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[. Introduction

[.1. Surveillance immunitaire et détection des tumeurs

Paul Ehrlich fut le premier a envisager que le systtme immunitaire pouvait réprimer
une fréquence potentiellement importante de tumeurs (Ehrlich, 1909). Toutefois, 1’idée que le
systéme immunitaire pouvait exercer un controle des maladies néoplasiques n’a pas été
poursuivie jusqu’a la moitié du XX™ siécle. Dans une certaine mesure, 1’hypothése
initialement formulée par Ehrlich nécessitait le développement de 1’immunologie
fondamentale. Le concept de surveillance immunitaire fut ensuite poursuivi par Sir
Macfarlane Burnet en 1957 (Burnet, 1957), méme si celui-ci a fait I’objet de nombreuses
critiques, notamment a cause de données expérimentales démontrant que des souris nude,
pourtant défaillantes sur le plan immunitaire, n’avaient pas d’incidence particulierement plus
¢levée de tumeurs. Cependant, il a été¢ suggéré ultérieurement que 1’implication du systéme
immunitaire, pour sa partie réponse innée, pouvait compenser l'incapacité de développer la
réponse acquise et ainsi expliquer la fréquence normale d’apparition de tumeurs chez ces
souris (Stutman, 1979a; Stutman, 1979b). Au méme moment, Lewis Thomas suggéra qu’une
des fonctions principales de I’immunité cellulaire était de maintenir 1’homéostasie des
organismes multicellulaires complexes en les protégeant des éventuels développements de
maladies néoplasiques (Thomas, 1959). Ainsi, il a été spéculé que les lymphocytes pouvaient
agir telles des sentinelles dans la reconnaissance et 1’élimination des cellules transformées de

I’organisme (Burnet, 1970).

Clairement, il ne peut y avoir de surveillance immunitaire s’il n’y a pas de structures
antigéniques distinctes exprimées a la surface des cellules tumorales et spécifiquement
reconnues par le systéme immunitaire. Le développement tumoral est associé¢ a 1’acquisition
de mutations génétiques, I’expression de nouveaux antigénes ou la sur-expression de
molécules qui sont toutes des cibles potentiellement reconnues par le systtme immunitaire.
Des données cliniques semblent corroborer cette hypotheése dans la mesure ou I’infiltration

lymphocytaire correle trés souvent avec une meilleure survie des patients atteints de cancer
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(Marrogi et al., 1997; Naito et al., 1998; Nakano et al., 2001; Schumacher et al., 2001; Zhang
et al., 2003). En outre, I’incidence trés importante de maladies tumorales chez des patients
recevant des thérapies immunosuppressives chroniques aprés transplantations d’organes
suggere un role actif de la surveillance immunitaire contre les tumeurs (Sanchez et al., 2002;
Tenderich et al., 2001). Cette hypothése est d’ailleurs renforcée par la trés grande fréquence

de lymphomes chez des patients atteints d’infection HIV (Goedert et al., 1998).

[.1.1 Les phases de 'immmunosurveillance

Récemment, 1’équipe de Robert Schreiber a suggéré que le concept de surveillance
immunitaire était la résultante de 3 processus : élimination, équilibre et échappement (Dunn et
al., 2002) (Figure 1). La surveillance immunitaire proprement dite intervient au cours de la
phase d’élimination, alors que la sélection des variants tumoraux se passe pendant la phase
d’équilibre. Ceci pouvant conduire a 1’échappement et par conséquent a 1’apparition clinique

de tumeurs.

Elimination

Genetic instabilitytumor heterogenaity

Immune selection

Figure 1 : Les 3 phases de I’'immunosurveillance.
D’apres GP. Dunn et al, 2002.
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[.1.1.a. Phase d’élimination

Dans la premiére phase dite d’élimination, les tumeurs solides qui atteignent une
certaine taille commencent a proliférer de maniére anarchique et a produire des facteurs
angiogéniques afin d’assurer la vascularisation nécessaire a leur survie (Hanahan and
Folkman, 1996) (Figure 2a). Cette croissance tumorale provoque alors la rupture des tissus
environnants induisant ainsi des signaux inflammatoires. Ces derniers participent alors au
recrutement des cellules du systéme immunitaire inné (NKT, NK, lymphocytes T y5, M@ et
DC) jusqu’au site tumoral (Girardi et al., 2001; Matzinger, 1994; Smyth et al., 2001). Les
cellules transformées sont alors reconnues par les leucocytes infiltrant qui sont stimulés pour
produire de 'IFN-y (Cerwenka et al., 2000; Diefenbach et al., 2001; Yokoyama, 2000) . Dans
la deuxieme phase, 'IFN-y peut induire a son tour la sécrétion de différentes chémokines
(CXCL-10, CXCL9 et CXCLI11) par les tumeurs elles mémes et par les tissus environnants
(Cole et al., 1998; Liao et al., 1995; Luster and Ravetch, 1987). Une partie de ces chémokines
douées d’activité angiostatique vont bloquer la formation de nouveaux vaisseaux sanguins,
favorisant I’apoptose des cellules tumorales (Coughlin et al., 1998; Luster and Leder, 1993;
Qin and Blankenstein, 2000; Sgadari et al., 1996). Les débris tumoraux cellulaires sont alors
phagocytés soit par les M@, soit par les DC qui vont migrer jusqu’aux organes lymphoides
secondaires. D’autre part, 1’escalade de production de chémokines durant le processus
inflammatoire permet un recrutement encore plus important de cellules NK et de M@ au
niveau du site tumoral (Figure 2b). Dans la troisiéme phase, les cellules NK infiltrant les
tumeurs et les MO vont de nouveau produire de I'IFN-y et de I'IL-12 et participer a
I’élimination des tumeurs par des mécanismes impliquant TRAIL, perforine et des
intermédiaires oxygénés (Bancroft et al., 1991; lkeda et al., 2002; Takeda et al., 2002;
Trinchieri and Scott, 1995). Aux niveaux des ganglions, les lymphocytes T CD4+ activés
peuvent sécréter de ’IFN-y sous I’influence des DC et ainsi faciliter le développement des
lymphocytes T CD8+ (Ferlazzo et al., 2002; Gerosa et al., 2002; Pardoll, 2002) (Figure 2c).
Dans la quatrieme phase, les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ spécifiques de tumeurs vont
migrer vers le site tumoral, ou les CTL vont détruire les cellules tumorales dont
I’immunogénicité a ét¢ amplifiée par la sécrétion locale d’IFN-y (Shankaran et al., 2001)

(Figure 2d).
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Figure 2 : Un modele proposeé de la phase
d’élimination du processus d’immunosurveillance.
D’apres GP. Dunn et al, 2002.
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[.1.1.b. Phase d’équilibre

A T’issue de premicre phase, le systéme immunitaire ainsi que les variants tumoraux
qui ont survécu au processus d’élimination entrent dans une phase dite d’équilibre. Au cours
de celle-ci, les lymphocytes T et I'IFN-y exercent une pression sélective efficace sur les
cellules tumorales génétiquement instables. Durant cette période de sélection "Darwinienne",
de nombreux variants tumoraux sont détruits, mais de nouveaux variants émergent avec de
nouvelles mutations augmentant leur résistance aux attaques immunitaires. Il est
vraisemblable que ce processus d’équilibre est trés long et intervient sur une période de

plusieurs années.

Figure 3 : Classification des antigenes tumoraux reconnus pa
D’apreés E. Gilboa, 1999.

I.1.1.c. Phase d’échappement

Enfin, dans le processus d’échappement, les variants tumoraux qui ont acquis au fil
des mutations une insensibilité aux détections et/ou éliminations immunologiques grace a
leurs modifications génétiques, commencent a proliférer de maniére incontrélée. Ce résultat
est cliniquement observé par I’apparition d’une tumeur maligne qui, le cas échéant, peut

conduire a la mort de I’individu.

[.1.2. Mécanismes d’échappement des tumeurs au systeme immunitaire

La question est de comprendre pourquoi, si les tumeurs sont immunogenes, elles
continuent a se développer ? Quels sont les paramétres qui empéchent la réaction immunitaire
de se mettre en place afin de détruire la tumeur ? Grace a I’expression d’antigénes spécifiques
exprimés par les tumeurs, le systéme immunitaire a, en théorie, la propriété de reconnaitre les
cellules tumorales comme cellules du non-soi. Cependant, celles-ci peuvent neutraliser la

réponse immunitaire et échapper ainsi a cette reconnaissance en esquivant les principaux
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systémes de détection. Comme mentionné précédemment, la réponse immunitaire innée
constitue la premiére ligne de défense contre les cellules tumorales. Elle n’implique pas la
reconnaissance spécifique de 1’antigene et de ce fait elle nécessite pas de sensibilisation
préalable. Les MJ, les DC, les cellules NK, les granulocytes et les neutrophiles sont les
principaux acteurs de cette premicre ligne de défense (Bancroft, 1993). Leur fonction est de
répondre immédiatement afin de limiter la prolifération tumorale. Ces cellules identifiées par
leurs capacités cyotoxiques sont également caractérisées par leur aptitude a sécréter de
nombreuse cyokines et chémokines. In vivo, ces cellules reconnaissent et lysent de nombreux
types de cellules tumorales (Trinchieri, 1989). Des observations cliniques chez I’ Homme ont
permis de mettre en évidence dans des modeles murins la capacité des cellules NK a détruire
sans mécanisme spécifique des cellules tumorales injectées ou viro-induites (Wustrom and
Zenner, 1985). Cependant, il est clairement admis que pour rejeter une tumeur, 1’organisme
doit faire appel a tous ses moyens de défense. Des travaux effectués chez la souris ont en effet
montré que bien qu’indispensable au rejet tumoral, I’immunité naturelle est une réponse
précoce qui précede et prépare le développement de I’immunité adaptative via la mise en
place d’un réseau cyokinique impliqué dans 1’activation de nombreuses cellules immunitaires

(Palucka and Banchereau, 1999).

Ainsi il est possible de détecter et méme d’amplifier des clones T CD8+ spécifiques
vis-a-vis de certains antigénes de tumeurs. Ainsi, grace a I’utilisation de complexes
CMH/peptide solubles, Lee et ses collaborateurs ont pu démontrer la présence de lymphocytes
T CD8+ circulants spécifiques d’antigénes tumoraux chez 60% de patients atteints de
mélanome (Lee et al., 1999). En effet, cette étude a permis la détection de lymphocytes T
anti-MART-1 et anti-tyrosinase avec des fréquences significatives de 0,16% et 2,2%,
respectivement (Lee et al., 1999). L analyse des lymphocytes T infiltrant les tumeurs (TIL)
révele que 30% d’entre eux sont tout a fait capables de réagir contre des cellules cibles
exprimant 1’antigéne en question avec 1’élément de restriction approprié (Benlalam et al.,
2001; Kawakami et al., 2000). De plus, il est possible de générer in vitro des CTL spécifiques
de mélanome de forte affinité (Gervois et al., 2000). Cependant, ’activité cytoloytique
détectée in vitro, issue de I’interaction des CTL avec leurs cibles spécifiques, ne refléte pas
obligatoirement la réactivité anti-tumorale et 1’activité cytotoxique in vivo. En outre, la
présence de lymphocytes T spécifiques d’antigénes de tumeurs ne correle pas toujours avec
une régression et/ou un rejet de la tumeur. Ainsi, dans I’étude de Lee, le patient présentant la

fréquence la plus importante d’effecteurs spécifiques d’antigénes de mélanome s’avérait non
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répondant in vitro vis-a-vis de cellules exprimant ces antigénes de tumeurs (Lee et al., 1999).
Ces résultats suggerent que, méme si des lymphocytes T spécifiques anti-tumoraux sont
présents a des niveaux détectables chez des patients atteints de cancer, ils ne sont pas

forcément compétents pour rejeter la tumeur.

[.1.2.a. Phénomene de tolérance.

L’un des principaux obstacles a la génération d’une réponse immunitaire anti-tumorale
efficace provient du fait que les tumeurs émergent a partir des tissus sains et expriment par
conséquent de nombreux antigénes du soi vis-a-vis desquels les lymphocytes T spécifiques
sont tolérants. C’est le cas par exemple de 1’antigene p53 qui est fortement exprimé par les
cellules tumorales et faiblement exprimé par les cellules saines. Dans 1’absolu, p53 est une
cible antigénique potentielle en immunothérapie mais il s’aveére que 1’organisme peut &tre
tolérant vis-a-vis de cet antigéne, car les clones T spécifiques de forte affinité ont pu étre
¢liminés. En périphérie, I’induction d’une réponse immunitaire dépend essentiellement du
contexte de présentation de 1’antigéne plus que I’antigéne en lui-méme. En effet, selon le
concept de « Danger » développé par Polly Matzinger (Gallucci and Matzinger, 2001),
I’antigéne présenté dans un environnement de danger (stimuli inflammatoires avec relargages
de cytokines, destructions tissulaires avec libération de protéines de stress (HSP)) favorise
I’initiation d’une réponse immune. Si le méme antigéne est présenté dans un environnement

dépourvu de signaux dangers, il y a induction d’un phénomeéne de tolérance.

[.1.2.b. Influence des facteurs solubles sécrétés par les cellules
tumorales.

La synthéese de facteurs solubles par la tumeur peut favoriser la croissance des cellules
tumorales via un effet autocrine, mais peut également influencer la réponse immunitaire.
Ainsi, la production de substances immunosuppressive telles I’IL-10 et/ou le TGF-p par les
cellules tumorales exerce un effet inhibiteur sur les CPA. Celles-ci diminuent, en effet, le

niveau d’expression des molécules de CMH de classe II et bloquent la synthése des cytokines
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responsables de 1’activation des lymphocytes T comme I’'IL-12 (Chen et al., 1994; Gorelik
and Flavell, 2001; Inge et al., 1992; Tada et al., 1991). Par ailleurs, certaines cellules
tumorales comme celles de cancer colo-rectal ont la propriété de sécréter des récepteurs
solubles de type Decoy DC3 qui vont fixer et neutraliser les molécules FasL dans le milieu
extracellulaire (Pitti et al., 1998) échappant ainsi a I’apoptose immuno-induite par les cellules

effectrices du systéme immunitaire.

[.1.2.c. Défaut d’activation des lymphocytes T

L’activation des lymphocytes T aboutissant a la synthése d’IL-2 nécessite a la fois un
signal antigéne spécifique fourni lors de la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le
récepteur T a I’antigéne (TCR) et un 2°™ signal dit de co-stimulation (Lenschow et al., 1996;
McAdam et al., 1998). Une des sources pour ce second signal est donnée par la liaison de la
molécule CD28 avec ses ligands B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86). L’engagement du TCR en
I’absence d’un signal de co-stimulation empéche les lymphocytes T de se différencier en
cellules effectrices et induit I’anergie des lymphocytes T spécifiques. Un défaut d’expression
des molécules de co-stimulation B7.1 et B7.2 ainsi que des molécules d’adhésion LFA-3 et
ICAM-1 a la surface des cellules tumorales contribue a la faible immunogénicité des cancers.
De méme, la diminution d’expression voire la perte de certains alléles codant pour les
molécules de CMH est un mécanisme d’échappement tumoral largement rapporté dans des
proliférations malignes de différentes origines (Ferrone and Marincola, 1995; Garrido et al.,
1993). Par ailleurs, bien que les mécanismes précis impliqués dans I’initiation de I’anergie des
lymphocytes T chez des patients atteints de tumeurs ne soient pas entiérement caractérisés, il
apparait que ceux-ci peuvent étre ¢galement associés a un dysfonctionnement des voies de
signalisation initiées par I’engagement du TCR via la diminution de 1’expression de la chaine

€ du TCR et la perte d’expression de la protéine tyrosine kinase Syk chez les TIL (Finke et
al., 1993; Mizoguchi et al., 1992).

I.1.2.d. Résistance a I'apoptose :
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Le développement d’un clone tumoral traduit un déséquilibre entre les niveaux de
prolifération et d’apoptose. L'échappement des cellules tumorales a I’apoptose exige des
mécanismes qui empéchent la transmission des signaux de mort. Parmi les molécules
impliquées dans 1’apoptose, on distingue les protéines anti-apoptotiques de la famille Bel-2
(de méme que Bcel-XL, Mcl-1, et Al) (Boise et al., 1993) et les protéines pro-apoptotiques de
la famille Bax et Bak (Evan and Vousden, 2001). C’est la régulation différentielle de ces deux
familles de protéines qui va moduler la sensibilité des cellules a 1’apoptose. Un grand nombre
de cellules de tumorales humaines montrent une résistance a la mort cellulaire programmée en
augmentant le rapport des protéines de la famille Bcl-2/Bcl-XL a celle de Bax/Bak (Evan and
Vousden, 2001). A titre d’exemple, la translocation t(14;18) présente dans 80% des
lymphomes aboutit & une augmentation significative de 1’expression constitutive des protéines
de la famille Bcl-2, contribuant a la survie in vivo des clones B malins (Johnson et al., 1993;

Korsmeyer, 1992).

I.1.2.e. Lymphocytes T régulateurs.

Un autre mécanisme impliqué dans I’inhibition des réponses CTL contre les tumeurs
peut étre di a la présence de lymphocytes T régulateurs au sein de la masse tumorale. En
effet, les lymphocytes T CD4+CD25+ ont récemment été identifiés comme une population
cellulaire dite « régulatrice » dont la déplétion conduit au développement de maladies auto-
immunes (Willerford et al., 1995). Des études plus récentes suggerent que ces lymphocytes T
CD4+CD25+ régulateurs soient également impliqués dans la prévention des réponses CTL
anti-tumorales (Liyanage et al., 2002; Woo et al., 2001; Woo et al., 2002). Ainsi, il a été
démontré que ce mécanisme d’échappement tumoral pouvait étre contourné via la déplétion
de ces lymphocytes T régulateurs sécréteurs de TGF- suivie d’un transfert adoptif des
lymphocytes T spécifiques d’antigénes de tumeurs dans un modele colo-rectal de rat
(Ghiringhelli et al., 2004). De méme, des études ont rapporté la faisabilité de traiter, avec un
certain succes, des patients atteints de mélanome lorsque ces derniers regoivent un traitement
immunosuppressif composé de cyclophosphamide et fludarabine, avant injections de
populations cellulaires enrichies en lymphocytes T spécifiques de tumeurs issus de TIL

(Dudley et al., 2002a). Cette stratégie de vaccination conduit a la fois a la régression des
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l1ésions de mélanome et au développement d’auto-immunité. Dans cette étude, la réponse anti-
tumorale était associée au repeuplement persistant du compartiment cellulaire T, un
phénoméne qui n’a jamais été observé avec la simple administration des clones T anti-
tumoraux amplifiés in vitro (Dudley et al., 2001; Dudley et al., 2002b; Rosenberg et al., 1994;
Yee et al., 2000).

[.1.2.f. Localisation des tumeurs.

Enfin, un autre facteur pouvant contribuer a la I’échappement tumoral peut provenir de
la localisation tumorale elle méme. En effet, la tumeur n’est pas forcément accessible aux
lymphocytes T circulants qui de ce fait ignorent sa présence. Ainsi, il a ét¢ montré qu’une
lignée cellulaire de sarcome exprimant un antigéne viral était capable d’induire une
importante réponse CTL a condition que celle-ci soit injectée en sous cutanée sous forme de

suspension cellulaire mais jamais sous forme de fragments solides (Ochsenbein et al., 1999).

l.2. Antigenes de tumeurs

Les antigénes associés aux tumeurs et reconnus par les effecteurs humoral et cellulaire
du systéme immunitaire sont des cibles potentielles pour I’immunothérapie des cancers.
Comme le montre la figure 3, différentes catégories d’antigénes de tumeurs permettant
I’induction de réponses CTL ont été identifies: les antigénes partagés, les antigénes de
différenciation, les antigénes résultants de mutation, les antigénes sur-exprimeés et ubiquitaires

et les antigénes viraux.
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Human Tumor Antigens

(A. I’atient—specific] [ B. Shared J
Tumor-specific Tissue restricted
Group I Group 11 Group III Group IV
Mutations incidental 1. Mutations related to Highly restricted Other
to the oncogenic process the oncogenic process (silent, OFP) (differentiation Ags)

2. Viral antigens prototype: MAGE Prototype: gp100

Tolerance Non Non Non-partial Partial
T cell affinity High High High-Interm. Interm.-low
Tumor rejection Strong Strong Strong-interm. Interm.-poor

antigen

Figure 3 : Classification des antigenes tumoraux reconnus par les CTL.
D’apres E. Gilboa, 1999.

[.2.1. Antigenes partagés

Le premier groupe d’antigeénes de tumeurs est représenté par les antigénes codés par
des geénes qui sont silencieux dans la plupart des tissus normaux, mais activés dans de
nombreuses tumeurs de différents types histologiques. Les antigénes prototypes de ce groupe
sont ceux codés par le géene P1A chez la souris (Van den Eynde et al., 1991) et par la famille
des genes MAGE chez ’Homme (De Plaen et al., 1994). Les seules cellules normales pour
lesquelles une expression significative des genes P1A et MAGE est détectée sont les cellules
du trophoblaste placentaire et les cellules germinales testiculaires (De Plaen et al., 1994;
Takahashi et al., 1995; Uyttenhove et al., 1997). Toutefois, ces derni¢res n’expriment pas de

molécules de CMH de classe I (Haas et al., 1988), ce qui signifie que I’expression de ces
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antigénes peut étre considérée comme spécifique de tumeur. L’activation des geénes de la
famille MAGE résulte généralement d’une déméthylation de leur promoteurs (De Smet et al.,
1996; Serrano et al., 1996) et est partagée par différents types de tumeurs (mélanome,
carcinome ovarien, carcinome rénal, cancer de la vessie), ce qui en font des cibles
particuliérement prometteuses en immunothérapie. A I’instar de 1’antigéne MAGE, 1’antigéne
RAGE n’est pas exprimé dans la plupart des tissus normaux, mais est activé et partagé par de
nombreux types de cancers comme le mélanome et le carcinome rénal. (Gaugler et al., 1996).
I1 est également exprimé par les cellules saines de la rétine (Gaugler et al., 1996). Toutefois,
ces cellules étant dépourvues de molécules de CMH de classe I (Abi-Hanna et al., 1988),
I’antigene RAGE peut étre considéré comme antigéne spécifique de tumeur. De plus, 1’ceil est
un site immunologique privilégié pourvu d’une variété¢ d’agents immunosuppressifs efficaces,

il est ainsi protégé d’éventuelles réponses auto-immunes (Streilein, 1995).

Un autre exemple intéressant appartenant a cette catégorie d’antigénes sont les
mucines dont I’expression est également partagée par de nombreux types de tumeurs comme
le sein, 'ovaire ou le pancréas (Barratt-Boyes, 1996; Jerome et al., 1993). Alors que ces
mucines sont lourdement glysosylées chez les cellules normales, les séquences répétées de
cette protéine sont dévoilées par dégylcosylation dans les tumeurs favorisant leur
reconnaissance par les CTL. Celle-ci, qui dépend des séquences répétées, intervient en
I’absence de restriction HLA. La déglycosylation est un phénoméne naturel au niveau des
cellules épithéliales du sein pendant la phase de lactation, mais seulement a la surface apicale
extracellulaire qui n’est normalement pas accessible aux lymphocytes T. Ces antigénes de
mucine apparaissent comme trés spécifiques des cellules tumorales, et le manque de
restriction HLA devrait théoriquement favoriser les essais de vaccinations thérapeutiques

(Barratt-Boyes, 1996; Jerome et al., 1993).

[.2.2. Antigenes de différenciation

Un grand nombre de CTL isolés a partir de patients atteints de mélanome
reconnaissent naturellement une majorité de cellules de mélanome mais aussi de nombreux
mélanocytes normaux (Anichini et al., 1993). La reconnaissance de ces antigénes de
différenciation de mélanome par les CTL a été confirmée lorsque ceux-ci ont été identifiés a

un niveau moléculaire. Un bon exemple est celui de I’antigene tyrosinase, qui est une protéine
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de mélanocyte qui donne naissance a différents peptides qui sont présentés par les molécules
de CMH de classe I ou Il aux lymphocytes T CD8+ ou CD4+, respectivement (Topalian et al.,
1996). Le role actif des CTL contre les antigénes de différenciation dans le rejet de mélanome
n’est pas trés clair, mais il est tend a étre confirmé par le développement simultané de vitiligo,
une maladie auto-immune qui est une dépigmentation locale de la peau résultant de la
destruction des mélanocytes (Rosenberg and White, 1996). Il en est de méme concernant les
effets secondaires auto-immuns appliqués a I’antigéne carcino-embryonnaire (CEA) qui est
une protéine oncofcetale exprimée a la fois par 1’épithélium normal du colon et par la plupart
des carcinomes intestinaux (Hodge, 1996).

Les lymphomes B, qui sont des tumeurs monoclonales issues des lymphocytes B, expriment
un idiotype correspondant a la spécificité antigénique aux cellules B parentales (Wen and
Lim, 1997). Des réponses T contre ces épitopes ont ¢ét€¢ démontrées. Ainsi, les
immunoglobulines idiotypiques représentent un cas particulier d’antigénes de différenciation

qui sont unique a chaque tumeur.

[.2.3. Antigenes résultant de mutations

Les antigénes de cette troisieme catégorie correspondent a des peptides issus de
protéines ubiquitaires qui sont mutées chez les cellules tumorales. Par exemple, deux
mutations affectant les génes codant pour les protéines CDK et B-caténine, sont détectées
dans de nombreuses tumeurs humaines (Robbins et al., 1996; Rubinfeld et al., 1997; Wolfel et
al., 1995) et participent vraisemblablement au processus de 1’oncogénese. En effet, la
mutation du geéne codant pour la protéine CDK4 empéche celle-ci d’interagir avec son
inhibiteur p16 (Wolfel et al., 1995). Ceci modifie la régulation du cycle cellulaire, favorisant
une croissance incontrdlée des tumeurs. La mutation affectant la B-caténine augmente la
stabilité de la protéine mutée lui permettant de former de maniére constitutive des complexes
avec des facteurs de transcription comme Lef-1 (Rubinfeld et al., 1997). Les complexes [3-
caténine/Lef-1 induisent alors la transcription permanente de geénes encore non identifiés
stimulant la prolifération cellulaire et inhibant 1’apoptose (Peifer, 1997; Rubinfeld et al.,
1997). Une autre mutation s’opposant a I’apoptose a récemment été identifiée grace a des
CTL spécifiques vis-a-vis de carcinomes rénaux humains (Mandruzzato et al., 1997).
L’antigéne est codé par une forme mutée du géne CASP-8 correspondant a la caspase-8,

¢galement appelée FLICE. Cette protéase est nécessaire pour l’induction d’apoptose via
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I’engagement de FasL et du TNF (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996), et la capacité de
cette protéine est réduite par rapport a la caspase-8 sauvage (Mandruzzato et al., 1997). A
I’instar de CDK4 et de la B-caténine, cette mutation joue également un réle important dans la

transformation et progression tumorale.

Une nouvelle fois, les antigénes humains appartenant a cette catégorie ont été détectés
pour la premiére fois dans un modéele de mélanome, mais récemment, des antigénes similaires
ont aussi ¢té observés dans d’autres types de cancer (carcinome rénal, cancer colo-rectal).
Bien que la spécificité tumorale de ces antigénes soit optimale, le fait qu’ils soient souvent
uniques empéche leur utilisation comme vaccins anti-cancéreux génériques. En effet, méme si
des peptides mutés synthétiques de ras et p53 sont fréquemment utilisés in vitro avec succes
pour générer des CTL ou des réponses contre les tumeurs portant la mutation génique
correspondante (Abrams et al., 1996; Noguchi et al., 1994; Peace et al., 1994; Skipper and
Stauss, 1993), aucun de ces antigénes n’est utilisé en clinique comme cible anti-tumorale

aujourd’hui.

Enfin, les leucémies myéloides expriment fréquemment la protéine chimérique bcr-
abl, qui résulte de la translocation chromosomique t(9 ;22). Les lymphocytes T CD4+,
éduqués in vitro contre un peptide centré sur la région de fusion ber-abl ont récemment été
montrés comme capables de reconnaitre des blastes leucémiques exprimant ber-abl dans le
contexte HLA-DR4 (Bosch et al., 1996). Ceci indique qu’une autre source d’antigénes
spécifiques de tumeurs sont des protéines chimériques codées au niveau des sites de
translocation chromosomique qui interviennent dans certains types de leucémies. De plus, ces

antigénes peuvent étre potentiellement partagés par de nombreuses leucémies (LAM, LAL).

[.2.4. Antigenes de tumeurs sur-exprimeés et antigénes ubiquitaires

Des CTL dirigés de fagon spécifique contre les cellules tumorales, reconnaissent
pourtant des antigénes codés par des génes non mutés, exprimés a la fois par des cellules
tumorales et par des cellules saines (Ikeda et al., 1997; Robbins et al., 1995). C’est le cas par
exemple de I’antigéne HER-2/neu qui est exprimé par certains tissus sains et qui est sur-
exprimé dans les tumeurs, a des taux importants comme dans le cas des carcinomes

mammaires et ovariens (Hesketh, 1997). Ainsi, un peptide dérivé de HER-2/neu a été rapporté
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comme ¢tant une cible potentielle de lymphocytes infiltrant certains carcinomes ovariens
d’haplotype HLA-A2 (Fisk et al., 1995; Lustgarten et al., 1997). De méme, il a ét¢ démontré
qu’un clone établi in vitro contre un peptide p53 sauvage était capable de lyser des tumeurs
HLA-A2 sur-exprimant p53 (Ropke et al., 1996). Dans ce cas, la concentration de p53 était
augmentée dans de nombreuses cellules tumorales, principalement a cause d’une demi-vie
rallongée des formes mutantes par rapport aux formes sauvages (Hesketh, 1997). Il est tres
difficile de déterminer si une immunisation contre ces antigénes tels HER-2/neu ou p53 peut
conduire a des dommages auto-immuns dirigés contre des tissus normaux, ou les méme
antigénes sont exprimés a de faibles niveaux. La reconnaissance des épitopes par les CTL
nécessite une expression des geénes jusqu’a un certain seuil (Lethe et al., 1997). Dans certains
cas, ce seuil n’est pas atteint dans la plupart des tissus sains. Dans d’autres cas, la faible
expression mesurée par le niveau des ARN messagers dans un tissu donné peut en fait refléter
une expression suffisante pour dépasser le seuil requis mais chez un petit nombre de cellules

uniquement.

[.2.5. Antigenes viraux

Les antigénes dérivés des virus oncogénes constitue une autre catégorie d’antigénes de
tumeurs potentiellement pertinents pour I’immunothérapie anti-tumorale. Un certain nombre
d’antigénes viraux a été ¢tudié en détails dans des modeles de tumeurs viro-induites chez la
souris. Ces antigénes se sont avérés pertinents dans le rejet tumoral (Kast and Melief, 1991;
Kast et al., 1989; Klarnet et al., 1989; Plata et al., 1987; Tanaka et al., 1988). Chez ’homme,
le meilleur exemple est sans doute 1’onco-protéine E7 du virus de papillome (HPV)16, qui est
présent dans la plupart des carcinome cervicaux. Les CTL spécifiques de tumeur peuvent étre
induits in vitro via des sensibilisations de lymphocytes T CD8+ naifs par des peptides E7
présentés dans le contexte HLA-A2 (Ressing et al., 1995).

1.3. Immunothérapie anti-tumorale

[.3.1. Immunothérapie passive
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Au début des années 1980, I'immunothérapie ¢Etait essentiellement basée sur
I’utilisation du bras inné de la réponse immunitaire cellulaire pour traiter des cancers
primaires et/ou métastatiques. Cette stratégie ne visait pas a activer le systéme immunitaire de
maniére systémique in Situ, mais faisait appel a des effecteurs isolés et activés in vitro avant
leur ré-injection. Ces effecteurs ont des activités anti-néoplasiques seuls ou en association
avec d’autres composés actifs et peuvent étre des cellules (LAK, TIL, M@) ou des molécules

sécrétées (anticorps).

[.3.1.a. Les lymphocytes

L’utilisation de lymphocytes repose sur 1’observation qu’ils constituent un infiltrat
autour des cellules tumorales et qu’ils possédent des activités cytotoxiques in vitro (Balkwill
and Mantovani, 2001). Les cellules LAK (Lymphokine Activated Killer) correspondent a des
lymphocytes T naifs activés in vitro par de forte doses d’IL-2, qui développent une activité
cytotoxique a I’égard des cellules tumorales. Si des résultats positifs ont été enregistrés
(Rosenberg et al., 1987), I'utilisation concomitante de forte doses d’IL-2 a limité I’intérét de
cette approche. Les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) peuvent étre isolés a partir de
biopsies tumorales, puis amplifiés in vitro sous de faibles doses d’IL-2. La spécificité accriie
pour leur cible tumorale par rapport aux LAK leur procure une efficacité supérieure dans
certains modéles animaux (Rosenberg et al., 1986), mais reste limitée aux mélanomes chez
I’Homme (Arienti et al., 1993; Rosenberg et al., 1994). De plus, I’extraction de ces cellules en
quantité suffisante est soumise a de fortes variabilités inter-individuelles, ce qui réduit son

potentiel thérapeutique.

[.3.1.b. Les macrophages

Les MO sont présents au sein de 1’infiltrat leucocytaire de la plupart des tumeurs. Bien
qu’in situ, leur contribution a I’immunosurveillance ou a la promotion tumorale reste encore
incertaine, les M@ cultivés et activés ex Vivo représentent essentiellement des effecteurs
cytotoxiques et non des M@ inflammatoires. Dé¢s lors, le transfert vers le site tumoral de MO
préparés ex Vivo peut étre envisagé comme stratégie immunothérapeutique. L’accés a de

grandes quantités de monocytes chez des patients atteints de différentes tumeurs a permis de
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générer de maniere reproductible des MO effecteurs en grand nombre (Andreesen et al., 1998;
Faradji et al., 1994). L’injection de M@ activés ex Vivo est bien toléré, mais n’a pas démontré
d’efficacité thérapeutique dans les indications concernées (cancer colorectaux, mélanome,
cancer pulmonaire) (Eymard et al., 1996; Faradji et al., 1991; Hennemann et al., 1997;
Hennemann et al., 1995; Lacerna et al., 1988). Il subsiste quelques espoirs dans le cas des
cancers de la vessie (étude en cours) et du mésothéliome (Monnet et al., 2002). L’activité
cytotoxique in vitro des M@ étant augmentée contre des cibles opsonisées par des anticorps
spécifiques d’antigénes tumoraux, 1’administration conjointe d’anticorps pourrait permettre

d’améliorer I’efficacité thérapeutique (Deo et al., 1998; Keler et al., 1997).

1.3.1.c. Les anticorps

L’utilisation d’anticorps humanisés reconnaissant spécifiquement des molécules
antigéniques exprimées par les cellules tumorales est envisagée afin de tuer directement les
cibles ou bien en tant que vecteurs d’agents cytotoxiques vers les cellules tumorales. Ainsi, un
anticorps anti-CD20 est indiqué dans le traitement de certains lymphomes (Colombat et al.,
2001), et un anticorps anti-c-erb-B2 améliore I’efficacité des traitements
chimiothérapeutiques dans les cancers du sein (Baselga et al.,, 1996). Cette approche
thérapeutique tend a étre complétée par le couplage de ces anticorps a des isotopes radioactifs
(anti-CD20+ iode 131), ou par thérapie cellulaire avec des cellules capables de cytotoxicité

dépendante d’anticorps (ADCC), tels des MO activés.

[.3.2. Inmunothérapie active :

Des déceptions émergerent rapidement des essais cliniques d’immunothérapie basés
sur I’injection de LAK et de TIL. Le récent essor de I'immunothérapie active au cours des 5
derniéres années, a permis une amélioration considérable de la conception des vaccins anti-
tumoraux (Hemmila and Chang, 1999; Jager et al., 2002; Moingeon, 2001). Indépendamment
de la constitution du vaccin, 1’objectif consiste toujours a fournir I'antigéne dans un contexte
idéal de stimulation afin de permettre la génération in vivo d'une réaction immunitaire anti-

tumorale. Ces vaccins constituent une forme active d'immunothérapie puisqu'ils sont fondés
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sur la capacit¢ du receveur a induire une réponse immunitaire contre les antigénes
administrés. Ainsi, les patients inscrits dans ces essais cliniques doivent é&tre

immunocompétents.

L’objectif est la réalisation d’un bénéfice thérapeutique mesurable, provenant des deux bras,
humoral et cellulaire, du systéme immunitaire. Toutefois, puisque 1’efficacité de ces vaccins
est basée sur I’établissement d’une réponse immunitaire diversifiée impliquant a la fois les

lymphocytes B et T, les facteurs suivants doivent étre soigneusement considérés:

(1) perte d'expression de molécules du CMH par les tumeurs;

(2) faible immunogénicité de beaucoup d’antigeénes de tumeurs;

(3) diminution de I’expression des antigénes de tumeurs;

(4) sécrétion des molécules immunosuppressives par les cellules hotes de tumeur et
d'infiltration

(5) présentation altérée des antigénes de tumeurs par les DC.

En effet, ces points pris seul ou en association, peuvent prédisposer beaucoup de vaccins a

1'échec. Malgré ces difficultés, des succes ont été rapportés.

En général, les vaccins anti-tumoraux utilisés en immunothérapie active peuvent étre divisés

en trois catégories :

- antigénes de tumeurs,
- cellules tumorales autologues ou allogéniques,

- DC exprimant des antigénes de tumeur.

Chacun a ses avantages et ses inconvénients qui ne seront pas discutés dans un ordre

particulier d'importance.

I.3.2.a. Injections d’antigenes de tumeurs :

La premiére catégorie de vaccins est basée sur I'utilisation d’antigénes de tumeurs
identifiés et sur I’injection de ces molécules en tant qu'agents d'immunisation. Ces antigénes

peuvent étre des protéines entiéres normales ou synthétiques, des peptides dérivés de la



Introduction -19 -

protéine, de I’ARN, de I'ADN "nu", ou de 'ADN codés dans des vecteurs d’expression tels
des virus de recombinaison, des plasmides, ou bien encore des bactéries de recombinaison.
Des liposomes ont ¢également ét¢ employés pour 1’administration d'une variété
d’immunogenes (Bodey et al., 2000). Dans le développement des vaccins anti-tumoraux au
cours des 10 dernieres années, le mélanome a servi de tumeur prototype en raison de son
importante immunogénicité. Ainsi, des vaccins ont été produits en utilisant des antigénes de
tumeurs tels MART-1, gpl00, gp75, MAGE-1, MAGE-3, BAGE, tyrosinase, GM2 et GD2
(Hemmila and Chang, 1999). Naturellement, la capacité d'appliquer cette stratégie vaccinale
dépend de la connaissance des antigénes exprimés par la tumeur du patient. Ceux-ci peuvent
étre facilement identifiés lorsque la tumeur autologue est disponible mais ce n'est

malheureusement pas toujours le cas car quelques patients peuvent s’avérer inopérables.

D’autre part, ’efficacité de ce type de vaccin est fondée sur la capacité du patient a
induire une réponse immunitaire contre des peptides antigéniques présentés par les molécules
HLA. Ce qui signifie que toute altération de l'expression de ces protéines par la tumeur
entravera l'efficacité du vaccin. Or des études ont déja décrit une expression diminuée des
molécules HLA dans de nombreux cancers (Restifo et al., 1993a; Restifo et al., 1993b;
Restifo et al., 1996). C’est pourquoi aujourd’hui de nombreux protocoles cliniques combinent
I’injection d’antigénes de tumeurs avec des cytokines tels que I'lFN-y afin de maintenir ou

augmenter 1'expression des molécules HLA.

Par ailleurs, de multiples antigénes de tumeur peuvent étre inclus dans les vaccins dans
le but d'empécher 1'évasion de variants antigéniques ou la perte d’expression d'antigénes. Ceci
suppose naturellement que les cellules tumorales ne diminuent pas I’expression de tous les
antigénes associé¢s aux tumeurs en méme temps. La surveillance de 1'expression d'antigénes de
tumeurs est un ainsi un parametre important a considérer pendant le traitement. En effet, toute
modification majeure du profil d’expression par les lésions tumorales affectera le succes

potentiel a long terme du vaccin.

1.3.2.b. Injections de cellules tumorales.
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Une deuxiéme option vaccinale consiste a injecter des cellules tumorales irradié¢es. Ces
vaccinations ont pour but d'immuniser le patient contre tous les antigénes exprimés de
manicre endogéne par sa tumeur. Cette stratégie exige une quantité raisonnable de biopsie de
tumeur fraiche dans le but d’établir une lignée cellulaire autologue. Or quelques patients ont
de petites lésions et s’aveérent inopérables. C'est particuliérement vrai chez des individus
atteints de cancer du poumon ou les tumeurs répandues dans la cavité thoracique sont le plus
souvent inaccessibles. De plus, le contenu en cellules tumorales est variable et les biopsies
sont trés fréquemment contaminées par des fibroblastes et/ou des leucocytes d'infiltration. En
outre, la viabilité des cellules tumorales peut également poser probléme. En effet, aprés des
procédures de digestion enzymatique et de dissection, beaucoup de cellules meurent en raison
des manipulations physiques. Par conséquent, ce qui semble étre une lignée établie de cellules
tumorales représente, dans beaucoup de cas, une population de cellules normales adhérentes
tels des fibroblastes et/ou des M@ qui survivent aux procédures. C’est pourquoi il est
absolument impératif de caractériser enticrement les lignées cellulaires avant emploi. Il est, en
effet, critique d’évaluer l'expression d'antigénes de tumeur, des molécules HLA ainsi que
naturellement la viabilité¢ de cellules. Récemment, Dillman et collaborateurs (Dillman et al.,
2002) ont prouvé que des lignées cellulaires a court terme ne pourraient étre produites que
seulement dans 43% des cas dans une étude comprenant 125 patients atteints de cancer avec
histologies variables. Des vaccins cellulaires autologues ont également ét¢ employés dans
d'autres types histologiques de tumeur tels le carcinome rénal (McCune et al., 1990) ou le

cancer colo-rectal (Vermorken et al., 1999) avec une certaine efficacité.

Toutefois, de nombreux cliniciens s’orientent désormais vers 1’utilisation de vaccins
cellulaires basés sur des lignées tumorales allogéniques en raison de leur disponibilité et de
I’expression partagée de nombreux antigénes. De plus, 1’utilisation de ces lignées cellulaires
allogéniques réduit considérablement la variabilité a la fois entre les préparations vaccinales
et entre les patients. Dans cette stratégie, il est une nouvelle fois primordial d’analyser les
antigeénes exprimés par les patients dans le but de s’assurer que précisément ces antigenes sont
exprimés par la lignée tumorale choisie pour la conception du vaccin. Il est aussi important de
vérifier que les molécules HLA entre la lignée cellulaire et le patient soient compatibles pour
au moins un alléle, afin que des peptides antigéniques tumoraux soient correctement

présentés.
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Les caractéristiques de croissance, I’expression d'antigénes de tumeur et 1’expression
des molécules HLA sont des paramétres critiques dans le développement des vaccins
allogéniques. Dans une ¢tude récente, il a été démontré qu’un vaccin polyvalent de
mélanome, préparé avec trois lignées cellulaires allogéniques, permettait 1’initiation de
réponses immunitaires cellulaires et humorales contre des antigénes de mélanome (Morton et
al., 1992; Morton et al., 1993). Cependant, bien que ces résultats cliniques semblent
prometteurs (Chan and Morton, 1998), [’utilisation de réactifs allogéniques pour
l'immunothérapie reste sujette a caution. En effet, les cellules tumorales, tout en exprimant
potentiellement des antigénes partagés, expriment également des molécules HLA de classe |
et II allogéniques qui peuvent provoquer de puissantes réponses immunitaires. Ainsi, les
cellules tumorales allogéniques constituant le vaccin peuvent étre rapidement rejetées avant
méme que la réponse anti-tumorale n’aie eu le temps de se développer (réponse directe
impliquant l'activation des lymphocytes T spécifiques vis-a-vis des antigénes HLA

allogéniques exprimés a la surface des tumeurs).

Toutefois, une réponse allogénique (réponse indirecte impliquant I’apprétement et la
présentation des allo-antigénes HLA du donneur par les DC du receveur), peut se développer
simultanément avec une réponse anti-tumorale. La réponse aux allo-antigénes peut alors
fournir des niveaux supplémentaires de cytokines -critiques et nécessaires pour le
développement global d’une réponse anti-tumorale (effet by-stander). Ainsi plusieurs études
suggerent que la génération d'une réponse allogénique puisse étre salutaire au développement

global d'une réponse anti-tumorale (Newton et al., 2002).

Une autre approche consiste a modifier génétiquement les cellules tumorales (autologues ou
allogéniques) afin que celles-ci puissent exprimer des éléments destinés a promouvoir la
réponse immunitaire anti-tumorale (Nelson et al., 2000; Qian et al., 2002; Rosenberg, 1992;
Tani et al., 2000; Yannelli et al., 1993). Ainsi, dans certains cas, des cytokines comme le
TNF-a, le GM-CSF, I'IFN-y ou I'L-2, ont été utilisées pour faciliter le développement des
réponses immunitaires. Ainsi, I’injection de cellules sécrétant de I’'IL-2 chez des patients
atteints de mélanome (Arienti et al., 1996; Haight et al., 2000) et/ou de neuroblastome (Ellem
et al., 1997) ont mis en évidence des réponses cliniques significatives. Dans d’autres cas les
cellules tumorales sont génétiquement modifiées afin que celles-ci expriment des molécules
de co-stimulation comme le CD80 (Antonia et al., 2002; O'Rourke et al., 1997; Schadendorf

et al., 2000). En utilisant un modele murin de mélanome, Dranoff et collaborateurs (Dranoff
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et al., 1993) ont analysé 10 génes pour leur capacité a augmenter I'immunogénicité de cellules
tumorales. Dans cette étude, de tous les génes examinés, seul le GM-CSF avait la capacité
d’induire une immunité anti-tumorale spécifique efficace et durable. Le GM-CSF a été mis en
¢vidence pour la premiére fois grace a sa capacité a stimuler la croissance et la différenciation
des cellules hématopoiétiques d’origine myéloide. Par ailleurs, des études suivantes ont
montré que cette cytokine exergait aussi des effets pléiotropiques sur le systéme immunitaire.
D'une manic¢re générale, il favorise la différenciation des DC et par conséquent la

sensibilisation des lymphocytes T naifs et I’obtention d’une réponse primaire.

Les premiers essais cliniques dans le mélanome ont montré que la sécrétion de GM-CSF par
les TIL corrélait trés étroitement avec des réponses cliniques significatives (Schwartzentruber
et al., 1994). C’est en 1997 qu’a eu lieu la premiere utilisation d'un vaccin autologue de
mélanome sécrétant du GM-CSF. Ce dernier permettait de générer des réactions immunitaires
anti-tumorales associées a un avantage clinique partiel et provisoire (Ellem et al., 1997;
O'Rourke et al., 1997). Un essai clinique de phase I étudiant l'activité biologique de ces
vaccins a permis de mettre en évidence l'infiltration de lymphocytes T, de DC, de MO et
d’éosinophiles aux emplacements d'immunisation dans chacun des 21 patients évalués
(Dranoff et al., 1997; Soiffer et al., 1998). Dans cette situation, il est possible de spéculer que
les cellules de CD14+ recrutées a l'emplacement de la tumeur par des mécanismes
inflammatoires soient stimulées par le GM-CSF localement sécrété, et subissent ainsi une
différenciation vers les DC permettant la présentation d'antigénes de tumeurs aux
lymphocytes T. En outre, des CTL spécifiques de tumeur ont pu étre détectés apres la

vaccination.

Ce type de vaccins a également été utilis€ dans des essais cliniques, notamment dans le
carcinome rénal et dans le cancer de la prostate (Simons, 1997; Simons et al., 1997; Simons et
al.,, 1999; Tani et al., 2000), et des réactions immunitaires semblables ont été observées.
Ensemble, ces résultats démontrent la praticabilité et la shret¢ de cette stratégie de
vaccination, le niveau bas de la toxicité aux patients, et confirment I’activité biologique de ce
réactif. Ainsi, le GM-CSF s’aveére une cytokine particuli¢rement prometteuse pour la

conception de vaccins génétiquement modifiés.



Introduction -23 -

[.3.2.c. Injection de cellules dendritiques exprimant des antigenes de

tumeurs.

Une approche d’immunothérapie active plus récente est basée sur l'utilisation de DC
chargées en antigénes de tumeurs. Les DC sont des CPA professionnelles spécialisées dans
I’initiation et la régulation de réponses immunitaires. En effet, dans beaucoup de cas, le
probléme inhérent en immunologie des tumeurs est la présentation insatisfaisante des
antigénes aux précurseurs de lymphocytes T. Des 1996, Inaba et collaborateurs ont rapporté
dans un modéle de souris que des DC pulsées avec des antigénes de tumeur étaient capables
d’induire des réponses anti-tumorales protectrices et de générer une immunité thérapeutique

significative vis-a-vis de tumeurs pré-établies (Young and Inaba, 1996).
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Figure 4 : Modele de stratégie d’immunothérapie active
Basée sur I’utilisation de DC comme vaccins anti-tumoraux
D’apres S. Paczesny et al, 2003.
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Comme le montre la figure 4, chez ’'Homme, cette approche vaccinale consiste a
récupérer des précurseurs de DC chez des patients, a les différencier dans un environnement
exempt de toute substance immunosuppressive, et a les pulser avec le ou les antigénes
tumoraux approprié€s avant injection. Ainsi, un nombre important d’essais cliniques a utilisé
des DC exprimant d’antigénes de tumeurs comme vaccins chez ’Homme et quelques
réponses immunologiques et cliniques ont pu étre observées sans toxicité particuliere. En
effet, certaines études réalisées dans divers types de cancer comme le mélanome (Banchereau
et al., 2001; De Vries et al., 2003; Jonuleit et al., 2001; Nestle et al., 1998; Schuler-Thurner et
al., 2002), le lymphome (Hsu et al., 1996; Maier et al., 2003; Timmerman et al., 2002), le
my¢lome multiple (Wen et al., 2002), le cancer de la prostate (Fong et al., 2001a; Fong et al.,
2001b; Heiser et al., 2002), et le glioblastome (Kikuchi et al., 2004; Kikuchi et al., 2001;
Yamanaka et al., 2003; Yu et al., 2004; Yu et al., 2001) suggerent que 1’injection de DC est
capable d’induire des réactions immunitaires spécifiques chez 'Homme, dont certaines sont

associées a des réponses cliniques (Tableau I).

Cependant, l'inconvénient majeur d'utiliser les DC comme vaccins, est le
développement potentiel des réactions immunitaires contre des antigénes partagés a la fois par
les cellules tumorales et les cellules normales. Ainsi, Ludewig et collaborateurs (Ludewig et
al., 2000) ont rendu compte de l'induction de la maladies auto-immunes graves lors de

protocoles d'immunothérapie basée sur I’injection de DC.
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Type de Cancer Type de DC Antigéne Nbre de Injection Commentaires Référence
patients
Avancés et variés | PBDC Peptide CEA 12 v 2 régressions (Fong et al, 2001).
Immatures modifié tumorales.
Sein/Ovaire MoDC Peptides 10 SC Quelques réponses | (Brossart et al.,
Matures Her-2/neu et CTL détectables. | 2000a).
MUCI
Tumeurs MoDC Peptide CEA 21 v, 1D 1 réponse (Morse et al.,
exprimant CEA Immatures modifié mineure. 1999b).
Tumeurs MoDC ARN CEA 7 v, 1D Migration des DC | (Morse et al.,
exprimant CEA Immatures dépendante de la 1999a).
voie d’injection.
Colo-rectal MoDC ARN de tumeur 15 v 11 réponses KLH | (Rains et al.,
Immatures autologue + KLH détectées. 2001).
Gastro-intestinal MoDC Peptide MAGE-3 12 v 3 régressions (Sadanaga et al.,
Immatures tumorales 2001).
mineures.
Gliome MoDC Fusion 8 ID 2 réponses (Kikuchi et al.,
Matures DCl/cellules cliniques 2001).
tumorales partielles.
autologues
Gliome MoDC Peptides élués a 9 SC 4 réponses CTL (Dudley et al.,
Immatures partir de la détectables. 2001).
tumeurs
autologue
Cancers PBDC Cellules 4 v 1 réponse clinique | (Fujii et al., 2001).
hématologiques Matures tumorales transitoire.
irradiées
Lymphome PBDC Idiotype 4 v, SC 4 réponses anti- (Hsu et al., 1996).
Immatures tumorales
détectées.
Lymphome PBDC Idiotype 35 v, SC Réponses CTL et | (Timmerman et
Immatures Ac observées. al., 2002).
Mélanome CD34+DC Peptides Melan- 18 SC 16 réponses aux (Banchereau et al.,
Matures A, tyrosinase, gp- peptides 2001).
100, MAGE-3, observées.
flu)+ KLH
M¢élanome MoDC Peptides 16 v 5 réponses aux (Lau et al., 2001).
Immatures tyrosinase et gp- peptides
100 observées.
M¢élanome MoDC Peptides melan- 28 v 2 réponses (Lotze et al.,
Immatures A, gp-100 et complétes, 1 1997).
tyrosinase partielle.
M¢élanome CD34+DC Peptides MAGE 14 v 1 réponse (Mackensen et al.,
Matures compléte. 2000).
Mélanome MoDC Peptides MAGE 16 Intranodal 5 réponses (Nestle et al.,
Immatures +KLH objectives. 1998).
Mélanome MoDC Peptides Melan- 10 v 1 réponse CTL (Panelli et al.,
Immatures A, gp-100 détectable. 2000).
Mélanome MoDC Peptide MAGE3 11 SC, ID, IV 8 réponses CTL (Thurner et al.,
Matures + toxine tétanique détectables. 1999).
M¢élanome MoDC Peptide MAGE3 , 8 SC, IV 8 réponses CTL (Schuler-Thurner
Matures Flu + toxine détectables. et al., 2000).

Table I : Essais cliniques publiés utilisant les DC comme stratégie de vaccination.
Abréviations : CEA : antigéne carcino-embryonanire; flu : influenza; ID : intra-dermique; IV :
intraveineuse; KLH : Keyhole limpet haemocyanin; MoDC : DC dérivées de monocytes ;
PBDC : DC du sang périphérique; SC : Sous-cutané.
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Type de Cancer Type de DC Antigene Nbre de Injection Commentaires Référence
patients

Meélanome MoDC Peptides élués a 7 1D Importante étude | (Thomas et al.,
Immatures partir de la tumeur de la migration 1999).

autologue des DC.

Meélanome MoDC Peptide MAGE1 3 1D CTL trouvés au (Mukherji et al.,
Immatures site d’injection. 1995), (Hu et al.,

1996).

Myélome multiple | MoDC Idiotype + KLH 6 v 5 réponses (Lim and Bailey-
Immatures cellulaire. Wood, 1999).

My¢élome multiple | PBDC Idiotype +/- KLH 26 v 4 réponses (Liso et al.,
Immatures cellulaires. 2000).

Myélome multiple | PBDC Idiotype + KLH 12 v 2 réponses (Reichardt et al.,
Immatures cellulaires. 1999).

Myélome multiple | DC issues de Idiotype 11 SC 4 réponses (Titzer et al.,
CD34+ cellulaires. 2000).

Matures

Tumeurs solides MoDC Oncolysat 15 1D 1 réponse (Geiger et al.,

infantiles Immatures cellulaire partielle. 2001).

autologue

Prostate PBDC Protéine de fusion 13 v 9 réponses CTL. (Burch et al.,
Immatures PAP+GMCSF 2000).

Prostate PBDC Protéine de fusion 31 v 38 % réponses (Burch et al.,
Immatures PAP+GMCSF CTL. 2000).

Prostate PBDC PAP de souris 21 IV,ID 100 % réponses (Fong et al.,
Immatures recombinante CTL détectables. | 2001b).

Prostate MoDC Peptides PSMA 33 v Réponses (Tjoa et al.,
Immatures observées 1998), (Murphy

significatives et et al., 1999b),

durables. (Murphy et al.,
1999a), (Tjoa et
al., 1997), (Tjoa
etal., 1999),
(Murphy et al.,
2000).

Carcinome rénal MoDC Oncolysat 12 v Réponses CTL et | (Kugler et al.,
Matures cellulaire + KLH Ac contre KLH 2000).

détectables.

Carcinome rénal MoDC Fusion 17 SC 11 réponses (Triozzi et al.,
Matures DC/cellules détectables. 2000).
allogéniques tumorales

auologues
Variées MoDC Tumeurs in situ 10 Intratumoral Régréssions (Triozzi et al.,
(Sein/mélanome) Immatures tumorales chez 6 | 2000).

patients.

Table I (suite): Essais cliniques publiés utilisant les DC comme stratégie de vaccination.
Abréviations : CEA : antigéne carcinoembryonnaire; flu : influenza; ID : intra-dermique; IV :
intraveineuse; KLH : Keyhole limpet haemocyanin; MoDC : DC dérivées de monocytes ;
PBDC : DC du sang périphérique; SC : Sous-cutané.

Plusieurs variables doivent étre évaluées, incluant : 1) le type de DC a employer ; 2) le type

d'adjuvant ; 3) le ou les cytokine(s) a administrer, et 4) la méthode de chargement d’antigénes

de tumeurs, c’est a dire, peptides, lysats de tumeur, ARN, ADN, etc...
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l.4. Biologie des cellules dendritiques

C’est Paul Langerhans, jeune étudiant en médecine berlinois, qui rapporta pour la
premiére fois I’existence des DC au sein de 1’épithélium de la peau en 1868 qu’il nomma
cellules de Langerhans (LC) (Langerhans, 1868). Par la suite, ce n’est qu’en 1973 que les
travaux de Ralph Steinman et Cohn ont permis de mettre en évidence, a partir de rates de
souris, une population cellulaire similaire impliquée dans [Dinitiation de réponses

immunitaires (Steinman and Cohn, 1973).

Pendant presque 20 ans, les DC devaient étre isolées directement & partir des tissus
pour étre étudiées in vitro. Ce n’est qu’au début des années 1990 que la mise au point de
systémes de culture performants a permis la production de DC humaines a grande échelle,
accélérant alors considérablement de cette maniere 1’étude de ces cellules et rendant possible
leur utilisation clinique (Caux et al., 1992; Romani et al., 1994; Sallusto and Lanzavecchia,
1994). 1l existe deux principales voies d’ontogenése des DC qui générent deux populations :

la voie my¢loide et la voie lymphoide (Figure 5).

La voie myéloide donne naissance aux LC trouvées dans 1’épithélium stratifi¢ de la

peau et aux DC interstitielles trouvées dans tous les autres tissus (Figure 5). Ces deux sous-
populations peuvent induire la prolifération des lymphocytes T CD4+ et produire de grande
quantité d’IL-12. Toutefois, seules les DC interstitielles peuvent produire de I’IL-10 et induire
la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sécrétrices d’immunoglobulines (Caux
et al., 1997; Caux et al., 1996). Bien qu’aucune fonction n’ait été formellement attribuée aux
LC, certaines études semblent suggérer qu’elles soient particulierement efficaces dans
I’activation des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (Ferlazzo et al., 1999; Mortarini et al.,
1997).

La voie lymphoide, quant a elle, inclus les DC plasmocytoides (pDC) qui sécrétent

trés rapidement de grande quantité d’IFN de type I en réponse a une infection virale (Cella et
al., 1999; Siegal et al., 1999). Les pDC agissent ainsi comme des membres de 1’immunité
innée et représentent la premicre barriére de protection contre I’expansion virale. De facon

intéressante, ces cellules peuvent subséquemment se différencier en DC capables d’induire
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des réponses immunitaires en agissant comme des membres de l'immunité adaptative

(Kadowaki et al., 2000).

CD34+
Progenitors
. — LYMPHOID
BONE : PLASMACYTOID
MARROW DENDRITIC CELLS

MYELOID

LANGERHANS CELLS

VESSEL

INTERSTITIAL
TISSUE DENDRITIC CELLS

Figure 5 : Les différentes sous-populations de DC.
D’aprés S. Paczesny et al, 2003.

Les DC circulantes représentent moins de 1% des cellules mononucléées du sang
(Banchereau et al., 2000). Elles sont dotées de plusieurs mécanismes spécialisés dans la
capture de pathogenes tels I’endocytose via des récepteurs spécifiques (lectines, récepteurs
aux Fc), la macropinocytose ou la phagocytose. Les protéines étrangeres capturées sont
ensuite apprétées en peptides antigéniques pendant la migration des DC vers les organes
lymphoides secondaires (Mellman and Steinman, 2001). Les DC présentent alors les peptides
aux lymphocytes T et complétent leur programme de maturation apres avoir regu des signaux

des lymphocytes T CD4+ spécifiques vis-a-vis des antigenes présentés. Chacune des 3 sous-
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populations de DC expriment une lectine membranaire qui leur est spécifique (Figdor et al.,

2002).

Les LC expriment ainsi la Langerine qui intervient dans la formation des granules de

Birbeck (Valladeau et al., 1999; Valladeau et al., 2000).

Les DC interstitielles expriment la molécule DC-SIGN qui peut se lier aux molécules

(1) ICAM-1 exprimées a la surface des lymphocytes T facilitant ainsi les interactions entre le
TCR et les complexes CMH/peptide ; (2) ICAM-3 exprimée par les cellules endothéliales
permettant la migration des DC dans les tissus périphériques; (3) la protéine GP120 du virus
HIV favorisant de cette maniére le transport du virus jusqu’aux organes lymphoides

secondaires (Geijtenbeek et al., 2000a; Geijtenbeek et al., 2000b).

Les pDC, quant a elles, expriment a leur surface les molécules BDCA2 et BDCA4 qui
sont impliquées dans le contrdle de la sécrétion de I'I[FN de type I (Dzionek et al., 2000;
Dzionek et al., 2001). Il semblerait ainsi que I’expression différentielle de ces molécules de
surface permettrait au systéme immunitaire de cibler les différentes sous-populations de DC

en fonction du type de réponse requis.

1.4.1. Origine des DC et génération in vitro et in vivo

Dans le sang, il existe au moins 2 sous-populations de précurseurs de DC identifiées
chez ’Homme et issues des cellules souches CD34+ de la moelle osseuse :

-les précurseurs CD14+CD11c+CD123(IL-3R)low,

-les précurseurs CD14-CD11c-CD123(IL-3R)+

Les cellules CD11c+CD123low sont les DC my¢loides (DC interstitielles et LC) qui orientent
la réponse immunitaire vers une production de cytokines de type Thl (DC1) alors que les
cellules CD11c-CDI123+ ont des caractéristiques morphologiques trés similaires aux
plasmocytes et correspondent aux DC lymphoides ou plasmocytoides (pDC) qui orientent une

réponse Th2 via la sécrétion d’IL-4 et d’IL-10 mais aussi une réponse immunitaire anticorps

(DC2).
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In vivo, la capacité d’un précurseur a donner naissance a une DC ou a un M@ dépend
étroitement de 1’environnement qu’il rencontre apres avoir traversé la barriere endothéliale.
Ainsi, il a été montré que des interactions entre monocytes et fibroblastes conduisait a une
augmentation de la sécrétion d’IL-6 par les fibroblastes favorisant la différenciation des
monocytes en M@. En revanche, les mastocytes sécrétant du GM-CSF, de I'IL-4, de I’'IL-13
et du TNF-a contribuent a la différenciation des monocytes en DC. Les DC interstitielles
issues de monocytes et les LC a un stade mature sont équivalentes en terme de capacité a
stimuler les lymphocytes T naifs, mais seules les DC interstiticlles semblent induire la
différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et exprimer de 1’'IL-10. De plus, les DC

interstitielles sont connues pour étre 10 fois plus efficaces dans la capture d’antigene.

In vitro, les DC humaines peuvent étre générées a partir des cellules souches CD34+
de la moelle osseuse ou a partir des monocytes du sang sous I’influence de différentes
combinaisons de cytokines comme le TNF-a, le GM-CSF, IL-3, FLT3 ligand, CD40L, SCF
ou TGF-B. Ces cellules ont alors les caractéristiques des DC immatures et peuvent étre
maturées par des stimuli pro-inflammatoires comme le TNF-a, I’IL-1, le LPS, ’engagement
du CD40 ou le MCM. Les DC humaines sont caractérisées par 1’expression de surface de
grandes quantités de molécules de CMH de classe II et I’absence de CDI14 (marqueur
d’origine), CD3 (cellules T), CD19, CD20 et CD24 (cellules B) ; CD56 (cellules NK) et
CD66b (granulocytes). Le phénotype des DC varie avec les différents stages de maturation et
de différenciation. Le marqueur CDla est préférentiellement exprimé a la surface des DC
immatures myéloides. Les anticorps anti-CD83 réagissent avec les DC matures qui expriment

aussi de hauts niveaux de molécules de co-stimulation (CD80, CD86, CD40) et de molécules

d’adhésion comme CD11a, CD11c, CD50, CD54, CD58 et CD102.

l.4.1.a. Génération de DC a partir des monocytes du sang

Il y a déja 10 ans que Knight et ses collaborateurs (Knight et al., 1986) avaient
rapporté la description de monocytes, qui aprés purification, avaient revétu un aspect
dendritique et voilé. Il est désormais bien établi que des monocytes cultivés en présence de
GM-CSF et IL-4 ou IL-13 ou en présence d’IL-15 peuvent se différencier en DC exprimant le
marqueur CD1a (Cella et al., 1997; Sallusto and Lanzavecchia, 1994; Saikh et al., 2001). Les

DC issues de monocytes sont dotées d’un phénotype immature avec une faible expression des
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molécules de co-stimulation et la concentration de molécules de CMH de classe II a

I’intérieur des compartiments intra-cytoplasmiques.

[.4.1.b. Génération de DC a partir des cellules souches hématopoiétiques
CD34+

La coopération du TNF-a avec le GM-CSF est critique pour la génération de DC
my¢loides (LC + DC interstitielles) a partir des cellule souches CD34+ in vitro (Caux et al.,
1992). Apres 8 jours de culture, 1’addition du TNF-o au GM-CSF multiplie par 6 a 8 fois le
nombre de DC. Aprés 12 jours, 50 a 80% des cellules expriment le marqueur CD1a. Par
ailleurs, 1’addition de SCF dans le milieu de culture peut multiplier de 3 a 6 fois I’expansion
des cellules CDla+. Ces cellules CDla+ sont des DC présentant les caractéristiques
suivantes : une morphologie dendritique typique, une forte expression des molécules de CMH
de classe II, CD4, CD40, CD54, CD58, CD80, CD83, CD8&6 et I’absence des récepteurs
CD64/FcyRI et CD35/CDRI, la présence de granules de Birbeck, caractéristiques des LC,
chez environ 20 % des cellules ; une trés grande capacité a stimuler la prolifération des
lymphocytes T naifs et a présenter des antigenes solubles a des clones CD4+ (Caux et al.,
1997). Les DC CDla+ sont CD45RO+ et expriment les antigénes myéloides CD13 et CD33.
Dans ce systéme, les effets du TNF-a sur le développement des DC semble étre gouvernés
par le récepteur TNF-R1 (Lardon et al., 1997). En outre, il a ét¢ montré que dans des milieux
de culture en absence de sérum, l’addition du TGF-B permettait la génération de LC
exprimant les granules de Birbeck, Lag et E-cadhérine (Strobl et al., 1996). Les pDC, quant a
elles, peuvent étre obtenues a partir des cellules CD34+ sous I’influence de la combinaison

TNF-a, IL-3 ou FLT3 Ligand, TPO (Chen et al., 2004) (Figure 6).
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Figure 6 : La génération in vitro des différents types de DC
dépend des combinaison de cytokines utilisées.
D’apres F. Briére et al, 2002.

I.4.2. Capture des antigenes

Face a la diversit¢ du matériel antigénique disponible, les DC expriment divers
récepteurs assurant la reconnaissance des structures exogenes, le recrutement des éléments du
cytosquelette pour réaliser I’internalisation, la transduction de signaux en vue de réguler 1’¢état
de maturation et I’activité cellulaire. Les DC peuvent capturer des bactéries, virus, cellules
mortes, protéines exogénes ou bien des complexes immuns via de nombreux mécanismes
telles la phagocytose, 1’endocytose et la pinocytose. Le mécanisme d’endocytose se distingue
de la phagocytose par son indépendance vis-a-vis de récepteurs , ce qui en fait une
internalisation non spécifique. Elles possédent, en outre, une panoplie de récepteurs

membranaires, dont un grand nombre sont impliqués dans les interactions cellulaires (Tableau

).
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Classe de récepteur Exemples Ligands Référence
Récepteur lectin-like de DC-SIGN (CD209) Virus (HIV, Dengue, (Cambi and Figdor, 2003),
type C Ebola), mycobactéries (Bonifaz et al., 2002),

MMR (MRC1) Molécules mannosylées
DEC-205 (LY75) ?
BDCA-2 (CLECSF11) ?
Langérine ?
Dectine-1 B-glucanne
Récepteurs Fc FcyRI (CD32) Complexes immuns et (Rafiq et al., 2002)
FcyRII (CD64) cellules opsonisées
Intégrines o,Bs Cellules apoptotiques (Albert et al., 1998a)
aMp, (CD11b/CD18, Antigeénes opsonisé€s (via
CR4) iC3b), bactéries
aXp, (CD11¢/CD18, Antigénes opsonisés (via
CR4) iC3b)
Récepteurs d’épuration CD36 Cellules apoptotiques (Peiser et al., 2002),
(SR) LOX-1 Complexes HSP/peptide | (Albert et al., 1998a),
(Delneste et al., 2002)
Autres récepteurs CD91 Complexes HSP/peptide | (Basu et al., 2001)
Aquaporines Fluides

Table II : récepteurs de capture d’antigénes exprimés par les DC. Abréviations : MMR :
macrophage mannose receptor; CR : complement receptor.

Bien qu’étant des CPA professionnelles, les DC présentent une capacité de phagocytose
faible comparée a celle des M@. Elles sont capables d’ingérer des particules relativement
larges comme des billes de latex, des corps apopotiques et méme des parasites intracellulaires
(Austyn, 1996). Par ailleurs, grace au processus de macropinocytose, les DC ont la propriété
de concentrer des substances extracellulaires solubles a I’intérieur de vacuoles cytoplasmiques
(Sallusto et al., 1995). La capture d’antigénes par les DC peut également intervenir via la
formation de complexes immuns (Harkiss et al., 1990). Enfin, les DC expriment des
récepteurs membranaires compose€s de lectines comme le récepteur au mannose et la molécule
DEC-205 (Jiang et al., 1995; Sallusto et al., 1995). Aprés reconnaissance de leurs ligands de
nature glucidique, ces molécules capturent I’antigéne et le transférent jusqu’aux
compartiments intra-cytoplasmiques riches en molécules de CMH de classe II, facilitant ainsi
la présentation aux lymphocytes T CD4+. Ces lectines exprimées a la surface des DC
contribuent vraisemblablement a [D’internalisation d’antigénes d’origine bactérienne qui
présentent un profil de glycosylation différent de celui rencontré chez les mammiferes

soulignant ainsi leur rdle primordial en tant que premicre ligne de défense dans la

reconnaissance des antigénes du non-soi. Les antigénes de nature lipidique exprimés par les
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pathogenes ou les tissus du soi sont présentés par les DC aux lymphocytes T sur les molécules
CD1 qui sont structurellement similaires aux molécules de CMH de classe I mais plutot
spécialisées dans la fixation de lipides. L’apprétement des antigénes lipidiques sur les

molécules de CMH de classe I est assurée par des compartiments intracellulaires spécialisés.

1.4.3. Apprétement et présentation croisée d’antigénes exogenes

Il existe une voie spécialisée permettant 1’acquisition d’antigénes issus de cellules
infectées ou anormales par les DC qui initient ainsi la génération de réponses immunitaires
restreintes au CMH de classe 1 (Albert et al.,, 1998b; Kovacsovics-Bankowski and Rock,
1995). Cette voie permettant la présentation d’antigénes exogénes dans un contexte de CMH
de classe I est appelée « présentation croisée ». Il n'y a désormais aucun doute quant a
l'identité précise des cellules douées d’activité de présentation croisée, ce sont clairement des
CPA d'origine hématopoiétique (c’est a dire; DC et M@). Cependant, les mécanismes
cellulaires gouvernant la présentation croisée d’antigénes exogeénes par les DC restent encore
obscurs (Ackerman and Cresswell, 2004). Afin d’étre présentés aux lymphocytes T CD8+, les
antigénes exogenes doivent étre tout d’abord internalisés par les DC puis transférés des
compartiments endocytiques jusqu’au réticulum endoplasmique (ER) qui est 1'emplacement

classique du chargement des peptide antigéniques sur les molécules de CMH de classe 1.

De récentes observations semblent indiquer que le phénomene de présentation croisée
n’est sensible ni a la chloroquine ni & des inhibiteurs de la protéolyse lysosomale. Il est en
revanche affecté par la Brefeldine A et par des inhibiteurs du protéasome suggérant ainsi que
la protéolyse cytoplasmique est la principale source de génération de peptides antigéniques
dans la voie de la présentation croisée. Afin que les antigénes exogenes soient apprétés, ils
doivent donc étre rétro-transloqués vers le cytoplasme juste aprés I’endocytose. Le transfert
de ces antigénes jusqu’au cytoplasme n’est vraisemblablement pas di a la désintégration des
vésicules d’endocytose elles-méme, car les larges particules non dégradables ne peuvent
atteindre le cytoplasme. La rétro-translocation des antigenes vers le cytoplasme et leur
dégradation subséquente est une propriété bien établie du ER grace au complexe protéique

sec6H1.
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Des études récentes de protéomique ont révélé que les phagosomes contenaient des
¢léments protéiques comme la calnexine et la calréticuline qui sont pourtant supposés résider
exclusivement au sein du ER (Garin et al., 2001). C’est grace aux travaux de 1’équipe de
Michel Desjardins que 1’on sait désormais que lors des étapes précoces de phagocytose chez
les M@, la membrane plasmique fusionne avec la membrane du ER afin de former une
vésicule d’endocytose puis un phagosome précoce (figure 7). Bien que les auteurs n’aient pas
formellement investigué¢ le sujet, ils ont raisonnablement proposé que le recrutement de la
membrane du ER pouvait étre un mécanisme potentiel par lequel les protéines extracellulaires

auraient acces au phénomene de présentation croisée.

En effet, en utilisant des billes de latex comme substrats de phagocytose pour des DC
murines, Guermonprez et collaborateurs ont montré qu’a I’instar des M@, les phagosomes
précoces des DC fusionnent avec les membranes du ER et permettent de ce fait le recrutement
de toute la machinerie de chargement des peptides sur les molécules CMH de classe I (TAP,
calréticuline, tapasine et Erp57) (Guermonprez et al., 2003). Ainsi, lorsque les billes de latex
sont chargées avec un antigéne, les auteurs furent capables de détecter la diffusion d’antigénes
jusqu’au cytosol et la formation de complexes CMH-peptide spécifiques au sein des

phagosomes.

De méme, Ackerman et collaborateurs, en utilisant une lignée de DC humaine et une
méthodologie quelle que peu différente, ont confirmé que les phagosomes disposaient de la
machinerie compléte de chargement de peptides sur les molécules CMH de classe I,
soulignant ainsi que les phagosomes étaient des organelles intracellulaires indépendants et

compétents pour former des complexes CMH/peptide (Ackerman et al., 2003).
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Figure 7 : Phagocytose médiee par le ER avec possibilité
de chargement des peptides antigéniques sur les molécules CMH de classe 1.

[.4.5. Activation, maturation et migration des DC

Les DC proviennent de la moelle osseuse et résident au repos a un stade immature
dans les tissus non lymphoides ou elles capturent et apprétent efficacement l'antigéne
(Banchereau and Steinman, 1998; Steinman et al., 1999). Sous I’influence d’une stimulation
par divers agents comme des bactéries (Bauer et al., 2001; De Smedt et al., 1996; Sparwasser
et al., 1998; Suri and Austyn, 1998), des cytokines pro-inflammatoires (Jonuleit et al., 1997;
Lee et al, 2002), de 'ARN double brin (Cella et al., 1999; Verdijk et al., 1999) ou
I'engagement du CD40 (Mackey et al., 1998; Morse et al., 1998), les DC subissent un
processus de maturation qui a pour conséquence l'augmentation de 1’expression de molécules
de co-stimulation et la capacité pour celles-ci de migrer vers les organes lymphoides
secondaires ou elles stimulent les lymphocytes T naifs.

La maturation est le stade terminal de différenciation qui transforme les DC en cellules
spécialisées dans la présentation des antigénes aux lymphocytes T. Elle est caractérisée par

une sévere perte des capacités de phagocytose, le développement d’extensions
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cytoplasmiques, la migration vers les organes lymphoides secondaires et un potentiel accru
des capacités de stimulation des lymphocytes T. Les DC matures expriment un nombre de
marqueurs caractéristiques comme la molécule CD83 impliquée dans le développement des
lymphocytes T CD4+ et des interactions intercellulaires (Fujimoto et al., 2002; Lechmann et
al., 2002). De méme, pour la molécule DC-LAMP, une protéine spécifique des DC exprimée
dans les lysosomes. Le processus de maturation des DC est induit par des agents pathogenes
ou des molécules du soi lorsque ces derniéres sont associées a une réaction inflammatoire ou a
une blessure tissulaire. Ces stimuli sont souvent collectivement apparentés aux signaux de
danger (Matzinger, 2002). Les signaux de maturation agissent sur les DC via de récepteurs
tels ceux du CD40L, du TNF-a, de I’'IL-1 ou de I'I[FN-a. Les produits microbiens et les
molécules sécrétées par les tissus du soi endommagés transmettent des signaux de maturation
par l’intermédiaire des Toll-like récepteurs (TLR), des récepteurs trans-membranaires
exprimés par les DC et d’autres types cellulaire apparentés a la protéine Toll chez la
drosophile (Takeda et al., 2003). Il y a 11 TLR connus jusqu’a aujourd’hui, chacun ayant un
niveau d’expression différent et chacun reconnaissant différentes séries de molécules. Chez
I’homme, les DC my¢loides expriment les TLR 1 a 5 et, selon la sous-population de DC, les
TLR 7 et 8. Les pDC humaines expriment les TLR 1, 7 et 9 (Hornung et al., 2002; Jarrossay
et al., 2001; Kadowaki et al., 2001). Certains de ces TLR agissent a la surface membranaire,
tandis que d’autres sont trouvés dans les endosomes et sont vraisemblablement activés apres
capture et internalisation des pathogenes ou de leur produits de dégradation.

La signalisation est induite par la molécule adaptatrice MyD88 qui recrute d’autres molécules
dans une voie impliquant I’activation de NF-xB et autres MAP kinases, permettant I’initiation
de la transcription des génes codant pour des médiateurs de I’inflammation comme le TNF-a,
IL-1 ou IL-6 (Kopp and Medzhitov, 2003). La stimulation de certains de ces TLR peut induire
des voies de signalisation additionnelles et indépendantes de la protéine MyD88 (Kopp and
Medzhitov, 2003). Chez les DC, les voies de signalisation distinctes peuvent influencer
I’orientation de la direction des réponses T (Agrawal et al., 2003). Des agonistes des TLR,
peuvent donc étre utilisés pour cibler des sous-populations afin qu’elles induisent les réponses
T désirées.

Aprés maturation, les DC développent une habilit¢ amplifiée a exprimer des complexes
CMH/peptide de classe I (Guermonprez et al., 2002) et II (Trombetta et al., 2003). La
maturation est également associée a I’augmentation de I’expression des molécules de co-

stimulation et d’adhésion impliquées dans la formation de la synapse immunologique (figure
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8). Elle induit aussi la sécrétion de cytokines qui sont critiques pour la détermination de la
nature de la réponse immunitaire. Un autre effet important conséquent de la maturation est la
sécrétion de chémokines qui recrutent les monocytes, DC et des sous-populations de

lymphocytes T spécifiques jusqu’a I’environnement local.

La capacité des DC a migrer vers les ganglions lymphatiques locaux est régulée par
I’expression de différents récepteurs aux chémokines (Adema et al., 1997; Dieu et al., 1998;
Foti et al., 1999; Ngo et al., 1998; Sallusto et al., 1998; Sallusto et al., 1999; Sozzani et al.,
1998; Yanagihara et al., 1998). L’accumulation de précurseurs circulants de DC, qui
expriment de hauts niveaux de CCR6, un récepteur pour MIP3-a au sein des épithéliums et
des tumeurs est associée a la production de cette cytokine par ces cellules. MIP3-a semble
étre la chémokine la plus puissante dans la régulation de la migration des DC dans les tissus.
Les DC immatures peuvent produire des chémokines inflammatoires comme MIP1-a, MCP1,
MCP2 et MCP4 (Brossart et al., 2000b) et exprimer leurs récepteurs spécifiques tels CCR1,
CCR2, CCRS, CCR6 et CXCRI1. En revanche, au cours de la maturation, les DC diminuent
I’expression de ces chémokines et de leurs récepteurs et augmentent I’expression du récepteur
CCR7. Ainsi, les DC acquiérent la sensibilit¢ a PELC (MIP-3f3) et SLC (6¢cKine) qui sont des
chémokines régulant le trafic des DC vers les vaisseaux lymphatiques producteurs d’ELC et
donc vers les organes lymphoides secondaires. Les DC pénétrant dans les ganglions
lymphatiques sont ensuite dirigées par un gradient des chémokines vers les aires para-
corticales et commencent a sécréter a leur tour des chémokines comme DC-CK1 et MDC qui
attirent par chimiotactisme les lymphocytes T naifs et mémoires. Dés le contact avec les
lymphocytes T, les DC regoivent des signaux additionnels de maturation fournis grace aux
interactions CD40/CD40L, RANK/TRANCE, 4IBB/4IBBL ou OX40/0X40L, qui aide a la
maturation terminale (Figure 8). Apres I’interaction avec les cellules T, les DC meurent par

apoptose.
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Figure 8 : Molécules impliquées dans la formation de la
synapse immunologique entre DC et lymphocytes T
D’aprés DW. O’Neill et al, 2004.

[.4.6 Interactions des DC avec les lymphocytes T

Les DC initient des réponses T cellulaires au sein des organes lymphoides secondaires
comme les ganglions, la rate ou les tissus lymphoides (Bousso and Robey, 2003; Miller et al.,
2002; Stoll et al., 2002). L’induction efficace et fonctionnelle des lymphocytes T naifs par les
DC se manifeste grace a leur expansion clonale et leur différenciation en cellules mémoires et
en cellules effectrices productrices de cytokines. L’amplitude d’une réponse immunitaire
dépend de nombreux facteurs comme la concentration d’antigénes présentés par les DC,
I’affinité¢ du TCR vis-a-vis du complexe CMH/peptide présenté, le niveau de maturation des
DC et de la nature du stimulus de maturation (Gett et al., 2003). Ainsi, la stimulation des

lymphocytes T par les DC immatures conduit a une prolifération cellulaire initiale mais d’une
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durée de vie trés courte, alors que la stimulation des lymphocytes T par des DC matures induit
une durée de vie prolongée des cellules T et leur différenciation vers des cellules effectrices et
mémoires (Gett et al., 2003). De récentes observations indiquent que 1’aide apportée par les
lymphocytes T CD4+ au moment du priming est nécessaire pour générer des lymphocytes T
CD8+ mémoires (Janssen et al., 2003; Shedlock and Shen, 2003; Sun and Bevan, 2003). Cet
effet est assuré par des interactions entre CD40 et CD40L entre les DC et les lymphocytes T
CD4+ (effet licensing) (Schoenberger et al., 1998). D’autres molécules exprimées a la surface
des lymphocytes T sont également impliquées dans I’induction de réponses T mémoires
(Croft, 2003). C’est le cas des membres de la superfamille des récepteurs au TNF-a comme le
0X40 et 4IBB qui sont critiques dans I’initiation de réponses immunitaires (Bukczynski et al.,
2004; Croft, 2003; Lee et al., 2003; Rogers et al., 2001; Wiethe et al., 2003). Les DC

interagissent aussi avec les lymphocytes B et les cellules du systéme immunitaire inné.

Les DC my¢loides activées peuvent induire la prolifération des lymphocytes B et la
différenciation plasmocytaire via la production de molécules d’activation et de survie comme

BAFF et APRIL (Balazs et al., 2002; Litinskiy et al., 2002; Mackay et al., 2003).

Les pDC peuvent aussi promouvoir la différenciation des lymphocytes B en

plasmocytes via la sécrétion d’IFN-o/f et d’IL-6 (Jego et al., 2003).

Les DC peuvent activer et induire I’expansion de cellules NK par des mécanismes
encore non ¢lucidés. Les cellules NK activées peuvent tuer les DC immatures mais non les
DC matures et peuvent induire des réponses T CD8+ protectrices (Ferlazzo and Munz, 2004;
Mocikat et al., 2003). Enfin, les DC présentant le gycolipide o-galactosylcéramide sur le
CDI1d peut stimuler les NK a produire de ’IFN-y et promouvoir la résistance des tumeurs
(Fujii et al., 2003). Les cellules NK activées peuvent aussi induire rapidement la maturation
des DC et directement interagir avec elles pour amplifier les réponses T CD4+ et T CD8+
(Fujii et al., 2003; Hermans et al., 2003).

La présentation d’antigénes par les DC immatures est considérée pour étre une voie
importante par laquelle la tolérance aux antigénes du soi est maintenue. Les antigénes ciblés
in vivo par les DC immatures peuvent induire une tolérance via une prolifération abortive et

I’anergie de lymphocytes spécifiques d’antigeénes, alors que la fourniture simultanée de
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stimuli de maturation de DC induit une réponse T effectrice (Bonifaz et al., 2002; Probst et
al., 2003; Steinman et al., 2003). Les DC immatures peuvent aussi promouvoir la tolérance
via I’induction de lymphocytes T régulateurs CD4+ et CD8+ qui suppriment la réponse
immunitaire effectrice par I’intermédiaire de la sécrétion de cytokines immunosuppressives
comme I’IL-10 ou le TGF-B (Dhodapkar et al., 2001; Jonuleit et al., 2001; Jonuleit and
Schmitt, 2003). Ceci est en opposition aux lymphocytes T CD4+ régulateurs naturels produits
dans le thymus, qui expriment de maniére constitutive le CD25 car les molécules CTLA4 et
FoxP3 exercent leur effet immunosuppresseur d’une maniére intercellulaire dépendante
(Bach, 2003; Jonuleit et al., 2000; Probst et al., 2003; Roncarolo et al., 2001; Sakaguchi,
2003). Les DC matures peuvent inhiber ces T régulateurs via la production d’IL-6 (Pasare and
Medzhitov, 2003). L’expression du CD40 a la surface des DC peut €tre un facteur important
pour déterminer si le priming des T aura pour conséquence I’immunité ou la tolérance médiée
par les T régulateurs. En effet, les DC de souris déficientes en CD40 et exposées a un antigene
empéche le priming des lymphocytes T et induit la prolifération de cellules T régulatrices

sécrétrices d’IL-10 (Martin et al., 2003).



Introduction -42 -

Mo Stimulus - CO4+CO25+ Tr

CTLAd-Ig
Immature DC
itamm D3
Steroids " i
TGFE I COE* G028 Tr
IL-10
+ DC RelB
+ DG CD40 —
Immature DC ! l
“IDO" DC
Tal Ic DG
“Modulated* DC CRTS T 100
Maturation-resistant . 4 CO40 signaling
P Statd » +B7-1,B7-2
T cell delaton, anergy
IL-10* CD4* Tr Tolerogenic DC l
IL=10* CDE* Tr + T ogdll expangaon
4 Toall IL-2 CO4* T cell anengy T oall ApOpI0Ss
} Thi IFMy
IL-10* SO+ Tr (Tr1)
IL-10* CD&* Tr

IL-10 OO+ Tr {Trl)

Figure 9: Exemples de voies donnant naissance a des DC tolérogénes.
D’aprés DW. O’Neill et al, 2004.

Les DC peuvent étre rendues tolérogenes par un certain nombre de mécanismes. Chez
I’homme, une sous-population de DC dérivées de monocytes exprime I’indoléamine 2,3-
dioxygénase (IDO) qui inhibe la prolifération des lymphocytes T et induit la mort des cellules
T (Munn et al., 2002). L’IDO peut étre induite par la fixation des molécules de la famille B7
par CTLA-4 (Fallarino et al., 2003; Mellor et al., 2003). Un grand nombre de DC exprimant
I’IDO est trouvé dans les ganglions lymphatiques drainant les tumeurs suggérant que celles-ci
sont impliquées dans D’incapacité des tumeurs a répondre immunologiquement chez les
patients atteints de cancer (Munn et al., 2002). Les DC peuvent étre aussi rendues tolérogenes
via les cellules T régulatrices CD8+ CD28- qui augmentent 1’expression des récepteurs
inhibiteurs a la surface des DC et inhibe DI’expression de B7.1 et B7.2 induite par
I’engagement du CD40L (Chang et al., 2002). Enfin, les DC peuvent étre rendues tolérogeénes
in vitro en les cultivant en présence de TGF-B, IL-10, vitamine D3 ou corticostéroides
(Wakkach et al., 2003) (Figure 9). L’activité de Stat3 apparait également critique dans
I’induction d’une tolérance spécifique vis-a-vis d’un antigéne. La molécule Stat3 est activée
par phosphorylation d’une tyrosine suite a une exposition des DC a I'[L-10 ou d’autres
facteurs produits par les tumeurs. La sur-expression de Stat3 par les DC a pour conséquence

I’inhibition de réponses T spécifiques d’antigénes (Cheng et al., 2003).
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I.5. Les cellules mortes en tant que sources d’antigénes de

tumeurs.

Parmi les stratégies de chargement des DC en antigénes de tumeurs, l'utilisation des
cellules mortes (c’est a dire cellules apoptotiques et/ou nécrotiques) offre des possibilités
intéressantes. En effet, cette approche n'exige pas 1'identification et la caractérisation préalable
des antigénes exprimés par la tumeur et, grace a la phagocytose des cellules mortes par les
DC, les peptides antigéniques ont acces aux deux voies de présentation de CMH de classe |
(présentation croisée) et II, favorisant ainsi potentiellement une réponse immunitaire
diversifiée impliquant a la fois les lymphocytes T CD8+ et CD4+. De tels avantages
augmentent la possibilité¢ de surmonter les déficiences inhérentes en présentation d’antigénes
et suggerent de cette maniere la faisabilité de déclencher une réponse immunitaire contre des

tumeurs médiocrement immunogenes.

Aussi, les cellules tumorales apoptotiques et/ou nécrotiques s’aveérent donc
probablement une des sources d’antigeénes les plus attrayantes et ont ét¢ le sujet d’intenses
investigations pendant les 5 derniéres années. Ainsi, nous et d'autres groupes avons d’ores et
déja rapporté la pertinence de ’utilisation de vaccins basés sur des DC ayant phagocyté des
cellules tumorales apoptotiques ou nécrotiques in vitro (Bérard et al., 2000; Hoffmann et al.,
2000; Jenne et al., 2000; Kurokawa et al., 2001; Neidhardt-Berard et al., 2004; Schnurr et al.,
2001; Spisek et al., 2002; Wen et al., 2002) et in vivo (Asavaroengchai et al., 2002; Fields et
al., 1998; Goldszmid et al., 2003; Henry et al., 1999; Masse et al., 2002; Scheffer et al., 2003).
En outre, de nombreux essais pré-cliniques et cliniques ont fourni des résultats tres
prometteurs chez des patients atteints de diverses maladies telles la leucémie (Lee et al.,
2004), le lymphome (Maier et al., 2003), le mélanome (Nagayama et al., 2003; Nestle et al.,
1998; Vilella et al., 2004), le carcinome rénal (Gitlitz et al., 2003; Holtl et al., 2002), le
gliome (Yamanaka et al., 2003) et méme des maladies tumorales infantiles (Geiger et al.,

2000; Geiger et al., 2001).

Un paramétre critique pour l'usage de tels vaccins dans des stratégies d’immunisation
active est la maturation des DC, car seules les DC matures ont la capacité de stimuler
efficacement les lymphocytes T CD8+ naifs et de polariser les lymphocytes T CD4+ vers la
sécrétion de cytokines de type Thl (Schuler-Thurner et al., 2002). Il s’aveére donc impératif
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d'identifier les stimuli qui permettent un déclenchement efficace du programme de maturation

des DC lorsque celles-ci sont chargées avec ces diverses préparations de cellules mortes.

Or, il existe des désaccords considérables quant au réel effet des corps apoptotiques
sur 1’activation des DC. En effet, par opposition aux cellules nécrotiques, certaines études
rapportent que les cellules subissant l'apoptose ne favorisent pas la maturation des DC
(Buttiglieri et al., 2003; Clayton et al., 2003; Sauter et al., 2000) et méme diminuent la
sensibilité¢ des DC a répondre a des stimuli exogeénes (Stuart et al., 2002; Urban et al., 2001).
Toutefois, dans d’autres études, I’exposition des DC a des cellules apoptotiques favoriserait le
déclenchement spontané d’un programme de maturation, facilitant de ce fait la présentation
croisée des antigénes aux lymphocytes T CD8+ sans exiger aucun signal additionnel (Chen et
al., 2001b; Ishii et al., 2003; Ronchetti et al., 1999; Rovere et al., 1999; Rovere et al., 1998).
Enfin, d’autres auteurs ont signalé que les préparations apoptotiques et nécrotiques étaient
équivalentes quant a leurs capacités respectives de maturation des DC (Ferlazzo et al., 2000;

Kotera et al., 2001).

[.5.1 .Cellules tumorales apoptotiques

Une distinction entre la morphologie des cellules subissant une mort physiologique et
une mort pathologique a ¢été observée il y a déja plus de 50 ans (Glucksmann, 1951).
L’ apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus physiologique et critique qui
intervient naturellement au cours de 'homéostasie tissulaire. Elle est associée a d’importantes
modifications morphologiques comme le rétrécissement cellulaire et le gonflement
membranaire qui conduisent a la formation de petites entités cellulaires intégres appelées
corps apoptotiques. Certains de ces changements sont associés a des événements
biochimiques particuliers, telles la translocation des phosphatidylsérines (PS) de l'intérieur
vers I’extérieur de la membrane plasmique (Fadok et al., 1992); I’activation des caspases
intracellulaires (Strasser et al., 2000; Thornberry, 1999; Thornberry and Lazebnik, 1998) et la
fragmentation d'ADN toutes les 200 paires de bases (Enari et al., 1998; Sakahira et al., 2001).
Grace a I’exposition d'un certain nombre de signaux extra-membranaires spécifiques, les
cellules apoptotiques sont aisément reconnues et éliminées de 1’organisme par des cellules

présentatrices d’antigénes telles les M@ et/ou les DC mais aussi par d'autres types cellulaires
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comme des cellules épithéliales et/ou hépatocytes (Savill and Fadok, 2000; Savill et al.,
1993). L’épuration des cellules apoptotiques par les phagocytes protége ainsi les tissus sains
environnants de l'exposition du contenu intracellulaire inflammatoire et nocif. De nombreuses
¢tudes ont ¢étudié I’implication de diverses molécules membranaires dans 1’ingestion des
cellules apoptotiques et ont identifi¢ un role actif pour plusieurs récepteurs comme le CD14
(Devitt et al., 1998) et les membres de la famille des scavenger receptors (SR). Ces derniers
interagissent avec les PS (Krieger and Herz, 1994), et des intégrines tels que les récepteurs
o PB3 (VnR) (Savill et al., 1993) ou o,Bs qui agissent de maniere coopérative avec CD36 et le
thrombospondine (TSP) pour établir 'un pont moléculaire' entre DC immatures et cellules
mortes (Albert et al., 1998a) (Figure 10). Récemment, le groupe de J. Savill a également
rapporté I'implication de la molécule de surface CD31 dans le recrutement des neutrophiles

apoptotiques a proximité des phagocytes (Brown et al., 2002).

L’épuration des cellules apoptotiques par les phagocytes est associée a des réactions
anti-inflammatoires et immunosuppressives efficaces via la sécrétion d'IL-10, de TGF-f;, de
PGE, et de PAF (Fadok et al., 1998; Voll et al., 1997), contribuant ainsi au maintien de la
tolérance vis-a-vis des antigénes du soi. Jusqu'ici, diverses stratégies ont ét¢ exploitées pour
produire des cellules tumorales apoptotiques en thérapie expérimentale, elles comprennent :
l'exposition aux UV (Sauter et al., 2000), 'infection par le virus de la grippe (Albert et al.,
1998b), les céramides (Gallucci et al., 1999), le traitement d'anti-Fas (Nouri-Shirazi et al.,
2000), ou l'acide betulinique (Berard et al., 2000).

Comme mentionné précédemment, le réel impact des cellules apoptotiques sur la
maturation des DC est trés controversé. Certains auteurs affirment que les cellules mourrant
par apoptose sont faiblement immunogenes car elles ne fournissent pas le stimulus suffisant
de maturation (Gallucci et al., 1999; Sauter et al., 2000) et incitent par conséquent rarement
une réponse immunitaire (Ronchetti et al., 1999). Il apparait méme que 1’ingestion de cellules
apoptotiques exerce des effets inhibiteurs sur la maturation des DC, car elle diminue de fagcon
saisissante la sensibilité de ces cellules aux stimuli exogénes. Ainsi, Stuart et collégues ont
démontré que la prise en charge de cellules apoptotiques par les DC entravait
considérablement 1’augmentation de 1’expression des molécules de co-stimulation en réponse

au LPS (Stuart et al., 2002).
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Figure 10 : Diversité des interactions entre
cellules apoptotiques et cellules phagocytaires.

Comme suggéré par Steinman et collégues, ceci impliquerait donc que le dialogue
entre les DC et les cellules apoptotiques pourrait étre une voie régulant la fonction des DC
dans le systéeme immunitaire normal, notamment l'entretien de la tolérance périphérique aux
antigénes du soi (Steinman et al., 2000). En effet, I'insensibilit¢ des DC apres ingestion des
cellules apoptotiques implique la présentation des peptides dans un contexte de co-stimulation
faible initiant ainsi une tolérance plutét qu'une immunité. En outre, I’incapacité des DC

phagocytaires a maturer en réponse a des signaux subséquents de maturation peut représenter
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un des mécanismes d'évasion des tumeurs au systéme immunitaire in Vivo, puisque les
éventuelles cellules tumorales apoptotiques, une fois ingérées par les DC immatures,
n’induiraient pas des réponses immunitaires contre leurs propres antigenes, les rendant de ce

fait immunologiquement silencieuses.

Néanmoins, d'autres études ont rapporté que les DC pouvaient normalement
progresser dans leur étape de maturation apres exposition a des cellules apoptotiques, sans
méme exiger un quelconque signal additionnel de maturation (Chen et al., 2001b; Ronchetti et
al., 1999; Rovere et al., 1998). Il est a noter que de telles activations spontanées ont seulement
¢té observées lorsque les DC ¢étaient cultivées avec un exces des cellules apoptotiques,
suggérant de ce fait que le potentiel de phagocytose des DC ait été débordé. Dans cette
situation, il est hautement probable que les cellules apoptotiques qui n'ont pas été prises en
charge par les DC aient progressé dans la mort cellulaire jusqu'a ce qu'une étape trés tardive
du programme apoptotique. La nécrose secondaire ou post-apoptotique initialement décrite
par le groupe de Nagata (Ogasawara et al., 1993) est fréquemment observée lorsque les
mécanismes d’épuration des cellules mortes sont inefficaces et/ou retardés les laissant ainsi

évoluer vers des dommages encore plus importants.

En raison de la dégradation rapide de la membrane plasmique (Wyllie, 1997), les
cellules post-apoptotiques se désagregent et déversent leur contenu dans le micro-
environnement, avec ses propres risques de conséquences pro-inflammatoires. Beaucoup de
constituants libérés au cours de la nécrose post-apoptotique incluent des matériaux
stimulateurs, tels des protéases, des médiateurs inflammatoires, des protéines de choc
thermique (HSP), de ’ADN double brin qui sont connus pour lancer le programme de
maturation des DC via divers récepteurs. En outre, un tel phénoméene soutient complétement
I'hypothése formulée par Matzinger qui souligne que les cellules apoptotiques ne peuvent étre
immunogeénes que si elles sont associées a des signaux de danger (Gallucci et al., 1999;
Gallucci and Matzinger, 2001). Il est ainsi facile d'imaginer que les cellules apoptotiques
subissant une nécrose secondaire fournissent un contexte inflammatoire idéal via la libération
de multiples signaux de danger qui alertent le systéme immunitaire, réduisant de ce fait
totalement ou partiellement [’inhibition de la maturation induite par la phagocytose.
D'ailleurs, a l'appui de cette idée, il a été €galement postulé que la phase d’apoptose dans

laquelle se trouvent les cellules tumorales, au moment, de 1'ingestion contribue activement a
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la modulation de la maturation des DC. Effectivement, ces études rapportent l'activité
immuno-stimulatrice exercée sur les DC immatures uniquement par des cellules tumorales

apoptotiques tardives (Ip and Lau, 2004; Pietra et al., 2001).

L’ensemble de ces investigations souligne le manque de connaissance au sujet des
différentes voies de maturation des DC aprés avoir interagi avec des cellules subissant
I’apoptose. Néanmoins, il est aujourd’hui communément admis que les DC ayant ingéré des
corps apoptotiques en l'absence de stimulus de maturation induisent la tolérance des
lymphocytes T (Kurts et al., 1997; Steinman et al., 2000). Si, cependant, les DC regoivent des
signaux inflammatoires tout en phagocytant des cellules apoptotiques, celles-ci peuvent entrer
dans un programme de maturation et cross-présenter les peptides issus des cellules
apoptotiques dans un contexte CMH de classe I afin de cross-activer des lymphocytes T

CD8+ spécifiques.

[.5.2. Oncolysats cellulaires.

Par opposition a la mort cellulaire programmée, la nécrose est apparemment
indépendante de l'expression de nouveaux geénes et est par conséquent considérée comme une
forme passive et/ou non régulée de mort cellulaire. De multiples changements
morphologiques se produisent pendant cet événement pathologique, parmi lesquels les
destructions générales et non coordonnées du noyau et des structures cytoplasmiques ainsi
que la digestion aléatoire de 1I'ADN (Barros et al., 2001; Wyllie, 1980). Une des
caractéristiques principales des cellules subissant la nécrose est la rupture de la membrane
plasmique (Kerr, 1971) conduisant a la libération du contenu entier du cytoplasme vers
l'espace extracellulaire (Kerr et al., 1995). A I’heure actuelle, peu de choses sont connues au
sujet des mécanismes précis gouvernant 1’épuration des corps nécrotiques de 1’organisme,
mais il semble que ceux-ci, a D’instar des cellules apoptotiques, fassent appel a Ia

reconnaissance aux PS (Brouckaert et al., 2004).
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Par opposition aux cellules subissant I'apoptose, il n'y a aucun doute en ce qui
concerne les propriétés immunostimulatrices des cellules nécrotiques. La nécrose cellulaire
est fréquemment associée in vivo a des infections virales, contre lesquelles une réponse CTL
rapide est nécessaire. Et il est désormais clairement admis que lorsque des DC immatures sont
exposées a des cellules tumorales tuées par des mécanismes non apoptotiques, elles sont
stimulées et soutiennent la génération d’une immunité (Melcher et al., 1998). En effet, les
cellules nécrotiques se désagrégent généralement trés rapidement in situ et le flux incontrolé
et rapide de leurs constituants nuisibles dans les tissus environnants contribue a aggraver la
réponse inflammatoire en soutenant le sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires comme
I’'IL-6 et le TNF-a, par les M@ activés (Cocco and Ucker, 2001). Comme proposé par
I’équipe de Kenneth Rock, les cellules possédent dans leur cytoplasme des adjuvants
endogeénes qui peuvent potentiellement favoriser la maturation des DC et la génération
subséquente de réponses CTL vis-a-vis d’antigeénes particuliers (Shi et al., 2000). La perte
d'intégrit¢ de la membrane plasmique, qui se produit pendant la majorité des processus
pathologiques, y compris la nécrose, conduit a la libération de ces composants cellulaires,
fournissant de ce fait un mécanisme simple pour alerter le systéme immunitaire au danger
potentiel. Par conséquent, dans cette situation, la maturation de DC est dépendante des stimuli
de danger (c’est a dire., HSP (Basu et al., 2000; Melcher et al., 1998; Somersan et al., 2001),
les intermédiaires réactifs oxygénés (Rutault et al., 1999), I'ADN génomique (Ishii et al.,
2001), l'acide urique (Shi et al., 2003), le CD40L soluble et I'lL-13 (Langenkamp et al.,
2000)), qui sont présents constitutivement, mais seulement rendus accessibles aux DC apres
rupture membranaire (Figure 12). Ceci suggere donc fortement que seules les cellules
subissant la nécrose soient le résultat d'un danger actuel et immédiat et déclenchent

I'inflammation en fournissant les signaux appropriés.

On s'attend ainsi a ce que des cellules nécrosées soient efficacement éliminées dans
des tissus, et induisent une maturation spontanée des DC (Basu et al., 2000; Fadok et al.,
2001; Gallucci et al., 1999; Sauter et al., 2000; Stern et al., 1996), initiant ou consolidant ainsi
une réponse immunitaire adaptative aux antigénes étrangers ou méme probablement aux
antigénes du soi au cours du développement de l'auto-immunité (Herrmann et al., 1998;

Taylor et al., 2000).
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Figure 11 : Exemples de libération de signaux dangers
par des cellules nécrotiques et des cellules en apoptose tardive.

[.5.4. Apoptose et HSP

Les résultats contradictoires obtenus jusqu'ici avec les DC chargées en cellules
tumorales apoptotiques suggerent que la forme optimale de mort programmée comme
stratégie de production d’antigénes de tumeurs reste a déterminer. Il est concevable que les

effets variés des cellules apoptotiques soient liés aux circonstances dans lesquelles la mort
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programmée se produit, en fonction principalement des signaux danger fournis, qui sont
exigés pour alerter le systtme immunitaire. Un exemple particulierement intéressant entrant
dans la catégorie des signaux de danger est la famille des HSP. De nombreuses études
rapportent, en effet, que I’immunogénicité tumorale est associée a l’augmentation de
I’expression de ’'HSP70 (Kuppner et al., 2001; Melcher et al., 1998; Todryk et al., 1999).
Jusqu'ici, il a été décrit qu'une variété de récepteurs a la surface de DC avait la capacité de
stimuler le systéme immunitaire aprés fixation de ’HSP70. C’est le cas de la molécule CD91
(Basu et al., 2001) ou des TLR-2 (Asea et al., 2002) et -4 (Palliser et al., 2004; Vabulas et al.,
2002). De méme, on suppose que la protéine (Grp)-94 (gp96), lorsqu’elle est fixée a CD91,
est un activateur direct des DC (Binder et al., 2000a; Panjwani et al., 2002; Singh-Jasuja et al.,
2000a; Singh-Jasuja et al., 2000b; Zheng et al., 2001).

La capacité des HSP a activer le systéme immunitaire inné, en agissant en tant que
signal de danger, est une hypothese attrayante pour expliquer le potentiel inflammatoire des
cellules nécrotiques. En effet, comme discutée précedemment, une fois libérées par les
cellules subissant la nécrose, les HSP pourraient efficacement favoriser la maturation,
soutenant ainsi la génération et l'entretien d'une réponse CTL efficace. Suivant cette
argumentation, plusieurs études ont indiqué le role essentiel des HSP dans la présentation
croisée d’antigenes de tumeurs par les DC en utilisant de 1’oncolysat cellulaire (c’est a dire
des cellules nécrotiques) comme source d’antigénes exogenes chez I’animal (Fields et al.,
1998; Nair et al., 1997; Shimizu et al., 1999) et chez 'Homme (Herr et al., 2000; Nestle et al.,
1998; Schnurr et al., 2001).

D'ailleurs, le travail étendu au cours des 10 derni¢res années a suggéré que les HSP, en
plus de favoriser la maturation des DC, jouent des rdles importants dans I'immunité innée et
acquise, grace a leurs capacités uniques a chaperonner les peptides antigéniques reconnus par
les lymphocytes T (Chen and Androlewicz, 2001; Srivastava et al., 1994). En effet, des études
récentes ont indiqué que des vaccinations avec des HSP issues d’animaux atteints de cancer
induisaient une activation CTL et une immunité protectrice, dont la spécificité est fondée sur
les peptides interagissant avec ces HSP (Srivastava and Udono, 1994). Le mécanisme de cette
protection a été partiellement clarifié : on pense que les HSP (incluant HSP70, HSP90 et
gp96) s’associent a une large gamme de peptides issus des cellules tumorales de telle fagon a

ce que celles-ci interagissent avec le répertoire antigénique des cellules a partir desquelles
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elles ont été¢ purifiées (Ishii et al., 1999). Par conséquent, aprés injection, les complexes
HSP/peptide ont acceés a la voie de présentation de CMH de classe I au sein des DC et
induisent une immunité contre la tumeur autologue (Flynn et al., 1989; Harada et al., 1998;
Suto and Srivastava, 1995; Suzue et al., 1997). En outre, la fiabilité des vaccins basés sur
I’utilisation de complexes HSP/peptide pour une application clinique a été rapportée avec
succes chez des patients souffrant de plusieurs tumeurs avancées (Janetzki et al., 2000). Ainsi,
un concept émergeant dans I'immunité anti-tumorale et résultant de ces observations est que
les HSP facilitent la présentation croisée des épitopes restreints de CMH de classe I et
I’initiation subséquente des réponses effectrices des lymphocytes T CD8+. Une telle propriété
a conduit vers une nouvelle base conceptuelle a 1'origine rapportée par Feng et collaborateurs
stipulant que la mort apoptotique peut alerter le systtme immunitaire et induire par
conséquent d’efficaces réactions immunitaire, a condition que celle-ci s’exécute dans des

conditions de stress favorisant I’expression des HSP (Feng et al., 2002b; Feng et al., 2001).

La recherche récente s'est ainsi concentrée sur les mécanismes par lesquels les HSP
induisent des réponses anti-tumorales, en insistant particulierement sur leurs interactions avec
les DC. Comme mentionné précédemment, il a été supposé que la molécule CD91 jouait un
role essentiel dans la présentation croisée de peptides antigénqiues (Binder et al., 2000b)
((Binder and Srivastava, 2004). Néanmoins, il semble maintenant peu probable que celle-ci
soit I'unique récepteur des HSP, principalement en raison de sa trés faible expression par les
DC. 1l semble, en effet, que d'autres récepteurs ou co-récepteurs soient impliqués dans
I’endocytose des HSP par les DC, comme notamment ceux appartenant a la famille des SR,
qui ont été a l'origine identifiés comme molécules impliquées dans la reconnaissance et
I’épuration des cellules apoptotiques. Parmi eux, SR-A et LOX-1 ont la propriét¢ de
reconnaitre la gp96 (Berwin et al., 2003) et ’'HSP70 (Delneste et al., 2002), respectivement.
En effet, ces récepteurs assurent non seulement la fixation des complexes HSP/peptide, mais
garantissent également la disponibilité de ces épitopes pour la présentation croisée. Par
ailleurs, Becker et collaborateurs (Becker et al., 2002), ont établi que la protéine de surface
CDA40 pouvait fixer et internaliser ’HSP70 avec ses peptides chaperonnés avant d'accéder a la
voie de présentation de la CMH de classe 1. Toutes ces études indiquées ci-dessus soulignent
le role critique que jouent les HSP en facilitant la présentation croisée et soutiennent
fortement l'idée que seules les peptides interagissant avec les HSP soient efficacement

présentés par des molécules de CMH de classe 1.
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Il. Objectifs du travail de these

Le récent essor dans l'identification d’antigénes exprimés par les cellules tumorales et
reconnus par les lymphocytes T CD8" a permis d’envisager le développement d’immunothérapies
des cancers. Aujourd’hui, I’injection de DC exprimant des antigénes de tumeurs est considérée
comme 1’une des approches d’immunothérapie active les plus prometteuses. Depuis quelques années,
la production de DC immatures ainsi que 1’induction de la maturation de ces cellules sont connues et
bien documentées. En effet, a I’heure actuelle, de nombreux essais cliniques reposent sur des
protocoles d’immunothérapie active basés sur 1’utilisation de DC comme vecteurs d’antigénes de
tumeurs qui ont déja donné des résultats trés encourageants chez des patients atteints de mélanome
métastatique (Banchereau et al., 2001; Nestle et al., 1998; Thurner et al., 1999) ou de carcinome
rénaux (Holtl et al., 2002; Su et al., 2003). La source d’antigénes de tumeurs pour les DC reste un
¢lément critique qui va déterminer 1’efficacité de ces vaccins anti-tumoraux. Aujourd’hui, la plupart
des protocoles de vaccinations repose sur 'utilisation de peptides antigéniques de séquences connues
restreintes au CMH de classe I et nécessitant I’identification et caractérisation préalable de ces
épitopes. Toutefois, la durée d’une telle présentation est courte, limitant donc le potentiel
immunogénique de cette approche. De plus, étant donné le nombre trés limité d’antigénes identifiés
dans de nombreux cancers, nous avons envisagé une autre approche de transfert d’antigénes de

tumeurs basée sur la phagocytose de cellules tumorales mortes.

Les objectifs de mon travail de theése consistent a analyser les capacités des DC phagocytaires
de cellules tumorales mortes a cross-activer des lymphocytes T CD8+ spécifiques d’antigénes de

tumeurs.

II.1. Analyse de I'immunogénicité des cellules tumorales

apoptotiques in vivo.

Il existe une controverse quant a la réelle capacité des cellules apopotiques a induire une
réponse immunitaire efficace apres phagocytose par les DC immatures. Celle-ci pourrait résulter de
I’incapacité des celles-ci a fournir aux DC les signaux dangers nécessaires a la maturation (Gallucci
and Matzinger, 2001). A D’appui de cette hypothése, notre groupe suggere 1’existence d’une
association entre la capacité des cellules tumorales a exprimer la forme inductible de ’HSP70 et leur

immunogénicité. En effet, des études rapportent que ces molécules sont capables de faciliter le trafic
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des peptides antigéniques vers la voie de présentation de CMH de classe I (Srivastava et al., 1994)

et/ou qu’elles constituent un ¢lément essentiel d’activation (Kuppner et al., 2001).

Ainsi, nous avons ¢tudié la faisabilité de surmonter les propriétés immunosuppressives des
cellules tumorales lorsque I’apoptose est induite dans des circonstances de stress cellulaire favorisant
I'expression de 1'HSP70. Dans un modele de cancer colo-rectal chez le rat BDIX, nous avons
comparé I’injection de cellules apoptotiques irradiées (HSP70-) a I’injection de cellules apoptotiques
issus d’une exposition UV apres choc thermique (30 min, 42°C) (HSP70+) quant a leur capacité de
promouvoir la maturation des DC in vitro et d’initier des réponses anti-tumorales in vivo. Les

résultats de cette étude sont décrits dans ’article 1.

II.2. Analyse de I'immunogénicité des cellules tumorales

apoptotiques in vitro dans un modele humain de MPM

Aprées avoir confirmé la pertinence de 1'utilisation de cellules tumorales apoptotiques exprimant
I'HSP70, en tant que source d’antigénes de tumeurs, dans un mode¢le de rat, nous avons étudié si cette
stratégie pouvait étre appliquée chez I'homme dans un modele de mésotheliome pleural malin
(MPM). Le MPM est un cancer d’incidence croissante de mauvais pronostic dont le développement
correle treés étroitement avec une exposition prolongée a I’amiante (Wagner et al., 1960) (Selikoff et
al., 1965). Malheureusement, les traitements conventionnels comme la chirurgie, la radiothérapie ou
la chimiothérapie s’avérent inefficaces contre ce type de tumeur (Boutin et al., 1998) (Curran et al.,
1998). De méme, le potentiel trés limité des thérapies basées sur l'injection de cytokines
recombinantes telles 1'IL-2 (Castagneto et al., 2001) (Astoul et al., 1993), 1'L-12 (Caminschi et al.,
1998) ou I'IFN-y (Boutin et al., 1998) sur la prolongation de la survie des patients souligne la
nécessité d’envisager d’autres alternatives thérapeutiques.

De trés rares cas de régression spontanée de MPM ont été observées et corrélées a la présence
d’une forte infiltration lymphocytaire de la tumeur (Robinson et al., 2001; Robinson et al., 1998),
suggérant la possibilité que ce cancer soit une cible potentielle du systtme immunitaire. Dans cette
¢tude, nous nous sommes intéresses a la faisabilité de générer, dans des conditions allogéniques, des
réponses T cytotoxiques spécifiquement dirigées contre des tumeurs de MPM via la stimulation de
PBL naifs par des DC ayant phagocyté des corps apoptotiques. Les résultats de cette étude sont

décrits dans ’article 2.



Objectifs - 56 -

[1.3. Recherche d’antigénes associés aux tumeurs dans le MPM

Dans le cas du MPM, I'immunothérapie est une stratégie trés limitée par le faible nombre
d’antigénes connus. Ainsi, une étude plus compléte des antigénes potentiellement exprimés par ce
type de cancer s’avere nécessaire afin de faciliter la mise en place de protocoles d'immunothérapie
anti-tumorale. A partir des lignées de MPM dont nous disposons, nous avons étudié¢ 1'expression
d'antigeénes associés a ce type de tumeur. Nous avons procédé a la recherche de transcrits d’antigenes
tels MAGE, GAGE, BAGE, NY ESO-1, MUCI1 et mésothéline, dont 1’expression est partagée par un
grand nombre de types de cancers. Les résultats de cette é¢tude ont permis de mettre en évidence
I’expression de MUCI par une forte proportion de lignées de MPM dont I’expression protéique a été

confirmée par cytométrie en flux. Les résultats de cette étude sont décrits dans ’article 3.

[I.4. Analyse de la présentation croisée de I’antigéne MUC1 a

partir de DC ayant phagocyté des cellules mortes de MPM.

Notre recherche, actuellement, consiste a analyser avec précision la fréquence ainsi que
l'avidité et la fonction des lymphocytes T CD8" cytotoxiques (CTL) spécifiques de MPM induits par
ces DC. Nous utilisons pour cette étude 1'antigene MUC-1 qui est exprimé par une forte proportion
des MPM et présentant des épitopes restreints a 1’allele HLA*A0201. La stratégie consiste alors a
stimuler les lymphocytes du sang (PBL) de différents donneurs HLA*A0201 par des DC chargées de
différentes manieres. Nous comparons ainsi pour leurs capacités de stimulation, des DC ayant
phagocyté au stade immature des cellules mortes (cellules apoptotiques ou lysat cellulaire) issues de
la lignée Mesol3 (MUC-1") exprimant ou pas I'HSP70 en fonction de la stratégie d’induction de
mort cellulaire ainsi que des DC maturées par un traitement TNFo + Poy(I:C) puis chargées par les
peptides synthétiques MUC-1950.9ss STAPPVHNYV et MUC-12.00 LLLLTVLTV. La réponse CTL est
¢valuée en analysant la sécrétion de TNF-a par les lymphocytes T sensibilisés en réponse aux deux
peptides présentés par la lignée TAP déficiente (T2). De plus, la réactivité vis-a-vis des deux
peptides est également évaluée en cytométrie en flux en détectant les lymphocytes T CD8+
produisant de I’'IFN-y, ce qui permet de compter la fraction des cellules qui répondent et le niveau de
réponse de chaque cellule individuellement. Ces deux tests nous permettent ainsi de mesurer avec
précision la fréquence des CTL spécifiques obtenus aprés stimulation de PBL a l'aide de DC

chargées en peptides ou cellules tumorales mortes.
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[I.5. Analyse de la présentation croisée des antigénes Melan-

A/MART-1, gp-100 et NA17-A a partir de DC ayant phagocyte des

cellules mortes de mélanome (Collaboration avec I'équipe du prof.

F. Jotereau).

L’objectif de ce projet, qui s’inscrit dans le cadre d’un projet ministériel, est de définir
comment induire la présentation croisée par les DC de 3 antigénes de tumeurs (Melan-A/Mart-1, gp-
100 et NA17-A), fréquemment exprimés par les mélanomes, a un niveau suffisant pour permettre

I’induction de lymphocytes T CD8+ spécifiques de forte avidité, a partir de PBL de donneurs sains.

Sont comparées pour leurs capacités de sensibilisation, des DC ayant phagocyté au stade
immature du lysat cellulaire obtenu a partir de la lignée de mélanome M136 exprimant fortement ces
3 antigénes de tumeurs ainsi que des DC maturées par un traitement TNFa + Poy(I:C) puis chargées
par les peptides synthétiques Melan-A/MART-1,63s5, gp-100,80.28s et NA17-Aj9. Aprés chaque
stimulation, la réponse CTL est évaluée a l'aide de complexes HLA*A0201-peptides solubles
A*201- Melan-A/MART-15635 et A*201- gp-100230288 et A*201- NA17-A;9 Ces molécules
permettent de mesurer avec précision la fréquence des CTL spécifiques obtenus aprés stimulation de
PBL a l'aide de DC chargées et éventuellement de trier ces lymphocytes afin d’en déterminer

I'avidité et la fonction.

11.6. Analyse de 'activité immunosuppressive d’'un composé
de carboxamide (JM34) sur la maturation des DC (Collaboration

avec I’equipe du prof. F. Lang).

Enfin, ce dernier objectif consiste a analyser les effets d'un nouveau composé de carboxamide
(trancamide ou JM34) sur la maturation des DC. L’impact du JM34 sur la sensibilit¢ des DC a
répondre a des signaux subséquents de maturation tels le LPS, la combinaison TNF-a + Poly-IC ou
I’engagement du CD40 ligand a été évalué en mesurant la capacité des DC a induire I’augmentation
d’expression des molécules de co-stimulation, la production d’IL-12 ainsi que la stimulation de

lymphocytes T allogéniques. Les résultats de cette étude sont décrits dans ’article 4.
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[ll. Résultats

lll.1.Analyse de 'immunogénicité des cellules tumorales apoptotiques

in vivo.

ARTICLE 1 : Increased expression of inducible HSP70 in apoptotic cells is correlated with their
efficacy for antitumor vaccine therapy. Int. J. Cancer (2004) 111(4) : 575-83. D. Massé, F. Ebstein,
G. Bougras, J. Harb, K. Meflah and M. Grégoire.

Résumé :

Bien que des cellules tumorales apoptotiques aient ¢t¢ en grande partie exploitées comme
source des antigénes de tumeur pour des applications de thérapie cellulaires anti-tumorales, la
capacité de celles-ci a activer le systéme immunitaire n'est pas clairement établie. En effet, des
résultats contradictoires ont été rapportés quant aux propriétés immunologiques des cellules mourrant
par apoptose. Ces données discordantes suggerent ainsi que la forme optimale d’apoptose reste a
déterminer. Dans ce travail, nous avons étudié la pertinence de I’expression I’ HSP70 et/ou du TGF-p
par des cellules apoptotiques employées pour le traitement d'un carcinome colo-rectal non-
immunogene chez le rat BDIX. Nous montrons dans cet article que seule 1’apoptose induite par un
choc thermique augmentant 1’expression de I’HSP70 et affectant la sécrétion du TGF- permet
l'activation de DC et I’induction subséquente d’une immunité anti-tumorale efficace. Nous concluons
ainsi que le choc thermique suivi d’une exposition des cellules aux UV est une source d'antigeénes de
tumeur supérieure pour le traitement des tumeurs établies. Des travaux complémentaires seront
nécessaires pour déterminer si I’augmentation de 1’expression de ’HSP70 participe a la suppression

du TGF-p actif, ou si les deux sont liés par I'intermédiaire d'un mécanisme encore non défini.

Commentaires :

Dans cette étude, nous avons comparé 1’efficacité anti-tumorale issue de vaccinations avec
des corps apoptotiques stressés HSP70+/TGF-B- avec celle issue de vaccinations avec des corps

apoptotiques irradiés HSP70-/TGF-B+. Nos résultats montrent que des injections répétées de cellules
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apoptotiques stressées HSP70+/TGF-B- induisent une forte immunité anti-tumorale, comme le
démontre la compléte inhibition de croissance tumorale chez les animaux vaccinés. L’efficacité de
ces cellules apoptotiques stressées HSP70+/TGF-B- est associée a leur capacité a promouvoir la
maturation des DC in vitro dont I’expression des molécules de CMH de classe 11 augmente en
réponse au Poly-IC. Ces résultats sont complétement en accord avec ceux de Feng et collaborateurs
qui avaient rapport¢ la faisabilit¢ de convertir des corps apoptotiques immunologiquement
‘silencieux’ en corps apoptotiques immunogenes via I’expression de I’HSP70 dans un mod¢le de
souris. Ces données soutiennent également 1’hypothése de P. Matzinger (Gallucci and Matzinger,
2001) affirmant que les cellules mourrant par apoptose ne deviennent immunogenes que lorsque
celles-ci sont associées a des signaux de danger. Toutefois, les mécanismes par lesquels I’'HSP70
augmente |’immunogénicité des cellules apoptotiques restent obscurs. Contrairement aux travaux de
Katsanis et collaborateurs montrant que ’HSP70 purifié est un adjuvant des cellules tumorales
apoptotiques (Feng et al., 2002b; Feng et al., 2001), dans notre étude, I’ingestion de cellules
apoptotiques stressées HSP70+/TGF-3- n’induit pas de maturation spontanée des DC. Nous excluons
par conséquent la possibilité que celles-ci puissent directement interagir avec les molécules CD91
exprimées a la surface des DC. Nos résultats in vivo et in vitro suggérent plutét que I’HSP70
influence le systtme immunitaire probablement en affectant 1’expression d’agents

immunosuppressifs comme le TGF-f.

En effet, nos résultats montrent que les vaccinations des rats avec des cellules apoptotiques irradiées
HSP70-/TGF-B+ ne favorisent pas une diminution de la taille moyenne des tumeur des animaux au
cours du temps. Comme le degré de maturation des DC détermine les capacités subséquentes de
sensibilisation de lymphocytes T, il est vraisemblable que cette incapacité des cellules apoptotiques
irradiées (HSP70-/TGF-B+) a induire des CTL spécifiques de tumeurs soit associée a 1’incapacité des
DC a engager un processus de maturation en réponse au Poly-IC in vitro. II est aussi concevable que
cette inhibition soit essentiellement attribuée a la sécrétion de TGF-f3 par les cellules apoptotiques.
En effet, lorsque des anticorps anti-TGF-f neutralisants sont utilisés dans ces expériences de co-
culture, les DC pulsées avec les cellules apoptotiques irradi¢ées HSP70-/TGF-B+ progressent
normalement dans leur programme de maturation en réponse au Poly-IC. En outre, il est désormais
clairement établi que le TGF-B est une cyokine immunosuppressive prévenant notamment
I’activation des LC (Geissmann et al., 1999). Dans cette situation, il est alors concevable que les DC
apprétent les antigénes dérivés des cellules apoptotiques dans un mauvais contexte de stimulation,
induisant de ce fait une tolérance plutét qu’une immunité. Toutefois, bien qu’étant non
immunogenes, les cellules apoptotiques produisant du TGF-B n’affectent pas les capacités de

phagocytose et de migration des DC, puisque celle-ci sont retrouvées dans les régions inter-
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folliculaires des ganglions lymphatiques proximaux. Ceci suggere fortement un role actif des DC

chargées avec ces cellules apoptotiques irradiées HSP70-/TGF-B+ dans la fourniture de signaux
tolérogenes aux lymphocytes T. En effet, des injections répétées de ce type de cellules apoptotiques
stimulent la croissance tumorale des animaux. La tolérance n’est pas seulement définie par une
insensibilit¢ générale des DC phagocytaires a des stimuli subséquents d’activation, mais
possiblement par la transduction d’informations tolérogénes aboutissant a un état d’anergie des CTL.
Ceci contribue a 1’idée que le systtme immunitaire est extrémement sensible aux circonstances

favorisant I’expression des protéines HSP70 et/ou TGF-f3 au sein des cellules apoptotiques.
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[11.2. Analyse de I'immunogénicité des cellules tumorales

apoptotiques in vitro dans un modele humain de MPM

ARTICLE 2 : Cytotoxic T-cell responses against mesothelioma by apoptotic cell-pulsed dendritic
cells. Am. J. Respir. Crit. Care. Med (2004) 169(12) : 1322-30. F. Ebstein, C. Sapéde, P.J. Royer,
M. Marcq, C. Ligeza-Poisson, 1. Barbieux, L. Cellerin, G. Dabouis and M. Grégoire.

Résumé :

Dans cette étude, nous étudions la pertinence des cellules tumorales apoptotiques exprimant
I'HSP70, en tant que source d’antigénes de tumeurs, dans un mod¢le de MPM in vitro. Le MPM est
une tumeur rare en grande partie confinée a la cavité thoracique et dont le développement correle
avec I’exposition prolongée des individus a I’amiante. Malheureusement, cette tumeur est résistante
aux thérapies conventionnelles et nécessite par conséquent une recherche intensive pour la mise au
point d’alternatives thérapeutiques. Cette étude a pour but d’évaluer I'efficacité in vitro de vaccins
basés sur des DC chargées en antigenes de tumeur dans l'induction de réponses T cytotoxiques
(CTL) contre le MPM. La source d’antigénes de tumeurs pour des DC de donneurs sains d’haplotype
HLA-A2+ consiste en des cellules apoptotiques de MPM (HLA-A2-) exprimant ou pas I’HSP70
selon que les cellules tumorales aient subi un choc thermique ou pas avant induction d’apoptose. Nos
résultats montrent que les DC ayant phagocyté ces deux préparations apoptotiques sont équivalentes
en terme de sensibilité au traitement combiné de TNF-a et Poly(I:C), comme le démontre les
augmentations comparables de 1I’expression des molécules de co-stimulation et les productions d’IL-
12. Cependant, seules les DC pulsées avec des cellules apoptotiques exprimant ’HSP70 s’avérent
des inducteurs efficaces de l'activit¢ de CTL contre des cellules de MPM HLA-A2+. De tels CTL
obtenus montrent également I'activité cytotoxique contre une lignée de cellules de mélanome HLA-
A2+, suggérant I’expression d’antigénes partagés entre ces deux tumeurs. Ces résultats rapportent
par conséquent la possibilit¢ d'offrir une approche alternative prometteuse pour la thérapie des

patients avec MPM.

Commentaires :
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Dans cette article, nous montrons la faisabilit¢ de générer, dans des conditions allogéniques,
des réponses T cytotoxiques spécifiquement dirigées contre des tumeurs de MPM via la stimulation
de PBL naifs par des DC ayant phagocyté des corps apoptotiques exprimant I’HSP70. En effet,
seules les DC ayant ingéré des cellules apoptotiques sur-exprimant ’HSP70 sont capables d’induire
une réponse T cytotoxique et spécifique vis-a-vis des cellules tumorales de MPM. Toutefois, il faut
noter que l’implication de ’HSP70 dans [Dinitiation de I'immunité n’a pas été¢ formellement
démontré mais seulement expérimentalement corrélée. Il n’est pas possible d’exclure que d’autres
genes induits par le choc thermique autres que ceux appartenant a la famille des HSP aient joué un
role dans 1’augmentation de I’immunogénicité des cellules apoptotiques. Cependant, il est rapporté
que la plupart des geénes dont I’expression est induite aprés choc thermique s’averent coder pour des
protéines qui fonctionnent soit comme des chaperonnes moléculaires (HSP), soit comme des
médiateurs de la dégradation protéique. Il est par conséquent vraisemblable que, dans notre étude, le
choc thermique soit essentiel a 1’initiation d’une réponse CTL via 1’augmentation de I’expression de
I’HSP70, qui s’avére étre I’HSP la plus synthétisée. Une fois encore, les mécanismes précis par
lesquels I’HSP70 issue des cellules apopotiques stressées ont conduit les DC vers une stimulation
efficace de I’activité anti-tumorale sont inconnus. Une variété de molécules de surface a été décrite
pour stimuler le systéme immunitaire apres fixation de ’HSP70 comme CD91 (Basu et al., 2001) ou
les TLR-2 et —4 (Asea et al., 2002; Palliser et al., 2004; Vabulas et al., 2002). Contrairement a des
études précédentes (Feng et al., 2002b), la prise en charge des cellules apoptotiques stressées sur-
exprimant ’HSP70 n’aboutit pas a une maturation spontanée des DC. De plus, les deux préparations
apoptotiques ont un impact similaire sur la maturation des DC qui se déroulait classiquement en
réponse a la combinaison de TNF-a et Poly-IC comme le montre 1’augmentation de 1’expression des
molécules de co-stimulation et la production d’IL-12. Il est donc exclu que I’'immunogénicité des
cellules apoptotiques stressées exprimant ’HSP70 soit attribuée a une augmentation de la sensibilité
des DC a la combinaison TNF-a + Poly-IC. Il est plutot concevable que I’HSP70 cible les antigénes
avec lesquels elle interagit vers LOX-1, qui est un SR favorisant le recrutement de matériel
antigénique vers la DC et facilitant ainsi le trafic des antigeénes vers la voie de CMH de classe |

(Delneste et al., 2002).

Une autre découverte intéressante dans notre étude est la mise en évidence de I’expression des
antigénes de la famille GAGE, un antigéne associé au mélanome, par la lignée Meso13 qui est celle
ayant servi pour la production des corps apoptotiques. Ces résultats concordent ainsi parfaitement
avec la possibilité pour les DC chargées en cellules apoptotiques stressées d’induire une réponse
restreinte au CMH de classe I contre des cellules M17 (HLA-A2+) de mélanome. Toutefois, la

spécificité de lyse des CTL sensibilisés contre des épitopes de GAGE n’a pu étre précisément
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vérifiée a cause de I’absence de peptides antigéniques connus apparentés a GAGE et restreints a

I’haplotype HLA-A2. En effet, jusqu’a aujourd’hui il n’existe que deux peptides antigéniques
identifiés et reconnus lorsqu’ils sont présentés par les molécules CMH de classe I HLA-Cw6 (Van
den Eynde et al., 1995) et HLA-A29 (De Backer et al., 1999), respectivement. Ainsi, déterminer la
fréquence des lymphocytes T CD8+ anti-GAGE n’a pu étre envisagé en utilisant la stratégie de
chargement de peptides sur cellules TAP déficientes (T2) ou des molécules CMH/peptide solubles.
La recherche d’antigénes de tumeurs dont les peptides ont déja été identifiés comme des épitopes

reconnus par les CTL parmi nos différentes lignées de MPM est désormais une priorité.
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[11.3. Recherche d’antigenes associés aux tumeurs dans le
MPM

ARTICLE 3 : Tumour-associated antigens expressed by Malignant Pleural Mesothelioma cell
lines. (Submitted Manuscript). C. Sapede, F. Ebstein, 1. Barbieux, M. Marcq, L. Cellerin, C.
Ligeza-Poisson, C. Sagan, S. Tabi, B. Jasani, E. Butchart, A.Gibbs, M. Adams, G. Dabouis
and M.Grégoire.

Résumé :

Le MPM est une tumeur fortement agressive et résistante a toutes les formes
conventionnelles de thérapie. De récentes investigations pré-cliniques et cliniques ont suggéré
qu'une réponse immunitaire pouvait étre obtenue contre le MPM. Cependant, peu de choses
sont connues au sujet des antigeénes associés au MPM qui représentent pourtant des cibles
potentielles pour I’'immunothérapie. Dans ce rapport, quinze lignées cellulaires provenant de
patients atteints de MPM ¢épithélioide ont été établies puis caractérisées en recherchant
I’expression de la calrétinine, de la cytokératine, de la vimentine et de 1’antigéne carcino-
embryonnaire (CEA) par immuno-histochimie. L'analyse de 1’expression d’antigénes de
tumeurs connus par RT-PCR a également été effectuée sur des échantillons d’ARNm extraits
a partir des lignées cellulaires de MPM, en comparaison avec des échantillons d’ARNm
obtenus a partir de lignées cellulaires d'adénocarcinome et de mélanome. Les cellules de
MPM ont montré une expression hétérogéne de GAGE1, GAGE 1.2-7, GAGE 3.6-8 ou
TERT. En revanche, aucun ARNm n'a été détecté pour les antigénes de MAGE, NY-ESO-1
ou de la famille SSX. Des ARNm de MUC-1 et de la mésotheline ont été détectés dans toutes
les lignes examinées de cellules de MPM. Des analyses complémentaire par cytométrie en

flux et par microscopie confocale ont confirmé I'expression protéique de ces deux antigénes.

Commentaires :

Malgré des investigations précédentes sur I’établissement de lignées cellulaires de
MPM, peu d’informations sont finalement disponibles quant a I’expression de marqueurs

tumoraux spécifiques . Nous avons décidé d’utiliser les marquages cytokératine 5/6,
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vimentine, calrétinine et CEA pour différencier les cellules de MPM. Dans notre étude, le
marquage anti-vimentine ne semble pas €tre treés pertinent dans la mesure ou les cellules de
MPM et d’adénocarcinome présentent le méme signal. En revanche, la calrétinine et la
cytokératine 5/6 semblent étre plus utiles pour cette application car elle ne marque pas les
cellules d’adénocarcinome.

Une fois les lignées cellulaires établies, nous avons analysé 1’expression d’antigeénes associés
aux tumeurs par RT-PCR. Une controverse existe a propos de 1’expression de I’antigéne
SV40 par ces cellules dans la mesure ou certains laboratoires détectent son expression dans la
plupart des lignées étudiées alors que d’autres ne peuvent pas confirmer ces résultats. Une
étude récente rapporte qu une contamination des lignées étudiées par des plasmides possédant
les séquences de SV40 pourrait facilement expliquer la variabilité entre les différentes études
(Lopez-Rios et al., 2004). Jusqu’a aujourd’hui, peu d’¢études se sont focalisées sur
I’expression d’antigénes de différenciation par les cellules de MPM. En 2002, Sigalotti et
collaborateurs ont observé que les cellules de MPM exprimaient les antigénes MAGE, GAGE
SSX et NYESO-1 appartenant a la famille des CTA (Sigalotti et al., 2002). Dans notre étude,
seul un tiers de nos cellules expriment ces antigénes. Les cellules de MPM expriment
partiellement les antigenes GAGE-1(2/15)GAGE-1,2-7 (2/15), GAGE-3,6-8 (4/15) et TERT
(11/15). Aucun ARNm codant pour les antigénes MAGE-1, MAGE-2, SSX-4, BAGE et NY-
ESO-1 a pu étre détecté. Une possibilité permettant d’expliquer ces différences vient du fait
que Sigalotti et collaborateurs ont travaillé sur 6 lignées dont la moiti¢ sont des lignées
primaires, alors que notre étude est basée sur ’analyse de 15 lignées qui sont toutes des
lignées établies a long terme, ou I’expression génique peut &tre modifiée par les sous-cultures
répétées.

De maniere intéressante, les ARNm codant pour la mésothéline et MUCI sont détectés par
PCR dans toutes les lignées de MPM. L’expression protéique de ces antigénes a ensuite été
confirmée par cytométrie en flux et microscopie confocale. La mésothéline avait déja été
identifiée a la surface des cellules de MPM en immuno-histochimie. Nos résultats confirment
I’expression homogene de cet antigéne dans ce type de cancer et montrent que MUCI est
¢galement exprimé par la moitié de nos lignées cellulaires.

En conclusion, cette étude confirme que les lignées établies a partir des liquides pleuraux et
caractérisées comme ¢étant des cellules de MPM expriment partiellement des antigenes
appartenant a la famille des CTA. Plus particulierement, MUCI et la mésothéline apparaissent
comme des antigénes qui peuvent servir pour le diagnostic précoce de MPM, comme des

cibles pour I’immothérapie et comme outils pour suivre la progression tumorale.
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Abstract

Malignant Pleural Mesothelioma (MPM) is a highly aggressive tumour, resistant to all
conventional forms of therapy. Pre-clinical and clinical investigations have suggested that an
immune response can be elicited against MPM. Hence, immunotherapy might improve the
treatment of this cancer. However, little is known concerning the malignant mesothelioma-
associated antigens, which could represent useful targets for early diagnosis,
immunotherapeutic approaches or long term studies of treatment. In this report, fifteen cell
lines established from patients with MPM were characterized by immuno-cytochemical
identification of calretinin, cytokeratin 5/6, vimentin and the lack of expression of
carcinoembryonic antigen (CEA). RT-PCR analyses performed on mRNAs extracted from
MPM, adenocarcinoma and melanoma cell lines showed that some antigens, including
GAGEI1, GAGE 1-2-8, GAGE 3-6-7 or TERT, were expressed by the MPM cells. By
contrast, no mRNAs were detected for MAGE, NY-ESO-1 or SSX-family antigens.
Interestingly, MUC-1 and mesothelin mRNAs were detected in all MPM cell lines we
studied. Flow cytometry and confocal microscopy analyses further confirmed their
expression. These two antigens could represent targets for immunotherapeutic protocols or

tools for the detection and the monitoring of patients suffering from MPM.

184 words

Keywords: malignant pleural mesothelioma, cell lines; tumour associated antigens; Muc-1;

mesothelin
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Introduction

Malignant pleural mesothelioma (MPM) is an uncommon cancer, usually attributable to
asbestos exposure. MPM arises from the uncontrolled proliferation of the mesothelial cells
lining the pleura. As a consequence of the widespread use of asbestos or derived fibres over
the past century and the long latency period, the number of patients diagnosed each year is
expected to rise by 5-fold within the next two decades (Peto et al., 1999). However,
conventional treatment modalities have not brought satisfactory improvements in terms of
response rate or survival time which still remains below 1 year for the vast majority of the
patients (Treasure & Sedrakyan, 2004). Multimodality protocols combining surgery,
chemotherapy and radiotherapy appear to be promising (Sugarbaker & Garcia, 1997) but only
1 or 2 % of the patients are considered eligible for such a treatment (Parker & Neville, 2003).

Nevertheless, there is some hope that the MPM may be effectively treated by immunological
approaches. Whereas malignant mesothelioma is not classically considered as an
immunogenic cancer, evidences for immune recognition exist. Indeed, a relationship between
the presence of tumour-infiltrating lymphocytes and the prognosis (Leigh & Webster, 1982)
has been described. Moreover, a case of spontaneous regression associated with lymphocytes
infiltration has been reported recently (Robinson et al., 2001). Thus, new strategies of
immunotherapy could represent interesting alternatives for the treatment of this cancer
(Nowak et al., 2002). Intrapleural injections of cytokines like Il-2 (Astoul et al., 1998;
Castagneto et al., 2001) or INF-y (Boutin et al., 1994) have provided encouraging results but
their efficacy is still limited as they did not cure the patients. Moreover, the side effects they
cause hamper their further application. The stimulation of a specific immune response by the
activation of the cytotoxic T lymphocytes with autologous dendritic cells loaded with tumour
antigens could represent a more effective alternative. Such a strategy has already brought

encouraging results in various types of cancers including metastatic melanoma (Thurner et al.,
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1999), B cell lymphoma (Hsu et al., 1996) or renal cell carcinoma (Su et al., 2003). We
recently showed that the enhancement of a cytotoxic response against MPM was possible at
least in vitro (Ebstein et al., 2004). However, the development of such a clinical approach
directed against MPM requires a better knowledge of the Tumour Associated Antigens
(TAAs) expressed by this cancer. To date, only little information is available about the TAAs
expressed by MPM cells. Except SV40 (Cerrano et al., 2003) and topoisomerase IIb
(Robinson et al., 2000), which have not been clearly evidenced yet, no TAA is described for
the MPM cells. An original investigation of Sigalotti and collaborators (Sigalotti et al., 2002)
showed that some Cancer Testis Antigens (CTAs) could be expressed by MPM after
treatment with hypomethylating agents, but no investigation on non-treated MPM cells has
been performed to clearly define the constitutive expression of antigens by these
mesothelioma cells.

In the present study, we analysed the expression of TAAs in well-characterized MPM cell
lines. Fifteen MPM cell lines were established from pleural fluids. The diagnosis of
mesothelioma was established after histological immunochemistry examinations of biopsies.
We confirmed the MPM origin of the established cell lines by immunocytochemistry
stainings. RT-PCR experiments were then performed on the MPM cells and on one
adenocarcinoma and two melanoma cell lines in order to determine and characterize the
antigens expressed by the MPM cells. Most of the antigens investigated, including MAGE,
GAGE, SSX-genes family and NY-ESO-1, belong to the CTAs family. We also investigated
the expression of TERT as this protein has been described in around (over) 85% of human
cancers and telomerase activity has already been described in mesotheliomas (Kumaki et al.,
2002). Interestingly, the constitutive expression of two proteins, mesothelin and MUC-1, was
evidenced by RT-PCR analyses. Their expression was further confirmed by confocal
microscopy and flow cytometry analyses. Though their expression is not specific to MPM,
these two antigens could represent targets for immunotherapeutic protocols or tools for the

detection and the monitoring of patients suffering from MPM.
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Materials and methods
Patients
MPM patients had received no anti-cancer therapy before the study. Pleural effusions were
collected by thoracentesis and diagnosis was established by immunohistochemical staining of
pleural biopsies. The patients with MPM included 13 men and 2 women, ranging in age from
41 to 83 years (Table 1). Five presented a mesothelioma of mixed morphology and ten a
mesothelioma of epithelioid morphology. The ADK3 cell line was established from a patient

with adenocarcinoma metastasis.

Counter-flow Centrifugal Elutriation (CCE)

The cells coming from the pleural fluids were centrifuged at 1500 rpm (450g) for 15 min at
room temperature. When necessary, a step of erythrocyte lysis was performed following the
fabricant recommendations (Erythrocyte Lysis Buffer, Qiagen, Hilden, Germany). The cells
pellets were resuspended in sterile 0.9 % NaCl before being injected into a rotating Beckman
JE-5.0 elutriator rotor equipped with a 5 mL separation chamber and adapted to an Avanti J-
20 centrifuge. Three fractions were obtained by altering the counterflow rate (fraction A:
15mL.min™"; fraction B: 27mL.min"" and fraction C corresponding to rotor off - rotor speed:

2000 rpm). The cells of each fraction were seeded into flasks for culture.

Cell lines and media

The mesothelioma cell lines Meso 4, 11, 13, 30, 34, 36, 47, 56 and the adenocarcinoma cell
line ADK3 were established in our laboratory from fresh pleural effusions (Table I). The
mesothelioma cell lines 2CJ, 12JH, 15Trm, 15Trp, 18PM, 19DD and 26KG were established

by Z. Tabi (Cardiff, Wales). The human melanoma cell line BEU was isolated by Pr. J.F.
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Doré (Lyon, France) and provided by Pr. F. Jotereau (U601 INSERM Unit, Nantes, France).
M136, a human melanoma cell line, was a kind gift of Pr. F. Jotereau.

Cells were maintained in complete medium composed of RPMI 1640 (Cambrex, Verviers,
Belgium) supplemented with 10% heat inactivated FCS (Eurobio, Les Ulis, France), 100
[U/mL penicillin (Sigma Aldrich, St-Louis, MO), 0.1 mg/mL streptomycin (Sigma Aldrich)
and 2 mM L-glutamine (Life Technologies, Cergy Pontoise, France). Cells were routinely

checked for Mycoplasma infection by Hoechst 33258 labelling.

Immunocytochemistry and confocal microscopy

Cells were cultured on glass coverslips until confluence. After three washes with phosphate-
buffered saline (PBS), cells were fixed with 4 % paraformaldehyde in PBS (30 min at room
temperature). For intracellular staining (vimentin, calretinin and cytokeratin stainings), a
permeabilization was performed as follows: the cells were treated for the last 5 min with 0.5%
Triton X-100. After three PBS rinses, the cells were saturated in PBS/BSA 1% for 20 min at
room temperature and then incubated with anti-vimentin (clone V9, Novocastra, Newcastle
upon Tyne, UK), anti-calretinin (clone 5A5, Novocastra), anti-cytokeratin 5/6 (clone
D5/16B4, Zymed, San Francisco, CA), anti-CEA (clone A5B7, DAKO, Denmark), anti-
mesothelin (Clone K1, Zymed ; Clone 5B2, Novocastra) or anti-MUC1 FITC-conjugated
(clone HMPV, BD Biosciences Pharmingen, Franklin Lakes, NJ) in PBS/BSA 0.1%. Except
for the MUC-1 staining, the cells were incubated after three PBS rinses with an anti-rabbit
IgG fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA), an anti-mouse IgG FITC-conjugated (Sigma-Aldrich) or an anti-mouse biotin-
conjugated (Jackson ImmunoResearch) and then extravidin FITC-conjugated (Sigma-
Aldrich). After three PBS rinses, the cells were incubated with ToPRO-3 iodide (Molecular

Probes, Invitrogen, Carlsbad, California) for 30 min. The coverslips were then mounted in
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Prolong Antifading Kit (Molecular Probes) and analysed with a laser confocal scanning
microscope (Leica TCS-SP1).
The antibody titers were as follows: Vimentin, 1/100; Calretinin, 1/100; Cytokeratin 5/6,

1/150; Mesothelin, 1/30; MUC-1, 1/150; CEA, 1/40.

Flow cytometric analyses

The MUC-1 expression was investigated by labelling confluent cells with an anti-MUCI1
FITC-conjugated antibody (clone HMPV, BD Biosciences Pharmingen). A FITC-conjugated
IgG1 (clone MOPC-21, BD Biosciences Pharmingen) was also used as isotype control. The
cells were incubated with the antibodies for 20 minutes in complete medium at 4°C. The
samples were running on a FACScalibur cytometer (BD Pharmingen) after two rinses in

sterile NaCl 0,9%.

RNA extraction and Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Total RNAs were extracted from the cells with the RNeasy kit (Qiagen) according to the
manufacturer recommendations. The cDNAs specific to the mRNAs were obtained from 1 pg
of total RNA using an AMV-reverse-transcription system (Promega, Madison, WI) and oligo-
dT primers. PCR experiments were carried out using Taq DNA polymerase (Promega) and
specific primers (Table II). PCR were performed in a 25uL reaction volume containing: 2.5
pL 10XPCR reaction buffer B, 2.5 pL 15 mM MgCl,, 0.5 pL 10 mM dNTPs mix, 0.5 pL
10uM of each primer, 1 IU Taq polymerase and 17.8 uL deionised water. The cycling
reaction was performed in a programmable thermal cycle (Peltier, PTC-200) as follows: a first
denaturation step at 94°C for 2 min and then, 94°C for 30 s, hybridisation temperature (table
IT) for 30 s and 72°C for 30 s (except for P2-microglobulin amplification : 1 min) for 35
cycles. After a final extension step at 72°C for 5 min, the PCR products were kept at 4°C. The
integrity of each synthesised ¢cDNA was confirmed by the amplification of the [32-
microglobulin housekeeping gene. 10 pL of each RT-PCR sample were run on a 1.5 %

agarose gel and visualised after an ethidium bromide staining under UV exposition.
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Results

Isolation of tumour cells by counter-flow centrifugal elutriation (CCE)

Within the last two years, more than thirty pleural effusions were harvested by our
laboratories. We assessed the possibility of isolating the tumour cells from the others by the
use of CCE, which allows cells to be quickly and specifically separated depending on their
size and density. The cells contained in the pleural effusions were elutriated and separated in
three fractions corresponding to different counterflow rates. The smallest cells, mainly
erythrocytes and lymphocytes, as evidenced by CD3 labelling (data not shown), were
obtained in the first fraction (Fig. 1A). Morphological observations after few days in culture
revealed that the second fraction (Fig. 1B) contained mixed population of lymphocytes,
fibroblasts and monocytes. Most of the MPM cells were collected in the last fraction (Fig.
1C). The other types of cells (erythrocytes, lymphocytes, monocytes and fibroblasts) were
still observed in the last fraction but as minority events. Hence, CCE could represent an

interesting alternative to quickly obtain an enriched population of tumour cells.

Characterization of the established cell lines

Immunocytochemical stainings were performed in order to check the nature of the cells we
had established. Because the presence of vimentin, calretinin and cytokeratin 5/6 is generally
detected on MPM biopsy samples (Doglioni et al., 1996; Ordonez, 1998a; Ordonez, 1998b;
Ordonez, 2002), we analysed their expression by MPM cell lines maintained in culture for
more than 15 passages. We also tested the CEA, described to be positive for pulmonary
adenocarcinoma and negative for mesothelioma (Chhieng et al., 2000; Ordonez, 2002). The
cells of MPM origin were compared with the ADK3 cell line, which was established from the

pleural effusion of a patient suffering from an adenocarcinoma (fig. 2). No significant
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differences were observed for vimentin staining between adenocarcinoma and mesothelioma
cell types as they both strongly express vimentin. With 82% of the MPM cell lines presenting
a strong reactivity for calretinin, this staining was more intensive for the MPM cells than for
the adenocarcinoma cells. 65% of the MPM cells expressed the cytokeratin 5/6, which was
not expressed by ADK3, whereas the CEA was only expressed by ADK3 and other

carcinomas tested as controls (data not shown).

Gene expression of Tumour Associated Antigens

PCR analyses were performed on the 15 cell lines previously characterized. Two melanoma
and one adenocarcinoma (ADK3) cell lines were tested as controls. The expression of eleven
antigens, belonging to the CTAs family for the main part of them (Table 2), was studied on
the fifteen MPM cell lines. The melanoma cells (BEU, M136) generally express most of the
antigens analysed (positive controls) and the adenocarcinoma cells were used in order to
compare the antigens expression profile between MPM cells and cells of a different origin
which can be found in a pleural fluid.

NY-ESO-1 expression was tested by the use of two couples of primers and was never
observed for the MPM cell lines. MAGE 1 and 2, BAGE and SSX4 were not expressed either
(data not shown). A report of the experiments is given in table 3. As previously reported
(Sigalotti et al., 2002), mRNA encoding GAGE1-2-8 and GAGE3-6-7 antigens were
heterogeneously detected, depending on the cell lines. As observed on figure 3, about 70%
(11/15) of the lines were positive for TERT.

The mesothelin and MUC-1 gene expressions were evidenced for all the mesothelioma cell
lines. MUC-1 was also expressed by the melanoma and the adenocarcinoma lines but mRNAs

coding for the mesothelin were not detected in melanoma lines (BEU and M136).
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MUC-1 expression

Flow cytometric analyses were performed in order to confirm the MUC-1 expression by the
MPM cells. These experiments revealed that the protein MUC-1 was constitutively expressed
by about 50% of the MPM cell lines (fig. 4). The heterogeneity of expression of MUC-1 was
noteworthy as some lines (for instance, Mesol3 or 19DD) were uniformly positive, some
lines were only partially positive (Meso4, 15Trm) and, in some cases, all the cells were
negative (Meso47 or 12JH for example). Concerning the other types of cancer, a strong
expression of MUC-1 was detected for the adenocarcinoma line (ADK3), in contrast to
melanoma cells (BEU, M136) which did not express this antigen although they presented a
signal on the PCR experiments.

Confocal microscopy analyses were performed to further investigate the expression of this
protein especially in the cells which appeared to be only partially positive by flow cytometric
analyses. These experiments showed that only a fraction of these cells was labelled (fig. SA)

and expressed MUC-1.

Mesothelin expression

PCR experiments revealed the gene expression of mesothelin by all the investigated MPM
cell lines. We analysed our established mesothelioma cell lines for their protein expression by
confocal analysis. The mesothelin was expressed uniformly throughout the cells. However,
the labelling of the different lines was heterogeneous (fig. 5B) and the expression of

mesothelin was weaker for the adenocarcinoma cell line ADK3 than it was for the MPM cells.
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Discussion

The identification of antigens expressed by the MPM cells is a prerequisite to improving the
treatment of this cancer by allowing early accurate diagnosis and recognition of new targets
for immunotherapeutic approaches. However, the scant availability of cell lines of MPM
origin limits the investigations in this domain. During the last few years, we have therefore
worked on the establishment and characterization of cell lines of MPM origin.

Counter-flow centrifugal elutriation (CCE) appeared as an attractive technique to isolate the
cells of tumoral origin from the other kinds of cells in a pleural fluid. Although the number
and the types of cells contained in a pleural effusion are extremely variable and the fact that
this technique can not be used for all the samples, CCE can nevertheless be useful to avoid the
contamination of primary MPM cell cultures, mainly immune T cells, provided that a
sufficient amount of cells is present in the sample.

Despite previous investigations about establishment of MPM cells cultures (Manning et al.,
1991; Orengo et al., 1999; Zeng et al., 1994), only poor information is available about the
way to ensure the nature of the cells. We decided to investigate the use of cytokeratin 5/6,
vimentin, calretinin and CEA labellings to differentiate our cells from cells of a different
nature, like the adenocarcinoma cells that are also potentially recovered in pleural effusions.
The vimentin staining does not seem to be pertinent as the adenocarcinoma and MPM cells
presented the same signal. Calretinin and cytokeratin 5/6 appear to be more useful for this
application because the adenocarcinoma cell line was not stained by anti-calretinin and
cytokeratin 5/6, unlike most of the MPM cells. Moreover, these markers have already been
proved to be useful for immunohistochemistry staining as there are recognized to be able to

draw a distinction between MPM and adenocarcinoma cells (Chhieng et al., 2000; Ordonez,
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2002; Ordonez, 2003a). Our experiments suggest that it is able to achieve this distinction
when working on cells maintained in culture.

Once the nature of the established cells was ensured, we analysed their antigens expression by
PCR. SV40 is certainly the most studied antigen in malignant mesothelioma. A controversy
still exists about its expression by these cells, as some laboratories detected its expression in
almost all the lines they studied, whereas some others did not confirm such results (Cerrano et
al., 2003). A recent report showed that a contamination by plasmids containing SV40
sequences can be detected by PCR, depending on the primers used, and can explain this
variability between the different studies (Lopez-Rios et al., 2004).

So far, only few reports have focused on differentiation antigens expressed by MPM cells. In
2002, Sigalotti and co-workers observed that malignant mesothelioma cells expressed CTAs
belonging to the MAGE, GAGE, SSX-genes family or the gene NY-ESO-1 (Sigalotti et al.,
2002). In our study, only a third of the MPM cell lines contained at least one of the mRNA
specific for at least one of these genes. The MPM cells partially expressed GAGE1 (2/15),
GAGE 1,2,8 (2/15), GAGE 3,6,7 (4/15) and TERT (11/15). No mRNAs for MAGE-antigens
MAGE-1 and MAGE-2 as well as SSX4, BAGE and NY-ESO-1 were detected. A possibility
to explain this difference is that Sigalotti and collaborators worked on six lines (three primary
cultures and three long-term established cultures). Our study is based on the analysis of fifteen
lines, all studied after ten to fifteen subcultures, where genes’ expression can be altered by the
culture, as suggested in Sigalotti’s report. However, in our hand we could not correlate the
absence of these gene expressions with the longer culture time and repeated subcultures. Also,
the positive cells at the time of these experiments are still positive now, after numerous cell
subcultures (meso 13, data not shown).

As the mRNAs encoding Mesothelin and MUC-1 were detected by PCR in all the MPM cell

lines, we investigated the presence of these proteins at the surface of the cells. They were both
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detected by confocal and/or flow cytometry. Mesothelin has already been identified at the
surface of malignant mesothelioma cells by immunohistochemistry experiments performed on
tissue sections (Ordonez, 2003b). In a recent study, Li and collaborators also studied the
expression of this protein by MPM cells (Li et al., 2004). Our results confirm the expression
of mesothelin by this cancer and show that MUC-1 is also expressed by MPM cells as about
half the lines we analysed were at least partially positive.

In conclusion, this study confirms that cell lines established from pleural effusion and
characterized as being of MPM origin partially express some of the antigens belonging to the
CTAs family. Interestingly, MUC-1 and mesothelin were significantly expressed by all the
tested MPM cell lines and further cytometric and confocal analyses partially confirmed the
expression of these antigens. MUC-1 and mesothelin antigens could therefore represent novel
feasible markers of MPM cells for early diagnosis (Robinson et al., 2003), targets for

immunotherapy as well as tools to monitor the disease progression.
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Captions

Figure 1: Isolation of the tumour cells by CCE. CCE of the cells contained in the pleural
effusions can represent a possibility of isolating the tumour cells. Indeed, each fraction
contains cells of different size. After several days of culture, the cells populations were
mainly composed of erythrocytes and lymphocytes for the first fraction (A), lymphocytes and

fibroblasts for the second one (B) and tumour cells for the last fraction (C).

Figure 2: Calretinin, vimentin, cytokeratin 5/6 and CEA expressions investigated by confocal
microscopy analysis. MPM cell lines express calretinin, vimentin and cytokeratin 5/6. ADK3,
an adenocarcinoma cell line, expresses vimentin but not calretinin or cytokeratin 5/6. The
ADK3 cell line also weakly expresses CEA, which has not been detected in the majority of

the MPM cell lines.

Figure 3: TAAs expressed by the MPM, adenocarcinoma and melanoma cells. The PCR
experiments were performed on cDNA obtained from one adenocarcinoma cell line (ADK3),
two melanoma cell lines (M136 and BEU), fifteen MPM cell lines and one negative control
(no cDNA). B2-microglobulin was used as a control of the integrity of the cDNAs. PCR
products were size-fractioned on a 1,5% agarose gel. None of the MPM cells contained
mRNA specific of NY-ESO-1 but 11/15 were positive for mRNA encoding TERT and 3/11

for GAGES3,6,7. Mesothelin mRNAs were detected in all the lines except the melanoma cell
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lines. MUC-1 mRNAs were produced by the melanoma and adenocarcinoma cells. Hence, the

presence of mRNA encoding MUC-1 and mesothelin was detected in all the MPM cell lines.

Figure 4: Investigation of the protein MUC-1 expression by cytometric flux. Most of the
MPM cell lines expressed the protein MUC-1 (9/15), as does the adenocarcinoma line ADK3.
By contrast, this protein was not detected at the surface of melanoma and some MPM cell

lines (6/15).

Figure 5: Expression of the proteins MUC-1 and mesothelin by the MPM and the
adenocarcinoma cells. (A) Confocal analyses revealed that the lines Meso30, 34 and 36
expressed the protein MUCI in a heterogeneous manner. Indeed, only a part of the cells are
positive. (B) Mesothelin is expressed at the surface of some cells for each MPM line.
However, an important heterogeneity in the levels of expression by the cells can be noticed.
Only a weak signal is detected for the ADK3 line. Hence, the adenocarcinoma cell line

expresses the protein mesothelin at a lower level than the MPM cells.
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Figure 1: Isolation of the tumour cells by CCE
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Figure 2: Calretinin, vimentin, cytokeratin 5/6 and CEA expressions investigated by confocal

microscopy analysis.
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Figure 5: Expression of the proteins MUC-1 and mesothelin by the MPM and the

adenocarcinoma cells.

Table 1 : Characteristics of patients
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) ) Age at
Cell line Histology Sex ) _
diagnostic
ADK3 Adenocarcinoma metastasis M 64
Meso 4 Epithelioid mesothelioma M 70
Meso 11 Epithelioid mesothelioma M 78
Meso 13 Epithelioid mesothelioma M 81
Meso 30 Epithelioid mesothelioma M 78
Meso 34 Epithelioid mesothelioma F 77
Meso 36 Epithelioid mesothelioma M 74
Meso 47 Epithelioid mesothelioma M 83
Meso 56 Epithelioid mesothelioma M 79
Mesothelioma of biphasic
2CJ F
morphology 41
Mesothelioma of biphasic
12JH M

morphology 62
15Trm Epithelioid mesothelioma M 68
15Trp Epithelioid mesothelioma M 68

NMacathalinma Aafhinhacin



Résultats -110 -
Table 2: Primers used for PCR experiments
Gene Primer Annealing Fragments
Sequence temperature size
B2-microglobulin FOR TTC ACC CCA CTG AAA AAG ATG A 55°C 109 bp
REV ACC TCC ATG ATG CTG ATT ACA
Mesothelin FOR AAC GGC TAC CTG GTC CTA G 55°C 226 bp
REV TTT ACT GAG CGC GAG TTC TC
MUC-1 FOR TGA TGT GCC ATT TCC TTT CTC 55°C 342 bp
REV TAC AAG TTG GCA GAA GTG GCT
NY-ESO-1 (N1) 1235 ATG GAT GCT GCA GAT GCG 62°C 329 bp
G
GGC TTA GCG CCT CTG CCC TG
NY-ESO-1 (N2) FOR GCC ATG CAG GCC GAA GGC 62°C 615 and 844 bp
REV CAT GGC GAG GTA GAA CTC
GAGE 1 FOR GAC CAA GAC GCT ACG TAG 55°C 353 bp
REV GCA ATT GTT CAT TAA AAG CC
GAGE 1-2,7 FOR GAC CAA GAC GCT ACG TAG 55°C 244 bp
REV CCA TCA GGA CCA TCT TCA
GAGE 3-6,8 FOR GAC CAA GGC GCT ATG TAC 55°C 244 bp
REV CCA TCA GGA CCA TCT TCA
BAGE FOR TGG CTC GTC TCA CTC TGG 56°C 286 bp
REV CCT CCT ATT GCT CCT GTT G
TERT FOR AGT TCC TGC ACT GGC TGA TGA GT 62°C 329 bp
REV CTC GGC CCT CTT TTC TCT GCG
SSX-4 FOR  AAA TCG TCT ATG TGT ATA TGA AGC T 53°C 416 bp
REV GGG TCG CTG ATC TCT TCA TAA AC
SSX-2 FOR GTG CTC AAA TAC CAG AGA AGA TC 55°C 435 bp
REV TTT TGG GTC CAG ATC TCT CGT G
MAGE-1 FOR CGG CCG AAG GAA CCT GAC 62°C 421 bp
REV GCT GGA ACC CTC ACT GGG
MAGE-2 FOR AAG TAG GAC CCG AGG ACT G 51°C 237 bp

REV

GAA GAG GAA GAA GCGTCT G
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Table 3: RT-PCR analysis of TAA expressed in adenocarcinoma (ADK3), melanoma (M136

and M44) and MPM cells
Cell genes
lines B2M Muc-1 Mesothelin GAGE 1 GAGE1,2,8 GAGE3,6,7 MAGEI1 MAGE2 SSX4 BAGE TERT NY-ESO-1
ADK3 ++ ++ ++ - - - - - _ _ 4+ _
Meso4  ++ ++ ++ - - - - - - - - -
Mesol ++ ++ ++ - + - - - - - + -
1
Mesol ++ ++ ++ + + ++ - - - - + -
3
Meso3  ++ ++ ++ - - - - - - - - -
0
Meso3  ++ ++ ++ - - - - - - - + ;
4
Meso3  ++ ++ ++ + - - - - - - + -
6
Meso4  ++ ++ ++ - + - - - - - ++ -
7
MesoS  ++ ++ ++ - - - - - - - ++ ;
6
2CJ ++ ++ ++ - + + - - - - - -
12JH  ++ ++ ++ - - ++ - - - - + -
I5Trm  ++ ++ ++ - - - - - - - + .
15Trp ++ ++ ++ - - - - - - - - -
18PM  ++ ++ ++ - - - - - - - + .
19DD ++ ++ ++ - - - . - _ _ 4+ _
260KG  ++ ++ ++ - - - - - , - + .
M136  ++ ++ - - ++ ++ ++ + + + ++ ++
BEU ++ ++ - ND ND ND ++ - ND ND ND ND
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l11.4. Analyse de la présentation croisée de I'antigene MUC1 a

partir de DC ayant phagocyté des cellules mortes de MPM.

Cette étude consiste a analyser la fréquence de lymphocytes T CD8" spécifiques vis-a-

vis de deux peptides de I’antigéne MUCI1 apres sensibilisations par des DC ayant phagocyté

des cellules mortes (cellules apoptotiques ou lysat cellulaire) de MPM.

[11.4.1. Production de cellules tumorales apoptotiques/oncolysats

cellulaires.

Les oncolysats cellulaires ainsi que les cellules apoptotiques sont obtenus a partir de la lignée

de mésothéliome Meso13 (HLA-A2-) exprimant I’antigéne MUCI.

4 types de préparations cellulaires sont définis dans ce projet comme source

d'antigénes de tumeurs pour les DC :

Cellules tumorales apoptotiques : celles-ci sont issues d'une exposition UV

de 1' sur trans-illuminateur correspondant a une dose approximative de 25
kJ/m?,

Cellules tumorales apoptotiques exprimant des HSP : Elles sont obtenues

en réalisant un stress thermique de 30" a 42°C suivi d'une exposition UV de
25 kJ/m?2.

Oncolysats cellulaires : Ils sont obtenus en faisant subir aux cellules 4

cycles rapides et successifs de congélation/décongélation.

Oncolysats cellulaires enrichis HSP : Ils sont issus de cellules ayant subi un

choc thermique de 30° a 42°C suivi de 4 cycles rapides de
congélation/décongélation.

Peptides synthétiques MUCI. 11 s’agit des deux peptides restreints a
I’allele HLA*A0201 connus : MUC1 220 (LLLTVLTV) et MUClgs0.953
(STAPPVHNYV) (Brossart et al, 1999).

Comme le montre la figure 12, seules les cellules ayant subi une exposition UV

consécutivement ou non a un choc thermique sont sujettes a une augmentation des activités
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DEVDase au cours du temps, confirmant ainsi que les préparations UV et HS+UV sont bien
associées a un processus apoptotique. A I’inverse, seules les cellules ayant subi 4 cycles de
congélation/décongélation libérent de la LDH dans le milieu de culture les associant ainsi a
une permeéabilité membranaire trés importante caractéristique et spécifique au processus

nécrotique.

I11.4.2. Génération des DC.

Les DC sont générées a partir de monocytes issus du sang de donneurs volontaires
sains consentants (HLA-A2+) de 'EFS de Nantes. Les monocytes sont enrichis directement a
partir du sang grace a l'addition de cocktails d'anticorps RosetteSep (Stem Cell Technologies)
puis purifiés par centrifugation sur gradient de Ficoll. Les lymphocytes T CD8+, quant a eux,
sont purifiés par un tri positif sur colonne magnétique puis comptés et congelés a ce stade en
présence de SVF + 10% de DMSO a raison de 50.10° de cellules/ml. Comme le montre la
figure 13, I’analyse phénotypique des cellules en cytométrie en flux révele que le taux de
purification des monocytes est supérieur a 90 %. Ils sont alors ensemencés dans du milieu X-
VIVO15 + 1% Péniciline/Streptomycine + 1% de L-Glutamine + GM-CSF (500 IU/ml) + IL-
4 (50 ng/ml) sur flasque F175 cm” & une concentration de 2.10%ml et a raison de 80.10° de
cellules par flasque. Des cytokines fraiches seront ajoutées au 4°™ jour de culture. A l'issue de
7 jours de culture, les cellules dendritiques immatures seront récupérées, lavées 2 fois et

comptées.

[11.4.3. Phagocytose de corps apototiques/lysats cellulaires.

La phagocytose des cellules apoptotiques/oncolysats cellulaires par les DC s'effectue
en ensemencant 2.10° DC immatures avec de 4.10° de corps apoptotiques
tumoraux/oncolysats cellulaires dans 2 ml par puits de milieu RMPI 1640 + 10% de SVF +
1% Péniciline/Streptomycine + 1% de L-Glutamine + GM-CSF (500 IU/ml) + IL-4 (50
ng/ml) sur plaque PolyMA 12 puits pendant 24 heures. Un témoin négatif de DC non
phagocytaires est également réalisé. L'efficacit¢ de phagocytose au cours du temps est alors
¢valuée parallelement grace a Il'utilisation de corps apoptotiques/oncolysats cellulaires

préalablement marqués au PKH-26. Ainsi, a l'issue de 12, 24, 36 et 48 heures de co-culture,
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les DC subissent un marquage anti-CD58 et le taux d'internalisation des corps apopotiques/
oncolysats cellulaires est ainsi estimé quantitativement par cytométrie en flux en déterminant
le pourcentage de cellules doubles positives CDS58/PKH-26 (Figure 14). Les résultats
semblent indiquer que les DC immatures internalisent efficacement les 4 sources d’antigeénes

de tumeurs indépendamment de la nature de la mort cellulaire.

[11.4.4. Maturation expérimentale des DC

La maturation des DC phagocytaires et non phagocytaires est induite grace a 1'addition
dans le milieu de culture de la combinaison TNF-a (20 ng/ml) + Poly(I:C) (50 pg/ml). A
l'issue de 24 heures d'un tel traitement, les DC sont alors phénotypées en mesurant le niveau
d’expression des marqueurs CD80, CD83, CD86, HLA-ABC, HLA-DR, DC-SIGN et CCR7.
Comme indiqué sur la figure 15, la présence d’oncolysat cellulaire induit une légere
maturation spontanée des DC comme le montre I’augmentation de 1’expression des molécules
CD86 et HLA-ABC, indépendamment du niveau d’expression des HSP. En outre, il faut noter
que les DC phagocytaires progressent efficacement dans leur programme de maturation en

réponse au TNF-a et au Poly-IC, quelle que soit la stratégie de chargement.

[11.4.5. Sensibilisation des lymphocytes T CD8+ autologues

Aprés phagocytose et maturation, les DC non chargées et chargées en cellules mortes
ou en peptides synthétiques sont utilisées pour sensibiliser les lymphocytes T CD8+
autologues. Les DC et les lymphocytes T sont alors co-cultivés en plaque 96 puits a fond rond
en présence d’IL-6 et d’IL-12 au cours de la premicre stimulation, et en présence d’IL-2 et
d’IL-7 pour les 2 stimulations suivantes. La fréquence des lymphocytes T spécifiques vis-a-

2%mC ot de la 3éme stimulation via

vis des deux peptides de MUCI est estimée a I’issue de la
I’analyse de la sécrétion de TNF-a en réponse a ces deux peptides présentés par la lignée T2
(TAP déficiente). Comme indiqué sur la figure 16, la stimulation des lymphocytes T naifs par
les DC chargées en peptides de MUCI est efficace comme le montre la sécrétion significative
de TNF-a en réponse aux deux peptides. L’analyse des populations cellulaires par cytométrie
en flux par double marquage CD8+/IFN-y confirme la présence de lymphocytes T spécifiques

de MUCI a hauteur de 22 % pour le peptide MUC1 1,59 et 3 % pour le peptide MUC 1g5.9ss.
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En revanche, seul le peptide MUC1 950953 s’avere étre efficacement cross-présenté par
les DC apres phagocytose de lysat, indépendamment de la présence d’HSP comme le montre
la sécrétion de TNF-o, aprés la 3°™ stimulation. En outre, la présence de lymphocytes T anti-
MUCl 50953 apres sensibilisation par des DC chargées en lysat cellulaire est confirmée par
cytométrie en flux puisque 1.7% de la suspension cellulaire produit de I’'IFN-y en réponse a ce
peptide. En revanche, aucune fréquence de lymphocytes T spécifique du peptide MUCI 2.9
n’a pu étre détectée par présentation croisée quelle que soit la nature de la source d’antigene

de tumeurs (Figure 17).

[11.4.6. Conclusion

D’aprés ces résultats, nous avons réussi @ démontrer la faisabilité de cross-présenter 1’antigéne
MUClgs0.953 par DC ayant phagocyté du lysat cellulaire et ceci indépendamment du niveau
d’enrichissement en HSP. Toutefois, il semble que cette présentation croisée soit sélective a
I’épitope MUCl 950953 et non a 1’épitope MUC1,.20. Comme discuté plus tard dans la partie
Discussion, il s’avére que le peptide MUCI 125 est en fait le peptide signal de la protéine trés
proche de I’extrémité N-terminale et peut de ce fait ne pas étre appréter.

Les DC chargées en cellules apoptotiques stressés ou non, quant a elles, sont
inefficaces en terme de cross-activation de lymphocytes T CD8+ spécifiques vis-a-vis des
deux peptides connus de MUCI restreint a 1’élément HLA*A0201. Toutefois, cela ne signifie
pas qu’elles soient incapables de cross-présentation d’autres épitopes de MUC1 dans le méme
ou dans d’autres contexte HLA. Une possibilité pour répondre a cette question serait
d’analyser la réactivité des lymphocytes T sensibilisés par DC chargées en corps apoptotiques

contre des cellules COS-7 transfectées avec les genes MUC1 et HLA*A0201.
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l11.5. Analyse de la présentation croisée des antigénes Melan-
A/MART-1, gp-100 et NA17-A a partir de DC ayant phagocyte
des cellules mortes de mélanome (Collaboration avec I’équipe

du prof. F. Jotereau).

Ce projet a pour but d’étudier la faisabilit¢ de cross-activer des lymphocytes CD8+
spécifiques vis-a-vis des antigenes de tumeurs Melan-A/Mart-1, gp-100 et NA17-A par des

DC ayant phagocyté du lysat cellulaire de mélanome.

[11.5.1. Sources d’antigénes de tumeurs.

La source d’antigenes de tumeurs consiste en du lysat cellulaire de mélanome
phagocyté au stade immature par les DC dont la pertinence sera comparée aux peptides
synthétiques Melan-A/MART-156.35, gp-100250.285 et NA17-A ;9 chargés de maniére exogene
sur les molécules HLA*A0201 des DC apres maturation. Le lysat cellulaire est obtenu a partir
de la lignée de mélanome M136 (HLA-A2-) exprimant les 3 antigénes de tumeurs gp100,
NA17A et Melan-AM*®"™" aprés 4 cycles rapides de congélation/décongélation. Comme le
montre la figure 18 cette préparation cellulaire est postive pour I'IP et négative pour
I’annexine-V suggérant ainsi une perméabilité membranaire trés importante caractéristique et

spécifique a un processus nécrotique.

[11.5.2. Génération des DC.

Les DC sont générées a partir de monocytes issus du sang de donneurs volontaires
sains consentants (HLA-A2+) de I'EFS de Nantes. Les monocytes sont purifiés a partir de la
suspension cellulaire grace a une centrifugation a contre courant permettant la séparation des
cellules selon leur taille. Les lymphocytes T CD8+, quant a eux, sont purifiés par un tri positif
sur colonne magnétique puis comptés et congelés a ce stade en présence de SVF et de 10% de
DMSO a raison de 50.10° de cellules/ml. Comme le montre la Figure 19, I’analyse des

cellules par cytométrie en flux révele que les taux de purification des monocytes et des
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lymphocytes T CD8+ sont supérieurs a 90 %. Les monocytes sont alors ensemencés dans du
milieu X-VIVOI15 + 1% Péniciline/Streptomycine + 1% de L-Glutamine + GM-CSF (500
[U/ml) + IL-4 (50 ng/ml) dans des flasque F;7s cm’ & une concentration de 2.10%ml et a raison
de 80.10° de cellules par flasque. Des cytokines fraiches seront ajoutées au 4™ jour de
culture. A l'issue de 7 jours de culture, les cellules dendritiques immatures sont récupérées,

lavées 2 fois et comptées.

[11.5.3. Phagocytose de lysats cellulaires.

La phagocytose du lysat cellulaire de mélanome par les DC immatures s'effectue en
ensemencant 2.10° DC immatures avec 4.10° de cellules lysées dans 2 ml par puits de milieu
RPMI1640 + 10%SVF + 1% Péniciline/Streptomycine + 1% de L-Glutamine + GM-CSF
(500 IU/ml) + IL-4 (50 ng/ml) sur plaque PolyMA 12 puits pendant 24 heures. Un témoin
négatif de DC non phagocytaires est ¢galement réalis¢. L'efficacité de phagocytose est alors
¢valuée de manicre paralléle grace a l'utilisation cellules lysées préalablement marquées au
PKH-26. Ainsi, a l'issue de 24 heures de phagocytose, les DC subissent un marquage anti-
HLA-DR et le taux d'internalisation du lysat cellulaire est ainsi estimé quantitativement par
cytométrie en flux en déterminant le pourcentage de cellules HLA-DR/PKH-26 doubles
positives. Comme indiqué sur la Figure 21, le lysat cellulaire est efficacement phagocyté par
les DC immatures apres 24 heures de co-culture comme le montre les 65% de cellules HLA-
DR+/PKH26+. L’internalisation du lysat cellulaire M136 par les DC immatures a 24 heures

est également confirmée par microscopie confocale (Figure 20).

[11.5.4. Maturation expérimentale des DC

La maturation des DC phagocytaires et non phagocytaires est induite grace a I'addition
dans le milieu de culture de la combinaison TNFa (20 ng/ml) + Poly(I:C) (50 pg/ml). A
l'issue de 24 heures d'un tel traitement, le phénotype des DC est réalisé en évaluant le niveau
d’expression des marqueurs CD80, CD83, CD86, HLA-ABC, HLA-DR, DC-SIGN et CCR7
par cytométrie en flux. Comme indiqué sur la figure 21, les DC non pulsées progressent
efficacement dans leur stage de maturation en réponse a la combinaison TNFa + Poly(I:C) en

48 heures comme le montre 1’augmentation de I’expression des molécules de co-stimulation
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CD80 et CD86, ainsi que des molécules de présentation HLA-ABC et HLA-DR. Par ailleurs,
la co-culture des DC avec le lysat cellulaire M136 promeut la capacité¢ des DC a répondre

subséquemment a la combinaison TNFa + Poly(I:C).

[11.5.5. Sensibilisation des lymphocytes T CD8+ autologues

Aprées phagocytose et maturation, les DC non chargées et chargées en lysat cellulaire
ou avec les peptides synthétiques sont utilisées pour sensibiliser les lymphocytes T CD8+
autologues. Dans ce but, les DC et les lymphocytes T CD8+ sont co-cultivés en plaque 96
puits a fond rond en présence d’IL-6 (5 ng/mL) et d’IL-12 (5 ng/mL) au cours de la premicre
stimulation et d’IL-2 et d’IL-7 pour les 3 stimulations suivantes. La fréquence des
lymphocytes T spécifiques vis-a-vis des 3 antigénes de mélanome est alors estimée par
cytométrie en flux a Dl’issue de chaque stimulation grace a I’utilisation de molécules
HLA*A0201-peptides solubles A*0201-Melan-Ajs.35, A*0201-NA17-Aj9 et A*0201-gp-
100,80.283. Comme indiqué sur la figure 22, la fréquence des lymphocytes T spécifiques au
cours des sensibilisations par les DC chargées en peptides varie en fonction du nombre de
stimulations. En effet, la fréquence la plus élevée de lymphocytes T anti-Melan-A/MART-1 et
anti-NA17-A apparaissent 4 la deuxiéme stimulation, alors qu’elle est obtenue & la 4°™
stimulation pour les lymphocytes T anti-gp100. En revanche, aucune activation significative
de T spécifiques n’a pu étre observée au cours des stimulation par DC chargées en lysat

cellulaire de mélanome dont les marquages tétrameéres sont trés proches de ceux obtenus avec

les DC non chargées.

[11.5.6. Conclusion

Dans cette ¢tude, nous avons pu mettre en évidence une trés forte efficacité des DC
chargées en peptide a stimuler les lymphocytes T CD8+ spécifiques vis-a-vis des antigenes
Melan-A/MART-1, NA17-A et gp-100. En revanche, ces résultats semblent remettre en
question la faisabilit¢ de cross-présenter les antigenes dans nos conditions expérimentales.
Nous émettons comme hypothése que ’incapacité des DC phagocytaires a cross-activer les

lymphocytes T spécifiques peut étre due a :
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(1) la trés faible densité des complexes CMH-peptides exprimés a la surface des
DC défavorisant ainsi une interaction optimale avec les lymphocytes T.

(i1) I’incapacité des DC a présenter correctement les peptides antigéniques sur les
molécules HLA de classe I. En effet, des études ont d’ores et déja rapporté
I’incapacité du protéasome des DC a appréter I’antigéne Melan-A/MART-1
(Morel et al., 2000).

(ii1))  la tres faible fréquence de précurseurs de lymphocytes T naifs, c’est le cas de
NA17-A.

(iv)  le statut de maturation des DC phagocytaires qui n’est peut étre pas adapté a la

présentation croisée.

En effet, nous avons pour projet d’optimiser nos conditions expérimentales. Il semble que
I’engagement du CD40 soit un signal de maturation indispensable a la présentation croisée de
certains antigénes de tumeurs tel NYESO-1 (Schnurr et al., 2004). De méme, nous
envisageons de réaliser nos sensibilisations de lymphocytes T CD8+ avec des lymphocytes T
CD4+ dont la présence est également documentée pour étre indispensable au phénoméne de

présentation croisée (Bennett et al., 1997; Machy et al., 2002).
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[11.6. Analyse de I'activité immunosuppressive d’'un composé
de carboxamide (JM34) sur la maturation des DC

(Collaboration avec I'équipe du prof. F. Lang).

ARTICLE 4: A new carboxamide compound exerts immunosuppressive activity by
inhibiting dendritic cell maturation. Eur. J. Immunol (in press). D. Carbonelle*, F. Ebstein*,

C. Rabu, J.Y. Petit, M. Grégoire and F. Lang.

* Both authors contributed equally

Résumé :

Dans cette étude, nous démontrons les propriétés immunosuppressives d’un dérivé de
benzamide, le JM34. Contrairement aux drogues immunosuppressives classiques, le JM34
n’affecte ni la production de cytokines, ni 1’expression du récepteur a 1’IL-2 de clones T
activés et n’exerce qu’une inhibition modérée de la prolifération des lymphocytes T induite
par I’IL-2 ou par des anticorps anti-CD3 et anti-CD28. Nous avons par conséquent analysé les
effets de cette molécule sur ’activation des DC in vitro. La présence de JM34 pendant le
processus de maturation des DC inhibe I’expression de quelques marqueurs de maturation :
plus particulierement, 1’induction des molécules de CMH est complétement inhibée et
I’expression du CDS83 significativement réduite, tandis que I’augmentation de 1’expression
des marqueurs CD86, CD83 et CD40 est moins affectée. Par ailleurs, les DC traitées par le
JM34 montrent une sécrétion d’IL-12 moins importante et une capacité de présentation
d’antigénes aux lymphocytes T significativement amoindrie in vitro. Nous démontrons que
ces altérations induites par le JM34 sont associées a une inhibition marquée de la
translocation nucléaire de NF-«B. En conclusion, ces résultats suggerent que le JM34 inhibe
I’activation lymphocytaire en ciblant les DC et représente une nouvelle classe d’agents

thérapeutiques dans le domaine des transplantations et des maladies auto-immunes.
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Commentaires :

Nous avions préalablement rapporté le potentiel immunosuppresseur du JM34 in vitro en
démontrant 1’inhibition dose-dépendante de la prolifération des PBMC induite par la PHA
et/ou une stimulation allogénique. Toutefois, dans la mesure ou les deux tests nécessitent la
présence d’APC, nous ne pouvions discriminer entre une inhibition des capacités de

stimulation des APC ou une inhibition directe de [’activation T.

Une maturation optimale nécessite typiquement 3 stimuli distincts: (1) produits de
pathogenes (LPS, CpG, ADN) reconnus par les TLR ; (2) cytokines pro-inflammatoires et (3)
des signaux dépendants des lymphocytes T. Nos résultats montrent que JM34 inhibe la
maturation des DC induite par chacun de ces 3 types de signaux : LPS, TNF-a + Poly-IC et
CDA40L. Ceci suggere que le JM34 inhibe une voie de signalisation commune a ces 3 stimuli.
Les TLR, le récepteur de I’'IL-1, les récepteurs TNF et CD40 conduisent a 1’activation des
voies de signalisation impliquant les MAP kinases et le facteur de transcription NF-xB. Par
ailleurs, il a été rapporté que les voies impliquant ERK1/2 et PI3K étaient impliquées dans la
survie des DC, alors que p38 et NK-kB étaient plutdt critiques pour la maturation des DC.
Nous avons montré précédemment que le JM34 inhibait 1’activation des ERK induite par les
PKC dans les M@, mais ce n’est vraisemblablement pas le cas pour les DC. Ici, nous
prouvons que le JM34 inhibe significativement la translocation de NF-kB induite par la
maturation qui pourrait compter pour son impact sur la maturation des DC et son effet mineur
sur I’activation T. Des investigations ultérieures sur la voie de phosphorylation de IkB seront
nécessaires pour déterminer la cible précise du JM34. En conclusion, nous démontrons dans
cette étude que le JM34 inhibe les réponses prolifératives T en ciblant principalement les DC.
Cette famille de molécules montre une capacité¢ d’immunosuppression originale et autorise

une nouvelle approche thérapeutique pour les maladies auto-immunes et le rejet de greffes.
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V. Discussion-Perspectives

La recherche de traitements efficaces contre le cancer répond a une priorité en santé publique
du fait du faible taux de réponses aux thérapeutiques existantes. En effet, le constat d’une efficacité
trés relative des traitements conventionnels anti-cancéreux a un stade avancé est a I’origine d’un
regain d’intérét pour I’immunothérapie. Au sein du laboratoire, il a ¢ét¢ démontré qu’une
immunothérapie curative par injection de cellules mortes entraine la régression de tumeurs établies et

favorise la mise en place d’'une mémoire immunitaire (Boisteau et al., 1997) (Henry et al., 1999).

D’autres travaux ont également démontré que les corps apototiques peuvent étre une source
d’antigénes de tumeurs pour la présentation croisée de peptides, tant pour 1’activation de
lymphocytes T CD8+ que pour leur inhibition (tolérance) (Albert et al., 1998b; Steinman et al.,
2000). Cependant, les conditions aboutissant a ['une ou a 'autre de ces réponses sont encore
largement méconnues. Les premiéres études portant sur I’impact des cellules mourrant par apoptose
sur les phagocytes et leurs conséquences en terme de présentation antigénique avaient conduit a une
vision trés controversée. Les travaux de Voll et Fadok suggéraient en effet que la phagocytose des
cellules apoptotiques permettait de limiter la réponse inflammatoire des M@, et conduisait a une
inhibition de toute réponse immunitaire (Fadok et al., 1998; Voll et al., 1997). En contrepartie,
d’autres groupes ont rapporté la capacité des cellules apoptotiques a générer une inflammation, a
maturer des DC et a fournir des antigénes dans le cadre des réponses auto-immunes et anti-tumorales
(Ronchetti et al., 1999; Rovere et al., 1998). Ces résultats trés divergents ont placé la phagocytose de
corps apopototiques et plus largement des cellules mortes au carrefour entre inflammation et anti-

inflammation, entre activation et inhibition des réponses immunitaires.

Selon P Matzinger, I’apoptose n’exprime pas de signal danger et ne permet pas d’activer les
cellules effectrices du systéeme immunitaire (Gallucci et al., 1999; Gallucci and Matzinger, 2001).
L’absence d’inflammation locale est elle méme attribuée aux cellules mourrant par apoptose ou aux
phagocytes qui libeérent des facteurs anti-inflammatoires. L’une des hypothéses qui pourrait expliquer
la tolérance versus 1’activation générée apres phagocytose de matériel apoptotique serait la nature de
I’agent inducteur d’apoptose elle méme. En effet, selon les modes d’induction d’apoptose, nous
avons spéculé qu’il serait possible de moduler I’immunogénicité des corps apoptotiques utilisés
comme vaccins anti-tumoraux. Lors du processus apoptotique, les cellules subissent des
modifications morphologiques et métaboliques dont les variations peuvent avoir des conséquences
immunologiques non négligeables. Plus particuliérement, les inducteurs d’apoptose conduisant a la

surexpression d’HSP sont potentiellement pertinents car susceptibles de fournir les signaux dangers
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requis pour une réponse immunitaire. En effet, ’HSP70 est aujourd’hui considérée come un signal
danger permettant I’activation et la maturation des DC (Kuppner et al., 2001). En outre, 1’association
entre immunogénicité des cellules tumorales et I’expression des HSP70 est désormais clairement

établie (Clark and Menoret, 2001) (Srivastava and Udono, 1994).

C’est pourquoi, nous avons dans un premier temps étudié différents modes d’induction d’apoptose et
comparé I’expression de ’HSP70 en terme d’efficacité anti-tumorale dans un modele colo-rectal de
rat. Nos résultats montrent que des injections répétées de corps apoptotiques stressés exprimant
I’HSP70 obtenus a partir d’un choc themique suivi d’une exposition aux UV inhibent
significativement la croissance tumorale chez tous les rats. A contrario, la vaccination des rats avec
des corps apoptotiques dépourvus d’HSP70 issus d’une simple exposition des cellules tumorales aux
UV semble induire une tolérance immunitaire vis-a-vis de la tumeur. Il apparait par conséquent que
les cellules apoptotiques exercent des influences variées sur la réponse immunitaire en fonction des
stratégies d’induction utilisées. Ce double constat indique que les corps apoptotiques d’une méme
cellule n’ont pas de role immunologique unique, et peuvent donc étre manipulés de maniere a

orienter la réponse immunitaire (Figure 23).

L’expression de ’HSP70 dans les cellules apoptotiques a déja été rapportée comme un
¢lément important pour la réponse immunitaire (Feng et al., 2002b; Feng et al., 2001). Les
mécanismes expliquant le role des HSP présentes au sein des corps apoptotiques ne sont pas
cependant clairement établis. Quelle que soit la stratégie d’induction d’apoptose, 1’injection de corps
apoptotiques produits €X Vivo puis injectés en sous cutané, sont efficacement phagocytés par les DC
et transportés jusqu’aux sites ganglionnaires. Il est important de noter que seules les DC ayant
phagocyté des cellules apoptotiques stressées (HSP70+) ont la capacité de maturer en réponse au
Poly-IC. Le degré de maturation déterminant les capacités subséquentes de sensibilisation et
stimulation lymphocytaire, il est possible que I’incapacité des DC ayant phagocyté des cellules
apoptotiques (HSP70-) a induire des réponses anti-tumorales soit associée a 1’incapacité de celles-ci
a maturer en réponse au Poly-IC. Un autre paramere intéressant a considérer est que, seules les
cellules apoptotiques HSP70- sécrétent du TGF-B qui est une cytokine immunosupressive (Chen et
al., 2001a). En fait, nos résultats montrent que c’est précisément celle-ci qui entrave 1’activation des
DC. En effet, I’utilisation des anticorps neutralisant anti-TGF-f restaure la capacité des DC chargées
en cellules apoptotiques (HSP70-) a maturer en réponse au Poly-IC. Il est donc vraisemblable que le
pouvoir maturant des cellules apoptotiques stressées soit associé a 1’extinction du TGF-f plutot qu’a
I’augmentation de I’expression de I’HSP70. D’ailleurs, I’exposition des DC a des corps apoptotiques

stressés HSP70+ n’induit de maturation spontanée des DC, suggérant de ce fait que I’HSP70 libérée
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par les corps apoptotiques ne fixe pas les récepteurs CD91, TLR-2 ou TLR-4 dont I’engagement est
suppos¢ entrainer un programme de maturation. L’ensemble de ces résultats tend a conclure que
I’HSP70 exprimée par les cellules apoptotiques stressées ne joue aucun role actif sur le processus de
maturation des DC.

Il est, en effet, beaucoup plus concevable que le pouvoir immunogéne de corps apopotiques
stressé€s se situe au niveau de la capacité de ’HSP70 a faciliter le trafic des épitopes dans la voie

présentation de CMH de classe I, comme rapporté précedemment (Srivastava et al., 1994).
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Figure 23 : Phagocytose des cellules apoptotiques et leurs conséquences
potentielles pour la réponse immunitaire.

Dans un deuxiéme temps, nous avons confirmé la pertinence de I’utilisation de cellules
apoptotiques exprimant I’HSP70 dans un modé¢le humain de MPM. Le MPM est un cancer
d’incidence croissante et de mauvais pronostic dont le développement correle trés étroitement avec
I’exposition prolongée a I’amiante (Wagner et al., 1960) (Selikoff et al., 1965). Malheureusement, les
traitements conventionnels impliquant la chirurgie, radiothérapie ou chimiothérapie s’aveérent

inefficaces contre ce type de tumeur (Boutin et al., 1998) (Curran et al., 1998). De méme, le potentiel
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trés limité des thérapies basées sur 1'injection de cytokines recombinantes telles I'lL-2 (Castagneto et
al., 2001) (Astoul et al., 1993), I'lL-12 (Caminschi et al., 1998) ou I'TFNy (Boutin et al., 1998) sur la
prolongation de la survie des patients souligne la nécessité d’envisager d’autres alternatives
thérapeutiques. Dans cette étude, nous montrons la faisabilit¢ de générer, dans des conditions
allogéniques, des réponses T cytotoxiques spécifiquement dirigées contre des tumeurs de MPM via
la stimulation de PBL naifs par des DC ayant phagocyté des corps apoptotiques stressés (HSP70+).
A D’instar des résultats obtenus dans le mode¢le de rat, il est vraisemblable que ’HSP70 ne joue pas
de role majeur dans le processus de maturation des DC. En effet, les deux préparations apoptotiques
sont équivalentes quant a leur impact sur la sensibilité des DC a répondre a la combinaison TNFo +
Poly-IC. Il est une nouvelle fois plus vraisemblable que ’HSP70 intervienne dans I’initiation de la
réponse immunitaire en facilitant le trafic des peptides antigéniques vers la voie de présentation de
CMH de classe 1. Nous spéculons que I’HSP70 grace a ses propriétés d’interactions avec les peptides
antigéniques (Srivastava and Udono, 1994; Udono and Srivastava, 1993) cible ses récepteurs LOX-1,
SR-A ou CDO1 favorisant ainsi le recrutement massif de matériel antigénique par la DC, comme

indiqué sur la figure 24.

Ainsi, grace aux propriétés immunostimulatrices de cette protéine sur les DC, on peut envisager
’utilisation de corps apoptotiques exprimant celle-ci pour le développement d’une nouvelle
génération de vaccins thérapeutiques et prohylactiques contre le cancer. Ce travail démontre que
I’adjonction de I’HSP70 aux corps apoptotiques peut étre la source antigénique idéale pour les

immunothérapies futures.

Nous avons ensuite procédé a la recherche de marqueurs tumoraux exprimés par nos lignées
cellulaires de MPM. La principale découverte de ce travail est I’expression fréquente des antigénes
MUCI et mésotheline. La mésothéline est un antigene de différenciation dont I’expression a déja été
rapportée dans les mésothéliomes (Chang and Pastan, 1996), cancers pancréatiques (Thomas et al.,
2004), et les carcinomes ovariens (Muminova et al., 2004). Récemment, Thomas et collaborateurs
sont parvenus a identifier 6 peptides antigéniques dérivés de la mésotheline (A2x0.25), A2(530-538),
A33.91), A3(225233), A24435.443) €t A24(475.483)) et a démontrer leur pertinence immunologique anti-
tumorale pour I’induction de CTL spécifiques par des vaccins protéiques ou peptidiques chez des
patients atteints de cancer pancréatique (Thomas et al., 2004). Naturellement, I’¢tude la réactivité de
lymphocytes T anti-mésothéline vis-a-vis des lignées de MPM exprimant cet antigéne est

actuellement en cours au laboratoire.
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Quant a MUCI, il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire de type I qui est exprimée a la

surface apicale de la plupart des épitheliums simples comme les glandes mammaires. Cette protéine
est sur-exprimée et déglycosylée dans de nombreux types de tumeurs telles le sein (McGuckin et al.,
1995), le myélome multiple (Takahashi et al., 1994), le carcinome rénal (Langner et al., 2004), le
carcinome ovarien (Feng et al., 2002a) ou bien encore le lymphome (Dyomin et al., 2000). En effet,
cet antigéne est connu pour permettre 1’induction de réponses immunitaires cellulaire et humorale
chez une proportion importante de patients atteints de tumeurs exprimant MUC1 comme le myélome
multiple (Choi et al., 2004). Ainsi, ces résultats bien que préliminaires suggerent que la conception
d’une immunothérapie active basée sur MUCI1 pourrait étre une stratégie thérapeutique prometteuse

pour le traitement de patients atteints de MPM.
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Figure 24 : Modeéle proposé de recrutement des antigenes exogenes dérivés des cellules
apoptotiques enrichies en HSP.
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Nous avons donc par la suite étudié la présentation croisée de deux peptides de MUCI1
(MUC1 220 et MUClgsg.953) par des DC ayant phagocyté cellules apoptotiques et oncolysats
cellulaires de MPM enrichies ou pas en HSP70, selon que les cellules tumorales aient subi un choc
thermique de 30’ a 42°C avant exposition aux UV ou 4 cycles rapides de congélation/décongélation,
respectivement. Dans les résultats présentés dans ce mémoire, les oncolysats cellulaires ont une
activité maturante quel que soit le niveau d’enrichissement en HSP70 suggérant ainsi que cette
protéine ne soit pas directement impliquée dans la promotion d’un quelconque processus
d’activation. Ces données sont en désaccords avec des études rapportant que I’immunogénicité des
lysats est associée a leur capacité a relarguer des HSP permettant I’activation et la maturation des DC
(Basu et al., 2000; Somersan et al., 2001). Toutefois, plus récemment, le role de I’HSP70 dans
I’induction d’un programme de maturation est devenu de plus en plus controvers¢, notamment grace
a une ¢tude rapportant que I’effet maturant de cette protéine était uniquement due a des

contaminations par des endotoxines (Bausinger et al., 2002).

Dans cette étude, nous n’avons pas pu mettre en évidence la présentation croisée d’aucun des
deux épitopes connus de MUCI restreints a 1’haplotype HLA*A0201 par DC phagocytaires de corps
apoptotiques de MPM quel que soit le niveau d’expression de I’HSP70. Toutefois, cela ne signifie
pas qu’il n’y ait pas présentation croisée d’autres épitopes de MUCI. En effet, dans des études plus
récentes, au cours de sensibilisations par DC ayant phagocyté des corps apoptotiques HSP70+, nous
avons réussi a détecter des lymphocytes T anti-MUCI en utilisant comme cibles des cellules COS-7
transfectées par les génes MUC1 et HLA*A0201 (résultats non montrés). Il semblerait ainsi que les
DC apprétent les antigénes issus de la phagocytose de cellules apoptotiques de facon a donner
naissance a des épitopes différents que ceux actuellement connus. Naturellement, ces résultats
préliminaires réclament des expériences plus approfondies comme le clonage des lymphocytes T
réactifs vis-a-vis des cellules COS-7 exprimant MUC1 et HLA*A0201 afin de pouvoir déterminer la

(ou les) séquence(s) peptidique(s) des €épitopes cross-présentés.

Quant a I’oncolysat cellulaire comme source d’antigénes de tumeurs pour les DC, seule la
présentation croisée de 1’épitope MUClos0.9s3 a pu étre détectée. L’augmentation sélective de
fréquence des lymphocytes T CD8+ contre ce peptide présent au sein de séquences répétées de la
protéine MUCI1 mature, peut étre en partie attribuée a des différences dans la capacité des DC a
cross-présenter différentes classe d’épitopes. La polarisation vers la présentation croisée de 1’épitope
MUCls0.953 peut étre une conséquence d’une incapacité spécifique a cross-présenter des épitopes
présents au sein d’un peptide signal, ou peut refléter un effet négatif de la localisation de 1’épitope en

position N-terminale (Wolkers et al., 2004). En effet, il est important de noter que 1’épitope MUCI ;,.
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20 qui n’est pas cross-présenté provient du peptide signal de la protéine (Figure 26). Potentiellement,
les peptides sigaux interagissent avec des facteurs cellulaires qui peuvent réduire leur accessibilité a
la voie de présentation de CMH de classe 1. Alternativement, si la présentation exogene implique le
transfert d’antigénes non apprétés, c’est vraisemblablement inefficace pour les molécules qui sont
rapidement dégradées apres leur synthése. Dans la mesure ou les réponses T reposent souvent sur le
phénomene de présentation croisée, la compréhension des mécanismes qui détermine I’efficacité de

la présentation exogene est importante dans 1’amélioration de la conception des vaccins.

Enfin, la derniére partie de ce mémoire est dédiée a 1’étude de la présentation croisée de 3 antigeénes
de mélanome par des DC ayant phagocyté de I’oncolysat cellulaire. Une nouvelle fois, il nous a été
impossible de mettre en évidence la présentation croisée des épitopes Melan-A/MART-126.35, NA17-
A9 et gp-100380283. Contrairement a 1’épitope MUC1 5.0, aucun de ces peptides est une séquence
signal de la protéine et il est vraisemblable que le défaut de présentation croisée de ces épitopes soit
attribué a d’autres phénomenes. Nous pensons notamment que la treés faible efficacit¢é des DC
phagocytaires a stimuler les lymphocytes T CD8+ spécifiques vis-a-vis de ces 3 antigénes de
tumeurs peut s’expliquer par la faible densité des complexes CMH/peptide exprimés a la surface des
DC apres ingestion. Elle peut également étre due par le défaut de prise en charge des antigénes en
question par I’'immunprotéasome des DC, cela a déja été rapporté pour Melan-A/MART-1 (Morel et
al., 2000). Enfin, elle peut s’expliquer aussi par la tres faible fréquence des lymphocytes T CD8+
précurseurs anti-NA17-A et anti-gp100.

En outre, il a récemment été suggéré que la présentation croisée de NYESO-1 nécessitait 1’apport
obligatoire du CD40L et de I'I[FN-y comme signal de maturation (Schnurr et al., 2004). Par
conséquent, il serait intéressant de ré-envisager les protocoles de sensibilisation afin d’apporter aux
DC ce deuxiéme signal de maturation dérivant des lymphocytes T CD4+ qui favoriserait la

présentation croisée de certains antigenes.

FLSFHISNL. NLTISDVSV

Signal peptide ]
(L)LLLTVLTV(V) (264-272) (353 361)

TLAPATERA ALGSTAPPV
I Ul (147-175)
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Enfin, on ne peut pas exclure que la nature des antigénes aussi bien que l'affinité¢ et la
concentration intracellulaire des peptides antigéniques relatifs soient critiques dans les phénomenes
de présentation croisée (Spiotto et al., 2002). En effet, aprés ingestion de cellules mortes, il est
fortement imaginable que seules les peptides antigéniques qui sont suffisamment concentrés aient

acces aux compartiments d’apprétement des DC avant de se lier aux molécules HLA de classe I.

Jusqu'ici, on suppose qu'une grande quantité de fragments d'antigénes est internalisée par les
DC, apres exposition a des cellules apoptotiques, grace au nombre €levé de récepteurs spécifiques
impliqués dans l'identification et a I'ingestion subséquente de ces cellules mortes. On pense qu’une
efficacité si saisissante dans la prise en charge des corps apoptotiques favorise la fourniture de
nombreux antigeénes et donc la formation de nouveaux complexes CMH/peptide de classe I exprimés
a la surface des DC pour la présentation aux lymphocytes T de CD8+. Réciproquement, la prise en
charge des cellules nécrotiques par les DC n’est pas trés documentée mais il est vraisemblable
qu’elle ne fasse pas appel a autant de récepteurs spécifiques. Il est ainsi probable qu'une petite
fraction des antigénes particulaires soit internalisée par les DC, suggérant probablement que de tels

peptides dérivés des cellules nécrotiques ingérées seulement soient mal concentrés.

Il est ainsi fortement imaginable que les DC chargées en cellules nécrotiques soient douées de
présentation croisée, a condition que la tumeur soit dotée d’un répertoire antigénique important.
Cette explication est en accord avec quelques études rapportant 1'échec des DC pulsées avec de
I’oncolysat cellulaire pour la cross-activation de CTL (Albert et al., 1998b; Scheffer et al., 2003).

Ceci souligne donc l'importance de charger les DC avec une grande quantité d'antigenes et, dans
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cette situation, nul ne peut exclure que les cellules apoptotiques soient une source probablement plus

efficace que 1’oncolysat cellulaire.
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Etude de la présentation croisée d’antigenes de tumeurs par
cellules dendritiques ayant phagocyté des cellules mortes.

Résumé

Le récent essor dans l'identification d’antigénes exprimés par les cellules tumorales et reconnus par
les lymphocytes T CD8" a permis d’envisager le développement d’immunothérapies des cancers.
Aujourd’hui, I’injection de cellules dendritiques (DC) exprimant des antigénes de tumeurs est
considérée comme 1’une des approches d’immunothérapie active les plus prometteuses. La source
d’antigénes de tumeurs pour les DC reste un élément critique qui va déterminer 1’efficacité de ces
vaccins anti-tumoraux. Dans cette étude, nous avons mis en évidence la pertinence de 1’utilisation de
cellules apoptotiques exprimant des protéines de stress (HSP) comme stratégie de chargement
d’antigeénes de tumeurs pour les DC. En effet, nous montrons la faisabilité¢ de générer des réponses T
cytotoxiques spécifiquement dirigées contre des tumeurs de mésotheliome via la stimulation de
lymphocytes T naifs par des DC ayant phagocyté des corps apoptotiques exprimant des HSP.
L’ensemble de ces résultats soulignent I’importance d’associer 1I’apoptose a des signaux dangers dans
le but d’induire des réponses anti-tumorales.

Mots-clés : Cellules dendritiques, apoptose, immunothérapie, mésothéliome.

Study of the cross-presentation of tumour antigens from
dendritic cells loaded with dead cells.

Abstract

Over the past decade, the increasing knowledge in the molecular identification of tumour antigens
that are capable of eliciting T-cell responses has revolutionised the field of cancer therapy. To date,
injections of tumour antigen-expressing dendritic cells (DC) represent a promising of active
immunotherapy strategy. However, the source of tumour-associated antigens (TAA) remains a
critical issue which will further determine the efficacy of DC-based vaccines. In this study, we show
the relevance of using heat shock proteins (HSP)-expressing apoptotic cells as TAA loading strategy
for DC. Indeed, we demonstrate the feasibility of inducing mesothelioma tumour-specific cytotoxic
T cell responses from stimulations of naive T cells with DC loaded with HSP-expressing apoptotic
cells. Altogether, these results emphasize the importance of providing danger signals to apoptosis in
order to induce potent anti-tumour responses.

Key words : Dendritic cells, apoptosis, immunotherapy, mesothelioma.



	I. Introduction 1
	I.1. Surveillance immunitaire et détection des tumeurs 1
	I.1.1 Les phases de l’immmunosurveillance 2
	I.1.1.a. Phase d’élimination 3
	I.1.1.b. Phase d’équilibre 5
	I.1.1.c. Phase d’échappement 5
	I.1.2. Mécanismes d’échappement des tumeurs au système immun
	I.1.2.a. Phénomène de tolérance. 7
	I.1.2.b. Influence des facteurs solubles sécrétés par les ce
	I.1.2.c. Défaut d’activation des lymphocytes T 8
	I.1.2.d. Résistance à l’apoptose : 8
	I.1.2.e. Lymphocytes T régulateurs. 9
	I.1.2.f. Localisation des tumeurs. 10
	I.2. Antigènes de tumeurs 10
	I.2.1. Antigènes partagés 11
	I.2.2. Antigènes de différenciation 12
	I.2.3. Antigènes résultant de mutations 13
	I.2.4. Antigènes de tumeurs sur-exprimés et antigènes ubiqui
	I.2.5. Antigènes viraux 15
	I.3. Immunothérapie anti-tumorale 15
	I.3.1. Immunothérapie passive 15
	I.3.1.a. Les lymphocytes 16
	I.3.1.b. Les macrophages 16
	1.3.1.c. Les anticorps 17
	I.3.2. Immunothérapie active : 17
	I.3.2.a. Injections d’antigènes de tumeurs : 18
	I.3.2.b. Injections de cellules tumorales. 19
	I.3.2.c. Injection de cellules dendritiques exprimant des an
	I.4. Biologie des cellules dendritiques 26
	I.4.1. Origine des DC et génération in vitro et in vivo 28
	I.4.1.a. Génération de DC à partir des monocytes du sang 30
	I.4.1.b. Génération de DC à partir des cellules souches héma
	I.4.2. Capture des antigènes 31
	I.4.3. Apprêtement et présentation croisée d’antigènes exogè
	I.4.5. Activation, maturation et migration des DC 35
	I.4.6 Interactions des DC avec les lymphocytes T 38
	I.5. Les cellules mortes en tant que sources d’antigènes de 
	I.5.1 .Cellules tumorales apoptotiques 43
	I.5.2. Oncolysats cellulaires. 47
	I.5.4. Apoptose et HSP 49
	II. Objectifs du travail de thèse 54
	II.1. Analyse de l’immunogénicité des cellules tumorales apo
	II.2. Analyse de l’immunogénicité des cellules tumorales apo
	II.3. Recherche d’antigènes associés aux tumeurs dans le MPM
	II.4. Analyse de la présentation croisée de l’antigène MUC1 
	II.5. Analyse de la présentation croisée des antigènes Melan
	II.6. Analyse de l’activité immunosuppressive d’un composé d
	III. Résultats 58
	III.1.Analyse de l’immunogénicité des cellules tumorales apo
	III.2. Analyse de l’immunogénicité des cellules tumorales ap
	III.3. Recherche d’antigènes associés aux tumeurs dans le MP
	Sequence 110
	III.4. Analyse de la présentation croisée de l’antigène MUC1
	III.4.1. Production de cellules tumorales apoptotiques/oncol
	III.4.2. Génération des DC. 113
	III.4.3. Phagocytose de corps apototiques/lysats cellulaires
	III.4.4. Maturation expérimentale des DC 114
	III.4.5. Sensibilisation des lymphocytes T CD8+ autologues 1
	III.4.6. Conclusion 115
	III.5. Analyse de la présentation croisée des antigènes Mela
	III.5.1. Sources d’antigènes de tumeurs. 116
	III.5.2. Génération des DC. 116
	III.5.3. Phagocytose de lysats cellulaires. 117
	III.5.4. Maturation expérimentale des DC 117
	III.5.5. Sensibilisation des lymphocytes T CD8+ autologues 1
	III.5.6. Conclusion 118
	III.6. Analyse de l’activité immunosuppressive d’un composé 
	IV. Discussion-Perspectives 132
	V. Références biobliographiques 141
	Etude de la présentation croisée d’antigènes de tumeurs par 
	Résumé 175
	Study of the cross-presentation of tumour antigens from dend

