation de MUC-1 est 

fréquemment  observée  dans  les  cellules  tumorales  et  les  motifs  de  glycosylation  ainsi 

générés peuvent être directement reconnus par des effecteurs du système immunitaire (DC, 

lymphocytes T)  (Aarnoudse et al., 2006). Dans notre cas, cependant, cette hypothèse  n'est 

pas retenue car nous aurions observé une activation du clone sur la lignée ADK3 non chargée 

(et pas seulement sur la lignée chargée).

(2) Reconnaissance  indépendante  du  peptide  d'une  molécule  HLA  allogénique.  Il  a  été 

démontré que des clones spécifiques de peptides restreints à un HLA particulier pouvaient 

reconnaître des molécules HLA allogéniques (Archbold et al., 2008). Le clone K7.2 pourrait 

lui  aussi  être  capable  de reconnaître  une  molécule  HLA allogénique.  Mais  là  encore,  le 

chargement en peptide n'aurait pas été nécessaire pour induire l'activation du clone.

(3) Reconnaissance d'une molécule HLA allogénique en association avec un peptide.  .Le 

peptide STAPPVHNV peut se lier à d'autres molécules HLA (scores SYFPEITHI, tableau 

12, page 142) et être présenté dans un contexte autre que HLA-A0201. Le clone K7.2, bien 

que restreint  HLA-A0201,  pourrait  reconnaître  le  complexe  peptide -  molécule  du CMH 

allogénique (Archbold et al., 2008).

Molécule HLA Score SYFPEITHI
HLA-A01 9
HLA-A03 5

HLA-A1101 16
HLA-A26 14

HLA-A6801 13
HLA-B0702 12
HLA-B1402 7
HLA-B1510 5
HLA-B2705 5
HLA-B270 11
HLA-B37 5

HLA-B3901 10
HLA-B3902 7
HLA-B4402 6
HLA-B4501 6
HLA-B4701 6
HLA-B4901 11
HLA-B5101 10

Tableau 12: Affinité du peptide MUC-1(950-958) pour différentes molécules HLA.

Les molécules ayant obtenu un score inférieur à 5 ne sont pas affichées.
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– La capacité des clones à s'activer seulement en présence des cellules tumorales chargées 

soulève des questions sur l'apprêtement des épitopes de MUC-1 par ces cellules.

(1) Les épitopes sont-ils générés par le protéasome et présentés par les cellules tumorales? 

Nous avons vu qu'un des mécanisme d'échappement à la réponse immunitaire consistait à ne 

plus présenter d'épitopes antigéniques à la surface des cellules. Cependant, des populations 

lymphocytaires spécifiques des épitopes MUC-1(12-20) et MUC-1(950-958) ont déjà démontré leur 

activité  cytotoxique  vis-à-vis  de  la  lignée  MCF-7,  sans  chargement  préalable  en  peptide 

(Brossart et al., 1999). Cette hypothèse ne peut donc pas expliquer nos résultats pour toutes 

les lignées. 

(2) La densité de complexes pCMH présentés à la surface des cellules est-elle suffisante? En 

fonction de l'avidité des cellules T CD8, celles-ci ont besoin que la densité de complexes 

pCMH-I à la surface des cellules cibles soit plus ou moins importante, les lymphocytes de 

faible avidité ayant besoin d'une quantité de complexes plus importante pour s'activer (Chang 

et al., 2004; McMahan & Slansky, 2007). Les clones ont été obtenus à partir de DC chargées 

avec des quantités importantes de peptides et il est possible que nous ayons isolé des cellules 

qui ne s'activent qu'en présence d'une forte quantité de peptides. Des expériences de dilutions 

de  chargements  de  peptides  sur  les  cellules  T2 permettraient  de  déterminer  l'avidité  des 

clones.

Il  reste  encore  à  tester  ces  clones  sur  le  modèle  de  cancer  qui  nous  intéresse,  à  savoir,  le 

mésothéliome.  Nous  avons  déjà  mis  en  évidence  le  fait  que  les  cellules  de  mésothéliome 

pouvaient  être  lysées  par  des cellules T activées  par des DC chargées en cellules  tumorales 

mortes mais nos données n'ont été obtenues que sur une lignée  (Ebstein et al., 2004). Le fait 

d'avoir isolé des clones de lymphocytes T CD8 nous permet d'envisager l'étude d'un nombre plus 

important de lignées et d'étudier la sensibilité à la lyse médiée par les CTL de ce type de cancer.

D'autres expériences de clonage seront réalisées afin d'obtenir également un clone dirigé contre 

la MSLN. Plusieurs tentatives ont déjà été réalisées et il semble que le nombre de précurseurs de 

cellules T CD8 spécifiques de cette protéine chez des donneurs sains soit très faible. C'est ce qui 

expliquerait que nous n'ayons pas encore réussi à isoler un clone par la technique de dilution 

limite décrite précédemment. Une technique basée sur l'utilisation de multimères de pCMH-I a 

été développée au sein de notre laboratoire et permet d'isoler des populations lymphocytaires 
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faiblement représentées dans le répertoire périphérique (Neveu et al., 2006). Dans la mesure où 

des réponses humorales ont déjà été détectées contre cet antigène, il est possible que certains 

patients  développent  aussi  des  réponses  cellulaires  (Ho et  al.,  2005).  Une  autre  solution 

consisterait  alors  à  travailler  non pas  à  partir  de PBMCs de donneurs  sains,  mais  plutôt  de 

PBMCs de patients atteints d'un cancer exprimant la MSLN.
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CONCLUSIONS

L'identification  de  marqueurs  associés  au  mésothéliome  pourrait  améliorer  les  outils 

diagnostiques disponibles pour ce cancer. Le premier axe de mon travail de thèse a donc porté 

sur l'identification de protéines spécifiques du mésothéliome. Nos résultats expérimentaux ont 

démontré  que des  protéases  sont  nécessaires  au relargage  de formes solubles  dérivées  de la 

MSLN.  Des  SMRP étant  détectées  chez  la  majorité  des  patients  souffrant  de  mésothéliome 

épithélioïde, cette (ou ces) protéase(s) sont très probablement exprimée(s) par la quasi-totalité de 

ces mésothéliomes épithélioïdes.  La mise en évidence de l'implication de protéase(s)  dans le 

relargage de la MSLN ouvre des perspectives pour le diagnostic du mésothéliome car elle donne 

des pistes pour l'identification de nouveaux marqueurs associables aux SMRP pour améliorer le 

diagnostic de ce cancer.

Le mésothéliome étant  un cancer peu sensible  aux traitements  conventionnels,  des stratégies 

d'immunothérapie active basées sur l'injection de DC chargées en antigènes tumoraux pourraient 

représenter une alternative thérapeutique intéressante. Pour cela, il est important d'obtenir des 

DC matures capables d'activer une réponse anti-tumorale efficace. Dans notre cas, apporter des 

signaux  de  danger  simultanément  à  la  phagocytose  du  matériel  antigénique  par  les  DC 

permettrait de stimuler plus efficacement une réponse immune anti-tumorale. Nous avons étudié 

deux types  de stress (sources de signaux de danger) des cellules tumorales avant qu'elles ne 

soient  phagocytées  par  les  DC  :  choc  thermique  et  infection  virale.  La  seconde,  apportant 

probablement des signaux forts via des protéines de stress (HSP), les acides nucléiques viraux ou 

encore les IFN de type I, a induit une activation nettement plus importante des DC.

Les  protéines  MUC-1  et  MSLN  étant  des  antigènes  associés  au  mésothéliome,  nous  avons 

développé des clones de lymphocytes T CD8 dirigé contre ces antigènes. Nous disposons ainsi 

d'outils qui nous permettent d'envisager l'étude de la capacité de présentation de ces épitopes sur 

des molécules du CMH-I par un nombre important de lignées cellulaires de mésothéliome ainsi 

que leur sensibilité à la lyse  médiée par des CTL. De plus, ils nous permettraient également 

d'évaluer  l'efficacité  de  la  réactivation  de  l'immunité  anti-tumorale  par  les  traitements 

d'immunothérapie envisagés.
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Séquences protéiques des différents variants de la MSLN
                    10         20         30         40         50         60                
Variant1   MALPTARPLL GSCGTPALGS LLFLLFSLGW VQPSRTLAGE TGQEAAPLDG VLANPPNISS  Séquence
Variant2   MALPTARPLL GSCGTPALGS LLFLLFSLGW VQPSRTLAGE TGQEAAPLDG VLANPPNISS  Signal
Variant3   MALPTARPLL GSCGTPALGS LLFLLFSLGW VQPSRTLAGE TGQEAAPLDG VLANPPNISS 
                    70         80         90        100        110        120             
Variant1   LSPRQLLGFP CAEVSGLSTE RVRELAVALA QKNVKLSTEQ LRCLAHRLSE PPEDLDALPL 
Variant2   LSPRQLLGFP CAEVSGLSTE RVRELAVALA QKNVKLSTEQ LRCLAHRLSE PPEDLDALPL 
Variant3   LSPRQLLGFP CAEVSGLSTE RVRELAVALA QKNVKLSTEQ LRCLAHRLSE PPEDLDALPL 
                   130        140        150        160        170        180          
Variant1   DLLLFLNPDA FSGPQACTRF FSRITKANVD LLPRGAPERQ RLLPAALACW GVRGSLLSEA 
Variant2   DLLLFLNPDA FSGPQACTRF FSRITKANVD LLPRGAPERQ RLLPAALACW GVRGSLLSEA    MPF
Variant3   DLLLFLNPDA FSGPQACTRF FSRITKANVD LLPRGAPERQ RLLPAALACW GVRGSLLSEA 
                   190        200        210        220        230        240          
Variant1   DVRALGGLAC DLPGRFVAES AEVLLPRLVS CPGPLDQDQQ EAARAALQGG GPPYGPPSTW 
Variant2   DVRALGGLAC DLPGRFVAES AEVLLPRLVS CPGPLDQDQQ EAARAALQGG GPPYGPPSTW 
Variant3   DVRALGGLAC DLPGRFVAES AEVLLPRLVS CPGPLDQDQQ EAARAALQGG GPPYGPPSTW 
                   250        260        270        280        290        300          
Variant1   SVSTMDALRG LLPVLGQPII RSIPQGIVAA WRQRSSRDPS WRQPERTILR PRFRREVEKT 
Variant2   SVSTMDALRG LLPVLGQPII RSIPQGIVAA WRQRSSRDPS WRQPERTILR PRFRREVEKT 
Variant3   SVSTMDALRG LLPVLGQPII RSIPQGIVAA WRQRSSRDPS WRQPERTILR PRFRREVEKT 
                   310        320        330        340        350        360          
Variant1   ACPSGKKARE IDESLIFYKK WELEACVDAA LLATQMDRVN AIPFTYEQLD VLKHKLDELY 
Variant2   ACPSGKKARE IDESLIFYKK WELEACVDAA LLATQMDRVN AIPFTYEQLD VLKHKLDELY 
Variant3   ACPSGKKARE IDESLIFYKK WELEACVDAA LLATQMDRVN AIPFTYEQLD VLKHKLDELY 
                   370        380        390        400        410        420          
Variant1   PQGYPESVIQ HLGYLFLKMS PEDIRKWNVT SLETLKALLE VNKGHEMS~~ ~~~~~~PQVA 
Variant2   PQGYPESVIQ HLGYLFLKMS PEDIRKWNVT SLETLKALLE VNKGHEMSPQ APRRPLPQVA 
Variant3   PQGYPESVIQ HLGYLFLKMS PEDIRKWNVT SLETLKALLE VNKGHEMS~~ ~~~~~~PQVA 
                   430        440        450        460        470        480          
Variant1   TLIDRFVKGR GQLDKDTLDT LTAFYPGYLC SLSPEELSSV PPSSIWAVRP QDLDTCDPRQ 
Variant2   TLIDRFVKGR GQLDKDTLDT LTAFYPGYLC SLSPEELSSV PPSSIWAVRP QDLDTCDPRQ    MSLN
Variant3   TLIDRFVKGR GQLDKDTLDT LTAFYPGYLC SLSPEELSSV PPSSIWAVRP QDLDTCDPRQ 
                   490        500        510        520        530        540          
Variant1   LDVLYPKARL AFQNMNGSEY FVKIQSFLGG APTEDLKALS QQNVSMDLAT FMKLRTDAVL 
Variant2   LDVLYPKARL AFQNMNGSEY FVKIQSFLGG APTEDLKALS QQNVSMDLAT FMKLRTDAVL 
Variant3   LDVLYPKARL AFQNMNGSEY FVKIQSFLGG APTEDLKALS QQNVSMDLAT FMKLRTDAVL 
                   550        560        570        580        590        600          
Variant1   PLTVAEVQKL LGPHVEGLKA EERHRPVRDW ILRQRQDDLD TLGLGLQGGI PNGYLVLDLS 
Variant2   PLTVAEVQKL LGPHVEGLKA EERHRPVRDW ILRQRQDDLD TLGLGLQGGI PNGYLVLDLS 
Variant3   PLTVAEVQKL LGPHVEGLKA EERHRPVRDW ILRQRQDDLD TLGLGLQGGI PNGYLVLDLS 
                   610        620        630        640        650        660          
Variant1   MQEALSGTPC LLGPGPVLTV LALLLASTLA ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 
Variant2   MQEALSGTPC LLGPGPVLTV LALLLASTLA ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 
Variant3   VQGGRGGQAR AGGRAGGVEV GALSHPSLCR GPLGDALPPR TWTCSHRPGT APSLHPGLRA 
           
Variant1   ~~~~
Variant2   ~~~~
Variant3   PLPC

Source: Base de données Expasy: http://www.expasy.org/cgi-bin/get-all-varsplic.pl?Q13421
N° d'accès: Variant1: Q13421-3; Variant2: Q13421 ; Variant3: Q13421-2.
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Séquence protéique de MUC-1
       10         20         30         40         50         60 
MTPGTQSPFF LLLLLTVLTV VTGSGHASST PGGEKETSAT QRSSVPSSTE KNAVSMTSSV    Séquence signal
        70         80         90        100        110        120 
LSSHSPGSGS STTQGQDVTL APATEPASGS AATWGQDVTS VPVTRPALGS TTPPAHDVTS 

       130        140        150        160        170        180 
APDNKPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS    VNTR
       190        200        210        220        230        240 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       250        260        270        280        290        300 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       310        320        330        340        350        360 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       370        380        390        400        410        420 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       430        440        450        460        470        480 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       490        500        510        520        530        540 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       550        560        570        580        590        600 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       610        620        630        640        650        660 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       670        680        690        700        710        720 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       730        740        750        760        770        780 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       790        800        810        820        830        840 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       850        860        870        880        890        900 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS 
       910        920        930        940        950        960 
APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDTRPAPGS TAPPAHGVTS APDNRPALGS TAPPVH  N  V  TS 
       970        980        990       1000       1010       1020 
ASGSASGSAS TLVHNGTSAR ATTTPASKST PFSIPSHHSD TPTTLASHST KTDASSTHHS 

      1030       1040       1050       1060       1070       1080 
SVPPLTSSNH STSPQLSTGV SFFFLSFHIS NLQFNSSLED PSTDYYQELQ RDISEMFLQI    

      1090       1100       1110       1120       1130       1140 
YKQGGFLGLS NIKFRPGSVV VQLTLAFREG TINVHDVETQ FNQYKTEAAS RYNLTISDVS 

      1150       1160       1170       1180       1190       1200 
VSDVPFPFSA QSGAGVPGWG IALLVLVCVL VALAIVYLIA LAVCQCRRKN YGQLDIFPAR 

Domaine transmembranaire
      1210       1220       1230       1240       1250 
DTYHPMSEYP TYHTHGRYVP PSSTDRSPYE KVSAGNGGSS LSYTNPAVAA ASANL 

Source: Base de données NCBI (N° d'accès: P15941): 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/entrez/query.fcgi?db=Protein
Les deux zones soulignées correspondent aux épitopes spécifiques des clones CTL isolés.
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DÉVELOPPEMENT  DE  MARQUEURS  DIAGNOSTIQUES  ET  D'APPROCHES 

THÉRAPEUTIQUES POUR LE MÉSOTHÉLIOME PLEURAL MALIN.

Le dosage de formes solubles de la mésothéline représente une approche prometteuse pour le 
diagnostic du mésothéliome. Nous avons étudié les mécanismes impliqués dans la production de 
ces formes solubles sur un modèle cellulaire. En plus des mécanismes d'épissage alternatif, des 
protéases sont à l'origine de la présence de mésothéline soluble dans l'environnement tumoral. 
L'identification  de  ces  protéases  devrait  permettre  d'améliorer  les  outils  diagnostiques 
disponibles pour ce cancer. Par la suite, nous avons montré la possibilité de réactiver la réponse 
immunitaire  cellulaire  dirigée  contre  des  cellules  tumorales  en  chargeant  des  cellules 
dendritiques avec des corps apoptotiques de cellules de mésothéliome.  Lors de l'étude d'une 
approche  de  type  virothérapie,  une  activation  des  cellules  dendritiques  ayant  phagocyté  les 
cellules  tumorales  infectées  ainsi  qu'une  augmentation  de  la  fréquence  des  lymphocytes  T 
spécifiques de la mésothéline ont été observées.

Mots-clés: mésothéliome pleural malin, mésothéline, mucine-1, immunothérapie, virothérapie

DEVELOPMENT OF DIAGNOSTIC MARKERS AND THERAPEUTIC APPROACHES 

FOR MALIGNANT PLEURAL MESOTHELIOMA.

Soluble forms of mesothelin represent a promising diagnostic approach for mesothelioma. We 
studied the mechanisms implicated in the production of soluble forms of mesothelin on a cellular 
model. Aberrant splicing events could partly explain the presence of soluble mesothelin in the 
tumor  environment.  We  also  showed  that  proteases  were  able  to  cleave  membrane-bound 
mesothelin.  Identification  of  the  implicated  proteases  should  improve  the  diagnostic  tools 
available  for  this  cancer.  We also  studied  an  approach  of  immunotherapy  and  showed  that 
loading dendritic cells with apoptotic bodies of mesothelioma cells led to the reactivation of a 
cellular  immune  response  against  tumoral  cells.  Another  approach  of  virotherapy,  based  on 
mesothelioma cells viral infection, was also able to activate an immune response. Indeed, we 
observed an important activation of dendritic cells loaded with infected tumoral cells, as well as 
an increase in mesothelin specific T lymphocytes.

Keywords: malignant pleural mesothelioma, mesothelin, mucin-1, immunotherapy, virotherapy
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