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RESUME 
Chef de file des inhibiteurs de tyrosine kinase, l’Imatinib Mesylate (IM) a 

révolutionné la prise en charge de la leucémie myéloïde chronique et des tumeurs stromales 

gastro-intestinales. En plus de son action directe sur les cellules tumorales, une partie de 

l’efficacité thérapeutique de l’IM a été attribuée à son aptitude à moduler la réponse 

immunitaire. Cette propriété soulève la possibilité que les résultats cliniques de l’IM 

pourraient être améliorés en le combinant efficacement à une immunothérapie. A cet effet, 

nous avons montré dans un modèle préclinique que l’interleukine-2 (IL-2) – adjuvant des 

cellules NK – augmente l’efficacité de l’IM. Nous avons également démontré une efficacité 

supérieure de l’IM en association au cyclophosphamide (CTX) du fait de l’inhibition des 

lymphocytes T régulateurs. Nous avons donc entrepris un essai clinique de phase 1 associant 

l’IM, l’IL-2 et le CTX chez des patients ayant une tumeur solide métastatique ou localement 

avancée. Les objectifs de cet essai sont (i) de déterminer la dose maximale tolérée d’IL-2 

associée à l’IM et au CTX ; (ii) d’étudier les paramètres pharmacocinétiques de l’association ; 

(iii) d’évaluer l’efficacité de l’association et (iv) son effet sur les effecteurs de l’immunité. Au 

total, 17 patients ont été inclus dans cette étude. La DMT d’IL-2 associée à la dose fixe de 

400 mg d’IM correspond à 6 MUI/j. A ce niveau de dose, tous les patients ont présenté au 

moins un effet indésirable imputable au traitement : principalement fièvre et frissons, 

augmentation des enzymes hépatiques, asthénie et nausée mais sans que ne soit observée de 

toxicité limitante. L’étude des paramètres pharmacocinétiques révèle une augmentation 

significative de l’exposition systémique à l’IM en fin de cycle et qui semble être imputable à 

l’IL-2. La pharmacocinétique de l’IL-2 n’est par contre pas modifiée par l’administration 

concomitante d’IM. Sur le plan des effecteurs de l’immunité, l’association IM, IL-2 et CTX 

diminue le taux de lymphocytes B, lymphocytes T (LT) CD4+ et LT CD8+ mais active les 

cellules NK puisqu’on observe une augmentation des marqueurs CD56bright, HLA-DR et 

TRAIL. De manière intéressante, la sous-population de cellules NK HLA-DR+ possède des 

capacités de dégranulation plus importantes après exposition à cette association et son 

expansion est associée à une meilleure survie. Cette association pourrait donc s’avérer 

particulièrement intéressante dans le traitement de tumeurs sensibles d’une part à l’IM et 

d’autre part à la lyse par les cellules NK. Les GIST étant particulièrement sensibles à l’IM, 

nous avons étudié l’infiltrat tumoral présent au niveau de ses tumeurs. Nous avons ainsi pu 

mettre en évidence le rôle pronostique de l’infiltrat en LT et NK sur la survie sans progression 

des GIST. En vue d’une étude de phase 2, les GIST apparaissent donc être un modèle tumoral 

particulièrement pertinent pour évaluer les bénéfices de l’association IM, IL-2 et CTX.  
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ABSTRACT 
Imatinib mesylate (IM) was the first tyrosine kinase inhibitor to be successfully used 

in clinical practice and its introduction has revolutionized the management of chronic myeloid 

leukemia and gastrointestinal stromal tumors. In addition to its direct effects on malignant 

cells, IM appears to exert immunological off-target effects that contribute to its anticancer 

effects. Thus, combining IM with immunotherapy might improve patients’ clinical outcome. 

Indeed, IM combined to Interleukin-2 (IL-2) - a cytokine that enhances natural killer (NK) 

cells functions - improved antitumor responses in preclinical models. We also observed 

synergistic effects of cyclophosphamide (CTX) and IM as a result of the inhibition of 

regulatory T lymphocytes. Based on the promising results of these preclinical studies, we 

developed a phase 1 clinical trial which combines metronomic CTX, IM and escalating doses 

of IL-2 in patients affected by refractory solid tumors. The goals of this study were (i) to 

determine the maximum tolerated dose of IL-2 combined with IM and CTX ; (ii) to study the 

pharmacokinetics of IM and IL-2 ; (iii) to evaluate clinical efficacy of the combined therapy 

and (iv) effects of the association on immune parameters. A total of 17 patients were enrolled 

in the study. The maximum tolerated dose of IL-2 combined with IM, given at a constant dose 

of 400 mg was determined to be 6 MIU/day. At this dose level, all patients experienced at 

least one treatment-related adverse event: fevers and chills, transaminase elevation, fatigue 

and nausea but no dose-limiting toxicities were observed. Pharmacokinetic studies revealed 

that the the co-administration of IL-2 increases the systemic exposure of patients to IM. In 

contrast, the pharmacokinetics of IL-2 was not modified by IM. The combined therapy 

markedly reduced the absolute numbers of B lymphocytes, CD4+ T cells and CD8+ T cells in 

a IL-2 dose-dependant manner. The NK cell compartment was activated, exhibiting a 

significant upregulation of CD56bright, HLA-DR and TRAIL. Interinstingly, the abundance of 

HLA-DR+ NK cells after one course of combined therapy positively correlated with both 

progression free- and overall survival. Thus,  it could be of interest to evaluate this 

immunotherapeutic regimen in a tumor model sensitive to IM and to lysis by NK cells and 

evaluate whether the adjunction of IL-2 can boost the efficacy of IM. GIST are particularly 

sensitive to IM, thus we performed a retrospective study of the immune infiltrates and their 

prognostic value in these tumors. We found that both LT and NK cell infiltrates were 

independent prognostic factors for progression-free survival. For a phase 2 clinical trial, 

gastrointestinal stromal tumors  appear to be a particularly relevant to evaluate the benefits of 

the association IM, IL-2 and CTX.  
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ABREVIATIONS 

ADCC : antibody dependent cell-mediated 
cytotoxicity 
ADCP : antibody dependent cell-mediated 
phagocytosis 
BCRP : Breast cancer resistance protein 
CCL : chemokine (C-C motif) ligand 

CDC : complement dependent cytotoxicity 

CMH : complexe majeur 
d'histocompatibilité 
CTCAE : common terminology criteria for 
adverse events 
CTX : cyclophosphamide 

CXCL : chemokine (C-X-C motif) ligand 
CXCR : chemokine (C-X-C motif) receptor 

DC : dendritic cell 

DFSP : dermatofibrosarcoma protuberans 

DMT : dose maximale tolérée 

EGFR : epidermal growth factor receptor  
FasL : Fas ligand 

FDA : Food and Drug Administration 

FOXP3 : forkhead box P3 

GITR : glucocorticoid induced TNF 
receptor related protein 

GIST : Gastrointestinal Stromal Tumors  
HER2 : Human Epidermal Growth Factor 
Receptor 2 
HSP : heat shock proteins 

IDO : indoléamine 2,3-dioxygénase 

IFN : interféron 

IKDC : interferon producing killer 
dendritic cells 

IL : interleukine 
IM : imatinib mésylate 

KIR : killer-cell immunoglobulin-like 
receptor 

LB : lymphocyte B 

LMC : leucémie myéloïde chronique 
LT : lymphocyte T 

MCA : méthylcholantrène 

M-CSFR : macrophage colony-stimulating 
factor receptor 
MDSC : myeloid-derived suppressor cells 

MICA : soluble major histocompatibility 
complex class I‐related chain A protein) 

NK : natural killer cell 

NKG2D : Natural killer group 2, member D 

NKT : natural killer T cell 

PDGF : platelet derived growth factor 
PDGFR : platelet derived growth factor 
receptor 
PD-L2 : programmed death receptor-
ligand 2 
P-gp : glycoprotéine P  

RAG : recombinase activator gene 

SHE : syndrome hyperéosinophilique 

SCF : stem cell factor 
SCGF : stem cell growth factor 

TAA : tumor-associated antigen 

TAM : tumor-associated macrophages 

TGF : transforming growth factor 

TLR : toll-like receptor 

TNF-α  : tumor necrosis factor alpha 
TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing 
ligand 
Treg : lymphocyte T régulateur 

VEGF : vascular endothelial growth factor 
VIH : virus de l'immunodéficience 
humaine 
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PREAMBULE 
Au cours des deux dernières décennies, la prise en charge du cancer a évolué de 

manière spectaculaire, notamment grâce à l’avènement des thérapies moléculaires ciblées et 

des immunothérapies antitumorales. Les progrès réalisés en biologie moléculaire et en 

immunologie ont en effet favorisé la découverte et la validation de molécules innovantes, plus 

efficaces et moins nocives que les chimiothérapies classiques.  

Les thérapies moléculaires ciblées – regroupant les inhibiteurs de tyrosine kinase et les 

anticorps monoclonaux – agissent spécifiquement sur les cellules tumorales, en ciblant les 

mécanismes moléculaires essentiels à leur croissance et à leur survie. Utilisées en 

monothérapie, ces thérapeutiques permettent d’observer des taux de réponses parfois 

spectaculaires, comme c’est le cas pour l’Imatinib Mésylate (IM) qui induit une réponse 

cytogénétique complète chez 76% de patients atteints de leucémie myéloïde chronique. Leur 

efficacité antitumorale et leur excellent profil de tolérance ont ainsi permis aux thérapies 

moléculaires ciblées de rapidement devenir des standards thérapeutiques pour plusieurs 

affections néoplasiques. Malheureusement la plupart des tumeurs développent des 

mécanismes de résistance, et le bénéfice clinique de ces traitements reste limité dans le temps. 

En parallèle du développement des thérapies moléculaires ciblées, le récent succès de 

l’Ipilimumab et du sipuleucel-T a permis de valider le concept d’immunothérapie 

antitumorale et a suscité un nouvel intérêt pour cette stratégie thérapeutique. Le sipuleucel-T, 

dont la commercialisation a été approuvée en 2010, constitue le premier vaccin cellulaire 

thérapeutique et améliore la survie globale des patients atteints de cancer de la prostate 

résistant à la castration. L’Ipilimumab, quant à lui, est un anticorps anti-CTLA-4 (cytotoxic T-

lymphocyte antigen) qui a démontré son efficacité chez des patients atteints de mélanomes. 

Que ce soit avec l’Ipilimumab ou le sipuleucel-T, une réponse immunologique est souvent 

détectée chez les patients traités par ces immunothérapies antitumorales. Malheureusement, la 

réponse immune générée est bien souvent trop faible et peine à induire une efficacité clinique 

en terme de régression tumorale. Par contre, grâce à la génération de mémoire immunitaire 

antitumorale, les immunothérapies peuvent dans certains cas induire des réponses stables et 

durables.  

Pour aller plus loin dans la prise en charge des cancers, il apparaît clairement 

nécessaire de rechercher et d’évaluer des combinaisons thérapeutiques plus efficaces. 

Plusieurs éléments laissent notamment penser que les thérapies moléculaires ciblées 

pourraient être efficacement combinés avec une immunothérapie. Parmi ces éléments, le fait 

que certaines thérapies moléculaires exercent, en parallèle de leur effet directement 
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cytotoxique sur les cellules tumorales, des effets immunostimulants constituent un argument 

fort en faveur d’une synergie entre thérapie ciblé et immunothérapie antitumorale.  

Dans ce contexte, les questions adressées au cours de mon travail de thèse ont été 

d’une part de d’étudier les effets immunomodulateurs de l’IM, un inhibiteur de tyrosine 

kinase, et d’autre part d’évaluer l’intérêt de combiner l’IM à une immunothérapie par 

l’interleukine-2. Pour introduire ce sujet, seront donc abordé différents points dont 

l’importance du système immunitaire en cancérologie, les relations entre système immunitaire 

et traitements antitumoraux ainsi que les effets immunomodulateurs spécifiques à l’IM décrits 

dans la littérature. Seront ensuite présentés le rationnel scientifique nous ayant permis 

d’entreprendre un essai de phase 1 combinant l’IM, le cyclophosphamide et l’interleukine-2 

puis les résultats obtenus au cours de cet essai clinique. Seront également présentés les 

résultats d’une étude visant à mieux caractériser les effets immunomodulateurs de l’IM dans 

un modèle de tumeur sensible à ce traitement : les tumeurs stromales gastro-intestinales. 
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

Importance du système immunitaire en cancérologie 

Le concept d’immunosurveillance antitumorale 

Le système immunitaire comprend l’ensemble des mécanismes biologiques agissant 

conjointement pour protéger l’organisme d’agressions pathogènes, notamment extérieures 

(virales, bactériennes, parasitaires, fongiques). A coté de ce rôle protecteur vis-à-vis 

d’agressions d’origine extérieure, le système immunitaire semble également capable de 

reconnaitre des cellules du soi en voie de transformation cancéreuse, et d’éliminer 

précocement ces précurseurs avant que la tumeur ne devienne cliniquement décelable. Cette 

théorie dite « d’immunosurveillance », est apparue au début du XXème siècle avec les travaux 

de Paul Ehrlich. Ce principe, d’abord oublié pendant près de 50 ans, fit ensuite l’objet de 

nombreuses controverses. En effet, le manque de preuves expérimentales et l’observation 

selon laquelle les souris athymiques ne développaient pas plus de cancers induits que les 

souris immunocompétentes ont conduit au rejet de ce concept par la communauté scientifique. 

C’est seulement dans les années 1990, avec l’avènement des modèles murins 

déficients et la production d’anticorps monoclonaux hautement spécifiques que le concept 

d'immunosurveillance a finalement pu être validé. Ces outils ont en effet permis de montrer 

que les souris présentant des déficits de différents acteurs de l’immunité sont plus sensibles au 

développement de cancers induits ou spontanés que les souris immunocompétentes 

(Figure 1).  
 

Figure 1 : Le statut immunitaire de la souris 

est un facteur déterminant lors du 

développement de tumeurs induites par des 

carcinogènes chimiques. Les souris 

immunodéficientes développent en effet plus de 

tumeurs que les souris immunocompétentes. 

D’après Schreiber et al., 2011 1. 

 

Ces expériences menées sur des souris immunodéficientes ont conduit à reconnaître au 

système immunitaire un rôle majeur dans le contrôle de la prolifération des tumeurs. En 

parallèle, des études complémentaires sont venues enrichir la connaissance des mécanismes 

moléculaires et cellulaires impliqués dans l’immunosurveillance antitumorale. 
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Nature des réponses immunitaires antitumorales efficaces 

A ce jour, il existe trois modèles murins, appropriés à l'examen de 

l’immunosurveillance antitumorale : les tumeurs induites par un carcinogène, les tumeurs 

spontanées qui surviennent lors du vieillissement et le développement de tumeurs chez des 

souris génétiquement prédisposées au cancer. Ainsi, il a été démontré dans ces modèles que 

divers types cellulaires, notamment les lymphocytes T (LT) αβ, LT γδ, les cellules NK 

(natural killer) et NKT (natural killer T) mais aussi les éosinophiles ainsi que les molécules 

effectrices perforine et TRAIL (tumor necrosis factor-alpha related apoptosis-inducing 

ligand), ou encore les cytokines interféron-gamma (IFN-γ) et interleukine (IL)-12 sont 

impliqués dans les processus d'élimination des tumeurs (Tableau 1). 

Le processus d'élimination des cellules tumorales comprend donc l’activation de 

réponses immunitaires innées et adaptatives qui agissent selon différents mécanismes. Les 

cellules immunitaires peuvent avoir un effet directement cytotoxique sur les cellules 

tumorales. Le mécanisme de lyse des cellules tumorales repose sur les granules cytotoxiques 

de perforine/granzyme 1-3 ou bien sur des récepteurs membranaires de mort, tels que FasL 

(Fas ligand), TNF-α (tumor necrosis factor-alpha) ou TRAIL 4,5. D’ailleurs, les souris 

déficientes pour des molécules impliquées dans ces mécanismes de lyse cellulaire 

développent plus de lymphomes spontanés 2,5.  

Outre cette activité cytotoxique, les cellules NK, NKT et les LT peuvent produire des 

cytokines ayant une action antitumorale plus ou moins directe. Parmi ces cytokines, l’IFN-γ 

est reconnu depuis longtemps comme une cytokine majeure de l’immunité antitumorale 

naturelle 6. Cette cytokine peut en effet avoir une action anti-proliférative 7 ou pro-

apoptotique 8 directe sur les cellules tumorales. De plus, l’IFN-γ augmente l’expression des 

molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe I (CMH-I) sur les cellules 

tumorales et facilite ainsi leur reconnaissance par les LT CD8+ effecteurs 6. D’autres 

cytokines sont très importantes pour les réponses antitumorales naturelles, notamment les IFN 

de type I : IFN-α et β 9,10. Dans un contexte tumoral, l’IFN-α/β est capable d’agir sur les 

cellules dendritiques (DC : dendritic cell) pour faciliter la présentation croisée des antigènes 
11 ainsi que la genèse de réponses humorales 12. De plus, l’IFN-α/β augmente la survie des LT 

activés 13 et favorise l’expression de TRAIL sur les cellules NK 14. L’IFN-α/β peut aussi avoir 

un effet angiostatique, en limitant entre autres, la motilité des cellules endothéliales 15.  
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Génotype Déficit immunitaire Incidence de cancers induits Réf.

Rag1−/− ou Rag2−/− LT, LB et NKT ↑ sarcomes induits par le MCA 17, 18

SCID LT, LB et NKT ↑ sarcomes induits par le MCA 17

Tcrb−/− LTαβ ↑ sarcomes induits par le MCA 19

Tcrd−/− LTγδ ↑ sarcomes induits par le MCA                                            
↑ tumeurs cutanées induites par DMBA/TPA 19

Cd1d−/− Cellules T-dépendantes de CD1d ↑ sarcomes induits par le MCA 20

Ja18−/− NKT invariants ↑ sarcomes induits par le MCA 18, 21, 22

α asialo-GM1 NK ↑ sarcomes induits par le MCA 18, 21

Anti-NK1.1 NK et NKT ↑ sarcomes induits par le MCA 18, 21

Transgéniques RAE1 Signalisation NKG2D ↑ tumeurs induites par DMBA/TPA 23

Ccl11−/− Il5−/− Eosinophiles ↑ sarcomes induits par le MCA 24

Cd80−/− et Cd86−/− CD80 et CD86 ↑ cancers induits par les UV 25

Ifng−/− IFN-γ 
↑ sarcomes induits par le MCA                                              

↑ tumeurs cutanées induites par le MCA                               
↑ lymphomes induits par le MNU 

26-28

Ifngr1−/− Insensible à l'IFN-γ ↑ sarcomes induits par le MCA 6, 17

Ifnar1−/− ou Ifnar2−/− Pas de réponse aux IFN-α et IFN-β ↑ sarcomes induits par le MCA 9, 10

Stat1−/− Insensibilité à l'IFN!α, IFN!β, IFN!γ ↑ sarcomes induits par le MCA 6, 17

Pfp−/− Perforine ↑ sarcomes induits par le MCA 3, 26

Trail−/− TRAIL ↑ sarcomes induits par le MCA 4

Il12a−/− IL-12 ↑ tumeurs cutanées induites par DMBA/TPA                     
↑ lymphomes induits par le MNU 27, 29

Rag2−/− LT, LB et NKT ↑ cancers intestinaux et pulmonaires 17

Rag2−/− Stat1−/−
LT, LB et NKT 

Insensibilité à l'IFN!α, IFN!β, IFN!γ
↑ adénomes intestinaux                                                       

↑ adénocarcinomes du colon et du sein 17

Ifng−/− IFN-γ ↑ lymphomes (C57Bl6)                                                        
↑ adénocarcinomes pulmonaires (Balbc) 17

Pfp−/− Absence de perforine ↑ lymphomes B 2

Pfp−/− Ifng−/− IFN-γ et perforine ↑ lymphomes B 30

Trail−/− Absence de TRAIL ↑ lymphomes  5

Ifngr1−/−  Trp53−/−  Insensibilité à l'IFN!γ             
(Absence de p53)  

Développement d'un spectre plus large de 

tumeurs que pour les souris Trp53−/−  
6

Stat1−/−  Trp53−/−  
Insensibilité à l'IFN!α,  IFN!β, IFN!γ  

(Absence de p53)  
Développement d'un spectre plus large de 

tumeurs que pour les souris Trp53−/−  
6

Pfp−/−  Trp53+/− Perforine                   
(Hétérozygotie pour p53) 

Développement de lymphomes à cellules B  

plus précocément que pour les souris Trp53−/−
2

Trail−/− Trp53+/− TRAIL                          
(Hétérozygotie pour p53)  

Développement de lymphomes et de sarcomes 

 plus précocément que pour les  souris Trp53+/−  
5

Pfp−/−  Her2/neu 
Perforine                 

(Fond génétique Her2/neu)  
Développement d'adénocarcinomes mammaires  
plus précocément que pour les souris Her2/neu  31

Ja18−/−  TRAMP  
Absence de cellules NKT  
(Fond génétique TRAMP)  

Développement de carcinomes de la prostate plus  
agressifs et plus précoces que pour les souris TRAMP  32

Klrk1−/−  TRAMP  
NKG2D                       

(Fond génétique TRAMP) 
Développement de carcinomes de la prostate plus  

importants et plus précoces que pour les souris TRAMP  33

Incidence de cancers induits chez des souris présentant différents déficits immunitaires

Incidence de cancers spontanés chez des souris présentant différents déficits immunitaires

Incidence de cancers spontanés chez des souris immunodéficientes et génétiquement prédisposées aux cancers

Abréviations : cd: cluster of differentiation; Ccl: chemokine (C-C) ligand; DMBA: 7,12-di-methylbenz[a]-anthracene; Her2/neu: human 
epidermal growth factor receptor 2; Ifn: interferon; Ifngr: IFN-γ receptor Ja18: Jα18 joining gene segment of TCR; Il: interleukin;             

Klrk1: killer cell lectin-like receptor subfamily K: member 1; MCA: methylcholanthrene; MNU: N-methyl-N-nitrosourea; NK: natural killer; 
NK1.1: NK cell–associated antigen 1.1; NKG2D: NK group 2: member D; NKT: natural killer T; Pfp: perforine; RAE: retinoic acid early 

transcript; Rag: recombination activating gene; SCID: severe combined immunodeficient; Stat1: signal transducer and activation of 
transcription 1; Tcr: T cell receptor; TPA: 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate; Trail: TNF-related apoptosis-inducing ligand;                                                

TRAMP: transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate; Trp53: transformation related protein 53; UV: ultraviolet.

Tableau 1 : Incidence de cancers induits ou spontanés chez des souris présentant différents 

déficits immunitaires. D’après Vesely et al. 2011 16. 
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Immunosurveillance antitumorale chez l’homme 

Si l’utilisation de modèles murins déficients apporte des preuves convaincantes de 

l’implication des effecteurs cellulaires et moléculaires dans l’immunosurveillance 

antitumorale murine, la question de l’immunosurveillance antitumorale chez l’homme est 

beaucoup plus difficile à résoudre. Des preuves d’une surveillance des tumeurs par le système 

immunitaire ont tout de même été apportées par l’accumulation d’observations cliniques, 

biologiques et anatomopathologiques. 

Observations cliniques 

Très tôt, il a été observé que des situations cliniques associées à un déficit immunitaire 

présentaient un risque relatif de développement tumoral significativement plus élevé 34,35. Les 

études épidémiologiques montrent en effet une augmentation de l’incidence de certains 

cancers chez les individus présentant un déficit immunitaire primitif (ataxie télangiectasie, 

syndrome de Wiskott Aldrich, trisomie 21) ou secondaire (syndrome de l'immunodéficience 

acquise, traitements immunosuppresseurs). Par exemple, le risque de développer un cancer 

après transplantation d’organe est deux à quatre fois plus important que dans la population 

générale 36 (Tableau 2).  

Ces données épidémiologiques apportent des arguments solides en faveur d’une 

immunosurveillance, mais elles doivent cependant être nuancées. En effet, les tumeurs 

observées chez les patients immunodéprimés présentent pour la plupart une origine virale 

(virus d’Epstein-Barr, papillomavirus) ou bactérienne (Helicobacter pylori) reflétant donc la 

susceptibilité accrue de ces patients aux infections. De même, le fait que certains cancers non 

viro-induits soient augmentés après transplantation d’organe pourrait être lié à un effet 

cancérigène propre des traitements immunosuppresseurs, tels que la ciclosporine ou le 

tacrolimus. Enfin, le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) constitue un facteur de 

risque de cancer du poumon, indépendamment du tabagisme mais il est difficile de savoir si 

cette augmentation est le fait de l’immunodéficience ou du pouvoir oncogène du VIH 37,38.  

D’autres situations d’immunodéficience sont également associées à une prédisposition 

pour le développement de cancers (Tableau 2), comme c’est le cas pour les patients porteurs 

d’un syndrome de Chediak-Higashi (caractérisé par un dysfonctionnement dans la 

cytotoxicité des NK) qui ont un risque de cancer 200 fois plus élevé que les sujets sains 39. 

Certains polymorphismes des récepteurs NKG2D (Natural killer group 2, member D) ou KIR 

(killer-cell immunoglobulin-like receptor) – récepteurs activateurs ou inhibiteurs des NK – 

affectent la cytotoxicité des NK ; ces polymorphismes sont associés à un sur-risque de 
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Individus Caractéristiques immunitaires Incidence de cancers Réf.
Trisomie 21 Déficit fonctionnel des LT ↑ incidence leucémie aiguë myéloblastique (x20) 44

Syndrome de Wiskott-
Aldrich Déficit fonctionnel des LT et des LB ↑ incidence syndrome lymphoprolifératif 

secondaire à une infection par EBV 45

Ataxie télangiectasie Déficit fonctionnel des LT ↑ incidence lymphomes, leucémies et maladies 
de Hodgkin 46

↑ incidence de cancers viro-induits 47

↑ incidence de cancers du poumon 37, 38
Pas de risque accru de développer certains 
cancers non viro-induits et qui prédominent dans 
la population générale (ex : sein, prostate)

47

↑ incidence de cancers viro-induits 47

↑ incidence de cancers non viro-induits 48

↑ incidence des cancers de la peau (x200) 49

Mutation biallélique du 
gène de la perforine 

Immunodéficience primaire (cellules 
NK et LT CD8+ peu fonctionnels) 

↑ risque de développer des lymphomes non 
nécessairement viro-induits 50

Polymorphisme de 
NKG2D ou KIR

Faible activité cytotoxique des cellules 
NK

↑ risque de développer des cancers non viro-
induits (poumons, intestins) 40, 51

Chediak-Higashi Dysfonctionnement dans la 
cytotoxicité des NK

risque de cancer 200 fois plus élevé que les sujets 
sains 39

VIH Déficit immunitaire lié à l'apoptose 
des LT CD4 

Immunodéficience secondaire liée à 
l'administration d'agents 
immunosuppresseurs 

Transplantation

développer des cancers 40,41. Il en est de même pour certains polymorphismes inactivateurs de 

FasL, ou pour les patients porteurs de mutations du gène de la perforine 42,43. 

 

Tableau 2 : Influence de déficits immunitaires sur l’incidence de cancers chez l’homme. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Antigènes associés aux tumeurs et réponse immunitaire 

Le concept d’immunosurveillance antitumorale suppose que le système immunitaire 

est capable de distinguer les cellules tumorales, pourtant dérivées du « soi », des tissus 

normaux. Cette étape de reconnaissance des cellules tumorales est rendue possible par 

l’expression d’antigènes tumoraux. Les cellules tumorales se caractérisent en effet par une 

grande instabilité génétique à l’origine de nouvelles protéines ou de l’expression ectopique ou 

anormalement élevée de molécules qui les rendent différentes du « soi ».  

Différentes approches reposant essentiellement sur la mise en évidence de réponses 

cytotoxiques ont permis d’identifier plusieurs dizaines d’antigènes associés aux tumeurs 

(TAA : tumor-associated antigen) chez l’homme 52. Ils sont aujourd’hui classés en cinq 

grands groupes. Il s’agit des antigènes d’activation (ou antigènes de type cancer-testis : 

MAGE, NY-ESO-1, MUC1), des antigènes de différenciation (Melan-A/MART-1, tyrosinase, 

gp100, gp75, TRP-1, PAP, PSMA), des antigènes surexprimés (HER-2/neu, p53, ACE, 

télomérase), des antigènes codés par des gènes mutés (β-caténine, CDK4, caspase 8, α-

actinine 4 et CDC27) et, enfin, de certains antigènes viraux (EBV, HBV, HCV et HPV).  
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La majorité des TAA identifiés à ce jour sont des antigènes tumoraux reconnus par des 

LT cytotoxiques. Des réponses à médiation humorale (mises en évidence par détection des 

anticorps dirigés contre les TAA) ont également été observées dans différents types de 

cancers (Tableau 3). Par exemple, des anticorps dirigés contre NY-ESO-1 sont présents dans 

18,2% des cancers du poumon et 7,7% des cancers du sein, des proportions largement 

supérieures à celles trouvées chez des sujets sains (<1%). La fréquence d’anticorps contre ces 

antigènes chez les individus non atteints de cancers est très faible, sauf pour MUC1.  
 

Tableau 3 : Diversité des cancers associés au développement de réponses humorales spécifiques 

contre certains antigènes tumoraux chez l’homme. Fréquence (%) de détection des anticorps 

dirigés contre des antigènes tumoraux chez les patients ou les sujets sains. D’après Reuschenbach et 

al., 2009 53. ND : non déterminé. 

 

  p53 c-myc NY-ESO-1 Her2/neu  MUC1  Cyclin B1 p62 Survivin 

Sein 12,5 26,6 7,7 26,6 42,9 4,7 0,0 14,6 
Foie 12,9 20,1 8,9 ND ND 13,0 7,7 12,7 
Poumon 9,1 12,4 18,2 23,5 34,6 34,8 19,3 20,4 
Colon 7,7 11,7 0,0 ND 48,2 29,6 0,0 4,4 
Sujets sains 2,0 1,0 0,6 2,0 23,3 1,4 0,7 0,7 

 

L’observation de ces réponses cellulaires et humorales à l’encontre de certains 

antigènes tumoraux chez des patients atteints de cancers constitue un argument fort en faveur 

d’une immunosurveillance antitumorale.  

Infiltrat immunitaire des tumeurs et pronostic 

Historiquement, la présence d’infiltrat leucocytaire dans des tumeurs solides humaines 

a été mise en évidence par Rudolph Virchow en 1863. Depuis, ces infiltrats immunitaires ont 

été observés dans le stroma tumoral de nombreux cancers et se caractérisent par une grande 

hétérogénéité quantitative, phénotypique et fonctionnelle en fonction du type de tumeurs mais 

également par une grande variabilité inter-individuelle.  

Presque tous les types de cellules immunitaires ont été observés au niveau du stroma 

tumoral : macrophages, DC, mastocytes, LB, LT incluant les LT auxiliaires (Th1, Th2 ou 

Th17), les LT régulateurs (Treg) et les LT cytotoxiques. La corrélation entre la présence d’un 

infiltrat immunitaire et le pronostic clinique des tumeurs a été examinée dans de nombreux 

type de tumeurs. Une synthèse des résultats obtenus à partir de 124 publications étudiant 

l’infiltrat en LT est présentée Tableau 4.   
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CD8+CD45RO+ Th1 Th2 Th17 Treg

Aucun
Mauvais

Cancer de la tête et du cou Bon Aucun Bon

Bon Bon Aucun
Aucun Aucun Mauvais

Cancer de la vessie Bon Bon

Bon
Mauvais

Cancer de l'œsophage Bon Bon Bon

Bon
Aucun

Bon
Mauvais

Adénocarcinome prostatique Bon

Bon
Aucun

Cancer du pancréas Bon Mauvais Mauvais

Cancer du col de l'utérus Bon

Cancer épidermoïde du canal anal Aucun

Cancer du cerveau Aucun

Bon
Mauvais

Cancer de l'estomac Bon Mauvais Bon

Médulloblastome Bon

Carcinome à cellules de Merkel Bon

Carcinome urothélial Bon

Bon
Mauvais
Aucun

Nombre de publications 60 15 8 8 33

Pourcentage de publications corrélant l'infiltrat lymphocytaire à une amélioration de la    
réponse clinique (bon), à une diminution de la réponse clinique (mauvais) ou n'observant      

pas de corrélation (aucun) entre l'infiltrat en LT et la réponse clinique

Lymphome folliculaire et 
Lymphome de Hodgkin

Bon Mauvais

Bon Mauvais Mauvais

Bon Mauvais Mauvais

Bon Mauvais Bon

Bon Bon Aucun MauvaisCancer colorectal

Carcinome rénal à cellules claires

Carcinome pulmonaire

Carcinome hépatocellulaire

Bon

Bon

Bon

Mélanome

Cancer du sein

Cancer de l'ovaire

0%#

25%#

50%#

75%#

100%#

Mauvais 
Aucun 
Bon 

Tableau 4 : Corrélation entre l’infiltrat immunitaire et le pronostic clinique. D’après Fridman et 

al. 2012 54. 
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D’une manière générale, la présence accrue de LT cytotoxiques ou de cellules Th1 a 

pu être reliée à un meilleur pronostic pour un nombre important de cancers. Cette corrélation 

positive entre la présence de ces lymphocytes infiltrant une tumeur et la survie des patients 

constitue une preuve convaincante de l’immunosurveillance antitumorale. Devant des 

résultats parfois contradictoires, il est par contre plus délicat de conclure concernant l’impact 

des cellules Th2, Th17 ou Treg sur le pronostic clinique.  

Des cellules de l’immunité innée telles que les NK, ou les NKT sont également 

associées à une amélioration du pronostic dans différents types de tumeurs solides dont les 

tumeurs ovariennes 55 et coliques 56. 

L’échappement des tumeurs au système immunitaire 

L’ensemble de ces données expérimentales et cliniques valide donc le concept 

d’immunosurveillance antitumorale. L’action combinée de réponses immunitaires innées et 

adaptatives permet l’élimination des cellules tumorales, contribuant ainsi à la protection de 

l’organisme contre le développement des tumeurs. Pourtant, des cancers apparaissent même 

chez des patients immunocompétents. Il se produit donc au cours de l’évolution tumorale des 

changements permettant aux cellules tumorales d’échapper à leur élimination.  

Ces changements portent à la fois sur des caractéristiques immunologiques de la 

tumeur et sur celles du système immunitaire. Les cellules transformées sont alors capables 

d’échapper à l’immunosurveillance soit par immunosélection, c'est-à-dire par la sélection de 

variants cellulaires tumoraux non immunogènes, soit par immunosubversion c'est-à-dire par 

des mécanismes actifs de suppression de la réponse immunitaire capables d’induire une 

tolérance du système immunitaire vis-à-vis de la tumeur 57. 

Immunosélection 

L’échappement tumoral à la réponse immune est le plus souvent associé à des 

anomalies de la présentation des antigènes par les molécules du CMH-I à la surface des 

cellules tumorales. L’absence partielle ou totale d’expression des molécules du CMH a en 

effet été documentée dans de nombreux types tumoraux humains, comme le mélanome, les 

carcinomes du côlon ou les cancers de la prostate 58,59. Plusieurs mécanismes ont été 

impliqués comprenant la perte d’hétérozygotie des gènes codant pour le CMH-I, la perte 

d’expression (délétion ou mutation) du gène codant pour la β2-microglobuline 60,61 et la 

diminution d’expression des gènes impliqués dans la machinerie d’apprêtement et de 

présentation des antigènes : c’est le cas de TAP-1 (transporter associated with antigen 

processing 1), de LMP2 (low molecular mass protein 2), LMP7 et de la tapasine, dont 
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l’expression est progressivement perdue au cours par exemple de la cancérogénèse colique 
62,63.  

Les cellules tumorales sont également capables de développer des mécanismes 

d’échappement aux systèmes de lyse cellulaire produits par les LT cytotoxiques. Certaines 

tumeurs, en surexprimant l’inhibiteur de serine protéase PI9 bloquent la voie perforine-

granzyme B, et ainsi échappent à la lyse cellulaire tumorale 64. De même, les cellules 

tumorales sont capables d’échapper à la mort induite par les LT cytotoxiques par mutation ou 

diminution de l’expression des récepteurs de mort. Il a été également mis en évidence des 

mutations ou bien des phénomènes de méthylation de gènes impliqués dans l’apoptose des 

cellules cancéreuses comme le gène de la caspase 8, ou à l’inverse l’hyperexpression de FLIP 

(FLICE-like inhibitory protein, un inhibiteur de la caspase 8), ou encore l’expression de 

récepteur leurre pour TRAIL 65,66.  

Immunosubversion 

A coté de ces mécanismes d’immunosélection, les tumeurs et l’environnement tumoral 

sont capables également de développer des mécanismes actifs d’opposition à la réponse 

immunitaire antitumorale.  

Par les cellules tumorales (chemokine (C-C motif) ligand-5) 

Dans certains cas, les cellules tumorales peuvent directement induire l’apoptose des 

LT effecteurs. Plusieurs protéines exprimées par les cellules tumorales ont été impliquées, 

comme par exemple, B7-H1, FasL, EBAG9 (estrogen receptor binding site associated, 

antigen, 9), TRAIL ou CD70 65,67-69.  

Les tumeurs peuvent également inhiber la phase effectrice des réponses antitumorales 

spécifiques. Par exemple, beaucoup de tumeurs humaines expriment la forme sous-glycosylée 

de la protéine MUC1, qui inhibe de manière réversible la prolifération des LT 70. Certaines 

tumeurs (mais aussi des cellules de l’immunité présentes dans le microenvironnement 

tumoral) sont capables de sécréter de l’oxyde nitrique (NO), ou d’avoir une activité arginase 1 

supraphysiologique, épuisant ainsi le milieu environnant en arginine, ces deux mécanismes 

pouvant se traduire par une inhibition des principales fonctions lymphocytaires T 71. De façon 

parallèle, la dégradation du tryptophane par l’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), 

constitutivement exprimée par certaines cellules tumorales ou produite par certaines cellules 

du microenvironnement, favorise la résistance des cellules cancéreuses à la réponse 

immunitaire 72. La carence en tryptophane bloque en effet la prolifération des LT CD8+ 72 et 

l’accumulation consécutive de kynurénines favorise l’apoptose des LT CD4+ 73.  
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Par les cellules immunosuppressives  

Certains mécanismes d’immunosuppression peuvent également être liés à 

l’environnement tumoral et notamment à certaines cellules de l’immunité. La progression 

tumorale peut en effet s’accompagner de l’accumulation de cellules immunitaires telles que 

des macrophages, des cellules myéloïdes immatures ou des Treg.  

Les macrophages sont très souvent les cellules immunitaires les plus fréquentes parmi 

l’infiltrat leucocytaire des tumeurs solides. Ils sont présents dans une grande diversité de 

cancers chez l’homme, dont les cancers du colon, les mélanomes, les cancers du rein, du 

poumon, de l’ovaire et du sein 74. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM: tumor-

associated macrophages) ont plus volontiers un phénotype de type M2, c'est-à-dire produisant 

du TGF-β (transforming growth factor-beta), de l’IL-10, de la PGE2 (prostaglandine E2) et 

de l’arginase 1, du VEGF (vascular endothelial growth factor), et peu d’IL-12 ou d’IL-23. Ils 

favorisent donc ainsi plutôt une polarisation Th2 de la réponse immunitaire 75, l’angiogenèse 

tumorale 76, et sont globalement tolérogènes, donc défavorables au rejet de la tumeur. De 

même, les TAM favorisent la survie des cellules tumorales, leur prolifération et leur 

migration, notamment par la sécrétion de facteurs de croissance et de dégradation de la 

matrice extra-cellulaire 77. 

Chez les souris porteuses de tumeurs, une population hétérogène de cellules myéloïdes 

immatures immunosupressives (MDSC : myeloid-derived suppressor cell) s’accumulant dans 

les organes lymphatiques 74. Les MDSC inhibent l’activation des LT par des mécanismes 

impliquant le contact cellulaire direct ou la sécrétion de facteurs solubles tels que des espèces 

oxydantes toxiques (H2O2, NO). L’accumulation de cellules myéloïdes immatures s’observe 

également dans le sang des patients et est associée à la progression tumorale 78. L’étude 

ultérieure de ces cellules myéloïdes a révélé qu’il s’agissait d’un mélange hétérogène de 

cellules hématopoïétiques plus ou moins différenciées. Une partie d’entre elles sont des 

macrophages et des DC immatures, d’autres sont des cellules à des stades plus précoces de la 

différenciation myéloïde. Ces cellules sont directement capables d’inhiber la stimulation 

antigénique de LT CD8+ in vitro 79. 

La progression tumorale peut également être associée à l’accumulation de Treg, 

phénotypiquement définis comme CD3+, CD4+ et CD25high. Ces cellules régulent la tolérance 

périphérique par la production de cytokines immunosuppressives comme le TGB-β et l’IL-10 

et inhibent ainsi la réponse T auxiliaire et T cytotoxique. Elles ont été mises en évidence dans 

le sang périphérique ou les infiltrats lymphocytaires de différents cancers. Il existe néanmoins 

un désaccord concernant leur impact sur le pronostic des cancers. En effet, leur présence a été 
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associée dans certains cas à une faible survie : cancer du sein 80,81, cancer de l’ovaire 82, 

cancer du poumon 83,84, carcinome hépato-cellulaire 85,86. Dans d’autres études (portant 

parfois sur les mêmes pathologies), leur présence a été corrélée à une amélioration du 

pronostic : cancer de la tête et du cou 87,88, cancer de la vessie 89, cancer de l’ovaire 90. Les 

raisons de ces observations contradictoires ne sont pas évidentes mais pourraient être en partie 

expliquées par un effet bénéfique des Treg lorsqu’ils diminuent l’inflammation chronique et 

au contraire un effet délétère lorsque leur présence s’oppose à l’action antitumorale des LT 

effecteurs 54.  

D’autres cellules immunitaires du microenvironnement tumoral peuvent également 

être subverties par la tumeur, comme les NKT qui dans certains modèles sont capables 

d’induire la sécrétion de TGF-β par les MDSC et d’inhiber la cytotoxicité médiée par les LT 
91. 

La théorie de l’immunoediting 

Ces dernières années, une théorie liant immunosurveillance et échappement tumoral a 

émergé : il s’agit du concept d’immunoediting 1. Cette théorie définit les relations entre 

cellules transformées et système immunitaire selon trois phases : l’élimination, l’équilibre et 

l’échappement (Figure 2). 

La phase d’élimination est la phase décrite par la théorie de l’immunosurveillance, au 

cours de laquelle les cellules en cours de transformation sont reconnues et détruites par le 

système immunitaire. La seconde phase est celle de l’équilibre où la croissance tumorale et la 

surveillance immunitaire sont en balance. Le système immunitaire exerce au cours de cette 

phase une pression sélective qui va permettre d’éliminer les cellules sensibles à son action ; 

cette phase se traduit par la sélection de cellules tumorales capables d’éviter ou de résister à la 

destruction par le système immunitaire, voire même d’induire une immunosuppression, et 

conduisant à la phase d’échappement. Le système immunitaire devient alors incapable de 

contrôler la croissance tumorale et des lésions néoplasiques détectables se développent. 



Importance du système immunitaire en cancérologie 
 

 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Les 3 phases de l’immunoediting tumoral. L’étape préalable à l’immunoediting 

est la transformation des cellules normales en cellules tumorales via l’acquisition d’oncogènes et 

l’échappement aux mécanismes suppresseurs de tumeur intrinsèques à la cellule en cours de 

transformation cancéreuse. Dans la première phase de l’immunoediting, le système immunitaire joue 

le rôle d’un suppresseur de tumeur extrinsèque en éliminant les cellules tumorales, permettant un 

retour à l’état physiologique. Cependant, si le système immunitaire n’est pas suffisamment efficace, 

les cellules tumorales ayant échappé à la réponse immunitaire entrent dans une phase d’équilibre, 

phase au cours de laquelle les cellules de l’immunité limitent la croissance tumorale sans parvenir à 

éliminer complétement les cellules transformées. Enfin, ces cellules peuvent éventuellement acquérir 

d’autres mutations leur permettant d’échapper à la reconnaissance par le système immunitaire voire de 

contrôler ou d’éliminer les cellules immunitaires. Au cours de cette phase d’échappement, les tumeurs 

deviennent cliniquement détectables. D’après Schreiber et al. 2011 1.  
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La théorie de la tolérance 

La théorie de l’immunoediting ne fait pas l’unanimité. Des travaux récents menés sur 

un modèle murin de tumeurs sporadiques, modèle qui se veut plus proche des tumeurs 

humaines que ceux utilisant des carcinogènes, remettent en question l’existence d’une 

immunosurveillance antitumorale efficace. Les auteurs ont mis au point une construction 

génétique contenant un oncogène dormant (SV40) utilisé dans des souris transgéniques. 

L’oncogène dormant peut être activé suite à de rares événements stochastiques induisant 

l’apparition d’une tumeur exprimant un antigène tumoral connu. Chez ces souris, l’apparition 

d’une tumeur induit un phénomène de tolérance immune avec apparition d’une réponse 

lymphocytaire T non-fonctionnelle contre l’antigène tumoral présenté par les cellules 

cancéreuses 92. G. Willimsky et T. Blankenstein concluent donc que les cellules tumorales 

échappent à la détection par le système immunitaire non pas par perte de leur immunogénicité 

mais grâce à l'induction d’une tolérance centrale ou périphérique 93.  

 

L’influence du système immunitaire sur le développement tumoral est donc 

extrêmement complexe. Le système immunitaire a en effet un rôle paradoxal : il peut à 

la fois réduire la croissance tumorale en détruisant des cellules cancéreuses ou en 

bloquant leur expansion, mais il peut également favoriser la progression tumorale soit 

par sélection de cellules tumorales mieux adaptées à un processus de sélection 

darwinien, soit en créant des conditions qui favorisent l’expansion tumorale au sein du 

microenvironnement tumoral. Etudier l’interaction entre le système immunitaire et les 

cellules tumorales est d’autant plus difficile que les études sont réalisées à des stades 

déjà avancés du développement du cancer, lorsque la masse cancéreuse est déjà 

organisée et détectable. La compréhension de ces phénomènes laisse pourtant entrevoir 

de nouvelles perspectives thérapeutiques dont l’objectif serait la restauration ou 

l’induction de réponses immunitaires antitumorales efficaces ; l’immunothérapie 

antitumorale est désormais un domaine de recherche très prometteur.  
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Immunothérapie antitumorale 
L’immunothérapie suscite l’espoir d’éradiquer les cellules tumorales sans affecter les 

cellules normales, et cela quelle que soit leur localisation, notamment au niveau métastatique. 

La stimulation du système immunitaire est une idée déjà ancienne car elle fut utilisée dès la 

fin du 19ème siècle. Dans les années, 1890, le chirurgien américain William B. Coley, 

considéré aujourd’hui comme le « père de l’immunothérapie du cancer », a décrit une 

rémission spontanée chez plusieurs patients atteints de sarcomes, après infection aigüe par des 

toxines bactériennes 94. Depuis cette première immunisation non spécifique, les progrès 

accomplis dans le domaine de l’immunologie des cancers ont permis d’engendrer une 

diversité d’études précliniques mais également cliniques et donnent à l’immunothérapie une 

place croissante dans les thérapeutiques du cancer.  

Plusieurs stratégies d’immunothérapie antitumorale ont été développées et débouchent 

sur des approches d’immunisation active ou passive, selon qu’il s’agit d’induire in vivo chez 

le malade la réponse immunitaire (vaccination) ou bien d’apporter au patient des effecteurs 

cytotoxiques de suppléance. Dans les deux cas, la stimulation d’une réponse immunitaire peut 

être dirigée contre un antigène tumoral (immunothérapie spécifique) ou indépendante de 

l’antigène (immunothérapie non spécifique).  

Principales stratégies d’immunothérapie antitumorale 

Immunothérapie non spécifique  

Cette approche, fondée sur le principe d’une stimulation globale du système 

immunitaire, est la première à avoir été développée. Son intérêt réside dans la non-nécessité 

de connaître les antigènes spécifiques exprimés par la tumeur. Ainsi, l’instillation intra-

vésicale du Bacille de Calmette-Guérin (IMMUCYST®) est préconisée dans le traitement des 

formes précoces et localisées des tumeurs de la vessie, afin d’induire une inflammation locale 

permettant, par la libération de cytokines et chimiokines, d’attirer les cellules de l’immunité 
95. Le traitement par cytokines est aussi approuvé dans plusieurs types de cancer, tels que 

l’adénocarcinome rénal métastatique, le mélanome, les lymphomes folliculaires, la leucémie 

myéloïde chronique (LMC) ou le myélome multiple. Ainsi, l’injection d’IL-2 et d’IFN-α dans 

l’adénocarcinome rénal a permis d’améliorer la survie des patients 96.  

Immunothérapie par les anticorps monoclonaux 

Depuis plusieurs années maintenant, la recherche se focalise sur les traitements ciblés 

et le développement d’anticorps monoclonaux dirigés contre les antigènes tumoraux a 
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constitué une avancée thérapeutique majeure dans l’immunothérapie des cancers chez 

l’homme. Ainsi, des anticorps contre Her2/neu (Trastuzumab : Herceptin®), CD20 

(Rituximab : Mabthera®), le récepteur de l’EGF (Cétuximab : Erbitux®) ou le VEGF 

(Bévacizumab : Avastin®) ont démontré leur efficacité et sont prescrits dans un nombre 

croissant de tumeurs (cancers du sein, lymphomes, tumeurs du colon, cancers du rein, 

tumeurs ORL, cancers du poumon).  

Ces anticorps agissent soit par action directe sur les cellules tumorales, soit via 

l’inhibition de molécules proangiogéniques. Initialement considérés comme des 

immunothérapies passives, il est aujourd’hui admis que leurs mécanismes d’action mettent 

également en jeu le recrutement d’effecteurs immunologiques. Une partie de leur action 

cytotoxique est en effet médiée par des macrophages ou cellules NK liant l’anticorps par son 

fragment Fc, ou via l’activation de la voie classique du complément 97,98. Plus récemment, 

chez la souris, l’efficacité clinique de certains anticorps thérapeutiques a aussi été reliée à leur 

capacité à induire des LT antitumoraux en favorisant la présentation de l’antigène tumoral aux 

LT 99.  

D’autres essais sont également en cours pour évaluer l’efficacité d’anticorps dont le 

mécanisme d'action vise, cette fois-ci explicitement, à stimuler le système immunitaire. Parmi 

les stratégies développées, le blocage spécifique du signal inhibiteur CTLA-4 (Cytotoxic T 

lymphocyte-associated antigen 4) a montré des résultats porteurs d’espoir. En effet, CTLA-4 

est une molécule de co-stimulation négative exprimée par les LT activés et qui après 

interaction avec ses ligands, délivre un signal inhibiteur de l’activation cellulaire. Le blocage 

spécifique de CTLA-4 empêche cet effet inhibiteur et stimule, de manière non spécifique, le 

système immunitaire. En 2011, un essai clinique a démontré que le blocage de CTLA-4 par 

l’Ipilimumab, un anticorps humanisé anti-CTLA-4 permettait d’améliorer la survie de patients 

atteints de mélanome métastatique 100. Ces résultats ont permis l’autorisation de mise sur le 

marché de l’Ipilimumab (Yervoy®).  

Une autre stratégie similaire au blocage de CTLA-4 consiste à inhiber spécifiquement 

la voie de costimulation négative PD-1/PDL-1 (programmed cell death 1 / programmed cell 

death 1 ligand 1). L’interaction du ligand PDL-1 avec son récepteur PD-1 inhibe la 

prolifération des LT et affectent leur survie et leurs fonctions effectrices 101. De plus, cette 

voie de signalisation compromet la mise en place d’une immunité antitumorale puisqu’elle 

induit l’apoptose des LT spécifiques d’antigènes tumoraux 67, favorisent la différentiation des 

LT CD4+ en Treg 102 et permet aux cellules tumorales de résister à la lyse par les LT 

cytotoxiques 103,104. Actuellement, plusieurs anticorps bloquant la voie PD-1/PDL-1 sont en 
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cours de développement clinique. Les premiers résultats cliniques obtenus avec un anticorps 

anti-PD-1 montrent un effet encourageant : les taux de réponse ont été de 28 % chez les 

patients atteints de mélanome (26/94 patients), de 27 % dans le cancer du rein (9/33 patients), 

et de 18 % pour les patients avec cancer du poumon (14/76 patients) 105,106. A l’inverse, aucun 

effet n’a été constaté pour les 19 patients atteints de cancer colorectal et les 13 patients 

atteints de cancer de la prostate inclus dans cette étude. De manière intéressante, la présence 

de la protéines PD-L1 à la surface des cellules tumorales pourrait constituer un marqueur 

prédictif de réponse au traitement puisqu’un tiers des patients dont la tumeur exprime PD-L1 

ont répondu au traitement alors que dans le groupe de patients dont les tumeurs n’expriment 

par ce ligand, aucun n’a répondu au traitement 105.  

Immunothérapie adoptive 

L’immunothérapie adoptive consiste à administrer aux patients des effecteurs 

autologues de l’immunité (LT, cellules NK, monocytes). Ces effecteurs de l’immunité, isolés 

à partir du sang ou de la tumeur, peuvent être stimulés in vitro de façon non spécifique, 

stimulés spécifiquement par des antigènes tumoraux ou modifiés génétiquement de manière à 

exprimer un TCR de forte affinité et spécifique d’un antigène tumoral.  

 Les expériences pionnières de thérapies cellulaires par transfert adoptif d’effecteurs 

cytotoxiques ont été réalisées dès 1984 par l’équipe de Rosenberg qui observe, après 

injections de lymphocytes activés, une réduction du nombre et de la taille des métastases dans 

plusieurs modèles de tumeurs murines 107,108. Les souris guéries par ce traitement sont de plus 

immunisées contre une nouvelle greffe des cellules provenant de la tumeur d’origine, preuve 

d’une réponse spécifique antitumorale. Les résultats observés sur les tumeurs murines ayant 

été confirmés par plusieurs équipes, des essais cliniques ont été envisagés notamment dans le 

traitement du mélanome 109-112. Dans l’une de ces études, les lymphocytes infiltrant les 

tumeurs sont prélevés à partir de mélanomes et mis en culture avec de fortes doses d’IL-2 de 

manière à lever l’état d’anergie induit par l’environnement tumoral. Avant réinjection, une 

déplétion lymphocytaire sévère est induite chez les patients par un protocole combinant la 

fludarabine et le cyclophosphamide. Rétrospectivement, ces différentes études réalisées 

indiquent que l’association des lymphocytes infiltrant la tumeur avec de l’IL-2 favoriserait les 

réponses cliniques et que l’immunodéplétion accroît la survie des patients et l’efficacité des 

lymphocytes injectés 111,113. 

Malgré quelques résultats indiquant une meilleure survie des patients, le transfert 

adoptif reste expérimentalement lourd, et sa difficulté majeure reste de réussir à produire un 
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grand nombre de cellules T spécifiques d’un antigène déterminé, possédant des facultés 

fonctionnelles adéquates et des propriétés de survie appropriées. 

Immunothérapie spécifique active 

Avant l’identification des antigènes tumoraux, les approches vaccinales consistaient à 

immuniser les patients avec des cellules tumorales irradiées, des cellules tumorales 

génétiquement modifiées de manière à exprimer des molécules de costimulation ou à sécréter 

des cytokines, des fusions de cellules tumorales et de cellules présentatrices d’antigènes ou 

des extraits de cellules tumorales administrés en présence ou non d’adjuvants et de cytokines.  

L’identification de différents antigènes tumoraux a rendu les stratégies 

d’immunisation active contre les tumeurs de plus en plus spécifiques. Différents types de 

vaccins ont été développés pour immuniser les patients, tels que des antigènes de tumeurs 

purifiés, des peptides synthétiques, de l’ADN nu, des virus recombinants ou, encore, des 

bactéries recombinantes et plusieurs de ces stratégies sont d’ores et déjà en cours d’évaluation 

dans des essais cliniques de phase 3. Dans le traitement des patients atteints de cancer de la 

prostate métastatique et résistant à la castration, un essai clinique de phase 2 a mis en 

évidence une prolongation potentielle de la médiane de survie globale des patients traités par 

le vaccin PROSTVAC-V/F par rapport au témoin placebo 114. Ce vaccin associant deux 

vecteurs viraux issus de virus de la variole modifiés, exprimant l'antigène PSA (prostate 

specific antigen) humain et trois molécules de co-stimulation est à l’étude dans un essai 

d’efficacité de phase 3. Dans le traitement de patients atteints de cancer des poumons non à 

petites cellules, l’administration d’une protéine recombinante MAGE-A3 associée à un 

adjuvant a permis d’obtenir une réponse immunitaire cellulaire et diminue le risque de 

récidive 115. De manière à confirmer ces résultats prometteurs, une étude de phase 3 

randomisée est donc en cours et inclue des patients atteints de cancer des poumons non à 

petites cellules stades IB, II ou IIIA, MAGE-A3 positifs et en résection complète. Un autre 

type de vaccin commence également à faire ses preuves dans le traitement du cancer du rein. 

L’IMA901 est en effet un vaccin thérapeutique constitué de plusieurs peptides associés à la 

tumeur, qui administré en association avec le cyclophosphamide a montré une amélioration de 

la survie globale (23,5 mois contre 14,8 mois en médiane) 116. Quelques soit l’approche 

vaccinale, ces différents essais cliques ont montré un excellent profil de tolérance et 

l’induction d’une réponse immune adaptative spécifique. De nouvelles recherches sont 

nécessaires afin d’améliorer les réponses cliniques observées.  
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Dans le but d’optimiser la réponse immune induite par la tumeur, plusieurs équipes 

cherchent à augmenter l’adressage des antigènes tumoraux aux DC. Pour ce faire, les DC sont 

manipulées ex vivo de manière à augmenter leur pouvoir immunogène avant de les injecter 

aux patients. Ainsi, les DC peuvent être respectivement chargées avec des peptides tumoraux, 

des extraits de cellules tumorales, des corps apoptotiques, des exosomes, ou encore être 

fusionnées avec des cellules tumorales. Dans toutes ces situations expérimentales, les DC 

possèdent la capacité d’activer in vitro des lymphocytes qui acquièrent des propriétés 

cytotoxiques.  

En juin 2010, la FDA a approuvé la commercialisation du premier vaccin 

anticancéreux : le sipuleucel-T (Provenge®). Ce vaccin cellulaire – comprenant les cellules 

mononucléées autologues du patient sensibilisées in vitro avec une protéine de fusion 

associant l’antigène de prostate PAP (phosphatase acid prostatique) couplée au GM-CSF 

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) – est indiqué dans le traitement des 

cancers de la prostate résistant à la castration. Après des essais de phase I et II concluants, 

deux essais de phases III ont en effet démontré une amélioration significative de la survie 

globale de 4,1 mois comparée au groupe placebo et ce, malgré une absence de bénéfice en 

terme de survie sans progression 117,118. Le sipuleucel-T constitue donc le premier vaccin 

cellulaire mis sur le marché par une entreprise privée. Mais sa disponibilité semble 

compromise d’une part par la demande importante relative aux milliers de nouveaux cas de 

cancer de la prostate métastatiques diagnostiqués chaque année ; et d’autre part par le coût du 

traitement qui dépasse les 70 000€ pour 3 injections.  

Vers une optimisation des protocoles d’immunothérapie antitumorale 

Les nombreux essais cliniques d’immunothérapie ont mis en évidence des réponses 

immunologiques qui, malheureusement, ne s’accompagnaient pas nécessairement d’une 

réponse clinique. L’immunothérapie antitumorale a donc longtemps été considérée comme 

une approche thérapeutique séduisante mais peu efficace. Mais après les très nombreux 

échecs enregistrés au cours de ces dernières années, la mise sur le marché du sipuleucel-T et 

de l’Ipilimumab redonnent un dynamisme à cette voie thérapeutique. Pour améliorer les 

indications et l’efficacité de ces traitements, il est maintenant nécessaire de prendre en compte 

différents paramètres cliniques et biologiques.  

Cancers à des stades précoces 

L’une des explications aux nombreux échecs observés réside dans le fait que ces essais 

d’immunothérapie ont été menés sur des patients atteints d'un cancer avancé et ayant déjà subi 
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divers traitements. Il pourrait donc être judicieux que cette approche soit mise en œuvre plus 

tôt dans le processus d'évolution de la maladie et que des essais soient entrepris dans le but de 

prévenir ou traiter des récidives précoces de cancer. D’ailleurs, les résultats positifs de deux 

essais cliniques de vaccination antitumorale en situation adjuvante prouvent une meilleure 

efficacité des vaccins antitumoraux administrés à des stades précoces de la maladie. L’un de 

ces essais cliniques repose sur l’administration de la protéine Mage A3 mélangée à un 

adjuvant chez des patients atteints de cancer du poumon 119. L’autre essai utilise un peptide 

dérivé d’Her2/neu comme immunogène pour vacciner des patientes atteintes de cancer du 

sein à haut risque de récidive 120.  

Inhiber l’immunosuppression associée aux tumeurs 

Une autre hypothèse pouvant expliquer la résistance des tumeurs à l’immunothérapie 

repose sur l’immunosuppression associée aux tumeurs. Les mécanismes responsables de 

l’immunosuppression sont nombreux mais de manière à améliorer l’efficacité des 

immunothérapies, il apparaît nécessaire de les identifier et surtout de développer des 

stratégies permettant de les contrecarrer. 

Associer immunothérapie et approches antitumorales 

conventionnelles 

Il fait peu de doute que l’immunothérapie n’est pas et ne sera pas capable d’éradiquer 

à elle seule une tumeur, en particulier à un stade avancé. Afin d’améliorer l’efficacité 

thérapeutique de l’immunothérapie, il semble donc judicieux de développer des stratégies 

thérapeutiques combinant des thérapies anticancéreuses cytotoxiques conventionnelles 

(chimiothérapie, radiothérapie) ou ciblées (inhibiteurs de tyrosine kinases ou anticorps 

monoclonaux) avec une immunothérapie. Plusieurs éléments laissent à penser que de telles 

associations pourraient synergiser. (i) Les traitements conventionnels, qu’il s’agisse de 

chimiothérapie, de radiothérapie ou de thérapie moléculaire ciblée entrainent une régression 

rapide de la tumeur, ce qui a pour effet de diminuer l’immunosuppression induite par les 

cellules tumorales et offre donc une fenêtre d’action favorable aux immunothérapies. (ii) Le 

relarguage de débris cellulaires résultant de la mort des cellules tumorales peut favoriser la 

présentation croisée d’antigènes tumoraux et par conséquent contribuer à l’induction d’une 

réponse immunitaire in situ. (iii) L’induction d’une réponse immunitaire antitumorale pourrait 

réduire les risques d’émergence de clones résistants aux traitements conventionnels. (iv) 

Certaines thérapies conventionnelles, en parallèle de leur effet directement cytotoxique sur les 

cellules tumorales, peuvent avoir des effets immunostimulants qui pourraient être améliorés 
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par une immunothérapie efficace. (v) Certains traitements peuvent également inhiber 

sélectivement les cellules immunosuppressives telles que les Treg ou les MDSC.  

 

L’histoire des immunothérapies anticancéreuses est déjà longue, mais avec les 

succès cliniques et l’approbation réglementaire du vaccin sipuleucel-T dans le cancer de 

la prostate et de l’anticorps Ipilimumab dans le mélanome métastatique, ces dernières 

années constituent un tournant décisif dans le développement de l’immunothérapie 

antitumorale. Cette nouvelle approche visant à activer une réponse immunitaire doit 

maintenant s’intégrer dans la stratégie générale de prise en charge du cancer et 

notamment être associée aux traitements conventionnels regroupant les chimiothérapies, 

la radiothérapie et les thérapies moléculaires ciblées. De plus, il est maintenant bien 

établi que ces traitements conventionnels peuvent dans certains cas moduler les réponses 

immunitaires. Dans la perspective d’associer une immunothérapie à ces traitements, il 

apparaît donc nécessaire de décrypter leurs effets sur le système immunitaire. Dans la 

partie suivante, nous allons donc aborder les effets immunomodulateurs des traitements 

conventionnels, afin de guider leur combinaison rationnelle à des immunothérapies. 
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Relations entre système immunitaire et traitements antitumoraux 
L’échappement tumoral à la réponse immunitaire, l’hématotoxicité induite par de 

nombreuses chimiothérapies, le développement de thérapies dites « ciblées » et l’utilisation 

concomitante de corticoïdes sont autant de facteurs qui jusqu’à présent ont conduit à négliger 

l’implication du système immunitaire dans les traitements anticancéreux – voire même ont 

amené à considérer chimiothérapie et immunothérapie comme incompatibles. D’ailleurs, les 

modèles utilisés pour le développement de nouveaux traitements passent par des techniques 

de xénogreffe de tumeurs humaines dans des souris immunodéficientes et négligent donc la 

capacité du système immunitaire à participer à la réponse antitumorale de ces nouveaux 

traitements 121.  

Pourtant, de nombreux travaux ont permis de démontrer que la radiothérapie, certaines 

chimiothérapies ainsi que les thérapies moléculaires ciblées pouvaient générer ou favoriser 

l’induction d’une réponse immunitaire antitumorale qui participe à la réponse thérapeutique 

des traitements conventionnels.  

Effets synergiques des chimiothérapies et du système immunitaire 

Les premiers travaux suggérant qu'une partie de l'efficacité antitumorale des 

chimiothérapies pouvait être attribuée au système immunitaire ont été réalisé dès 1973. Dans 

ces expériences pionnières, Schwartz et al. montrent en effet que les anthracyclines induisent 

des réponses antitumorales plus intenses chez les souris immunocompétentes que chez les 

souris immunodéprimées 122. Depuis, de nombreux travaux sont venus confirmer l’existence 

d’une contribution du système immunitaire à l’efficacité des traitements anticancéreux et 

certains mécanismes – pouvant être communs à plusieurs molécules – ont pu être élucidés 

(Figure 3). Les chimiothérapies peuvent induire une immunité antitumorale en agissant 

directement sur les cellules tumorales, ou directement sur les cellules immunitaires en 

stimulant les propriétés des cellules effectrices ou au contraire en inhibant ou en éliminant les 

cellules immunosuppressives. Ces nombreux mécanismes sont abordés dans une revue de 

littérature récente 123 et ceux faisant l’objet de recherche au sein de notre unité seront 

développés dans la partie suivante. 
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Figure 3 : Mécanismes par lesquels les chimiothérapies affectent le système immunitaire. Les chimiothérapies peuvent induire une immunité 

antitumorale en activant directement les LT CD4+, CD8+ ou γδ, en augmentant la production d’INFγ, IL-17, ou d’IL-2, en favorisant la maturation ou 

l’activation des DC, en inhibant ou en éliminant les cellules immunosuppressives tels que les MDSC ou les Treg, en induisant une mort cellulaire 

immunogène, en augmentant l’expression des molécules du CMH-I à la surface des cellules tumorales, en augmentant la perméabilité des cellules tumorales 

au granzyme B. D’après Galluzzi et al. 2012 123. 
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Immunogénicité de la mort cellulaire 

Contre toute attente, certains signaux émis par les cellules apoptotiques peuvent être à 

l’origine d’une réponse immunitaire 124. Ce sont notamment les signaux permettant 

l’attraction des phagocytes (« find me » signal) ainsi que ceux initiant la phagocytose (« eat 

me » signal) 125. En régulant la phagocytose, l’apprêtement et la présentation des antigènes 

tumoraux ainsi que la maturation des DC, les mécanismes de co-stimulation, et la polarisation 

de la réponse lymphocytaire, ces signaux de danger sont capables d’induire une réponse 

immunitaire spécifique efficace. L’efficacité de cette réponse immunitaire est fonction du 

type cellulaire, du contexte tissulaire mais également des composés cytotoxiques utilisés 126.  

Parmi les molécules utilisées en oncologie, plusieurs ont montré une capacité à 

provoquer une mort cellulaire immunogène, c'est-à-dire capable d’induire une réponse 

immunitaire spécifique efficace 127. C’est le cas notamment des anthracyclines et de 

l’oxaliplatine dont l’efficacité est étroitement corrélée à l’intégrité du système immunitaire. 

La réponse immunitaire induite par les anthracyclines et l’oxaliplatine est également diminuée 

en présence d’inhibiteurs de caspases, soulignant le rôle majeur de la mort cellulaire – et plus 

précisément de l’apoptose – dans ce mécanisme.  

Des travaux successifs réalisés par notre équipe de recherche ont permis d’élucider 

certains des paramètres moléculaires déterminant l’immunogénicité de la mort cellulaire 

induite par les anthracyclines et l’oxaliplatine 128 (Annexe 1). Trois points-clés essentiels à 

l’induction d’une mort immunogène ont été mis en évidence : la translocation du complexe 

CRT/ERp57 (calreticulin / endoplasmic reticulum resident protein 57), la sécrétion par les 

cellules tumorales de la protéine nucléaire HMGB1 (high mobility group box 1) et de la 

sécrétion toujours par les cellules tumorales de l’ATP (adenosine triphosphate). Ces 

différents signaux – CRT/ERp57, HMGB1 et ATP – favorisent la mise en place d’un dialogue 

entre cellules tumorales mourantes et système immunitaire, nécessaire à l’induction d’une 

immunité antitumorale.  

L’exposition du complexe CRT/ERP57 favorise la reconnaissance et la phagocytose 

des cellules tumorales mourantes par les DC 129. Le récepteur impliqué dans ce mécanisme 

n’a pas pour l’instant pu être identifié avec certitude. HMGB1 est quant à lui sécrété par les 

corps apoptotiques dans l’espace intercellulaire où il est reconnu par TLR4 (Toll Like 

Receptor-4) exprimé à la surface des DC 130. L’activation de la voie TLR4/Myd88 induite par 

la liaison de l’HMGB1 régule l’apprêtement et la présentation des antigènes tumoraux par les 

DC et est donc indispensable à l’établissement d’une réponse immunitaire antitumorale. 
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Enfin, l’ATP secrétée par les cellules tumorales mourantes stimule le récepteur purinergique 

P2RX7 (purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel) exprimé à la surface des DC 131. 

Cette interaction induit alors la production de cytokines essentielles à l’induction de réponses 

immunitaires spécifiques, tel que l’IL-1β.  

Ces résultats obtenus à partir de modèles murins sont fortement renforcés en clinique 

par la mise en évidence de deux polymorphismes des gènes TLR4 et P2RX7. En effet, il 

existe chez l’homme un polymorphisme du gène TLR4, associé à une diminution d’affinité de 

ce récepteur pour son ligand HMGB1. La présence de ce polymorphisme a été corrélée à une 

progression métastatique plus rapide chez des patientes atteintes de cancer du sein non 

métastatique avec envahissement ganglionnaire et recevant des anthracyclines et de 

l’irradiation locale en traitement adjuvant 130. De même, la présence de ce même 

polymorphisme a été corrélée à une plus faible survie chez des patients atteints de cancer 

colorectal avancé recevant de l’oxaliplatine 132. Il existe également chez l’homme, un 

polymorphisme dans le gène P2RX7 (Glu496Ala) qui diminue la capacité de ce récepteur à se 

lier à l’ATP. Les monocytes présentant ce polymorphisme produisent moins d’IL-1β en 

réponse à une stimulation par l’ATP. Dans une cohorte de patientes atteintes de cancer du sein 

et traitées par des anthracyclines, la présence de ce polymorphisme est associée à une plus 

faible survie 131. 

Recrutements de lymphocytes T γδ 

Dans un modèle murin, nous avons mis en évidence le rôle des LTγδ producteurs 

d’IL-17 dans l’efficacité thérapeutique de la doxorubicine 133,134 (Annexe 2). Les souris 

déficientes pour les LTγδ, ou ayant reçu un anticorps neutralisant l’IL-17A ou incapables de 

répondre à cette cytokine (IL-17ra-/-) ne développent pas de réponses IFN-γ spécifiques contre 

des cellules tumorales exposées à des chimiothérapies immunogènes. L’efficacité des 

anthracyclines est par conséquent compromise dans ces différents modèles. 

Elimination sélective de populations immunosuppressives 

Si les fortes doses de cyclophosphamide (CTX) sont associées à un effet antitumoral 

cytotoxique direct et à une lymphoablation, de faibles doses de CTX, en administration 

répétée ou continue, sont associées à une stimulation de la réponse immunitaire antitumorale, 

essentiellement par réduction du nombre de Treg et de MDSC 135. Les faibles doses de CTX 

permettent également d’inhiber les fonctions immunosuppressives des Treg en agissant sur 

différents marqueurs clés, dont FOXP3 (forkhead box P3), et GITR (glucocorticoid induced 

TNF receptor related protein). Enfin, de faibles doses de CTX favorisent la différenciation 



Relations entre système immunitaire et traitements antitumoraux 
 

 36 

des LT naïfs en lymphocytes Th17 136, restaurent les fonctions effectrices des LT et des NK 

de patients avec cancer avancé 137, stimulent l’expression d’IFN type I et inhibent l’expression 

de cytokines immunosuppressives (notamment IL-4, IL-10 et IL-13) 138.  

Immunomodulation par les thérapies ciblées 

A la différence de la chimiothérapie, le concept des thérapies ciblées repose sur une 

connaissance approfondie des mécanismes moléculaires impliqués dans la cancérogenèse. Le 

développement de cette classe de produits a été rendu possible par les progrès réalisés dans la 

compréhension de la machinerie protéique de la cellule. Ainsi, le développement des thérapies 

ciblées est guidé par des principes rationnels, permettant de bloquer le fonctionnement d’une 

protéine bien définie.  

La spécificité est pourtant loin d’être totale. Par exemple, l’Imatinib mésylate (IM) a 

été développé afin d’inhiber sélectivement l’activité tyrosine kinase d’une protéine 

oncogénique n’existant que dans une seule maladie, en l’occurrence la LMC. Mais, même 

dans ce cas présent, la spécificité n’est pas totale puisque des récepteurs à activité tyrosine 

kinase (dont c-kit et PDGFR (platelet derived growth factor receptor)), exprimés par de 

nombreuses autres cellules normales, sont aussi inhibés par l’IM. Fort heureusement, cette 

situation présente des avantages et confère à ce médicament une efficacité très intéressante 

sur les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST : gastrointestinal stromal tumors) 139. 

Dans d’autres situation, cette interaction non spécifique peut être responsable d’effets 

indésirables comme c’est le cas pour certains anticorps monoclonaux ou inhibiteurs de 

tyrosine kinase à l’origine de toxicité cardiaque. 

De façon intéressante, les effets « off-target » de certaines thérapies ciblées semblent 

capables d’agir sur le système immunitaire. En effet, l’efficacité thérapeutique de plusieurs 

thérapies ciblées repose – au moins en partie – sur des mécanismes impliquant le système 

immunitaire (Figure 4). Comme pour les chimiothérapies, ces mécanismes sont multiples, 

complexes  

Les anticorps thérapeutiques présentent des modes d’action très variés et souvent 

multiples. Le mode d’action le plus commun correspond à la fixation de l’anticorps sur sa 

cible pour bloquer son activité biologique et l’interaction avec d’autres partenaires. Ils 

peuvent aussi empêcher les processus d’homo- ou d’hétéro-dimérisation de récepteurs, ou 

même induire des voies de signalisation provoquant l’internalisation des récepteurs ou bien 

l’apoptose des cellules cibles. Cependant, les anticorps monoclonaux n’ont pas 

nécessairement besoin de posséder une activité pharmacologique sur leur cible pour être de 
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puissants agents thérapeutiques. En effet, grâce à leur fragment Fc, les anticorps peuvent 

interagir avec le système immunitaire de l’hôte et déclencher l’élimination de l’antigène ciblé 

par différents mécanismes cytotoxiques : ADCC (antibody dependent cell-mediated 

cytotoxicity), ADCP (antibody dependent cell-mediated phagocytosis) et CDC (complement 

dependent cytotoxicity). Ces trois modes d’action entraînent la destruction de l’antigène ou de 

la cellule cible et participent à l’efficacité clinique des anticorps anti-tumoraux. D’autres 

processus permettant aux anticorps monoclonaux de synergiser avec le système immunitaire 

ont également été mis en évidence. Le trastuzumab, par exemple, est un anticorps monoclonal 

dirigé contre le récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2 : Human 

Epidermal Growth Factor Receptor 2). En plus de bloquer la transduction du signal HER2, le 

trastuzumab favorise la production de LT CD8+ spécifique de HER2 140 et améliore 

l’infiltration des tumeurs par les cellules NK 141.  

Parfois une même molécule peut avoir des effets en faveur d’une activation du 

système immunitaire et au contraire des effets inhibant le système immunitaire. L’erlotinib 

par exemple, est associé à une augmentation de l’expression des molécules CMH de classe I 

et II 142, facilitant ainsi la reconnaissance des cellules tumorales par les effecteurs 

immunitaires. Pourtant, en inhibant les voies de signalisation c-Raf/Erk et Akt, l’erlotinib 

semble également capable de compromettre la réponse immunitaire notamment en inhibant 

l’activation et la prolifération des LT.  

Le sunitinib et le sorafénib sont deux inhibiteurs de tyrosine kinase utilisés dans le 

cancer du rein et dans le carcinome hépatocellulaire. Dans les cancers du rein, ces deux 

molécules ont été associées à une diminution de l’infiltrat Treg et MDSC 143-147, facilitant 

ainsi le développement de réponse antitumorale Th1 145. D’un autre côté, le sorafénib – mais 

pas le sunitinib – inhibe in vitro les fonctions et la maturation des DC 148. En effet, 

l’activation des DC par les ligands TLR est diminuée en présence de sorafénib. On observe 

notamment une diminution de sécrétion des cytokines, une diminution de l’expression des 

molécules de co-stimulation, d’adhésion et des CMH ainsi qu’une diminution de l’activation 

des LT.  

Enfin, un grand nombre d’études met en évidence les effets immunomodulateurs de 

l’IM. Le rôle immunomodulateur de l’IM sera donc abordé en détail dans la partie suivante. 
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Figure 4 : Mécanismes par lesquels les thérapies ciblées affectent le système immunitaire. D’après Galluzzi et al. 2012 123. Les thérapies moléculaires 

ciblées peuvent déclencher une réponse immunitaire en activant directement les LT, NK ou DC et/ou en inhiber les MDSC ou les Treg. Les anticorps 

monoclonaux peuvent aussi favoriser l’ADCC (antibody dependent cell-mediated cytotoxicity), l’ADCP (antibody dependent cell-mediated phagocytosis) ou 

la CDC (complement dependent cytotoxicity). Au contraire, les thérapies moléculaires ciblées peuvent inhiber une réponse immunitaire en déplétant les LB, 

LT, NK ou DC, ou en favorisant le recrutement de macrophages. 
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Effets immunomodulateurs de l’Imatinib 

Développement de l’Imatinib 

Chef de file des inhibiteurs de tyrosine kinase, l’IM constitue la première preuve de 

validité du concept de thérapie ciblée. L’histoire de son développement a commencé avec la 

découverte de la première anomalie génétique associée à la LMC : le chromosome 

Philadelphie. 

Le chromosome Philadelphie est le résultat de la translocation réciproque et équilibrée 

entre les bras longs des chromosomes 9 et 22 : t(9;22)(q34;q11) 149,150. Sur le bras long du 

chromosome 9 la région abl (Abelson) se coupe et sa partie télomérique vient se localiser à la 

place de la partie télomérique du bras long du chromosome 22 dans une région appelée bcr 

(Breakpoint Cluster Region) 151,152. Cette translocation aboutit à un chromosome 22 très court 

sur lequel se trouve le gène chimérique BCR-ABL, formé du début de BCR et de la fin d’ABL 
153. La conservation du cadre de lecture permet la synthèse d'ARN messagers hybrides dits 

chimériques comportant des séquences BCR en 5' et ABL en 3'. L'ARN chimérique est traduit 

en une protéine de fusion BCR-ABL ayant une activité tyrosine kinase constitutive.  
La protéine BCR-ABL perturbe de nombreuses fonctions cellulaires : l’hyperactivité 

tyrosine-kinase dérègle les voies Ras, STAT-3 (STAT : signal transducer and activator of 

transcription), STAT-5 et PI-3 kinase (Figure 5). Les effets qui en découlent sont une 

inhibition de l’apoptose, l’activation de la multiplication cellulaire et l’atténuation de 

l’adhérence des cellules leucémiques au stroma médullaire. En 1990, Lugo et al. mettent en 

évidence le rôle essentiel de l'activité tyrosine kinase dans le pouvoir transformant de la 

protéine BCR-ABL 154. Les souris dont les moelles osseuses sont greffées avec des cellules 

infectées par un rétrovirus contenant le gène BCR-ABL développent en quelques semaines une 

maladie très similaire à la LMC humaine 155. Ces différentes propriétés ont fait de la protéine 

BCR-ABL une cible séduisante.  

Dans les années 1990, un programme portant sur le développement d’inhibiteurs de 

tyrosine kinase s’est plus particulièrement intéressé à la structure d’une molécule capable 

d’inhiber sélectivement la poche ATP de la protéine BCR-ABL et ceci, sans altérer le 

fonctionnement d’autres kinases physiologiquement nécessaires à la bonne marche des 

cellules normales. Ce programme a permis la mise au point d’une molécule de bonne 

efficacité biochimique et semblant non toxique : le STI571. Rapidement, cette molécule – 

dénommée Imatinib par la suite – s’est montrée exceptionnellement active sur les cellules 

leucémiques tout en préservant les cellules saines 156. Le STI571 agit par inhibition 



Effets immunomodulateurs de l’Imatinib 
 

 40 

compétitive de l'ATP au niveau du site catalytique de la protéine kinase. Cette interaction 

inhibe l’autophosphorylation de l’enzyme, qui interfère avec son activation et bloque le signal 

de transduction 157,158. Cela a pour conséquences d’inhiber sélectivement la prolifération des 

cellules BCR-ABL positives et d’induire leur apoptose.  

 

Figure 5 : Voies de signalisation 

perturbées par la protéine BCR-

ABL. La production de la protéine 

BCR-ABL est un événement 

cellulaire majeur qui perturbe de 

nombreuses fonctions cellulaires dont 

l’apoptose, la multiplication cellulaire 

et l’atténuation de l’adhérence des 

cellules leucémiques au stroma 

médullaire. D’après Fabbro et al. 

2012 159. 

 

Autres cibles moléculaires de l’Imatinib 

Une fois synthétisé, l’IM a été testé non seulement sur la cible pour laquelle il avait été 

conçu mais aussi sur d’autres cibles moléculaires. Ainsi deux autres tyrosine kinases se sont 

avérées inhibées par l’IM : c-kit et PDGFR.  

c-kit est un récepteur à activité tyrosine kinase de 145 kDa, dont le ligand est un 

facteur de croissance des cellules souches, le SCF (stem cell factor). Il est normalement 

exprimé par les mastocytes, les cellules souches hématopoïétiques, les cellules germinales, les 

mélanocytes et les cellules interstitielles de Cajal. Il joue un rôle important dans la 

différenciation et la croissance de ces cellules. Différents types d’anomalie moléculaire 

(délétions, mutations ponctuelles, insertions) peuvent être responsables d’une activation 

constitutive de c-kit. L’activation permanente de la tyrosine kinase de c-kit entraîne une 

stimulation mitogénique en l’absence de ligand 160. En dépit de son expression dans plusieurs 

types tumoraux − GIST (95%), carcinome thymique (86%), séminomes (84%), oncocytome 

(80%), carcinome chromophobe (45%), carcinome adénoïde kystique salivaire (77%), 

mélanomes (36%), carcinomes folliculaires de la thyroïde (23%) 161 − la contribution de c-kit 

dans la transformation maligne n’est établie que pour les GIST. 
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Le PDGFR, troisième cible de l’IM, est un récepteur à activité tyrosine kinase dont le 

ligand est un facteur de croissance plaquettaire, le PDGF (platelet derived growth factor). Ce 

récepteur existe sous deux formes de forte homologie de structure : PDGFRα et PDGFRβ. Il 

est normalement exprimé par les cellules du tissu de soutien ; il joue un rôle dans le 

développement embryonnaire et la cicatrisation tissulaire 162. Son rôle dans la tumorogenèse 

de certains cancers est actuellement bien documenté. Dans la dermatofibrosarcoma 

protuberans (DFSP), PDGFR est activé de manière constitutive, induisant des signaux 

intracellulaires oncogéniques 163. De même, les glioblastomes sont caractérisés par une 

activation autocrine du PDGFR 164. 

Indications thérapeutiques de l’Imatinib 

Leucémie myéloïde chronique 

Le traitement de la LMC a été radicalement modifié depuis l’introduction de l’IM dans 

l’arsenal thérapeutique de cette maladie. Dès les premiers résultats de l’essai prospectif IRIS 

(International randomized study of interferon versus STI571), qui a randomisé l’IM contre 

l’association INF-α + aracytine, l’IM à la dose de 400 mg par jour s’est imposé comme le 

traitement de première intention dans la LMC en phase chronique 165,166. En effet, par sa 

facilité d’administration et surtout du fait de sa remarquable efficacité, l’IM a supplanté toutes 

les thérapeutiques antérieures (Figure 6). La FDA (Food and Drug Administration) a donc 

approuvé la mise sur le marché américain de l’IM pour traiter la LMC en 2001, soit moins de 

trois ans après le début de la première étude clinique. 

 

Figure 6 : Courbe de survie globale des patients 

traités par INF-α, aracytine ou par IM. Après un 

suivi médian de 60 mois, la survie globale est de 

89% dans le bras IM, alors qu’elle est de moins 

de 50% avec les thérapies antérieures. D’après 

Druker et al. 2009 167. 

 

Tumeurs stromales gastro-intestinales 

Les GIST sont des tumeurs mésenchymateuses du tube digestif. Elles trouveraient leur 

origine dans les cellules interstitielles de Cajal qui jouent un rôle clé dans la motricité 

automatique du tube digestif. Leur fréquence est estimée à environ 12 cas pour 106 habitants 
168,169. 
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Sur le plan anatomopathologique, ces tumeurs se présentent sous la forme d’une 

prolifération de cellules fusiformes et/ou épithélioïdes qui, dans plus de 95 % des cas, 

expriment c-kit. La positivité de c-kit est d’ailleurs considérée comme pathognomonique mais 

manque malgré tout de spécificité.  

L’expression de c-kit à la surface de la quasi-totalité des GIST a attiré – notamment du 

fait qu’il s’agit d’un potentiel oncogène 169,170 – l’attention scientifique sur le rôle exact de 

cette protéine dans la physiopathologie de ces tumeurs. Ainsi, en 1998, ont été identifiées des 

mutations activatrices de c-kit, donnant à la protéine une conformation constitutionnellement 

activée, indépendante de son ligand 171. Ces mutations, identifiées dans 5 GIST, concernaient 

toutes l’exon 11, codant pour la portion juxtamembranaire intracellulaire du récepteur. 

D’autres études ont montré que les mutations activatrices de c-kit étaient une caractéristique 

ubiquitaire des GIST, puisqu’elles étaient retrouvées dans près de 90 % des cas et qu’elles 

pouvaient intéresser d’autres portions de la protéine, notamment l’exon 9 172 et beaucoup plus 

rarement les exons 13 et 17 160.  

Concernant les GIST c-kit négatives, une forte surexpression de PDGFRα a été 

observée 173. Tout comme c-kit, des mutations de PDGFRα ont été mises en évidence 174. 

Elles concernent 35 à 67 % des GIST c-kit WT, soit 5 à 7 % de toutes les GIST. Elles siègent 

essentiellement au niveau des exons 18, 12 et 14, et sont responsables d’une activation 

constitutionnelle du récepteur. Les GIST dits de type sauvage, c’est-à-dire ne présentant de 

mutation ni pour c-kit, ni pour PDGFR, représentent seulement 5 à 10% des GIST.  

L’IM a été proposé la première fois à une patiente finlandaise présentant une tumeur 

stromale c-kit+ en mars 2000 sur une idée basée conjointement sur la découverte de la 

protéine c-kit à la surface des GIST et l'efficacité de l’IM à inhiber l’activité tyrosine-kinase 

c-kit 175. Pour cette patiente, l’efficacité clinique de l’IM s’est avérée spectaculaire 139. Cette 

efficacité a par la suite été confirmée dans le cadre de plusieurs essais cliniques (Figure 7). 

Les premières études de phase I puis II et III évaluant l’efficacité de l’IM dans le traitement 

des GIST en phases avancée et métastatique ont été publiées en 2002 et l’autorisation de mise 

sur le marché dans cette indication a été obtenue en février 2002 aux Etats-Unis et en juin 

2002 en France. 

Son efficacité dans les formes métastatiques et le taux élevé de récidive postopératoire 

de certaines GIST localisées ont naturellement conduit à l’évaluer, en situation adjuvante, 

pour tenter d’éradiquer une potentielle maladie microscopique résiduelle. Plusieurs études 

prospectives ont donc été menées et l’IM a obtenu récemment une AMM en situation 

adjuvante. L’amélioration significative de la survie sans rechute n’est pas identique selon les 
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sous-groupes de patients. En effet, aucun bénéfice du traitement adjuvant par IM n’a été 

observé dans les sous-groupes à faible et très faible risque de récidive. C’est pourquoi, 

l’autorisation d’utilisation européenne a donc été octroyée en 2009 avec un libellé différent de 

celui des États-Unis : « Traitement adjuvant des patients adultes qui présentent un risque 

significatif de rechute après résection d’une tumeur stromale gastro-intestinale GIST KIT 

(CD117) positive. Les patients qui présentent un faible ou un très faible risque ne doivent pas 

être traités ».  

 

Figure 7 : Courbe de survie globale 

des patients atteints de GIST et 

traités par IM à la dose quotidienne 

de 400 ou 800 mg, ou par 

doxorubicine. En situation avancée, 

l’IM a transformé le pronostic des 

GIST reconnues insensibles aux 

chimiothérapies conventionnelles. La 

survie globale médiane des patients en 

phase avancée est passée de 9 mois 

environ à plus de 36 mois. D’après 

Verweij et al. 2004 176. 

 

L’impact du génotype de la tumeur sur le risque de récidive, la sensibilité au 

traitement adjuvant et le développement d’une réaction immunitaire constituent des axes 

majeurs de recherche et devraient rapidement permettre de mieux cerner les indications. 

Définir de nouveaux facteurs pronostiques ou de nouveaux facteurs prédictifs permettra en 

effet d’aboutir à une meilleure individualisation du traitement systémique. Rappelons que la 

définition des facteurs pronostiques et prédictifs est théoriquement distincte. Les facteurs 

pronostiques – basés sur la biologie tumorale, la morphologie, le suivi – permettent 

d’identifier des patients à haut risque de récidive. Leur puissance est indépendante du 

traitement. Les facteurs prédictifs concernent les modifications spécifiques permettant de 

prédire un bénéfice à un traitement particulier. Ils sont corrélés à la réponse au traitement et 

doivent être capables de sélectionner des patients pour un type de molécule.  

En pratique, les facteurs pronostiques permettent de mieux identifier les patients à 

traiter, et les facteurs prédictifs permettent de mieux sélectionner les traitements adéquats 

(Tableau 5). Certains marqueurs pronostiques peuvent également être prédictifs. 
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Tableau 5 : Distinction entre facteurs pronostiques et prédictifs. 

 

Facteurs pronostiques  Facteurs prédictifs  

Basés sur la biologie tumorale  Basés sur l’interaction entre le traitement et la 
biologie tumorale  

Corrélés à la survie indépendamment du 
traitement  

Corrélés à la réponse au traitement 
indépendamment du pronostic  

Permettent de sélectionner les patients à risque  Permettent de sélectionner des patients pour un 
traitement spécifique  

Largement appliqués sur de grandes populations, 
impact clinique à discuter  Impact significatif sur des patients sélectionnés  

Nombreux identifiés et validés Peu identifiés et validés  

Ex : taille tumorale, index mitotique, localisation 
initiale des GIST 177 

Ex : la présence de métastases pulmonaires 
prédit la survenue d’une résistance précoce à 
l’IM dans le GIST 178 

 

Syndrome hyperéosinophilique 

L’hyperéosinophilie se rencontre dans un nombre très varié de situations 

pathologiques. Lorsqu’aucune cause n’est mise en évidence après un bilan étiologique 

exhaustif, on évoque alors le diagnostic de syndrome hyperéosinophilique (SHE).  

Ce syndrome hétérogène regroupe des variants myéloïde et lymphoïde qui ont en 

commun l’existence de lésions tissulaires induites par les polynucléaires neutrophiles mais 

qui se caractérisent par des bases moléculaires spécifiques. Le variant myéloïde est parfois 

associé à des délétions chromosomiques aboutissant à la fusion entre les gènes FIP1L1 (FIP1 

like 1), et PDGFRα. Ce transcrit de fusion FIP1L1-PDGFRα possède une activité tyrosine 

kinase constitutionnelle.  

Plusieurs études faites chez des patients atteints d’un SHE et/ou d’une leucémie 

chronique à éosinophiles (LCE) associés à un réarrangement du FIP1L1-PDGFRα, montrent 

une efficacité spectaculaire de l’IM 179-181. Depuis 2006, l’IM a donc obtenu l’extension 

d’indication pour le traitement des patients adultes atteints d’un SHE à un stade avancé et/ou 

d’une LCE associés à un réarrangement du FIP1L1-PDGFR.  

Dermatofibrosarcoma protuberans 

Les DFSP – aussi dénommées dermatofibrosarcomes de Darier-Ferrand – sont des 

sarcomes cutanés de malignité intermédiaire, caractérisés par une forte agressivité locale et un 

potentiel métastatique faible mais réel 182.  
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Les DFSP sont caractérisées par une translocation spécifique entre le chromosome 17 

et le chromosome 22 : t(17;22) (q22;q13). Cette translocation, qui entraîne une surexpression 

du PDGFβ, serait à l’origine de la transformation maligne dans cette pathologie 183.  

Cette particularité moléculaire des DFSP a des conséquences diagnostiques et surtout 

thérapeutiques. Des études in vitro testant l’activité antitumorale de l’IM ont montré une 

régression de la prolifération en présence de celui-ci 183,184. Plusieurs cas de DFSP non 

résécables et/ou métastatiques traités par IM ont été rapportés dans la littérature 184-191. L’IM a 

été utilisé à des doses de 400 ou de 800 mg par jour. Dans une série de 10 cas de DFSP 184, 5 

patients ont eu une réponse complète et 4 une réponse partielle. Parmi ces 10 patients, 8 

avaient une récidive locale porteuse de la translocation t(17;22) et 2 une rechute 

métastatique ; la tumeur de l’un de ces deux patients n’avait pas la translocation t(17;22) et 

n’a pas répondu au traitement. Ces données confirment in vivo que le PDGFR est bien la cible 

de l’IM dans les DFSP et que seules les tumeurs présentant la translocation t(17;22) 

répondent. La preuve conceptuelle étant faite, il reste à définir le rôle exact de l’IM dans la 

prise en charge des DFSP, et notamment son rôle potentiel en situation pré-opératoire pour les 

tumeurs non résécables d’emblée. 

Imatinib : un développement clinique sans précédent 

Le développement de l’IM est donc remarquable à plus d’un titre. D’abord, il s’agit de 

la première thérapeutique réellement ciblée sur la cellule cancéreuse puisqu’il inhibe l’activité 

tyrosine kinase d’une protéine oncogénique n’existant que dans les cellules tumorales. Certes, 

les cibles de certaines chimiothérapies sont définies avec la plus grande précision au niveau 

moléculaire : 5-FU et thymidilate synthétase, méthotrexate et dihydrofolate réductase, 

alkylants et ADN. Mais ces cibles sont communes à toutes les cellules et par conséquent, ces 

traitements anticancéreux n’épargnent pas les tissus sains. De plus, le développement 

préclinique de l’IM a été des plus rapides puisqu’il ne s’est écoulé que 5 ans entre la synthèse 

de l’IM et le premier essai clinique. La commercialisation, intervenue seulement trois ans 

après le début de la première étude clinique, a également été très rapide. Ce développement 

accéléré a été rendu possible par l’excellente tolérance et l’efficacité immédiate de ce 

traitement, ce qui – comparées aux chimiothérapies conventionnelles – en fait également un 

traitement remarquable. Enfin, sur le marché depuis seulement quelques années, l’IM a 

bénéficié de nombreuses extensions d’indications notamment pour le traitement des patients 

atteints de GIST, SHE et DFSP.  
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Afin d’étendre les indications de ce traitement, de nouvelles études sont nécessaires 

pour approfondir le mécanisme d'action de l'IM. Notamment, la question du retentissement de 

l’IM sur les réponses immunes est d’actualité et a fait l’objet de nombreuses observations – 

parfois contradictoires – chez l’homme et de travaux plus fondamentaux.  

Imatinib et immunomodulation 

Bien que plusieurs travaux rapportent un rôle immunosuppresseur de l’IM par le biais 

d’actions sur les cellules présentatrices d’antigènes et des LT, d’autres études suggèrent au 

contraire que l’IM pourrait jouer un rôle de stimulateur du système immunitaire (Tableau 6). 

Observations cliniques  

Quelques rares observations cliniques chez l’homme ou chez l’animal mentionnent un 

effet immunosuppresseur de l’IM. Chez le rat traité pendant 2 ans à des doses de 30 à 60 

mg/kg/jour d’IM, une fréquence accrue de tumeurs génito-urinaires a été observée 192. Chez le 

rat toujours, l’IM est susceptible d’empêcher la survenue de bronchiolite oblitérante après 

allogreffe « mismatch » de trachée 193 ou de néphropathie chronique secondaire à une 

allogreffe « mismatch » de rein 194. Dans le modèle de souris lupique, l’administration d’IM 

diminue l’incidence de glomérulopathie mais également le degré d’inflammation sur d’autres 

sites comme les glandes salivaires, et fait également décroître le taux d’IgG circulantes ainsi 

que le taux d’auto-anticorps 195. L’ensemble de ces observations ferait intervenir comme cible 

le PDGFR à la surface des cellules mésenchymateuses ou musculaires lisses plutôt qu’un effet 

direct sur les cellules du système immunitaire. Le PDGFR semble en effet impliqué dans la 

physiopathologie de la bronchiolite oblitérante 196, de la néphropathie chronique de 

l’allogreffe 197 et plus généralement dans les pathologies rénales 198.  

Dans une cohorte de 771 patients traités par IM, 16 patients (2%) ont développé un 

zona 199. Ces 16 patients avaient été traités significativement plus longtemps par IM que les 

patients ne développant pas de zona, mais ils avaient également reçu plus de traitements 

préalables pour la LMC. Pourtant, l’incidence des infections pendant un traitement par IM 

reste relativement faible 200. De plus, une autre étude visant à évaluer la réactivation du 

cytomégalovirus (CMV) chez des patients greffés n’a pas mis en évidence d’impact de l’IM : 

le taux de réactivation du CMV est identique, que les patients soient traités ou non par IM 201. 

A ce jour, chez l’homme, aucune augmentation de l’incidence de cancer n’a été rapportée 

sous IM.  
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Modèle Pathologie
Cellules 
cibles

Effets observés Références

Patients LMC
in vitro        
in vivo

CD34 Restauration de la fonction des pDC 202

Patient LMC in vitro DC
Augmentation des molécules de co-stimulation                                       
Amélioration de la présentation de l'Ag    

203

Animal Sain in vivo DC
Inhibition c-kit des DC                                                                                  

Activation des  NK (CD69+ / IFN-γ / lyse)
204

Patients GIST in vivo DC Activation des NK augmentée et corrélée à la réponse clinique 204, 205

Patients GIST in vivo NK Profil d’expression du récepteur NKp30 représente des facteurs de bon pronostic 206

Animal Sain in vitro DC, LT
Améliore la présentation de l'Ag par les DC                                                  

Améliore l'activation des LT CD4+
207

Animal A20HA in vivo DC, LT Supression de l'état de tolérance de LT CD4+                                            

Amélioration de l'efficacité vaccinale
207

Animal 12B1 in vivo LT
Potentialise l'activation de LT antileucémique après vaccination par des DC 
chargées avec des lysats cellulaires 

208

Patient LMC in vivo LT Augmentation du taux de LT producteurs d'IFNγ+ 209

Patient LMC in vivo LT
Pas d'altération de la réponse LT spécifique anti-tumorale après vaccination par 
CMLVAX100 (peptide dérivé de BCR-ABL + adjuvant)

210, 211

Patients LMC in vivo LT Activation de LT antileucémique 212

Animal GIST in vivo LT Prolifération et activation de LT CD8+ 213

Patients GIST in vivo LT Augmentation de LT CD8+ corrélée à la réponse clinique 213

Patients LMC in vivo LB Augmentation d’une population de LB CD20+CD5+sIgM+ corrélée à la réponse 
clinique

214

Cellules 
humaines

Volontaires 
sains

in vitro Treg Inhibition de la prolifération des Treg 215, 216

Animal Sain in vivo Treg Inhibition de l'activité immunosuppressive des Treg 215

Animal GIST in vivo Treg Diminution des Treg intra-tumoraux par inhibition de la protéine IDO 213

Patients GIST in vivo Treg Diminution des Treg intra-tumoraux corrélée à une diminution de l'expression IDO 213

Animal Sain in vitro LT Inhibition de la prolifération 217-220

Animal Sain in vivo LT Inhibition d'une réaction d'hypersensibilité retardée 218

Animal
RMA-S 

MCA 102 
in vivo DC Inhibition de l’expansion des DC par Flt3-L 221

Cellules 
humaines

Volontaires 
sains

in vitro CD34+ Inhibition de la différention en monocytes 222-224

Cellules 
humaines

Volontaires 
sains

in vitro CD34+
Inhibition de la différentiation en DC                                                       
Diminutaion de la capacité des DC à activer une réponse lymphocytaire spécifique

225, 226

Cellules 
humaines

Volontaires 
sains

in vitro CD34+ Inhibition de la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques CD34+ 227

Animal
L. mono- 
cytogenes

in vivo LT Diminution de la réponse secondaire des LT CD8+ 228
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Tableau 6 : Effets immunomodulateurs observés après un traitement par IM.  
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Imatinib et hématopoïèse 

Les effets de l’IM sur l’hématopoïèse sont nombreux. L’interprétation des données in 

vivo chez les patients atteints de LMC est toujours rendue délicate par le fait que 

l’hématopoïèse au diagnostic est très majoritairement d’origine leucémique. Il n’est donc pas 

exceptionnel de voir le patient devenir très cytopénique sous l’effet de l’IM, effet réversible 

au bout de quelques semaines à quelques mois et attribué au délai de la reprise de fonction 

d’une hématopoïèse normale 229. Dans des pathologies comme les GIST où l’hématopoïèse 

est normale, des neutropénies et des anémies sont rapportées ; elles restent cependant 

modérées : 7% de neutropénie grade 3-4 et 14% d’anémie grade 3-4 178. Le retentissement de 

l’IM sur les autres lignées cellulaires est moins rapporté. Chez des patients préalablement 

traités par IFN-α, le développement d’une hypogammaglobulinémie IgG, IgA et IgM a été 

observé chez environ un quart des patients 230.  

Imatinib et cellules présentatrices d’antigène 

Plusieurs études suggèrent une inhibition de la dendritopoïèse myéloïde et 

plasmacytoïde par l’IM, ainsi qu’une inhibition du processus de maturation des DC. L’IM a 

un effet inhibiteur sur la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques CD34+ : l’expansion 

de ces cellules en présence de SCF, Flt3-L, TPO, IL3, IL-6 et G-CSF est en effet inhibée de 

façon dose-dépendante in vitro dès la dose de 0,1 µM, plus de 10 fois inférieure à celle 

observée en clinique 227. Appel et al. rapportent également un effet inhibiteur de l’IM sur la 

différentiation de cellules souches hématopoïétiques CD34+ en DC en présence de GM-CSF, 

IL4, TNF-α et Flt3-L 225. Dans cette étude, l’IM testé à des concentrations thérapeutiques (1-5 

µM) retentit sur l’acquisition des marqueurs de différentiation de la DC comme CD1a, et sur 

l’acquisition de molécules de co-stimulation comme CD80 et CD40. Chez la souris, 

l’administration d’IM inhibe l’expansion des DC par Flt3-L alors que le récepteur Flt3 n’est 

pas une cible de l’IM 221. Cet effet s’accompagne d’une diminution de l’effet antitumoral du 

Flt3-L. L’IM inhibe également in vitro la maturation et la différentiation des DC dérivés de 

monocytes (Mo-DC : monocyte-derived DC) 226. Les Mo-DC maturées en LPS présentent des 

anomalies d’expression de CD1a, CD86, CD80 et CD40 ainsi que des défauts d’expression 

d’IL-12, de chimiokines comme CCL2 (chemokine (C-C motif) ligand-2), CCL3 (MIP1a) et 

CCL5. Ces Mo-DC perdent de plus la capacité d’induire une réponse T spécifique. L’action 

de l’IM ferait intervenir les facteurs de transcription de la famille NF-κB, RelA, RelB 

impliqués dans la différentiation et la fonction des DC 231,232, ainsi que la voie PI3K/Akt. 

D’autres études ne rapportent qu’une inhibition modérée de l’expression d’IL-12 sans 
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anomalie phénotypique de différentiation et de maturation 217. Il est probable que les 

modalités de préparation de ces DC (CD34 ou monocyte, purification, cocktail de 

différentiation et d’activation) expliquent ces disparités. La différenciation in vitro de CSH 

CD34+ en monocytes est également inhibée par l’IM à des concentrations équivalentes à 

celles employées en clinique 222-224.  

D’autres études suggèrent au contraire un effet immunostimulant de l’IM impliquant 

les DC. Wang et al. montrent que l’IM améliore la présentation de l’antigène par des DC 
murines dérivées de la moelle osseuse (BM-DC : bone marrow-derived DC), restaurant ainsi 

la réactivité de LT spécifique de la tumeur 207. Dans un modèle de leucémie murine BCR-

ABL+ (12B1), l’IM potentialise l’immunothérapie antitumorale à base de DC chargées avec 

des lysats cellulaires riches en protéines chaperonnes 208. Là encore, l’administration d’IM 

augmente la production d’IFN-γ par les LT cytotoxiques spléniques, ainsi que la fréquence 

des précurseurs cytotoxiques. Enfin, les patients atteints de LMC présentent des anomalies 

quantitatives et qualitatives des pDC (plasmocytoid DC) mais un traitement efficace par IM 

entraine une restauration progressive de la fonction des pDC 202. En effet, les patients en 

rémission cytogénétique complète montrent une fonction des pDC normale alors qu’en cas de 

mauvaise rémission cytogénétique leur nombre et leur fonction restent altérés. In vitro, l’IM 

favorise la dendritopoïèse des pDC à partir des cellules souches hématopoïétiques CD34+.  

Effets de l’Imatinib sur les fonctions lymphocytaires 

L’action inhibitrice de l’IM sur la prolifération lymphocytaire T est bien démontrée in 

vitro 217-220. Cette inhibition de prolifération n’est pas spécifique de l’antigène ; elle est 

également observée après stimulation par PHA (phytohemagglutinin) ou anti-CD3/CD28 
217,219. L’IM n’agit pas en induisant un excès d’apoptose mais plutôt en diminuant la 

transduction du signal TCR puisqu’il a pu être observé une déphosphorylation de Lck 

(leukocyte-specific protein tyrosine kinase), une inactivation NF-κB et une inhibition de la 

phosphorylation de ERK1/2 (Extracellular Signal-Regulated Kinases 1 and 2) et de ZAP70 

(Zeta-chain-associated protein kinase 70) 218,219. Concernant les marqueurs d’activation CD25 

et CD69 et la production d’IFNγ, plusieurs études sont contradictoires : certains ne montrent 

pas d’effet de l’IM sur ces différents paramètres 217,218 alors que d’autres soulignent une 

diminution de ces marqueurs en présence d’IM 219,233. Pour autant, il semble qu’in vitro les 

fonctions cytolytiques des LT ne soient pas affectées par des doses d’IM compatibles avec 

celles utilisées en clinique 233.  
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D’ailleurs, in vivo, les effets de l’IM sur les populations lymphocytaires ne sont pas en 

faveur d’une immunosuppresion. En effet, l’IM n’empêche pas le développement des 

réponses primaires B et T ainsi que la clairance virale faisant suite à la primo-infection par le 

virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) et de la stomatite vésiculaire (VSV) 234. 

Toutefois, l’IM inhibe l’expansion des LT mémoires et retarde la clairance virale chez des 

souris exposées au virus après transfert de LT mémoires spécifiques du virus. Cet effet 

inhibiteur de l’expansion lymphocytaire T mémoire ne semble pas s’accompagner d’une 

modulation d’expression d’IFN-γ ou de TNF-α 234. Sinai et al. ont corroboré ces résultats en 

montrant que l’IM affecte la réponse secondaire – mais pas la réponse primaire – des LT 

CD8+ au pathogène L. monocytogenes 228. Dans un essai clinique de vaccination à partir de 

peptide dérivé de p210 (protéine BCR-ABL la plus fréquente), Bocchia et al. ont comparé les 

effets à long terme d’un traitement par IM ou IFN-α. Le taux de réponse – mesuré par le test 

d’hypersensibilité retardé et par un test de prolifération in vitro des LT CD4+ – est 

comparable dans les deux bras 211. Cette étude est la première qui aurait pu mettre en évidence 

un potentiel effet immunosuppresseur de l’IM in vivo. Mais les résultats indiquent que l’IM 

ne compromet pas les fonctions des LT impliquées dans une réponse immunitaire dirigée 

contre un peptide faiblement immunogène 210,211. Certaines études in vivo mettent en évidence 

un effet immunostimulateur de l’IM. Les patients réfractaires ou intolérants à l’IFN-α 

augmentent leur taux de cellules T productrices d’IFN-γ sous IM 209. Après un traitement par 

IM, la majorité des patients en rémission complète de leur LMC montre une réponse 

immunitaire anti-leucémique, principalement médiée par des LT CD4+ sécrétant du TNF 212. 

Une autre étude a également montré l’augmentation d’une population de LB 

CD20+CD5+sIgM+ dans la moelle de patients atteints de LMC et traités par IM 214. De 

manière intéressante, cette population de LB est corrélée à la réponse clinique : seuls les 

patients en rémission cytogénétique ou moléculaire voient le taux de LB CD20+CD5+sIgM+ 

augmenter. Une augmentation du taux d’IgM possédant une activité anti-leucémique est 

également observée chez ces patients répondeurs. L’efficacité thérapeutique de l’IM pourrait 

donc être en partie liée à l’augmentation de cette population de LB CD20+CD5+sIgM+ 

sécrétant des anticorps anti-leucémiques. Dans un modèle murin de GIST, Balachandran et al. 

montrent que l’IM augmente le nombre et l’activation des LT CD8+ dans les ganglions 

drainant la tumeur ainsi que dans la tumeur 213.  

La déplétion sélective des LT CD8+ diminue l’efficacité antitumorale de l’IM, mettant 

ainsi en évidence le rôle majeur des LT CD8+ dans l’effet antitumoral de l’IM. Ce modèle 
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semble corroboré chez l’homme où l’augmentation des LT CD8+ est également retrouvée au 

sein de GIST sensibles à l’IM. 

Effets de l’Imatinib sur les lymphocytes T régulateurs 

Plusieurs études récentes ont étudié l’effet de l’IM sur les Treg. In vitro, l’IM inhibe la 

prolifération des Treg, diminue l’expression de GITR, CD69, Foxp3 et CTLA-4 (Cytotoxic T- 

Lymphocyte Antigen-4) sur les Treg. En conséquence, les Treg sont plus sensibles à 

l’apoptose et voient leurs propriétés immunosuppressives diminuées par l’IM de manière 

dose-dépendante 215,216. Une étude murine confirme l’inhibition des Treg suite à un traitement 

par IM 215. Cette inhibition des fonctions Treg résulte de la diminution d’expression de Foxp3 

suite à un défaut de phosphorylation de STAT3 et STAT5.  

L’inhibition des Treg par l’IM est également corroborée à partir de modèles murins de 

GIST. L’IM en diminuant l’expression tumorale de l’enzyme IDO, augmente l’apoptose des 

Treg intra-tumoraux et diminue ainsi leur effet immunosuppresseur 213. Chez l’homme, 

l’infiltrat tumoral des GIST varie selon que les tumeurs sont classées sensibles ou résistantes à 

l’IM : les tumeurs sensibles à l’IM montrent une augmentation des LT CD3+ et CD8+ alors 

qu’une diminution des Treg est observée. Cette variation du ratio intra-tumoral CD8+ / Treg 

est corrélée à une diminution de l’expression de l’ARNm IDO 213.  

Effets de l’Imatinib sur les fonctions NK 

De façon intéressante, une fraction de patients atteints de GIST ne portant pas de 

mutations activatrices ni pour c-kit, ni pour PDGFR répond tout de même à l’IM 204. Cette 

efficacité thérapeutique de l’IM a en partie été attribuée à son effet activateur des cellules NK. 

En effet, l’IM permet d’obtenir in vivo des effets antitumoraux sur des tumeurs ne répondant 

pas à ce même traitement in vitro 235. Le mécanisme impliqué est une inhibition de c-kit sur 

les DC, qui secondairement entraine une activation des cellules NK, pouvant ainsi exercer une 

activité cytotoxique sur les cellules de GIST.  

Plusieurs résultats cliniques corroborent l’implication des NK dans l’efficacité 

antitumorale de l’IM. Borg et al. montrent une augmentation de l’activation des NK après 

traitement par IM chez 9 des 11 patients testés. Cette activation de l’activité NK est de plus 

corrélée à une meilleure survie des patients atteints de GIST 204,205. L’expression du récepteur 

activateur NKp30 est également restaurée après plusieurs mois de traitement par IM 205. De 

manière intéressante, il existe plusieurs isoformes de ce récepteur qui se distinguent par des 

domaines intra-cytoplasmiques spécifiques et des fonctions biologiques bien distinctes. 

L’isoforme NKp30a induit la sécrétion de cytokine de type Th1 (IFN-γ, TNF-α) et la 
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dégranulation des NK, l’isoforme NKp30b induit seulement la sécrétion de cytokine de type 

Th1 (IFN-γ, TNF-α), alors que l’isoforme NKp30c induit la sécrétion de la cytokine 

immunosuppressive IL-10 206. Le profil d’expression de NKp30 est pronostique chez les 

patients GIST : les patients avec l’expression prédominante de l’isoforme NKp30c ont une 

plus faible survie globale que les patients avec une expression prédominante des isoformes 

NKp30a et NKp30b 206.  

Cibles de l’Imatinib 

L’action de l’IM sur le système immunitaire est donc complexe. Il est d’autant plus 

difficile de relier l’ensemble des observations in vitro et in vivo, chez l’homme et chez 

l’animal que, dans la plupart des cas, l’identification de la cible moléculaire de l’IM fait 

défaut et que, de surcroît, celle-ci est probablement de nature multiple. 

Parmi les cibles potentiellement impliquées dans les effets « off-target » de l’IM, le 

récepteur tyrosine kinase c-kit tient tout de même une place de choix. La voie de signalisation 

c-kit/SCF joue en effet un rôle primordial dans différentes fonctions biologiques dont 

l’hématopoïèse. Le récepteur c-kit est exprimé de manière constitutive par les cellules 

souches hématopoïétiques et de façon générale, la signalisation par ce récepteur joue un rôle 

essentiel dans la régulation de la prolifération cellulaire et la survie des cellules souches 

hématopoïétiques 236. Pour la majorité des lignées hématopoïétiques, l’étape de maturation est 

par contre caractérisée par une perte de l’expression du récepteur c-kit 237. Ainsi, au niveau 

périphérique seul une minorité des cellules NK exprime le récepteur c-kit 238. L’analyse 

phénotypique et fonctionnelle des cellules NK c-kit+ a permis de montrer d’une part, que 

l’expression de ce récepteur est restreinte aux cellules CD56bright et d’autre part, que ces 

cellules NK CD56bright/c-kit+ ont une activité cytolytique plus faible que les cellules NK 

CD56bright/c-kit– 238,239. In vitro, de fortes doses de SCF n’induit pas d’effet majeur sur la 

prolifération ou l’activité cytotoxique de cellules NK CD56bright isolées à partir de cellules 

mononucléées du sang périphérique. De même, le blocage de la voie c-kit/SCF via l’IM 

n’augmente pas la sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK murines 204. Il semble donc peu 

probable que l’effet de l’IM sur l’activation cellules NK se fasse via l’inhibition directe du 

récepteur c-kit présent à la surface des cellules NK.  

L’une des hypothèses envisagées est un mécanisme indirect nécessitant l’inhibition du 

récepteur c-kit présent à la surface des DC. En effet, dans un modèle murin, l’IM améliore la 

sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK seulement en présence de BM-DC et selon un 

mécanisme dépendant de la voie c-kit 204. De plus, l’activation du récepteur c-kit exprimé à la 
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surface des DC polarise la réponse immune des LT auxiliaires. En effet, suite à une 

stimulation par le SCF, les DC c-kit+ sécrètent de fort taux d’IL-6 et expriment Jagged-2 avec 

pour conséquence d’orienter la différenciation des LT CD4+ naïfs en cellules Th2 ou Th17 240. 

Dans un modèle animal d’asthme allergique, les LT CD4+ mis en culture avec les DC c-kit– 

sécrètent majoritairement des cytokines IL-13 et IL-17 et peu d’IFN-γ alors qu’en présence de 

DC c-kit–, les LT CD4+ sécrètent principalement de l’IFN-γ et peu d’IL-13 ou d’IL-17. De 

même, lorsque la voie c-kit est altérée (modèle W/W-v : mutation avec perte de fonction de la 

protéine c-kit), les DC sécrètent moins d’IL-6 et expriment peu Jagged-2 par rapport aux 

souris WT. Ce profil d’expression des cytokines est également retrouvé in vivo, puisqu’au 

niveau des ganglions lymphatiques de souris W/W-v, on observe une diminution des 

cytokines IL-6, IL-13 et IL-17 ainsi qu’une diminution des LT et des polynucléaires 

éosinophiles par rapport aux souris WT. Ces données laissent à penser que l’utilisation 

chronique de l’IM pourrait reproduire ce phénotype W/W-v et donc promouvoir une réponse 

immunitaire Th1 et ainsi favoriser l’instauration d’une réponse immunitaire antitumorale.  

Imatinib et immunothérapie 

Dans l’ensemble, les données obtenues chez l’homme – et plus particulièrement celles 

obtenues à partir des GIST – sont plutôt en faveur d’une contribution du système immunitaire 

dans l’efficacité de l’IM. Afin d’améliorer la réponse clinique, l’association de l’IM à une 

immunothérapie pourrait donc s’avérer intéressante. Des essais de phase précoce associant 

l’IM à des protocoles d’immunothérapie spécifique à base d’antigènes ou de DC sont 

d’ailleurs en cours d’évaluation dans la LMC. Un essai de phase I a également mis en 

évidence l’intérêt de combiner l’IM à l’IFN-α dans une cohorte de 8 patients atteints de GIST 
241. Cette étude montre une augmentation significative de la réponse Th1 et de l’activation des 

NK associées à des bénéfices cliniques très prometteurs.  
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Rationnel d’un traitement par l’association IM et IL-2 
Afin d’améliorer l’efficacité antitumorale, et plus particulièrement l’efficacité 

antitumorale médiée par les cellules NK, notre équipe de recherche a également fait le choix 

de combiner l’IM à une cytokine : l’interleukine-2 (IL-2). Depuis leur découverte en 1975, de 

nombreux arguments démontrent en effet le rôle primordial des cellules NK dans le contrôle 

tumoral et soutiennent un intérêt important de leur utilisation en immunothérapie des cancers.  

Cancer et cellules NK 

Les NK, d’origine lymphoïde, sont des cellules effectrices de l’immunité innée. Elles 

jouent un rôle essentiel dans la défense de l’hôte notamment grâce à leur potentiel 

cytotoxique. La cytotoxicité des cellules NK envers les cellules tumorales s’exerce sans 

reconnaissance spécifique d’antigènes sur la cellule cible. Les cellules NK possèdent en effet 

deux grands types de récepteurs : les récepteurs dits “activateurs” et ceux dits “inhibiteurs”. 

Lors du contact cellulaire entre la cellule NK et la cellule cible, l’intégration des différents 

signaux induit leur activité cytotoxique ou au contraire leur tolérance (Figure 8).  

La lyse induite par les cellules NK peut être médiée par la sécrétion d’IFN-γ, 

l’exocytose de granules cytotoxiques (granzyme B et perforine) et l’apoptose induite par les 

récepteurs de mort (TRAIL et Fas/FasL). En parallèle, les cellules NK sécrètent des cytokines 

et chimiokines (IFN-γ, TNF-α, CCL3, CCL4, CCL5), recrutant et activant les acteurs de 

l’immunité innée (macrophages, DC) et adaptative (LT) 242.  

Plusieurs études ont démontré l’importance des cellules NK dans l’immunité 

antitumorale (Annexe 3). L’une des premières – réalisée en 1980 – montre une augmentation 

de la croissance tumorale associée à un plus grand potentiel métastatique chez des souris 

déficientes en cellules NK 243. Par la suite, des études réalisées sur des souris déplétées en 

cellules NK par utilisation d’un anticorps monoclonal anti-NK1.1, ont confirmé le rôle des 

NK. Ces souris sont deux à trois fois plus sensibles que les groupes sauvages à la formation 

de tumeurs induites par MCA 18. Des expériences de transfert adoptif confortent le rôle 

protecteur des cellules NK qui restaurent la résistance aux métastases 18,26,244,245. Chez 

l’homme, l’existence d’une immunosurveillance exercée par les cellules NK a également été 

démontrée. Une étude japonaise s’est intéressée à la corrélation entre l’efficacité cytotoxique 

des cellules immunitaires et l’incidence du cancer sur une population de 3625 patients 

pendant une durée de 11 ans. Les conclusions indiquent que les patients possédant une faible 

cytotoxicité cellulaire ont un risque accru de développer des cancers 51. L’activité des cellules 
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NK dans le sang périphérique est donc directement corrélée au risque de développer une 

tumeur. L’infiltration au sein des tumeurs par les cellules NK a d’ailleurs été corrélée à un 

meilleur pronostic dans divers types de cancers 246.  
 

Figure 8 : L’activation de 

l’action cytotoxique des 

cellules NK dépend de 

l’équilibre entre signaux 

activateurs et inhibiteurs.      

a. Dans des conditions 

normales, une cellule saine 

présente à sa surface le 

ligand activateur et les 

molécules du CMH-I. Le 

récepteur activateur est donc 

activé de manière 

permanente mais la 

transmission du signal est 

inhibée par la liaison des 

molécules du CMH-I au 

récepteur inhibiteur.  

b. Les cellules tumorales 

peuvent perdre l’expression 

des CMH-I. En l’absence de 

signaux inhibiteurs, les 

cellules NK deviennent alors 

activées en réponse à ces 

cellules. Ce processus est 

appelé « missing-self ».  

c. De plus, les cellules NK sont sélectivement activées par les cellules stressées qui augmentent 

l’expression de ligands activateurs. D’après Vivier, et al. 2012 247.  

 

Mais si leur rôle est essentiel dans le contrôle tumoral, les fonctions NK sont 

néanmoins souvent altérées chez les patients atteints de cancer (Tableau 7). Plusieurs études 

ont en effet décrit une diminution de l’activité cytotoxique, un défaut d’expression des 

récepteurs activateurs ou de production de cytokine. Les thérapies visant à restaurer l'activité 

des cellules NK pourraient donc être bénéfiques à de nombreuses pathologies cancéreuses.  
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Défauts des fonctions NK Pathologies Réf.
Cancer pulmonaire non à petites cellules 249
Carcinome hépatocellulaire 250, 251
Adénocarcinome rectal 252
Cancer de la tête et du cou 253
Cancer du sein 253
Cancer du col de l'utérus 254
Cancer de l'ovaire 255
Leucémie aigüe lymphoïde 256, 257
Myélome multiple 258
Leucémie aigüe myéloïde 256
Carcinome hépatocellulaire 250
Mélanome métastatique 259
Leucémie aigüe myéloïde 260
Myélome multiple 261, 262
Carcinome à cellules rénales métastatiques 263
Cancer nasopharyngé 264
Leucémie myéloïde chronique 265
Leucémie aigüe myéloïde 256
Leucémie myéloïde chronique 266
Leucémie aigüe lymphoïde 256, 257
Cancer nasopharyngé 264
Leucémie myéloïde chronique 265

Diminution de l'activité cytotoxique 
des NK

Diminution de l'expression des 
récepteurs activateurs

Diminution de la prolifération des NK

Diminution de la production de 
cytokine

Diminution du nombre de NK

Tableau 7 : Défauts des fonctions NK dans les cancers. D’après Sutlu et al 248. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imatinib et dialogue NK/DC 

Comme évoquée précédemment, une partie de l’efficacité antitumorale de l’IM est 

médiée par les cellules NK 204. En effet, l’IM améliore le dialogue entre les DC et les cellules 

NK conduisant à une augmentation de la sécrétion d’IFN-γ et de TNF-α par les cellules NK et 

d’IL-12 par les DC 204,205. Ces effets de l’IM sur le système immunitaire constituent un facteur 

pronostique indépendant et sont corrélés à une augmentation de la survie sans récidive dans 

les GIST 205,206.  

Interleukine-2 : adjuvant des NK  

L’IL-2 est une cytokine Th1 agissant sur de nombreuses cellules et en particulier sur 

les NK. L’IL-2 joue notamment un rôle majeur dans la prolifération des NK et leur activation 

cytotoxique 267 en augmentant la production de perforine 268 et l’expression de TRAIL 269.  

In vitro, l’activation des NK par l’IL-2 accroit leur potentiel lytique à l’encontre de 

cellules tumorales 270. L’IL-2 peut également restaurer l’activité cytotoxique des NK dirigée 

contre des cellules tumorales qui jusque là étaient NK-résistantes 271,272. A partir de modèles 
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animaux, de nombreux travaux de recherche effectués montrent l’intérêt de l’IL-2 dans 

l’acquisition d’une réponse immunitaire antitumorale 273-280. Souvent attribuée aux LT 

cytotoxiques, cette efficacité antitumorale de l’IL-2 est également le fait des NK 281-285. Dans 

un modèle de souris SCID (severe combined immunodeficience, souris présentant une 

lymphopénie B et T profonde), le rejet de xénogreffes pulmonaires consécutives à 

l’administration d’IL-2 est également médié par les NK 284. Enfin, dans un modèle murin du 

myélome multiple, Alici et al. montrent que l’IL-2 prolonge la survie des souris et que les NK 

sont les principaux effecteurs de cette réponse clinique 285.  

Chez l’homme, différentes voies de recherche actuellement développées en 

immunothérapie des cancers montrent l’intérêt de l’IL-2 : que ce soit seul 274,286,287 ou en 

association avec d’autres cytokines, 288,289, l’administration d’IL-2 induit une augmentation du 

nombre de NK et de leur activité cytotoxique. Bien que dans l’ensemble l’efficacité de ces 

traitements soit modeste, certaines études montrent une corrélation entre la réponse clinique et 

l’augmentation des NK 288,290,291.  

Efficacité de l’association Imatinib / Interleukine-2 

De manière à améliorer l’activation des NK induite par l’IM, il a donc été proposé de 

l’associer à l’IL-2. Pour cela, deux modèles murins – métastases pulmonaires du mélanome 

B16F10 et cancer colique CT26 – ont été traités par IM, IL-2 ou la combinaison des deux. 

Dans ces deux modèles, l’association IM+IL-2 synergise et ralentit significativement la 

croissance tumorale, alors que chaque médicament utilisé séparément ne permet pas d’obtenir 

une efficacité comparable (Figure 9) 292,293. Cet effet est NK-dépendant comme le suggère la 

perte d’efficacité après déplétion des cellules NK.  

IKDC : interféron producing killer dendritic cells 

Plusieurs travaux de recherche ont été conduits afin d’approfondir les mécanismes 

impliqués dans l’efficacité antitumorale de l’association IM+IL-2. Dans un modèle murin, ils 

ont notamment permis de mettre en évidence l’expansion d’une population de cellules 

immunitaires au sein des tumeurs 292. Ces cellules, appelées IKDC (interferon producing 

killer dendritic cells), en raison de leurs caractéristiques phénotypiques proches des DC 

myéloïdes et de leur capacité cytolytique et de production d’IFN-γ étaient jusqu’à présent 

passées inaperçues du fait de leur rareté. 

Les IKDC sont faiblement représentées dans des animaux non traités alors qu’elles 

sont fortement amplifiées lorsque les animaux sont traités par IM et IL-2. Elles sont 

notamment capables de s’accumuler au niveau tumoral où elles sécrètent de l’IFN-γ et lysent 
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les cellules tumorales de manière TRAIL-dépendante 292. Des expériences de transfert adoptif 

d’IKDC dans des souris Rag-/- confirment leur rôle dans le contrôle de la croissance tumorale 
292.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : L’association IM+IL-2 permet de réduire le nombre de métastases 

pulmonaires chez la souris. 3.105 B16F10 (mélanome, syngénique C57BL/6) sont injectées dans la 

veine de la queue de souris C57BL/6. Les souris sont ensuite traitées 10 jours de suite par 150 mg/kg 

d’IM administré per os (p.o.) 2 fois par jour ou par 200µl d’eau. Les 4 derniers jours, les souris 

reçoivent en plus 105 IU d’IL-2 en intra-péritonéal (i.p.) ou 100µl de PBS. Les souris sont sacrifiées au 

11ème jour afin de compter le nombre de métastases pulmonaires. L’efficacité de l’IM est meilleure en 

association avec l’IL-2 293. 

 

D’un point de vue phénotypique, ces cellules possèdent à la fois des marqueurs 

pathognomoniques des DC et des NK : elles expriment les marqueurs CD11c/MHC-II, B220, 

Dx5, NK1.1, NKG2D, Ly49A, L-sélectine, CD122. Leur origine est donc restée largement 

débattue. Mais récemment, un faisceau d’arguments suggère que ces cellules exprimant le 

marqueur B220 appartiennent à la lignée des cellules NK 294-297. Comme les NK, les IKDC 

dépendent de la voie IL-15 pour leur différenciation 295,296, elles possèdent une activité 

cytotoxique importante, et produisent de large taux d’IFN-γ après stimulation 292,298. 

Contrairement au pDC, les IKDC sont indépendantes de la voie Flt-3 pour leur 

différenciation, elles n’expriment pas le marqueur PU.1 295. Enfin, dans une étude récente, 

Guimont-Desrochers et al. décrivent un sous-type de cellules NK prématures qui pourrait 

correspondre aux IKDC 297. Cette étude montre d’une part que les cellules NK matures 

n’acquièrent pas l’expression de B220 et ce, même en présence de stimuli activateurs. Les 

cellules B220+ ne semblent donc pas résulter de l’activation de cellules NK 299. D’autre part, 

après transfert adoptif, les cellules NK B220+ montrent une capacité de prolifération 

importante et peuvent se différencier en cellules NK matures. Les cellules 
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CD27+CD11blowCD49b+CD11cintB220+ peuvent être définies comme des cellules NK 

prématures, précurseurs des cellules NK CD27+CD11b+ (Figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : IKDC : cellules NK prématures ? Une étude récente suggère que les IKDC 

seraient des précurseurs de cellules NK murines. D’après Desbois et al. 2012 300 (Annexe 3).  

 

Essai clinique de phase I : IMAIL-2 

En tenant compte (i) du rôle central des NK dans l’immunosurveillance des tumeurs, 

(ii) des propriétés de l’IL-2, (iii) de l’implication des NK dans l’efficacité thérapeutique de 

l’IM et (iv) des résultats précliniques montrant un effet synergique de l’association IM+IL-2, 

nous avons entrepris un essai clinique associant l’IL-2 à l’IM.  

Traitements et posologies à l’étude 

Imatinib 

Pour les patients atteints de LMC ou de GIST, la posologie recommandée de l’IM est 

de 400 mg par jour. L’IM ne nécessite pas d’hospitalisation, puisqu’il s’administre par voie 

orale et que son profil de tolérance est remarquable. Pour cette étude, nous avons donc choisi 

d’étudier l’effet de l’IL-2 associé à des doses fixes d’IM de 400 mg par jour en une prise.  

Interleukine-2 

Le récepteur de l’IL-2 peut se présenter sous trois complexes différents d’affinité 

variable pour l’IL-2. Le récepteur à forte affinité – composé de trois chaines : la chaîne alpha 

(CD25), la chaîne bêta (CD122) et la chaîne commune gamma (IL-2Rγ) – n’est pas exprimé 

constitutivement par tous les effecteurs de l’immunité. Seuls les Treg (CD4+CD25+Foxp3+) et 

une sous population de NK (CD56brighCD3-) l’expriment de manière constitutive et sont donc 

activés même par de faibles doses d’IL-2 301,302. Nous avons choisi de tester dans cet essai 

clinique quatre doses faibles d’IL-2 : 3, 6, 9 et 12 MUI. En comparaison, la posologie utilisée 
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dans le traitement du cancer du rein – indication ayant une AMM pour l’IL-2 – est de 18 

MUI/m2.  

Cyclophosphamide 

Même à faible dose, l’IL-2 peut faire proliférer les Treg qui eux même peuvent inhiber 

les NK in vitro (chez l’homme et la souris) et in vivo chez la souris 303. Afin d’éviter cet effet 

délétère nous avons mis au point une stratégie permettant d’éliminer et/ou d’inhiber les Treg 

in vivo par un traitement à des doses métronomiques de CTX. Il a en effet été démontré, chez 

des patients atteints de cancer avancé, que cette dose permettait d’éliminer et/ou d’inhiber 

sélectivement les Treg et de restaurer des fonctions T et NK 137. Nous avons par ailleurs 

démontré, chez la souris, une efficacité supérieure de l’IM en association au CTX du fait de 

l’inhibition des Treg 293. Les patients ont donc reçu 50 mg de CTX par jour par voie orale de 

J-21 à J14.  
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OBJECTIFS 
En combinant l’IM à une immunothérapie non spécifique par la cytokine IL-2, nous 

souhaitons donc augmenter l’activation des cellules NK de manière à ce qu’elles participent à 

l’élimination des cellules tumorales. Nous avons également ajouté à cette combinaison du 

CTX à faible dose qui, en inhibant sélectivement les Treg, devrait renforcer l’activation des 

cellules NK.  

L’association CTX, IM et IL-2 n’ayant jamais été évaluée dans des cancers 

métastatiques ou localement avancés, il est nécessaire dans un premier temps de s’assurer de 

l’innocuité de cette association. L’étude IMAIL-2 vise donc à évaluer la tolérance d’une 

association comportant une chimiothérapie classique, le CTX, une thérapie moléculaire 

ciblée, l’IM et une immunothérapie avec l’IL-2. Pour cela, l’IL-2 est administrée à doses 

croissantes afin de déterminer la dose maximale tolérée (DMT) d’IL-2 en association avec des 

doses constantes d’IM et de CTX. La tolérance au traitement sera principalement évaluée par 

la nature et la sévérité des effets indésirables.  

L’IM est un substrat du cytochrome P450 CYP3A4 et l’IL-2 a été décrit comme 

pouvant diminuer l’activité des cytochrome P450. L’association de ces différentes molécules 

est donc susceptible de générer des interactions pharmacocinétiques. Les paramètres 

pharmacocinétiques standards, incluant le pic de concentration, le temps pour atteindre la 

concentration maximale, l’aire sous la courbe, la clairance et la demi-vie de l’IM et de l’IL-2 

ont donc été déterminés de manière à mettre en évidence une éventuelle modification de 

l’exposition plasmatique de l’IM ou de l’IL-2.  

De manière à étudier l’effet de l’association CTX+IM+IL-2 sur les effecteurs de 

l’immunité, nous avons réalisé un monitoring immunologique à différents jours du premier 

cycle de traitement. Les objectifs de ce monitoring immunologique sont d’étudier l’impact de 

l’association sur le plan phénotypique et fonctionnel des différentes populations immunitaires 

(LB, LT, Treg, NK), de potentiellement mettre en évidence une sous-population de cellules 

NK humains pouvant correspondre aux IKDC et de corréler des paramètres immunologiques 

aux bénéfices cliniques. Ces bénéfices cliniques seront d’ailleurs évalués par le suivi de 

courbe de survie globale ou de survie sans progression. 

En parallèle de cette étude de phase 1, nous avons cherché à mieux caractériser les 

effets immunomodulateurs de l’IM en étudiant les différents acteurs de l’immunité présents 

au niveau d’un modèle de tumeur sensible à l’IM : les tumeurs stromales gastro-intestinales.  
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MATERIEL ET METHODES 

Essai clinique de phase 1 : IMAIL-2 

Déroulement de l’étude  

Le protocole a été approuvé en 2007 par le comité d'éthique de l’Hôpital du Kremlin-

Bicêtre (n° 07-019) et par l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (n° 

A70385-27). Entre novembre 2007 et octobre 2009, 21 patients atteints de tumeurs solides 

métastatiques ou localement avancées ont été inclus dans l’étude IMAIL-2 visant à évaluer la 

tolérance d’un traitement associant l’IM et l’IL-2.  

Principaux critères d’inclusion 

Parmi les principaux critères d’inclusions figurent : un diagnostic de tumeur solide 

métastatique ou localement avancée (en dehors des tumeurs cérébrales) non curable par les 

thérapeutiques actuelles, un âge compris entre 18 et 70 ans, une espérance de vie d’au moins 

12 semaines, des fonctions hépatiques, rénales, cardiaques et hématologiques satisfaisantes. 

Les patients doivent également être en mesure d’exprimer un consentement libre, éclairé et 

écrit.  

Principaux critères de non inclusion 

Parmi les principaux critères de non inclusion figurent : la présence de métastases 

cérébrales connues, une infection active, un traitement antérieur par IM ou IL-2 (à noter une 

exception pour les patients présentant un GIST qui peuvent avoir reçu de l’IM), un traitement 

en cours par une autre thérapie antitumorale incluant la chimiothérapie, l’immunothérapie, 

l’hormonothérapie. De plus, les femmes enceintes, susceptibles de l’être ou en cours 

d’allaitement ainsi que les patients déjà inclus dans un autre essai thérapeutique avec une 

molécule expérimentale ne sont pas éligibles.  

Déroulement du traitement et évaluation des toxicités  

Il s’agit d’un essai de phase 1 en escalade de dose, non randomisé et monocentrique. 

Les patients ont donc tous été suivis à l’institut Gustave Roussy pendant la durée du 

traitement. L'escalade de dose a été réalisée selon la méthode standard avec au moins 3 

patients à chaque palier et un maximum de 6 patients en cas de toxicité limitante (Figure 11). 

Dix patients au total ont été inclus au palier considéré comme la dose recommandée (palier 

inférieur à la DLT ou dernier palier en absence de DLT). 
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J1# J10# J14# J22# J31# J35# J43#J)21#

Cyclophosphamide#:#50#mg/j#per$os#

IM#:#400#mg/j#per$os#

IL)2$

IM#:#400#mg/j#per$os#

IL)2$

Cycle#1# Cycle#2#

J52# J57# J64#

IM#:#400#mg/j#per$os#

IL)2$

Cycle#3#

Inclusion de 3 patients à la première dose 

Pas de TL Si 1 TL Si ≥ 2 TL 

Dose 
suivante 

Inclusion de 3 patients supplémentaires 
à la même dose 

 

DMT 

Si 1 TL parmi les 
6 patients  

Si ≥ 2 TL parmi 
les 6 patients  

 

DMT Dose 
suivante 

Dose 
précédente 

Dose 
précédente 

Les toxicités limitantes (déterminées selon l’échelle des toxicités NCI-CTCAE v3.0) 

sont définies ainsi : toxicité extra hématologique de grade IV, toxicité extra hématologique de 

grade III jugée intolérable par le patient ou décès lié au traitement.  

 

 

Figure 11 : Schéma d’escalade 

de dose avec 3 patients par 

palier de dose.  

TL : toxicité limitante ;  

DMT : dose maximale tolérée 

 

 

 

 

 

Les patients reçoivent du CTX entre J-21 et J14, de l’IM entre J1 et J14 ainsi que de 

l’IL-2 de J10 à J14 (Figure 12). Le cyclophasphamide est donné per os à des doses 

métronomiques (50 mg/j en une prise) et n’est plus donné après le premier cycle. L’IM est 

également donné quotidiennement et per os à la dose fixe de 400 mg en une prise, deux 

semaines sur trois. L’IL-2 est administré 5 jours de suite en injection sous-cutanée ; selon le 

palier, la dose d’IL-2 administrée est de 3, 6, 9 ou 12 x 106 UI/j. En l'absence de toxicité ou de 

progression de la maladie, les patients seront éligibles pour un autre cycle.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Schéma thérapeutique de l’essai clinique IMAIL-2. Le CTX est pris par voie orale en 

une seule prise tous les jours à la dose fixe de 50 mg de J-21 à J14. L’IM est pris par voie orale en une 

seule prise – tous les jours pendant 2 semaines sur 3 – à la dose fixe de 400 mg. L’IL-2 est injecté par 

voie sous cutanée de J10 à J14 en une seule injection aux différents paliers de dose. (3, 6, 9 ou 12 x106 

UI). 
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Pharmacocinétique 

Prélèvements sanguins 

Les paramètres pharmacocinétiques de l’IM, de son métabolite principal – le 

CGP74588 – et de l’IL-2 ont été déterminés au cours du premier cycle. Pour cela, des 

échantillons de sang ont été collectés avant toute médication puis à 1h, 2h, 5h, 8h, et 24h du 

J1, J10 et J14. Chaque prélèvement a ensuite été centrifugé à 5000g pendant 10 min de 

manière à récupérer le plasma qui est conservé à -20°C jusqu’à analyse.  

Dosage de l’Imatinib et de CGP74588  

Le dosage de l’IM et de son métabolite CGP74588 ont été effectués par 

chromatographie liquide à détection par spectrométrie de masse avec ionisation en mode 

électrospray (LC-ESI/MS/MS).  

Dosage de l’IL-2 et du sCD25 

L’IL-2 et son récepteur soluble, le sCD25 sont dosés par ELISA à partir de kits 

commerciaux standard.  

Analyses des paramètres pharmacocinétiques 

Les paramètres pharmacocinétiques : aire sous la courbe (AUC), Cmax, Tmax, t1/2 

ont été calculés à partir des concentrations sanguines ou plasmatiques par le logiciel 

WinNonlin®.  

Monitoring immunologique  

Prélèvements sanguins 

Une analyse phénotypique et fonctionnelle des effecteurs de l’immunité (LT, NK, DC 

et Treg) a été réalisée à partir d’échantillons de sang collectés sur héparine à J-21, J1, J10 et à 

J14 de chaque cycle. L’analyse phénotypique des cellules immunitaires est effectuée 

immédiatement après réception du prélèvement sur sang total. L’analyse fonctionnelle est 

quant à elle réalisée à partir des cellules mononuclées du sang (PBMC : peripheral blood 

mononuclear cells). Ces dernières sont isolées sur gradient de ficoll, puis conservées dans de 

l’azote liquide jusqu’à analyse.  

Analyse phénotypique  

L’étude des populations de cellules immunitaires a été réalisée par cytométrie en flux 

à l’aide d’un FACS-Calibur (BD Biosciences). Plusieurs combinaisons d’anticorps ont été 
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Percp APC FITC PE

NK/LB CD45 CD19 CD3 CD16/56
CD45 CD4 CD3 CD8
CD3 CD8 CD45RA CCR7
CD3 CD4 CD45RA CCR7
CD3 CD4 CD8 CCR6
CD3 CD4 CD8 PD1
CD3 CD4 CD8 CXCR3
CD3 CD4 CD8 NKG2D

Treg CD3 CD4 CD127 CD25
CD3 CD56 CD27 HLA-DR
CD3 CD56 CD27 TRAIL
CD3 CD56 CD27 CD69
CD3 CD56 CD27 CX3CR1
CD3 CD56 CD27 CCR7
CD3 CD56 CD27 NKp44
CD3 CD56 CD27 c-kit
CD3 LAG-3 CD27 CD56
CD56 LAG-3 CD3 c-kit

DC CD14/CD19 BDCA3 BDCA2 BDCA1

Ly
m

ph
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yt
es
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lu
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s 

N
K

 (C
D

3-
C

D
56

+)

utilisées pour étudier les différentes populations de LB, LT, Treg, NK et DC (Tableau 8). Les 

Treg sont définis par le phénotype suivant : CD3+CD4+CD25highCD127low. Les NK sont 

caractérisé par le phénotype suivant : CD3-CD56+.  

 
Tableau 8 : Combinaison des anticorps utilisés en cytométrie en flux pour le phénotypage des 
cellules immunitaires.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analyse fonctionnelle des NK 

Les capacités d’activation des cellules NK ont été étudiées in vitro par un test de 

dégranulation du CD107a et d’expression de l’IFN-γ en présence de stimulation exogène par 

la cible K562 à un ratio effecteurs:cibles de 10:1. 

Analyse phénotypique et fonctionnelles des cellules infiltrant les GIST  

Patients atteints de GIST 

Afin de caractériser l’infiltrat tumoral des GIST, deux études ont été menées en 

parallèle : l’une rétrospective à partir de blocs paraffinés et l’autre prospective à partir de 

tumeurs fraichement extraites. L’étude rétrospective a porté sur 92 tumeurs stromales gastro-

intestinales dont 68 provenant de GIST localisés et 24 provenant de GIST métastatiques. 

L’étude prospective a été réalisée à partir de prélèvements sanguins et de tumeurs fraichement 

extraites de 14 GIST (dont 9 au diagnostic et 5 après traitement par IM) et 6 sarcomes des 

tissus mous (STS : soft tissue sarcoma).  
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Immunohistochimie 

Les coupes de tissus tumoraux inclus en paraffine ont été marquées par NKp46, CD3, 

CD8, FoxP3 et CMH-I selon un protocole classique d’immunohistochimie nécessitant une 

étape de déparaffinage, de réhydratation et de blocage des peroxydases endogènes avant le 

marquage. Des contrôles négatifs ont été réalisés en substituant l’anticorps primaire par un 

isotype contrôle. Les cellules positives ont été comptées en double-aveugle à partir de 10 

champs lus au grossissement x200.  

Analyse phénotypique  

Après exérèse chirurgicale, les tumeurs ont été dissociées afin d’obtenir une 

suspension cellulaire puis marquées par différentes combinaisons d’anticorps. L’étude des 

populations de cellules immunitaires a été réalisée par cytométrie en flux à l’aide d’un Cyan 

(Beckmann Coulter). 
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RESULTATS 

Article 1 : Phase I clinical trial combining IM and IL-2 in refractory cancer 

patients: IL-2 interferes in the pharmacokinetics of IM 
 

Dans cette partie seront présentés les principaux résultats de l’article de Pautier P.*, 

Locher C.* et al. : Phase I clinical trial combining imatinib mesylate and IL-2 in 

refractory cancer patients: IL-2 interferes in the pharmacokinetics of IM. 

 

Entre novembre 2007 et octobre 2009, 21 patients atteints de tumeurs solides 

métastatiques ou localement avancées ont été inclus dans l’étude IMAIL-2 visant à évaluer la 

tolérance d’un traitement associant l’IM et l’IL-2. Parmi ces patients, seuls 17 ont été 

évalués : 2 patients ont en effet progressé avant la prise d’IL-2, un patient n’a pu être évalué 

pour déviation majeure au protocole et un autre a retiré son consentement avant traitement. 

Les caractéristiques démographiques des patients sont présentées Tableau 1. 

Pendant l’étude, il n’a pas été observé de réponse objective (définie selon les critères 

RECIST). En revanche, une stabilisation de la maladie a été observée chez 47% des patients 

pour une durée médiane de 84 jours [61-210 jours]. Le taux de survie sans progression 

déterminé à 6 mois est de 18%, avec une médiane de survie globale de 7.7 mois (Figures 1A, 

1B). 

Les patients ont été inclus au fur et à mesure avec une escalade de doses. A l’issue de 

cette phase, la DMT d’IL-2 associée à la dose fixe de 400 mg d’IM, a été déterminée : elle 

correspond à 6 MUI d’IL-2 administrées par voie sous-cutanée. A ce niveau de dose, tous les 

patients ont présenté au moins un effet indésirable imputable au traitement : principalement 

fièvre et frissons, augmentation des enzymes hépatiques, asthénie et nausée mais sans que ne 

soit observée de toxicité limitante (Tableau 2). Les manifestations de toxicité limitante pour 

la dose supérieure – soit 9 MUI d’IL-2 – sont des toxicités non hématologiques de grade 3, 

jugées inacceptables : syndrome de fuite capillaire, asthénie et anorexie. Aucun décès 

consécutif au traitement n’a été observé. 

Les profils pharmacocinétiques standards – incluant le pic de concentration, le temps 

pour atteindre la Cmax, l’AUC, la clairance et la demi-vie – de l’IM et de son principal 

métabolite actif ont été déterminés à J1, J10 et J14 du premier cycle des patients ayant reçu la 

dose de 6 MUI d’IL-2 (Tableaux 3, 4). Lors d'administrations répétées en prise quotidienne 

unique, l’IM ainsi que son métabolite s’accumulent avant d’atteindre un niveau d’équilibre 
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environ 7 jours après la première prise 165,304. Dans notre étude, ce phénomène 

d’accumulation est également observé puisqu’entre J1 et J10, l’AUC(0-24) de l’IM augmente 

de 29.1 ± 7.4 µg.h/mL à 39.6 ± 13.4 µg.h/mL.  

L’administration d’IL-2 à la dose de 6 MUI entraîne une augmentation de l’exposition 

à l’IM. L’AUC(0-24) et la Cmax de l’IM et du CGP74588 sont en effet significativement 

augmentées après 5 jours d’IL-2 (Figures 2A, 2B). L’AUC(0-24) de l’IM et du CGP74588 à 

J14 sont d’ailleurs corrélées à la dose d’IL-2 normalisée en fonction du poids du patient 

(Figure 2C).  

La pharmacocinétique de l’IL-2 n’est par contre pas modifiée par l’administration 

concomitante d’IM. Les paramètres pharmacocinétiques de l’IL-2 sont similaires à ceux 

observés en monothérapie 305,306. Le dosage du récepteur soluble de l’IL-2 (sCD25) qui 

objective l’imprégnation IL-2 est bien augmenté à J14 (Figure 2D).  

Enfin, si 10 jours d’IM n’impactent pas sur la numération des lymphocytes, des 

plaquettes et des neutrophiles, l’administration de 5 jours d’IL-2 diminue significativement le 

nombre de lymphocytes et de plaquettes (Figure 3).  
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Introduction

Imatinib mesylate (IM) is a 2-phenylaminopyrimidine deriva-
tive designed as a specific inhibitor of the inactive conformation 

Imatinib mesylate (IM) is a small molecule inhibitor of protein tyrosine kinases. In addition to its direct e!ect on malignant 
cells, it has been suggested IM may activate of natural killer (NK) cells, hence exerting immunomodulatory functions. In 
preclinical settings, improved antitumor responses have been observed when IM and interleukin-2 (IL-2), a cytokine that 
enhances NK cells functions, were combined. The goals of this study were to determine the maximum tolerated dose 
(MTD) of IL-2 combined with IM at a constant dose of 400 mg, the pharmacokinetics of IM and IL-2, as well as toxicity and 
clinical e"cacy of this immunotherapeutic regimen in patients a!ected by advanced tumors. The treatment consisted 
in 50 mg/day cyclophosphamide from 21 d before the initiation of IM throughout the #rst IM cycle (from D-21 to D14), 
400 mg/day IM for 14 d (D1 to D14) combined with escalating doses of IL-2 (3, 6, 9 and 12 MIU/day) from days 10 to 14. 
This treatment was administered at three week intervals to 17 patients. Common side e!ects of the combination were 
mild to moderate, including fever, chills, fatigue, nausea and hepatic enzyme elevation. IL-2 dose level II, 6 MIU/day, 
was determined as the MTD with the following dose-limiting toxicities: systemic capillary leak syndrome, fatigue and 
anorexia. Pharmacokinetic studies revealed that the area under the curve and the maximum concentration of IM and 
its main metabolite CGP74588 increased signi#cantly when IM was concomitantly administered with IL-2. In contrast, 
IM did not modulate IL-2 pharmacokinetics. No objective responses were observed. The best response obtained was 
stable disease in 8/17 (median duration: 12 weeks). Finally, IL-2 augmented the impregnation of IM and its metabolite. 
The combination of IM (400 mg/day) and IL-2 (6 MIU/day) in tumors that express IM targets warrants further investigation.

Phase I clinical trial combining imatinib mesylate 
and IL-2 in refractory cancer patients

IL-2 interferes with the pharmacokinetics  
of imatinib mesylate
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of ABL protein tyrosine kinases.1 Its activity against cells bear-
ing the BCR-ABL translocation has yielded remarkable clinical 
results in the treatments of chronic myeloid leukemia (CML) 
with minimal side effects.2 IM has been found to inhibit other 
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Results

Patient characteristics. Between October 2007 and October 
2009, 21 patients with advanced solid tumors were enrolled 
in the IMAIL-2 study at the Gustave-Roussy Institute. Of 21 
patients initially enrolled, one was not treated due to a personal 
choice, two patients did not complete a full cycle of treatment 
due to disease progression and one patient was not evaluated for 
dose-limiting toxicity (DLT) due to incorrect medication intake. 
Seventeen patients hence completed the study, with a median age 
of 51 y (range 25–74). Patients were affected by the following 
malignancies: metastatic melanoma (n = 10); ovarian carcinoma 
(n = 3); Merkel-cell carcinoma (n = 1), GIST (n = 1), rectal ade-
nocarcinoma (n = 1) and cervical adenocarcinoma (n = 1). The 
characteristics of the 17 patients that completed the study are 
detailed in Table 1.

Clinical efficacy of IM and IL-2 combination therapy. 
Seventeen patients were evaluated for response, three patients at 
IL-2 dose level I (3 MIU/day), 11 at IL-2 dose level II (6 MIU/day) 
and three at IL-2 dose level III (9 MIU/day). The progression-
free survival (PFS) rate at six months was 18% (CI 95%: 6–41%) 
and the median PFS for all 17 patients was two months (Fig. 1A). 
There was no objective tumor response according to RECIST 
criteria but 8/17 (47%) patients experienced disease stabilization. 
The median duration of stable disease (SD) was 84 d (range: 
61–210 d). The median overall survival (OS) for all patients was 

tyrosine kinases including platelet-derived growth factor recep-
tor (PDGFR), KIT (CD117), colony stimulating factor 1 recep-
tor (CSF1R) and possibly leukocyte-specific protein tyrosine 
kinase (LCK).3-6 The inhibitory activity of IM against KIT and 
PDGFR has enabled the development of effective treatments for 
patients affected by gastrointestinal stromal tumors (GIST),7 
eosinophilic disorders and systemic mast cell disease.8,9

In addition to its direct effects on malignant cells, IM 
appears to exert immunomodulatory functions by inhibiting 
and/or activating specific subsets of immune cells. Our group 
has demonstrated that IM activates natural killer (NK) cells 
in GIST patients, resulting in improved progression-free sur-
vival (PFS).10,11 These results indicate that the innate immune 
response is a major and independent PFS predictive factor in 
patients with advanced GIST receiving IM.12 To improve the 
functions of NK cells in the course of IM treatment, Taieb et 
al. investigated in preclinical studies a combinatorial regimen 
involving IM plus interleukin-2 (IL-2), showing that IL-2 is 
able to increase the antitumor effects of IM.13-15 These observa-
tions provided a robust rationale to launch the Phase I clinical 
trial IMAIL-2 at the Gustave-Roussy Institute (Paris), aimed 
at assessing of the maximum tolerated dose (MTD) of IL-2 
administered in combination with daily IM in patients with 
refractory solid tumors. We also determined the pharmacoki-
netics of IM when combined with IL-2 and their clinical activ-
ity in this cohort of patients.

Table 1. Patient characteristics at baseline

Dose level I II III TOTAL

IM (mg/day) 400 400 400

IL-2 (MIU/day) 3 6 9

No. of patients 3 11 3 17

Sex

Male 0 7 0 7

Female 3 4 3 10

Age (years)

Median [Range] 58 [30–61] 50 [25–74] 51 [42–57] 51 [25–74]

Height (cm)

Median [Range] 165 [161–165] 163 [158–188] 168 [163–173] 165 [158–188]

Weight (kg)

Median [Range] 65 [47–68] 60 [43–86] 59 [47–81] 61 [43–86]

E.C.O.G.

ND 0 1 1 2

0 2 6 2 10

1 1 4 0 5

Primary tumor site

Melanoma 0 8 2 10

Ovarian adenocarcinoma 2 0 1 3

Other* 1 3 0 4

*Other tumor sites (one patient each) include Merkel-cell carcinoma, gastrointestinal stromal tumor, rectal adenocarcinoma and cervical adenocarci-
noma. IL-2, interleukin-2; IM, imatinib mesylate; MIU, million international unit; ND, not determined.
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was 2.2 ± 0.6 μg/mL after once-daily administration while the 
area under the curve (AUC, 0–24 h) reached 29.1 ± 7.4 μg.h/mL.

The same parameters were evaluated at D10, by which time 
plasma concentrations had reached the steady-state.17,18 As antici-
pated, the AUC (0–24 h) and Cmax for both IM and its metabolite 
were significantly higher at D10 than after the first administra-
tion (Fig. 2). Based on IM levels measured at D1 and D10, the 
means (± SD) accumulation ratios across different doses (defined 
as the D10 to D1 trough concentration ratio) were 1.34 ± 0.35 
and 1.93 ± 0.69 for IM and CGP74588, respectively.

Effect of IL-2 on IM pharmacokinetics. IL-2 increased the 
exposure to IM. Indeed, at D14, that is, following five consecu-
tive days of IL-2 co-administration, the AUC (0–24 h) of IM 
significantly increased from 39.6 ± 13.4 μg.h/mL at D10 to 
64.0 ± 16.5 μg.h/mL at D14 (p = 0.002) (Fig. 2A). The AUC 
(0–24 h) at D14 was 61% higher than the AUC (0–24 h) at D10. 
Along similar lines the Cmax of IM significantly increased from 
3.3 ± 1.6 μg/mL at D10 to 4.9 ± 1.4 μg/mL at D14 (p = 0.028) 
(Fig. 2A). The same modifications were observed for CGP74588 
(Fig. 2B). Finally, the AUC (0–24 h) of IM and CGP74588 at 
D14 were positively correlated with the dose of IL-2 upon nor-
malization on the weight of each patient (IL-2/Kg) (Fig. 2C). 
The best correlation was observed for CGP74588 (R = 0.6879, 
p = 0.0046).

Effect of IM on IL-2 pharmacokinetics. We investigated if 
IM would influence IL-2 pharmacokinetics. IL-2 pharmacoki-
netics is well documented: the Tmax and half-life (t1/2) after a 
subcutaneous injection of IL-2 range from 1.5 to 4.5 and from 3 
to 5 h, respectively.19,20 In patients treated from D10 to D14 with 
IL-2 together with 400 mg IM, IL-2 Cmax was reached at 2 h and 
mean t1/2 was 3.1 h. Therefore, the pharmacokinetic parameters 
of IL-2 in patients co-treated with IM are compatible with those 
observed in previous pharmacokinetic studies. Altogether, these 
data indicate that IM does not influence IL-2 pharmacokinetics. 
Finally, we determined the levels of the soluble form of the α 

7.7 months (Fig. 1B) with a survival rate at six months of 82% 
(IC 95%: 64–100%). Among 17 patients, nine were treated 
with three or more cycles (53%). The median PFS and OS of 
advanced melanoma patients in this trial (10/17) were two and 
7.2 mo, respectively. There were no treatment-related deaths; all 
of them were due to disease.

Safety, tolerability and MTD. Fifty-two courses of IM 
+ IL-2 were administered to 17 patients. All patients experi-
enced at least one treatment-related adverse event (Table 2). 
The most frequent drug-related adverse events were fevers and 
chills in 16/17 (94%) patients, transaminase elevation in 11/17 
(65%) patients, fatigue in 13/17 (76%) patients and nausea in 
10/17 (59%) patients. In the three patients on IL-2 dose level 
I (3 MIU/day) and the first three patients on IL-2 dose level II 
(6 MIU/day), no dose-limiting toxicities were observed. Two of 
the three patients on IL-2 dose level III (9 MIU/day) developed 
a DLT consisting of an unacceptable grade 3 systemic capillary 
leak syndrome, fatigue and anorexia. The cohort of patients 
on IL-2 dose level II was then expanded to 11 patients, with 
no further DLT. Therefore, the MTD was determined to be 
6 MIU of IL-2 combined with 400 mg IM. At this dose level, 
all patients (n = 11) experienced at least one treatment-related 
adverse event (grade 1 or grade 2 toxicities) but no grade 3 or 
grade 4 toxicities were observed (Table 2). Thus, 400 mg/day 
IM combined with 6 MIU/day IL-2 appears to be relatively 
well tolerated.

IM and CGP74588 steady-state accumulation. The pharma-
cokinetic parameters of IM and its main metabolite CGP74588, 
as determined by non-compartmental model analyses, were 
available for patients on IL-2 dose level II. The means and stan-
dard deviations for each parameter are given for days D1, D10 
and D14 of the first cycle of treatment (Table 3 and Table 4).

IM was detectable in the plasma of patients one hour after 
the first oral administration, and Tmax was determined to be of 
two hours. The maximum mean plasma concentration (Cmax) 

Figure 1. Clinical e!ects of treatment with imatinib mesylate and interleukin-2. (A) Progression-free survival (PFS) from the initiation of treatment with 
imatinib mesylate (IM) and interleukin-2 (IL-2) of n = 17 patients enrolled in the trial. (B) Overall survival (OS) from the initiation of treatment with IM 
and IL-2 of n = 17 patients enrolled in the trial.
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13.4 μg.h/mL, respectively) that were comparable to patients on 
IL-2 dose level II.

Discussion

We investigated the safety of IM combined with increasing doses 
of IL-2 in patients affected by refractory advanced solid tumors. 
To our knowledge, this is the first report on the combination of 
IM with IL-2 in late stage cancer patients. In the present study, 
the MTD of IL-2 in combination with 400 mg/day IM was esti-
mated at 6 MIU/day.

This study shows that the co-administration of IL-2 increases 
the systemic exposure of patients to IM and its main metabo-
lite, CGP74588. The Cmax and AUC of IM and CGP74588 were 
indeed significantly increased by 49 and 61%, respectively. This 
could be explained by a interaction between the two drugs. IL-2 
is known for its ability to limit the enzymatic activity of cyto-
chrome P450 and monooxygenase,24 especially at doses > 6 MIU 
for the former > 9 MIU for the latter. Since in our study the phar-
macokinetics of CGP74588 and that of IM were altered by IM in 
the same manner, these effects cannot stem from the IL-2 medi-
ated inhibition of cytochrome P450 and monooxygenase activity. 
In addition, IL-2 is able to affect plasma membrane transporters, 

subunit of the IL-2 receptor (sCD25), which represents a marker 
of IL-2 impregnation.21-23 We observed a significant increase 
of sCD25 at the end of the first treatment cycle in our cohort 
(p < 0.001) (Fig. 2D).

Pharmacokinetic-pharmacodynamic relationships. The 
AUC (0–24 h) of IM and CGP74588 at D1, D10 and D14 were 
studied in relationship with the absolute count of lymphocytes, 
neutrophils and platelets. As shown in Figure 3, while the AUC 
(0–24 h) of IM increased between D1 and D10, no significant 
modifications of lymphocyte, neutrophil or platelet counts could 
be documented. Lymphocyte and platelet counts were signifi-
cantly reduced in response to the combination therapy at D14 
(Fig. 3A and B). Of note, neutrophil, monocyte and eosinophil 
counts were affected neither by IM alone nor by the combinato-
rial regimen (Fig. 3C and data not shown). Among patients on 
IL-2 dose level III that experienced limiting toxicities (patient 
#10, exhibiting a grade 3 systemic capillary leak syndrome and 
patient #11, exhibiting grade 3 asthenia and anorexia), only 
patient #10 was monitored for the pharmacokinetics of IM and 
IL-2. This patient had the highest AUC (0–24 h) for IM and 
CGP74588 (106.5 and 25.1 μg.h/mL, respectively). Patient #8, 
also on IL-2 dose level III but experiencing no toxicity, exhib-
ited AUC (0–24 h) values of IM and CGP74588 (43.3 and 

Table 2. Toxicities according to the National Cancer Institute common toxicity criteria v. 3.0*

Dose level I II III Total

No. of patients 3 11 3 17

No. of courses per patients 3, 3, 3 10, 1, 1, 2, 3, 2, 1, 8, 5, 1, 3 5, 1, 1 52

Grade 1/2 3/4 1/2 3/4 1/2 3/4 N %

Gastrointestinal

Nausea 2 0 5 0 3 0 10 59%

Vomiting 2 0 3 0 0 0 5 29%

Diarrhea 2 0 2 0 3 0 7 41%

Anorexia 2 0 2 0 0 1** 5 29%

Hematologic

Anemia 0 0 2 0 1 0 3 18%

Leucopenia 0 0 1 1 0 0 2 12%

Lymphopenia 1 0 0 3 0 0 4 24%

Neutropenia 0 0 3 1 0 0 4 24%

Hepatic

SGOT/AST elevation 3 0 7 0 1 0 11 65%

SGPT/ALT elevation 1 0 7 0 2 0 10 59%

Others

Skin tissue disorders 1 0 6 0 0 0 7 41%

Systemic capillary leak syndrome 0 0 1 0 0 1** 2 12%

Fatigue 3 0 8 0 1 1** 13 76%

Fever/chills 3 0 10 0 3 0 16 94%

Edema/fluid retention 1 0 6 0 1 0 8 47%

Cough 0 0 3 0 1 0 4 24%

Dyspnea 0 0 2 0 0 0 2 12%

*Data for events with suspected relation to the study drugs that occurred in > 10% of patients; **Dose-limiting toxicity. ALT, alanine transaminase; AST, 
aspartate transaminase; SGOT, serum glutamic oxaloacetic transaminase; SGPT, serum glutamic pyruvic transaminase.
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associated with longer PFS in GIST patients.31-33 Moreover, a 
preclinical study has shown that IM may synergize with IL-2 at 
reducing lung metastases after an i.v. injection of B16F10 mela-
noma cells, which are not sensitive to the direct cytotoxic effects 
of IM.34 Such a synergistic antitumor effect was mainly due to an 
increased cytotoxicity of TNF-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL)-dependent HLA-DR+CD11c+B220+NK1.1+ cells, the 
so-called interferon-producing killer DCs (IKDCs).34 Thus, IL-2 
has been envisaged to boost IM-elicited antitumor immunity in 
cancer patients, in particular by inducing IKDCs in vivo. A com-
prehensive immunomonitoring of this patient cohort was under-
taken (see companion paper in OncoImmunology, 2:e23080).

In our cohort, 8/17 patients (47%) experienced disease sta-
bilization after a median treatment duration of 12 weeks. 
Unfortunately, we were only able to include one patient affected 
by GIST in this study, and, among the other patients, ten were 
affected by metastatic melanoma. It would be interesting to evalu-
ate this combinatorial regimen in tumors bearing KIT mutations 
and see whether the adjunction of IL-2 can boost the efficacy of 
IM. Many teams have tried to combine IM with other immu-
notherapeutic agents in order to enhance its clinical efficacy 
against solid tumors, and many of them have investigated the 
combination of IM with conventional chemotherapy. However, 
only modest signs of clinical benefits were documented, often in 
association with a relatively poor tolerance. In one study, IM was 
combined with IFNα in patients affected by metastatic renal cell 
carcinoma (RCC). The response rate was 6% with a median time 
to progression of two months, de facto constituting no improve-
ment as compared with the administration of IFNα alone.35 As 
significant toxicities were observed, the investigators concluded 
that further studies of IM combined with IFNα would not be 
recommended in patients with metastatic RCC.36 The clinical 
efficacy of this combinatorial regimen in GIST patients, which 

hence leading to increased efflux of some drugs, as demon-
strated in peripheral blood mononuclear cells.25 These pharma-
cokinetic modifications may partly be explained by decreased 
P-glycoprotein expression, as described in mice by Hosten et al.26 
This hypothesis is currently under investigation in vitro, to better 
understand the impact IL-2 on the expression and functionality 
of P-glycoprotein and breast cancer resistance protein (BCRP) 
in human lymphocytes, as well as how this may influence the 
transport of IM.

Regarding the pharmacodynamic aspects of the interaction 
between IL-2 and IM, the significant decrease in lymphocytes 
and platelets observed between D10 and D14 of treatment could 
be ascribed to the adjunction of IL-2, since no decrease was 
detectable between D1 and D10 (when IM was administered 
alone). The impact of IL-2 on lymphocyte counts has previously 
been described by others27 and has hypothetically been ascribed 
to an effect of lymphocyte redistribution28 and/or to activation-
induced cell death.29,30 At high doses (up to 0.3 MIU/kg i.v. every 
eight hours over 3–4 d), IL-2 infusions have previously been 
shown to result in moderate to severe thrombocytopenia.27 With 
6 MIU IL-2, we observed a significant drop in platelet counts, 
but this decrease never reached levels associated with an increased 
hemorrhagic risk. In addition, we never observed a greater reduc-
tion in subsequent cycles compared with cycle 1 (not shown). 
The analysis of sCD25 levels, IL-2 t1/2 and AUC did not reveal 
any modifications of the pharmacokinetics of IL-2 when given in 
combination with IM.

As previously shown, IM may act as an immunomodulatory 
agent, in particular as it promotes the dendritic cell (DC)-NK 
cell crosstalk, leading to increased secretion of tumor necro-
sis factor α (TNFα) and interferon γ (IFNγ) by NK cells and 
IL-12 by DCs.30,32 This immunomodulatory activity of IM was 
found to constitute an independent prognostic factor and was 

Table 3. Pharmacokinetic parameters of IM

Tmax (h) Cmax (µg/mL) t1/2 (h) AUC (0–24) 
(µg.h/mL)

AUC (0-inf) 
(µg.h/mL) Vd (L) Cl (L/h)

No. of patients Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Day 1 9 2.0 1.2 2.2 0.6 10.1 1.6 29.1 7.4 39.7 17.8 164.3 53.8 11.2 3.2

Day 10 10 2.1 1.1 3.3 1.6 13.1 8.9 39.6 13.4 64.1 28.2 126.5 64.2 7.8 4.9

Day 14 10 2.5 1.4 4.9 1.4 13.0 3.9 64.0 16.5 94.6 30.6 82.9 24.5 4.7 1.7

AUC, area under the curve; Cl, total body clearance; t1/2, half-life; Tmax, time to reach the maximum concentration; Vd, volume of distribution at steady-state.

Table 4. Pharmacokinetic parameters of CGP74588

Tmax (h) Cmax (ng/ml) t1/2 (h) AUC (0–24) 
(µg.h/mL)

AUC (0-inf) 
(µg.h/mL) Vd (L) Cl (L/h)

No. of Patients Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Day 1 9 2.3 1.6 294.0 47.5 14.4 2.8 4.1 1.0 6.7 2.7 1364.5 383.6 66.6 20.9

Day 10 10 2.2 1.6 520.8 215.8 36.2 32.5 7.7 2.7 23.8 16.0 827.8 471.2 22.8 11.6

Day 14 10 3.8 2.3 727.0 200.2 32.5 20.1 13.2 3.8 37.0 28.2 531.5 170.2 14.9 7.4

AUC, area under the curve; Cl, total body clearance; t1/2, half-life; Tmax, time to reach the maximum concentration; Vd, volume of distribution at steady-state.
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both complete and partial responses) and an OS of 100% with a 
median follow-up of 3.6 y were observed. These clinical findings 
appear superior than those obtained with IM monotherapy, yet, 
so far, remain preliminary.38

Our study did not demonstrate any major therapeutic effects 
stemming from the combination of IM and IL-2. However, we 
confirmed that IM can be associated with 6 MIU IL-2 with an 
acceptable tolerance profile. Improving IM exposure may bring 
about clinical benefits, as suggested by pharmacokinetic studies 
in individuals affected by CML and GIST. Among CML patients, 
a significant correlation has been detected between IM trough 
plasma levels and cytogenetic and molecular responses.40-42 In 
GIST patients, a relationship between IM pharmacokinetics and 
clinical responses is emerging.43 Finally, as shown in the com-
panion paper (OncoImmunology 2:e23080), the combination of 
IM and IL-2 was able to induce the accumulation of HLA-DR+ 
NK cells, which are linked to clinical outcome. As IM has been 
shown to decrease intratumoral regulatory T cells (Tregs) in 
an indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)-dependant manner by 

has a comparatively stronger rationale because IM specifically 
targets GIST-associated KIT or PDGFR mutants,37 appears to 
be far superior to that observed in individuals affected by RCC.

Approximately 71% of GIST patients exhibit mutations in 
exon 11 of KIT, followed by mutations in KIT exon 9 (8.2%), 
KIT exon 13 (1.2%), PDGFRA exon 18 (1.2%) and KIT exon 17 
(1.0%). These mutations are important as they often dictate the 
patient sensitivity to IM therapy. In particular, KIT exon 11 muta-
tions are associated with comparatively longer time to progression 
(median 27.2 mo) and OS (median 60 mo).37 IM and IFNα have 
recently been combined in patients bearing stage III/IV GIST 
in a study designed to promote IM antitumor immunity with 
IFNα.38 IM is thought to undermine tumor-induced immune 
tolerance39 and, owing to its cytotoxic activity, may promote the 
shedding of tumor-associated antigens for DC uptake, presenta-
tion and priming of TH1 responses.38 In 8 patients evaluated in 
this respect, the combination of IM and IFNα was associated 
with increased TH1 and NK cell activity. Clinical responses were 
encouraging, since an objective response rate of 100% (including 

Figure 2. Interleukin-2 impacts on imatinib mesylate pharmacokinetic. (A and B) Area under the curve (AUC, left panel) and Cmax (right panel) of 
imatinib mesylate (IM, (A) and CGP74588 CGP, (B) immediately after the initiation of the treatment (D1), after 10 d of treatment with IM alone (D10) 
and after 14 d of treatment with IM plus interleukin-2 (IL-2) at dose level II (6 MIU/day) on the last 4 d (D14). Wilcoxon signed rank test was used and 
results from statistical analyses are depicted on each graph. (C) Correlation between IL-2 MIU/kg body weight and AUC (0–24h) of IM (dark circles) or 
CGP74588 (gray circles) (D) Dynamic pattern of the soluble form of CD25 (sCD25).
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Dose escalation and toxicity assessment and clinical efficacy. 
The study was conducted as a single-center, Phase I, dose-esca-
lation trial. A minimum of three patients were monitored for at 
least one complete cycle before dose escalation. If none of the 
first three patients in any cohort experienced a DLT, the next 
three patients were enrolled at the next higher dose level. If one 
instance of DLT was observed, three additional patients were 
treated at that dose level. When one of these additional patients 
had a DLT, the dose level of the previous cohort was considered 
as the MTD. No intra-patient dose escalation was allowed. Safety 
was evaluated at day one (D1), D10 and D14. Toxicities were 
graded according to the National Cancer Institute Common 
Toxicity Criteria (NCI-CTC) version 3.0. DLT was defined as 
any unacceptable grade three or greater non-hematologic toxicity, 
grade 4 hematologic toxicity or treatment-related death. Response 
to therapy was assessed using the Response Evaluation Criteria 
in Solid Tumors (RECIST),16 with scans evaluation at baseline, 
after one cycle of treatment (between D14 and D21) and every 
two cycles (every six weeks) until progression of the disease.

Treatment schedule. A low dose (50 mg/day) of the alkyl-
ating agent cyclophosphamide (CTX) was given orally from 
D-21 until D14, exclusively during the first cycle. IM (Gleevec®) 
was administered orally once daily at 400 mg from D1 to D14. 
IL-2 was administered subcutaneously from D10 to D14. Cycle 
2 was started at day 21 (day 1 = day 21). Four dose levels of 
IL-2 (Proleukine®) were explored according to toxicity: 3 million 
international units (MIU) per day (level I), 6 MIU/day (level 
II), 9 MIU/day (level III) and 12 MIU/day (level IV). In case of 
DLT at the first level, a level 0 with 1 MIU/day had to be evalu-
ated. If two patients presented a DLT at level 0, the association 
would be considered too toxic to be explored in a Phase II trial. 
IM and IL-2 cycles were repeated every 3 weeks until patients 
experienced disease progression or DLT. A dose reduction of no 
more than two dose levels of IL-2 was permitted after the first 
cycle and decided by the investigators. No dose escalation was 
permitted. A reduction of the IM dose was permitted in case of 
specific toxicity. Treatment could be stopped prematurely in case 

inhibiting oncogenic KIT signaling,39 and as Tregs are capable 
of inhibiting NK cell functions,44,45 further studies on the syn-
ergistic clinical activity of IL-2 and IM should involve patients 
affected by tumors bearing KIT mutations such as GIST.

Patients and Methods

Patient eligibility. Adult patients with metastatic or locally 
advanced solid malignancy, measurable or evaluable disease who 
were refractory to standard therapy were eligible for the study 
(Phase I IMAIL-2 trial approved by the Kremlin Bicêtre Hospital 
Ethics Committee [no 07–019] and the Agence Française 
de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé [no A70385–27; 
EudraCT N°:2007–001699–35 in 2007]. Further requirements 
included: chronological age > 18 y and physiological age < 70 y; 
more than four weeks since the last disease-specific treatment, 
adequate bone marrow function defined as an absolute white 
blood count ≥ 4 × 109/L, neutrophil count ≥ 1.5 × 109/L, plate-
lets ≥ 100 × 109/L and hemoglobin ≥ 9 g/dL; SGOT, SGPT and 
alkaline phosphatases ≤ 2-fold the upper limit of normal (ULN) 
(≤ 3 ULN in case of liver metastases); bilirubin < 1.25 ULN; cre-
atinine < 1.25 ULN, creatinine clearance ≥ 60 mL/min; good car-
diac function (left ventricular ejection fraction > 50%), an Eastern 
Cooperative Oncology Groups (ECOG) performance status ≤ 2; 
no concurrent uncontrolled medical illness; no active viral hepati-
tis or HIV infection; no other current or previous malignancy in 
the past five years (except for adequately treated cone-biopsied in 
situ carcinoma of the cervix and basal or squamous cell carcinoma 
of the skin); a life expectancy of 12 or more weeks and a signed 
informed consent. Patients recruited had not received IM and 
IL-2 previously, except for GIST patients who could have received 
IM. No concomitant antitumor treatment was allowed. Patients 
with active brain metastases, severe concomitant cardiac disease 
(cardiac insufficiency, myocardial infarction during the previous 
six months, severe/unstable angina or stroke, non-controlled arte-
rial hypertension), peripheral neuropathy ≥ grade 2 and pregnant 
or breast-feeding women were not eligible.

Figure 3. Impact of imatinib mesylate alone or combined with interleukin-2 on the hematopoietic compartment. (A–C) Lymphocyte (A), platelet (B) 
and neutrophil (C) counts at day one after starting treatment (D1), immediately after the initiation of the treatment (D1), after 10 d of treatment with 
imatinib mesylate (IM) alone (D10) and after 14 d of treatment with IM plus interleukin-2 (IL-2) at dose level II (6 MIU/day) on the last 4 d (D14). Wilcoxon 
signed rank test was used and results from statistical analyses are depicted on the graph.
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concentration-time curve from time 0 to the last measurable con-
centration at time t [AUC (0-t)] was calculated using the linear 
trapezoidal method. For IM and CGP74588, the AUC (0-inf) 
was computed as AUC (0-t) plus the extrapolation from the last 
time point to infinity using Ct/Ke, where Ct is the last quantifi-
able concentration. The extrapolated AUC before the first time 
point and after the last time point did not exceed 20% of the 
total AUC (0–inf). For IM, total body clearance (Cl) was cal-
culated from the dose/AUC (0–inf). The volume of distribution 
(Vd) at steady-state was calculated as Dose/Cl. Plasma concentra-
tions below the assay lower limit of detection were treated as 0.0 
ng/mL in order to calculate pharmacokinetic parameters. Actual 
times after the start of infusion were used in the calculation of 
pharmacokinetic parameters.

Serum concentration of the soluble form of sCD25 and IL-2. 
sCD25 levels of serum were determined in accordance with the 
manufacturer’s procedure using the Soluble IL-2 Receptor EIA 
Kit obtained from IMMUNOTECH (IM10559; Beckman 
Coulter, Inc.). Patient’s sera were collected at cycle 1 before 
treatment (D21) after metronomic cyclophosphamide (D1) and 
after IM treatment (D10) and at the end of IM+IL-2 treatment 
(D14). Serum IL-2 concentration was measured with the EIA 
Kit obtained from BD Bioscience (BD OptEIA). As in the phar-
macokinetic study of IM, serum IL-2 concentrations were deter-
mined at D14 at 0, 1, 2, 5, 8 and 24 h after IL-2 administration.

Statistical analyses. For the efficacy analysis, the response 
rate was estimated on patients who had already received one 
cycle of treatment and for whom response had been evaluated. 
Descriptive data were used to summarize the characteristics of 
patients, the administration of and compliance to treatment, 
tolerance and efficacy and pharmacokinetics parameters. No 
interim analysis was planned. Descriptive data were compared, 
using the χ2 test or Fisher’s exact test for proportions and the 
Student’s t-test or the Wilcoxon rank-sum test for continuous 
measures. Correlation analyses were performed between two 
parameters using the Pearson’s test. OS and PFS were estimated 
according to the Kaplan-Meier method. OS was defined as the 
time from the diagnosis to death from any cause or to the last 
follow-up if no death had occurred. PFS was defined as the time 
from the diagnosis to progression or to the last follow-up if no 
progression has occurred. Patients who had not experienced an 
event at the time of the analysis were censored at the date of the 
last follow up.
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of inacceptable toxicity, disease progression or patient refusal to 
continue the study. Data from patients who withdrew prema-
turely from the study were not included in the final analyses.

Chemicals. IM, [d8]-imatinib and N-desmethyl-imatinib 
(CGP74588) were kindly provided by Novartis, with purities of 
99.6, 97.0 and 99.7%, respectively. Stock solutions of each com-
pound were prepared at 1 mg/mL in methanol and stored at -20°C.

Blood sampling. In order to determine IM and CGP74588 
concentrations, venous blood samples were collected during cycle 
1 on D1, D10 and D14 at 0, 1, 2, 5, 8 and 24 h after drug admin-
istration. For each plasma sample, blood was collected in a tube 
containing heparin, inverted several times, centrifuged at 5,000 
× g for 10 min and stored at -20°C.

Quantification of IM and CGP74588 by LC-MS/MS. Plasma 
samples (0.25 mL) were mixed with 50 μL of internal standard 
[d8]-imatinib (500 ng/mL in methanol), deproteinized with 200 
μL of cold acetonitrile and centrifuged at 4,000 × g for 10 min 
at 4°C. The resulting supernatant was drawn into a glass vial and 
stored at 4°C until LC-MS/MS analysis. IM and CGP74588 were 
quantified in plasma samples by liquid chromatography/electro-
spray ionization tandem mass spectrometry (LC-ESI/MS/MS) 
using the Quattro-Ultima LCZ® triple-quadrupole mass spec-
trometer (Waters, Micromass) coupled with the 1100 series HPLC 
system (Agilent Technologies) and fitted with a Uptiphere® C18 
column (5 μm, 100 mm × 2 mm i.d.) supplied by Interchim. The 
isocratic mobile phase composed of methanol/ammonium acetate 
6 mM (72/28, v:v) was run at a flow-rate of 0.25 mL/min.

IM and CGP74588 were detected with the mass spectrometer 
operating in positive electrospray ionisation mode, using a capil-
lary voltage, a cone voltage and a collision energy set at 3.5 kV, 
40 V and 25 eV, respectively. IM, CGP74588 and the [d8]-ima-
tinib internal standard were detected by multiple reaction moni-
toring (MRM) using the transitions 494¤394, 480¤394 and 
502¤394, respectively. The concentrations of both compounds 
were quantified using Masslynx® and Quanlynx® software with 
a weighted (1/x2) least-square linear calibration over the range set 
from 10 to 10,000 ng/mL. Nine plasma standards (10, 20, 50, 
100, 200, 1000, 2000, 5000 and 10000 ng/mL) were prepared 
in duplicate each day. Quality control plasma samples (10, 200, 
2000 and 4000 ng/mL) were prepared over three days. Within-
run and between-run accuracies and precision were evaluated to 
be lower than 15% according to FDA and ICH recommenda-
tions. The lower limit of quantification for both compounds was 
10 ng/mL. The retention time of IM and CGP74588 were found 
at 2.1 and 2.6 min, respectively.

Pharmacokinetic analysis. Pharmacokinetic parameters were 
calculated from plasma IM and CGP74588 concentration-time 
using non-compartmental methods of WinNonlin, version 3.2 
(Pharsight). The mean maximal plasma concentration of IM and 
CGP74588 (Cmax) and the time to reach Cmax (Tmax) were recorded 
from the individual subject concentration-time curve. The termi-
nal phase elimination rate constant (Ke) was determined from 
the slope of the terminal portion of the log-concentration vs. time 
curve by linear least-squares regression analysis of the plasma 
concentration-time profile. The terminal phase elimination half-
life (t1/2) was calculated as ln2/Ke. The area under the plasma 
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Article 2 : Phase I clinical trial combining IM and IL-2: HLA-DR+ NK cell 

levels correlate with disease outcome 
Dans cette partie seront présentés les principaux résultats de l’article de Chaput N. et 

al. : Phase I clinical trial combining IM and IL-2: HLA-DR+ NK cell levels correlate 

with disease outcome. 

 

L’essai clinique IMAIL-2 visant à évaluer la tolérance d’un traitement associant l’IM 

et l’IL-2 a été complété par un monitorage immunologique afin d’évaluer l’impact de cette 

association sur les effecteurs de l’immunité.  

Après un cycle de traitement, une diminution du nombre de lymphocytes est observée 

chez l’ensemble des patients qui étaient déjà majoritairement en lymphopénie avant tout 

traitement (Figure 1A). L’étude des sous-populations lymphocytaires montre une diminution 

du nombre absolu de LT CD4+, LT CD8+ et LB (Figures 1B, 1C, 1E). Cette diminution du 

nombre de lymphocytes est imputable à l’IL-2 puisqu’aucune aggravation n’est observée 

après traitement par CTX et IM. D’ailleurs, à J14, soit après un cycle complet, on observe une 

corrélation inverse entre la dose d’IL-2 rapportée au poids (UI/kg) et la valeur absolue en 

lymphocytes (r=−0.6432; p=0.009) et LT CD8+ (r=−0.6899; p=0.004) (Figure 1F). De 

manière intéressante, si les 2 populations de lymphocytes LT CD4+ et LT CD8+ sont 

diminuées suite à l’administration d’IL-2, elles ne le sont pas dans les mêmes proportions 

puisque le ratio CD4:CD8 augmente à J14 (Figure 1E). 

Par contre, 5 jours d’IL-2 ne diminuent ni les NK ni les Treg. Leur nombre absolu 

reste en effet stable à J14 (Figures 2A, 2C). Par conséquent, les proportions de NK et Treg au 

sein des lymphocytes sont augmentées après un traitement combinant CTX, IM et IL-2 

(Figures 2B, 2D). L’augmentation de Treg entre J10 et J14 reste cependant modérée puisque 

la proportion des Treg parmi les LT CD4+ double pour seulement 3 patients, malgré 5 jours 

d’IL-2 (Figure 2E).  

Pour évaluer l’activation des NK, nous avons analysé l’expression de différents 

marqueurs de surface : CD56 (Figure 3A), HLA-DR (Figure 3B) et TRAIL (Figure 3C). 

L’expression de ces 3 marqueurs est significativement augmentée à J14 et peut donc être 

attribuée à l’administration d’IL-2. Pour CD56, on note tout de même une augmentation des 

cellules NK CD56bright dès J10 (Figure 3A). L’augmentation d’expression du marqueur HLA-

DR est plus importante à la surface des NK CD56bright qu’à la surface des cellules NK 

CD56dim (Figure 3D). A J14, le pourcentage de cellules NK exprimant le marqueur TRAIL 
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est quant à lui corrélé à la dose d’IL-2 rapportée au poids (UI/kg) (Figure 3E). A J14, 

l’activité cytolytique des NK est augmentée comme le montre l’augmentation du marqueur 

d’exocytose CD107α (Figure 3F). La sécrétion d’IFN-γ par les NK n’est par contre pas 

modifiée par l’administration d’IL-2 (données non publiées). 

Nous avons ensuite cherché à évaluer si les paramètres immunologiques pouvaient 

être associé à la survie globale ou à la survie sans progression. Pour chaque paramètre 

immunologique, la valeur médiane a été déterminée comme valeur seuil. Dès J1, un ratio 

CD4/CD8 élevé montre plus de chance de bénéficier d’une survie prolongée par rapport à un 

ratio CD4/CD8 faible (Figure 4). Par contre, le ratio CD4/CD8 ne permet pas de prédire une 

survie sans progression. De même, l’expression des marqueurs CD56 ou TRAIL à la surface 

des cellules NK après un cycle de l’association IM+IL-2 ne permet de prédire ni la survie 

globale, ni la survie sans progression dans cette cohorte de 17 patients. Enfin, l’expression du 

marqueur HLA-DR à la surface des NK est corrélée une meilleure survie dès J10 (Figures 

5B, 5C).  
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Introduction

Although cancer immunotherapy has been used for a number 
of years, new strategies, including the blockage of immune 
checkpoints, have recently emerged. Combinational regimens 
involving several chemotherapeutic constitute a mainstay of 
oncology. Now, combining immunotherapeutic approaches with 

We performed a Phase I clinical trial from October 2007 to October 2009, enrolling patients a!ected by refractory solid 
tumors, to determine the maximum tolerated dose (MTD) of interleukin (IL)-2 combined with low dose cyclophosphamide 
(CTX) and imatinib mesylate (IM). In a companion paper published in this issue of OncoImmunology, we show that the 
MTD of IL-2 is 6 MIU/day for 5 consecutive days, and that IL-2 increases the impregnation of both IM and of its main 
metabolite, CGP74588. Among the secondary objectives, we wanted to determine immunological markers that might 
be associated with progression-free survival (PFS) and/or overall survival (OS). The combination therapy markedly 
reduced the absolute counts of B, CD4+ T and CD8+ T cells in a manner that was proportional to IL-2 dose. There was 
a slight (less than 2-fold) increase in the proportion of regulatory T cells (Tregs) among CD4+ T cells in response to IM 
plus IL-2. The natural killer (NK)-cell compartment was activated, exhibiting a signi"cant upregulation of HLA-DR, tumor 
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) and CD56. The abundance of HLA-DR+ NK cells after one course 
of combination therapy positively correlated with both PFS and OS. The IL-2-induced rise of the CD4+:CD8+ T-cell ratio 
calculated after the "rst cycle of treatment was also positively associated with OS. Overall, the combination of IM and IL-2 
promoted the rapid expansion of HLA-DR+ NK cells and increased the CD4+:CD8+ T-cell ratio, both being associated with 
clinical bene"ts. This combinatorial regimen warrants further investigation in Phase II clinical trials, possibly in patients 
a!ected by gastrointestinal stromal tumors, a setting in which T and NK cells may play an important therapeutic role.
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conventional chemotherapy stands out as promising strategies to 
increase response rates, circumvent chemoresistance and hence 
prolong patient survival. The identification of novel combina-
tion regimens and their characterization in terms of optimal 
dosage and schedule should help achieving these goals. Beyond 
the intrinsic capacity of a targeted anticancer agent to interfere 
with oncogene addiction and hence promote apoptosis, often 
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melanoma produced a synergistic anticancer effect.3 In particu-
lar, high doses of IL-2 boosted the antitumor effects mediated 
by IM, via a mechanism dependent on NK1.1+ cells, tumor 
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), and 
IFNγ. Such antitumor effects were associated with the intra-
tumoral recruitment of a particular subset of innate immune 
cells harboring a hybrid phenotype between DCs and NK cells 
(MHC Class II+CD11c+NK1.1+B220+), which we named ‘inter-
feron-producing killer dendritic cells’ (IKDCs). Indeed, IKDCs 
were capable of secreting IFNγ in response to tumor cells upon 
stimulation with IM and IL-2, as well as of killing tumor cell 
targets by a TRAIL-dependent mechanism.3 The antitumor 
efficacy of IM plus IL-2 was compromised in mice bearing loss-
of-function mutations in the IL-15 receptor α (IL-15Rα) or in 
Type I IFNs receptor 1, and was dependent on plasmacytoid 
DCs. IL-15Rα was required for the proliferation of IKDCs in 
the course of therapy with IM plus IL-2. The trans-presentation 
of IL-15 induced the expression of the C-C chemokine receptor 
Type 2 (CCR2) on IKDCs, and primed IKDCs to respond to 
Type I IFN by producing chemokine (C-C) ligand 2 (CCL2). 
Of note, the antitumor effects of IM plus IL-2 correlated with 
a CCL2-dependent recruitment of IKDCs but not B220- NK 
cells into the tumor bed.2,22 We concluded that the IL-15-driven 
peripheral expansion and the CCL2-dependent intratumoral 
targeting of IKDCs constitute the checkpoints that dictate the 
antitumor efficacy of IM plus IL-2 in mice.

Given that Tregs inhibit NK-cell effector functions,23 and 
that CTX impairs Treg homeostasis, restoring NK-cell func-
tions,1 we have conducted a Phase I trial combining CTX, IM 
and escalating doses of IL-2 (see companion paper published in 
OncoImmunology 2:e23079). One of the secondary objectives of 
this trial was to identify a human analog of mouse IKDCs or 
alternative immune parameters associated with clinical benefits 
in patients affected by refractory solid malignancies.

Results

The combination of IM and IL-2 drastically reduces the counts 
of most lymphocyte subsets. Most patients presented with lym-
phopenia at enrollment (1118 ± 100/mm3), which worsened sig-
nificantly (p < 0.001) after one cycle of therapy (600 ± 70/mm3). 
This lymphopenic effect was attributable to the addition of IL-2, 
as no worsening was seen after CTX or IM (Fig. 1A; Table S1). 
The abundance of lymphocyte subsets including CD4+ T cells, 
CD8+ T cells, and B lymphocytes dropped (Fig. 1B–D; Table S1), 
whereas the absolute counts of NK and Treg cells remained 
stable (Fig. 2A and C; Table S1), resulting in an increased 
proportion of Treg and NK cells following the administration 
of IM plus IL-2 (Fig. 2B and D; Table S1). At the end of the 
first cycle of treatment (D14), there was an inverse correlation 
between the dose of IL-2/kg and the total number of lympho-
cytes (R = −0.6432; p = 0.009), CD8+ T cells (R = −0.6899; 
p = 0.004) and NK cells (R = −0.6470; p = 0.009), as well as 
with Treg counts/mm3 (R = −0.5255; p = 0.04) (Fig. 1F and 2F). 
Interestingly, and as already reported in HIV individuals receiv-
ing IL-2,24 the CD4+:CD8+ T-cell ratio was increased at the end 

unrecognized off-target activities of the drug under consider-
ation on the key players of innate and cognate immunity dra-
matically influence therapeutic responses. Thus, the association 
of immunogenic chemotherapy with antibodies blocking major 
immune checkpoints, immunomodulators (such as Toll-like 
receptor agonists or cytokines), therapeutic vaccines, or adop-
tive T-cell transfer constitutes a promising immunochemothera-
peutic approach.

Based on previous preclinical studies,1-4 we developed an 
innovative strategy aimed at activating both T and natural killer 
(NK) cells, which combines metronomic cyclophosphamide 
(CTX), imatinib mesylate (IM) and interleukin (IL)-2. CTX 
is a DNA-alkylating agent belonging to the family of nitrogen 
mustards. Upon conversion to 4-hydroxycyclophosphamide by 
hepatic oxidases, CTX acquires cytotoxic properties.5 Recent 
data indicate that, in contrast to the immunosuppressive proper-
ties of CTX at high doses, metronomic CTX regimens exert pro-
found immunostimulatory and anti-angiogenic effects.1,6,7 CTX 
controls dendritic cell (DC) homeostasis, promotes the secretion 
of interferon (IFN)α,7 contributes to the induction of antitumor 
cytotoxic T lymphocytes (CTLs)8 and to the proliferation of 
adoptively transferred T cells, induces the polarization of CD4+ 
T cells toward TH1 and/or TH17 lymphocytes,9 and reduced the 
abundance and functions of regulatory T cells (Treg), eventually 
favoring tumor regression.1 Such immunostimulatory properties 
offer a new approach for the use of metronomic CTX, as current 
clinical successes obtained with CTX are based on high doses, 
which de facto are immunosuppressive.

The tyrosine kinase inhibitor IM was developed in the 
late 1990s as a targeted therapy for chronic myeloid leukemia 
patients bearing the BCR-ABL genetic rearrangement.10-13 IM 
was first administered to patients with gastrointestinal stromal 
tumors (GIST) in 2001,14 and—rapidly—two international 
Phase III clinical trials showed that IM can achieve disease 
control in 70–85% of patients with advanced GIST bearing 
KIT or PDGFRA (coding for the platelet-derived growth factor 
receptor α subunit) mutations, with a median progression-free 
survival (PFS) of 20–24 mo.15-17 A number of immunologi-
cal off-target effects have been reported for IM. IM can affect 
Treg functions by inhibiting the expression of forkhead box P3 
(FOXP3), thereby enhancing the immunogenicity of antican-
cer vaccines.18 By inhibiting oncogenic KIT signaling, IM was 
shown to shut down the expression of the immunosuppressive 
enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) by tumor cells, 
thereby promoting Treg apoptosis and CD8+ T-cell activation 
in human and murine GIST models.19 We have previoulsy 
reported that IM promote the DC/NK-cell cross-talk by acting 
on KIT-expressing bone marrow DCs, hence endowing them 
with the capacity to stimulate NK cells.20 In animals bearing 
IM-resistant tumors, oral IM has been shown to promote the pro-
liferation and activation of NK cells in the spleen concomitant 
to an NK cell-dependent reduction of the metastatic burden.20 
In GIST patients treated with IM for 2 mo, the DC-induced 
secretion of IFNγ by NK cells turned out to constitute a pre-
dictor of long-term therapeutic responses.20,21 Finally, com-
bining IM with IL-2 in mice bearing IM-resistant metastatic 
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Early parameters associated with clinical outcome. We next 
evaluated which among the T cell-related and NK cell-related 
immunological parameters monitored at each time point during 
the first cycle of treatment (D-21, D1, D10 and D14) would be 
associated with PFS and/or OS. For each parameter, we defined 
the median as the cut-off value at each time point.

The ratio of CD4+:CD8+ T cells observed after the CTX 
treatment (D1) predicted OS (p = 0.0321), and this trend was 
reinforced after IM (D10, p = 0.0015) and sustained after IL-2 
(D14, p = 0.0015) (Fig. 4A–D). However, CD4+:CD8+ T-cell 
ratio failed to predict PFS in this clinical cohort. Neither the pro-
portion of NK cells (defined as CD56+CD3− lymphocytes) nor 
CD56 (proportion of CD56dim NK cells or CD56bright NK cells 
among CD56+CD3− NK cells) or TRAIL expression on NK cells 
had a predictive value for PFS or OS (not shown). By contrast, 
the proportion of HLA-DR+ NK cells observed after IM therapy 
(D10) was positively associated with PFS (p = 0.008; Fig. 5A) 
and OS (p = 0.01; Fig. 5B). This trend was reinforced at D14 
for OS (p = 0.009; Fig. 5C). Notably, among HLA-DR+ NK 
cells, only a high proportion of CD56brightHLA-DR+ (but not 
of CD56dimHLA-DR+) NK cells remained associated with pro-
longed OS after IM plus IL-2 therapy (D14, p = 0.009; Fig. 5D). 
IL-2-specific evaluation criteria such as the abundance of Tregs 

of the combination therapy (p = 0.015; Fig. 1E). The relative 
abundance of Tregs decreased slightly after the administration 
of CTX and IM (p = 0.04; Fig. 2D). Hence, despite the use of 
IL-2,25,26 we obserbed an increase greater than 2-fold in the pro-
portion of Tregs (among CD4+ T cells) in three patients (repre-
senting 20% of this cohort) after one cycle of therapy (Fig. 2F).

The combination of IM and IL-2 activates circulating NK 
cells. The activation of NK cells was assessed not only based on 
their expansion among all lymphocytes (Fig. 2A and C; Table S1) 
but also on the overexpression of CD56 (Fig. 3A; Table S1), 
HLA-DR (Fig. 3B and Table S1) and TRAIL (Fig. 3C; Table S1). 
Of note, HLA-DR molecules were mainly upregulated by the 
CD56bright NK-cell subset (Fig. 3D). The upregulation of all these 
activation markers was attributable to IL-2 (Fig. 3A–C), but the 
increased abundance of CD56bright NK cells was already signifi-
cant at D10, when patients had not yet received IL-2 (Fig. 3A). 
There was a positive correlation between the IL-2 dose/kg and 
the expression of TRAIL by NK cells (R = 0.68; p = 0.004, 
Fig. 3E). Corroborating the results of cytofluorometric stud-
ies, the cytolytic functions of NK cells, as assessed by CD107a 
expression upon exposure to K562 cells, increased in response 
to the combinatorial regimen (Fig. 3F), whereas IFNγ secretion 
remained stable (data not shown).

Figure 1. The drop in lymphocyte counts observed during imatinib mesylate + interleukin-2 (IL-2) therapy correlated with IL-2 dose. (A–F) Cyto!uo-
rometric quanti"cation of all lymphocytes (A), CD3+CD4+ T cells (B), CD3+CD8+ T cells (C) and CD3−CD19+ B cells (D) in the blood of patients at baseline 
(D-21), before the initiation of imatinib mesylate (IM, D1), before the initiation of interleukin-2 (IL-2, D10) and at the completion of the "rst treatment 
cycle (D14). The CD4+:CD8+ T-cell ratio was determined at each point (E). At D14, lymphocyte and CD8+ cell counts inversely correlated with IL-2 
dose (F). Each dot represents the parameters of one patient. Statistical signi"cance is indicated (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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Low doses of rIL-2 can activate high-affinity IL-2Rα+ 
CD56bright NK cells, favor NK-cell differentiation from IL-2Rα+ 
CD34+ NK-cell precursors, and increase the proportions and 
functions of CD4+CD25+ regulatory T cells. Therefore, the ques-
tion arises as to whether IM might have a positive effect on NK-cell 
function and/or a negative effect on Treg abundance or func-
tion, and hence bring about clinical benefits for cancer patients. 
It has previously been demonstrated that IM exerts inhibitory 
effects on the immunosuppressive activity of CD4+CD25high T 
cells. Balachandran et al. reported that—in a GIST mouse tumor 
model and in GIST patients bearing KIT mutations—IM ham-
pers IDO activity, thereby promoting the apoptotic demise of 
tumor-infiltrating Tregs and increasing the CD8+ T-cell:Treg 
ratio in the tumor bed.19 These authors attributed the therapeu-
tic success of IM at least partly to the reinvigoration of CD8+ T 
cells in the absence of Tregs, an effect that could be boosted by 
blocking cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA). Larmonier 
and collaborators demonstrated that IM directly affects FOXP3 
expression, signal transducer and activator of transcription 
(STAT)3 and STAT5 activation, as well as the phosphorylation 
of ZAP70 (ζ chain-associated protein kinase 70) and LAT (linker 

(Fig. 2) or the circulating levels of soluble CD25 (see companion 
paper published in OncoImmunology 2:e23079) failed to correlate 
with PFS or OS (data not shown).

Discussion

The rationale for combining IM and IL-2 in this study relied 
upon the NK-cell immunostimulatory capacities of IM and upon 
preclinical studies demonstrating that IKDCs may mediate the 
TRAIL- and IFNγ-dependent tumoricidal activity of IM when 
combined with high doses of IL-2.3 The results of this Phase I 
clinical trial indicate that (1) IL-2 can only be used at an interme-
diate dose (i.e., 6 MIU/day) when combined with IM (see com-
panion paper published in OncoImmunology 2:e23079); (2) the 
combination of IM and IL-2 triggers NK-cell expansion and acti-
vation; (3) the ratio of CD4+:CD8+ T cells after CTX treatment 
may predict patient OS; (4) Tregs are not markedly by the com-
bination of IM and IL-2, in spite of the presence of the latter, nor 
are they associated with disease outcome and (5) the presence of 
HLA-DR+ and particularly CD56bright HLA-DR+ NK cells after 
IM and IM plus IL-2 therapy is associated with PFS and/or OS.

Figure 2. Interleukin-2-induced a rise in the proportions of natural killer and regulatory T cells. (A–F) Cyto!uorometric quanti"cation of natural killer 
(NK, CD3-CD56+) cells among all lymphocytes (A and C) and regulatory T cells (Tregs, CD3+CD4+CD127lowCD25high) among CD3+CD4+ T cells (B and D) 
in the blood of patients at baseline (D-21), before the initiation of imatinib mesylate (IM, D1), before the initiation of interleukin-2 (IL-2, D10) and at 
the completion of the "rst treatment cycle (D14). The fold increase in Treg (determined by the ratio of Treg relative abundance between subsequent 
time points (D1/D-21; D10/D1; D14/D10) is depicted (E). NK cell and Treg levels numbers inversely correlated with IL-2 dose (F). Each dot represents the 
parameters of one patient. Statistical signi"cance is indicated (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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who received the lowest dose of IL-2 (3 MIU/day, i.e., 1.7–2 
MIU/m2/day) had an increase in Treg abundance of only 0.82, 
1.5, and 1.78 times, respectively. We ascribe such differences to 
(1) the adjunctive therapy with IM, which might mediate phar-
macodynamic changes in IL-2 bioactivity or directly reduce Treg 
numbers; (2) differences in the schedule of IL-2 administration; 
(3) the CTX-based conditioning regimen (which is known to 
interfere with Treg number and function) and (4) patient char-
acteristics (cancer patients have comparatively higher Treg num-
bers at baseline). We were able to exclude the possibility that IM 
interfered with the pharmacokinetics or pharmacodynamics of 
IL-2 in our Phase I study by demonstrating that the peak con-
centrations and half-life of IL-2 as observed in patients co-treated 
with IM were similar to those documented for the subcutane-
ous injection of IL-2 only (see companion paper published in 
OncoImmunology 2:e23079), and that the circulating concentra-
tions of soluble CD25 were in the same range as those observed 
by Saadoun et al. (D. Klatzmann, personal communication). 
However, in contrast with our previous study,27 a Phase I clinical 

for activation of T cells) in human Tregs in vitro, at clinically rel-
evant concentrations, and can impair the frequency and function 
of Tregs in mice.18 In the current study, we found that: (i) CTX 
and IM treatment can reduce the proportion of regulatory T cells 
in patients with advanced cancer (Fig. 2D); and (ii) IM plus 6 
MIU/day IL-2 (our MTD) increased the relative abundance of 
Trges only slightly, with a change of less than 2-fold on aver-
age: 1.5 ± 0.68 (0.82–4.57) (Fig. 2E). These data contrast with 
those previously reported for patients affected by autoimmune or 
chronic inflammatory conditions. Saadoun et al. described the 
use of low doses of IL-2 (1.5 MIU/day for 5 consecutive days 
in the first cycle, followed by 3 MIU/day for 5 d in cycles 2–4) 
for the treatment of hepatitis C virus (HCV)-induced vasculi-
tis, and observed a 2-fold increase (after the first cycle) and a 
3–4-fold increase (after the second, third and fourth cycle) in 
Tregs.26 Koreth et al. reported that—in patients affected by graft-
vs.-host disease—low doses of IL-2 (1 MIU/m2/day for 8 weeks) 
can expand Tregs by eight times, hence causing a relief of symp-
toms in 12 out of 23 patients.25 The three patients in our cohort 

Figure 3. Activation of peripheral natural killer cells in response to imatinib mesylate alone or combined with interleukin-2. (A–F) Cyto!uorometric 
quanti"cation of CD56 (A), HLA-DR (B), and TRAIL (C) expression on CD3-D56+ lymphocytes in the blood of patients at baseline (D-21), before the initia-
tion of imatinib mesylate (IM, D1), before the initiation of interleukin-2 (IL-2, D10) and at the completion of the "rst treatment cycle (D14). Fold increase 
from D10 to D14 (D14/D10) of the proportion of HLA-DR+ cells among CD3-CD56+, CD3-CD56 dim and CD3-CD56 bright natural killer (NK) cells (D). The 
percentage of TRAIL-expressing NK cells positively correlated with IL-2 dose (E). (F) Degranulation capacity of NK cells (assessed by CD107a expression) 
obtained from patients at baseline (D-21) and after one cycle of treatment (D14), upon exposure to K562 cells. Each dot represents the parameters of 
one patient. Statistical signi"cance is indicated (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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neo-thymopoiesis.24 To address this question, Levy et al. compre-
hensively investigated the nature of IL-2-induced CD4+ T cells, 
and showed that the administration of IL-2 prior to the inter-
ruption of highly active antiretroviral therapy (HAART) during 
non-advanced HIV disease prolongs the period before HAART 
resumption as well as survival, in spite of the presence of replicat-
ing HIV-1. These effects of IL-2 may stem from the expansion 
of CD4+CD45RO-CD25+FOXP3+ cells exerting weak immuno-
suppressive functions, as well as that of naive and central memory 
CD4+ T cells.29-31 In another study, HAART alone was compared 
with HAART plus IL-2 (6 MIU/day on days 1–5 and 8–12 of a 28 

trial combining stem cell factor (SCF, a KIT ligand) with IL-2 in 
HIV-1-infected and cancer patients reported an expansion of NK 
cells (2.2-fold, for the CD56bright subset) but a 6-fold rise in Tregs. 
Hence, it remains speculative whether, in the course of IL-2 ther-
apy, blocking c-KIT signaling would favor the expansion of NK 
cells over that of Tregs while the administration of SCF plus IL-2 
would cause Tregs to preferentially expand.28

Our study highlighted the predictive role of the CD4+:CD8+ 
T-cell ratio on OS. Indeed, one of the hallmarks of IL-2 bioac-
tivity in HIV-1-infected patients receiving low IL-2 doses was 
the reconstitution of the CD4+ T cell compartment, possibly by 

Figure 4. The CD4+:CD8+ T-cell ratio is a predictor of overall survival post-cyclophosphamide. (A–D) The median of the CD4+:CD8+ T-cell ratio mea-
sured at each time point, that is baseline (D-21), before the initiation of imatinib mesylate (IM, D1), before the initiation of interleukin-2 (IL-2, D10) 
and at the completion of the !rst treatment cycle (D14), was used as a cut-o" value to determine two groups of patients, high CD4+:CD8+ patients 
(value > median, dotted line) and low CD4+:CD8+ patients (value < median, continuous line). Overall survival in these two groups was compared by 
means of Mantel-Cox log-rank tests. Curves and p values are shown for D-21 (A), D1 (B), D10 (C) and D14 (D).
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as previously described for this cohort of patients,9 which could be 
maintained and/or increased by IM or IM plus IL-2. However, this 
hypothesis remains to be formally addressed.

The results of this clinical trial indicate that NK-cell-related 
biomarkers (CD56, HLA-DR and TRAIL) are significantly 
modulated by the combination of IM plus IL-2. Caligiuri et al. 
pioneered this field, showing that low doses of IL-2 induce the 
accumulation of CD56+ NK cells, while periodic intermediate-
dose pulsing can boost their cytotoxic functions. The degree 
of IL-2-induced NK-cell expansion was somewhat correlated 
with the clinical benefit of cancer patients, and was negatively 
associated with the development of neutralizing anti-IL-2 

d-cycle for a total of six cycles).32 In these HIV-1-infected patients, 
the authors observed a marked induction of CD4+ T cells, leading 
to an increased CD4+:CD8+ T-cell ratio, a drop in viremia after 
24 weeks, and a 3–4-fold increase in CD4+CD25+ T cells.32 In 
our study, after one cycle of treatment, we could not detect any 
increase in the number or frequency of CD4+ or CD8+ T cells 
(Fig. 1). An increase in CD4+:CD8+ T-cell ratio was observed 
only after the administration of IM plus IL-2, but a higher ratio 
after CTX treatment appeared to be linked to OS, and was main-
tained throughout treatment (post-IM and post-IM plus IL-2; 
Fig. 4). This observation might stem from the development of 
TH1/TH17-skewed TCR-dependent responses in response to CTX, 

Figure 5. HLA-DR+ natural killer cell levels are positively associated with progression-free and overall survival. (A–D) The median of the relative 
abundance of HLA-DR+ or CD56bright HLA-DR+ natural killer (NK) measured at each time point, that is baseline (D-21), before the initiation of imatinib 
mesylate (IM, D1), before the initiation of interleukin-2 (IL-2, D10) and at the completion of the !rst treatment cycle (D14), was used as a cut-o" value 
to determine two groups of patients, high NK HLA-DR+ or high CD56bright HLA-DR+ patients (values > median, dotted lines) and low NK HLA-DR+ or 
low CD56bright HLA-DR+ patients (values < median, continuous lines). Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) in these two groups were 
compared by means of Mantel-Cox log-rank tests. Curves and p values depicting PFS are shown for HLA-DR+ NK cells at D10 (A). Curves and p values 
depicting OS are shown for HLA-DR+ NK cells at D10 (B) and D14 (C), as well as for CD56bright HLA-DR+ NK cells at D14 (D).
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this immunotherapeutic regimen could be of interest in patients 
affected by GIST or chronic myeloid leukemia, two settings 
in which it could synergize with oncogene addiction-targeting 
agents.

Materials and Methods

Patients. Adult patients with measurable or evaluable solid 
malignancies that were refractory to standard therapy were eli-
gible for this study, a Phase I clinical trial (IMAIL-2) run at the 
Gustave-Roussy Institute and approved by the Kremlin Bicêtre 
Hospital ethics committee (number 07-019) as well as by the 
Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé 
(A70385-27) in 2007. The patients enrolled in the IMAIL-2 trial 
and the treatment schedule have been exhaustively described in 
the companion paper (OncoImmunology 2:e23079).

Blood sampling. Blood was collected at cycle 1 before treat-
ment (D-21) after metronomic cyclophosphamide (D1) and 
after IM treatment (D10), and at the end of IM+IL-2 treatment 
(D14). No blood sampling was done in subsequent cycles. For 
each patient, 50 mL of blood were collected in a tube contain-
ing heparin and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
were isolated on a Ficoll gradient. Optionally, PBMCs were then 
frozen in liquid nitrogen until assessment of T-cell and NK-cell 
abundance, phenotype or function.

Multicolor cytofluorometric studies. PBMC subsets from 
fresh blood or from thawed vials were analyzed. Cell acqui-
sition and analysis were performed using a FACSCalibur 
(BD Biosciences) or CyAN (Beckman Coulter) flow cytom-
eter. Data were analyzed with Cell Quest (BD Bioscience) or 
Flowjo (Tree Star Inc.). Monoclonal antibodies conjugated to 
fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), peri-
dinin–chlorophyll–protein complex (PerCP), or allophyco-
cyanin (APC) were used, as follows: MultiTest CD3-FITC/
CD8-PE/CD45-PercP/CD4-APC reagent (342417), MultiTest 
CD3-FITC/CD16 + 56-PE/CD45-PercP/CD19-APC reagent 
(342416), CD3-FITC (345763), CD3-PerCP (345766), CD8-
FITC (555366), CD3-PE (34577), CD45RA-FITC (555488), 
CD27-FITC (340424), HLA-DR-PE (347401), CD69-PE 
(555531), CCR6-PE (561019), CCR7-PE (552176) (all from 
BD Biosciences); CD127-FITC (11-1278), PD1-PE (12-9969) 
CD117-PE (12-1179-73) and TRAIL-PE (12-9927) (all from 
eBiosciences); CD8-APC (IM2469), CD4-APC (IM2468) and 
CD56-APC (IM2474) (all from Beckman Coulter); CD25-PE 
(130-091-024) NKG2D-PE (130-092-672) and NKp44-PE 
(130-092-480) (all from Miltenyi Biotec); CXCR3-PE 
(FAB3898A, from IR&D Systems, Inc.); C3XCR1-PE 
(D070–5, from MBL Co. Ltd). Cell subsets were analyzed 
after exclusion of doublets and dead cells. Tregs were defined as 
CD3+CD4+CD25highCD127low cells and NK cells were defined 
as CD3-CD56+ cells. For the detection of NK-cell degranula-
tion and intracellular cytokine production, thawed PBMCs 
were cocultured with K562 cells (E/T: 10/1) or medium in 
the presence of a protein transport inhibitor (Golgi-Stop; from 
BD Biosciences) for 5 h and then stained with ViViD Yellow, 
CD3-FITC, CD56-PC7 (A21692; from Beckman Coulter), 

antibodies.33-36 Similar findings were obtained in HIV-1-infected 
patients,37 who manifested a dramatic increase in CD56bright NK 
cells.36 How does IM affect the expansion or activation if NK 
cells as induced by IM? Although the absolute counts of circu-
lating NK cells failed to increase, the proportion of NK cells 
among lymphocytes as well as the abundance of CD56bright or 
HLA-DR+ or TRAIL+ NK cells among total NK cells raised by 
2-fold, 2–3-fold, 2–3-fold and 4-fold, respectively. Therefore, it 
is tempting to speculate that uncoupling the innate immunos-
timulatory effects of IL-2 from its Treg-enhancing effects can 
be achieved by combining it with IM. Chen et al. combined 
IM with high doses of pegylated (peg)IFNα2b for 4 weeks in 
patients with Stage III/IV GIST and reported on the first eight 
patients who exhibited an objective response. PegIFNα2b pro-
moted a TH1 polarization of circulating T and NK cells and 
tumor infiltration by granzyme B- and FASL-expressing CD56+ 
cells, colocalizing with CD45RO+CD8+ or CD4+ cells.38 It 
remains unclear how IL-2 vs. pegIFNα2b differentially activate 
T and NK cells in GIST patients undergoing IM-based therapy. 
In our study, IM combined with IL-2 appeared to preferentially 
amplify CD56bright HLA-DR+ NK cells. As reported by others, 
HLA-DR could mark a subset of human NK cells that do not 
simply undergo activation, contrary to CD69, which is upregu-
lated on the vast majority of NK cells within 18 h of IL-2 stimula-
tion.39,40 Because NK cells derived by clonal expansion of a single 
seed cell are relatively homogeneous in the expression levels of 
HLA-DR, Evans and colleagues have suggested that HLA-DR+ 
NK cells that are expanded by IL-2 ex vivo may originate from a 
HLA-DR-expressing precursor cell.39 These HLA-DR+ NK cells 
are more potent than their HLA-DR- counterparts with regard 
to proliferation and degranulation (but not IFNγ secretion) in 
response to IL-2 or IL-15.39 In line with these data, we found that 
HLA-DR+ NK cells as induced by IM plus IL-2 therapy exhibit a 
greater capacity for degranulation but no enhanced IFNγ secre-
tion. Human HLA-DR+ NK cells could be analogous to murine 
IKDCs.3 To date, several groups have shown that NK cells 
expressing MHC Class II molecules might represent a distinct 
subset of immature NK cells in mice and humans.39,41,42 In the 
current study, we have demonstrated that the combination of IM 
plus IL-2 in patients with advanced cancer induces the expan-
sion of HLA-DR+TRAIL+ NK cells exhibiting potent degranu-
lation capacity, yet only the expansion of HLA-DR+ NK cells 
was positively associated with disease outcome. The study of the 
transcriptional profile, migratory pattern and antigen-presenting 
functions of HLA-DR+TRAIL+ NK cells should unravel whether 
these cells, as expanded by IM plus IL-2 therapy, truly represent 
the human analog of IKDCs that we and others described in 
2006.3,43

The combination of CTX, IM and IL-2 constitutes a T- and 
NK-cell immunomodulatory regimen suitable for patients bear-
ing advanced solid malignancies. We found that T and NK cell-
related parameters can be linked to PFS and/or OS in these 
patients. There appears to be no link of causality between these 
biomarkers of OS, since no measurements were done beyond day 
14, implying that we could not demonstrate that these biomark-
ers are maintained at subsequent cycles. Still, we believe that 
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and—after fixation and permeabilization in Cytofix/Cytoperm 
(BD Biosciences, 51-2090KZ)—anti-IFNγ-APC (Miltenyi, 
130-091-640) plus CD107a-PE (BD Biosciences, 555801).

Statistical analyses. Descriptive data were compared using 
the χ2 test or Fisher’s exact test for proportions, or the Wilcoxon 
rank-sum test for continuous measures. Correlation analyses 
between two parameters were performed by using the Pearson 
test. OS and PFS were estimated using the Kaplan-Meier 
method. OS was defined as time from diagnosis to death from 
any cause or to last follow-up if no death, and PFS was defined 
as time from diagnosis to progression or to last follow-up if 
no progression. Patients who had not experienced an event at 
the time of analysis were censored at the date of last follow-up. 
Comparisons of PFS and/or OS were performed using Mantel-
Cox log-rank tests.
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Article 3 : Immune infiltrates are prognostic factors in localized GIST 
Dans cette partie seront présentés les principaux résultats d’une étude acceptée par 

Cancer Research : Rusakiewicz et al. Immune prognostic and predictive factors in 

Gastrointestinal Sarcoma.  

Caractérisation de l’infiltrat GIST  

Afin de caractériser les lymphocytes infiltrant les tumeurs stromales gastro-

intestinales, nous avons dans un premier temps analysé les cellules NK, les LT et les Treg (en 

étudiant respectivement l’expression des marqueurs NKp46+, CD3+ et Fop3+) sur une cohorte 

rétrospective de 57 patients atteints de GIST localisées et 10 patients atteints de GIST 

métastatiques (Tableau 1). Cette analyse immunohistologique montre que les tumeurs 

stromales gastro-intestinales présentent au diagnostic une infiltration en cellules NK, LT et 

Treg (Figure 1A). Cet infiltrat est identique que les tumeurs soient localisées ou 

métastatiques (Figure 1A). Dans les deux cas, on observe en effet une concentration des LT 

et Treg au niveau des foyers tumoraux alors que les cellules NK sont majoritairement 

présentes au niveau du stroma. Aucune corrélation n’est mise en évidence entre le nombre de 

cellules NK et LT ou NK et Treg (Figures 1C et 1D).  

Nous avons ensuite analysé l’infiltration tumorale des GIST localisées en fonction de 

facteurs pronostiques connus (score de Miettinen et mutation de l’exon 11 du gène KIT). Les 

patients présentant une mutation de l’exon 11 du gène KIT ou un score de Miettinen élevé 

sont en effet plus à risque de rechute. En l’absence de traitement, les NK infiltrant les GIST 

localisés sont trois fois moins abondants dans les tumeurs présentant une mutation de l’exon 

11 du gène KIT (p = 0,06 ; Figure 1E) alors qu’aucune différence n’est mise en évidence 

pour les cellules CD3+ ou FoxP3+. De même, les GIST de bon pronostic selon le score de 

Miettinen (Low/Intermediate risk) sont enrichies en cellules NKp46+ alors qu’elles présentent 

moins de cellules FoxP3+ (Figure 1F).  

Dans un deuxième temps et afin de caractériser les cellules NK infiltrant les GIST sur 

un plan fonctionnel, nous avons comparé par cytométrie de flux les populations de 

lymphocytes du sang et de tumeurs fraîchement extraites. Au total, quatorze GIST ont été 

étudiées (dont neuf au diagnostic et cinq ayant été préalablement traitées par IM). Six 

sarcomes des tissus mous (STS : soft tissue sarcoma) ont également été étudiés. Les 

caractéristiques démographiques des patients sont présentées Tableau supplémentaire 1. Les 

GIST ont une infiltration en leucocytes plus importante que dans les STS (20±6% des cellules 

vivantes versus 7±4%) avec en particulier un enrichissement en cellules NK au niveau 
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tumoral par rapport au sang périphérique (Figures 2A). Par contre, les GIST ne sont enrichies 

ni en LT CD4+, ni en CD8+, ni en Treg (définis comme étant CD45+CD4+CD25highCD127low) 

(Figure 2A). 

Les tumeurs GIST sont enrichies en cellules NK activées ; en effet, ces NK sont 

CD56bright expriment ex vivo le marqueur d’activation CD69 (Figure 2B) et sécrètent les 

cytokines IFN-γ et TNF-α après stimulation par PMA/ionomycine (Figure 2C). En 

comparaison, les cellules NK présentes dans le sang de patients atteints de GIST sont 

majoritairement CD56dimCD69- et une stimulation par PMA/ionomycine n’induit pas de 

sécrétion d’IFN-γ ou de TNF-α (Figures 2B et 2C). Dans les mêmes conditions, les CD3+ 

présents au niveau tumoral sécrètent également des cytokines Th1 (Figures 2D et 2E). Les 

NK infiltrant les GIST ont un phénotype homogène (peu de variabilité inter- ou intra-

individuelle) et sont majoritairement CD3-CD56brightCD94+NKp80+CD16-NKG2A-CD158- 

(Figures 2F et 2G) ; l’expression des marqueurs NKp30, CXCR3 et CX3CR1 est par contre 

variable (Figure 2G). Dans les STS, les cellules NK ne sont pas seulement rares mais 

majoritairement CD3-CD56dimCD16+ et elles expriment faiblement CD94 et NKp80 (Figure 

2G).  

L’ensemble de ces données tend donc à montrer que dès le diagnostic, les GIST sont 

enrichies d’une part en cellules NK CD56bright activées qui se localisent principalement dans 

le stroma de la tumeur et qui sont dépourvues de récepteurs inhibiteurs ; et d’autre part en LT 

Th1 activés qui envahissent les foyers tumoraux.  

Effets de l’IM sur l’infiltrat GIST 

Nous avons ensuite étudié les effets de l’IM sur les paramètres immunitaires d’une 

cohorte de 24 GIST (dont 10 localisés et 14 métastatiques) traités par 400 mg d’IM en 

situation néo-adjuvante pendant une durée moyenne de 10.7 mois (Figure 3). Si l’IM ne 

modifie pas la densité de l’infiltration NKp46 au niveau du stroma, on observe une 

augmentation du nombre de cellules exprimant NKp46 au sein de la tumeur (Figures 3A et 

3B). Par contre, le traitement par IM ne modifie ni la densité ni la répartition des cellules 

CD3+ (Figure 3C). Concernant les cellules Foxp3+, on observe une diminution avec le 

traitement par IM (Figure 3D). Par conséquent, le ratio NKp46:Foxp3 est augmenté au 

niveau tumoral par un facteur quatre après traitement par IM.  

L’activation des cellules NK étant dépendante des molécules de CMH-I, nous avons 

étudié par immunohistochimie l’expression de ces molécules sur un total de 42 tumeurs 

localisées (dont 32 non traitées et 10 traitées par IM en situation néoadjuvante). L’expression 
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des molécules de CMH-I au diagnostic est relativement homogène ; par contre, le traitement 

par IM s’accompagne d’une diminution de l’expression des molécules de CMH-I par les 

cellules tumorales (Figure 4A). De manière intéressante, l’infiltrat en LT est plus dense dans 

les tumeurs exprimant les molécules de CMH-I (Figure 4B et 4C) ; l’infiltrat en cellules NK 

n’est par contre pas modifié par l’expression des molécules du CMH-I. Ces données sont 

corroborées en cytométrie de flux où les cellules tumorales (CD45-KIT+CD34+) issues de 

GIST exposées in vivo à l’IM expriment moins les molécules de CMH-I alors qu’aucune 

différence n’est observée pour les molécules de CMH-II, HLA-E ou MICA/C (Figure 4D).   

Cette diminution d’expression des molécules de CMH-I ne semble pas être liée à un 

effet direct de l’IM sur les cellules tumorales. In vitro, des cellules sensibles à l’effet de l’IM 

(lignées TF417 portant une mutation dans l’exon 11 de KIT) ou au contraire, résistantes à 

l’IM (lignées TF816 portant une mutation dans l’exon 17 de KIT) ont été incubées en 

présence d’IM et de cellules NK autologues (obtenues à partir de volontaires sains). Si on 

observe une diminution de MICA/B, aucune différence d’expression n’est observée pour les 

molécules de CMH-I et B7-H6 (Figure 4E). De même, les capacités de dégranulation et de 

sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK sont identiques que les cellules soient sensibles ou 

résistantes à l’IM (Figure 4F).  

En conclusion, un traitement par IM est associé à une diminution d’expression des 

molécules de CMH de classe I à la surface des cellules tumorales ainsi qu’à une augmentation 

de l’infiltration des cellules NK au sein de la tumeur.  

NK, LT et pronostic des GIST localisées 

Enfin, nous avons analysé l’impact de l’infiltration en cellules NKp46+, CD3+ ou 

Fop3+ sur le pronostic de 53 patients atteints de GIST localisées dont 17 ont été traités en 

situation adjuvante par de l’IM. Les tumeurs ont donc été séparées en deux groupes selon 

qu’elles présentent plus ou moins de cellules que la médiane calculée sur l’ensemble des 

tumeurs. Alors que Foxp3 n’a pas de valeur pronostique sur cette cohorte de faible effectif 

(Figure 5C), les patients présentant des tumeurs enrichies en NKp46+ et CD3+ ont une survie 

sans rechute plus importante que ceux ayant des tumeurs faiblement infiltrées (Figures 5A et 

5B). Une analyse multivariée intégrant les paramètres cliniques pertinents indique que le 

score de Miettinen, l’infiltration en cellules CD3+ et en cellules NKp46+ sont des facteurs 

pronostiques indépendants pour la survie sans progression (Tableau 2). Par contre, ni le sexe, 

ni le statut mutationnel du gène KIT n’influence la survie sans progression. De plus, les 

patients pour lesquels les tumeurs sont faiblement envahies en cellules CD3+ et en cellules 
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NKp46+ ont un risque de rechute beaucoup plus élevé que les patients dont la tumeur est 

infiltrée par au moins une de ces populations lymphocytaires (Figure 5D). 

Nous avons ensuite analysé la densité des infiltrats immuns en fonction des facteurs 

pronostiques connus (mutation de l’exon 11 du gène KIT / score de Miettinen). L’impact des 

LT ou des NK ne semble pas être d’égale importance selon que la tumeur soit ou non mutée 

pour le gène KIT. En effet, pour les patients dont la tumeur est KITwt, un faible infiltrat en 

cellules NK est de très mauvais pronostic et ce, indépendamment du traitement par IM 

(Figures 6A). Par contre, pour les patients dont la tumeur est KITexon11, c’est l’infiltrat en LT 

qui influence le pronostic : le taux de rechute est plus important lorsque les tumeurs sont 

faiblement infiltrées en LT au diagnostic (Figure 6B).  

Le score de Miettinen à lui seul permet de distinguer des patients à haut risque de 

rechute d’autres patients présentant peu voire pas de risque de rechute (Figure 6C). Par 

conséquent, les patients présentant un score de Miettinen de bas grade ne nécessitent pas de 

traitement supplémentaire. La décision d’un traitement pour les patients présentant un risque 

intermédiaire ou élevé est plus compliquée et encore largement débattue. Pour essayer de 

répondre à cette question, nous avons combiné le score de Miettinen à l’infiltrat immunitaire. 

De manière intéressante, l’infiltrat NKp46 permet de ségréger les patients avec un score de 

Miettinen élevé en deux groupes présentant des risques de progression significativement 

différents (Figures 6D). Les patients Miettinenhigh NKp46high ont un risque de rechute qui se 

rapproche de celui des patients présentant un score de Miettinen faible ou intermédiaire, et 

cela, indépendamment du traitement par IM puisque 5 des 9 patients n’ont pas reçu d’IM en 

adjuvant. Au contraire, les patients Miettinenhigh NKp46low rechutent très rapidement qu’ils 

soient traités par IM ou non (8 des 15 patients Miettinenhigh NKp46low ont été traités par IM). 

Le taux de CD3 permet également de séparer les patients présentant un score de Miettinen 

élevé en deux groupes de pronostic différents : les tumeurs faiblement infiltrées en CD3 sont 

de plus mauvais pronostic (Figure 6E). Par conséquent, dans les GIST localisées, l’infiltrat en 

cellules CD3+ ou NKp46+ peuvent être considérés comme des facteurs pronostiques 

indépendants pour la survie sans progression. Dans cette cohorte de GIST localisées, l’infiltrat 

immunitaire n’est par contre pas corrélé à une amélioration de la survie globale. Il semble 

cependant important de souligner qu’il s’agit d’une cohorte de faible effectif pour laquelle 

nous disposons d’un recul inférieur à 5 ans. 
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����������ȋͶ��Ȁ��ǡ��������������Ȍ�����ʹ�������

���͵ι�Ǥ�����������������������������������������	��Ȁ��������������ȋ�����������Ȍ�����������

������������ǯ�� ��������Ǥ� �������� ������ ����� ��������� ������� ʹͶ� ������ ��� ����� 	����

����������ȋ���������������Ȍ��������������������	��������������ȋ���������ȌǤ��

�
Immunohistochemistry (IHC) staining. ��������Ȃ���������
���������������������������

��������������������������ǡ���͵ǡ���ͺǡ�	���͵Ϊ����������������������������������ȋ���ͺǦͷȌ������

��������������� ������� ���Supplementary Table 2Ǥ��������ǡ�͵µ�Ȃ������ ������������ ��������Ǧ

�����ǡ� ��������Ȃ��������� 
���� ��������� ����� �������� ��� ����Ȃ�Ȃ������Ǧ������� ������ǡ�

�����������������������������������������������������������������������������������������Ǥ�
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�����������������������������������Ȃ������������ȋͳͲ�������ǡ�ͳ�������Ȍ���ͻ��������Ͷǡ�

��ͺ�������ͺ���������Ǣ�ͲǤͲͳ�������������������ͳͲ�����	���͵���������������ͺǦͷǤ�������������

���������� ���� ͵Ͳ� �������� ��� �� ͻͺ� °�� ������ ����Ǥ� ����������� ����������� ��������� ����

��������������� ͵Ψ���������� ����������� ȋ����Ȍ� ���� ͳͲ��������� ���� ���Ǧ��������� ��������

�����������������ͳͷ���������ȋ�������������ǡ�����ȌǤ�������������������������� ����������

����ͳ�����ǡ�����������������������������ǡ��������Ǧ���������������������ȋ���Ͷǡ����ͺǦͷȌǡ�

��� ������� ȋ��͵ǡ� ��ͺȌ� ����������� ��� ȋ��������¥������ǡ� ����Ȍ� ��� ���������

ȋ����������Ȍ� ���� 	���͵ǡ� ���������� ���� Ͷͷ��������Ǥ� ������������������������������� ͵Ȃ

�����ȂͻȂ�������������������������ȋ���ǡ��������������������Ȍ� �������Ͷ�������ͺ���������

������������������Ǧ�������������������������ȋ����Ȍ��������������������������������������

����� ������ǯ�� ������������ ���� ����������� ������� ���� ���� ���������� ȋ���Ͷ� ���� ��ͺȌ�

������ ������������������������������
��������� ȋ����ȌǤ��������������������������������

������������� �������� ��� ����� �������� ��������Ǥ� ��͵� ��������� ���� ���������� ��� ������

���������� �������� ���������� ��� ������� ȋ������ �������Ȍ� ���������� �������������ǯ�

���������������Ǥ� ��������� ������ ����� �������� ��� ͳͲ� ������� �ʹͲͲ� ������� ��� �� ������Ǧ

�������� �������Ǥ� 	��� ��͵� ��������ǡ� ������� ����� ���������� ����� �� ������ �������� ȋ������

�������������� ͺͲͲͲ� ��Ȍ� ���� ���������� ����� ���� ���� ��������� ��������� ������ ������

���������������ȋͶȌǤ  

 

NK/tumor cross- talk in vitro.��	Ǧͳ�������������������������������������������������������

���� ����� ������� ���������� ȋ����� �ͺͳ�� ��� �	ͺͳǡ� ����� ͳȌ� ��� ��������� ȋ����Ǎ

ͶͳȀͺΪ�Ͷͳͻ������	Ͷͳǡ������ͳͳȌ�������ȋ������������������������������ǡ����������ǡ�	�����Ȍ�

ȋʹ͵Ȍ� ����� ����������� ��� ����� ������������� ����� ͳͲΨ� ������ ����� ������ ȋ	��ǡ� ���Ȍǡ� ͳΨ�
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���Ȁ����������ʹ���
��������Ǥ�ͷ�ͳͲͷ������������������ȋ�	Ͷͳǡ��	ͺͳ�����
����ͺͺͺȌ������

����������ʹͶ���������������������Ǥ������������������ǡ����ȋͳͲǦ�Ȍ����������������������������

����� ���������� ����ʹͶ������Ǥ������������ �����������������������������������Ȁ��� ���������

���� ���� ����������� ��� ��� ����� �������� ���� ���������� ����� ���� ����������� ������� ���

Supplemental Table 2Ǥ� ��� ����� �����������ǡ� ��Ǧ�������� ������ ����� ������ ȋ�	Ͷͳ� ����

�	ͺͳȌ���������������������������������������ǯ�������������������ȋ������������ǡ�����������

������������Ȍ������������ͳ�ǣͷ��������������ͳͲ���������������������������������������ǡ�

���������� ͷ� �����ǯ� ����������� ����� ʹ� µ�� ��� ����Ǧ��ͳͲ�Ǧ��� ���� ͳͲ� µ�� 
����� ����� ȋ���

�����������Ȍ�������������	�γ��������������������������������ȋ��������������Ȍ�����������ʹͶ�

����������������Ǥ��

�

Statistical analysesǤ�����	�����ǯ������������ǡ��������Ǧ�����������ǡ����������������������������

��������������������������������������������Ǧ���������������Ǧ���������������������������

����������� ��� ���� ���������� ������Ǥ� ������ ������������ ��������� ����� ���������� ����� ����


�������� ������ ��������� �������� ͷǤ� ���� ��������� ������� ����� �������� ���������� ��� ����

������Ǧ������������ǡ���������������������������Ǧ�����ȋ����������ȌǤ�����������������������

�������������������������ͳǤͲ�ȋ��������ǡ������ǡ�	�����Ȍǡ��������������������Ǥ��
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͵ͳǤ� ��������ǡ� ����������ǡ� ��������ǡ� ��� ��Ǥ� ����� ��� �������� ������� ������ ��� �������Ǧ
������������ ������ ������ ���������� ���� ������������ ����������� ��� ������� �������
�������������Ǥ�������������������������ʹͲͲǢ�ͳͲͶǣ�ʹǦͷǤ�

͵ʹǤ� ���������� �ǡ� �������� �ǡ� ��������� 	ǡ� ��� ��Ǥ� ������ ������� ������ ������ ������� ����Ǧ
���������� ����������� ��� ������ ��
ʹ�Ǧ��������� ���� ����Ǧ��������� ��� �����
�����������Ǥ������������ʹͲͳͳǢ�ͳǣ�ʹͳǦ͵ʹǤ�

͵͵Ǥ� ���������� �ǡ�������ǡ�����������ǡ� ��� ��Ǥ� ������������������ ���� ������������������
�����������������������������������������������������������������������������Ǥ�������������
����ʹͲͲǢ�ͳʹǣ�ͳͺǦʹͷǤ�

͵ͶǤ� ��� ����� �ǡ� ������ 	ǡ� ����������� �ǡ� ��� ��Ǥ� ���������� ���������� ��� �� ������ ������� ���
��
	�����������������������
���������������������������Ǥ�������������ʹͲͳͳǢ�ͻǣ�ͳͷͺǤ�

͵ͷǤ� ���������ǡ����������ǡ���������ǡ������Ǥ������������������������ǣ�����������������������
�������������������������������ǡ�������������������������������������������������������
��������� ��� �� ������������ ������������ ��� ���������� �������������� ����������� �����Ǥ�
���������ʹͲͲͳǢ�ʹǣ�͵ͲǦͳͷǤ�
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͵Ǥ� ����������ǡ�	��������ǡ�������ǡ����������ǡ�����������ǡ��������Ǥ�������������ͷ͵�
����������������������������������Ǥ�������������ʹͲͲʹǢ�ͳǣ�ʹͺͻǦͻͺǤ�

͵Ǥ� 
������������ 	ǡ� ������� �ǡ� ������ �ǡ� ��� ��Ǥ� ��ͶΪ��ʹͷΪ� ����������� �� ������ ��������
�������������������������������������������������������������Ǧ����Ǧ����������������Ǥ�
���������ʹͲͲͷǢ�ʹͲʹǣ�ͳͲͷǦͺͷǤ�

͵ͺǤ� ����������ǡ��������� ��ǡ������������Ǥ�
���������������� �������� �������ǣ� ������� ����
������������������Ǥ����������������ʹͲͳͳǢ�ͳͳǣ�ͺͷǦͺǤ�

͵ͻǤ� ��������ǡ����������ǡ�����������ǡ������Ǥ������������������������������������������������
��������������������ǣ���������������������������������Ǧ�������������Ǥ��������������
ʹͲͳͳǢ�ͳ͵ǣ�ʹͷǦͶǤ�

ͶͲǤ� ��������ǡ��������ǡ������ǡ������Ǥ����������������������������������������������������
��������������������������������������������������Ǥ��������ʹͲͳͲǢ�ͳͳǣ�͵ͺͲǦͻǤ�

ͶͳǤ� ������� 	ǡ� �������� �ǡ� ������ �ǡ� ��� ��Ǥ� ���������� ����������� ��� ��������� �������� ���
���������������������� ��������� ���������� �����������������������������������������
����������������������������Ǥ���������ʹͲͳͲǢ�ͳǣ�ͺͳǦǤ�

ͶʹǤ� �������� �ǡ� ������ 
ǡ� ���������� �ǡ� ��� ��Ǥ� �������� ������������ ���� �����������
������������ ���� ������� ����������� ��� ��������� �������� ��� ����������������� ��������
������Ǥ�����������������ʹͲͳͳǢ�ͳͺǣ�ͺʹǦ͵ͺǤ�

Ͷ͵Ǥ� �������ǡ��������ǡ��������	ǡ������Ǥ����������ͳȀ���Ͷ������������������������������������
�����������Ǥ�����������������ʹͲͲͶǢ�ͳʹʹǣ�͵ͷǦͶ͵Ǥ�

ͶͶǤ� ����������ǡ�����������ǡ������ǡ������Ǥ�����������������������������������������������Ǧ
�������������������������������������������������������������������������������������
����������Ǥ������������ʹͲͲͷǢ�͵ǣ�ͺʹͺǦ͵Ǥ�

ͶͷǤ� ������ �ǡ� ������Ǧ���������ǡ� ���� 
���������ǡ� ��� ��Ǥ� ����� �����Ȁ�������������������
����������� ����������� ����� ��������� ��������� ��� ��������� ����� ���������
�������������������������������Ǥ�����������������ʹͲͲͻǢ�ͳͷǣ�ͶͳͻͳǦͺǤ�

ͶǤ� ����� �ǡ� ������������� �ǡ� ��������� �ǡ� ������� �Ǥ� �� ������� ���� ��� ������������
�������������� ����� ������� ��� ���������� ����������� �������Ǥ� ������������ ʹͲͲ͵Ǣ� ͷǣ�
͵ǦͶͷǤ�
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Table 1. Characteristics of GIST patients for the immunohistochemistry stud�

ȗ���ǣ���������������Ǣ�ȗȗ���ǣ���������������Ǣ�ȗȗȗ���ǣ����������������������ǡ����ǣ��������������������

 LOCALIZED DISEASE                       
Number (Frequency%) 

METASTATIC  DISEASE 
Number�(Frequency%) 

Patients �α� �αʹͶ�
Gender (male/female) ͵Ȁ͵ͳ�ȋͷͶȀͶȌ� ͳȀͺ�ȋȀ͵͵Ȍ�
Age at diagnosis (mean± SD) ͷάʹͺ� ͷάʹͺ�
Primary tumor site 

������� 
��������������� 
������ 

�
͵ͷȋͷʹȌ�
ͳͶȋʹͳȌ�
ͳͺȋʹȌ�

�
Ͷ�ȋͳȌ�
ͳ͵�ȋͷͶȌ�
�ȋʹͻȌ�

Miettinen Classification  
���������� 
����������������� 
�������� 
��ȗ 

�
͵ͶȋͷͳȌ�
ͻ�ȋͳͶȌ�
ͳͻȋʹͺȌ�
ͷ�ȋȌ�

���

Site of Metastasis 
����� 
���������� 
���� 

        ��ȗ 

��ȗȗ� �
ͷ�ȋʹͳȌ�
ͳʹ�ȋͷͲȌ�
ͷ�ȋʹͳȌ�
ʹ�ȋͺȌ�

KIT mutation 
�����ͳͳ 
�����ͻ 
����Ǧ���� 
��ȗ 

�
Ͷʹȋ͵Ȍ�
Ͷ�ȋȌ�
ͳ͵�ȋͳͻȌ�
��ͺ�ȋͳʹȌ�

�
ͳͲ�ȋͶʹȌ�
ʹ�ȋͺȌ�
���ͷ�ȋʹͳȌ�
����ȋʹͻȌ�

Imatinib targeted therapy 
��������� 
���Ǧ�������� 
�������� 

�
͵ͺ�ȋͷȌ�
ͳͲ�ȋͳͷȌ�
ͳͻ�ȋʹͺȌ�

�
͵�ȋͳͳȌ�
ͳͶ�ȋͷͺȌ�
�ȋʹͻȌ�

Events 
�������� 
������������� 
������������������ 
�����Ϊ������������������ 

�
Ͷ͵ȋͶȌ�
ʹȋ͵Ȍ�
ͳͲȋͳͷȌ�
ͳʹȋͳͺȌ�

�
Ͳ�ȋͲȌ�
ʹ�ȋͺȌ�
ͳ�ȋͳȌ�
��ͷ�ȋʹͳȌ�

Clinical outcome *** 
��� 
��� 
��������������� 
������������������������� 

�
ͶͷȋȌ�
ȋͳͲȌ�
ͻȋͳͶȌ�
�ȋͻȌ�

�
ʹ�ȋͺȌ�
ͻ�ȋ͵ͺȌ�
ͳͳ�ȋͶȌ�
ʹ�ȋͺȌ�

Follow up (years± SD) 5 ± 3.7 5.1± 4 
 

ͶǤͻͷ�άͳ� ͶǤͳάͳʹ�
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Table 2 : Prognostic factors in the series with localized GIST

___________________________________________________________________________________ 

Parameter  N  Univariate analysis Cox model Univariate analysis Cox model 
    ________________ _________ ________________ _________ 

Median PFS p HR p Median OS p HR p 
    (months)    (months) 
 
Miettinen score    .02 7.9 0.003   0.06 3.0 0.1 
<10%   19 NR     NR  
10-50%   7 145     163 
>50%   27 77     NR 
 
NKp46      .008 0.2 0.03   0.15 - 
<13/hpf   27 77     163   
>13/hpf  26 NR     NR   
 
CD3      .002 0.1 0.001   0.38 - 
<=9.9%   26 45     NR 
>9.9%   27 145     163 
 
FoxP3      .16 - 
<=1.3/hpf  27 145     163  0.13 - 
>1.3/hpf  26 77     NR 
_________________________________________________________________________________________ 
NR : not reached; PFS: progression free survival; OS: overall survival; HR : hazard ratio. P values calculated 
with the Logrank test for univariate analysis. The following parameters were tested in univariate analysis 
and found not significantly correlated to survival: gender, nature of the mutation. For the Cox models, all 
four parameters abiove (Miettinen  scre, CD3, NKp46, FOXP3) were included in the model. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Immune infiltrates are prognostic factors in localized GIST 
 

 120 

� ʹ

 
Figures legend 

 

Figure 1. T and NK cell infiltration in localized and metastatic GIST at diagnosis.  

A-B. Enumeration of GIST TILs in immunohistochemistry.� ȋ�Ȍ� ���������������
����������������� ��� �������������������� ���������� ��� �������� ��������������� ��������Ǧ
���������
���� ������ ����������� ��������� ������Ͷ� ȋ����Ȍǡ� ��͵� ȋ������Ȍ� ��� 	���͵� ȋ�����ȌǤ�
���� ������� ��� ��������� ��� ���������Ǥ� ���� ����� �������� ��� ���ͶΪ� ���� 	���͵Ϊ� ������
��������������ͳͲ���������������������������������ʹͲͲ�������������������������������������
���� �����Ǥ���� ���� ������͵� ��������ǡ� ������������������� ��������� ������ ����������� ����������
�������������������Ǥ�ȋ�Ȍ�������������������������������ͶΪ���������������������������������
������������������������������������������������������������Ǧ���������
��������������������
������ ͳͲ� ��������������� ������Ǥ� ���� ������� �������Ȁ������ ���� �����������ǡ� ����� ����
��������������
���Ǥ�ȋ�Ǧ�Ȍ������������������������͵Ϊ����������������ͶΪ������������ȋ�Ȍ�����
�������� 	���͵Ϊ� ������ ���� ���ͶΪ� ������������ ȋ�ȌǤ� E-F.� Correlations between immune 

parameters and the KIT mutational status, as well as the Miettinen score. �������������������
���Ͷǡ���͵�����	���͵�������ȋ����ǡ������������������������������������Ȍ���������������������
�������������������������ͳͳ����������ȋ��������������������������������������KIT�����Ȍ�
ȋ�Ȍ� ��� ����� �������������� ������ ȋ���� ���� ������������� ����� ������� ����� ����Ȍ� ȋ	ȌǤ� �������
����������ǡ� ��������� �������� ������� ��� ����� �������� �����ǣ� ȗ�δͲǤͲͷǡ� ȗȗ�δͲǤͲͳǡ� ȗȗȗ�
�δͲǤͲͲͳǤ��
�
Figure 2. T and NK cell infiltrates in GIST are activated.  

A. Flow cytometry analyses of NK and T cells in CD45+ live leukocytes from freshly dissociated 

GIST compared with circulating blood lymphocytes or soft tissue sarcomas (STS, Supplemental 

Table 1).� ���� ������������ ��� ��� ������ ��� ��͵Ϊ��ͺΪ� ��� ��͵Ϊ��ͶΪ� ��� ����������� �� ������
������������������ͶͷΪ��������������ͻ���������
������������������������������������������
���������������������������������������Ǥ�ȋ�Ȍ����������������������������ͻ��������������
������������������������������������������������������������ȋ����������Ȍ�������������ͻ���������

���� ��� ���������� ȋ������ �����ȌǤ� ȋ�Ǧ�Ȍ����������� ���������� ��� �� ʹ� ���������Ȁ�����������
������������ ������ ex vivo� ������������� ���� ��������� ��� ����� ���������� ������ ��������������
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���������� ���� ��ͳ� ���������� ȋ�	�γ� ���� ��	αȌ� ������� ��� ��� ȋ�Ȍǡ� ��ͺΪ� ȋ�Ȍ� ��� ��ͶΪ� �� �����
�������� ȋ�ȌǤ� �� �������� ���� ����� ��������� ��� ������ ����������� ���� �����Ϊ���� ��� ����
����������������	�γ�ȋ��������������Ȍ�������	α (��������������Ȍ����������������������������
������������Ǥ�ȋ	Ȍ�������������������������������ͳǡ���͵��ͳ��������ͺͲ�����������������͵Ǧ
��ͷΪ��� ������ ���������� ������� ������ ���� 
���� ������ ��� ����� ����������� ȋ�������� ���
������ ȋ����Ȍ� ���� ������ ȋ���Ȍ� ��� �����ȌǤ� ȋ
Ȍ� ���� ���� ���� ���� ����� ��������� ��� �����
�����������������������������������������͵Ǧ��ͷΪ��ͶͷΪ�������������ͳͶ�
����ȋͻ��������������
���� ͷ� ����� ��Ȍ� ���� � ���Ǥ� ��������� �������� ������� ��� ����� �������� ����ǣ� ȗ�δͲǤͲͷǡ�
ȗȗ�δͲǤͲͳǡ�ȗȗȗ��δͲǤͲͲͳǤ��
�
Figure 3. Effects of IM on the dynamics of T and NK cell subsets in GIST. 

���� �������� ��� ��� ��� 
���� ����� ������������ ����� ���������� ��� ��������������������� ȋ���
���������	��Ǥ�ͳȌ. ȋ�Ȍ�������������������������������������������Ͷ����������ȋ����ʹͲͲ�������
��� �������������Ȍ� ��� ������ ��� �������� ����������� ȋ	�Ȍ� ���� ��� ������ ������ ȋ��ȌǤ� ȋ�Ȍ� ����
��������������������������ͶΪ���������������������������������������������������������������
���������������������������� ������ͳͲ���������������� ������Ǥ�������������������Ȁ����������
�����������ǡ� ����� ���� ���������� ���� 
���� ������� ���� ������ ��� ��� �������� ���������� ���
�����������
���Ǥ�������������������������������������������������Ǥ�ȋ�Ǧ�Ȍ������������������
����� ���������� ���� ��͵Ϊȋ�Ȍ� ���� 	���͵Ϊȋ�Ȍ� ������������ ����� ���� ����� ��������Ǥ� ����Ǧ
������������ǣ�ȗ�δͲǤͲͷǡ�ȗȗ�δͲǤͲͳǡ�ȗȗȗ��δͲǤͲͲͳǤ��
�
Figure 4. Immunoselection against MHC class I positive tumor cells associated with 

IM therapy. 

A-B. Immunohistochemical analyses of primary paraffin-embedded GIST using the EMR85 

antibody.� ���� ������������ ��� 
���� ����������� ����� �� ��������� ȋǦȌǡ� ��������� ȋΪȌ� ���
�������������� ȋΪȀǦȌ� ��������� ��� ���������� ȋ�α͵ʹȌ� ���� ������ ������������ ��� ȋ�αͳͲȌ� ����
����������ȋ�ȌǤ����������������������ͺΪ��������ͶΪ���������������������ͺͷ�����������������
�������������������������������ȋ�ǡ� ���������������������ȌǤ�ȋ�Ȍ�����������������������������
���������������������������ȋΪȀǦȌ�������������������ͺͷ������������������������������������
��������������Ƭ�ǡ�����Ǧ��͵���������Ǧ��ͺ���Ǥ������������������͵Ϊ�������������ͺͷ����������
������� ��������� ������ ��� ���� ������������� ������ ��� ������������ ��� ������������ ȋ�ǡ� ������
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�����ȌǤ� D. Flow cytometry analyses of MHC class I, MHC class II, and MHC like molecules as 

well as B7 family members on freshly dissociated primary GISTǤ�����������	�� ����ͻ� ���������
��������������������������ͷ�������������������������������������������Ǥ E-F. Direct effects 

of IM on tumor cells in vitro. ȋ�Ȍ ���������� �ǡ��Ǧ�ǡ�����Ȁ������ ���������������� ����	Ͷͳ�
ȋ���������������Ȍ���������	ͺͳ�ȋ���������������Ȍ������������������������������Ǥ�ȋ	Ȍ����������
���������� ��� ����������� ��� ������ ȋ��������� �������Ȍ� �������� �	Ͷͳ� ������� �	ͺͳ� ������ ��
���������� ��� ���� ��������� ��� �������� ��� ��Ǥ� ��������� ����������� ��� ��ͳͲ�� ���� �	�γ�
���������� ����� ��������� ��� ����� ���������� ���� ������ ������������Ǥ� ��������Ǧ�� ����� ���
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Figure 5. Prognostic value of T and NK cell infiltrates in localized GIST. 
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Figure 6. Impact of immune parameters on localized GIST with high-risk Miettinen 

scores.  
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�
Supplemental Table 1. Characteristics of GIST and STS patients studied in flow 
cytometry. 
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�
ȗ���ǣ����������������
�

�
�
�
�

                Number (Frequency%) 
GIST Patients �αͳͶ�
Gender (male/female) Ȁͺ�ȋͶ͵ȀͷȌ�
Age at diagnosis(mean± SD) ͷͻάͳ�
Primarytumor site 
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������ 
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ͷȋ͵Ȍ�
ͷȋ͵Ȍ�
ͶȋʹͺȌ�

Metastasis ʹȋͳͶȌ�

Site of Metastasis 
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ʹ�

Miettinen Classification 
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���������������� 
������� 

�
ȋͶ͵Ȍ�
ͳȋȌ�
ȋͷͲȌ�

KIT mutation 
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Imatinib targeted therapy 
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Events 
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Clinical outcome 
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������������������ 

�
ͳͳȋͺȌ�
͵ȋʹʹȌ�

Follow up (months ; means± SD) ͳͷ�ά�ʹ�
 Numbers (N=) 
Soft Tissue Sarcoma Patients �α�
Gender (male/female) ͷȀͳȋͺ͵ȀͳȌ�
Age at diagnosis (mean± SD) Ͷͺάͳͻ�
Type of Sarcoma 
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Supplemental Table 2: Antibodies for flow cytometry and IHC.�

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Ab Clone Conjugated Company 
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Supplemental Figure legends 

�
Supplemental Figure 1. Correlation between T and NK cell infiltrates and the 3-digit 

Miettinen score.�
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Supplemental Figure 2. GIST TIls are mainly composed of CD4+ T cells. 
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DISCUSSION 
Si la puissance d'une réaction immunitaire dirigée contre la tumeur a longtemps été 

négligée, certains traitements anticancéreux sont néanmoins capables d'exploiter le système 

immunitaire pour éradiquer la maladie. Dans ce contexte, notre laboratoire s’est 

particulièrement intéressé à l’IM dont plusieurs études révèlent l’importance des effets « off-

target ». En effet, l’IM permet d’obtenir in vivo des effets antitumoraux sur des lignées 

tumorales murines ne répondant pas à ce même traitement in vitro 235. De manière inattendue, 

l’IM se révèle également efficace chez certains patients atteints de GIST pourtant dépourvues 

de mutations activatrices pour les cibles de l’IM (c-kit et PDGFRα) 204. Notre équipe de 

recherche a en partie élucidé les mécanismes impliqués dans ces effets « off-target » en 

mettant en évidence les effets immunomodulateurs de l’IM. Le mécanisme impliqué est une 

inhibition de c‐kit sur les DC, qui secondairement entraine une activation des cellules NK, 

pouvant ainsi exercer une activité cytotoxique sur les cellules de GIST 204. Les effets 

immunomodulateurs de l’IM constituent également un facteur pronostique indépendant et 

sont associés à une meilleure survie sans progression chez les patients atteints de GIST 
205,206,293. Dans un modèle murin, l’association de l’IM à un adjuvant des NK, l’IL-2, a montré 

un réel intérêt thérapeutique 292, permettant d’entreprendre une étude de phase 1 associant 

l’IM à l’IL-2. 

Cet essai clinique de phase 1, baptisé IMAIL-2, est la première étude clinique 

associant le CTX, l’IM et l’IL-2. L’objectif principal de cette étude était donc d’évaluer la 

tolérance de cette association chez des patients en impasse thérapeutique et de déterminer la 

dose recommandée d’IL-2. Le schéma classique d’escalade de doses nous a permis de définir 

la DMT d’IL-2 associée à 400 mg d’IM comme étant 6 MUI par jour. Si le palier 3 (9 MUI 

d’IL-2 par jour) a été mal toléré avec des toxicités limitantes chez deux des trois patients 

inclus, le palier 2 a été dans son ensemble bien toléré, malgré des effets indésirables observés 

pour chacun des onze patients inclus à ce palier. Ces effets indésirables correspondent à ceux 

observés lors de l’utilisation d’IM ou d’IL-2 en monothérapie. Mais l’administration 

concomitante de ces deux médicaments semble potentialiser la survenue des effets 

indésirables : les doses d’IM et d’IL-2 en association sont en effet beaucoup plus faibles que 

celles utilisés en monothérapie. Dans l’adénocarcinome rénal métastatique, l’IL-2 est 

administrée en injection sous-cutanée de 18 MUI/m2 – soit 30.6 MUI pour une surface 

corporelle de 1.7 m2. De même, l’IM peut être administré en monothérapie à la posologie de 

800 mg avec un profil de tolérance favorable. Cette moins bonne tolérance peut s’expliquer 
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par une modification des paramètres pharmacocinétiques lors de l’association de ces deux 

molécules.  

En effet, à la dose fixe de 6 MUI, la co-administration d’IL-2 augmente l’exposition 

de l’IM et de son métabolite. Après 10 jours d’IM seul, l’état d’équilibre est déjà atteint : 

l’AUC(0-24) est identique à celle observée dans une autre étude après 28 jours de traitement à 

la même posologie (38.8 ± 15.9 µg.h/mL) 307. Pourtant, entre J10 et J14, la Cmax et l’AUC de 

l’IM sont respectivement augmentées de 49% et de 61%. Cette augmentation d’exposition de 

l’IM peut être liée à la capacité de l’IL-2 à diminuer l’activité du cytochrome P450 et des 

mono-oxygénases 308. La diminution des cytochromes hépatiques est toutefois observée pour 

des doses d’IL-2 plus importantes (6 MUI/m2 voire 9 MUI/m2 en i.v. pendant 4 jours). De 

plus, dans notre étude le CGP74588, métabolite de l’IM, est modifié dans les mêmes 

proportions que l’IM ; cette observation n’est pas en faveur d’une modification d’activité des 

cytochromes. L’IL-2 influence également l’expression et l’activité de transporteurs d’efflux 

tel que la P-gp (glycoprotéine P) ou la BCRP (breast cancer resistance protein) 309,310. Or ces 

transporteurs d’efflux s’opposent à l’absorption intestinale de nombreux médicaments dont 

l’IM 311. Au niveau intestinal, une diminution de l’activité de ces transporteurs par l’IL-2 

pourrait donc augmenter la biodisponibilité orale de l’IM. Cette hypothèse est confortée par 

des données murines mettant en évidence une diminution de l’expression intestinale de la P-

gp et une augmentation de la Cmax de l’IM dans le groupe traité par l’association IM + IL-2 

par rapport au groupe traité par IM seul 310. Bien que la biodisponibilité absolue moyenne de 

l’IM soit de 98%, il existe une forte variabilité inter-patient. De plus, une étude récente 

réalisée sur 50 patients atteints de GIST montre une diminution de la biodisponibilité de l’IM 

d’environ 30% après 3 mois de traitement 312. Différents modèles ont montré que l’utilisation 

chronique d’IM augmente l’expression de la P-gp et de BCRP à la surface des cellules Caco 
313 ainsi qu’au niveau du duodénum de souris traitées par 11 jours d’IM 310. Associer l’IL-2 à 

l’IM pourrait donc, en diminuant l’activité des transporteurs d’efflux, rétablir l’absorption de 

l’IM et ainsi diminuer certains mécanismes de résistance à l’IM liés à la baisse d’absorption. 

Afin de confirmer cette hypothèse, les effets de l’IL-2 sur l’expression et l’activité des P-gp 

sont en cours d’investigation dans notre laboratoire. Concernant l’IL-2, l’analyse du sCD25, 

de la t1/2 et de l’AUC ne montre pas de modification des paramètres pharmacocinétiques de 

l’IL-2 en association avec l’IM.  

L’administration de faibles doses d’IL-2 augmente les proportions et les fonctions de 

lymphocytes Treg 314. Or les Treg inhibent les fonctions NK et sont donc susceptibles de 

limiter l’intérêt de l’association IM + IL-2. L’administration de faibles doses de CTX entre J-
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21 et J14 avait donc pour intérêt de diminuer cet effet délétère en inhibant et en déplétant les 

Treg sans provoquer de lymphopénie significative 137. Cette stratégie semble donc s’être 

avérée efficace. D’une part, l’administration de CTX n’aggrave pas la lymphopénie présente 

avant tout traitement pour la majorité des patients. Et d’autre part, l’augmentation de 

prolifération des Treg suite à l’administration d’IL-2 est faible en comparaison à celle 

observée dans deux autres études. Dans la première, les patients atteints de vascularite induite 

par l’hépatite C reçoivent un premier cycle de 5 jours d’IL-2 à la dose quotidienne de 1.5 

MUI suivi de 3 cycles à 3 MUI. Dans ces conditions, la proportion de Treg est augmentée 

d’un facteur deux après le premier cycle et d’un facteur trois à quatre après les cycles suivants 
314. Dans la deuxième étude, l’IL-2 est administré à faible dose (1 MUI/m2/jour pendant huit 

semaines) à des patients présentant une réaction du greffon contre l’hôte. Après quatre 

semaines d’IL-2, le nombre absolu de Treg est huit fois supérieur à celui observé avant 

traitement 315. Dans l’essai IMAIL-2, la proportion des Treg double entre J10 et J14 pour 

seulement 3 patients, malgré 5 jours d’IL-2 à 6 MUI par jour. L’administration de CTX de J-

21 à J14 n’est pourtant pas la seule hypothèse pouvant expliquer la faible expansion des Treg 

malgré le traitement par IL-2. D’une part, plusieurs études s’accordent à montrer un effet 

inhibiteur de l’IM sur les Treg. Dans un modèle murin de GIST et chez les patients atteints de 

GIST, l’IM diminue l’expression tumorale de l’enzyme IDO, augmente l’apoptose des Treg 

intra-tumoraux et diminue ainsi leur effet immunosuppresseur 213. Une autre étude murine 

montre un effet inhibiteur direct de l’IM sur les lymphocytes Treg 215. Cette inhibition des 

fonctions Treg résulte de la diminution d’expression de Foxp3 consécutive à un défaut de 

phosphorylation de STAT3 et STAT5. D’autre part, cette différence peut être liée aux patients 

dans la mesure où les patients atteints d’un cancer ont des proportions de Treg d’emblée plus 

élevées et donc moins susceptibles de doubler leur proportion.  

Si aucune aggravation de la lymphopénie n’est observée entre J-21 et J10, une 

diminution significative des lymphocytes et des plaquettes survient par contre entre J10 et 

J14. Cette baisse semble donc plutôt imputable à l’IL-2. La thrombopénie est un effet 

indésirable déjà décrit lors d’administration d’IL-2 à des doses plus importantes 316,317. Dans 

notre étude, même si la diminution de plaquettes est significative, le nombre absolu de 

plaquettes après 5 jours d’IL-2 ne descend jamais en dessous des valeurs normales (150-400 

G/L). Pour les patients ayant reçu plusieurs cycles, la baisse des plaquettes n’est pas 

cumulative et le nombre absolu initial est récupéré au cours de l’intercure (données non 

publiées) et ne diminue à nouveau qu’après l’administration d’IL-2. L’impact de l’IL-2 sur les 

lymphocytes a également été décrit et semble être du à une redistribution des lymphocytes 316 
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et/ou à une activation de la mort cellulaire 318,319. Une pancytopénie pouvant être observée 

lors de traitement par IM, la diminution des lymphocytes et des plaquettes peut également être 

liée à l’augmentation de l’exposition à l’IM entre J10 et J14.  

L’étude phénotypique révèle que les populations de lymphocytes ne sont pas affectées 

de manière équivalente. Alors que les nombres absolus de Treg et de cellules NK restent 

relativement stables, les LB et les LT diminuent significativement entre J10 et J14. Au sein 

des LT, les LT CD8+ sont plus diminués que les LT CD4+ et on observe donc une 

augmentation significative du ratio CD4+:CD8+ suite à l’administration d’IL-2. Cette 

augmentation du ratio CD4+:CD8+ est également retrouvée suite à l’administration de faibles 

doses d’IL-2 chez des patients infectés par le VIH 320. Dans notre étude, bien que 

l’augmentation du ratio CD4+:CD8+ ne soit observée qu’après un cycle complet comprenant 

CTX, IM et IL-2, présenter un ratio CD4+:CD8+ élevé est associé à une survie meilleure dès 

les 21 jours de CTX et cette corrélation se poursuit après introduction de l’IM puis de l’IL-2.  

Cet essai clinique montre également que les marqueurs NK (CD56, HLA-DR et 

TRAIL) sont significativement augmentés par la combinaison IM + IL-2. Dans une étude 

précédente, Caligiuri et al. avaient également observé une accumulation de cellules NK 

CD56bright suite à l’administration en monothérapie de faibles doses d’IL-2. Mais de manière à 

augmenter efficacement les fonctions cytotoxiques des NK, des doses intermédiaires d’IL-2 

se sont avérées nécessaires 321. Des données équivalentes ont également été obtenues chez des 

patients infectés par le VIH chez qui les cellules NK CD56bright sont fortement augmentées 

suite à l’administration de faibles doses d’IL-2 322. Dans notre étude, l’IL-2 est utilisée 

conjointement à l’IM. Nous nous sommes demandé quelle serait l’influence de l’IM sur 

l’accumulation et/ou l’activation des NK consécutives à l’administration de faibles doses 

d’IL-2. Bien que le nombre absolu de cellules NK ne soit pas augmenté, les proportions de 

NK parmi les lymphocytes ainsi que les proportions de cellules CD56bright, HLA-DR+ ou 

TRAIL+ parmi les cellules NK sont augmentées entre 2 et 4 fois après 5 jours d’IL-2. Ces 

données laissent à penser qu’associer l’IM à l’IL-2 pourrait découpler les effets 

immunosuppresseurs de l’IL-2 de ses effets immunostimulants en limitant l’activation des 

lymphocytes Treg tout en conservant l’activation des cellules NK. La combinaison IM + IL-2 

semble préférentiellement augmenter la population de cellules NK CD56bright HLA-DR+. 

D’après Evans et al., l’expression du marqueur HLA-DR pourrait caractériser un sous-groupe 

de cellules NK susceptibles de proliférer en présence d’IL-2. Ils montrent en effet que 

l’incubation in vitro de PBMC provenant de volontaires sains avec de l’IL-2 augmente le 

nombre de cellules NK HLA-DR+ 323. Les auteurs suggèrent que cette augmentation ne soit 
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pas liée à une augmentation de l’expression du marqueur HLA-DR+ mais plutôt à la 

prolifération d’un précurseur exprimant HLA-DR+. En réponse à l’IL-2 ou à l’IL-15, ces 

cellules NK HLA-DR+ sont plus efficaces que leurs homologues HLA-DR- en terme de 

prolifération et de dégranulation, mais sont équivalentes concernant la sécrétion d’IFN-γ. 

Conformément à ces résultats, nous avons également observé une augmentation de la capacité 

de dégranulation des cellules HLA-DR+ mais pas d’augmentation de la sécrétion d’IFN-γ. 

Plusieurs équipes ont montré que les cellules NK exprimant les molécules CMH-II pourraient 

représenter un sous-groupe distinct de cellules NK immatures aussi bien dans des modèles 

murins qu’humains 297,323,324. Dans l’essai IMAIL-2, nous avons mis en évidence que la 

combinaison d’IM et d’IL-2 chez des patients atteints de cancer à des stades avancés induit 

l’expansion d’une population de cellules NK HLA-DR+ possédant une capacité de 

dégranulation efficace et dont l’expansion est associée à une meilleure survie. D’ailleurs, ces 

cellules NK exprimant le marqueur HLA-DR pourraient être analogues à la population de 

cellules IKDC mises en évidence dans un modèle murin 292,298. Des études supplémentaires 

restent cependant nécessaires avant de pouvoir confirmer qu’elles correspondent bien au 

pendant humain des IKDC.  

Après une durée moyenne de traitement de 12 semaines, on observe dans l’étude 

IMAIL-2 une stabilisation de la maladie pour 8 des 17 patients (47%). Dans cette cohorte, 

l’association IM + IL-2 ne montre donc pas d’effet thérapeutique majeur. Dans le cadre du 

traitement de tumeurs solides, plusieurs équipes de recherche ont déjà essayé de combiner 

l’IM à d’autres molécules dont des molécules immunostimulantes ou des chimiothérapies. 

Généralement mal tolérées, ces combinaisons se sont de plus avérées peu efficaces. Par 

exemple, dans les carcinomes métastiques à cellules rénales, l’association de l’IM à l’IFN-α 

augmente significativement les toxicités alors qu’aucune amélioration clinique n’est observée 

par rapport à l’IFN-α seul 325. Poursuivre les investigations concernant cette association dans 

les carcinomes à cellules rénales ne semble donc pas raisonnable. Par contre, tester cette 

association sur des tumeurs sensibles à l’IM telles que les GIST présente un rationnel plus 

important. Les GIST sont en effet caractérisées dans près de 90% des cas par une mutation 

activatrice des gènes KIT ou PDGFRα leur conférant une sensibilité à l’IM 326. Testée 

récemment dans une cohorte de 8 patients atteints de GIST au stade III/IV, l’association d’IM 

avec de fortes doses d’IFN-α2b pégylé (3µg/kg/semaine pendant 4 semaines suivi de 

1.5µg/kg/semaine pendant 18 semaines) a montré des bénéfices cliniques très prometteurs 

puisque le taux de réponse objective – incluant les réponses partielles et complètes – est de 
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100% avec une médiane de suivie de 3,6 ans 241. Bien que cette étude reste très préliminaire, 

les résultats cliniques semblent supérieurs à ceux obtenues avec l’IM en monothérapie et sont 

associés à une augmentation significative de la réponse Th1 et de l’activation des NK 241. 

Malheureusement dans notre étude IMAIL-2, seul un patient atteint de GIST a été inclus, 

alors que 10 mélanomes métastatiques ont été inclus. Il pourrait donc s’avérer intéressant de 

tester cette association dans une cohorte de patients atteints de tumeur sensible à l’IM afin de 

voir si l’IL-2 peut augmenter l’efficacité de l’IM. 

En parallèle de cette étude de phase 1, nous avons cherché à mieux caractériser les 

effets immunomodulateurs de l’IM en étudiant les différents acteurs de l’immunité présents 

au niveau d’un modèle de tumeur sensible à l’IM : les tumeurs stromales gastro-intestinales. 

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence la présence de LT, de Treg et de cellules NK dans la 

tumeur primitive dès le diagnostic. Ces LT et notamment les cellules NK semblent jouer un 

rôle dans l’immunosurveillance naturelle puisqu’au diagnostic, leur densité est corrélée aux 

marqueurs pronostiques classiques (mutation de l’exon 11 de KIT et score de Miettinen). Le 

traitement par IM modifie cet infiltrat lymphocytaire : on observe en effet une diminution de 

l’infiltrat FoxP3+ et une relocalisation des cellules NK au sein de la tumeur. L’infiltrat en LT 

n’est par contre pas modifié en comparaison à l’infiltrat observé en l’absence de traitement. 

Suite à un traitement par IM, on observe également une diminution de l’expression des 

molécules de CMH-I exprimées à la surface des cellules tumorales. La relocalisation des 

cellules NK et la diminution d’expression des molécules de CMH-I suite à un traitement par 

IM sont associées à une augmentation de la survie sans progression ; ces données confortent 

l’idée que les cellules NK sont impliquées dans l’efficacité antitumorale de l’IM.  

Si des preuves expérimentales de leur rôle antitumoral ont été établies à maintes 

reprises 51, plusieurs études décrivent pourtant les cellules NK infiltrant les tumeurs comme 

rares, anergiques ou n’influençant pas le pronostic de la maladie 300 (Annexe 3). Récemment, 

Sconocchia et al. ont mis en évidence l’absence d’infiltrat CD56+ dans plus de 71% des 

mélanomes, 97% des cancers du sein, 92% des carcinomes à cellules rénales et 92% des 

carcinomes hépatocellulaires 327. Dans les cancers bronchiques non à petites cellules, les 

cellules NK sont rares, majoritairement CD56dim et expriment faiblement les récepteurs 

activateurs (NKp30, NKp80, CD16, DNAM-1) ; sur le plan fonctionnel, les cellules NK 

infiltrant les cancers bronchiques non à petites cellules ont des capacités de dégranulation et 

de sécrétion d’IFN-γ altérées 328. De même, dans les tumeurs à papillomavirus humain, on 

observe une diminution d’expression des récepteurs activateurs NKp30 et NKp46 qui est liée 

à l’infection à papillomavirus humain, à une diminution de cytotoxicité des cellules NK et au 



Discussion 
 

 140 

stade avancé de la lésion cancéreuse 329. Dans le cancer du sein, décrit comme étant contrôlé 

par les cellules NK 330,331, l’infiltrat tumoral est en effet enrichi en cellules CD56bright mais cet 

infiltrat exprime faiblement les NCR et est moins cytotoxique que les cellules NK présentes 

dans les tissus sains 332. Enfin, la présence d’un infiltrat NK n’est pas corrélée à une 

amélioration de la clinique dans les cancers bronchiques non à petites cellules 328 et dans les 

cancers colorectaux 333.  

Pourtant, les tumeurs stromales gastro-intestinales ne semblent pas induire cet état 

d’anergie ou de tolérance des cellules NK. Comme cela a été suggéré dans le cancer du sein et 

de l’ovaire 332,334, l’exposition chronique à des ligands des récepteurs aux NCR sécrétés par 

les tumeurs elles-mêmes, pourrait expliquer la diminution d’expression de récepteurs 

activateurs, et par conséquent perturber les fonctions des cellules NK infiltrant les tumeurs. 

Au diagnostic, les principaux ligands des NCR ne sont pas exprimés par les cellules des 

GIST ; cela peut en partie expliquer que l’expression des récepteurs aux NK soit maintenue. 

Enfin, le profil cytokines/chimiokines que nous avons analysé en multiplex à partir de GIST 

fraichement extraites (données non publiées) met en évidence la sécrétion importante de SCF 

(stem cell factor) et de SCGF (stem cell growth factor) qui peuvent contribuer à l’homéostasie 

et à la différentiation in situ des NK infiltrant la tumeur 335,336.  

L'environnement tumoral des GIST est donc favorable à l’activation des cellules NK 

et un traitement par IM renforce également cette immunosurveillance en contribuant à 

l’activation des cellules NK. Bien qu’on observe une diminution d’expression des molécules 

de CMH I à la surface des cellules tumorales, cette propriété de l’IM ne semble pas liée à un 

effet direct via l’inhibition de l’oncogène KIT présent à la surface des cellules tumorales. En 

effet, la diminution d’expression des molécules du CMH de classe I observée après un 

traitement in vivo par IM n’est pas retrouvée in vitro, que les cellules soient sensibles ou 

résistantes à l’IM. De même, in vitro les capacités de dégranulation et de sécrétion d’IFN-γ 

par les cellules NK sont identiques qu’elles soient mises en présence de cellules tumorales 

sensibles ou résistantes à l’IM. D’un autre coté, l’inhibition de l’oncogène KIT par l’IM 

pourrait moduler le relargage de chimiokines, notamment pendant le dialogue entre les 

cellules NK et les cellules tumorales exprimant KIT. De manière intéressante, le gradient de 

Cxcl9 et Cxcl10 est inversé après un traitement par IM ; préférentiellement exprimées en 

périphérie avant traitement, ces chimiokines sont, après traitement, plus exprimées au niveau 

des foyers tumoraux. Elles pourraient donc contribuer à la rétention des cellules NK au niveau 

tumoral. Enfin, l’inhibition du signal oncogénique KIT, en diminuant l’expression de 
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l’enzyme IDO et en diminuant l’accumulation intra-tumorale en cellules FoxP3+ pourrait 

également contribuer à favoriser les fonctions effectrices des cellules NK 213,337.  

Actuellement, l’IM est indiqué d’une part dans le traitement des patients adultes 

atteints de GIST KIT+ non résécables et/ou métastatiques et d’autre part dans le traitement 

adjuvant des patients adultes présentant un risque significatif de rechute après résection d'une 

tumeur stromale gastro-intestinale GIST KIT+. L’autorisation de mise sur le marché précise 

par contre que les patients présentant un faible ou un très faible risque ne doivent pas être 

traités. Actuellement, les recommandations concernant l’évaluation du risque de rechute des 

GIST localisées prennent en compte cinq paramètres : la taille de la tumeur, sa localisation, 

son index mitotique – qui a eux trois permettent d’établir le score de Miettinen 177 –, son statut 

mutationnel, et depuis peu la survenue d’une rupture au cours de la chirurgie 338. Si ces 

différents paramètres permettent d’avoir une idée plus précise du risque de récidive pour les 

GIST localisées, il persiste tout de même de nombreuses interrogations sur la nécessité 

d’instaurer un traitement adjuvant par IM après chirurgie. D’autres marqueurs sont donc en 

cours d’évaluation ; ils prennent notamment en compte l’accumulation d’aberrations 

chromosomiques, l’inactivation du gène suppresseur de tumeur CDKN2A et doivent 

permettre de mieux définir le risque de récidive tumorale et la nécessité d’instaurer un 

traitement par IM. Dans ce contexte, nous avons évalué différents marqueurs immunitaires 

susceptibles d’avoir une valeur pronostique dans l’évolution des GIST. Contrairement au 

STS, les tumeurs stromales gastro-intestinales sont fortement infiltrées par des LT (CD4+ et 

CD8+) et des NK alors qu’elles le sont faiblement par des LT CD4+Foxp3+. L’accumulation 

des cellules NK au niveau tumoral pourrait, au moins en partie, être dictée par les 

caractéristiques intrinsèques de la tumeur : le nombre de cellules NK est en effet corrélé au 

score de Miettinen et au statut mutationnel de KIT. Néanmoins, l’infiltrat en cellules NK 

représente un facteur pronostic indépendant et qui, combiné au score de Miettinen améliore la 

performance pronostique. Dans une étude précédente, nous avions montré le caractère NKp30 

dépendant de cette maladie ; le récepteur activateur NKp30 est en effet le seul dont 

l’expression est diminuée aussi bien au niveau des NK tumoraux qu’au niveau des NK 

circulants. De plus, le profil d’expression des isoformes de ce récepteur est un marqueur 

prédictif de la réponse à l’IM dans les GIST. En plus des cellules NK, les LT semblent 

également jouer un rôle important dans l’immunosurveillance des GIST. Au diagnostic, 

l’infiltrat en cellules Foxp3 est corrélé avec le score de Miettinen. Après traitement par IM, 

l’infiltrat en cellules Foxp3 diminue fortement. Ces observations corroborent les données de 

Balachandran et al. montrant que le traitement par IM s’accompagne d’une apoptose des 
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lymphocytes Treg induite par une diminution de l’enzyme IDO 213. Dans notre cohorte, nous 

avons testé la valeur pronostique de l’infiltrat intratumoral Foxp3 ; ce paramètre n’est pas 

associé à la survie sans progression dans les GIST localisées. Cependant, on observe un 

impact de l’infiltrat Foxp3+ et NKp46+ dans le sous-groupe de patients traités par IM. En 

effet, l’accumulation de cellules Foxp3+ ou la diminution de cellules NKp46+ a une valeur 

prédictive négative de la réponse au traitement. Etant donné que i) l’infiltrat en LT et 

l’infiltrat en NK ne sont pas localisés dans les mêmes zones tumorales, ii) qu’ils ne sont pas 

corrélés en terme de fréquence et iii) qu’ils ajoutent une valeur pronostique aux marqueurs 

pronostiques connus (score de Miettinen et mutation de l’exon 11 du gène KIT), nous pensons 

qu’ils doivent être considérés comme des facteurs indépendants influençant l’histoire de la 

maladie des GIST localisées. Il est maintenant nécessaire de valider ces données dans une 

cohorte indépendante et d’effectif plus important. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
Si dans l’essai clinique IMAIL-2, combiner l’IL-2 à l’IM n’a pas montré d’efficacité 

clinique majeure, cette association n’en reste pas moins intéressante. Elle permet d’une part 

d’augmenter significativement l’exposition systémique à l’IM. Et d’autre part, elle augmente 

une population de cellules NK HLA-DR+ possédant des capacités de dégranulation plus 

importantes après exposition à ces deux molécules. Cette sous-population de cellules NK 

s’avère particulièrement intéressante dans la mesure où leur expansion est positivement 

corrélée à la réponse clinique. L’étude de leur profil transcriptionnel, de leur capacité de 

migration et de présentation de l’antigène devrait nous permettre de savoir si ces cellules NK 

HLA-DR+ correspondent bien à l’équivalent des IKDC décrites dans un modèle murin 292,298.  

Sur le plan pharmacologique, il serait intéressant de comprendre les mécanismes 

impliqués dans l’augmentation de l’exposition à l’IM suite à l’administration d’IL-2. Un des 

mécanismes de résistance secondaire observé au cours d’un traitement par IM est la 

modulation des paramètres pharmacocinétiques. Ceci a notamment été montré dans une 

cohorte de patients atteints de GIST. Après plus d’un an de traitement, la clairance de l’IM est 

augmentée d’environ 33% et l’exposition systémique diminuée d’environ 42% par rapport au 

début du traitement 312. Or une relation entre les paramètres pharmacocinétiques et l’efficacité 

des médicaments est observée à la fois dans la LMC 339-341 et dans les GIST 342 ; les 

concentrations résiduelles d’IM sont plus élevées chez les patients bons répondeurs que chez 

les patients moins bons répondeurs. Comprendre comment l’IL-2 augmente l’exposition à 

l’IM pourrait donc ouvrir la voie à de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant de palier 

aux résistances secondaires de type pharmacocinétique.  

Il semble également intéressant de continuer les investigations concernant cette 

association en vue de la tester dans des pathologies présentant des mutations ciblées par l’IM 

telles que le GIST ou la LMC. Pour plusieurs raisons, le GIST est un modèle tumoral 

particulièrement pertinent pour évaluer les bénéfices de cette association. (i) L’IM s’est 

imposé comme le traitement de référence de cette pathologie. (ii) Les cellules NK jouent un 

rôle majeur dans le contrôle de cette pathologie 204-206. (iii) Associer l’IM à une 

immunothérapie (dans ce cas l’IFN-α) a très récemment suscité un intérêt important en 

montrant une augmentation significative de la réponse Th1 et de l’activation des NK associée 

à des bénéfices cliniques très prometteurs 241.  

L’étude des cellules immunitaires présentes au niveau des tumeurs stromales gastro-

intestinales nous a permis de mettre en évidence la valeur pronostique des cellules NK et des 
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LT. Mais si l’infiltrat en cellules NK et en LT est pronostique dans les GIST localisées, 

l’étude de ces paramètres immunitaires perd de son intérêt dans les GIST métastatiques. En 

effet, en situation métastatique, il devient de plus en plus rare d’avoir accès à la tumeur 

primitive dans la mesure où le traitement de référence n’est plus la chirurgie mais l’IM. Dans 

le cas particulier des GIST métastatiques, développer des marqueurs sériques reflétant le 

degré d’activation des cellules NK ou LT serait donc plus pertinent. Parmi les marqueurs 

sériques relevant, nous avons commencé à en étudier deux : les formes solubles de B7-H6 – 

ligand du récepteur NKp30/NCR3 – et MICA (soluble major histocompatibility complex class 

I‐related chain A protein) qui diminuent l’expression du récepteur NKG2D à la surface des 

NK et des LT.  
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The concept of immunogenic chemotherapy that has recently emerged relies upon the capacity of a cytotoxic
compound to trigger a cell-death modality. This modality elicits cross-priming by dendritic cells of tumor antigen-
specific T cells that will contribute to the tumoricidal activity of the compound and protect the host against relapse.
In contrast, most anticancer drugs elicit nonimmunogenic apoptosis that is not accompanied with an immunizing
property. This review will discuss some molecular and metabolic changes required at the level of the tumor that
must engage key pathways at the level of the host for the induction of Tc1 polarized–protective T cell responses
during chemotherapy. We will summarize the immune adjuvants that can boost the immunogenicity of cell death to
augment the efficacy of chemotherapy.

Keywords: cancer; immunogenic cell death; immunotherapy; chemotherapy; toll-like receptor

Introduction

Current cancer therapeutic modalities include
surgery, radiotherapy, hormonotherapy, chemo-
therapy, and the targeting of specific compounds.
These strategies can lead to complete remission, yet
the vast majority of cases experience stable disease
that eventually relapses and develops into distant
metastases. The question remains as to predicting
which patients and/or malignancies will likely ben-
efit from these often toxic medications.

Theoretically, immunotherapy is aimed at gen-
erating long-term specific antitumor immune re-
sponses that may be able to ensure clearance of
residual tumor cells while sparing the healthy tis-
sues. The potential power of the latter strategy
have been brought up with the adoptive transfer
of tumor infiltrating lymphocytes in melanoma,1

with overlapping major histocompatiblity complex
(MHC) class I and II peptides in vulvar human pa-
pilloma virus 16-induced in situ malignancies,2 with

anti-cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4
(CTLA4) antibodies in melanoma,3 and with au-
tologous dendritic cells (DC) in hormonoresistant
prostate cancer.4

For decades, the combinatorial regimen asso-
ciating cytotoxic anticancer compounds together
with immune based-strategies were disregarded in
as much as the dose intensity concept leading to
mild myelosuppression (and profound lymphope-
nia) and the use of steroids would jeopardize, on
theoretical grounds, the elicitation of a long-term
antitumor immune response.5

Over the past few years, the concept of tumor
immunosurveillance has been rekindled with the
seminal demonstration that residual disease is con-
trolled by T cells and interferon (IFN)-! /interleukin
(IL)-12 cytokines.6 Moreover, conventional an-
ticancer therapies administered against growing
tumors and established tolerance may reset the
immune system by not only debulking it but also
by a cell-death modality capable of mounting an

doi: 10.1111/j.1749-6632.2010.05763.x
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efficient anticancer immune response contributing
to tumor eradication.7,8 Indeed, a minority of cy-
totoxic compounds can promote such an immuno-
genic cell death that is desirable for the cure of the
tumor bearing host. For example, ionizing radia-
tion, anthracyclines, and oxaliplatin elicit an endo-
plasmic reticulum (ER) stress response on the side of
the tumor, leading to mobilization of host DC that
will engulf apoptotic bodies.9 DC are mandatory for
antigen-specific type 1 helper (Th1) and cytotoxic
(Tc1) T-cell priming in the draining lymph nodes of
dying established tumors in treated animals by days
5–7 post-therapy.10 Consequently, CD8+ T lympho-
cytes and IFN! /IFN!R pathways are mandatory for
the optimal response of the host to chemotherapy
in a variety of transplantable tumor models.11

The comprehensive understanding of the cellular
cues and molecular pathways involved in the im-
munogenicity of cell death will delineate the com-
binatorial code of cell death associated molecular
patterns (CDAMPs) involved in the transition be-
tween homeostatic inflammation and immunity. It
is conceivable that a spatiotemporal sequence and
threshold events coordinate find me/keep out sig-
nals, eat-me/don’t eat-me signals, exposure of hid-
den molecules that will dictate the recruitment of
inflammatory phagocytes, their activation status,
and the pro- or anti-inflammatory milieu associated
with cell death. Therefore, dissecting the type of cell-
death modality at the biological, biochemical, and
metabolic levels will unravel the key CDAMPs that
are mandatory for the success of chemotherapy.12

Some of the molecular pathways elicited by these
immunogenic anticancer treatments and required
for the immunogenic tumor cell death have been
characterized. Especially, immunogenic chemother-
apy or radiotherapy leads to the exposure of cal-
reticulin (CRT)9 and the release of high-mobility
group box 1 (HMGB1) from dying tumor cells10;
CRT and HMGB1 play the roles of an “eat me” and
a “danger” signal, respectively, thereby facilitating
engulfment and processing of apoptotic bodies by
DC. Recently, we also elucidated that dying tumor
cells must release adenosine triphosphate (ATP) to
engage P2RX7 on host DC, stimulating the release of
interleukin-1 " (IL-1"), which in turn elicits tumor-
specific IFN-! producing CD8+ T cells that are
indispensable for the success of chemotherapy.11,13

The latter pathway will be discussed in more detail
in this review.

Considering the key role of the host immune sys-
tem in the efficacy of immunogenic anticancer treat-
ments, we will discuss strategies that boost the im-
mune system and therefore improve clearance of tu-
mor cells while unexpectedly, others failed to do so.
We will focus on toll-like receptor 3 (TLR3) agonists
that not only play a role as immune adjuvants but
also mitigate the tumor parenchyma to enhance in
situ trafficking of antitumor effector cells. These cells
mediate potent adjuvant effects on the immune sys-
tem; they strongly enhance antigen-specific CD8+ T
cell responses, promote antigen cross-presentation
by DC, and directly act on effector CD8+ T and nat-
ural killer (NK) cells to augment IFN-! release.14

Chemotherapy may enhance immunogenic
clearance of tumor cells

Apoptosis is often described as a cell-death modal-
ity occurring in an immunologically silent process.
Indeed, apoptotic cells are removed by phagocytosis
without provoking an immune response.15 How-
ever, under certain circumstances where CDAMPs
can be exposed,12 some conventional anticancer
therapies do induce a modality of cellular demise
accompanied with innate and cognate immune re-
sponses, which in turn contribute to tumor clear-
ance.8 Notably, anthracyclines, oxaliplatin, and ion-
izing irradiation activate a type of tumor cell death
that elicits efficient anticancer immune responses
depending on DC, T cells, and the IFN! /IFN!R
signaling pathway but not the lytic (machinery tu-
mor necrosis factor-related apoptosis-inducing lig-
and [TRAIL] and perforin).11

We delineated the molecular mechanisms under-
lying the recognition of dying tumor cells by DC and
found three major checkpoints that dictate the im-
munogenicity of cell death. First, ER—resident pro-
tein complex (composed of CRT and the disulfide
isomerase ERp57) must be exposed to the plasma
membrane of tumor cells.9 Second, the chromatin-
binding HMGB1 protein must be released by dying
tumor cells and should bind to its receptor TLR4
on DC.10 Third, we recently elucidated that dying
tumor cells must release ATP to engage P2RX7—
a purinergic receptor P2X, ligand-gated ion chan-
nel, 7—on host DC, stimulating the release of IL-
1", which in turn promote tumor antigen-specific
CD8+ T cells.11

The key roles of CRT/ERp57 and HMGB1 in
the induction of immunogenic tumor cell death

100 Ann. N.Y. Acad. Sci. 1209 (2010) 99–108 c© 2010 New York Academy of Sciences.
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have been detailed in previous reviews.16,17 There-
fore, we will essentially focus on the ATP/P2RX7
signaling cascade culminating in the activation of
the nucleotide-binding and oligomerization do-
main (NOD)-like receptor family, pyrine domain
containing (NLRP3) inflammasome.18

Calreticulin/ERp57 redistribution
Calreticulin and ERp57 predominantly reside
within the lumen of the ER where they act as a Ca+2

binding lectin chaperone and a disulfide oxidation
catalyzer, respectively.19,20 In response to immuno-
genic chemotherapy or radiotherapy, CRT/ERp57
exposure occurs at a pre-apoptotic stage—before
the cells exhibit cell surface phosphatidylserine
residues—and results from an ER stress response.9

Phosphorylation of the eukaryotic translation ini-
tiation factor eIF2! by the kinase PERK or by in-
hibition of the PP1/GADD34 phosphatase complex
is followed by caspase-8-mediated proteolysis of the
ER-sessile protein BAP31, which in turn triggers the
activation of the pro-apoptotic proteins Bax and
Bak. Then, the anterograde transport of CRT/ERp57
from the ER to the Golgi apparatus results in the
translocation of CRT/ERp57 complexes onto the
plasma membrane.21 Once exposed on the mem-
brane, the CRT/ERp57 complex plays the role of
an “eat-me” signal promoting uptake by DC of dy-
ing tumor cells.9,22,23 The receptor of phagocytosis
recognizing dying cells in a CRT-ERp57-dependent
manner remains to be determined.

HMGB1/TLR4
HMGB1 is a non-histone chromatin-binding pro-
tein that acts as a transcription factor when present
in the nucleus, as well as a pro-inflammatory cy-
tokine, when released from inflammatory or dying
cells.24 HMGB1 was primarily shown to be released
from damaged and necrotic cells, but it has been
recently reported that late apoptosis is also associ-
ated with HMGB1 release.25 Indeed, immunogenic
anticancer treatment induces HMGB1 release into
the extracellular milieu by dying tumor cells follow-
ing various hits (X rays, anthracyclines, oxaliplatin).
Once HMGB1 resides in the extracellular milieu, it
behaves as an alarmin and binds to its receptor,
TLR4, which is expressed on DC. Then, signaling
through TLR4 and its adaptor MyD88 controls the
initiation phase of cognate immune responses by
regulating the processing of the phagocytic cargo
and the cross-presentation of tumor antigens by DC

on MHC class I molecules.10 This effect could be at-
tributed to the TLR4-dependent inhibition of the
lysosome-dependent degradation of the phagocytic
cargo, resulting in improved tumor antigen cross-
presentation.26

Adenosine triphosphate/P2RX7 and
NLRP3/IL-1β

Additional signals emanating from dying tumor
cells are required for the induction of an antitu-
mor immune response. One of the lead members
of the NLR family, the pyrin domain-containing
3 (NLRP3) inflammasome—also known as NALP3
and cryopyrin—has been investigated in several set-
tings of injury.27 NLRP3 inflammasome is a multi-
meric protein complex that is composed of NLRP3,
the adaptor molecule ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a caspase recruitment
domain [CARD]), cardinal (CARD8), and the effec-
tor molecule caspase-1.28 Activation of the NLRP3
inflammasome platform results in the activation of
caspase-1 and the resultant processing of pro-IL-1"
into biologically active IL-1".29

Previous reports demonstrated that IL-1" release
by macrophages requires two stimuli: one inflam-
matory signal through TLR activation to induce the
expression of pro-IL-1" at the transcriptional level
and a second stimulus, such as ATP or monosodium
urate crystals, to ignite the inflammasome which ac-
tivates the autocatalytic processing of procaspase-1
into active caspase-1, which culminates in the cleav-
age of pro-IL-1" into active and secreted IL-1".30,31

Furthermore, ATP does not directly activate NLRP3
but induces the caspase-1-dependent maturation of
IL-1" by activating P2RX7 receptors, which results
in the rapid efflux of intracellular K+.32

Therefore, to investigate the role of the NLRP3
inflammasome in the antitumor immune response
elicited by chemotherapy, tumor growth kinetics of
EL4 thymoma cells treated with oxaliplatin were
compared in wild-type (WT) mice versus mice de-
ficient in P2RX7, NLRP3, or Casp1.11 In these
deficient mice, anticancer chemotherapy turned out
to be inefficient against established tumors, indicat-
ing that each individual player is critical for the
immunogenicity of cell death triggered by anthra-
cyclines, oxaliplatin, or X-rays.

Then, to investigate the contribution of the
inflammasome/IL-1" axis in the production of
IFN# in response to anthracyclines or oxaliplatin,

Ann. N.Y. Acad. Sci. 1209 (2010) 99–108 c© 2010 New York Academy of Sciences. 101
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we inoculated dying tumor cells exposed to
chemotherapy ex vivo into WT mice versus P2RX7
or casp-1 or IL-1R1 deficient animals and compared
the differential capacity of T lymphocytes to respond
to tumor antigens by producing IFN! . Following
immunization with dying cells, T cells derived from
mice deficient in each individual component of
the inflammasome/IL-1" axis (NLRP3, Casp-1, IL-
1R1) failed to mount optimal IFN! polarized CD8+

T-cell responses.11 This surrogate marker of immu-
nization, correlated with the lack of capacity of such
hosts to reject a rechallenge with live tumor cells
while WT counterparts, were protected.

Importantly, we extended the finding that the
IL-1b/IL-1R1 signaling pathway was pivotal for the
success of chemotherapy by showing that (i) block-
ing this pathway in established CT26 (H-2d+ colon
cancer) or MC38 (H-2b+ colorectal adenocarci-
noma), or MCA 205 (H-2b+ sarcoma) sarcomas
antagonized the efficacy of oxaliplatin or doxoru-
bicin or mitoxanthrone and (ii) the susceptibil-

ity of MCA-induced spontaneous sarcomas to pro-
phylactic treatment with doxorubicin was compro-
mised in IL-1R1 knockout (KO) mice or WT an-
imals treated with neutralizing anti-IL-1b Ab or
IL-1RA molecules.11 Hence, extracellular ATP re-
leased from dying cells engages P2RX7 receptors on
DC, thereby triggering the NLRP3/ASC/caspase-1
inflammasome that culminates in IL-1" produc-
tion (Fig. 1). Indeed, we showed that IL-1" is a co-
stimulatory cytokine required during T-cell recep-
tor (TCR) engagement for the adequate polarization
of IFN!-producing CD8+ T cells in the context of
processing of cell associated antigens but not whole
proteins.11

Clinical relevance
We speculate that defects on the immunogenic cell-
death pathway may compromise the efficacy of
anticancer therapies. Therefore, we investigated the
prognostic value of two single-nucleotide polymor-
phisms.

Figure 1. Scheme of the CDAMPs secreted by dying tumor cells and associated with immunogenic chemotherapy. Following
tumor insult by cytotoxic agents, tumor cells rapidly translocate intracellular CRT to the cell surface, which acts as a mandatory
eat-me signal for DC. ATP and HMGB1 released by dying tumor cells act in concert to ignite the NLRP3 inflammasome in DC,
culminating in IL-1! processing and secretion in the extracellular milieu. IL-1! then contributes to the TCR-driven IFN" polarized
CD8+ T-cell response, a mandatory step for the efficacy of chemotherapy. IFN" mediates potent antitumor effects via macrophage
activation and/or anti-angiogenic effects.
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One polymorphism, localized in human TLR4
(rs4986790), was found to reduce the binding of
HMGB1 to human TLR4, thus inhibiting HMGB1-
dependent DC to T-cell cross-talk.10 We next inves-
tigated the prognostic value of a single nucleotide
polymorphism in the ligand-gated cation channel
P2RX7 at nucleotide position 1513 (1513A>C) by
changing a glutamic acid to alanine at amino acid
496 (Glu496Ala), which affects the ATP-dependent
IL-1! release from monocytes.33 We analyzed 225
sporadic breast cancer patients, all with the nor-
mal TLR4 allele, that were stratified according to
their P2×7 genotype (normal [64%] versus variant
[36%] P2×7). While there were no significant dif-
ferences in classical prognostic factors between nor-
mal and variant group of patients, the P2×7 loss-of-
function-allele had a significant negative prognostic
impact on metastatic disease-free survival (Log rank
test; P = 0.02). A multivariate Cox regression model
confirmed a significant effect for tumor grade and
for P2×7 genotype.11

Boosting the immune system to increase
tumor clearance

While most “immunogenic” cytotoxic compounds
trigger a protective immune response that con-
tributes to the tumoricidal activity of the drug, they
fail to control the disease in most cases, specifi-
cally when transplantable tumors reached a certain
size. Therefore, several adjuvants or complemen-
tary strategies could synergize with immunogenic
chemotherapies on theorical grounds, either to aug-
ment T cell priming or to boost T cell recruitment
into tumor beds. Boosting DC functions through
TLR or NLR agonists or rGM-CSF represent in-
teresting options. T cell functions could also be
strengthen with anti-PD1, anti-CTLA4 Ab or with
4-1BB. Finally, innate effectors such as iNKT and NK
cells could be stimulated by CD1d agonists or rIL-15
or antibody-dependent cell cytotoxicity. Likewise,
harnessing the tumor parenchyma for the chemoat-
traction of Tc1 antitumor T cells to tumor beds may
be an alternative option (as detailed below). In ele-
gant studies, some investigators have shown that in-
terfering with don’t eat me signals (such as blocking
CD47 expressed by tumor cells),34,35 or blocking the
clearance of apoptotic bodies by macrophages (us-
ing annexin V)36 may result in enhanced protection
of the host against tumor outgrowth or dissemina-
tion.

Strategies harnessing iNKT that failed to
synergize with immunogenic
chemotherapy

Stimulating the IL-33/ST2 pathway
IL-33 (IL-1F11, DVS27, NF-HEV) is the 11th mem-
ber in the IL-1 family of cytokines (which includes
IL-1", IL-1!, IL-18) originally characterized as a
nuclear factor from high endothelial venules.37,38

Although IL-33 was first described as a pro-
Th2 cytokine inducing the production of IL-4, IL-
5, and/or IL-13 from Th2; eosinophils; mast cells;
and basophils,39 IL-33 could also markedly enhance
Th1 cytokine (IFN#) production by iNKT in the
presence of IL-12 or boost both Th1/Th2 cytokine
release by iNKT triggered through their TCR.40

In as much as iNKT are not “naturally” involved
in the immunogenicity of chemotherapy (Ma, Y.
et al., manuscript in revision), we hypothesized that
mobilizing iNKT cells through IL-33/ST2 signaling
could be advantageous in combination with con-
ventional T cell activation.

First, we investigated whether ST2 was a manda-
tory receptor for the success of chemotherapy by
comparing the tumoricidal activity of mitoxan-
throne against established MCA205 in WT versus
ST2 KO mice. We concluded that ST2 was dispens-
able for the efficacy of chemotherapy (data not
shown), which prompted us to use high dosing
of recombinant IL-33 in an attempt to synergize
with other cytokines of the inflammasome plat-
form (such as rIL-1b, which is indispensable for
the success of cell-death inducers). rIL-33 could
indeed activate iNKT cells in spleens of treated
mice41 (data not shown). However, at any dosing,
rIL-33 did not add any benefit to the anti-tumor
effects mediated by chemotherapy (C57BL/6 mice
bearing established MCA205 tumors) or radiother-
apy (Balb/c mice bearing established TSA tumors)
(Fig. 2A). This could be accounted for by the high
expression levels of IL-33 recovered pre-and post-
chemotherapy or radiotherapy in tumor beds re-
gardless of the efficacy of the therapy (Fig. 2B).

Use of αGal-Cer
The antitumor properties of iNKT cells in mice
have been reviewed elsewhere.42 Our ability to
actively and reliably manipulate iNKT in mice and
humans has broad therapeutic potential in can-
cer. Alpha-galactosylceramide ("Gal-Cer) is a syn-
thetic glycolipid derived from a marine sponge
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Figure 2. Impact of IL-33/ST2 in the efficacy of chemo- and
radiotherapy. (A) Balb/c or C57BL/6 mice bearing established
TSA or MCA205 tumors were treated with local irradiation (RX)
or mitoxantrone (MX), respectively, and/or injected i.p. every
3 days with rIL-33 (4 !g/mouse). Tumor sizes were calculated
using a caliper as means of diameters ± SEM of 5 mice/group,
two experiments reaching similar results. (B) Tumor burdens
were carefully removed, dissociated, and monitored after protein
extraction by ELISA for the presence of IL-33 before, 3 days, and
7 days after local irradiation. ELISA results are shown as means
of values for 5 tumors/group.

that has been widely used in mouse tumor mod-
els43,44 and human malignancies alone or to-
gether with DC45,46,47 to harness NKT cells against
cancer owing to its capacity to amplify NKT cells and
generate a cytokine storm. Alternate ligands har-
nessing gycolipid-reactive CD1d restricted T cells
are being developed for clinical use.

We used !Gal-Cer together with doxorubicin,
oxaliplatin or X Rays in a mouse colon cancer,
a thymoma or a breast cancer model respectively
along with !Gal-Cer administered either shortly
(the next day) or every other 3 days for a week. As
shown in Figure 3, !GalCer (delivered either sub-
cutaneously or intravenously) failed to boost tumo-
ricidal activity of immunogenic chemotherapy or
radiotherapy.

Immunochemotherapy combining tumor
vaccines and TLR3L is efficient

TLR recognize pathogen associated molecular pat-
terns and are critical in linking innate and adaptive
immune responses. TLR agonists are being clinically

evaluated for their adjuvant effects on the immune
system against various types of cancer, including
leukemias, prostate and ovarian cancers, and gas-
trointestinal malignancies.48 Since TLR4 was “natu-
rally” involved in the immunogenicity of cell death
while TLR3 and TLR9 were not,10 we first inves-
tigated the capacity of TLR3 and TLR9 agonists
to boost the TLR4-dependent antitumor effects of
X-rays against TS/A mammary cancer.49 We failed
to observe that polyinosinic : polycytidylic acid (a
TLR3L, poly[I:C]) or CpG oligodeoxynucleotide (a
TLR9L) synergized with local irradiation in WT an-
imals while both adjuvants could compensate for
the lack of efficacy of the therapy in TLR4-deficient
hosts.49 Moreover, the polyadenylic : polyuridylic
acid (poly[A:U]) could not synergize with oxali-
platinum against established B16 melanoma cell line
expressing ovalbumin protein (B16-OVA) or GL26
glioblastoma.50 We hypothetized that T cell prim-
ing triggered through oxaliplatinum alone in the
draining lymph nodes of B16OVA treated tumors
was insufficient to control tumor progression even
in the presence of a potent TLR3 adjuvant. To go
beyond the threshold of T cell priming reaching a
clinical efficacy, we combined oxaliplatinum with
poly(A:U) to a potent cancer vaccine.

Combining oxaliplatinum + TLR3L with
cancer vaccines
Using a murine melanoma model genetically mod-
ified to overexpress OVA candidate tumor antigen
(B16-OVA), we demonstrated the synergistic an-
titumor effects between a prime vaccination with
the holoprotein OVA admixed with CpG ODN
and subsequent oxaliplatinum-based chemotherapy
followed by repeated intraperitoneal injections of
poly(A:U). Indeed, administration of the vaccine
before the combination of oxaliplatin and poly(A:U)
significantly retarded tumor growth and prolonged
the survival of B16OVA tumor-bearing mice, lead-
ing to 12% complete regressions.50 In contrast, each
component alone or combined with a second one
failed to control the disease. We could demon-
strate that the OVA-CpG ODN vaccine triggered
SIINFEKL and OVA-specific Tc1 and CD4+ T cell
responses in the draining lymph nodes, respec-
tively. Moreover, SIINFEKL-specific CD8+ T cells
expressed high levels of chemokine (C-X-C motif)
receptor (CXCR) 3 and accumulated in tumor beds
after completion of the tri-therapy.50
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Figure 3. Combinatorial effects of !Gal-Cer and chemo- or radiotherapy. (A) EL-4 tumors were established in wild-type mice.
When the tumors reached 80 mm2 in size, mice were either left untreated or treated with i.p. oxaliplatine (OX) and with !Gal-Cer
(100 ng either subcutaneously or intravenously, either the next day after oxaliplatine or every other 3 days for a week). (B) Balb/c
mice bearing established TSA tumors were treated with local irradiation (RX) and injected subcutaneously with !Gal-Cer. Tumor
sizes were calculated using a caliper as means of diameters ± SEM of 5 mice/group, two experiments reaching similar results (A, B).
∗
P < 0.05.

In a second independent tumor model (GL26),
the vaccine was composed of syngeneic dying tu-
mor cells (their apoptosis being induced with
doxorubicin combined with IFN type 1). Here
again, prime inoculation of the tumor vaccine
followed by oxaliplatinum + poly(A:U) markedly
inhibited tumor progression50 and each of three
therapeutic components was mandatory for the pro-
longed survival of the tumor bearing mice.

In search for the mechanism of synergistic
effects of immunochemotherapy
TLR3L were shown to mediate potent adjuvant ef-
fects through direct activation of NK cells, enhan-
cement of antigen-specific CD8+ T cell responses,
and promotion of antigen cross-priming by DC.
Poly(A:U) has been used in past clinical trials with
the aim of inducing an IFN-mediated anticancer
immune response.51,52 However, TLR3 is not only
expressed by immune cells but also by various types
of epithelial or hematopoietic tumor cells, includ-
ing leukaemias,53 prostate cancer,54 melanoma,55

ovarian cancer, gastrointestinal malignancies, and
breast cancers.56 Interestingly, TLR3 signaling in
melanoma and breast cancer cells can directly in-
hibit the proliferation of carcinoma cells or even
induce apoptosis when combined with protein syn-
thesis inhibitors or type I IFN.56

Consequently, we undertook the dissection of the
direct (on tumor cells) versus the indirect (on im-

mune cells) effects of poly(A:U) during its efficacy
combined with oxaliplatinum and tumor vaccines.

Taking advantage of our two models—B16OVA
and GL26—that both express TLR3 in vitro and
in vivo, we investigated the direct and/or the in-
direct anti-tumor effects of poly(A:U). Interest-
ingly, the tri-therapy failed to control tumor growth
in both, Trif (the adaptor of TLR3 signaling)-
deficient mice and in WT mice inoculated with
tumor cells engineered to express a short hairpin
RNA (shRNA) specific for tumoral Trif.50 These
findings suggest that poly(A:U) might exert direct
effects both on the host’s immune system and on
the tumor parenchyma. Indeed, we confirmed that
poly(A:U) triggered the concomitant release both
in vitro and in vivo of a variety of chemokines,
including chemokine (C-C motif) ligand (CCL)5
(RANTES) and chemokine (C-X-C motif) ligand
(CXCL)10 (IP10), from TLR3-expressing tumors in
a Trif-dependent manner.50

To investigate the impact of these two chemokines
on the synergistic effects of the immunochemother-
apy, both CCL5/CCR5 and CXCL10/CXCR3 signal-
ing pathways were independently inhibited. Surpris-
ingly, blockade of the CCL5/CCR5 pathway—using
CCR5 deficient mice, MetRantes (a pharmacologic
inhibitor of CCL5), or a shRNA that knocks down
CCL5 at the level of tumor cells—improved the effi-
cacy of the tri-therapy.50 In contrast, blockade of the
CXCL10/CXCR3 pathway—using CXCR3 deficient
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Figure 4. Putative scenario unraveling the dual role of TLR3L on cancer. Some tumor epithelia may express basal levels of TLR3.
Upon systemic administration of TLR3 agonists, type I IFN is produced by the host (in a TRIF-dependent manner), acting on
type I IFNR-expressing tumor cells to augment the TLR3 expression. This threshold of TLR3 signaling in tumor cells promotes
the production of several chemokines, including CCL5 and CXCL10. CCL5 stimulates CCR5-expressing immunosuppressors,
while CXCL10 stimulates CXCR3 expressing immune effectors, presumably IFN-!–producing CTL (elicited by a vaccine or an
immunogenic treatment). As a result, the inhibition of CCR5 with MetRantes has a beneficial effect on the efficacy of TLR3-based
immunochemotherapies.

mice or anti-CXCL10 Abs—abolished the benefi-
cial effects of the tri-therapy.50 These results indi-
cate that poly(A:U) elicits two opposing effects at
the level of the tumor parenchyma: one beneficial
through CXCR3 and one deleterious through CCR5
that need to be uncoupled to boost the efficacy of
immunochemotherapy.50 The conceivable scenario
is that tumor vaccine and oxaliplatinum act in con-
cert to induce potent antitumor CXCR3 expressing
Tc1 responses that are recruited into tumor beds
through a direct activity of poly (A:U) onto TLR3
expressing tumor cells (Fig. 4).

Conclusion

The comprehensive understanding of the molecular
mechanisms underlying the immunological efficacy

of chemotherapy may have several consequences on
the future management of cancer patients. First, we
will subcategorize the drugs mediating or not me-
diating an immunogenic cell-death pathway (pref-
erentially among those triggering an ER stress re-
sponse). Second, we will analyze tumor signatures
associated with an immunogenic cell-death path-
way (i.e., markers such as CDAMPs that should be
expressed by tumor cells during chemotherapy) that
enable the diagnosis of susceptible versus resistant
tumor parenchyma to an immune contribution after
the cytotoxic hit. Third, we will draw a cartography
of all the immune defects at the level of the receptors
for CDAMPs (designed from SNPs or CNVs) that
preclude optimal response to chemotherapy. Finally,
we should be able to select the best adjuvants syn-
ergizing with immunogenic chemotherapy in hosts
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bearing functional immune systems or to design tar-
geted compounds to compensate for immune de-
fects hampering the immunological properties of
chemotherapy.

Conflict of Interest

The authors declare no conflict of interest.

References

1. Rosenberg, S.A. et al. 1988. Use of tumor-infiltrating
lymphocytes and interleukin-2 in the immunotherapy of
patients with metastatic melanoma. A preliminary report.
N. Engl. J. Med. 319: 1676–1680.

2. Kenter, G.G. et al. 2009. Vaccination against HPV-16 onco-
proteins for vulvar intraepithelial neoplasia. N. Engl. J. Med.
361: 1838–1847.

3. Hodi, F.S. et al. 2010. Improved survival with Ipilimumab
in patients with metastatic melanoma. N. Engl. J. Med. 363:
711–723.

4. Dendreon. 2006. Sipuleucel-T: APC 8015, APC-8015,
prostate cancer vaccine–Dendreon. Drugs R. D. 7: 197–201.

5. Zitvogel, L. et al. 2008. Immunological aspects of cancer
chemotherapy. Nat. Rev. Immunol. 8: 59–73.

6. Haynes, N.M. et al. 2008. Immunogenic anti-cancer
chemotherapy as an emerging concept. Curr. Opin. Im-
munol. 20: 545–557.

7. Zitvogel, L. & G. Kroemer. 2009. Anticancer im-
munochemotherapy using adjuvants with direct cytotoxic
effects. J. Clin. Invest. 119: 2127–2130.

8. Ma, Y. et al. 2010. Chemotherapy and radiotherapy: cryptic
anticancer vaccines. Semin. Immunol. 22: 113–124.

9. Obeid, M. et al. 2007. Calreticulin exposure dictates the
immunogenicity of cancer cell death. Nat. Med. 13: 54–61.

10. Apetoh, L. et al. 2007. Toll-like receptor 4-dependent contri-
bution of the immune system to anticancer chemotherapy
and radiotherapy. Nat. Med. 13: 1050–1059.

11. Ghiringhelli, F. et al. 2009. Activation of the NLRP3 in-
flammasome in dendritic cells induces IL-1beta-dependent
adaptive immunity against tumors. Nat. Med. 15: 1170–
1178.

12. Zitvogel, L., O. Kepp & G. Kroemer. 2010. Decoding cell
death signals in inflammation and immunity. Cell 140: 798–
804.

13. Zitvogel, L. et al. 2008. The anticancer immune response:
indispensable for therapeutic success? J. Clin. Invest. 118:
1991–2001.

14. Schulz, O. et al. 2005. Toll-like receptor 3 promotes cross-
priming to virus-infected cells. Nature 433: 887–892.

15. Albert, M.L., B. Sauter & N. Bhardwaj. 1998. Dendritic cells
acquire antigen from apoptotic cells and induce class I-
restricted CTLs. Nature 392: 86–89.

16. Kepp, O. et al. 2009. Immunogenic cell death modalities and
their impact on cancer treatment. Apoptosis 14: 364–375.

17. Locher, C. et al. 2009. Witch hunt against tumor cells en-
hanced by dendritic cells. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1174: 51–60.

18. Aymeric, L. et al. 2010. Tumor cell death and ATP release
prime dendritic cells and efficient anticancer immunity.
Cancer Res. 70: 855–858.

19. Basu, S. & P.K. Srivastava. 1999. Calreticulin, a peptide-
binding chaperone of the endoplasmic reticulum, elicits
tumor- and peptide-specific immunity. J. Exp. Med. 189:
797–802.

20. Maattanen, P. et al. 2006. ERp57 and PDI: multifunctional
protein disulfide isomerases with similar domain architec-
tures but differing substrate-partner associations. Biochem.
Cell Biol. 84: 881–889.

21. Panaretakis, T. et al. 2009. Mechanisms of pre-apoptotic
calreticulin exposure in immunogenic cell death. EMBO J.
28: 578–590.

22. Obeid, M. et al. 2007. Ecto-calreticulin in immunogenic
chemotherapy. Immunol. Rev. 220: 22–34.

23. Obeid, M. et al. 2007. Leveraging the immune system during
chemotherapy: moving calreticulin to the cell surface con-
verts apoptotic death from “silent” to immunogenic. Cancer
Res. 67: 7941–7944.

24. Andersson, U. et al. 2002. HMGB1 as a DNA-binding cy-
tokine. J. Leukoc. Biol. 72: 1084–1091.

25. Bell, C.W. et al. 2006. The extracellular release of HMGB1
during apoptotic cell death. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 291:
C1318–C1325.

26. Shiratsuchi, A. et al. 2004. Inhibitory effect of Toll-like
receptor 4 on fusion between phagosomes and endo-
somes/lysosomes in macrophages. J. Immunol. 172: 2039–
2047.

27. Martinon, F. et al. 2007. NALP inflammasomes: a central
role in innate immunity. Semin. Immunopathol. 29: 213–
229.

28. Tschopp, J., F. Martinon & K. Burns. 2003. NALPs: a novel
protein family involved in inflammation. Nat. Rev. Mol. Cell
Biol. 4: 95–104.

29. Agostini, L. et al. 2004. NALP3 forms an IL-1beta-
processing inflammasome with increased activity in Muckle-
Wells autoinflammatory disorder. Immunity 20: 319–
325.

30. Poyet, J.L. et al. 2001. Identification of Ipaf, a human caspase-
1-activating protein related to Apaf-1. J. Biol. Chem. 276:
28309–28313.

31. Martinon, F., K. Burns & J. Tschopp. 2002. The inflamma-
some: a molecular platform triggering activation of inflam-
matory caspases and processing of proIL-beta. Mol. Cell. 10:
417–426.

32. Franchi, L. et al. 2007. Differential requirement of P2×7 re-
ceptor and intracellular K+ for caspase-1 activation induced
by intracellular and extracellular bacteria. J. Biol. Chem. 282:
18810–18818.

33. Sluyter, R., A.N. Shemon & J.S. Wiley. 2004. Glu496 to Ala
polymorphism in the P2×7 receptor impairs ATP-induced
IL-1 beta release from human monocytes. J. Immunol. 172:
3399–3405.

34. Jaiswal, S. et al. 2009. CD47 is upregulated on circulating
hematopoietic stem cells and leukemia cells to avoid phago-
cytosis. Cell 138: 271–285.

35. Majeti, R. et al. 2009. CD47 is an adverse prognostic factor
and therapeutic antibody target on human acute myeloid
leukemia stem cells. Cell 138: 286–299.

36. Frey, B. et al. 2009. AnnexinA5 renders dead tumor cells
immunogenic-implications for multimodal cancer thera-
pies. J. Immunotoxicol 6: 209–216.

Ann. N.Y. Acad. Sci. 1209 (2010) 99–108 c© 2010 New York Academy of Sciences. 107

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 2 : Ma Y. et al., 2011 
 

 174 

Article

The Rockefeller University Press $30.00
J. Exp. Med. Vol. 208 No. 3 491-503
www.jem.org/cgi/doi/10.1084/jem.20100269

491

CORRESPONDENCE  
Laurence Zitvogel: 
zitvogel@igr.fr 
OR 
Guido Kroemer: 
kroemer@orange.fr

Abbreviations used: AhR, aryl 
hydrocarbon receptor; BMDC, 
BM-derived DC; CIg, isotype 
control Ig; DX, doxorubicin; 

 T17, IL-17A–producing  
T cell; MTX, mitoxantrone; 
OX, oxaliplatin; Tc1, IFN- –
producing CD8+ T cell; TIL, 
tumor-in!ltrating lymphocyte; 
TR, tumor regression.

Contribution of IL-17–producing  T cells 
to the e!cacy of anticancer chemotherapy

Yuting Ma,1,6 Laetitia Aymeric,1,6 Clara Locher,1,6 Stephen R. Mattarollo,8 
Nicolas F. Delahaye,1 Pablo Pereira,9 Laurent Boucontet,9  
Lionel Apetoh,10,11,12 François Ghiringhelli,10,11,12 Noëlia Casares,13  
Juan José Lasarte,13 Goro Matsuzaki,14 Koichi Ikuta,15 Bernard Ry"el,16 
Kamel Benlagha,17 Antoine Tesnière,2 Nicolas Ibrahim,5  
Julie Déchanet-Merville,18 Nathalie Chaput,1,3 Mark J. Smyth,8  
Guido Kroemer,2,4,19,20,21 and Laurence Zitvogel1,3,7

1Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM) U1015, 2INSERM U848, 3Center of Clinical Investigations 
in Biotherapies of Cancer (CICBT) 507, 4Metabolomics Platform, 5Department of BioPathology, Institut Gustave Roussy, 94800 
Villejuif, France

6École Doctorale de Cancérologie de l’Universite Paris-Sud XI, 94800 Villejuif, France
7Faculté de Médecine de l’Université Paris-Sud XI, 94270 Le Kremlin-Bicêtre, France
8Cancer Immunology Program, Peter MacCallum Cancer Centre, East Melbourne, 3002, Victoria, Australia
9Développement des Lymphocytes, INSERM U668, Institut Pasteur, 75015 Paris, France
10INSERM U866, 21000 Dijon, France
11Department of Medical Oncology, Georges François Leclerc Center, 21000, Dijon, France
12Faculty of Medicine and Pharmacy, University of Burgundy, 21000 Dijon, France
13Division of Hepatology and Gene Therapy, Centre for Applied Medical Research (CIMA), University of Navarra, 31008 
Pamplona, Spain

14Molecular Microbiology Group, COMB, Tropical Biosphere Research Center, University of the Ryukyus, Okinawa 903-0213, Japan
15Laboratory of Biological Protection, Department of Biological Responses, Institute for Virus Research, Kyoto University, 
Kyoto 606-8507, Japan

16Molecular Immunology and Embryology, Centre National de la Recherche Scienti!que (CNRS), IEM 2815, 45071 Orléans, France
17INSERM Unité 561/Groupe AVENIR, Hôpital Cochin St. Vincent de Paul, Université Descartes, 75014 Paris, France
18CNRS, UMR 5164, Université Bordeaux 2, 33076 Bordeaux, France
19Centre de Recherche des Cordeliers, 75006 Paris, France
20Pôle de Biologie, Hôpital Européen Georges Pompidou, AP-HP, 75015 Paris, France
21Faculté de Médecine, Université Paris René Descartes, Paris, France

By triggering immunogenic cell death, some anticancer compounds, including anthracyclines 
and oxaliplatin, elicit tumor-speci!c, interferon- –producing CD8+  T lymphocytes (Tc1 
CTLs) that are pivotal for an optimal therapeutic outcome. Here, we demonstrate that chemo-
therapy induces a rapid and prominent invasion of interleukin (IL)-17–producing  (V 4+ 
and V 6+) T lymphocytes (  T17 cells) that precedes the accumulation of Tc1 CTLs within 
the tumor bed. In T cell receptor /  or V 4/6 /  mice, the therapeutic ef!cacy of chemo-
therapy was compromised, no IL-17 was produced by tumor-in!ltrating T cells, and Tc1 CTLs 
failed to invade the tumor after treatment. Although  T17 cells could produce both IL-17A 
and IL-22, the absence of a functional IL-17A–IL-17R pathway signi!cantly reduced tumor-
speci!c T cell responses elicited by tumor cell death, and the ef!cacy of chemotherapy in 
four independent transplantable tumor models. Adoptive transfer of  T cells restored the 
ef!cacy of chemotherapy in IL-17A /  hosts. The anticancer effect of infused  T cells was 
lost when they lacked either IL-1R1 or IL-17A. Conventional helper CD4+  T cells failed to 
produce IL-17 after chemotherapy. We conclude that  T17 cells play a decisive role in 
chemotherapy-induced anticancer immune responses.

© 2011 Ma et al. This article is distributed under the terms of an Attribution–
Noncommercial–Share Alike–No Mirror Sites license for the !rst six months after 
the publication date (see http://www.rupress.org/terms). After six months it is 
available under a Creative Commons License (Attribution–Noncommercial–Share 
Alike 3.0 Unported license, as described at http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-sa/3.0/).

The current management of cancer patients re-
lies upon the therapeutic use of cytotoxic agents 
that are supposed to directly destroy cancer cells 
through a diverse array of cell death pathways. 
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(and perhaps the targets) of IL-17 in the tumor microenvi-
ronment may determine whether this cytokine negatively or 
positively a!ects tumor growth. Whether conventional anti-
cancer therapies such as chemotherapy and radiotherapy 
modulate IL-17 secretion and/or Th17 polarization remains 
to be explored (Maniati et al., 2010).

Similarly, the contribution of  T cells in tumor immuno-
surveillance is still elusive (Hayday, 2009). In humans, V 1+  
T cells have been shown to mediate immunosuppressive ac-
tivities (Peng et al., 2007) or, on the contrary, to be associated 
with a reduced occurrence of cancers in transplanted patients 
bearing a CMV infection (Déchanet et al., 1999; Couzi et al., 
2010) and with long-term relapse-free survival after BM 
transplantation (Godder et al., 2007). V 2+  T cells can be 
activated by various synthetic ligands to produce Th1-like cyto-
kines, exhibit cytotoxic functions against tumors (Kabelitz  
et al., 2007), and mediate antitumor e!ects in patients (Wilhelm 
et al., 2003; Dieli et al., 2007). Although various  T cell 
subsets are capable of producing IL-17 during microbial in-
fection or autoimmune disorders of mice (Shibata et al., 2007; 
O’Brien et al., 2009), very little is known about the incidence 
and functional relevance of IL-17–producing  T cells (that 
we termed  T17) in cancer (Gonçalves-Sousa et al., 2010). 

 T17 cells have been reported to share most phenotypic 
markers with Th17 cells (expressing CCR6, ROR t, aryl hy-
drocarbon receptor [AhR], IL-23R, IL-17A, and IL-22; Martin 
et al., 2009).  T17 cells depend upon TGF-  but not IL-23 
or IL-6 for their development and maintenance (Do et al., 
2010) and can be activated by IL-1  plus IL-23 (Sutton et al., 
2009). They are unrestricted by V  usage (although they are 
mostly V 4 in the context of mycobacteria [Martin et al., 
2009] and experimental autoimmune encephalitis [Sutton  
et al., 2009]). Recent work suggests that thymic selection does 
little to constrain  T cell antigen speci"cities, but instead de-
termines their e!ector fate. When triggered through the TCR, 
ligand-experienced cells secrete IFN- , whereas ligand-naive 

 T cells produce IL-17 (Jensen et al., 2008). CD27+  thy-
mocytes expressed LT R and genes associated with a Th1 
phenotype, in contrast to CD27   thymocytes which give 
rise to IL-17–producing  cells (Ribot et al., 2009).

Therapy-induced immunogenic tumor cell death that 
stimulates a therapeutic anticancer immune response can be 
expected to in#uence the composition and/or the architec-
ture of tumor immune in"ltrates, which in turn contribute to 
the control of residual tumor cells. Here, we demonstrate that 
both IL-17A/IL-17RA signaling and  T cells are required 
for optimal anticancer responses and that the source of IL-17A  
is the  T population during immunogenic chemotherapy 
and radiotherapy. We show that an early tumor in"ltration by 

 T17 cells is a prerequisite for optimal tumor colonization 
of IFN- –producing CD8+ T cells.  T cell activation de-
pends on IL-1R1 and IL-1  (but not IL-23) produced by 
DCs in response to immunogenic dying tumor cells. Finally, 
the adoptive transfer of WT  T17 cells can restore the ther-
apeutic e$cacy of anticancer chemotherapy that is compro-
mised in IL-17A /  hosts.

Nonetheless, several lines of evidence point to a critical con-
tribution of the host immune system to the therapeutic activ-
ity mediated by tumoricidal agents (Nowak et al., 2002, 2003). 
Indeed, in some instances, the cell death triggered by chemo-
therapy or radiotherapy allows recognition of dying (anthra-
cycline-treated or irradiated) tumor cells by antigen-presenting 
cells, thus eliciting a tumor-speci"c cognate immune response 
for tumor resolution. Whether cell death is immunogenic or 
not depends on the presence of tumor-speci"c antigens, as 
well as on the lethal hit. Thus, oxaliplatin (OX) and anthracy-
clines induce immunogenic cell death, whereas other chemo-
therapeutic agents such as cisplatin and alkylating agents tend 
to induce nonimmunogenic cell death (Casares et al., 2005; 
Obeid et al., 2007). Stressed and dying tumor cells may emit 
a particular pattern of “danger signals,” and these cell death–
associated molecules are either exposed on the surface of  
dying cells or secreted into the microenvironment. The com-
bined action of “"nd-me” and “eat-me” signals, together with 
the release of hidden molecules that are usually secluded 
within live cells may in#uence the switch between silent 
corpse removal and in#ammatory reactions that stimulate the 
cellular immune response (Zitvogel et al., 2010). We initially 
described the crucial importance of an eat-me signal represented 
by the early translocation of the endoplasmic reticulum resi-
dent calreticulin–ERp57 complex to the plasma membrane 
for the immunogenicity of tumor cell death (Obeid et al., 
2007; Panaretakis et al., 2008, 2009). Next, we showed that 
the nuclear alarmin HMGB1 must be released into the tumor 
microenvironment to engage TLR4 on host DCs to facilitate 
antigen processing and presentation (Apetoh et al., 2007). We 
also reported that ATP released from dying tumor cells could 
trigger the purinergic P2RX7 receptor on host DC, stimulat-
ing the release of IL-1 , which in turn facilitates the priming 
of CD8+ tumor-speci"c T cells for IFN-  production that is 
indispensable for the success of chemotherapy (Ghiringhelli 
et al., 2009).

Although the contribution of IFN-  to tumor surveil-
lance and anticancer immune responses is clearly established, 
that of the IL-17A–IL-17R pathway remains controversial 
(Martin-Orozco and Dong, 2009; Muranski and Restifo, 
2009; Ngiow et al., 2010). In tumor models where CD4+  
T cells are the source of IL-17, this cytokine could induce 
Th1-type chemokines, recruiting e!ector cells to the tumor 
microenvironment (Kryczek et al., 2009) or promote IL-6–
mediated Stat3 activation, acting as a protumorigenic trigger 
(Kortylewski et al., 2009; Wang et al., 2009). Tumor-speci"c 
Th17 exhibited stronger therapeutic e$cacy than Th1 cells 
upon adoptive transfer, and converted into e!ective IFN-  
producers (Muranski et al., 2008) and/or triggered the ex-
pansion, di!erentiation, and tumor homing of tumor-speci"c 
CD8+ T cells (Martin-Orozco et al., 2009). IL-17–producing 
CD8+ T cells also reduced the volume of large established  
tumors and could di!erentiate into long-lasting IFN-  pro-
ducers (Hinrichs et al., 2009). In contrast, Kwong et al. 
(2010) described a tumor-promoting, IL-17–producing TCR 

+CD8+ cell subset. Therefore, the heterogeneous source 
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CD8+ T and  T cells were polarized to become potent pro-
ducers of IFN-  and IL-17, respectively. DX-based chemo-
therapy substantially enhanced IFN-  production by CD8+ and 
CD4+ TILs, as well as IL-17 production by  TILs (Fig. 1 G).

 T17 cells preceded and predicted the accumulation  
of Tc1 CTLs in tumor beds after chemotherapy
Kinetic experiments revealed that  TILs invaded MCA205 
tumor beds and produced IL-17 shortly after chemotherapy, 
with signi!cant increases ( 9-fold) over the background 4 d 
after DX injection (Fig. 2 A, left).  TILs still rapidly divided 
(as indicated by the expression of Ki67) 8 d after DX treat-
ment (Fig. 2 B). This early induction of IL-17–producing  
T cells (Fig. 2 C, left) contrasted with the comparatively late 
induction of IFN- –producing CD8+ T cells, which emerged 
sharply 8 d after chemotherapy (Fig. 2 C, right) and rapidly 
proliferated (Fig. 2 B). Altogether, anthracyclines induced an 
early Th17-biased in"ammation together with a marked Th1 
polarization in MCA205 tumor beds, associated with a brisk 
in!ltration of  T17 cells followed by Tc1 e#ectors.

To generalize these !ndings, we systematically immuno-
phenotyped TILs in CT26 colon cancer treated by a single 
intratumoral injection of DX, which signi!cantly retarded  
tumor growth (Fig. 3 A). Indeed, the majority of IL-17A+ 
TILs were CD45+CD3bright. They failed to express CD4, but 
were positively stained with anti-TCR –speci!c antibodies 
(Fig. S2 A). Consistently, chemotherapy dramatically increased 
the frequency of IFN- –producing CD8+ T lymphocytes 
(Tc1; Fig. 3 B) and IL-17A–producing  T cells (  T17; 
Fig. 3 C) in the tumor microenvironment. Next, we moni-
tored transplantable TS/A mammary carcinomas treated with 
local radiotherapy, which operates in a T cell–dependent 
manner (Apetoh et al., 2007). Irradiation of TS/A tumors led 
either to tumor regression or to no response, and hence tumor 
progression (Fig. 3 D). An accumulation of both Tc1 (Fig. 3 E) 
and  T17 (Fig. 3 F) lymphocytes was found in those  
tumors that responded to radiotherapy, but not in those that 
continued to progress or in untreated controls. Importantly, in 
each of the three tumor models that we tested, a clear correla-
tion was observed between tumor invading  T17 and Tc1 
cells (Fig. 3 G).

 T17 TILs were preponderantly CD44+ CD62L  CD69+ 
and Granzyme B+. They did not express CD24, c-kit, NKG2D, 
CD27 (a thymic determinant for IFN- –producing   
T cells; Ribot et al., 2009), SCART2 (a speci!c marker for 
peripheral IL-17–producing cells which can be down-regulated 
upon activation; Kisielow et al., 2008), or CD122 (a marker 
for self antigen-experienced  T cells with potential to pro-
duce IFN-  (Jensen et al., 2008; unpublished data). FACS in-
dicated that 60% of  T17 used V 4 chain (nomenclature 
of V  genes according to Heilig and Tonegawa [1986]), but 
expression of V 1 and V 7 chain was rarely found (Fig. S2 B). 
We then sorted V 1 V 4 V 7   T17 TILs (Fig. S2 C) and 
performed single-cell PCRs and sequencing (Pereira and 
Boucontet, 2004) to examine their V  chain usage. The ma-
jority of these cells (21 of 23 clones) contained functional 

RESULTS
A marked Th1 pattern 8 d after chemotherapy
Anthracyclines induce immune responses that culminate in 
CD8+ T cell– and IFN- /IFN- R–dependent antitumor  
e#ects (Ghiringhelli et al., 2009). To further study chemo-
therapy-induced immune e#ectors at the site of tumor retar-
dation, we performed quantitative RT-PCR to compare the 
transcription pro!le of 40 immune gene products expressed 
in MCA205 tumors, which were controlled by the anthracy-
cline doxorubicin (DX) 8 d after treatment (Fig. 1 A, top), 
with that of progressing, sham-treated (PBS) tumors (Fig. 1 A, 
bottom). Several Th1-related gene products were speci!cally 
induced in regressing tumors (Fig. 1 B). In particular, the Th1 
transcription factors Eomes and Tbx21 (also called T-bet) and 
their target, IFN- , were increased by 4–5 fold in DX versus 
PBS-treated tumors (Fig. 1 C, left). Unsupervised hierarchical 
clustering indicated that IFN-  production correlated with 
that of the quintessential Th1 transcription factor, Tbx21.  
By day 8, the protein levels of IFN-  also increased in 
DX-treated MCA205 sarcomas (Fig. 1 D, left). Other sur-
rogate markers of Th1 responses (lymphotoxin- , Ccl5, 
Cxcl10, Cxcl9, and TNF) were also signi!cantly induced at 
the mRNA level after DX treatment (Fig. 1, B and C, left). 
Another set of gene products was also overexpressed in the 
context of DX-induced tumor regression. These genes en-
coded IL-7R, IL-21, AhR, Cxcl2, and Foxp3, suggesting 
that in"ammation and/or tissue repair occurred in the  
tumor bed (Fig. 1, B and C, right). Indeed, by day 3 after 
chemotherapy, the protein levels of the in"ammatory cytokine 
IL-17 were signi!cantly increased within tumor homogenates 
(Fig. 1 D, right).

Reinforcing this !nding, we found that AhR, a sensor of 
small chemical compounds, is involved in the success of  
anthracycline-based therapy in this model. AhR is recognized 
as a transcriptional regulator for the optimal IL-17–associated 
immune response, promoting the di#erentiation and/or mainte-
nance of IL-17–producing cells (Esser et al., 2009). CH-223191 
is a pure antagonist of AhR because it does not have any ago-
nist actions up to 100 µM (Kim et al., 2006). Blocking AhR 
with CH-223191 markedly reduced the e$cacy of DX on 
established cancers in vivo (Fig. S1 A). This contrasts with the 
observation that CH-223191 had no cell autonomous e#ects 
on the tumor cells, alone or in combination with anthracy-
clines (Fig. S1 B).

DX (compared with PBS) induced a threefold increase in 
the proportions of both IFN- – and IL-17–producing  
tumor-in!ltrating lymphocytes (TILs) as tested by "ow cytom-
etry (FACS; Fig. 1 E). To identify the cellular source of IFN-  
and IL-17, TILs were immunophenotyped by cell surface 
staining and intracellular detection of the cytokines with 
FACS. Careful analyses revealed that the major source of 
IFN-  was CD8+ T cells, whereas that of IL-17 was mostly 
TCR + T cells rather than CD4+ Th17 cells 8 d after che-
motherapy in MCA205 sarcomas (Fig. 1 F). We further ana-
lyzed the IFN-  and IL-17 production by each subset of 
TILs. CD4+ T cells could secrete IFN- , but rarely IL-17. 
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Figure 1. Th1 and Th17 immune response in tumors after chemotherapy. (A) Mice bearing MCA205 tumors were treated with PBS (solid symbols) or 
DX (open symbols) intratumorally at day 7 after tumor inoculation. Tumor growth was monitored at the indicated time points. (B and C) 8 d after chemo-
therapy (day 15 after tumor inoculation), tumor homogenates in PBS and DX groups were tested by quantitative RT-PCR (qRT-PCR). (B) Fold changes of gene 
expression are shown as a heat map. (C) Th1- and Th17-related gene expression in DX versus PBS groups (with a fold change >2) are listed. (D) Measurements 
of IFN-  and IL-17A protein in tumor homogenates by ELISA at the indicated time points. (E and F) Single-cell suspension of MCA205 tumors (day 8 after DX) 
were analyzed by FACS. (E) Expression of IFN-  and IL-17A in TILs was tested by intracellular staining gated on live, CD45+ and CD3+ cells. (F) IFN- + and  
IL-17A+ cells were gated, and the proportions of CD3+ CD8+ cells and CD3+ TCR + cells were examined in DX-treated tumors. A typical dot plot analysis (left) 
and the absolute numbers of Th17 and  T17 cells in the whole tumors (right) are shown. (G) IFN-  and IL-17A production by total CD4+, CD8+, and TCR + 
TILs. Representative FACS plots in DX-treated tumors (left) and the percentages in PBS- or DX-treated tumors (right) are shown. Each group contained at least 
!ve mice, and each experiment was performed at least twice, yielding similar results. Graphs depict mean ± SEM of fold change of gene expression (C), pro-
tein content (D), percentages, or absolute numbers of positive cells (E and G). *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.
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abolished antigen-speci!c T cell priming in re-
sponse to dying cells, yet had no negative e"ect 
on T cell priming by OVA holoprotein admixed 
with CpG oligodeoxynucleotides (Fig. 5 A, left). 
Consistently, a neutralizing anti–IL-17A anti-
body, but not the isotype control Ig (CIg), 
markedly impaired the OVA-speci!c T cell in-
duced by OX-treated EG7 (Fig. 5 A, right). Be-
cause Th1/Tc1 immune responses against dying 

tumor cells mediate a prophylactic protection against rechal-
lenge with live tumor cells (Apetoh et al., 2007; Ghiringhelli 
et al., 2009), we addressed the functional relevance of the  
IL-17A–IL-17RA pathway in this setting. Subcutaneous in-
jection of mitoxantrone (MTX)-treated MCA205 sarcoma 
cells could protect WT mice, but not athymic nude mice, 
against rechallenge with live MCA205 tumor cells (Fig. 5 B). 
The e#cacy of this vaccination was attenuated in IL-17RA /  
mice. Because IL-17 was not signi!cantly produced by CD4+ 
or CD8+ T cells, neither in tumor beds during chemotherapy 
(Fig. 1 G) nor in the tumor draining LNs (unpublished data), 
we refrained from investigating Th17 cells and rather focused 
on  T and NKT cells as potential IL-17 producers (Mills, 
2008; Pichavant et al., 2008) that might contribute to the anti-
cancer vaccination by dying tumor cells. Although CD1d /  
mice, which lack all NKT population (Godfrey et al., 2010), 
were undistinguishable from WT controls in their ability to 
resist live tumor cells rechallenge after a dying tumor cell vac-
cine, V 4/6 /  mice (Sunaga et al., 1997) exhibited a reduced 
capacity to mount this anticancer immune response (Fig. 5 B). 
These results suggest that IL-17A, IL-17R, and  T17 cells 
all play a partial role in the a"erent phase of the immune re-
sponse against dying tumor cells, which includes T cell prim-
ing for IFN-  production.

IL-1 –dependent, but not IL-23-dependent, activation  
of  T lymphocytes
The IL-1 –IL-1R1 pathway is mandatory for eliciting Tc1 
immune responses and for the e#cacy of chemotherapy 
(Ghiringhelli et al., 2009). Moreover, we found an IL-1– 
related gene expression signature after chemotherapy in tumor 
beds (Fig. 1 B), prompting us to address its role in the activa-
tion of  T17 cells.

To explore the molecular requirements for  T17 activa-
tion in situ, we sorted  T cells from the skin-draining LNs 

V 6 rearrangements identical to those found in fetal   
T cells (Lafaille et al., 1989). These experiments show that most 

 T17 TILs express V 4 or V 6 chains (Fig. S2, D and E).
Thus, chemotherapy and radiotherapy could trigger the 

accumulation of cytokine producing TILs in the tumor bed. 
This applies to distinct subsets of  T cells that rapidly invaded 
tumor and become IL-17 producers, correlating with the accu-
mulation of Tc1 cells, which contribute to the chemotherapy-
induced anticancer immune response.

The IL-17A–IL-17R pathway is involved  
in the immunogenicity of cell death
Because both Tc1 and  T17 cells accumulated within tumors 
after chemotherapy or radiotherapy in a coordinated fashion, 
we determined whether neutralizing their signature cytokines 
IFN-  and IL-17A could mitigate the e#cacy of anticancer 
therapies. Antibody-mediated neutralization of either IFN-  
or IL-17A negatively a"ected the growth-retarding e"ect of 
DX against MCA205 tumors (Fig. 4 A). The mandatory role 
of the IL-17A–IL-17RA pathway was con!rmed using neu-
tralizing anti–IL-17RA antibodies and IL-17A /  mice in 
the same tumor model (Fig. 4 B), in DX-treated MCA2 sar-
comas (Fig. 4 C), as well as in OX-treated, OVA-expressing 
EG7 thymomas or CT26 colon cancers (Fig. 4, D and E).

To rationalize the sequential recruitment of  T17 and 
Tc1 cells into the tumor bed after chemotherapy, we hypoth-
esized that  T17 might act as helper cells for Tc1 priming. 
We previously reported that speci!c antitumor immune re-
sponses rely on Tc1 cells primed by tumor cells undergoing 
immunogenic cell death by using a system in which IFN-  
production by OVA-speci!c T cells could be triggered by 
OX-treated EG7 cells (Ghiringhelli et al., 2009). We used this 
system to check whether IL-17 is involved in initiating the 
speci!c antitumor response, comparing normal WT with  
IL-17RA /  mice. In this assay, the absence of IL-17RA fully 

Figure 2.  T17 cells preceded Tc1 CTL into tumors 
after chemotherapy. (A) The percentages of IL-17– and 
IFN- –producing cells among all tumor in!ltrating  T 
cells and CD8+ T cells, respectively, are plotted before and 
at the indicated time points after tumor inoculation. Mice 
were treated with PBS (!lled symbols) or DX (open sym-
bols) at day 7. (B) Ki67 expression on  T and CD8+ TILs 8 d  
after treatment. (C) The percentages of  T17 and Tc1 
among all CD3+ TILs at the indicated time points after 
tumor inoculation. DX was given at day 7. These experi-
ments were performed twice on 5–10 tumors at each time 
point. *, P < 0.05; **, P < 0.01.
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Thus, BM-derived DCs (BMDCs) that had been loaded with 
DX-treated MCA205 (Fig. 5 C; or CT26, not depicted), but 
not with live tumor cells, produced IL-1  and markedly stim-
ulated the release of IL-17 and IL-22 by  T cells (Fig. 5 C). 
As a quality control for in vitro–generated DCs, the expres-
sion of CD11c, MHC class II, CD11b, and F4/80 was as-
sessed. Only quali!ed DC preparations that contain functional 
DCs (>80% CD11c+MHCII+) rather than macrophages 
(>70% CD11b+F4/80+CD11c ) could activate  T cells for 
IL-17A production when they encountered DX-treated tumor 
cells. CD11b+Gr1+ neutrophils reportedly produce IL-17 and 
promote downstream IL-12/IFN-  contributing to reperfu-
sion injury (Li et al., 2010). Interestingly, CD11b+Gr1+ cells 
sorted from DX-treated tumor beds bearing the IL-1  mes-
senger RNA failed to secrete IL-1  or IL-17A protein and 
failed to activate  T cells for IL-17A production in vitro 
(unpublished data). IL-17 production by  T cells was de-
pendent on IL-1  because the IL-1R1 antagonist IL-1RA 
entirely abrogated the DC/  T cell cross talk in the presence 

of naive mice (around 1–2% of the LN T cell pool). Among 
these  T cells, 70% harbored the V 4 TCR. Moreover, 
these cells vigorously produced IL-17A (but not IFN- ) upon 
stimulation with PMA/ionomycin (Fig. S2 F; Do et al., 2010). 
In contrast to Th17 cells (Ivanov et al., 2006), LN-resident  
T cells failed to produce IL-17 in response to TGF-  or IL-6 
alone, or in combination with IL-1 . However, they potently 
secreted IL-17 and IL-22 in response to the combined stimu-
lation of IL-1  plus IL-23 (unpublished data; Sutton et al., 
2009). TCR engagement also synergized with IL-1  (and to 
a lesser extent with IL-23) to trigger IL-17 and IL-22 secre-
tion by LN-resident  T cells (unpublished data). It is note-
worthy that these stimuli speci!cally activated IL-17A, but 
not IFN-  production by  T cells. Because  T17 cells were 
activated (as indicated by their Ki67+, GzB+, CD69+, and IL-17+ 
phenotype) after chemotherapy, we addressed whether dying  
tumor cells could directly promote the activation of  T17. 
Although DX-treated MCA205 cells failed to directly in-
duce IL-17 secretion by  T cells, they did so indirectly. 

Figure 3. Recruitment of both Tc1 and  T17 cells in CT26 and TS/A tumors that correlate with better tumor control. (A–C) CT26 colon cancer 
treated with anthracyclines. (A) Tumor size before and 8 d after treatment with PBS (!lled symbols) or DX (open symbols). (B) The percentage of CD8+ T cells 
among CD3+ cells and of IFN- –producing cells among CD8+ T cells. (C) The percentage of  T cells among CD3+ cells and of IL-17A–producing cells among 
CD3+  T cells. Data are presented as mean ± SEM with !ve tumors/group. (D–F) TS/A mammary cancer treated with x rays. (D) Established TS/A tumors were 
treated with local irradiation (open symbols) on day 10. Mice were segregated into nonresponders (tumor progression [TP], triangles) and responders (tumor 
regression [TR], circles) 22 d after radiotherapy (n = 5). (E) The percentage of CD8+ T cells among CD3+ cells and of IFN- -producing cells among CD8+ T cells; 
(F) The percentage of  T cells among CD3+ cells and of IL-17A–producing cells among CD3+  T cells are indicated as mean ± SEM. (G) The correlation 
between the percentages of  T17 and Tc1 TILs in all tumors (treated or not) was plotted for MCA205, CT26, and TS/A tumors (each dot representing one 
mouse). Data are representative of two to three independent experiments. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

 on M
ay 8, 2012

jem
.rupress.org

D
ow

nloaded from
 

Published March 7, 2011
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 2 : Ma Y. et al., 2011 
 

 180 

JEM VOL. 208, March 14, 2011 

Article

497

 T lymphocytes are indispensable  
for the immune-dependent effects  
of chemotherapy
To further evaluate the contribution of   
T cells to the therapeutic action of DX on es-
tablished MCA205 sarcomas, such tumors 
were implanted into age- and sex-matched 
WT, TCR / , V 4/6 /  mice, and then 
subjected to chemotherapy. As compared with 
WT controls, the absence of the TCR  chain, 
as well as that of V 4 and V 6  T cells, 
greatly reduced the e!cacy of chemotherapy 
(Fig. 6 A). At day 8 after chemotherapy, when 

 T17 and Tc1 massively in"ltrated tumor 
beds in WT mice, these cytokine-producing 
TILs were either absent or greatly reduced in 
V 4/6 /  mice (Fig. 6 B), suggesting that the 
presence of V 4 and V 6  T cells are critical 
for the optimal Tc1 response in tumor beds.

Expression of CCR6 is a phenotypic and functional hall-
mark of Th17 cells (Reboldi et al., 2009) during some in#am-
matory processes. We therefore analyzed the role of CCR6 in 
the e!cacy of chemotherapy. Because CCL20 was detectable 
in tumor tissues before and after chemotherapy (unpublished 
data), we assessed whether  T17 cells could be recruited in 
a CCL20/CCR6-dependent manner. The tumoricidal activ-
ity of DX against CT26 was not a$ected by repetitive sys-
temic injections of neutralizing anti-CCL20 antibody before 
and during anthracycline treatment (Fig. S3 B). Consistently, 
anthracycline treatment against established MCA205 sarcoma 
remained e!cient in CCR6 loss-of-function mice. Moreover, 
CCR6 de"ciency did not in#uence tumor in"ltration by  
T17 (unpublished data). Therefore, V 4 and V 6  T cells 
contribute to the immune-mediated action of anticancer 
agents in a CCR6-independent fashion.

Next, we determined the contribution of adoptively trans-
ferred  T cells to the e!cacy of chemotherapy. The infusion 
of  T cells derived from skin-draining LNs (from naive 

of dying cells. The neutralization of IL-18R, IL-23, or IL-23R 
failed to abolish IL-17 production by  T cells co-cultured 
with DCs (Fig. 5 D). IL-22 production was completely abol-
ished by blocking the IL-1 –IL-1R or IL-23–IL-23R path-
ways but not a$ected by IL-18R blockade. Interestingly, 
chemotherapy lost part of its anticancer activity in IL-1R1–
de"cient mice, yet maintained its e!cacy in mice treated with 
IL-23p19–neutralizing antibodies or in IL-23p19 /  mice 
(Fig. 5, E–G). IL-1 –activated  T cells produced IL-17 and 
IL-22 (Fig. 5, C and D). However, IL-22 did not play an es-
sential role in the antitumor e$ects promoted by chemother-
apy (Fig. S3 A). It is of note that the antibody we used in this 
experiment could block the bioactivity of IL-22 in a lung 
bacterial infection model (Aujla et al., 2008), and IL-22 
mRNA in the bulk TILs was below the detection limit of 
quantitative RT-PCR. Collectively, these results underscore 
the importance of IL-1  and IL-17 for the immune-dependent 
anticancer e$ects of chemotherapy, yet suggest that both IL-23 
and IL-22 are dispensable for such e$ects.

Figure 4. A mandatory role for the IL-17A–IL-
17RA pathway in the ef!cacy of chemotherapy. 
(A) Mice bearing established MCA205 sarcomas were 
treated with local PBS (!lled symbols) or DX (open 
symbols) 7 d after tumor inoculation and with sys-
temic neutralizing antibodies against mouse IFN-  
(left), IL-17A (right), or control Ig (CIg) i.p. every 2 d  
(3 injections, 200 µg/mouse) starting on the day of DX. 
(B–E) WT (circles or squares) or IL-17A /  (triangles) 
mice bearing established MCA205 sarcomas (B),  
MCA2 (C), EG7 (D), or CT26 (E) tumors were treated with 
PBS (B-E, solid symbols), DX (B and C, open symbols), or 
OX (D and E, open symbols) together with systemic 
administration of neutralizing antibodies against IL-
17RA (squares) or CIg. Tumor sizes are plotted as 
mean ± SEM for 5–15 mice/group, and each experi-
ment was repeated at least 2 times, yielding similar 
results. *, P < 0.05; **, P < 0.01.
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Figure 5. Role of  T17 in the priming of T cell responses during an immunogenic cell death and regulation by IL-1 . (A) OX-treated EG-7 
cells were inoculated in the footpad of WT versus IL-17RA /  mice (n = 5; left) along with anti–IL-17A neutralizing antibody (or CIg; right panel). OVA-
speci!c IFN-  secretion by draining LN cells was measured in vitro by ELISA after stimulation with OVA protein (1 mg/ml). OVA/CpG immunization was 
used as positive control. (B) Immunization with MTX-treated MCA205 and rechallenge with a tumorigenic dose of live MCA205 were performed at day 0 
and day 7, respectively in WT C57Bl6 (n = 10), nude (n = 10), V 4/6 /  (n = 15), IL-17RA /  (n = 8), and CD1d /  (n = 6) mice. The percentages of tumor-
free mice were scored at the indicated time points. Experiments in A and B were performed twice with similar results. (C) Production of IL-1 , IL-17A, and 
IL-22 from mixed co-cultures of LN-derived  T cells and/or BMDCs loaded or not loaded with live or DX-treated MCA205 was monitored by ELISA. Data 
are shown as mean ± SEM (D) Co-cultures of DX-treated MCA205/BMDC/  T were performed in the presence of 20 µg/ml IL-1RA (Amgen), anti–IL-23, or 
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When exploring the source of IL-17A 
elicited by dying tumor cells, we found that 

 T cells were the quantitatively and func-
tionally most important IL-17A producers, 
based on several observations. First, in the 
context of chemotherapy, IL-17–producing 
cells accumulated in tumors, and most of 
them were positive for  T markers. Sec-
ond, antigen-speci!c CD4+ T cells in LNs 

draining the dying tumor cells showed a Th1 (IL-2 and 
IFN- ) instead of a Th17 cytokine pattern (Ghiringhelli et al., 
2009). CD4+ and CD8+ TILs were polarized to produce 
IFN-  instead of IL-17. Also, IL-6 and TGF- , two key regu-
latory cytokines essential for the di"erentiation of Th17 cells 
(Ivanov et al., 2006; Veldhoen et al., 2006), were dispensable 
for the e#cacy of chemotherapy or vaccination with dying 
tumor cells (Fig. S3, C and D), suggesting that Th17 cells may 
not be required for the anticancer immune response after 
chemotherapy. Third, when popliteal LNs were recovered 
from mice that had been injected with dying (but not live) 
tumor cells through footpad, the restimulation of LN-resident 
cells using anti-CD3  plus IL-23 readily enhanced IL-17 
production (unpublished data), a feature common to memory 
T cells (van Beelen et al., 2007), innate NKT (Rachitskaya  
et al., 2008), and  T cells (Sutton et al., 2009). Fourthly,  
the subset of NKT cells capable of producing IL-17 in LNs 
(CD103+CD4 NK1.1 CCR6+CD1d tetramer+; Doisne et al., 
2009) did not appear to be speci!cally triggered by dying 
cells in vivo (unpublished data). Moreover, CD1d /  mice, 
which lack NKT cells, were indistinguishable from WT mice 
when the e#cacy of chemotherapy was assessed in prophy-
lactic vaccination settings. Fifthly, knockout of V 4/6 or 
TCR  attenuated the protective antitumor vaccination with 
dying tumor cells and reduced the e#cacy of the anthra-
cycline-based chemotherapy on established tumors. Finally, 
the adoptive transfer of WT  T cells into IL-17A /  hosts 
could restore the clinical response to chemotherapy and improve 

WT mice) into tumor beds 2 d after DX potentiated the 
growth-retarding e"ect of chemotherapy, yet had no e"ect 
on PBS-treated tumors (Fig. 7 A). Importantly, synergistic 
antitumor e"ects of DX and adoptively transferred   
T cells were lost when the  T cells were obtained from 
IL-17A /  or IL-1R1 /  donors (Fig. 7, B and C), emphasiz-
ing the role of IL-1  responses and IL-17 production in the 
function of  T cells. Moreover, the adoptive transfer of WT  

 T cells could restore the antitumor e#cacy of chemotherapy 
in IL-17A–de!cient mice (Fig. 7 D). Collectively, these results 
emphasize the important contribution of  T17 cells to the 
immune-dependent e"ects of anticancer chemotherapy.

DISCUSSION
Our results highlight a role of  T cells, particularly the  
V 4- and V 6-expressing subsets that produce the e"ector 
cytokine IL-17A, in the anticancer immune response induced 
by cytotoxic chemotherapeutics. We demonstrated that the 
IL-17A–IL-17RA signaling pathway is required for the priming 
of IFN- –secreting, antigen-speci!c T cells by tumor cells ex-
posed to chemotherapy. This tumor-speci!c, Tc1-mediated im-
mune response is essential for anticancer immunity because the 
protective e"ect of dying tumor cell vaccination is lost in athymic 
nude mice or when CD8+ T cells are depleted (Casares et al., 
2005), and chemotherapy fails to work when the IFN- –IFN-
R system is blocked (Ghiringhelli et al., 2009). Accordingly, we 

found that the absence of the IL-17A–IL-17RA pathway reduced 
the capacity of mice to mount a protective antitumor response.

IL-23R neutralizing antibodies, or 10 µg/ml IL-18BP. Experiments in C and D were repeated three to six times. (E and G) Tumor size was monitored in WT 
(circles), IL-1R1 /  (diamonds), and IL-23p19 /  (squares) mice treated with PBS (!lled symbols) or DX (open symbols; E and F), or in WT mice treated 
with systemic anti–IL-23 neutralizing antibodies (squares) or CIg (circles; G). Data are representative of 2 experiments with 6–10 mice/group. *, P < 0.05; 
**, P < 0.01; ***, P < 0.001.

 

Figure 6. The therapeutic activity of anthra-
cyclines and tumor colonization of Tc1 depend 
upon V 4 V 6  T cells. (A) WT, TCR / , or 
V 4/6 /  mice with established MCA205 tumors 
were injected intratumorally with PBS or DX. Tumor 
size was measured at the indicated time and plotted 
as mean ± SEM (n = 8/group). (B) Percentage of IL-
17A– or IFN- –expressing cells within CD3+ TCR + 
and CD3+ CD8+ TILs, respectively, in WT or V 4/6 /  
mice. A typical dot plot is shown (left) and statisti-
cal analysis was performed with combined data 
from two independent experiments (right). *, P < 
0.05; ***, P < 0.001.
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results imply a causal relationship between the presence of  
T17 cells and the recruitment of antitumor e!ector Tc1 cells 
into tumor beds.

 T cells represent a major source of IL-17 during lung 
infection by Mycobacterium tuberculosis (Lockhart et al., 2006; 
Umemura et al., 2007) and liver infection by Lysteria (Hamada 
et al., 2008).  T cell-derived IL-17 is critical for the recruit-
ment of neutrophil recruitment into the peritoneal cavity  
after Escherichia coli inoculation (Shibata et al., 2007).   
T cells can be directly stimulated through TLR2, TLR1, and/or 
dectin-1 in response to Mycobacterium tuberculosis and Candida  
albicans to produce IL-17 in synergy with IL-23 (Martin  
et al., 2009). As to the mechanisms that link chemotherapy-
elicited tumor cell death to the accumulation of  T17 cells, 
our data suggest that IL-1  acts as a major trigger. One previ-
ous report demonstrated the pivotal function of IL-1  in 
regulating  T17 cells in experimental autoimmune enceph-
alomyelitis (EAE; Sutton et al., 2009). In that model, IL-1  
synergized with IL-23 to promote IL-17 production by  T, 
which in turn, stimulated the di!erentiation of pathogenic 
Th17 cells.

Our data can be interpreted to support the contention 
that the context and immune orchestration at the site of cell 
death may be critical for an optimal contribution of the im-
mune system to the e"cacy of anticancer therapies. The pres-
ent data introduces the idea that  T17 cells are part of the 
innate immune response that facilitates the subsequent cognate 
anticancer T cell responses. It remains a formidable challenge for 
investigating further how the innate and cognate immune e!ec-
tors develop a dialog within the three-dimensional architec-
ture of the tumor composed of dying and live tumor cells, as 
well as multiple stromal elements. Should  T17 cells also be 
recruited into human tumor beds after chemotherapy, it would 
be of the utmost importance to determine their TCR V   
usage to propose combination therapy of phosphoantigens 
(for V 2+) or other ligands or innate cytokines (for V 2 ) and 
anthracyclines to increase therapeutic bene#t in neoadjuvant 
settings or prevent metastases.

MATERIALS AND METHODS
Mice. WT C57BLl/6 (H-2b) and BALB/c (H-2d) mice aged between 7 and 
12 wk were purchased from Harlan. Nude mice were bred in the animal facil-
ity of Institut Gustave Roussy. TCR / , IL-1R1 / , and IL-17RA / (H-2b) 
mice were bred at Cryopréservation, Distribution, Typage, et Archivage Ani-
mal (Orléans, France) by B. Ry!el (CNRS, Orleans, France) and P. Pereira 
(Institut Pasteur, Paris, France; TCR /  was bred in the same manner).  
IL-23p19 /  and IL-17A /  (H-2b) were provided by M.J. Smyth (Peter Mac-
Callum Cancer Centre, Victoria, Australia). V 4 6 /  mice (H-2b) were provided 
by G. Matsuzaki (University of the Ryukyus, Okinawa, Japan) and K. Ikuta 
(Kyoto University, Kyoto, Japan). CD1d /  and CCR6 /  (H-2b) mice were 
bred at St. Vincent de Paul Hospital AP-HP (Paris, France) and provided by 
K. Benlagha. The experimental protocols were approved by the Animal Care 
and Use Committee in the animal facility of Institut Gustave Roussy.

Cell lines and reagents. CT26 (H-2d) colon cancer, MCA205 (H-2b) and 
MCA2 (H-2d) sarcoma, TS/A mammalian cancer (H-2d), and EG7 thymoma 
(H-2b) were cultured in RPMI 1640 containing 10% FBS, 2 mM l-glutamine, 
100 IU/ml penicillin/streptomycin, 1 mM sodium pyruvate, and 10 mM 

the response in WT hosts, and this latter e!ect was lost 
when  T cells from IL-17A /  (rather than WT) donors 
were used.

In the context of immunogenic chemotherapy, it appears 
clear that IL-1  plays a major role in stimulating IL-17 pro-
duction and the anticancer function of  T cells. The key 
role of IL-1  in regulating  T cells function was shown by 
using IL-1RA in co-cultures of DCs/  T cells in the pres-
ence of dying tumor cells. Also,  T cells that lack IL-1R1 
lose the capacity to amplify the tumoricidal action of anthra-
cyclines. Interestingly, in%ammasome-dependent IL-1  secre-
tion from DCs was also found to be mandatory for the 
polarization of CD8+ T cells toward a Tc1 pattern (Ghiringhelli 
et al., 2009), suggesting that a connection between DCs,  
T17 cells, and Tc1 cells might be important for optimal anti-
cancer immune responses. We noticed a strong correlation 
between  T17 and Tc1 cells after chemotherapy in three 
di!erent tumor models. We also noticed that the production 
of IL-17 production preceded that of IFN-  by TILs. It is well 
possible that besides helping the development of Tc1 response, 

 T17 cells might enhance the chemoattraction of e!ector 
Tc1 into the tumor beds. These results are compatible with 
observations obtained in a cancer-unrelated context, micro-
bial infection, in which  T17 associated with Th1 responses 
exert protective immune response (Umemura et al., 2007).  
As IL-17 could not directly induce IFN-  production or 
enhance proliferation of CD8+ T cells (unpublished data), our 

Figure 7. Role of  T cell–derived IL-17A during chemotherapy. 
CD3+ TCR + or CD3+ TCR  T cells from WT mice (A), CD3+ TCR + T cells 
from IL-17A /  (B), or IL-1R1 /  (C) mice were injected intratumorally 
into MCA205-bearing WT mice (A–C) or IL-17A /  mice (D) 2 d after PBS 
or DX treatment. Tumor sizes are plotted as mean ± SEM for !ve mice/
group. Experiments were repeated two to three times with similar results. 
*, P < 0.05; **, P < 0.01.
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IL-17A or CIg was injected i.p. 5 d later, the popliteal LN cells were har-
vested, seeded in a 96-well plate at 3 × 105/well and restimulated with 1 mg/ml 
OVA protein. IFN-  secretion was measured by OptEIA Mouse IFN-  
ELISA kit (BD). MCA205 cells were treated with 2 µM MTX overnight, 
washed thoroughly, and injected into left "ank s.c. at 3 × 105/mouse. PBS 
was used as control. Mice were rechallenged with 5 × 104 live MCA205 cells 
in the right "ank 7 d later. Tumor growth was monitored every 2–3 d.

DC-tumor mixed lymphocyte cultures. DCs were propagated in Iscoves’s 
medium (Sigma-Aldrich) with J558 supernatant (40 ng/ml GM-CSF), 
10% FCS, 100 IU/ml penicillin/streptomycin, 2 mM l-glutamine, 50 µM 
2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) and used between day 8 and 12 when the 
proportion of CD11c/MHC class II+ cells was >80%. In mixed co-cultures, 
DCs were seeded at 105/100 µl/well in U-bottom 96-well plates. Tumor cells 
were treated overnight with 25 µM DX or left untreated, washed, and used 
at 7.5 × 104/100 µl/well. 2 × 104/50 µl  T cells were added 12 h later.  
Supernatant was collected 36 h later.

Statistical analyses of experimental data. All results are expressed as 
mean ± SEM, or as ranges when appropriate. For two groups, normal distri-
butions were compared by unpaired Student’s t test. Non-normal samplings 
were compared using the Mann-Whitney test or Wilcoxon matched paired 
test when appropriate. The log-rank test was used for analysis of Kaplan-
Meier survival curve. Statistical analyses were performed using Prism 5 soft-
ware (GraphPad). P values of <0.05 were considered signi$cant.

Online supplemental material. Fig. S1 shows the e%ect of AhR antago-
nist on the e&cacy of chemotherapy (DX). Fig. S2 depicts the V  chain usage 
of tumor-in$ltrating  T17 and  T cells in the LNs of naive mice. Fig. S3 
shows the e%ect of neutralizing IL-22, CCL20, IL-6, or blocking TGF-  on 
the e&cacy of chemotherapy or vaccine. Online supplemental material is avail-
able at http://www.jem.org/cgi/content/full/jem.20100269/DC1.
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Natural killer (NK) cells belong to the innate immune system and were initially described
functionallywise by their spontaneous cytotoxic potential against transformed or virus-
infected cells. A delicate balance between activating and inhibiting receptors regulates NK
cell tolerance. A better understanding of tissue resident NK cells, of NK cell maturation
stages and migration patterns has evolved allowing a thoughtful evaluation of their modus
operandi. While evidence has been brought up for their relevance as gate keepers in some
hematopoietic malignancies, the role of NK cells against progression and dissemination
of solid tumors remains questionable. Hence, many studies pointed out the functional
defects of the rare NK cell infiltrates found in tumor beds and the lack of efficacy of adop-
tively transferred NK cells in patients. However, several preclinical evidences suggest their
anti-metastatic role in a variety of mouse tumor models. In the present review, we discuss
NK cell functions according to their maturation stage and environmental milieu, the recep-
tor/ligand interactions dictating tumor cell recognition and recapitulate translational studies
aimed at deciphering their prognostic or predictive role against human solid malignancies.

Keywords: NK cells, maturation stage, environment, tumors, metastases

NK CELL FUNCTIONS ARE DICTATED BY THEIR STAGE OF
MATURATION AND THE MICROENVIRONMENT
Natural killer (NK) cells can have distinct functions depending
on their maturation stage and the microenvironment, rendering
complex the physio-pathological role attributed to NK cells. The
majority of mature NK cells circulate in the peripheral blood, but
are also resident in several lymphoid and non-lymphoid organs,
such as the spleen, tonsils, lymph nodes (LNs), liver, lungs,
intestine, and uterus (Shi et al., 2011).

MOUSE NK CELLS
In mice, the phenotype of NK cells is defined among lymphocytes
as CD3−NK1.1+NKp46+. Mature NK (mNK) cells are identi-
fied by the expression of the integrin CD11b (Kim et al., 2002)
and can be further subdivided into various subsets according to
the differentiation marker CD27 (Hayakawa and Smyth, 2006).
In adoptive transfer experiments, CD11b− immature NK (iNK)
cells pass through the CD27+ stage prior to reaching the termi-
nal CD27−CD11b+ stage (Chiossone et al., 2009). CD27+ NK
cells harbored greater cytotoxic function, proliferation capac-
ity, and interferon-γ (IFN-γ) secretion after stimulation with

Abbreviations: AM, alveolar macrophages; CCL2, CC-chemokine ligand 2; CCL5,
CC-chemokine ligand 5; CCR2, CC-chemokine receptor 2; CCR5, CC-chemokine
receptor 5; CCR8, CC-chemokine receptor 8; CD, cluster of differentiation;
CLA, cutaneous leukocyte antigen; CSF1R, colony stimulating factor 1 recep-
tor; CX3CL1, CX3C-chemokine ligand 1; CX3CR1, CX3C-chemokine receptor
1; CXCL10, CXC-chemokine ligand 10; CXCL11, chemokine (C-X-C motif) lig-
and 11; CXCL12, CXC-chemokine ligand 12; CXCR3, CXC-chemokine receptor
3; CXCR6, CXC-chemokine receptor 6; DC, dendritic cell; DSC, decidual stromal
cells; EVT, extravillous trophoblast; GIST, gastrointestinal stromal tumor; HCV,
hepatitis C virus; HLA, human leukocyte antigen; IBD, intestinal bowel diseases;

interleukin (IL)-12 and/or IL-18 than the CD27− expressing coun-
terparts. CXCR3 is exclusively expressed by the CD11b+CD27+

NK cell subset, endowing cells with an active chemotaxis toward
CXCR3 ligands (CXCL10, IP-10, CXCL11) and a preferred migra-
tion to lymphoid tissues (Hayakawa and Smyth, 2006). Hence,
CD11b+CD27− NK cells are considered terminally differentiated,
long-lived cells, preferentially located in non-lymphoid tissues and
exhibiting a functional restriction by self-major histocompatibility
complexes (MHC; Figure 1).

A recent study described a premature NK cell subset (pre-
mNK; Guimont-Desrochers et al., 2012) preceding the CD27+

mNK cell stage. This NK cell stage may correspond to the
interferon-producing killer dendritic cells (IKDC) described in
2006 (Chan et al., 2006; Taieb et al., 2006). Indeed, Taieb
et al. (2006) and others (Chan et al., 2006) described CD11cint

B220+CD49b+NK1.1+MHC-II+ cells sharing both antigen pre-
sentation and cytotoxic functions culminating in anti-tumor
activity (Taieb et al., 2006). Guimont-Desrochers et al. (2012)
showed that mNK cells fail to acquire B220, even after in vivo stim-
ulation, suggesting that CD11cint B220+ NK cells may not merely
result from NK cell activation (Vosshenrich et al., 2007). They

IFN-α, interferon-α; IFN-γ, interferon-γ; IFNAR1, interferon (alpha, beta, omega)
receptor 1; IL, interleukin; IM, imatinib mesylate; IP-10, interferon gamma-induced
protein 10; KIR, killer cell Ig-like receptor; KLRG1, killer cell lectin-like receptor
subfamily G member 1; MCSF, macrophage colony-stimulating factor; NCR, nat-
ural cytotoxicity receptors; NK cells, natural killer cells; PD-1, programmed cell
death protein-1; PD-L1, programmed cell death 1 ligand 1; RANK, receptor acti-
vator of nuclear factor κB; RANKL, receptor activator of nuclear factor κ-B ligand;
SA, spiral arteries; TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand; Treg , regulatory
T cell.
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FIGURE 1 | Maturation stage of NK cells. (A) In mice, the maturation
stage of CD3− NK1.1+ NKp46+ NK cells is defined using both CD27
and CD11b molecule expressions. Upper panel shows relative proportions
of NK cells at steady state in bone marrow (BM), lymph nodes (LN), spleen,
liver, blood, and lungs. Lower panel shows the differentiation of NK cells
based on the expression of CD27 and CD11b. IKDCs expressing B220
and CD11c molecules would be part of a premature NK cell fraction
(pre-mNK) and of a CD27-positive fraction of mature NK cells also
expressing the mannose receptor (CD206). NKreg cells have an immature

phenotype in that they are CD27-positive and CD11b-negative. (B)
In humans, CD19−CD3−CD56+ NK cells are generally defined by
high expression (bright) or intermediate (dim) expression of the CD56
molecule. As in mice, these two populations (CD56bright and CD56dim) are
enriched in separate compartments: CD56bright NK cells predominate in
lymph nodes while CD56dim NK cells predominate in peripheral blood.
Various studies suggested that NK cells expressing CD56dim would be
more terminally differentiated compared to NK cells expressing
CD56bright.

showed that, by 5 days post-transfer, CD11cint B220+CD49b+ NK
cells down-regulated CD11c, B220, and CD27, and acquired CD43,
in agreement with functional maturation. By 25 days post-transfer,
all B220+ NK cells had completely lost B220 expression and
exhibited a CD11cneg/low CD11b+CD27− phenotype compatible
with terminally differentiated NK cells. These pre-mNK cells

were actively cycling, a characteristic associated with precur-
sor cell populations (Guimont-Desrochers et al., 2012). Thus,
CD27+ CD11blow CD49b+ CD11cint B220+ NK cells could be
defined as pre-mNK cells, an immediate precursor to CD27+

CD11b+ NK cells. Moreover, our data pointed out that half
of IKDCs were CD11b+. Such CD11b+CD27+IKDCs expressed

Frontiers in Immunology | NK Cell Biology December 2012 | Volume 3 | Article 395 | 2
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the mannose receptor (CD206) accounting for ovalbumin (OVA)
protein uptake and OVA-specific CD8+ T cell priming in vivo.
Thus, we reported that the mature fraction of IKDCs could exert
antigen-presentation capacity (Terme et al., 2009).

Interestingly, among the iNK cells (defined as CD11b−CD27+),
we recently identified a distinct subset endowed with regulatory
functions (that we named “NKreg”). NK cells defined as CD27+

CD11blow c-Kit+ NKp46+ NK cells expressed molecules associ-
ated with immunosuppressive functions (such as CTLA4, Lag-3,
and PDL-1). These Kit+ NK cells accumulated in primary and sec-
ondary lymphoid organs of tumor bearers in an IL-18-dependent
fashion. Blockade of tumor-derived IL-18 markedly prevented
NKreg accumulation and melanoma dissemination. Kit+ NK cells
operated their immunosuppressive effect by directly killing imma-
ture dendritic cells (DC) and indirectly reducing the pool of
peripheral mNK cells. Anti-PD1 or anti-PDL-1 neutralizing anti-
bodies counteracted all these immunosuppressive effects. Hence,
the adoptive transfer of NKreg cells promoted tumor outgrowth
and metastases spreading (Terme et al., 2012). Our study is in
accordance with others describing iNK cells with regulatory func-
tions. In a mouse model of leukemia, CD49b+ CD90bright c-Kitdim

NK cells expanded; compromised DC maturation and could blunt
allogeneic T cell proliferation (Ebata et al., 2006). Hence, these
data indicate that distinct subsets of “imNK” could exert intrinsic
inhibitory functions. In addition, mNK may secrete suppressive
cytokines and exert regulatory functions in pathology such as
infections, autoimmunity, and transplantation. Perona-Wright
et al. (2009) showed that NK cells could secrete IL-10 during the
acute phase of systemic infections. NK cell-derived IL-10 ham-
pered the expression of MHC and co-stimulatory molecules and
suppressed the production of pro-inflammatory cytokines by DC
(Perona-Wright et al., 2009). In autoimmune disease, NK3-like
cells secreting transforming growth factor beta (TGF-β) could
protect mice against type I diabetes (Zhou et al., 2007). NK cells
promoted allograft tolerance (Beilke et al., 2005) and reduced graft
versus host disease (GVHD) by limiting allogeneic T cell prolifer-
ation (Noval Rivas et al., 2010), presumably through eradication
of myeloid DC.

Finally, NK cells from extra-medullary tissues harboring tissue-
specific phenotypes suggest that the maturation can be completed
in organ different from bone marrow including thymus, liver,
uterus, and gut. Thymic NK cells have several peculiarities com-
pared with “conventional” NK cells: (i) they express high levels
of IL-7Rα chain (CD127) and the transcription factor GATA-3,
(ii) they produce cytokines but display low natural cytotoxicity,
(iii) they accumulate in LNs (Vosshenrich et al., 2006). Uterine
NK cells promote vascular remodeling and influence the recruit-
ment and activation of other leukocytes to regulate the physiology
of pregnancy (Santoni et al., 2007). In the liver, bone marrow-
derived NK cells migrate into the liver where they differentiate
into liver-specific NK cells (Vanderkerken et al., 1993). Hepatic
NK cells display potent cytotoxic capacity expressing high levels
of TRAIL, granzyme B, and perforin molecules (Ochi et al., 2004;
Takeda et al., 2005). A recent study has shown that CD11c+ NK
cells could play a major role during adenoviral hepatitis (Burt et al.,
2008), these CD11c+ NK cells gained a modest antigen-presenting
cell capacity thus functionally resembling to NKDCs (Pillarisetty

et al., 2005; Plitas et al., 2007) or IKDCs (Taieb et al., 2006). Finally,
CXCL16 (the ligand for CXCR6) is constitutively secreted by
the liver sinusoidal endothelium leading to the accumulation of
CXCR6+ NK cells that represent a consistent fraction of liver
NK cells. CXCR6+ NK cells are drastically reduced in CXCR6
knockout mice. CXCR6-expressing NK cell has been suggested
to develop an adaptive-like immunity, memory NK cell devel-
opment depend on CXCR6 expression by NK cells a chemokine
receptor required for the maintenance of these memory NK cells
(Paust et al., 2010). In the mouse intestine, two subsets of NKp46+

cells are present in the gut (Satoh-Takayama et al., 2008). Con-
ventional NK cells secrete IFN-γ and lack expression of RORγt,
whereas RORγt+ NKp46+ cells secrete IL-22 (also called “NK22”)
following stimulation with IL-23 and do not require IL-15 for
their differentiation (Luci et al., 2009). IL-15-dependent NKp46+

NK cells represent the major source of CCL3 during -induced
ileitis leading to the recruitment of CCR1+ inflammatory mono-
cytes (Schulthess et al., 2012). However, IL-18 (and not IL-15)
favored CCL3 secretion by these intestinal and pathogenic NK
cells (Schulthess et al., 2012). The authors discussed the possi-
bility that such pathogenic NK cells could cause the recruitment
of inflammatory monocytes in Crohn’s disease (Schulthess et al.,
2012). However, it is of note that the precise lineage of gut mucosa
associated-NKp46+ cells remains debated and it is still unclear
if they are developmentally related to the NK cells and/or to the
lymphoid tissue inducer cells or if they represent a distinct innate
immunity cell types (Colonna, 2009; Spits and Di Santo, 2011).

HUMAN NK CELLS
In humans, the blood NK cell pool (CD19−CD3−CD56+ among
lymphocytes) is commonly divided into two distinct subsets,
based on the surface intensity of CD56 expression and the low-
affinity Fc receptor CD16. A major population of CD56dim

NK cells (roughly 90%) expresses high levels of CD16, whereas
a minor subset of CD56bright NK cells fails to express CD16
(Lanier et al., 1986). Moreover, CD56dim NK cells exert high lev-
els of killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) and low
levels of CD94/NKG2 receptors in contrast to CD56bright NK
cells (Figure 1). These two populations were shown to differ
functionally in that CD16low CD56bright are considered more
potent cytokine producers while CD16high CD56dim NK cells
display higher cytotoxic functions. Only CD56dim cells mediate
CD16-dependent antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
(ADCC; Cooper et al., 2001). However, although CD56bright NK
cells can produce high amounts of cytokine after 24 h stimulation
with IL-12 or IL-18, CD56dim cells also produce high quantities
of cytokine after engagement of the activating receptors or after
short-term cytokine stimulation (Fauriat et al., 2010; De Maria
et al., 2011). This notion suggests that extrinsic factors (dictated
by microenvironmental cues or soluble factors) may shape NK cell
functions regardless of their “so called maturation stage.” Hence,
CD56dim and CD56bright NK cells differ in their in vivo local-
ization. CD56bright NK cells express chemokine receptors (such
as CCR7, CXCR3, and CD62L) favoring a preferential migration
into lymphoid organs (LN) and a privileged interaction with LN-
residing antigen-presenting cells (Campbell et al., 2001; Cooper
et al., 2001). In contrast, CD56dim NK cells are enriched in tonsils,
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lungs, mucosal sites, and the uterus (Ferlazzo et al., 2004). As a
corollary to the murine data, CD27 has been shown to be expressed
by the CD56bright fraction of human NK cells and by LN resident
NK cells in humans (Silva et al., 2008; Vossen et al., 2008). Analo-
gous to the relationship between CD27+ and CD27− mNK cells in
mice, CD27+CD56bright NK cells are considered as the immature
subset of human circulating NK cells (Silva et al., 2008; Vossen
et al., 2008).

Apart from blood and lymphoid tissues, organ-specific distri-
bution and function of NK cells has been described. NK cells are
present in normal liver and aid to control tolerance and home-
ostasis (Doherty and O’Farrelly, 2000), a dialog between Kupffer
cells and NK cells allowing the tuning of hepatic NK cells dur-
ing infection or liver injury (Tu et al., 2008). Half of hepatic
NK cells are CD56bright CD16low, express CCR7 and CXCR3,
the inhibitory molecule NKG2A and high levels of TRAIL. Liver
TRAIL-expressing NK cells contribute to hepatocellular damage
and clearance of hepatitis C virus (Dunn et al., 2007; Stegmann
et al., 2010). In the uterus (Whitelaw and Croy, 1996), in situ
development of NK cells from precursors is induced by IL-15 and
stem cell factor (SCF). NK cells can also be recruited by extravil-
lous trophoblast (EVT) via CXCL12 secretion. Activated NK cells
secrete IFN-γ that participate in the remodeling of spiral arteries.
Decidual stromal cells secrete TGF-β that results in the down-
regulation of CD16 expression, thus decreasing the ADCC of NK
cells. Expression of HLA-C2 haplotype on EVT predisposes for
preeclampsia (Hiby et al., 2004; Parham, 2004). In the mucosa
surrounding the lymphoid follicles of tonsils and Peyer’s patches
of the ileum/appendix, innate cells referred to as NK22 express the
activating receptor NKp44 as well as the chemokine receptor CCR6
and may promote mucosal homeostasis (Cella et al., 2009). The
expression of CC-chemokine receptor 8 (CCR8) and cutaneous
leukocyte antigen (CLA) is restricted to human skin-resident NK
cells. Skin NK cells are mostly CD56+/CD16low and display strong
cytotoxic activity against melanoma cells (Ebert et al., 2006).

Collectively, these data support the theory that the maturation
stage of NK cells and environmental factors may cooperate to
shape their functional activities, as already described for other
innate cells such as DC. Although, in steady-state conditions, mNK
cells can be found in some lymphoid and non-lymphoid organs,
following an insult such as a infection, inflammation, or cancer,
specialized NK cell subsets can be rapidly recruited to injured
organs to perform their specific function (elimination of danger)
and/or re-establish tissue integrity.

NK CELLS ARE ABLE TO RECOGNIZE TUMOR CELLS
Tumor cells expose several ligands that can be recognized by NK
cells rendering tumor susceptible to NK cell attack. Interestingly,
accumulating evidences showed that NK cell-mediated elimina-
tion of tumor cells will lead to the subsequent development of
tumor-specific T cell responses against the parental tumor cells
(Diefenbach et al., 2001; Kelly et al., 2002).

MOLECULES IMPLICATED IN THE RECOGNITION OF TUMORS BY
NK CELLS
For more than 20 years, several lines of evidence demonstrated the
important role of NK cells in the control of solid malignancies. The

pioneering demonstration was conducted in the beige mouse in
1980 (Talmadge et al., 1980). Beige mice mimics human Chediak–
Higashi syndrome presenting with defective natural cytotoxicity
against tumor cells. Using a NK cell sensitive (but not resis-
tant) tumor cell line, Talmadge et al. reported increased growth
rate, faster induction time and increased metastatic dissemina-
tion of tumors established in beige compared to control mice.
Later, depletion experiments using anti-asialoGM-1 or anti-NK1.1
antibodies concluded to the crucial role of mouse NK cells in keep-
ing in check tumor growth and metastatic spread (Gorelik et al.,
1982; Aboud et al., 1993; Smyth et al., 2001). Conversely, adoptive
NK cell transfer could restore resistance to metastatic spreading,
establishing a causal link between NK cells and tumor control in
wild-type mice (Gorelik et al., 1982; Aboud et al., 1993; Smyth
et al., 2000, 2001; Street et al., 2001). Moreover, a prominent role
for Ly49 receptors (Ljunggren and Karre, 1985; Karre et al., 1986;
Glas et al., 1992, 2000; Koh et al., 2001), NK group 2 member D
(NKG2D) activating receptors (Diefenbach et al., 2001), DNAX
accessory molecule-1 (DNAM-1; Lakshmikanth et al., 2009), and
components of the NK cell secretory and cytotoxic machinery
(Street et al., 2001; Takeda et al., 2011), TRAIL (Taieb et al., 2006)
was reported in the control of tumor growth and metastases in
mice.

In addition, translational research in patients argues on the
role of NK cells in immunosurveillance against cancer (Imai et al.,
2000; Guerra et al., 2008; Kreisel et al., 2012). The KIR (Moretta
et al., 1996) and CD94/NKG2A heterodimers (Braud et al., 1998)
participate in the regulation of NK cell activation by tumor
cells. Indeed, tumor cells can down-regulate MHC class I expres-
sion the missing self-engagement of NK cell activation favoring
tumor elimination (Vivier et al., 2012). Next to this mechanism,
stress-induced molecules also activate NK cells. NKG2D plays an
important role in the recognition of stress-induced molecules
such as the polymorphic MHC class I chain-related molecules
(MIC)A and MICB human (Groh et al., 1996; Bauer et al., 1999)
and the cytomegalovirus UL-16 protein (ULBP; Cosman et al.,
2001). Such proteins are frequently expressed in primary carci-
nomas (Pende et al., 2002; Vetter et al., 2002; Friese et al., 2003;
Watson et al., 2006). The identification of two NKG2D haplo-
types associated with differential NK cytotoxic potential and risk
of cancer illustrates the importance of NKG2D in the anti-tumor
immunosurveillance (Hayashi et al., 2006). Natural cytotoxicity
receptors (NCR) are also implicated in the destruction of tumor
cells. All three NCRs are implicated in the clearance of a variety
of tumors, including carcinomas, melanomas, and neuroblas-
tomas. Among self-ligands expressed by tumor cells and able to
activate NK cells, heparan sulfate moieties of heparin sulfate pro-
teoglycans have been described as self-modified ligands for NCRs
(Jayson et al., 1998; Blackhall et al., 2001), these ligands being rarely
expressed on normal cells (Bloushtain et al., 2004; Hershkovitz
et al., 2007, 2008; Cagnano et al., 2008; Hecht et al., 2009; Jarahian
et al., 2011). NKp30, NKp44, and NKp46 recognize highly sul-
fated heparan sulfate/heparin-type structures (Hecht et al., 2009).
B7 homolog 6 (B7-H6), absent from normal cells but expressed
on the K562 cell line and other acute myeloid leukemia and solid
tumors, was identified as a ligand for NKp30. Moreover, nuclear
factors (up-regulated or disturbed in their distribution) represent
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alternate ligands for NCRs. Hence, HLA-B-associated transcript 3
(BAT3) was identified as a ligand for NKp30 activating NK cells.
BAT3 can be either re-localized at the cell surface or expressed on
tumor-derived exosomes shed in the extracellular milieu (Pogge
von Strandmann et al., 2007; Simhadri et al., 2008). Finally, prolif-
erating cell nuclear antigen (PCNA) which is highly expressed in
proliferating cells and associated with malignancy (Stoimenov and
Helleday, 2009) was shown to be recruited in the immunological
synapse formed between NK and tumor cells, leading to inhibitory
triggering of NKp44 receptors (Rosental et al., 2011).

NK CELLS CONSTRAIN METASTATIC DISSEMINATION
Several cell autonomous features resulting in NK cell recruitment
and/or activation have been described. Hence, the interferon reg-
ulatory factor irf7 is a key molecule limiting bone metastases in
a NK and CD8+ T cell-dependent manner (Bidwell et al., 2012).
Enforcing irf7 expression by tumor cells could restore type I IFN
signaling, leading to inhibition of metastatic dissemination in
the 4T1.2 breast cancer bone metastasis model (Lelekakis et al.,
1999; Eckhardt et al., 2005). Differences in gene expression pro-
files of tumor cells isolated from matched pairs of primary tumors
and bone metastases revealed that a high number of IFN-related
genes were down-regulated in bone metastases including irf7 (Bid-
well et al., 2012). 4T1.2 clones overexpressing IRF7 were able to
produce significant levels of IFN-α compared to the 4T1.2 con-
trol cell line. 4T1.2-irf7+ presented with reduced dissemination
to the bones in an IFNAR1-dependent manner. Depletion of
CD4+, CD8+, and NK cells demonstrated that CD8+ and NK
cells (but not CD4+ T cells) were needed for the irf7-dependent
anti-metastatic effect (Bidwell et al., 2012). Treatment with 105 IU
of recombinant IFN-α could reduce bone metastases in mice bear-
ing the 4T1.2 tumors, causing the up-regulation of irf7, irf9, and
STAT1 in the wild-type 4T1.2 cell line. Finally, authors showed
that defective irf7 signaling pathway in human breast cancers was
significantly associated with bone metastases as the first site of
dissemination (Bidwell et al., 2012). Moreover, irf1 expression by
the tumor was mandatory for NK cell-dependent suppression of
metastases (Ksienzyk et al., 2011). Here, irf1 was implicated in
the suppression of lung metastases, but not tumor spreading to
the bone (Bidwell et al., 2012). Both type I and II IFNs were dis-
pensable for the NK cell-mediated resistance to lung metastases.
Irf1 expression by tumor cells was associated with an increased
CXCL11/CXCR3-dependent NK cell infiltration of lung nodules.
Moreover, irf1 could induce tumor cell surface expression of MHC
class I molecules, death receptor DR5 and adhesion molecule
CD155 (ligand for DNAM-1). Hence, NK cell-mediated elimi-
nation of lung metastases was mainly dependent on DNAM-1
receptors and only partially on TRAIL molecules (Ksienzyk et al.,
2011). Altogether, these lines of evidence indicate the cell intrinsic
role of interferon-related pathways in the control of metastatic
dissemination by NK cells. Moreover, various subsets of NK
cells appear to control bone (Bidwell et al., 2012) or lung (Ksien-
zyk et al., 2011) dissemination. Indeed, while CD27+ NK cells
prevailed against bone marrow metastases (Bidwell et al., 2012),
terminally differentiated NK cells seem to control lung metastases
(Sceneay et al., 2012). Indeed, over 80% of lung NK cells are mature
CD11b+ cells.

In contrast, other reports point to a role for myeloid cells
in suppressing the function of mNK in metastatic niches. Sce-
neay et al. (2012) reported that hypoxia at the primary tumor site
led to enhanced secretion of soluble factors that favor metastatic
dissemination. Particularly, under hypoxic conditions, soluble
factors secreted by the primary tumor induce the recruitment
of bone marrow-derived cells in the lungs. Hypoxia caused
the accumulation of granulocytic CD11b+/Ly6Cmed/Ly6G+

myeloid cells through a monocyte chemoattractant protein 1
(MCP1)-dependent mechanism as well as that of iNK cells
(CD11b−/CD27−) endowed with poor anti-tumor effector func-
tions. Authors assume that CD11b+/Ly6Cmed/Ly6G+ myeloid
cells could inhibit NK cell differentiation, as myeloid cell accu-
mulation has been inversely correlated with suppression of NK
cell function in murine tumor models (Liu et al., 2007; Mauti
et al., 2011). In methylcholanthrene-induced carcinogenesis as
well as transplantable metastases models, NLRP3 inflamma-
some was shown to support metastases formation. Expansion of
CD11b+ Gr1int myeloid cells within the lung tumor microen-
vironment of NLRP3 knockout mice was concomitant with
increased lung infiltrating activated NK cells and an improved
anti-metastatic response. These myeloid cells secreted CCL5 and
CXCL9 chemokines favoring the trafficking of NK cells into
metastatic lungs (Chow et al., 2012).

Considering that NK cells can regulate metastatic dissemina-
tion, it remains unclear whether NK cells are able to modify
the metastatic potential of primary tumor cells and premetastatic
niche and/or could represent an efficient innate barrier that could
prevent tumor cell implantation. To our knowledge, scarce data
exist demonstrating that NK cells could modify tumor cells in the
primary tumor in a way that would decrease metastatic potential.
Some data suggested that NK cells could have cytotoxic activity
against cancer stem cells, which represent a more chemo- and
radio-resistant subpopulation within cancer (Tseng et al., 2010;
Jewett and Tseng, 2011; Jewett et al., 2012). Considering accumu-
lating evidence incriminating tumor stemness as a risk factor for
metastatic relapse (van Zijl et al., 2009; Raimondi et al., 2010; Yu
et al., 2012), high NK cell infiltration in the primary tumor could
be a good biomarker associated with low risk of metastatic relapse.
Recently, the epithelial-mesenchymal transition (EMT) process
was linked to the gain of stem cell competence (Mani et al., 2008;
Polyak and Weinberg, 2009). Thus, EMT favors the generation of
tumor cells with self-renewing properties and high proliferative
capacity, enhancing their chances to seed at a distant site and to
grow metastases. Factors that can influence EMT and/or stemness
such as hypoxia and TGF-β (Das et al., 2008; Heddleston et al.,
2009) are also known to inhibit NK cell functions. Thus, it is con-
ceivable that agents reinvigorating NK cells in the tumor bed could
decrease its metastatic potential and thus reduce time to relapse.

In humans, NK cell infiltration (determined with different
NK cell markers, i.e., CD57, CD56, NKp46, CD3, and CD56)
is often studied on a tumor burden after curative resection. Inter-
estingly, NK cell infiltrates are often associated with a lower risk
of relapse and/or longer survival (Table 1). However, in most
cases, NK cell numbers are limited compared with other effec-
tors as reported using tissue microarrays of melanomas (Erdag
et al., 2012; Sconocchia et al., 2012), hepatocellular carcinomas
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Table 1 |Tumor infiltrating NK cells in human cancers.

Cancer Stage Sample

size

Method Markers used for

NK cells analysis

in IHC studies

Results Reference

CRC II–III 93 IHC CD56, CD57 Low tumor stage (P = 0.004), marked CD8+ (P = 0.04, see Figure 2)

and CD57+ (P = 0.05, see Figure 3) cell infiltration in the advancing

tumor margin were correlated with a longer disease-free survival in

multivariate analysis

Menon et al. (2004)

CRC II–III 88 IHC CD56 NK cells are rare compare to CD8+ cells (7/mm2 versus 76/mm2).

Surprisingly in tumor with low expression of HLA class I higher

CD8+, but not CD4+ cell infiltration was observed

Sandel et al. (2005)

CRC IV 68 IHC CD56 Thirty-three patients were treated with adjuvant FOLFIRI regimen or

FOLFOX with Cetuximab and 35 patients received adjuvant FOLFIRI

regimen or FOLFOX regimen alone. In cetuximab treated patients

only CD56 and K-ras mutation status were independent predictors of

the best overall response and progression-free survival. CD56−

tumors [HR 2.6 (95% CI: 1.14–6.00); P = 0.019] and K-ras mutations

[HR 4.74 (95% CI: 1.8–12.3); P = 0.001] were significant

independent negative prognostic markers for the PFS

Marechal et al. (2010)

CRC IV 112 IHC NKp46 Primary tumors and liver metastases were analyzed. Low NK cell

number was detected in tumor and liver metastases. No correlation

between NK cell infiltration and chemokine profile within the tumor

tissue or relation between HLA class I expression and NK cell

infiltrate were found. In this study no prognostic study was realized

Halama et al. (2011)

CRC I–IV 1414 IHC

(TMA)

CD56, CD57,

CD16

This cohort included a mix of MMR deficient and proficient. CD56

cell infiltrate was observed in 38% of CRC. No prognostic role of NK

cells infiltrate was determined in this cohort

Sconocchia et al.

(2010)

Gastric

CRC

I–IV 34

18

IHC,

FCM

CD3, CD56 Patients with and without liver metastases were studied. The

number of CD3−CD56+ (mostly CD56dim NK cells) and CD3+CD56+

cells were decreased in metastatic livers compared to those

unaffected by metastases. Interestingly lower CD56+ cell infiltration

could be observed in patients with multiple liver metastases

Gulubova et al. (2009)

Gastric

Esophageal

I–IV 50

35

IHC,

FCM

CD56 NK cells inversely correlated with H2O2 production in the tumor

microenvironment. The frequency of CD56dim tumor-infiltrating NK

cells decreased according to disease progression

Izawa et al. (2011)

GIST IV 8 IHC,

FCM

CD56 NK cells highly infiltrate GIST tumors. An inverse correlation was

observed between NK cell infiltrate and metastasis occurrence.

Delahaye et al. (2011)

GIST I–IIIB 47 IHC CD56 Untreated c-Kit-positive primary GISTs were analyzed. NK cells

represent a small fraction of tumor-infiltrating immune cells

(34 ± 41 cells/mm2) compared to CD3+ cells (201 ± 331 cells/mm2)

or monocyte-derived cells. No prognostic study was achieved

Cameron et al. (2008)

NSCLC II–IIIA 150 IHC CD57 In univariate analysis, CD57+, defined as CD57high, were associated

with longer survival (P < 0.0002). CD57 cell infiltration is a

prognostic factor in univariate analysis, but was not an independent

prognostic factor from classical T and N classification in multivariate

analysis

Takanami et al. (2001)

(Continued)
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Table 1 | Continued

Cancer Stage Sample

size

Method Markers used for

NK cells analysis

in IHC studies

Results Reference

NSCLC I–III 335 IHC (TMA) CD56 Multivariate analysis showed that stromal CD56+ cells were

an independent prognostic factor for disease-specific

survival [HR 2.3 (95% CI: 1.1–5.0), P = 0.031]

Al-Shibli et al. (2009)

NSCLC I–III 28 IHC (Frozen

sections),

FCM

NKp30, NKp46 NK cells infiltrating NSCLC are mostly CD56bright NK cells

with impaired cytotoxic capacities against tumor cells

Carrega et al. (2008)

NSCLC I–II 86 IHC, FCM NKp46 NK cells are recruited and localized in the stroma of the

tumor rather than in the tumor nest. NK cells exhibited an

altered phenotype with down-regulated NKp30, NKp80,

CD16, NKG2D, and DNAM-1 while NKp44 and CD69 were

over-expressed. Functional studies showed that tumor

infiltrating NK cells had impaired cytotoxic functions

compared to blood NK cells. Prognostic study in this cohort

showed that the presence of NK cells is not associated with

clinical outcome at early stages of the disease

Platonova et al. (2011)

Squamous

cell lung

carcinoma

IA–IIIA 50 IHC CD57 Multivariate analysis including surgical-pathologic stage, age

and endoscopy localization, the risk of death in patients with

less than five CD57+ cell per field was 2.50 fold higher

(95% CI: 1.07–5.85) than in those patients with more than

five CD57+ cell per field

Villegas et al. (2002)

Prostate Gleason

2–10

75 IHC CD56 Forty patients were analyzed after radical prostatectomy and

35 after androgen deprivation therapy. In androgen

deprivation treated patients, high number of CD56 cells was

associated with a lower risk of prostate cancer progression

(P = 0.044), while a high density of CD68 was related to an

increased risk of biochemical recurrence (P = 0.011)

Gannon et al. (2009)

BC I–III 204 IHC (TMA) CD57 CX3CL1 expression correlates with CD8+ and CD57+ cell

infiltrations. Tumor stage (I/II versus III), HER-2 status and

CX3CL1 expression were independent prognostic factors for

disease-free and overall survival

Park et al. (2012)

BC I–III 140 IHC, FCM CD56, CD3 In tumor tissue NK cells were enriched with CD56b right cells

with poor cytotoxic potential compared to normal mammary

tissue. An inverse correlation between regulatory T cell and

NK cell infiltrates was found. No prognostic study was

achieved.

Mamessier et al. (2011b)

RCC I–IV 117 IHC (TMA) CD56, CD16 No CD56 cell infiltrates were detected in 92% of renal cell

carcinomas

Sconocchia et al. (2009)

Melanoma IIIA–IV 183 IHC (TMA) CD56 Very low infiltration with CD56+ NK cells is described. CD4,

CD8, and CD20 represented 80% of the immune infiltrate in

this cohort

Erdag et al. (2012)

Melanoma

HCC

BC

ND 284

336

385

IHC (TMA) CD56 No CD56 cell infiltrate was detected in 71.4% of

melanomas, 92% of hepatocellular carcinomas and 97% of

breast carcinomas

Sconocchia et al. (2012)

CRC, colorectal cancer; NSCLC, non-small cell lung cancer; BC, breast carcinoma; GIST, gastro-intestinal stromal tumor; HCC, hepato-cellular carcinoma; RCC, renal
cell carcinoma; ND, not described.
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(Sconocchia et al., 2012), breast cancers (Sconocchia et al., 2012),
renal cell carcinomas (Sconocchia et al., 2009), and colon rectal
cancers (Sconocchia et al., 2010). Very low NK cell infiltration
could be monitored in these different solid tumors, except for
colorectal carcinomas where 38% of tumor samples appeared to
be infiltrated by NK cells (Sconocchia et al., 2010, 2012). Fur-
thermore, the activation status of NK cells infiltrating the tumor
and/or tumor niches might play a crucial role in tumor clearance
and/or prevention of tumor spreading. Many reports in cancer
patients have demonstrated that NK cells have altered cytotoxic
functions usually correlated with down-regulation of NCR while
tumor cells usually express ligands for these NCR (Menard et al.,
2009; Mamessier et al., 2011a,b; Platonova et al., 2011).

Over the past decade, we investigated the role of NK cells in
the control of gastrointestinal sarcomas (GIST). Unexpected long-
term responses to imatinib mesylate (IM) have been reported in
GIST lacking the hallmark molecular criteria of responses to IM
(Borg et al., 2004; Menard et al., 2009), suggesting that IM might
mediate part of its therapeutic effect by an off-target effect. Indeed,
several mouse tumor cell lines that did not respond to IM in
vitro did so in vivo in immunocompetent mice. This therapeutic
off-target effect of IM was mediated by NK cells and/or special-
ized DC subsets (Borg et al., 2004). We found that, by inhibiting
c-Kit in DC, IM could promote a DC/NK cross-talk that ulti-
mately stimulates NK cells to produce IFN-γ both in mice and in
humans (Borg et al., 2004). Importantly, the IM-induced IFN-γ
production by NK cells represented an independent predictor of
long-term survival in advanced GIST treated with IM (Menard
et al., 2009). Since IM failed to trigger NK cell IFN-γ produc-
tion in about half of GIST patients, we launched a comprehensive
analysis of the GIST-associated NK cell phenotype. At diagnosis,
circulating NK cells from GIST patients (compared with healthy
volunteers) exhibited a selective down-regulation of one particu-
lar type of stimulatory NK cell receptor, NKp30, but not that of
another type, NKG2D, and this NKp30 down-regulation was only
partially restored by IM (Menard et al., 2009). We demonstrated
that the alternative splicing of exon 4, which affects the intracellu-
lar domain of NKp30, generates three membrane-bound proteins
with distinct functions. Indeed, the NKp30a isoform could stimu-
late NK cell degranulation and Th1-type cytokine secretion, while
the NKp30b isoform only signals for Th1 cytokine secretion and
the NKp30c isoform transduced a delayed signal leading to IL-10
secretion. In a cohort of 80 patients with metastatic or recurrent
GIST, the predominant expression of NKp30c was associated with
decreased NKp30-dependent TNFα and CD107a release, com-
pared to patients with high expression of NKp30a and/or NKp30b.
The predominant expression of the NKp30c isoform was an inde-
pendent prognostic factor of reduced overall survival (Delahaye
et al., 2011). Freshly dissociated tumor samples revealed that GIST
are highly infiltrated with NK cells (roughly 25% of CD45+ leuko-
cytes were CD3−CD56+ NK cells), and the density of NK cell
infiltration was inversely correlated with metastases at diagno-
sis (Delahaye et al., 2011). Altogether, these data again support
a more preventive than curative role for NK cells by counteract-
ing metastatic spread. Since NK cells could play a crucial role
in controlling tumor dissemination in GIST patients, we devel-
oped strategies for boosting NK cells along with IM treatment.

Association of IM and IL-2 has been shown to have potent anti-
tumor responses in mice through activation and trafficking of
IKDC to lung metastases (Taieb et al., 2006). From 2009 to 2012,
we launched a phase I clinical trial in patients with refractory
solid tumors to determine the maximum tolerated dose of IL-
2 combined with 400 mg daily IM. Data from this clinical trial
will be reported soon. If the association appears to be non-toxic,
a phase II study in GIST patients combining these two com-
pounds will be considered. Other NK cell stimulatory compounds
to be used in synergy with IM against GIST could be envisaged
(Figure 2).

Thereby, it seems that NK cells could be a potent effector
cells preventing tumor formation (immunosurveillance) and/or
limiting metastatic spread. Previous study by Imai et al. (2000)
had anticipated this type of conclusion in humans. This 11-year
follow-up study showed a reduced cancer risk among people with
strong or medium natural cytotoxic functions in peripheral blood,
suggesting a role for natural immunological host defense mecha-
nisms against cancer. However, and as described above, NK cells
have difficulty entering the tumor therefore, strategies that could
increase the penetration and/or proliferation and/or local differ-
entiation of NK cells in the tumor remain attractive. Recently, the
B16F10 transplantable mouse melanoma model transfected with
chemerin, a chemoattractant for NK cells, macrophages, and DC
subsets (Wittamer et al., 2003; Zabel et al., 2005; Parolini et al.,
2007), led to a significant recruitment of NK cells in the tumor
responsible for tumor regression (Pachynski et al., 2012). The
authors showed that intra-tumor injection of the recombinant
chemerin was sufficient to obtain tumor regression. Finally, in two
independent clinical cohorts of melanoma patients, retention of

FIGURE 2 |Therapeutic strategies that could increase the functions of
NK cells in patients with GIST. NK cells of patients with high expression
of NKp30a and/or NKp30b isoforms could be reinvigorated using
treatments that are know to favor either direct activation (IL-2, IFN-α, IL-15,
sushi-IL-15) or indirect activation (FLT3, cyclophosphamide) of NK cells
along with imatinib mesylate treatment. Since Balachandran et al. (2011)
have shown that CD8+ T cells could favor tumor regression it is conceivable
to use drugs that will favor CD8 T cell activation (anti-PD1 or anti-CTLA4). In
patients harboring the wrong NKp30 profile (high expression of NKp30c
isoform) blocking IL-10 or IL-10 receptor (IL-10R) or using agent that could
modify the NKp30 profile toward the NKp30ab profile (methyltransferase
inhibitors?) might restore the NKp30-dependant NK cells function, thus
favoring the control of tumor growth and/or dissemination.
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high RARRES2 (a gene encoding the chemoattractant chemerin)
expression correlated with better clinical outcomes (Pachynski
et al., 2012).

CONCLUDING REMARKS
We are entering a new era of NK cell investigations in human
malignancies that will open up new avenues for NK cell iden-
tification and profiling. How NK cell trafficking to tumors

and/or differentiate from precursors in tumors remain an active
conundrum. How NK cells prevent metastases is obscure. How
NK cells regulate adaptive immunity is still debated since NK
can shut down or instead trigger DC or CD4+ T cells. How
to strengthen the functions of NK cells and/or neutralize the
immunosuppressive factors should be harnessed (e.g., IL-2, IL-
15, sushi IL-15, IFN-α, and peptide inhibitors of TGF-β1;
Figure 2).
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TITRE : Optimisation d’une stratégie thérapeutique antitumorale conventionnelle par 
association à une immunothérapie : Etude de phase I combinant l’Imatinib à l’Interleukine-2  
AUTEUR : Clara LOCHER 
RESUME : Chef de file des inhibiteurs de tyrosines kinase, l’Imatinib Mesylate (IM) a 
révolutionné la prise en charge de la leucémie myéloïde chronique et des tumeurs stromales 
gastro-intestiales. En plus de son action directe sur les cellules tumorales, une partie de 
l’efficacité thérapeutique de l’IM a été attribuée à son aptitude à moduler la réponse 
immunitaire. Cette propriété soulève la possibilité que les résultats cliniques de l’IM 
pourraient être améliorés en le combinant efficacement à une immunothérapie. A cet effet, 
nous avons montré dans un modèle préclinique que l’interleukine-2 (IL-2) – adjuvant des 
cellules NK – augmente l’efficacité de l’IM. Nous avons également démontré une efficacité 
supérieure de l’IM en association au cyclophosphamide (CTX) du fait de l’inhibition des 
lymphocytes T régulateurs. Nous avons donc entrepris un essai clinique de phase 1 associant 
l’IM, l’IL-2 et le CTX chez des patients ayant une tumeur solide métastatique ou localement 
avancée. Les objectifs de cet essai sont (i) de déterminer la dose maximale tolérée d’IL-2 
associée à l’IM et au CTX ; (ii) d’étudier les paramètres pharmacocinétiques de l’association ; 
(iii) d’évaluer l’efficacité de l’association et (iv) son effet sur les effecteurs de l’immunité. Au 
total, 17 patients ont été inclus dans cette étude. La DMT d’IL-2 associée à la dose fixe de 
400 mg d’IM correspond à 6 MUI/j. A ce niveau de dose, tous les patients ont présenté au 
moins un effet indésirable imputable au traitement : principalement fièvre et frissons, 
augmentation des enzymes hépatiques, asthénie et nausée mais sans que ne soit observée de 
toxicité limitante. L’étude des paramètres pharmacocinétiques révèle une augmentation 
significative de l’exposition systémique à l’IM en fin de cycle et qui semble être imputable à 
l’IL-2. La pharmacocinétique de l’IL-2 n’est par contre pas modifiée par l’administration 
concomitante d’IM. Sur le plan des effecteurs de l’immunité, l’association IM, IL-2 et CTX 
diminue le taux de lymphocytes B, lymphocytes T (LT) CD4+ et LT CD8+ mais active les 
cellules NK puisqu’on observe une augmentation des marqueurs CD56bright, HLA-DR et 
TRAIL. De manière intéressante, la sous-population de cellules NK HLA-DR+ possède des 
capacités de dégranulation plus importante après exposition à cette association et son 
expansion est associée à une meilleure survie. Cette association pourrait donc s’avérer 
particulièrement intéressante dans le traitement de tumeurs sensibles d’une part à l’IM et 
d’autre part à la lyse par les cellules NK. Les GIST étant particulièrement sensibles à l’IM, 
nous avons étudié l’infiltrat tumoral présent au niveau de ses tumeurs. Nous avons ainsi pu 
mettre en évidence le rôle pronostique de l’infiltrat en LT et NK sur la survie sans progression 
des GIST. En vue d’une étude de phase 2, les GIST apparaissent donc être un modèle tumoral 
particulièrement pertinent pour évaluer les bénéfices de l’association IM, IL-2 et CTX.  
LABORATOIRE D’ACCUEIL : INSERM U1015, Institut Gustave Roussy, 114 rue 
Edouard Vaillant 94800 Villejuif. 
 


