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Étude de 
la réaction 
immunitaire 
humorale 
aux cancers 
par des approches 
protéomiques
Caroline Desmetz, Alain Mangé, Jérôme Solassol

La découverte de nouveaux marqueurs sériques offrant une sensibilité 
et une spécificité supérieures à celles des marqueurs actuels est un axe 
de recherche essentiel en cancérologie. À l’exception de l’hormone cho-
rionique gonadotrope (hCG) chez l’homme, il n’existe pas de marqueur 
spécifique d’une tumeur, mais plutôt des molécules dont la présence à 
forte concentration est associée au cancer. La plupart des marqueurs 
biologiques utilisés à l’heure actuelle, bien que présentant une certaine 
spécificité « histologique », ne sont pas spécifiques d’un organe parti-
culier. Ils présentent de plus une sensibilité insuffisante en termes de 
diagnostic, leurs valeurs biologiques s’élevant, pour la plupart d’entre 
eux, exclusivement dans les formes avancées de la maladie. C’est pour-
quoi l’intérêt clinique des marqueurs tumoraux sériques actuels réside 
essentiellement dans leur aide pour la surveillance de l’efficacité thé-
rapeutique dans les formes avancées (et notamment métastatiques) de 
cancers. Une des voies très prometteuses dans ce domaine est l’étude de 

la réponse immunitaire 
aux cancers et l’iden-
tification des anti-
corps et des antigènes 
associés aux tumeurs 
(AAT). Dans les années 
1960, Robert W. Baldwin 
a été un pionnier dans 
ce domaine, en démon-
trant que le système 
immunitaire pouvait réagir au développement d’une 
tumeur [1-3]. Cette réponse immunitaire engage à la fois 
une réponse cellulaire (activation des lymphocytes T) et 
une réponse humorale (synthèse d’anticorps) [4, 5]. Bien 
que les origines de cette dernière soient peu connues, il 
est maintenant bien établi que des patients atteints de 
cancer produisent des autoanticorps dirigés contre des 
protéines tumorales mutées, tronquées, mal conformées, 
surexprimées ou encore exprimées de façon ectopique. 
L’identification des protéines antigéniques et de leurs 
anticorps associés apparaît désormais comme une stra-
tégie de choix dans la recherche de nouveaux marqueurs 
tumoraux circulants. L’outil protéomique et ses dévelop-
pements récents ont permis l’identification d’un grand 
nombre de ces protéines et de leurs anticorps associés 
[40, 41]. L’objectif de cette revue est de présenter les 

> L’identification de nouveaux marqueurs séri-
ques présentant une sensibilité et une spécifi-
cité supérieures à celles des marqueurs actuels 
est d’un intérêt fondamental en cancérologie. 
L’étude de la réponse immunitaire humorale aux 
cancers représente une stratégie de choix dans ce 
domaine. En effet, au cours du processus cancé-
reux, apparaît une réaction immunitaire antitu-
morale à la fois cellulaire et humorale. Cette der-
nière met en jeu la reconnaissance par des auto-
anticorps d’antigènes associés aux tumeurs. Cet 
article fait le point sur les principales techniques 
de protéomique qui permettent l’identification 
des autoantigènes et de leurs anticorps associés. 
Nous insisterons dans un premier temps sur les 
deux techniques de référence, le SEREX (serolo-
gical identification of antigens by recombinant 
expression cloning) et le SERPA (serological pro-
teome analysis), en détaillant leurs avantages et 
leurs inconvénients. Nous évoquerons ensuite les 
nouvelles approches protéomiques qui, basées sur 
un criblage à haut débit sur des puces, ouvrent de 
nouvelles perspectives dans l’étude de la réponse 
humorale aux cancers et l’identification de nou-
veaux marqueurs tumoraux. <
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 différentes approches protéomiques développées dans ce domaine, et 
de les illustrer par des exemples de nouveaux marqueurs (antigènes 
et/ou anticorps) ainsi isolés.

Analyse sérologique des banques d’expression d’ADNc

Le SEREX (serological identification of antigens by recombinant 
expression cloning) est la première technique développée pour l’ana-
lyse de la réponse humorale aux cancers. Mise au point dans les années 
1990 [6], cette approche consiste à analyser les antigènes provenant 
de l’expression d’une banque d’ADNc obtenue à partir des ARNm 
extraits d’une tumeur (Figure 1). Le succès de cette approche pour 
l’identification des AAT est très probablement attribuable au choix 
de la source d’ARNm provenant de la tumeur autologue, ce qui faci-
lite l’identification des antigènes réagissant avec les auto-anticorps 
 présents dans le sérum autologue.
Cette technique, très puissante, a permis d’isoler plusieurs autoanti-
corps et d’identifier leurs antigènes associés. La protéine NY-ESO-1 
est l’un des premiers auto-antigènes à avoir été mis en évidence ; elle 
a été étudiée initialement dans le carcinome squameux de l’œsophage 
[7]. Les anticorps anti-NY-ESO-1 ont été ensuite détectés avec une 
fréquence variant entre 20 et 50 % dans d’autres cancers comme le 
cancer bronchique non à petites cellules [8], le cancer de la prostate 
[9], le cancer médullaire de la thyroïde [10] et le mélanome [11]. 
Par la suite, d’autres AAT ont été étudiés, comme la protéine CAGE-1 

(cancer/testis antigen gene) dans le cancer du poumon 
[12], NY-BR-1, ING1 et hMena dans le cancer du sein 
[13, 14], GLEA1 (glioma expressed antigen 1), GLEA2 et 
PHF3 (PHD finger protein 3) dans le glioblastome [15]. 
Il est intéressant de mentionner que certains de ces 
autoanticorps présentent un intérêt comme marqueurs 
diagnostiques précoces ou marqueurs prédictifs d’une 
réponse thérapeutique. C’est le cas des anticorps anti-
NY-ESO-1, présents dès les formes précoces de cancer 
du poumon [8], ou pour les anticorps anti-GLEA2 et 
anti-PHF3, associés à un pronostic favorable chez les 
patients atteints d’un glioblastome [15].
Malgré ces résultats très prometteurs, le SEREX pré-
sente plusieurs inconvénients, inhérents pour la plu-
part à la technique. À l’origine, cette approche a été 
développée afin d’étudier la réponse humorale anti-
cancéreuse à partir de prélèvements (tissu tumoral et 
sérum) issus d’un seul et même patient. Il en découle 
d’une part, une lourdeur dans sa mise en œuvre, avec 
la constitution d’une banque d’expression pour cha-
que sérum autologue analysé et, d’autre part, une 
détection de nombreux faux positifs, due à l’analyse 
d’une réponse humorale spécifique au patient et non 
obligatoirement liée au processus tumoral. De plus, le 
choix d’un système procaryote pour l’expression des 

protéines recombinantes ne permet pas 
la détection des protéines immunogè-
nes ayant subi des modifications post-
traductionnelles ou conformationnelles, 
alors que ces modifications sont souvent 
retrouvées chez les eucaryotes dans les 
réactions auto-immunes ou les cancers. 
Afin de pallier ces écueils, plusieurs 
modifications de la technique originelle 
ont été proposées, notamment l’utilisa-
tion de systèmes d’expression protéique 
dans des modèles eucaryotes (baculo-
virus ou levure) permettant d’analyser 
les modifications post-traductionnelles 
comme les glycosylations.
Le SEREX reste, grâce à ces améliorations, 
une technique de référence pour l’étude 
de la réponse immunitaire humorale à 
la présence de cellules tumorales. Elle 
a permis l’identification d’un très grand 
nombre d’antigènes tumoraux dont l’in-
térêt clinique, pour beaucoup d’entre 
eux, reste encore à évaluer. L’ensemble 
des AAT identifiés par SEREX est réguliè-
rement mis à jour dans une base de don-
nées disponible sur le site internet http://
www.2.licr.org/Cancer ImmunomeDB/.

Infection d’E. coli
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Sérum

Transfert sur membrane 
et hybridation

Protéine
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Isolement des clones 
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ADNcARNm Virion recombinant

Banque ADNc

Figure 1. Principe de l’approche SEREX. 
Cette approche consiste à extraire les 
ARNm à partir d’une tumeur. Les ADNc 
double brin correspondants sont ensuite 
synthétisés et insérés dans le génome du 
bactériophage λ. Après amplification, les 
virions recombinants sont introduits dans 
des bactéries E. coli. Les protéines recombinantes exprimées durant la phase lytique de l’in-
fection des phages sont transférées sur une membrane de nitrocellulose, laquelle est ensuite 
incubée avec le sérum du même patient que celui dont a été extraite la tumeur (sérum autolo-
gue). Les clones réactifs sont ensuite isolés et l’ADNc correspondant est séquencé.
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Figure 2. Principe de l’approche SERPA. Cette 
approche consiste à séparer en parallèle des 
quantités équivalentes de protéines issues 
de cultures cellulaires ou de tumeurs sur 
trois gels 2-DE. Les deux premiers gels sont 
transférés sur des membranes (nitrocellu-
lose ou PVDF, polyvinylidene fluoride) avant 
d’être hybridés avec des sérums provenant 
de patients atteints de cancer ou d’indivi-
dus contrôles. Le troisième gel est quant à 
lui coloré au nitrate d’argent ou au bleu de 
Coomassie afin d’établir la cartographie des 
protéines de la tumeur. La stratégie consiste 
dans un premier temps à comparer les images 
obtenues par Western blot à partir des deux 
échantillons de sérums (cancer et contrôle) 
afin de repérer les protéines immunogènes 

spécifiques de la réaction humorale tumorale. Dans un deuxième temps, les images issues des Western blots sont superposées au gel coloré au 
nitrate d’argent afin d’isoler et identifier les protéines d’intérêt. Pour cela, les protéines sont extraites du gel, digérées à la trypsine et identifiées 
par spectrométrie de masse (cartographie peptidique ou séquençage).

Analyse sérologique à partir des techniques 
de protéomique conventionnelle

Depuis plusieurs décennies, l’électrophorèse bidi-
mensionnelle (2-DE) est l’un des outils de choix dans 
l’analyse du protéome. Cette technique permet de 
séparer un mélange complexe de protéines, extraites 
de tumeurs ou de cultures cellulaires, en fonction de 
leur point isoélectrique (pI) (première dimension) 
et en fonction de leur masse (deuxième dimension). 
L’équipe de S. Hanash a été l’une des premières à com-
biner l’électrophorèse bidimensionnelle et la technique 
de western blot (Figure 2) pour identifier les antigènes 
associés à la réponse humorale dans les neuroblas-
tomes [16] et le cancer du poumon [17]. Dans cette 
dernière étude, les annexines I et II ont été identifiées 
comme des antigènes tumoraux induisant une réponse 
humorale chez plus de 60 % des patients atteints 
d’adénocarcinome. Cette approche, qui a été nommée 
par la suite SERPA (serological proteome analysis) 
[18], Proteomex [19, 20] ou SPEAR (serological and 
proteomic evaluation of antibody response) [21], a 
été utilisée avec succès pour identifier des AAT dans 
plusieurs autres types de cancers. Sans vouloir être 
exhaustif, on peut citer, par exemple, la protéine 
peroxirédoxine 6 dans le carcinome squameux de 
l’œsophage [22, 23], les protéines triosephosphate 
isomérase (Tim) et superoxyde dismutase (MnSOD) 
dans le carcinome squameux du poumon [22, 23], la 
calréticuline dans les cancers hépatique [24] et du 
pancréas [25] et RS/DJ1 dans le cancer du sein [26].

Comparé au SEREX, le SERPA présente plusieurs avantages. Il s’agit 
d’une technique rapide à mettre en œuvre, notamment pour la pré-
paration des extraits protéiques et l’analyse de plusieurs sérums. 
Elle permet également l’identification d’éventuelles modifications 
post-traductionnelles et la mise en évidence des différentes iso-
formes d’une protéine. Les inconvénients de cette technique, quant 
à eux, sont pour la plupart associés aux limites du 2-DE. Ainsi, les 
protéines membranaires, en raison de leur nature hydrophobe et 
insoluble, sont difficilement détectables. Il en est de même pour 
les protéines de faible poids moléculaire (inférieur à 10 000 Da) 
ou pour les protéines ayant un point isoélectrique extrême. Enfin, 
l’identification des protéines de faible abondance est limitée par 
la sensibilité des méthodes de coloration. Il est néanmoins possi-
ble d’enrichir spécifiquement les antigènes tumoraux faiblement 
exprimés par des approches d’immunoprécipitation [27] et d’uti-
liser des molécules fluorescentes plus sensibles que les méthodes 
de coloration standard [28]. Cette combinaison a été utilisée 
récemment avec succès pour identifier des AAT dans le cancer de 
l’ovaire [29]. Le SERPA demeure donc une méthode très robuste 
pour la mise en évidence d’une réponse immune de type humoral 
dans les cancers, d’autant que de nombreuses améliorations tech-
nologiques ont été introduites ces dernières années, notamment 
dans la robotisation des techniques de 2-DE ou l’amélioration de 
la sensibilité des spectromètres de masse permettant l’identifica-
tion des antigènes.

Analyse sérologique par puces à protéines

Le succès rencontré par les approches de type puces à ADN pour 
l’analyse du génome a très rapidement inspiré ces dernières années 
les groupes de recherche qui étudient la réponse humorale en 
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 cancérologie ou dans d’autres pathologies. Ces nouvelles approches 
de type puces à protéines permettent, contrairement au SEREX ou au 
SERPA, l’analyse d’un très grand nombre de cibles en une seule étape. 
L’équipe de Liu a été la première à développer cette approche pour 
l’étude de la réponse humorale associée aux maladies auto-immu-
nes [30]. Le principe de cette approche consiste à immobiliser des 
antigènes ou des anticorps sur un support (lame) et à faire l’analyse 
différentielle des interactions auto-antigène-auto-anticorps qui se 
forment (Figure 3). Des puces à protéines permettant de tester plus 
de 8 000 antigènes recombinants ont ainsi été développées et sont 
désormais commercialisées (puces ProtoArray®, Invitrogen) [31]. 
Des puces à anticorps, fondées sur un système de capture inverse, 
ont également été mises au point [32]. Dans une étude récente, 
les antigènes issus de lignées cellulaires de cancer de la prostate 
ont ainsi été capturés par 500 anticorps monoclonaux immobilisés 
sur une même lame. Les sérums de patients atteints de cancer de la 
prostate ou d’hyperplasies bénignes (contrôles) ont été marqués au 
préalable par deux fluorochromes (Cy3 et Cy5) puis hybridés sur les 
puces, permettant ainsi l’identification de 48 AAT [33].
Bien que ces deux approches soient très puissantes, elles présentent 
néanmoins une limitation importante qui est celle de la disponibi-
lité des anticorps et des protéines recombinantes commercialisés. 
Pour éviter ces écueils, des méthodes plus exhaustives ont été mises 
au point. La première, décrite par l’équipe de Chinnaiyan, propose 
d’isoler des antigènes associés à la réponse humorale dans le cancer 
de la prostate à partir de banques de phages exprimant des ADNc 
provenant des ARNm d’une tumeur (Figure 4) [34]. L’étude, réali-
sée sur une série de 119 patients atteints de cancer de la prostate 
et 138 individus contrôles, a permis de sélectionner un panel de 
22 peptides distinguant les deux groupes. De plus, ce test présente 
une sensibilité et une spécificité supérieures à celles du dosage 
de l’antigène spécifique de la prostate (marqueur diagnostique de 
référence dans le cancer de la prostate). Bien que très supérieure 
au SEREX en ce qui concerne la sélection des phages et le débit 
d’analyse, cette approche n’en présente pas moins un inconvénient 
principal, puisqu’il est en effet impossible de prendre en compte la 
réponse humorale dirigée contre des modifications post-traduction-
nelles ou conformationnelles des protéines tumorales. Afin de remé-
dier à ce problème, l’équipe de S. Hanash a utilisé des techniques 
de fractionnement multidimensionnel par chromatographie liquide 
afin d’isoler un mélange de protéines natives issues de lignées cel-
lulaires cancéreuses [35]. Cette approche originale a permis d’iden-
tifier pour la première fois des anticorps dirigés contre l’ubiquitine 

carboxy-terminal hydrolase L3 dans des sérums de 
patients atteints de cancer du côlon [36].
En résumé, ces approches novatrices par puces à 
protéines présentent de très nombreux avantages 
dans la recherche de marqueurs tumoraux associés à 
la réponse humorale, notamment en raison de leurs 
capacités d’analyse à haut débit.

Conclusion

Les développements technologiques présentés dans 
cette revue illustrent l’intérêt de l’étude de la réponse 
immune humorale pour l’identification de nouveaux mar-
queurs en cancérologie. Ces technologies, en constante 
évolution, permettent d’identifier des anticorps et des 
AAT. L’impact clinique de ces marqueurs potentiels ne 
pourra s’évaluer sans la réalisation d’analyses com-
plémentaires. En effet, les résultats de la littérature 
montrent que la plupart des anticorps identifiés jusqu’à 
présent ont non seulement des fréquences d’appari-
tion relativement faibles (20-30 % des patients), mais 
sont également peu ou pas corrélés aux paramètres 
cliniques habituels (type histologique, stade de la 
tumeur, survie…). De ce fait, beaucoup de ces études 
nécessiteront des étapes de validation clinique dans 
des populations plus larges et indépendantes afin de 

Cy5

Cy3

Sérum patient
(IgG)

Figure 3. Principe de base des puces à protéines. Les puces à protéines se fondent sur l’immobilisation 
d’anticorps ou d’antigènes (protéines recombinantes, peptides, etc.) sur un support solide. Ces lames 
sont ensuite hybridées avec les sérums de patients et révélées par chimioluminescence ou fluorescence. 
Il est ainsi possible de détecter de manière différentielle les protéines de deux populations de sérums sur 
une même lame en marquant chacun des échantillons par la cyanine 3 (Cy3, fluorescence verte), ou la 
cyanine 5 (Cy5, fluorescence rouge). Ces lames sont ensuite scannées avec les deux longueurs d’ondes des 
fluorochromes afin d’être comparées et quantifiées.
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déterminer la robustesse de marqueurs 
potentiels nouvellement identifiés en 
termes de sensibilité, de spécificité et 
de valeur prédictive. Les récents travaux 
publiés à partir des approches basées 
sur les puces à protéines annoncent 
certainement un avenir prometteur pour 
la mise en place de tests d’une sensibi-
lité et d’une spécificité satisfaisantes. 
En effet, il apparaît que l’utilisation 
combinée de plusieurs anticorps ou anti-
gènes permet de détecter les tumeurs 
avec une efficacité supérieure à celle de 
chaque marqueur pris isolément [34, 37-
39]. L’établissement de telles signatures 
moléculaires, associées aux données 
cliniques et anatomopathologiques, est 
l’un des défis technologiques qu’il faudra 
relever dans les prochaines années pour 
assurer des développements importants 
pour le diagnostic et le pronostic des 
cancers, fondés sur l’étude de la réponse 
humorale antitumorale. ‡

SUMMARY
Comparison of proteomic strategies 
to identify antibodies resulting 
from the humoral immune response to cancer
Discovery of new serum biomarkers exhibiting an increased 
sensitivity and specificity for cancer are of major impor-
tance for diagnosis improvement. There is considerable 
evidence for an immune response to cancer in humans, as 
demonstrated in part by the identification of autoanti-
bodies against a number of tumour-associated antigens 
in sera from patients with different cancer types. Thus, 
identification of tumour-associated antigens and their 
associated antibodies is a promising strategy to find rel-
evant biomarkers. Proteomic approaches such as SEREX 
and SERPA have allowed identification of great numbers 
of antigens and their cognate autoantibodies during these 
past few years. They show many advantages, and allowed 
identification of relevant autoantigens in different types 
of cancer. However, they are also time consuming, and lack 
sensibility and specificity. To circumvent these drawbacks, 
new proteomic techniques, based on protein or antibody 
arrays, allow high throughput analysis of multiple targets 
in a single experiment. Specific combinations of markers 
should thus be identified, theoretically being more efficient 
to detect a tumor compared to a single marker. In conclu-
sion, these approaches promise great advances in the field 
of biomarkers for cancer. They also further need to be vali-
dated for clinical application on large populations. ‡
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Hybridation

Figure 4. Principe des puces à 
protéines de type « phage ». 
Ce type de puces repose sur 
l’immobilisation de protéi-
nes exprimées à partir d’une 
banque d’ADNc. Comme pour 
le SEREX, les ADNc sont syn-
thétisés à partir des ARNm 
issus de tumeurs ou de 
cultures cellulaires. Une fois 
insérée dans le génome des 
bactériophages λ, cette banque d’expression est enrichie en phages réagissant 
spécifiquement contre des sérums de patients atteints de cancer par des cycles 
répétés de purification. Ces phages réactifs sont alors amplifiés et déposés 
sur des lames. Ces lames sont ensuite hybridées avec des sérums de patients 
atteints de cancer et marqués par la cyanine 5 (Cy5) et l’intensité de marquage 
est normalisée à l’aide d’un anticorps marqué par la cyanine 3 et dirigé contre 
une protéine de la capside du phage. Après avoir scanné la lame, il est possible 
d’isoler les phages positifs et d’en extraire l’ADN afin d’identifier l’antigène 
correspondant.

Tissus

Cellules
-+

Isofocalisation liquide
Chromatographie en phase inverse

Séparation des antigènes

Dépôt des 1 840 fractions

Hybridation

Cy5
Cy3

Figure 5. Principe des puces à protéines 
exhaustives. La source protéique pour 
la fabrication de ces puces provient 
de tumeurs ou de cultures cellulaires. 
Les protéines sont fractionnées dans 
un premier temps par isofocalisation 
électrique liquide (20 fractions). Cha-
cune des fractions est ensuite séparée 
en 92 autres fractions sur une colonne 
de chromatographie liquide en phase 
inverse. Au final, les 1 840 fractions 
sont déposées sur un support solide 
avant d’être hybridées, comme précédemment, avec des sérums issus de patients atteints de can-
cer et d’individus contrôles. Il est alors possible de revenir à la fraction d’origine afin de valider la 
réactivité d’un antigène par western blot et de l’identifier par spectrométrie de masse.
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