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ABREVIATIONS

aGvHD: “acute graft versus host desease”

ACT: “adoptive cell transfert”

ADCC : “antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity”

ADN: acide désoxyribonucléique

ADNCc: ADN complémentaire d’un brin d’ARN

AEP : “asparagine-specific endopeptidase”

AICD: “activation-induced cell death”

APRIL: “a proliferation-inducing ligand”

ARN: acide ribonucléique

B2R: récepteur a la bradykinine

B7-H: “B7-homologue”

BAFF / BlyS: “B cell-activating factor / B lymphocyte stimulator”

BCR: “B-cell receptor”

BDCA: “blood DC antigen”

BTLA: “B- and T-lymphocyte attenuator”

CD: “cluster of differentiation”

CDC “Complement Dependant Cytotoxicity”

CLA: “cutaneous lymphocyte-associated antigen”

CLEC: “C-type lectin-like receptor”

CLIP: “class II-associated li-derived peptide”

CLR: “c-type lectin receptor”

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CMV: cytomégalovius

CO: monoxyde de carbone

COX: cyclooxygénase

APC : “antigen presenting cell” (ou CPA)

CR: “complement recepteur”

CRD: “carbohydrate recognition domain”

CSF-R: “colony stimulating factor receptor”

CTL: “cytotoxic T lymphocyte”

CTLA-4: “cytotoxic T lymphocyte-associated 4”

DAK: “DC-mediated activation of killer cells”

DC: “dendritic cell”

DCAR: “DC immunoactivating receptor”

DCIR: “dendritic cell immunoreceptor”

DC-SIGN: “dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin”

Dectin: “DC-associated C-type lectin”

dsRNA: “double strand RNA”

EBI3: “Epstein Barr virus-induced gene 3”

ERAAP : “Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase Associated with Antigen
Processing”

ERAD : ER-Associated Degradation system

FcR: récepteur au fragment Fc des Ig

FGF: “fibroblast growth factor”

FoxP3 : “Forkhead box P3”

GITR: “glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor”

GM-CSF: “granulocyte macrophage — colony stimulating factor”
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GMP : “Good Manufacturing Practice

GP96: glycoprotéine 96

GTP: guanine tri-phosphate

HEV: “high endothelial veinule”

HIV: “human immunodeficiency virus”

HLA: “human leukocyte antigen”

HMGB1.: “high mobility group box 17

HO-1: “heme oxygenase-1"

HSP: “heat-shock protein”

HVEM: “Herpesvirus entry mediator”

ICAM: “intercellular adhesion molecule”

ICOS: “inducible T-cell costimulator”

IDO: “indoleamine dioxygenase”

IFN: interféron

IFNAR : “IFNalpha recepteur”

lg : Immunoglobuline

IGIF: “IFNy inducing factor”

IL: interleukine

IL3Ra: chaine alpha du récepteur a I’interleukine 3
ILIRA: “IL1 recepteur antagonist™

i-NOS: “inducible- nitric oxyde synthase”

ITAM : “ immunoreceptor tyrosine-based activation motif”
ITIM “ immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif”
KIR: “killer-cell immunoglobulin-like receptor”

KLH “Keyhole Limpet Hemocyanine”

IRF: “interferon regulatory factor”

LAF : “lymphocyte activating factor”

LCA: “leukocyte common antigen”

LFA: “ Lymphocyte Function-associated Antigen”

LIF: “leukaemia inhibitory factor”

LMP: “large multicatalytic protease”

LOX-1: “lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor -1”
LPS: lipopolysaccharide

LRR: “ Leucin-Rich-Repeat

MIIC: “MHC II compartment”

MCM “Monocyte-Conditioned Medium”

MCP “Monocyte Chemoattractant Protein ”

M-CSF: “macrophage-colony stimulating factor”

MDA-5: “melanoma differentiation-associated gene 5” (=Helicard)
MECL-1: “ Multicatalytic endopeptidase complex subunit”
MICL: “myeloid inhibitory C-type lectin-like receptor”
MIP “Macrophage Inflammatory Protein”

MMP: “matrix metalloproteinase”

MMR : “ macrophage mannose receptor”

MPS: systéme phagocytaire mononucleaire

MR: “mannose receptor” (MMR: macrophage mannose receptor)
1-MT: 1-méthyl tryptophane

MyD88: “myeloid differentiation primary response gene 88”
NALP: “NACHT-LRR-PYR-containing proteins”

NFkB: “nuclear factor kappa-B”
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NK: “natural killer”

NKR: “natural killer recepteur”

NKT cell: “natural killer T cell”

NLR: “Nod-like receptor”

NO: “nitric oxide”

Nod: “nucleotide-binding oligomerisation domain”
PAF: “platelet-activating factor”

PAMP: “pathogen-associated molecular pattern”

PAP : “Prostatic Antigen Phosphatase”

PBMC : “Peripheral Blood Mononuclear Cells”

PCR “ Polymerase Chain Reaction”

PD-1: “programmed death-1"

PD-L: “programmed death — ligand”

PKR: “double-stranded RNA-dependent protein kinase”
polylC: “polyinositic cytidilic acid”

PRR: “pattern recognition receptor”

RANK : “Receptor Activator of Nuclear Factor-Kappa B”

RANTES “ Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted”
RE: réticulum endoplasmique

RIG-1: “retinoic acid-inducible gene 1”

RLR: “RIG-1-like receptor”

SAP: “SLAM-associated protein”

SARM: “sterile alpha motif and armadillo motif domain-containing protein”
SLAM: “signalling lymphocyte activation molecule”

SLC “Secondary Lymphoid-Tissue Chemokine”

SMAC: “supramolecular activation cluster”

SP-A: “surfactant protein-A”

SR: “scavenger receptor”

TAP: “transporter associated with antigen processing”
TEM: lymphocytes T effecteurs-mémoires

TCGF: “T cell growth factor”

TCM: lymphocytes T centraux-memaoires

TCR: “T-cell receptor”

TGF: “tissue growth factor”

Thil: lymphocyte T helper de type 1

Th2: lymphocyte T helper de type 2

TIL: “tumor-infiltrating lymphocyte”

TIMP: “tissue inhibitor of metalloproteinase”

TIR: “TLR /ILIR domain”

TIRAP: “TIR-domain-containing adaptor protein (= MAL)”
TLR: “toll-like receptor”

TNF: “tumor necrosis factor”

TNFR: “TNF receptor”

TRAM: “TRIF-related adaptor molecule (= TIRP ou TICAM-2)”
TRANCE :  “TNF-related activation-induced cytokine”

Treg: lymphocyte T régulateur

Ts: lymphocyte T suppresseur

TRIF: “TIR-domain-containing adaptor inducing IFN-B (= TICAM-1)”
VIP: “vasoactive intestinal peptide”

VLA: “very late activation protein”
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WARS: “tryptophanyl t-RNA synthetase”
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INTRODUCTION

Le systéme immunitaire est structuré autour d'organes lymphoides I et Il aux fonctions
complémentaires et son efficacité tient du fait qu’une grande partie des cellules
immunocompétentes est capable de circuler dans les tissus et dans I'ensemble de I'organisme
grace aux systemes lymphatiques et sanguins.

Les organes lymphoides | que sont la moélle osseuse et le thymus sont le site de
production de toutes les cellules de I’immunité et en particulier des lymphocytes « naifs ».

Les organes lymphoides II que sont la rate, les nceuds lymphatiques, les plaques de Peyer et les
structures lymphoides associées aux muqueuses (amygdales) permettent le regroupement des
éléments (antigénes, particules et cellules) issus du drainage des tissus par le systeme sanguin et
lymphatique. Les cellules dendritiques (DC) font partie intégrante de ce systeme de collecte
puisqu’elles migrent dans les organes II pour venir présenter aux lymphocytes T les antigénes
capturés en périphérie. Ainsi, les organes lymphoides secondaires permettent aux cellules
immunocompétentes de se regrouper, d’interagir et de produire anticorps, cytokines et cellules

activées pour I’immunité spécifique.

1) Les cellules dendritiques

l.1) Découverte, histoire

Les DC ont initialement été considérées comme des artéfacts. De par leurs longs
prolongements cytoplasmiques (« dendrites »), elles ont au préalable été assimilées a des
terminaisons nerveuses, d’ou leur nom. Mais leur localisation particuliere (peau, muqueuses et
tissus lymphoides secondaires) et leur fonction ont permis de les distinguer des cellules
nerveuses. Bien qu’exprimant certaines molécules neurodynamiques, comme les sémaphorines
(Kikutani and Kumanogoh 2003) (impliquées dans la croissance des axones neuronaux), elles
n’ont aucune propriété de transduction d’influx électriques, mais représentent par contre un
¢lément central pour la transmission de signaux de danger et 1’orientation de la réponse

immunitaire.
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Leurs premieres observations datent de 1868, par Paul Langerhans, qui donna par la suite
son nom & un sous-type de DC, présentes dans la peau. De nombreuses années furent nécessaires
a la découverte de leur origine, role et fonctionnement. Ce n’est qu’en 1973 que leur role dans la
présentation antigénique fut démontré (Steinman and Cohn 1973) et en 1979 que leur origine

hématopoiétique fut établie (Katz et al. 1979).

1.2) Sous-populations et localisations

On distingue deux types de population de DC selon leur origine cellulaire: lymphoides et
myéloides. Dérivant d’un progéniteur hématopoiétiqgue commun (CD34+), a 1’origine de deux
types majeurs de précurseurs sanguins, leur filiation n’est pas encore totalement éclaircie (Figure
1). La différenciation des divers types de DC dépend du microenvironnement et des stimuli
présents dans les organes lymphoides primaires et les tissus périphériques, mais la précocité de
cette distinction est encore controversée. Etant donnée la complexité de caractérisation des sous-
populations de DC et les différences observées entre le modele animal, murin en particulier, et le
modele humain, nous ne détaillerons pas le profil des DC de souris et nous nous limiterons aux
DC humaines.

Peu d’études ont été réalisées sur la filiation in vivo des DC humaines, la distinction des

sous-types se basant essentiellement sur des études de culture in vitro.

/i;\\‘
O
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A \. -

CD34+CLA+ CD34+CLA- Monocytes Plasmocytoid cells Precurser
CD14+ CD11c=

l l (pre-DC1) (pre-DC2) killer DC*

CD11c+CD1a+ CD11c+CD1a—

v

Langerhans DC Interstitial DC Myeloid DC Plasmocytoid DC IFN-prod.killer DC

Figure 1: Voies de développement des DC humaines (Schott 2006)

CLA : cutaneous lymphocyte-associated antigen ,
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Il semblerait que les cellules dendritiques interstitielles du derme, ainsi que les cellules de
Langerhans des épithéliums de la peau et des muqueuses, dérivent d’un progéniteur aux
caractéristiques myéloides (CD11c+) (Luft et al. 2002) (Table 1), sous I’effet de cytokines
produites par les cellules endothéliales et les cellules stromales (GM-CSF et IL-4 pour les
premieres, TGFPB, TNF ou IL-15 pour les secondes) (Palucka and Banchereau 2006). Elles
pourraient aussi dériver directement des monocytes sanguins (CD14+ CD11c+). Récemment, il a
¢été démontré chez la souris que les cellules de Langerhans dérivent d’un sous-type de monocytes
(CSF1R+, Gr-14) (Ginhoux et al. 2006). Il est possible que ce soit également le cas chez
I’homme, les monocytes étant, entre autres, aussi a l’origine de la lignée macrophagique.
Monocytes, macrophages et DC forment ainsi avec les ostéoclastes et les cellules microgliales le
systeme phagocytaire mononucléaire (MPS).

Les cellules de Langerhans, qui se caractérisent par 1’expression spécifique de la
Langerine, ainsi que par des organites particuliers, les granules de Birbeck, forment avec les DC

interstitielles ce que 1’on appelle les DC conventionnelles.

Les cellules lymphoides, quant a elles, dérivent d’un progéniteur CD14- CD11c- IL-
3Ralpha+ (CD123) sous I’effet de I'IL-3 et du CD40L. On les prénomme aussi les cellules
dendritiques plasmacytoides, spécialisées dans la production des interférons de type I. La
distinction entre les deux types de lignage n’est pas parfaite puisqu’un troisiéme précurseur
CD14- CD11c+ a éte décrit, donnant in vitro différents types de cellules dendritiques, mais dont

la différenciation semble plutdt spontanée. 1l est de ce fait soumis a controverse.
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Momenclature Plasmacytod DC Interstital DO Langerans DC
Precursors in blood CDl le- IL-3R+ CD1 e+ CDla+ IL-3R CDl et CDla+ IL-3R
or CDI44 CO e+ moneeytes  or CD 144 CDI I+ monocyles

Phenotype (&1 1, 57, 60, 6% 70,71 CDl e CD e+ COl e+

IL-3R+ high IL-3R du IL-3R

HLA-DRA HLA-DRA HLA-DR

DI b CDI b+ CDI b+

CDI3 CDI3+ CDI3+

T35 CDE3+ CD33+

CD4+ CD4a+ CDa+

CDla CDla CDla+

Birbeck granule Birbeck granule Birbeck granule+

Facdtor VI 11+ Factor V1114 Factor VI T

Langerin Langerin Langerin4

CD86+ CD86+ CDB4+

CD404 CD404 CD40+

CD804 D804 CDB0+

Localization (58 59, 7H) T-cell zones of lymphoid organs. Germingl centers (GCDC)? -cell zomes of hrmphoid organs
DC precursors in blood DC precursors in bood DC precursors in blood

nmature cells in tssue mterstices Immature cells inepthela

Function

TLR expression on precursors (111, 112)  TLR 74+ 94+ CDl44 - TLR | 4244454 8+ CDl4+ - TLR 14244454 8+
CDl e+ TLR 142434 CDI e TLR 14243+

IL- 1 2{p70) secretion (B9-93) + +4+++ +4+4++

IL- 10 secretion (&=11) ++++ +

[Ft-zx secretion (&-11, 78, 97) ++++

D" T-cell pricving (89, 103, 104) ++ ++++ ++++

DAY T-cell priming (&1 1) ++ +++ ++++

CTL activaty (110 7 ++ +4++

DCB-cell interadion (& 110) +44+4+4 +++ +

DC, dendrtic celt TLR, Toll-le meoeptor; IFM interferor CTL ovtotoxic T hmphocorte; 1L intedeukdn; HLA, hurman ledkocyte antigen

Table 1: Sous-types de DC humaines (Pulendran 2004)

A cbté de ces grands types de cellules dendritiques, localisées dans les tissus
périphériques, on trouve les cellules marginales de la rate, les cellules interdigitées des ganglions
lymphatiques, celles des centres germinatifs, du thymus, du foie, du sang qui sont des sous-types
supplémentaires ou, de maniére plus probable, des états de maturation plus avancés des cellules
dendritiques périphériques.

Ceci détermine grossierement deux grandes populations de DC : celles résidant dans les
tissus périphériques tels que la peau (épiderme et derme) et les muqueuses (intestinale,
pulmonaire, vaginale, occulaire), étant plutét dans un état immature capables de phagocyter des
éléments pathogénes ou d’internaliser des antigénes du non-soi. Celles situées dans la lymphe,
les ganglions lymphatiques, la rate, le thymus sont plutdét dans un état mature, présentant les

antigenes, qui résultent d’une migration et d’une maturation des DC périphériques.

Les DC étant en tres faible proportion dans le sang (1 a 2 %), beaucoup d’études sont
effectuées sur les DC dérivées des monocytes, grace a la facilité pour isoler ces cellules a partir
du sang, en grande quantité, et de les différencier en DC par 1’ajout de GM-CSF et d’IL-4
(Romani et al. 1994; Sallusto and Lanzavecchia 1994). Bien que la différenciation des DC in

Optimisation de la production de cellules dendritiques pour leur utilisation en immunothérapie anti-tumorale 12



Vvivo reste encore mal définie, il a été montré que les cellules NK étaient capables d’induire des

DC a partir de monocytes grace au GM-CSF et au CD40L qu’ils expriment (Zhang et al. 2007).

1.3) Caractérisation - description phénotypique

Les DC ont longtemps été ignorées comme cellules immunitaires, ce n’est qu’en 1973
que Steinman et Crohn les décrivent comme les meilleures cellules professionnelles dans la
présentation antigénique. Elles partagent, avec les lymphocytes B et les monocytes, quelques
propriétés comme une forte expression du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de
classe Il et la capacité de phagocyter du matériel pathogéne et de présenter a leur surface les
peptides dérivants, apprétés par les CMH. Par ce systeme de présentation antigénique restreinte
au CMH, ces cellules présentatrices d’antigénes (CPA) peuvent déclencher une réponse immune
adaptative par I’activation des lymphocytes T spécifiques différenciés.

Les DC font partie de ces CPA mais possédent en plus I’unique capacité de stimuler des
lymphocytes naifs, de les sensibiliser pour les induire en différenciation et en prolifération. Elles

sont dés lors capables d’orienter la réponse immune.

Ainsi, par leur localisation périphérique et leurs fonctions, les DC jouent le rble de
sentinelles pour le systéme immunitaire et se situent a I’interface entre le systéme inné et le

systeme adaptatif.

I.3.a) Récepteurs du « non-soi » : TLR, RLR et NLR

Pour leur permettre de détecter une intrusion de pathogéne, une inflammation ou une
altération du « soi », les DC expriment différents récepteurs a leur surface ou dans le cytosol,
principalement les récepteurs aux cytokines inflammatoires et les Pattern Recognition Receptors
(PRR), récepteurs qui permettent la reconnaissance de motifs conservés entre les différents
agents pathogeénes, les Pathogen-Associated Molecular Patterns(PAMP).

Parmi les PRR, les plus étudiés sont les Toll-like receptor (TLR). Ces récepteurs sont
apparentés a la proteine Toll, initialement identifiée chez la drosophile, qui intervient dans la
polarisation dorso-ventrale au stade larvaire et dans la réponse contre les bactéries ou les
champignons chez 1’adulte (Lemaitre, 2004) Les TLR se caractérisent par un domaine

extracellulaire comportant des motifs LRR (Leucin-Rich-Repeat), qui interviennent dans
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I’interaction avec les pathogénes, et un domaine intracellulaire TIR (Toll/IL-1R homology

domain) responsable de la transmission du signal (Akira et al., 2006).

Treize TLR ont été identifiés a ce jour chez les mammiferes et dix sont exprimés par les
DC humaines. Par ailleurs, les populations de DC expriment un panel de récepteurs différents.
Les pDC expriment en effet un répertoire restreint de TLR (TLR1, 6, 7, 9). Les résultats sont
plus contradictoires concernant les DC dérivées de monocytes (Mo-DC) ou les DC myéloides.
Les premieres études concluent que ces populations n’expriment pas le TLR7 ni le TLR9
(Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001; Krug et al., 2001). Plus récemment cependant, des
auteurs ont mis en évidence, chez les DC my¢loides, la présence de I’ARNm codant pour le
TLR7 et leur capacité a répondre a I’imiquimob, un ligand spécifique de ce TLR (Ito et al.,
2002). L’expression du TLRY par des DC conventionnelles a de plus été démontrée derniérement

(Hoene et al., 2006).

Chaque TLR semble avoir une spécificité propre (Table 2). Par exemple, le groupe de
Bruce Beutler a démontré en 1998 le r6le de TLR4 en tant que récepteur du lipopolysaccharide
(LPS), molécule composante de la paroi des bactéries Gram-négatives (Poltorak A et al. 1998).
De méme, le TLR2 reconnait plus spécifiquement 1’acide lipoteichoique de la paroi des bactéries
Gram-positives. La plupart des TLR (TLR 1, 2, 4, 5 et 6) sont ainsi exprimées a la surface des
DC. Cependant, les TLR capables de reconnaitre les acides nucléiques (TLR 3, 7, 8 et 9) sont
localisés dans des compartiments intracellulaires. Ces derniers sont en effet principalement
destinés a reconnaitre des molécules virales, tel que I’ARN simple brin ciblé par le TLR3, et sont
a Porigine de la sécrétion des interférons de type I. Cependant, il est important de noter qu’une
voie de reconnaissance cytoplasmique de ’ARN double brin indépendante du TLR3 a été
découverte chez la souris. Elle se fait via les RIG-1-like receptor (RLR): RIG-1, MDA-5 (RNA
helicases) et PKR dont I’activation aboutit a la sécrétion aussi bien des cytokines inflammatoires
que des IFN I (Yoneyama et al. 2004; Kato et al. 2005). L’ADN viral posséde aussi un récepteur
cytoplasmique encore inconnu (lIshii et al. 2006). Ainsi, la sécrétion des IFN de type | suite a une
infection virale (ARN double brin entre autres) est induite par deux familles de récepteurs mais
dépend du type de DC considéré : RIG-1 pour les DC conventionnelles et les TLR pour les DC
plasmacytoides (Kato et al. 2005).
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Microbial Components Species TLR Usage
Bacteria

LPS Gram-negative bacteria TLR4
Diacy! lipopeptides Mycoplasma TLR6/TLR2
Triacyl lipopeptides Bacteria and mycobacteria TLR1/TLR2
LTA Group B Streptococcus TLRE/TLR2
PG Gram-positive bacteria TLR2
Porins Neisseria TLR2
Lipoarabinomannan Mycobacteria TLR2
Flagellin Flagellated bacteria TLR5
CpG-DNA Bacteria and mycobacteria TLR9

ND Uropathogenic bacteria TLR11
Fungus

Zymosan Saccharomyces cerevisiae TLR6/TLR2
Phospholipomannan Candida albicans TLR2
Mannan Candida albicans TLR4
Glucuronoxylomannan Cryptococcus neoformans TLRZ and TLR4
Parasites

tGPIl-mutin Trypanosoma TLR2
Glycoinositolphospholipids Trypanosoma TLR4
Hemozoin Plasmodium TLR9
Profilin-like molecule Toxoplasma gondii TLR11
Viruses

DNA Viruses TLR9
dsRNA Viruses TLR3
ssRNA RNA viruses TLRY and TLR8
Envelope proteins RSV, MMTV TLR4
Hemagglutinin protein Measles virus TLR2

ND HCMV, HSV1 TLR2

Host

Heat-shock protein 60, 70 TLR4
Fibrinogen TLR4

ND = not determined. See text for references.

Table 2: Reconnaissance des pathogénes par les différents TLR (Akira et al. 2006)

L’expression des TLR peut varier au cours de la maturation. Ainsi le LPS et le polyIC

induisent une augmentation d’expression du TLR2, sur les cellules de la lignée monocytes-

macrophages et les DC de souris (Flo et al. 2001; Nilsen et al. 2004), alors que le TLR4, entre

autres, aurait tendance a diminuer d’expression pendant la maturation.

Bien qu’associée a la maturation des DC et, de ce fait, a une diminution de leurs capacités

phagocytaires, la stimulation des TLR joue neanmoins un role dans la capture des antigénes en

induisant, de maniére trés rapide, une mobilisation des filaments d’actine (West et al. 2004).
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La reconnaissance des ligands par les TLR conduit a I’activation des facteurs de
transcription NF-KB ou IRF (IFN Regulatory Factor). Deux voies de signalisation peuvent étre
distinguées. Une premiére fait intervenir la molécule MyD88 (Figure 2), qui peut se fixer au
domaine intracellulaire de tous les TLR excepté le TLR3. Elle aboutit a la production de
cytokines de type inflammatoire comme le TNFa, I’IL-2 ou I’IL-6 aprés fixation de ligands sur
les TLR 2 ou 4, et d’IFN de type I aprés reconnaissance de ligands par les TLR 7 et 9 (Akira et
al., 2006). La deuxiéme voie est indépendante de MyD88. Elle est impliquée dans la
signalisation du TLR3 mais aussi dans celle du TLR4 et se traduit par la sécrétion d’IFN de type
I. D’autres adaptateurs comme TIRAP, TRAM ou SARM ont ¢été identifiés mais semblent

secondaires, ou plutdt associés a TRIF ou MyD88.

SARM

Figure 2 : Les TLR et leurs adaptateurs (Kaisho and Akira 2004)

L’activation des TLR induit préférentiellement des réponses de type Th1 mais elles n’ont
pas toutes la méme équivalence en terme de production d’IL-12 (Figure 3). Ainsi, le TLR2, qui
forme souvent des hétérodimeres avec TLR1 ou TLR6, favorise plut6t des réponses Th2 par
induction de peu d’IL-12 et de grandes quantités d’IL-10 alors que TLR3 ou 4 induisent de fortes
productions d’IL-12p70 (Pulendran B. et al., 2006).
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Figure 3 : Influence des TLR sur I’orientation de la réponse adaptative (Pulendran B. and Ahmed R.,
2006)

Il existe une coopération entre les TLR. Partant du fait qu'un méme pathogene peut
exprimer différents PAMP, il pourra étre reconnu par plusieurs TLR dont I’activation synergique
aura un effet amplificateur sur la sécrétion de cytokines et 1’expression de certaines molécules.
C’est le cas par exemple des TLR3 et 4 qui peuvent coopérer avec les TLR 7/8 et 9 pour
augmenter la sécrétion d’IL-12 et d’IL-23 ainsi que le ratio de Notch-ligands Delta-4/Jagged-1,
favorisant I’induction de réponses de type Th1 (Napolitani et al. 2005).

Un autre groupe de récepteurs impliqués dans la reconnaissance des pathogenes est
représenté par les NLR (NOD-like receptor). Ceux-ci sont spécialisés dans la reconnaissance
cytoplasmique de motifs bactériens ou de molécules de danger endogénes. Nod-1 et Nod-2, qui
reconnaissent spécifiguement des murapeptides (dérivés des peptidoglycanes bactériens)
(Girardin et al. 2003). Ils activent NFkB alors que d’autres NLR comme les NALP activent la

caspase-1, aboutissant ainsi aux formes actives de 1’IL-1beta et I’IL-18.

De méme que les TLR et les RLR coopérent pour produire les protéines anti-virales, il
existe une coopération importante entre les TLR et les NLR (figure 4). En effet, les TLR, comme
Nodl et Nod2, induisent la production des pro-IL-1beta et pro-IL-18. Ces « pro-cytokines »

nécessitent I’intervention de la caspase-1 pour devenir actives. La caspase-1 est activee apres
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formation de I’inflammasome, multicomplexe protéique qui inclut entre autres les NALP. Les
TLR jouent un role dans ’expression des molécules de I’inflammasome alors que les NALP

permettent son assemblage.

Sensor Signal Response Adaptor
) » 7 Cylokines, Seail
Bacteria NF-x8 chemokines, W

Ziruses —» [ MAPKs —» antiviral proteins, Mal
urgl SN SN pro-IL-1, pro-IL-18 == ¥t
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NDV, VSV, SV, influenza,

paramyxoviruses: RIG-I
TRENDS o dmmnunalagy

Figure 4 : Les différents types de PRR et leur signalisation (Creagh and O'Neill 2006)

Il a aussi été décrit une synergie entre les Nod-ligands et les TLR-ligands: les
murapeptides amplifient les effets du LPS en augmentant la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires et en favorisant la maturation des DC (Fritz et al. 2005). Ils ont aussi un effet
positif sur la sécrétion d’IL-12p70, orientant les réponses lymphocytaires T vers le type Thl

(Tada et al. 2005).

1.3.b) Récepteurs d’endocytose

Comme expliqué précédemment, les DC reconnaissent les pathogenes par divers
récepteurs. Certains, comme les TLR, sont purement signalétiques et permettent 1’activation du
programme de maturation, mais d’autres permettent la phagocytose des antigénes. Parmi ces
derniers, se trouvent les CLR (C-type lectin receptor), d’autres « scavenger receptors » et les

récepteurs aux fragments Fc des anticorps et au complément.
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Le terme CLR regroupe un ensemble de récepteurs capables de reconnaitre des motifs
glycosylés des antigenes, qu’ils soient du « Soi » ou exogeénes. Ils permettent I’internalisation de
ces antigenes pour qu’ils soient dégradés dans les lysosomes puis présentés a la surface des CPA.
Les CLR, en reconnaissant les protéines du soi, participent ainsi au contrdle homéostatique du
systeme immunitaire en supprimant les réactions auto-immunes. La reconnaissance de ces
mémes auto-antigénes dans une situation de stress, ou la reconnaissance de motifs pathogeénes,
conduit a I’activation de réponses immunes. Le role des TLR étant de détecter une situation de
danger, il existe une réelle coopération entre TLR et CLR qui orientera ces réponses

immunitaires.

On peut subdiviser les CLR en quatre groupes (Table 3):
- les récepteurs transmembranaires de type | de la famille des « macrophage mannose receptor »
(MMR).

- les récepteurs de type Il comme DC-SIGN ou la Langerine (lectine exclusivement exprimée par

les cellules de Langerhans, qui participe a la formation de leurs organites spécifiques, les
granules de Birbeck (Valladeau et al. 2000)).

- les collectines, récepteurs solubles que 1’on retrouve a la lumiere des cellules épithéliales
pulmonaires (SP-A, SP-D) ou dans le plasma (MBP). Aprés fixation de leur ligand, elles ciblent
leurs récepteurs cellulaires spécifiques et permettent ainsi d’augmenter la phagocytose des
antigenes (Kawasaki et al. 1983).

- les récepteurs de la famille des « NK receptors ».

Group and
molecular
structurg® C-type lectin Pathogen Ligand spacificity
MMR family MMR HIV, Pneumocystis, Mycobacterium tubercwosis, C. albicans Manncse, fucasa, sLe®
DEC-205 Unknown Unknown
%} Endo-180 Unknown Collagen, mannose, fuccse, GlcNAc
Collectins MBL HIV, 1AV, Staphylococous aureus, Streptococcus pneumaoniae,  GlcNAc, ManNAc, fucase, gluccse
C albicans, Aspergillus fumigatus
SP-A 1AV, RSV, HSVA1, S aweus, S. pneumoniae, A. fumigatus ManNAc, fucose, glucosa, GlcNAc
SP-D 1AV, RSV, M. tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Maltcse, manncse, glucose, lactese,
é A fumigatus, C. albicans galactose, GlcNAc
Type Il receptors DC-SIGN HIV, HCV, CMV, Dengue, H. pylon, M. tuberculosis, Mannan, Le* Le® LeY, La® SLe®
S. mansoni, C. albicans, A fumigatus, Leishmania ManLam
=t L-SIGN HIV, HCV, S. mansoni Mannan, Le?, LeY, Le®
e DCIR Unknown Unknown
Langerin Unknown Manncse, GlcNAc, fucess, 6SLe*
DCAL-1 Unknown Unknown
BDCA-2 Unknown Unknown
NK receptars B-GR (Dectin-1)  Pneumocystis, C. albicans B-Glucan
CLEC-1 Unknown Unknown
% CLEC-2 Unknown Unknown

Table 3 : Récepteurs de la famille des lectines de type C (Cambi et al. 2005)
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La particularité structurale des CLR est de posseder au moins un « carbohydrate
recognition domain » (CRD) a méme de reconnaitre des sucres particuliers sur les antigénes, et
ceci de maniére calcium dépendante. Les récepteurs de type 1l possedent un CRD, ceux de type |
en possédent plusieurs. Les CLR reconnaissent en majorité des résidus mannose, fucose et
galactose mais également les antigenes de groupe sanguin Lewis (Appelmelk et al. 2003). La
spécificit¢ des CLR vient de I’agencement de ces résidus sur les protéines et de la

multimeérisation des récepteurs (Mitchell et al. 2001).

La plupart des CLR interviennent dans I’endocytose des antigénes et possédent de ce fait
un motif spécifique d’internalisation : un motif di-leucine, un complexe tri-acide ou un motif

tyrosine qui cible les vésicules a clathrine (Figure 5).

Type |
DEC-205
s
S
Type |l
MMR Langerin
& oc-sieN )
5 CCIR
Dectin-1
CRD1 a1 Q)
2
3 Dectin-2
4
8 : '
7 P e
p
8 P

0 Carbohydrate recognition domaine A Triad of acidic amino acids
(OFD 0c RO e domeie I3 Fibronectin type |l repeat

¢ Tyrosine-based motif for targeting [ Di-kucine motif
to coated pits and internalizati
O coated prs and Intern: ization D Tanr_lem re-pem

Figure 5 : Deux grandes familles de récepteurs type lectines C : & un ou plusieurs CRD (Hartgers et
al. 2000)

Il est a noter que certains pathogénes utilisent les CLR pour échapper au systeme
immunitaire et assurer leur survie en induisant la phagocytose et la présentation de leurs
protéines dans un contexte de tolerance. Il a également été montré que certains de ces récepteurs

¢taient des voies d’entrée pour des virus, I’exemple le plus connu étant le HIV qui cible DC-
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SIGN et infecte les DC dans le but d’étre transporté jusqu’aux ganglions lymphatiques ou il
pourra étre transmis aux cellules T (Geijtenbeek et al. 2000D).

Les lectines sont aussi des immunorécepteurs et permettent la transmission de signaux,
soit activateurs, soit inhibiteurs, a la maniere des récepteurs NK. Parmi les lectines de type C (ou
« lectin-like »), on trouve deux grandes familles de récepteurs: la famille de Dectin-1 (CLEC-1, -
2, MICL, LOX-1) et la famille de DCIR (DCAR, BDCA-2, Dectin-2, MCL, Mincle), qui se
différencient par leur position génique, néanmoins toutes deux proches des géenes codant pour les
récepteurs NK (chromosome 12). Ce sont tous des récepteurs de type Il possedant un CRD mais
qui different par leur mode de signalisation. DCIR, récepteur inhibiteur, posséde un domaine
ITIM dans sa partie cytoplasmique (Bates et al. 1999). Dectin-1 posséde lui un ITAM alors que
DCAR (chez la souris) forme un complexe avec 1’adaptateur activateur FcRgamma (Kanazawa

et al. 2003).

LOX-1 est un récepteur « lectin-like » mais est aussi classé dans les récepteurs
« scavenger » (récepteurs « d’épuration »). Comme les autres récepteurs scavenger (SR), sa
fonction premiere est de lier et phagocyter des structures polyanioniques. Ils participent ainsi a
I’homéostasie lipidique.

Son réle a cependant été étendu et il a été impliqué dans I’immunité innée. Il est capable
de lier des cellules apoptotiques ou agées, de détecter des composants bactériens (il coopére avec
TLR2) et est impliqué dans la reconnaissance d’antigénes complexés par les HSP (Heat Shock

Protein), ce qui favorise leur présentation croisée aux lymphocytes CD8 (Delneste et al. 2002).

Une voie relativement importante de I’immunité innée est la voie humorale, représentée
par les anticorps et les molécules du complément qui peuvent opsoniser les antigenes en
complexes immuns (Figure 6). Ces complexes ciblent des récepteurs spécifiques des DC, dont
les principaux sont CR3 (CD11b), CR4 (CD11c) et les récepteurs des fragments Fc gamma
(entre autres), ce qui facilite la phagocytose des antigénes. Le récepteur principal au C1q, formé
de la calréticuline et du CD91, permet la phagocytose de cellules apoptotiques (Ogden et al.
2001).
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Figure 6 : Récepteurs au complément et aux fragments Fc des anticorps (Bajtay et al. 2006)

1.3.c) Récepteurs de danger

La notion de signal de danger détecté par le systeme immunitaire fut émise en 1994, avec
pour postulat que ce dernier était capable de détecter outre des molécules étrangéres, tous
dommages tissulaires ou cellulaires (Matzinger 1994). Toute substance libérée par une cellule en
état de stress ou en train de mourir est susceptible de moduler le profil des APC. Ces molécules
sont nombreuses et variées et peuvent induire la maturation des DC. On peut citer la bradykinine,
libérée par le tissu lésé et connue pour son role vasodilatateur, son effet sur la perméabilité
vasculaire et son réle dans les sensations de douleur. Elle agit sur des récepteurs spécifiques
(B2R entre autres) et incite les DC a produire de I’TL-12, orientant ainsi les réponses vers le type
1 (Aliberti et al. 2003). L’acide urique, également libéré lors de lésions cellulaires, peut induire
la maturation des DC et la « cross-présentation » d’antigénes aux lymphocytes CDS8 (Shi et al.
2003).

Les cellules soumises & un stress metabolique sécrétent des réactifs oxygénés qui peuvent
activer les DC (Rutault et al. 1999). Des molécules constitutives modifiées par le stress peuvent
aussi agir sur les DC. C’est le cas des produits de dégradation de I’héparane sulfate (composant
de la matrice extracellulaire) qui ciblent les TLR (Kodaira et al. 2000) ou des fragments de
hyaluronane qui fixent le CD44 et activent les DC (Termeer et al. 2000).
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Certaines molécules endogénes, comme I’ATP ou I’'UTP, normalement cytosoliques,
peuvent étre libérées dans des conditions de stress, d’hypoxie ou d’inflammation et activer les
DC via les récepteurs purinergiques (P2Z/P2X7), en conjonction avec le TNFa (Schnurr et al.
2000).

Le VIP (vasoactive intestinal peptide), un neuromédiateur qui peut étre libéré en cas de
dommage tissulaire, peut aussi activer les DC (Delneste et al. 1999).

Les Hsp (molécules de choc thermique) sont normalement intracellulaires et servent de
chaperonnes pour les protéines mais sont libérées en cas de Iésion membranaire (sous forme de
complexes Hsp-peptides) (Basu et al. 2000). Elles peuvent aussi étre transloquées a la membrane
cellulaire sous un stress infectieux (Belles et al. 1999). Elles représentent un puissant signal de
danger pour les DC via notamment LOX-1 qui est sans doute le principal récepteur de ces
complexes. CD40 serait capable de lier les Hsp70 bactériennes (Wang et al. 2001), ainsi que des
complexes Hsp-peptides et de les internaliser (Becker et al. 2002). Les TLR2 et 4 ont été
impliqués dans la reconnaissance des Hsp et la transmission de signaux pour la synthése de
cytokines inflammatoires (Asea et al. 2002). Hsp70 pourrait aussi étre reconnue par le CCR5
(Floto et al. 2006).

Les DC sont ¢également sensibles a des signaux de danger inductibles. C’est le cas de
différentes cytokines produites précocement a la suite d’une infection, et qui peuvent agir de
maniére autocrine ou paracrine. Le TNFa et I’'TL-1béta peuvent étre produits par les tissus Iésés
ou par les DC matures, et sont considérés comme des signaux de danger primaires et de
« feedback » positif. Les IFN de type I, produits en grande quantité lors d’une infection virale,
peuvent activer les DC au repos ou agir en synergie avec le TNFa pour augmenter leur propre
maturation (Luft et al. 1998).

Les DC sont également sensibles aux signaux de danger fournis par d’autres cellules
immunitaires. C’est le cas pour I’IFNy, produit par les macrophages activés, les cellules NK ou
encore les lymphocytes T activés. Les DC expriment le récepteur a I’I[FNy, constitu¢ de deux
chaines. La chaine alpha est continuellement recyclée et est impliquée dans la signalisation du
récepteur. La chaine béta est constitutivement exprimée par les DC mais a tendance a diminuer
pendant la maturation (Kalinski et al. 1999). Ceci leur confere une sensibilité plus accrue a
I’IFNy dans leurs états précoces de maturation. On peut également citer le CD40L (ou CD154),
exprimé par les cellules T activées et qui peut avoir un role essentiel en tant que signal

secondaire de maturation, via son récepteur CD40, dans les ganglions lymphatiques. Il peut
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¢galement étre exprimé par les plaquettes, activées lors d’une blessure, et est de ce fait un

initiateur précoce de la maturation des DC (Martinson et al. 2004).

1.3.d) Molécules de présentation antigénique

Les DC sont capables de présenter des peptides antigéniques associés aux molécules du
CMH de classe | ou Il et également des motifs lipidiques sur les molécules CD1. Ces voies de
présentation sont détaillées au chapitre 1.4.c. Ceci leur confere une aptitude a activer un
ensemble de populations lymphocytaires : de type NKT et également de type CD4 ou CD8 via
leur TCR. Par les récepteurs au complément et aux immunoglobulines, elles peuvent

« présenter » des antigénes opsonises aux lymphocytes B.

1.3.e) Molécules de costimulation

Outre la stimulation du TCR par les complexes CMH-peptides, les lymphocytes T nécessitent
I’intervention d’autres signaux pour une activation orientée. Ces signaux, les molécules de
costimulation, jouent un role essentiel puisqu’ils régulent les réponses immunes en induisant
tolérance ou immunité. Cette régulation fait intervenir un ensemble complexe de récepteurs et
ligands, dont I’expression sur les lymphocytes T et DC varie en fonction du contexte
(Hochweller and Anderton 2005). On distingue plusieurs familles de molécules de
costimulation (Figure 7):
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Figure 7: Interaction DC-LT et molécules de costimulation (O'Neill et al. 2004)

a) Famille B7

CD80/CD86 — CD28/CTLA-4

Parmi ces molécules, CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2) (Table 4 et 5) sont sans doute les plus
importantes. Ces deux ligands du CD28, exprimés par les DC, amplifient de maniére trés forte
les signaux issus de I’activation du TCR. Mais leur cinétique d’expression différe : CD86 est
exprimé constitutivement et son expression augmente rapidement lors de la maturation, alors que
celle du CD80 est plus tardive. Ils ne sont pas non plus équivalents dans la différenciation des
lymphocytes T CD4, CD86 étant plutot associé aux reponses Th2 (Chen et al. 2006).

Au niveau de la synapse immunologique (cf § 1.5.a.a), la costimulation du CD28 par
CD80 et CD86 induit une prolifération et une meilleure survie des lymphocytes T avec
production d’IL-2. Elle induit également une augmentation de I’expression d’autres molécules

membranaires, dont CD40L et ICOS.
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Il existe un homologue de CD28, CTLA4, dont les effets, aprés fixation des mémes
ligands CD80 et CD86, sont opposés. C’est une molécule intracellulaire (endosomale) qui
devient membranaire apres activation des lymphocytes T (Lindsten et al. 1993). La majorité des
CTLA-4 intracellulaires se polarisent au site d’engagement du TCR (T Cell Receptor) (Linsley et
al. 1996) et sont ensuite transloqués a la membrane au niveau de la synapse immunologique. Sa
relocalisation est controlée par I’intensité du stimulus TCR (Egen and Allison 2002), et apparait
comme un moyen de régulation de I’activation T. Il augmente la mobilité des cellules T,
réduisant ainsi la durée d’existence de la synapse DC- lymphocytes T, et diminue la production
de cytokines et la prolifération (Schneider et al. 2006).

La forme membranaire du CTLA-4 exprimé par les lymphocytes T régulateurs, ainsi que
la forme soluble peuvent également transmettre des signaux aux DC via CD80/CD86 en
induisant de fortes sécrétions d’IFNy, qui par une boucle autocrine-paracrine, stimule
I’expression d’indoleamine dioxygenase (IDO) par les DC (Grohmann et al. 2002). IDO étant
impliqué dans les phénomenes de tolérance, ceci apparait comme un autre moyen de contréle de

la réponse immune.

ICOS - ICOS-L

ICOS-L est un membre de la famille B7 et ICOS un autre homologue de CD28. A la
différence de celui-ci, ICOS n’est pas constitutif et est exprimé apres activation du TCR et
stimulation de CD28. Il apporte des signaux positifs secondaires pour 1’activation, la

prolifération et la différenciation des lymphocytes T, mais n’induit pas de production d’IL-2.

Ligands de la famille B7 Synonymes

B7-1 CD80

B7-2 CD86

B7-H1 PD-L1;CD274

B7-H2 ICOS-L ; B7h ; B7TRP-1; LICOS; CD275
B7-H3 CD276

B7-H4 B7x ; B7-S1

B7-DC PD-L2; CD273

Table 4: Famille B7
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PD1 - PDL1/2

PD-1 est un autre membre de la famille B7 et de la superfamille des Immunoglobulines,
mais a la différence de CD28, il est monomérique. Il possede, dans sa partie cytoplasmique, un
motif ITIM qui lui donne des propriétés immuno-inhibitrices. PD-1, comme CTLA-4, nécessite
une co-localisation avec le TCR et CD28 pour induire son inhibition.

Du fait de sa répartition trés large sur les populations immunes (lymphocytes T,
lymphocytes B, monocytes), ainsi que celle de ses ligands, il offre de nombreuses possibilités
d’interactions bidirectionnelles. Ainsi il peut réguler les réponses immunes a différents niveaux,
d’autant plus que PD-L1 est exprimé par des tissus non lymphoides (cellules endothéliales,
pulmonaires, placentaires...) (Ishida et al. 2002; Petroff et al. 2003). Les lymphocytes T
régulateurs CD4+CD25+ 1I’expriment aussi et il semble jouer un réle dans leurs propriétés

régulatrices (Kitazawa et al. 2007).

Les deux ligands ne sont pas équivalents en terme de liaison a PD-1 puisque PD-L2
possede une affinité deux a six fois plus importante que PD-L1 (Zhang et al. 2004), mais son

expression est restreinte aux macrophages et DC apres activation. Ils semblent aussi impliqués
dans des réponses T CD4 différentes puisque I’IFNY induit ’expression de PD-L1 sur les
macrophages alors que I’'IL-4 induit celle de PD-L2 (Loke and Allison 2003).

La voie de PD-1 pourrait étre impliquée dans la régulation des infections virales
chroniques (Barber et al. 2006). Elle apparait également comme un moyen d’échappement des
cellules tumorales (PD-L1+) au systeme immunitaire et représente une approche thérapeutique
prometteuse (Iwai et al. 2002; He et al. 2005).

B7-H3
B7-H3, un autre membre de la famille B7, est exprimé par les DC humaines immatures et
matures. Il peut étre induit sur les DC de souris par I’IFNy mais pas par I’IL-4. Son r6le peut étre

activateur ou inhibiteur sur les populations lymphocytaires mais son récepteur n’est pas encore

identifié (Chapoval et al. 2001; Suh et al. 2003).
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B7-H4

B7-H4 (ou B7x ou B7S1) a une fonction inhibitrice de 1’activation lymphocytaire (Sica et
al. 2003). Bien qu’il ait d’abord été décrit comme étant le ligand de BTLA, son récepteur reste
encore inconnu. BTLA a la méme fonction inhibitrice que CTLA-4 ou PD-1 et bien que
constitutif, il est aussi induit apres activation des lymphocytes T (Watanabe et al. 2003). 1l est
exprimé préférentiellement par les lymphocytes CD4 Thl mais est aussi retrouvé sur les
lymphocytes B, laissant entrevoir un contréle de ces deux types cellulaires. Son seul ligand
connu a I’heure actuelle est HVEM. B7-H4 est aussi exprimé par les cellules tumorales, comme
PD-L1.

D’autres membres de la famille B7 ont ét¢ identifiés (BT3) mais dont les fonctions et les

récepteurs restent encore inconnus (Compte et al. 2004).

T calP® Antigen-presenting cells
Professional Mon-professional
Endothelial  Epithelial  Other®
Expression  Signal Receptor Ligand DC B M cels cells Superfamily
Constitutive  Positive coDz2a B7-1 (CDB0) | | i = =t - CD28/B7
coDz2a B7-2 (CDB6) | | i = =t - CD28/B7
co27 CD70 i i i - | i TNF/TNFR
HVEM LIGHT i i i -} | i TNF/TNFR
Inducible Pasitive IC0S ICOS-L i i i i | i CD28/B7
CD30 CD30L (CD153) (-} i i (-} | i TNF/TNFR
OX40 (CD134) OX40L f | | i - f TMF/TNFR
4-1BB (CD137) 4-1BBL | f { - () f THF/TNFR
SLAM (CD150)° SLAM (CD150) i i i - - - la
Negative CTLA-4 (CD152)  B7-1 (CD80) } } } -d -d -d CD28/B7
CTLA-4 (CD152)  B7-2 (CDB6) i i i - -d - CO28/B7
PD-1 PD-L1 f | | i | f CD28/B7
PD-1 PD-L2 f - | i | (- CDh28/B7
Unknown' B7-H3 | -+ | - | | CD28/B7
BTLA B7-H4 (BTLA-L)  (-) f { (-)? (—P (—)? CD28/B7

Table 5: Molécules de costimulation des lymphocytes T - récepteurs et ligands (Kroczek et al. 2004)
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B) Famille de TNF/TNFR

La famille du TNF (Table 6) est un autre groupe de molécules costimulatrices jouant un

réle tres important dans la modulation des réponses immunes. Leur expression est régulée apres

activation du TCR et stimulation du CD28, les impliquant dans le contréle de la longévité de

’activation des lymphocytes T (Hochweller and Anderton 2005).

TNFRSF | (récepteurs) TNFSF | (ligands)
1 TNFalphaR 4 OX40L = CD134L = GP34
2 TNFbetaR 5 CDA40L (CD154)
5 CD40 6 FasL (CD178 = CD95L)
6 FAS = CD95 = APO1 7 CD70 =CD27L
6B DcR3 (TR6) 8 CD30L = CD153
7 CD27 =(Tcell activation antigen) 9 4.1 BBL
9 CD137=4.1BB 10 TRAIL = APO2L
10A TRAILR1 =DR4 11 OPGL = RANKL = TRANCE
10B TRAILR2 = DR5 12 TWEAK (weak inducer of apoptosis)
10C TRAILR3 = DcR1 (decoy receptor) 13 APRIL = TALL2
10D TRAILR4 = DcR2 13B Blys = BAFF = TALL1 = THANK
11A RANK (récepteur activateur de NFkB) 14 LIGHT = HVEML
11B OPG 15 TL1 = VEGI
13B TACI (transmembranaire activateur) 18 GITRL = AITRL
13C BAFFR
14 HVEM (herpes virus entry mediator)
16 NGFR (nerve growth factor)
17 BCMA (B cell maturation factor)
18 GITR
19 TROY =TAJ
21 DR6
25 APQO3 = DR3 (death receptor)

Table 6: Famille du TNF — récepteurs et ligands

CD70-CD27

CD70 a beaucoup d’homologies avec les TNF et est exprimé par les DC et les

lymphocytes activés. Son récepteur, le CD27, est retrouvé sur les populations lymphocytaires T,

B, NK et est nécessaire pour I’expansion des lymphocytes T CD4 et CDS8 en situation d’infection
(Hendriks et al. 2000). La stimulation du CD27, sur des lymphocytes T CD8 activés par le TCR,

les conduit a I’expansion et la survie grace a I’expression du récepteur a I’IL-7 (chaine alpha).

Par contre, CD27 n’intervient pas dans les fonctions effectrices (fonction cytolytique et

production d’IFNy) (Carr et al. 2006). CD27, qui a tendance a augmenter apres activation,

Optimisation de la production de cellules dendritiques pour leur utilisation en immunothérapie anti-tumorale

29



diminue progressivement avec 1’acquisition des fonctions effectrices par les lymphocytes T
(Hamann et al. 1999). Les CD8 mémoires, par contre, I’expriment fortement. CD70 partage un
mode d’expression commun aux CMH II. Il est stocké dans les compartiments MIIC (MHC II
compartment) et apres interaction des DC avec les lymphocytes T, il est exporté a la membrane

au niveau de la synapse immunologique (Keller et al. 2007).

OX40 - OX40L

0X40, d’abord identifié chez le rat, puis chez la souris et ’homme, est préférentiellement
exprimé par les lymphocytes T CD4 (Taraban et al. 2002), et plus fortement sur les Th2. OX40L
peut étre exprimé par les DC, aprés activation par le CD40L notamment (Fillatreau and Gray
2003). Ce duo moléculaire semble amplifier I’activation des lymphocytes T et leur production de
cytokines. A la maniere de CD27, il apparait plus impliqué dans la survie des lymphocytes T que

dans leur division (Rogers et al. 2001).

4-1BB - 4-1BBL

4-1BB (CD137) est exprimé par les lymphocytes T apres activation, qu’ils soient CD4+
ou CD8+, et Thl ou Th2. Son expression coincide avec celle de CD69, marqueur précoce
d’activation lymphocytaire (Dawicki and Watts 2004). Son engagement sur les DC induit la
sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 (Wilcox et al. 2002). L’engagement de 4-1BB sur les lymphocytes T
amplifie leurs fonctions effectrices (Wen et al. 2002), en modulant les effets de CD28 et en
favorisant les réponses Thl (Kim et al. 1998). Sur les lymphocytes T CDS8, il a pour effet
d’augmenter 1’expression des molécules effectrices (perforine, granzyme A, cytokines)
(Bukczynski et al. 2004) et pourrait jouer un rdle dans la différenciation des lymphocytes
memoires (Wiethe et al. 2003). 4-1BBL, dont I’implication dans les réponses antivirales a été
démontrée chez la souris (Tan et al. 1999), induit aussi une augmentation d’expression de

molécules anti-apoptotiques (Bcl-X.) favorisant la survie des CD8.

HVEM - LIGHT

HVEM est exprimé par les cellules T au repos, les monocytes et les DC immatures, et a
tendance a diminuer aprées activation (Morel et al. 2000). LIGHT est retrouvé sur les
lymphocytes T CD4 et CD8 aprés activation, les monocytes, les cellules NK et les DC
immatures. Cette expression réciproque et transitoire sur les lymphocytes T et DC indique une
fenétre courte de signalisation, dans les heures qui suivent le contact cellulaire. Cet échange de

signaux induit d’une part une prolifération des cellules T avec production de cytokines (Tamada
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et al. 2000), et d’autre part une maturation des DC (Morel et al. 2003). Une déficience en
LIGHT altére les réponses allogéniques, préferentiellement celle des lymphocytes T CD8 (Liu et
al. 2003). L’effet ’HVEM est indépendant de CD28 et, a la maniére de 4-1BB, est important en

cas de déficience d’autres molécules de costimulation (Scheu et al. 2002).

GITR-GITRL

GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor) est exprimé sur les
lymphocytes CD4, Thl ou Th2 et les lymphocytes CD8 aprés activation, et constitutivement sur
les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+. GITRL, présent sur les CPA, a un effet costimulant
sur les lymphocytes T actives par le TCR (et CD28) en induisant leur prolifération et la synthese
de cytokines (IFNy, IL-2, IL-4, IL-10). II régule également I’activité des lymphocytes T
régulateurs puisqu’il permet de lever leur inhibition sur les autres populations de lymphocytes T
CD25- (Shimizu et al. 2002), du moins chez la souris car chez ’homme, cette propriété ne
semble pas exister (Tuyaerts et al. 2007). GITRL a été identifié chez les DC (Yu et al. 2003a) et

semble jouer un role dans I’activation des cellules NK (Hanabuchi et al. 2006).

Les DC n’expriment pas seulement des ligands impliqués dans la costimulation des
lymphocytes mais également des récepteurs leur permettant de répondre a des signaux délivrés
par les lymphocytes T helper. C’est le cas de HVEM ou 4-1BB, mais aussi du CD40 et de
RANK.

CD40 - CD40L

En dehors du fait que cette interaction moléculaire est d’'une grande importance pour
I’activation des lymphocytes B, CD40 est le récepteur de costimulation des DC le plus
caractéristique et le plus décrit. Sa stimulation, par son ligand CD40L (CD154) ou un anticorps
agoniste, est impliqué dans la maturation des DC en induisant une augmentation des molécules
de costimulation CD80 et CD86 (Caux et al. 1994). L’interaction CD40-CD40L est aussi
essentielle pour la sécrétion d’IL-12 (Cella et al. 1996; Koch et al. 1996). En son absence, la
maturation des DC est altérée, induisant une faible sécrétion d’IL-12, ce qui empéche la
génération d’immunité anti-tumorale (Mackey et al. 1998). La signalisation via CD40 est aussi

impliquée dans la présentation antigénique (Machy et al. 2002; Delamarre et al. 2003).
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L’interaction CD40-CD40L, en apportant 1’aide nécessaire aux DC, est d’une importance
capitale pour la génération de lymphocytes T cytotoxiques (Bennett et al. 1998; Schoenberger et
al. 1998).

CD40L peut étre présenté aux DC par les plaquettes activees en périphérie ou par les
lymphocytes T helper apres activation (par le CD28), ou encore par les cellules NKT (Fujii et al.
2004).

TRANCE - RANK

En plus d’étre impliqué dans 1’organogénése des ganglions lymphatiques et le
développement des cellules T, TRANCE (TNF-related activation-induced cytokine) joue un role
dans les réponses immunes (Kong et al. 1999).

Il a une grande ressemblance avec CD40L et son expression est restreinte aux
lymphocytes T. RANK (Receptor Activator of Nuclear Factor-Kappa B) est exprimé par les DC
a 1’état mature (Anderson et al. 1997). Sa stimulation induit les mémes effets que celle du CDA40,
soit une meilleure survie des DC et une sécrétion de cytokines inflammatoires (Josien et al.
2000). Elle permet également de supplanter 1’effet du CD40L et permet une différenciation des
lymphocytes T CD4 en lymphocytes T Thl par la sécrétion d’IL-12 (Bachmann et al. 1999).
TRANCE-RANK semble étre la voie CD40-indépendante d’aide des lymphocytes T helper aux
DC pour I’activation des lymphocytes CDS8 cytotoxiques (Lu et al. 2000). 1l existe une réelle
coopération entre CD40L, TRANCE et TNFa pour I’induction de lymphocytes T cytotoxiques

en cas d’infection virale (Yu et al. 2003b).

v) Autres

CD83

CD83 est le marqueur caractéristique des DC matures (Zhou and Tedder 1996), il
appartient a la superfamille des Immunoglobulines. A 1’état de traces dans les macrophages et les
monocytes (Cao et al. 2005), il est trés faiblement exprimé sur les DC immatures et augmente
fortement au cours de la maturation, en synergie avec les molécules de costimulation. Il est peu
présent sur les lymphocytes B et les lymphocytes T, mais augmente apres activation (Cramer et
al. 2000) et est implique dans la longevité de ces deux types cellulaires (Prazma et al. 2007).

Sa fonction a longtemps été mal connue et ses ligands restent encore indéterminés mais il

semble qu’il joue un réle important dans la régulation des réponses immunes, notamment dans la
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génération des thymocytes et des lymphocytes T CD4 chez la souris (Fujimoto et al. 2002). Il
joue également un rdle clé dans la fonction des cellules B puisqu’il régule 1’expression du CMH
Il et du CD86 (Kuwano et al. 2007). Sa fonction, au niveau des DC, dépend de son mode
d’expression. La forme membranaire participe a I’activation des cellules T, sa diminution (par
I’utilisation d’ARN interférence) compromet fortement cette fonction (Aerts-Toegaert et al.
2007; Prechtel et al. 2007). La forme soluble, quant a elle, a des propriétés immuno-inhibitrices
(Lechmann et al. 2001) et peut empécher la prolifération des lymphocytes T (Dudziak et al.
2005).

Enfin, un ensemble de molécules a été décrit comme impliqué dans la régulation de la
fonction activatrice des DC (Woodhead et al. 2000). C’est le cas de CD13 (aminopeptidase N),

CD147 (neurothéline), CD98 (qui intéragit avec les intégrines (1), CD87 (urokinase

plasminogen activator receptor), CD148 (tyrosine phosphatase)...

1.3.f) Molécules solubles : cytokines et chimiokines

Les DC produisent apres activation une grande variété de chimiokines (Table 7) et
cytokines. Les chimiokines assurent la répartition au sein des tissus des différents acteurs
cellulaires de I’'immunité et permettent leur guidage vers leur site spécifique d’action. Les
cytokines ont une importance capitale dans le systeme immunitaire car elles permettent une
communication entre les types cellulaires, assurant ainsi ’homéostasie des tissus, le controle de
la prolifération et de la survie, ainsi que la différenciation cellulaire. Elles permettent de lier le
systeme inné au systeme adaptatif.

a) Les Chimiokines

Les chimiokines sont un groupe de petites molécules (8 a 14 kDa), impliquées dans la
régulation des trafics cellulaires (leucocytes), le développement, 1’homéostasie et la fonction du
systéme immunitaire. Elles peuvent également jouer un réle auprés des cellules du systeme
nerveux central et des cellules endothéliales. On peut les subdiviser en quatre groupes : les C, les
CC, les CXC et les CXXC selon que leurs résidus cystéines, dans la protéine mature, sont

accolés ou séparés par des acides aminés.
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MIP-1la (CCL3) et MIP-1p (CCL4), avec MCP-1 (CCL2) et RANTES (CCLY5), font partie
des chimiokines inflammatoires sécrétées précocement par les DC qui ciblent le CCR5. Elles
permettent une attraction des lymphocytes T activés (Taub et al. 1993a). Elles sont aussi des
signaux d’attraction pour les lymphocytes T naifs sensibilisés (par des signaux inflammatoires)
qui expriment alors le CCRS5 et sont d’autant plus importantes pour I’initiation d’une réponse
immune vis-a-vis d’un antigéne. Enfin, elles ont été décrites chez la souris comme étant
fortement sécrétées apres interaction entre les DC et les lymphocytes T CD4 helpers dans les
ganglions lymphatiques, attirant les CD8 naifs aux sites d’interaction (Castellino et al. 2006).
Ceci a pour conséquence I’initiation d’une réponse lymphocytaire T CD8, avec en particulier un
profil de cellule pré-mémoire exprimant les chaines a des récepteurs a I’IL-6 et I’IL-7 (Castellino
and Germain 2007).

De plus, CCL3 et CCL4 assurent une différenciation des lymphocytes T CD4 en sous-
types Thl ou Th2 (Luther and Cyster 2001).

Une autre chimiokine, spécifique des DC, a été impliquée dans le recrutement
ganglionnaire des lymphocytes T naifs (Adema et al. 1997) et des lymphocytes B (Lindhout et
al. 2001): DC-CK1 (CCLI18). Sa sécrétion est particuliére puisqu’elle aurait tendance a diminuer

durant la maturation (Vulcano et al. 2003).

IP-10 (CXCL10) et Mig (CXCL9), sécrétées par les DC, ont d’abord été identifiées
comme des chimiokines attractives des lymphocytes T CD4 et CD8 activés (Taub et al. 1993b;
Loetscher et al. 1996). Elles sont particuliérement spécifiques des lymphocytes CD4 Th1l, qui
expriment le récepteur CXCR3 (Bonecchi et al. 1998). Il a ensuite été montré que les
lymphocytes mémoires expriment également le CXCR3, ce qui les rend sensibles a IP-10 et Mig
(Rivino et al. 2004). Les DC, en sécrétant Mig et IP-10 (et I-TAC ou CXCL11), favorisent ainsi
leur interaction avec les lymphocytes Thl et CTL déja différenciés et mémoires. Mig induit aussi
la prolifération des lymphocytes T (Whiting et al. 2004). Les DC expriment le CXCR3 et IP-10
joue un role adjuvant sur les DC pour la presentation antigénique (Krathwohl and Anderson
2006).

MDC (CCL22) et TARC (CCL17) sont deux chimiokines plus spécifiques des
lymphocytes CD4 Th2 (CCR4+) mais sont sécrétées, avec Mig et IP-10, plus tardivement que les
chimiokines inflammatoires. Le PGE2 et I’histamine, deux molécules associées aux réponses de
type Th2, induisent une augmentation de production par les DC de CCL22 et CCL17 (Mcllroy et

al. 2006). Elles induisent aussi une diminution d’IP-10 et sont donc impliquées dans la création
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d’un environnement favorable aux réponses humorales, en plus de la maturation des DC vers un

profil pro-Th2.

CCL19 (ELC), CCL21 (SLC)

CCR7
CCL18 (DC-CK1) ?
CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B) CCR5
; : CCLY (Mig), CCL1O (TIP-10),
Homéostatique CCLI1 (T-TAC) CXCR3
CCR4

CCL17 (TARC), CCL22 (MDC)

CCL11 (Eotaxin), CCLS

(CCR3)
(RANTES), CCL8 (MCP-2)

CXCRD (LT helper des follicules B)

e CCR7

Inflammatoire CXCLI3 (BLC) CXCR5

\ CXCR4

CCR7 (centraux mémoires)
@ CXCR5 (non polarisés)

CXCR3 (pré-Thi)

CCR4 (pré-Th2)

Table 7: Classification des chimiokines

Les DC sécretent précocement CXCL8 (ou IL-8) qui est impliquée dans le recrutement
des neutrophiles aux sites d’inflammation (Yoshimura et al. 1987)

.CXCL13 est également sécrétée par les DC myéloides, ce qui amplifie le recrutement
des lymphocytes B dans les ganglions. Sa sécrétion a tendance a diminuer apres stimulation du

CDA0, soit apres interaction avec les lymphocytes T helpers (Vissers et al. 2001).

Les DC répondent aux chimiokines par I’expression de différents récepteurs qui varient au
cours de la maturation : CCR1, CCR2, CCR5, CXCRI1 a I’état immature, CCR7 et CXCR4 a
1’état mature (Sallusto et al. 1998). Le CCR7 est un récepteur primordial pour les DC car il leur
permet de migrer vers les tissus lymphatiques (vaisseaux et ganglions) via un gradient croissant
des molécules CCL19 (ELC) et CCL21 (SLC) (Martin-Fontecha et al. 2003; Ebert et al. 2005)
(cf§l.4.e).
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B) Les Cytokines

On peut classer les cytokines de différentes manieres. Certaines sont dites pro-
inflammatoires, c’est le cas de I'IL-1B, I’'IL-6, le TNFa, qui sont sécrétées trés t6t lors de la
réponse immune. Elles sont aussi impliquées dans le « priming » des cellules T. D’autres jouent
un rble dans leur maturation: IL-12, IL-18, IL-7. L’IL-15 et I’IL-7 sont aussi dites
homéostatiques car elles jouent un role dans la survie des lymphocytes T.

On peut également classer les cytokines selon leur famille d’appartenance : famille de I’TL-1 (IL-

1o/B, IL-18...), famille de I'IL-6 (IL-6, IL-11...), famille de 'TL-12 (IL-12, IL-23, IL-27).

IL-10/p

L’IL-1, ou antérieurement LAF (lymphocyte activating factor), est un médiateur clé dans
la défense de 1’hote et de I’inflammation. Son rdle a été décrit il y a presque 20 ans (Dinarello
1991). L’IL-1B, sécrétée précocement apres activation des DC, a des actions trés étendues, dont

I’activation de la prolifération des lymphocytes B et T et I’induction d’IL-2.

IL-2

L’IL-2, ou TCGF (T cell growth factor), joue un rdle essentiel dans 1’activation des
lymphocytes T CD4 et CD8 ; elle induit leur prolifération. Les lymphocytes T régulateurs en
sont également trés dépendants et expriment fortement son récepteur, le CD25. La source
principale d’IL-2 vient des lymphocytes T eux-mémes, mais il a été décrit que les DC, en
présence d’IL-15, sont capables d’en produire (Feau et al. 2005). L’IL-2 peut agir en synergie
avec d’autres cytokines (Figure 8), comme I’'IL-18 ou la famille de 1’IL-12, pour augmenter son
role activateur. Elle régule aussi 1’expression de 1I’'IL-4 par les lymphocytes T CD4, favorisant
ainsi le profil Th2 (Ben-Sasson et al. 1990). Elle a un rdle trés important dans 1’activation des
NK (Granucci et al. 2004).

IL-6

L’IL-6 est une cytokine pléiotropique. Sa premiére fonction est de favoriser les réponses
humorales en activant les lymphocytes B a se différencier et a produire des anticorps (Hirano et
al. 1985; Jego et al. 2003). Elle influence ainsi la balance Th1l/Th2 mais peut cependant

amplifier des réponses Thl. Elle active les thymocytes et les lymphocytes T pour leur production
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d’IL-2 et leur différenciation en CTL (Okada et al. 1988). Comme pour les lymphocytes B, elle
intervient au stade terminal de la différenciation des CTL, I’'IL-2 (et ’IFNY) restant primordiale
pour I’initiation (Maraskovsky et al. 1989). Elle est aussi essentielle pour la survie des CTL et la
génération de lymphocytes T CD8 mémoires (Castellino and Germain 2007) et préserve les

lymphocytes T de I’apoptose (Atreya et al. 2000).

Elle appartient a la famille de cytokines pro-inflammatoires libérées précocement apres
infection et agit sur les hépatocytes pour la sécrétion des protéines de phase aigué (Gauldie et al.
1987).

Elle influence aussi la différenciation des DC et macrophages et favorise la maturation
des DC (Bernad et al. 1994; Berger et al. 2002).

I a été¢ montré que des DC activés par leurs TLR étaient capables d’abolir la suppression,
par les lymphocytes T régulateurs, de la prolifération des lymphocytes T CD4+CD25- et que cet
effet était médié¢ par I’'IL-6 (Pasare and Medzhitov 2003). Elle peut également abolir 1’effet
tolérogéne des DC exprimant IDO (Grohmann et al. 2001).

L’IL-6 est impliquée dans la différenciation de certains lymphocytes T CD4 : elle inhibe
I’expression de FoxP3 induite par TGFB qui conduit a la formation de lymphocytes T
régulateurs, et favorise par contre la différenciation d’un nouveau type cellulaire, les Thl17,
impliqués dans certaines réponses auto-immunes et anti-pathogénes (bactéries extracellulaires)
(Langrish et al. 2005; Bettelli et al. 2006).

La famille de I’IL-6 comprend aussi le LIF (leukaemia inhibitory factor), I’oncostatine M

et 'IL-11..
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IL-7
L’IL-7, sécrétee par les DC, est impliquée dans I’activation des lymphocytes T CD4 naifs
et leur différenciation en Th2 (Webb et al. 1997). Elle joue un rdle capital dans I’homéostasie et

la survie des lymphocytes T en participant a 1’établissement d’une mémoire immunitaire CDS8

(Schluns et al. 2000; Kaech et al. 2003) et CD4 (Kondrack et al. 2003).

T-cell activation Th2-celt induction T-cell development T-cell activation T-cell activation T-cell activation
T, Induction B-cell classswitch Memorycell induction Mast cell i CD8 y devel B-cell Ig-producti
NK-cellactivation DC differentiation NK-cell development NK-cell activation
DC differentiation Anti-apoptotic Pro-apoptotic
DC-activation DC-inactivation

Figure 8: Famille de cytokines liant la méme sous-unité y de leur récepteur (Brandt et al. 2007)

IL-10/1L-21

L’IL-10 a un rdle inhibiteur dans la maturation des DC. Sécrétée par les DC elles-mémes,
elle est impliquée dans la différenciation de certains lymphocytes T régulateurs (Groux et al.
1997). Elle peut étre induite aprés stimulation des TLR, et c¢’est le ratio IL-10 versus cytokines

activatrices, comme 1’'TL-12, qui détermine le profil de la réponse (tolérance ou immunité).

IL-11
L’IL-11, qui fait partie de la famille de I’TL-1, est impliquée dans la différenciation des
lymphocytes T CD4 en Th2 (Curti et al. 2001).

IL-12

L’IL-12 fut initialement identifiée comme un facteur stimulant des cellules NK et un
facteur maturant des lymphocytes cytotoxiques (Kobayashi et al. 1989; Wolf et al. 1991). Elle
peut agir en synergie avec I’IL-18 ou I’'IL-2 pour induire la sécrétion d’IFNy par les NK (Walker
et al. 1999) et active la prolifération des lymphocytes T, ce qui fait d’elle un activateur aussi bien

du systéme inné, que du systeme adaptatif.
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Elle est le facteur primordial pour la différenciation des lymphocytes T CD4 en sous-type
Th1 (Manetti et al. 1993; Seder et al. 1994), ce qui permet d’orienter les réponses immunes vers

la voie cellulaire cytotoxique.

Elle est constituée de deux chaines, la sous-unité p40 constitutive et la sous-unité p35
inductible, ’ensemble formant une cytokine active de 70 kDa. Dans la méme famille, on
retrouve 1’IL-23 qui partage la méme sous-unité p40, liée a une sous-unité pl19, et I’'IL-27
constituee de la p28 et de EBI3, une protéine relative a IL-12p40. L’IL-12 active est I’IL-12p70
mais il a ét¢ montré que pour bien déterminer 1’activité de la cytokine, il fallait considérer toutes
les formes d’IL-12 sécrétées: p70, p40 et p40(2) (homodimere), ces deux derniéres étant des
antagonistes de p70 (Klinke 2006).

L’IL-12p70 est principalement sécrétée par les DC myéloides matures, et non par les DC
plasmacytoides (Rissoan et al. 1999), et est induite apres stimulation des TLR (Verdijk et al.
1999; Agrawal et al. 2003), du CD40 (cf § 1.3.d.p) ou action de I’'IFNy (Vieira et al. 2000). Sa
sécrétion est par contre inhibée par le PGE2 (Kalinski et al. 1997), ce médiateur induisant la
production d’IL-12p40 (Kalinski et al. 2001).

Une combinaison de TLR (Napolitani et al. 2005) ou de différents récepteurs du non-soi
(Tada et al. 2005) permet d’augmenter considérablement sa sécrétion. La stimulation conjointe
du CD40 et du TLR4 également (Lapteva et al. 2007). La production des interférons de type |
par les DC est impliquée, par boucle autocrine, dans cette sécrétion d’IL-12p70 (Gautier et al.
2005).

L’induction d’IL-12p70 par la stimulation des TLR ou les signaux provenant de
lymphocytes T helper est une propriété des DC immatures ou semi-matures (Kalinski et al.
1999) et sa cinétique de seécrétion montre un maximum entre 10 et 18h apres activation
(Langenkamp et al. 2000).

IL-13

Les DC peuvent sécréter de I’IL-13 dont les fonctions biologiques sont trés proches de
I’TL-4 car elles ciblent toutes deux le méme récepteur 1L-4Ra. L’IL-13, qui semble supplanter le
role de I’IL-4 dans la différenciation des DC elles-mémes (Morse et al. 1999), apparait comme

un signal primordial de la différenciation des lymphocytes CD4 en lymphocytes Th2
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(Bellinghausen et al. 2003). Il agit en diminuant la sécrétion d’IFNy par les lymphocytes Thl
(Webb et al. 2007).

L’IL-13, et I’IL-4 indirectement, sont les signaux de la différenciation des lymphocytes CD4 en
Th2 produits par les DC. Cependant, il existe une voie IL-4-indépendante d’induction des Th2,
via les Notch-ligands (Amsen et al. 2004).

IL-15

L’IL-15 est exprimée par les DC matures (CD83+). Son expression augmente apres
phagocytose et, a la maniére de I’IL-16, elle peut promouvoir I’attraction des lymphocytes T
(Jonuleit et al. 1997b). Elle est induite par divers signaux d’activation des DC (Mattei et al.
2001) dont le CD40L, qui augmente les capacités immuno-stimulatrices des DC (Kuniyoshi et
al. 1999). L’IL-15 a un réle fondamental dans la différenciation et la survie des cellules NK
(Kennedy et al. 2000; Cooper et al. 2002). Elle est également importante pour le contréle des
réponses CD8: elle contribue a leur activation, leur survie et a la génération d’un pool de
lymphocytes T CD8 mémoires (Schluns et al. 2002; Weng et al. 2002).

L’IL-15 est impliquée dans la sécrétion d’IL-2 par les DC (Feau et al. 2005). Ces deux
cytokines ont d’ailleurs des effets biologiques tres proches dans la mesure ou leurs récepteurs
partagent les mémes unités de signalisation 3 et v, la chaine o assurant la spécificité (Giri et al.
1995).

L’impact de cette cytokine sur les réponses immunes, innées ou adaptatives, est médié
par une boucle autocrine-paracrine d’IL-15-1L-15Ra agissant sur les DC pour augmenter leurs
capacités d’activation immune (Ruckert et al. 2003). L’IL-15 est d’ailleurs impliquée dans la
majorité des réactions inflammatoires (Tada et al. 2005).

L’IL-15, liée a son récepteur sur les DC, peut agir par trans-présentation et activer les
lymphocytes B dans les follicules lymphoides (Park et al. 2004). Ce mode d’activation est aussi
celui des cellules NK, contrairement a 1’IL-12 qui est soluble (Ferlazzo et al. 2004; Lucas et al.
2007).

IL-16

L’IL-16 fut d’abord identifiée comme un facteur chimioattractant pour les cellules T, son
récepteur étant le CD4 (Center et al. 1996). Elle a un role activateur sur les lymphocytes T CD4,
en synergie avec I’IL-2 ou I’IL-15, et induit I’expression de CD25 (Parada et al. 1998). Les DC
expriment constitutivement cette cytokine et y sont également sensibles (Kaser et al. 1999).

L’IL-16, sécrétée par les lymphocytes T et par les lymphocytes B, représente un autre moyen de
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favoriser la migration des DC aux organes lymphoides et leur rencontre avec les lymphocytes
(Kaser et al. 2000) (Stoitzner et al. 2001). La sécrétion d’IL-16 augmente avec la maturation des
Mo-DC (DC dérivées des monocytes) (Reich et al. 2004).

IL-18

L’IL-18 fait partie de la famille de I’IL-1 et nécessite I’intervention de la caspase-1 pour
étre active. Elle fut d’abord identifiée sous le nom de IGIF (IFNy inducing factor) car elle
favorise la production d’IFNy par les lymphocytes T et les NK (via la voie des MAP kinases)
(Okamura et al. 1995). Elle est ainsi impliquée dans la différenciation des lymphocytes T CD4
en Thl, agissant en synergie avec I’IL-12 (Micallef et al. 1996; Tominaga et al. 2000) et
augmente ’activité cytotoxique des NK (Hyodo et al. 1999). 1l a cependant ét¢ montré qu’en
absence d’IL-12, I’IL-18 pouvait avoir I’effet inverse en stimulant la sécrétion d’IL-4 et d’IL-13
par les lymphocytes T et les NK, ceci favorisant les réponses Th2, avec production d’IgE et
d’IgG1 par les lymphocytes B (Yoshimoto et al. 2000).

Elle induit la production d’IFNy par les DC, en synergie avec 1’'IL-4 (Fukao et al. 2000).
Elle favorise, de maniére plus générale, la maturation des DC (Li et al. 2004) en agissant de

maniere autocrine-paracrine.

IL-23/27

L’IL-23, comme I’'IL-12 et I'IL-27, sert de co-facteur pour la prolifération des
lymphocytes T mais semble agir préférentiellement sur les lymphocytes T CD4 mémoires plut6t
que sur les naifs (Oppmann et al. 2000). Au contraire, I’IL-27 agit sur les lymphocytes T CD4
naifs pour induire leur prolifération, en synergie avec I’IL-12 et I’IL-2 (Pflanz et al. 2002).

Alors que I’'TL-12 est le facteur primordial pour la différenciation des lymphocytes Thl,
I’TIL-23 est impliquée dans la différenciation d’un autre sous-type de lymphocytes T CD4, les
Th17 (Aggarwal et al. 2003). L’IL-23 a un role dans I’homéostasie des neutrophiles, alors que
I’IL-17 produite par les Th17 participe a leur recrutement aux sites d’infections (Stark et al.
2005).

L’IL-23, comme I’IL-27, peut cependant jouer un rdle dans les réponses Thl en
amplifiant la sécrétion d’IFNy. Elle peut agir en synergie avec I’IL-18 et I’IL-2 pour activer les
cellules NK (Parham et al. 2002).. Contrairement a 1’IL-12, I’IL-23 peut étre induite par PGE2
(Sheibanie et al. 2004).

L’IL-27, qui peut sensibiliser les lymphocytes T a la polarisation induite par I’IL-12 (par

expression de IL-12R[2), régule également la différenciation Th2 en diminuant 1’expression du
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facteur de transcription GATA-3 (Lucas et al. 2003), mais a un réle complexe puisqu’on lui
attribue aussi des propriétés suppressives de la réponse T (en cas d’infection par T. gondii)
(Villarino et al. 2003). La contribution précise de chaque cytokine de la famille de I’IL-12 dans

les réponses aux infections est complexe et reste encore a définir.

TNFa

Le TNFa est une des cytokines inflammatoires sécrétées par les DC aprés activation.
C’est aussi un signal d’induction de leur programme de maturation, qui peut agir en synergie
avec d’autres signaux, tels que les molécules de danger (Delneste et al. 1999; Schnurr et al.
2000), les cytokines inflammatoires (Berger et al. 2002), les motifs pathogénes (Spisek et al.
2001) ou les autres molécules de la famille du TNF (Yu et al. 2003b). Le TNFa seul induit la
maturation mais de maniére réversible (Nelson et al. 1999) et participe a la capacité de

présentation antigénique des DC en favorisant 1’accumulation des CMH 11 (Cella et al. 1997).

IFN de type |

Les IFN de type I (IFNa et B) sont des effecteurs précoces de la réaction immunitaire
contre divers microbes (bactériens et viraux) et permettent de réguler les réponses adaptatives
Thl/cytotoxiques. Leur role est assez complexe puisqu’en fonction du contexte, ils peuvent Soit
activer, soit réprimer ces réponses. En effet, ils sont connus pour leur réle activateur de la
prolifération des lymphocytes T (et de la cytotoxicité des NK) (Tough et al. 1996; Marrack et al.
1999), mais ils peuvent aussi inhiber la production d’IFNy par ces derniers(Nguyen et al. 2000).

La balance de ce double réle est intimement liée aux DC et a leur état de maturation.
Elles sont sensibles aux IFN de type I car elles en expriment le récepteur, et c’est d’ailleurs un
des signaux autocrine-paracrine qui favorise leur maturation et leur sécrétion d’IL-12p70
(Gautier et al. 2005). Ils favorisent aussi la cross-présentation d’antigénes viraux par les DC (Le
Bon et al. 2003). Pourtant, dans certains cas, ils apparaissent comme un signal inhibiteur vis-a-
vis de I’IL-12p70 et de I’induction de lymphocytes T Thl (Cousens et al. 1997; McRae et al.
1998). En fait, il semblerait que les IFN I aient un effet inhibiteur quand ils sont présents lors du
«priming » des lymphocytes T, mais que ce soit I’inverse lorsqu’ils conditionnent les DC
pendant leur maturation (Nagai et al. 2003). Ce conditionnement est aussi dépendant de la
cinétique d’exposition puisque ce sont les DC en cours de maturation qui sont réceptrices aux
IFN de type | pour induire des réponses Thl, alors que les DC immatures, caractéristiques des

tissus periphériques, sont plutot régulatrices (Longman et al. 2007).
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Les DC sécrétent des IFN de type | aprés activation des TLR (3, 4, 7/8 et 9) (Kawai and
Akira 2006). Cependant, cela reste une spécialité des DC plasmacytoides qui en sécrétent jusqu’a
1000 fois plus que les autres cellules (Siegal et al. 1999).

IFN de type Il

Bien que ce soit une caractéristique des lymphocytes des voies cytotoxiques et Thl
(cellules NK, Thl, CTL), les DC, comme les macrophages, sécrétent de I’I[FNy en réponse a
divers signaux de maturation et cytokiniques (Fukao et al. 2000) (Figure 9). Ceci a pour
conséquence d’amplifier leur activation (augmentation de 1’expression de B7-2 et de la sécrétion

d’IL-12) (Yoshida et al. 1994) et celle des cellules environnantes.
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Figure 9: IFNy et sources cellulaires (Frucht et al. 2001)

Les DC sont sensibles a I'I[FNy car elles expriment le récepteur (chaines a et f).
Cependant, cette sensibilité n’est pas un phénomeéne constant et varie en fonction de 1’état de
maturation des DC : CD119 (chaine 3 du récepteur) a tendance a diminuer chez les DC en fin de
maturation (Kalinski et al. 1999).

L’IFNy, sécrété par les lymphocytes T CD4 et les NK, se présente comme un signal
secondaire de maturation des DC, au méme titre que le CD40L ou TRANCE. Ses actions sont
multiples mais la plus importante concerne la présentation antigénique : il permet 1’augmentation
sur les DC des CMH 1 et 1l (Wallach et al. 1982). Il induit le changement de certaines sous-
unités du protéasome (B1, B2, BS5) pour basculer vers I’immuno-protéasome (LMP2, LMP7,
MCL-1), a I’origine de la cross-présentation d’antigénes exogenes (Groettrup et al. 2001). Ce
changement de la nature du protéasome permet d’augmenter la quantité, la qualité et le répertoire

des peptides antigeniques.
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L’IFNy induit aussi la sécrétion par les DC des chémokines IP-10, Mig, MIP-1a et 1B qui
favorisent I’attraction des lymphocytes T Th1l et CD8 (Taub et al. 1993a; Gil et al. 2001).

l.4) Fonctions

Les DC jouent un role de sentinelle dans I’organisme. Lors d’une agression, elles
transitent du sang vers les tissus périphériques. La, elles internalisent les antigenes et engagent
leur processus de maturation au contact des signaux de danger. Elles migrent alors vers les
ganglions lymphatiques ou elles rencontrent les lymphocytes T et induisent les réponses
immunes. Nous suivrons ce paradygme bien qu’il s’applique préférentiellement aux DC
my¢loides et qu’il puisse étre discuté par rapport aux connaissances actuelles (Reis e Sousa,
2006).

I.4.a) Recrutement des DC vers les tissus periphériques

Le recrutement des DC vers les tissus périphériques est un phénomene trés rapide. Des
expériences menees chez la souris mettent en évidence une migration de DC immatures au
niveau des sites d’inflammation 1h aprés injection d’agents pathogeénes (McWilliam et al.,
1994). Ces DC, provenant du sang ou des tissus environnants, sont attirées principalement par les
chimiokines inflammatoires produites par les cellules endothéliales ou épithéliales (Rollins,
1997). La présence de récepteurs aux chimiokines, a la surface des DC, détermine leur capacité
de migration. Ainsi, les cellules de Langherans qui expriment la molécule CCR6 migrent en
réponse a la chimiokine MIP-3a.. Les DC du sang CD11c+ ou les Mo-DC n’expriment pas,
quant a elles, le récepteur CCR6. Elles sont néanmoins capables de répondre a d’autres
chimiokines telles que MCP-1, MIP-1o. ou RANTES, gréace respectivement a leurs récepteurs
CCR2 et CCR1 ou CCR5 (Caux et al., 2000; Dieu-Nosjean et al., 2000; Dieu et al., 1998; Lin et
al., 1998). Plus généralement, diverses molécules exercent également des propriétés attractives
sur les DC immatures. Ce sont par exemple la protéine C1g du complément (Vegh et al., 2006),
les anaphylatoxines (Gutzmer et al., 2006), des peptides formylés dérivés de bactéries (Sozzani
et al., 1995) ou les défensines (Yang et al., 2000).

Pour atteindre les sites d’inflammation, les DC doivent traverser les assemblages de

collagenes, de laminines ou de protéoglycanes des tissus conjonctifs et des membranes basales
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(Leblond et Inoue, 1989). Cela est permis notamment par la sécrétion de MMP (Matrix
MetalloProteinase) (Ratzinger et al., 2002). 11 a d’ailleurs été récemment montré que la protéine
RANTES favorisait la sécrétion et 1’activation de la protéase MMP-9 par les DC immatures
(Chabot et al., 2006). Cette molécule procure donc aux DC immatures un signal chimio-
attractant, ainsi que la possibilité de dégrader la matrice extracellulaire, propriété indispensable a
leur migration. Enfin, au niveau des sites d’inflammation, le contact des DC immatures avec des
agents dérivés de pathogénes se traduit par I’expression des chimiokines MCP-1 ou MIP-1¢

(Means et al., 2003), permettant ainsi de maintenir ou d’amplifier le recrutement d’autres DC.

Parvenues dans les tissus périphériques, les DC sont confrontées au contexte
inflammatoire et/ou infectieux. L’internalisation des antigénes et le processus de maturation leur
permettront d’informer les lymphocytes dans les ganglions de la nature du danger auquel elles

ont été exposees.

I.4.b) Internalisation des antigénes

L’efficacité¢ de l’internalisation des antigénes par les DC repose sur des activités de
phagocytose, d’endocytose ou de macropinocytose, qui se distinguent par les récepteurs sollicités
(cf § 1.3.b), les mécanismes cellulaires mis en jeu, ainsi que par la nature du matériel internalisé
(Figure 10).
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Figure 10: Voies d’internalisation des antigénes (Trombetta and Mellman 2005)
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- la_phagocytose. C’est un processus dépendant de 1’actine, capable d’internaliser de

larges particules ou pathogénes (>1pm). Bien que les propriétés de phagocytose des DC soient
faibles par rapport a celles des macrophages, elles sont dotées de différents récepteurs leur
permettant de reconnaitre et d’internaliser un matériel trés divers. Ainsi, les cellules apoptotiques
ou nécrotiques sont phagocytées via les récepteurs au complément, la molécule de surface CD14,
les intégrines avB3 et avP5, ou les récepteurs de type scavenger comme CD36 ou CD68 (Albert
et al., 1998a; Berard et al., 2000; Rubartelli et al., 1997; Shaif-Muthana et al., 2000; Subklewe et
al., 2001) (Savill et Fadok, 2000). La phagocytose permet aussi I’internalisation de complexes
immuns (Fanger et al., 1996) ou de pathogénes (Blank et al., 1993; Gildea et al., 2001; Inaba et
al., 1993; Romagnoli et al., 2004; Uronen-Hansson et al., 2004). S’il s’agit d’une bactérie, il en
résultera généralement une réponse inflammatoire, par activation simultanée de Pattern
Recognition Receptor (PRR) (cf § 1.3.a). Il est a noter que la signalisation via les TLR a été
décrite comme étant essentielle dans la régulation de la phagocytose, mobilisant les filaments
d’actine (West et al. 2004) et augmentant la vitesse de phagocytose. Elle joue également en
régulant la maturation des phagosomes, qui s’acidifient peu chez les DC, comparativement aux

autres phagocytes.

- ’endocytose est une internalisation d’antigénes, récepteur spécifique (récepteurs aux

Fc, récepteurs scavenger, récepteurs aux Hsp, lectines de type C: cf § 1.3.a), qui inclut la
formation de vésicules, par un réseau de clathrine (Roth 2006) ou de cavéoline (Gumbleton et al.
2000). Le type de vésicule dépendra de la nature de I’antigéne et du récepteur mis en jeu. En
fonction de la nature de I’antigéne seront ciblés des compartiments endosomaux plus ou moins

tardifs (a pH plus ou moins acide).

- la_ macropinocytose permet d’internaliser, de maniére actine-dépendante, des antigenes

solubles et de les concentrer dans des veésicules intracellulaires CMH 11+ (Sallusto et al. 1995).
Ce processus est particulierement important chez les DC (Norbury 2006) et pourrait faire
intervenir des récepteurs spécifiques (comme CD91 et la calréticuline chez les macrophages
(Ogden et al. 2001)).

La phagocytose et la macropinocytose sont deux processus controlés par les GTPases
Rho, Rac et cdc42.
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I.4.c) Apprétement et présentation des antigénes internalisés

Si les macrophages ou les lymphocytes B sont aussi des CPA, seules les DC sont
veéritablement spécialisées dans cette tache. Les antigénes ne sont pas reconnus sous leur forme
native, mais doivent subir des modifications physicochimiques aboutissant a leur fragmentation
en peptides et a leur présentation sur les molécules du CMH. C’est le phénomene de processing
ou d’apprétement. Il repose sur des mécanismes protéolytiques (protéasome, lysosome), partagés
par la plupart des cellules de 1’organisme, mais qu’elles utilisent alors pour le catabolisme et le

maintien de 1’homéostasie cellulaire.

o) Présentation des antigenes sur le CMH de classe |

La voie cytosolique permet de présenter des peptides issus de protéines nouvellement
synthétisées, cellulaires ou virales. Dans le cas de protéines cellulaires, elle participe a la

maintenance de la tolérance au soi.

Les protéines endogénes, nouvellement synthétisées ou rétrotransloquées de la membrane
ou du RE (réticulum endoplasmique), sont d’abord ubiquitinilées dans le cytosol pour étre
dégradées par le protéasome et diverses peptidases (Trombetta et Mellman, 2005) (Figure 11).
Le protéasome (26S) est un complexe d’enzymes protéolytiques qui se compose de deux grosses
sous-unités : la sous-unité 20S « cceur » et la sous-unité régulatrice 19S (ou PA700), chacune
étant elle-méme constituée de multiples sous-unités. L’unité 20S comprend entre autres les
unités catalytiques B1, B2 et BS en double exemplaire. Le 20S, sous certaines conditions
physiologiques, peut se trouver sous une deuxiéme forme : I’immuno-protéasome, qui posséde
des unités catalytiques différentes (Bli ou LMP-2, B2i ou MECL-1 et B5i ou LMP-7) lui
permettant de génerer des peptides différents. Cette unité « cceur » forme un cylindre creux dans
lequel la protéine est introduite pour étre dégradée. L’unité¢ 19S, quant a elle, est une unité
régulatrice ATP-dépendante. D’autres régulateurs, ATP-indépendants, se lient au 20S pour
réguler son activité¢ (PA28af3, PA200) (Demartino and Gillette 2007).

Les peptides ainsi générés accédent alors via le transporteur TAP (Transporter associated

with Antigen Processing) au RE. La, ils sont clivés par la protéase ERAAP (Endoplasmic
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Reticulum Aminopeptidase Associated with Antigen Processing ou ERAP 1) en peptides de 9 a
10 acides aminés qui seront apprétés sur les molécules du CMH-I (Serwold et al., 2002). TAP est
une protéine membranaire du RE qui sélectionne les peptides selon leur taille et leur séquence
(van Endert et al. 1995). Les complexes CMH I-peptides sont ensuite exportés a la membrane
cellulaire.

Il faut noter qu’il existe une réelle coopération entre les différentes unités de ce
complexe, ce qui garantit sa stabilité : le peptide assurant une bonne conformation de la chaine
lourde du CMH avec la -2 microglobuline, et ne se fixant a la chaine lourde de maniere forte

qu’en présence de cette derniére.
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Figure 11: Voie d’apprétement au CMH I (Trombetta and Mellman 2005)
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Le CMH de classe | est spécialisé dans la présentation de peptides endogénes. Cependant,
les DC sont également capables de présenter des peptides exogenes internalisés sur le CMH-I
gréce au processus de présentation croisée (Albert et al., 1998b). La présentation croisée fut

pour la premicre fois documentée dans les années 1970 par 1’équipe de Bevan (Bevan 1976).

Cette voie est quantitativement moins importante que la présentation endogene. Elle est
néanmoins essentielle pour générer une réponse lymphocytaire T CD8 contre les cellules

tumorales ou les pathogénes qui n’infectent pas les DC.

Différents mécanismes permettent aux antigénes internalisés d’accéder au CMH-I. lls
peuvent étre transférés des vésicules d’internalisation vers le cytosol grace au systeme ERAD
(ER-Associated Degradation system), qui reposerait sur la fusion des vésicules d’endocytose
avec le réticulum endoplasmique (Guermonprez et al., 2003). Les antigénes seraient alors
transférés des vésicules d’endocytose vers le cytoplasme des DC par le canal Sec6l (Inaba et
Inaba, 2005) et suivraient ensuite la voie protéasome/TAP/réticulum endoplasmique. La
contribution de cette voie dans le processus de présentation croisée reste cependant discutée
(Groothuis et Neefjes, 2005; Touret et al., 2005).

Dans un autre mécanisme, les peptides peuvent étre générés dans les vésicules
d’endocytose apres dégradation par la cathepine S notamment, et présentés sur des molécules du
CMH-I en phase de recyclage. C’est la voie TAP-indépendante (Rock et Shen, 2005; Shen et al.,
2004 ; Bachmann et al. 1995).

Les DC régulent leur capacité de présentation croisée durant la maturation (Gil-
Torregrosa et al. 2004). Le CD40L a été décrit comme étant un des facteurs qui favorisait cette
voie de présentation antigénique (Delamarre et al. 2003). L’IFNgamma est connu pour induire le
remplacement du protéasome constitutif par I’immunoprotéasome, permettant d’augmenter la
quantité, la qualité et le répertoire des peptides présentables par le CMH | (Groettrup et al.
2001). L’engagement du CMH II avec le TCR des lymphocytes CD4 favorise aussi la

présentation croisée d’antigénes (Machy et al. 2002).
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B) Présentation des antigénes sur le CMH de classe 11

Cette voie d’apprétement permet de présenter des antigénes internalisés par phagocytose
ou endocytose. Les vésicules d’internalisation s’acidifient pour permettre la dégradation
enzymatique des antigenes en peptides ; cette acidification sera plus ou moins modérée selon la
nature de I’antigéne. Les vésicules fusionnent ensuite avec le compartiment MIIC (MHC class
Il compartiment) pour permettre une fixation du peptide sur le CMH II. Il existe une autre
théorie selon laquelle 1’antigéne rencontrerait trés tot (avant sa dégradation) les molécules du
CMH I, celles-ci assurant la protection des épitopes, et ce n’est qu’ensuite que les peptides
seraient généres (Deng et al. 1993).

Les molécules du CMH Il se forment dans le RE par association des chaines o, B et
invariante (Ii) en nonameres, et sont transférées au Golgi. Elles vont ensuite soit s’accumuler
dans les compartiments MIIC, soit étre exportées a la membrane cellulaire. La chaine li a un réle
important puisqu’elle assure un bon repliement des molécules de CMH Il dans le RE et leur
transfert au Golgi. Elle empéche aussi la liaison aléatoire de peptides endogénes au CMH 1l par

son segment CLIP qui occupe le sillon de liaison peptidique (Sette et al. 1995).

v) Présentation restreinte au systeme CD1

Outre les molécules du CMH 1 et du CMH I, les DC expriment une troisieme classe de
molécules impliquées dans la présentation aux lymphocytes T, les molécules CD1. Les
molécules de la famille CD1 ont une structure trés proche de celle des molécules du CMH I,
comprenant une chaine lourde s’associant avec la -2 microglobuline. On peut les classer en trois
groupes : le premier qui comprend CD1a, CD1b et CD1c présente des antigenes lipidiques aux
lymphocytes T clonaux, le deuxieme groupe (CD1d) est plus spécifique des cellules NKT et le
troisieme comprend CD1e. La présentation antigénique par les CD1 est un autre argument pour
situer les DC a Dl’interface entre immunité innée par activation des cellules NKT (agissant en
masse) et immunité acquise via les lymphocytes T spécifiques.

Les CD1 possédent trois domaines extracellulaires, assurant la fixation de motifs

lipidiques. Les molécules présentées peuvent étre aussi bien d’origine endogene (cellulaire)
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gu‘étrangére, microbienne, c’est le cas de Mycobacterium tuberculosis qui posséde des
lipoglycanes présentables par le CD1b (Sieling et al. 1995).

Les molécules CD1 nouvellement synthétisées sont localisées dans le RE ou elles
peuvent rencontrer et fixer des molécules lipidiques cellulaires. Ces complexes sont ensuite

externalisés a la membrane plasmique par la voie sécrétrice.

1.4.d) Maturation

Comme décrit précédemment, les DC disposent de nombreux récepteurs capables de
reconnaitre des molécules dérivées de pathogenes (molécules exogénes) ou des molécules
endogénes produites en dehors de tout contexte infectieux (cf § 1.3.a et b). Ces derniéres peuvent
étre issues de I’environnement tumoral. La reconnaissance de ces molécules peut se traduire par
la maturation des DC, caractérisée notamment par la perte des capacités de phagocytose, le
développement d’extensions cytoplasmiques, la migration vers les organes lymphoides ou encore

I’expression de molécules membranaires (cf 8 1.3.d et e) et de cytokines (cf § 1.3.f) (Figure 12).

DC immatures DC matures
Phagocytoze, endocytose CCR™M
CCRI1+, CCRES+, CCRA+ ICAM-1++
[ICAM-1-/+ CDal++, CDad ++, CDE3+,
CDED-H+, CDE6 -+, CDES-, DC-31GH+, DC-LANMP+, CD40++,
DC-SIGHN+H, DC-LAMP-, CD40+, HLA-ABC+H HLA-DE++
HLA-ABRCH HLA-DE+ IL-12p70, IL-10

Figure 12 : Propriétés des cellules dendritiques immatures et matures

L
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I.4.e) Migration des DC vers les tissus périphériques

L’activation des DC s’accompagne de leur migration via les vaisseaux lymphatiques
jusqu’aux ganglions. Les premiers travaux montrent une modification du profil d’expression des
récepteurs aux chimiokines au cours de la maturation, avec une augmentation de 1’expression de
CCR7 conjointement a une diminution de 1’expression de CCR1, CCR5 ou CCR6 (Dieu et al.,
1998; Sallusto et al., 1998). Par ailleurs, un défaut de migration des DC peut étre observé chez
des souris transgéniques CCR7™ (Forster et al., 1999; Trefzer et al., 2004). Néanmoins, la
preuve formelle de I’implication directe de la molécule CCR7 dans la migration des DC vers les
ganglions lymphatiques proviendra d’expériences de transfert adoptif de DC de phénotype
CCR7™ dans des souris CCR7** (MartIn-Fontecha et al., 2003).

L’expression de la molécule CCR7 est donc nécessaire a la migration des DC vers les
organes périphériques. Elle permet aux DC de répondre aux chimiokines CCL19 et CCL21 (cf §
1.3.f.a) produites par les cellules stromales des régions T des ganglions (Kellermann et al.,
1999). L’expression de CCR7 n’est cependant pas suffisante pour assurer la migration des DC.
Sa fonctionnalité repose sur I’expression membranaire de I’ADP-ribosyl cyclase CD38 (Partida-
Sanchez et al., 2004) et sur la présence dans I’environnement de molécules comme PGE2
(prostaglandine E2) (Scandella et al., 2002), les leucotrienes (Robbiani et al., 2000) ou le NO
(oxyde nitrique) (Giordano et al., 2006). Il a aussi été démontré que la présence de cellules
apoptotiques, associée a un signal de maturation (TNFo ou LPS), pouvait induire la migration
des DC (Bertho et al., 2005). Aujourd’hui, les mécanismes moléculaires impliqués dans la
sensibilisation du récepteur CCR7 restent largement inconnus. Récemment, il a été démontré
qu’une boucle autocrine-paracrine de la molécule nucléaire HMGB1 (High Mobility Group Box
1), suite a I’induction de maturation, était nécessaire a 1’augmentation de I’expression de CCR7

et de CXCR4 a la surface des DC et a la migration de celles-ci (Dumitriu et al. 2007).

Aprés contact avec un pathogéne, les DC arrivent dans les ganglions en moins de 24h
(Legge et Braciale, 2003). Les DC pulmonaires rejoignent les ganglions bronchiaux 6 heures
aprés contact avec un agent pathogene (Legge and Braciale 2003). Une autre étude a montré
qu’il leur fallait 18 heures pour amener les antigénes du site d’injection sous-cutané vers les

ganglions (Itano et al. 2003). La migration des cellules de Langherans (LC) est par contre
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beaucoup plus lente (3jours). Les LC pourraient de fait étre impliquées dans la reconnaissance de
pathogenes particuliers, nécessitant une réponse retardée, ou dans la présentation d’antigénes aux
lymphocytes T effecteurs et mémoires uniquement au niveau de la peau (Kamath et al., 2002;
Villadangos et Heath, 2005). Les pDC sont, elles, capables d’accéder directement du sang aux
ganglions, indépendamment des vaisseaux lymphatiques, mais via les HEV (High Endothelial
Venules) (Yoneyama et al., 2004).

Au cours de la migration, le contact avec les chimiokines CCL19 et CCL21 permet de
renforcer la maturation des DC et leur capacité a activer les lymphocytes T et & générer une
réponse de type Thl (Marsland et al., 2005).

1.5) Activation du systéme immunitaire

On peut classer les réponses immunes adaptatives induites par les DC en deux grands sous-
types : le type 1 est associé a la génération de lymphocytes cytotoxiques CD8 (CTL) avec ou non
la coopération de lymphocytes T helper (CD4+) Thl, le type 2 concerne I’activation des
lymphocytes B en plasmocytes, avec la participation des lymphocytes T helper Th2. Le choix de

la réponse sera fonction de la nature de 1’agent pathogene.

I.5.a) Interaction DC/Lymphocytes T

Les DC pénétrant dans les ganglions lymphatiques sont dirigées par un gradient de
chimiokines vers les aires paracorticales ou elles vont interagir avec les lymphocytes T. Il a été
montré, par des études dynamiques en microscopie photonique, que les interactions courtes qui
ont lieu dans les premieres heures de la maturation des DC deviennent beaucoup plus longues
aprés 10h de maturation, permettant ainsi un meilleur échange de signaux. Ces interactions

redeviennent courtes par la suite (aprés 20h) (Hugues et al. 2004; Lindquist et al. 2004).

Pour promouvoir ces interactions, les DC sécrétent des chimiokines attractives des
lymphocytes T naifs et différenciés/mémoires (CCL19, CCL21, CCL3, CCL4, Mig...(cf §
I.3.f.ar)). CCL3 et CCL4 ont d’ailleurs été décrites comme indispensables pour permettre
’activation des lymphocytes T CD8 les attirant vers le site des interactions DC-CD4 (Castellino
et al. 2006).
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L’interaction entre DC et lymphocyte T se traduit au cours de la formation de la synapse
immunologique par un échange de signaux de costimulation ou d’inhibition (Figure 7 (cf §
I.3.e)). Elle conduit au "priming" des lymphocytes T et au déclenchement d’une réaction

immunitaire ou a leur inactivation.

o) Synapse immunologique

Le contact entre DC et lymphocyte T conduit a une polarisation du cytosquelette d’actine
et des microtubules et a la concentration, au sein d’une synapse immunologique, de molécules de
présentation, de costimulation et d’adhérence (figure 13). La synapse immunologique s’organise
en régions concentriques. La partie centrale appelée cSMAC (central Supramolecular Activation
Cluster) comprend principalement le TCR, interagissant avec le CMH-peptide, et les molécules
de costimulation. A la périphérie, se trouve la région pSMAC (peripheral Supramolecular
Activation Cluster), composée des molécules d’adhésion, notamment ICAM 1 (Intracellular
Adhesion Molecule 1) et LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen 1) (Friedl et al.,
2005).
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Figure 13 : Synapse immunologique et SMAC (Huppa and Davis 2003)

Le role biologique de la synapse immunologique n’est pas clairement défini. Une
hypothese est que son organisation spatiale facilite la signalisation entre les lymphocytes T et les
DC (Dustin et Cooper, 2000). Mais il a été aussi montré que la signalisation via le TCR précede
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la formation de la synapse (Lee et al., 2002b). 11 semble que I’interaction T-DC peut se faire
selon différentes modalités qui déterminent la réponse engagée. Par exemple, un priming des
lymphocytes T implique des interactions stables avec les DC (plusieurs heures), alors qu’en
situation de tolérance, les contacts sont transitoires (quelques minutes) et répétitifs (Hugues et
al., 2004).

B) Activation des lymphocytes T

L’activation efficace et fonctionnelle des lymphocytes T naifs se traduit par une
expansion clonale et leur différenciation en cellules mémoires et en cellules effectrices
sécrétrices de cytokines. L’amplitude de la réponse immunitaire dépend de nombreux facteurs
comme la concentration en antigéne a la surface des DC, I’affinité du TCR pour le CMH-peptide
correspondant ou le niveau de maturation des DC, ainsi que la nature du stimulus de maturation
(Gett et al., 2003). Une stimulation par des DC matures induit une prolifération des lymphocytes
T et leur différenciation en cellules effectrices et mémoires. Les lymphocytes ont alors la
capacité de répondre aux cytokines telles que I'IL-7 et I’'IL-15, et présentent une résistance

accrue a I’apoptose en 1’absence de cytokines ou d’autres stimulations antigéniques.

L’interaction entre DC et lymphocytes T est un processus complexe et ordonné, qui fait
intervenir de nombreux signaux membranaires ou solubles habituellement classés en 3
catégories. Le signal 1 consiste en la présentation des antigénes aux lymphocytes T. Seul, il ne
permet pas I’activation des lymphocytes. Il doit étre suivi par un signal 2, de costimulation, qui
fait intervenir les molécules CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) et CD28 (figure 7 (cf § 1.3.e.a)).
L’expression des molécules de costimulation est directement liée a 1’état d’activation des
lymphocytes. Dés lors, les molécules CD28 et HVEM présentes sur les lymphocytes T naifs
seraient les premiéres impliquées dans I’interaction avec les DC (Croft, 2003). L’expansion
clonale ferait intervenir les protéines CD28 et CD27 et ultérieurement, I’expression des

molécules 4-1BB et d’OX40 procurerait des signaux de survie aux lymphocytes T.

Enfin, les DC procurent un signal 3, responsable de 1’orientation de la réponse immune.
L’activité fonctionnelle des lymphocytes CD4 peut en effet étre polarisée vers un type Thl,
caractérisé par la sécrétion d’IFNy et de TNFp, favorisant la différenciation des lymphocytes T

CD8 en lymphocytes T cytotoxiques capables d’éliminer les cellules cibles, ou vers un type Th2,
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avec sécrétion d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13, assurant une réponse humorale contre les
microorganismes extracellulaires (Murphy et Reiner, 2002). L’orientation de la réponse immune
dépend principalement du stimulus de maturation (de Jong et al., 2002; Mazzoni et Segal, 2004)
mais aussi d’autres facteurs comme le type de DC impliquées (myéloides ou plasmacytoides)
(Rissoan et al., 1999), la concentration en antigene lors du chargement des DC (Boonstra et al.,
2003; Hosken et al., 1995), le ratio entre DC et lymphocytes T (Tanaka et al., 2000) ou la
cinétique de la maturation (Langenkamp et al., 2000).

En effet, des DC en début de maturation seraient plutét pro-Thl (Camporeale et al.
2003), et plus sensibles a des signaux supplémentaires délivrés dans les ganglions (par les
lymphocytes T CD4 eux-méme via CD40L par exemple) (Kalady et al. 2004), alors que dans un
état de maturation plus tardif, elles sont plutét pro-Th2 (Langenkamp et al. 2000), voire méme
« exhausted » et réfractaires a des signaux sub-sequents (Spisek et al. 2003).

D’un point de vue moléculaire, I’'IL-12p70 produite en grande quantité apres
reconnaissance de pathogénes suivie d’une stimulation par CD40L (Krug et al., 2001; Schulz et
al., 2000) est un élément majeur de la polarisation Thl. Il a d’ailleurs ét¢ montré que le
maximum de sécrétion de 1’IL-12p70 se situe entre 10 et 18h apres induction de maturation, ce
qui correspond a l’intervalle de temps ou les DC sont dans les ganglions et interagissent
fortement avec les lymphocytes T (Langenkamp et al. 2000). Néanmoins, des molécules comme
I’TL-23, I’IL-27, I’IL-18, I’'TFN (de Jong et al., 2005; Trinchieri et al., 2003), ou I’expression du
ligand de Notch Delta favorisent également les réponses Thl. Par contre, la présence du
marqueur OX40L (Akiba et al., 2000), du ligand de Notch Jagged (Lehar et Bevan, 2004) ou une
forte expression, par les DC, de la molécule CD86 par rapport a CD80 (Kuchroo et al., 1995)

sont des inducteurs de réponses Th2.

v) Conditionnement des DC par les lymphocytes CD4

Il est communément admis que ce sont les mémes DC qui rencontrent les lymphocytes T
CD4 et les lymphocytes T CD8 (Bennett et al., 1998). Mais, contrairement a ce que 1’on pensait
auparavant, il n’y a pas forcément d’interaction simultanée entre ces trois types cellulaires, mais
plutdt une rencontre en série (Toes et al., 1998). Les DC jouent dans ce cas le r6le de « pont
temporel » (temporal bridge) entre les lymphocytes T CD4 et les lymphocytes T CD8 (Ridge et
al., 1998). Elles rencontrent en premier lieu les CD4, induisant leur différentiation en
lymphocytes T helpers de type I (Th1) qui a leur tour conditionnent les DC afin qu’elles puissent
activer les lymphocytes T CD8 en CTL effecteurs. C’est en fait 1’interaction CD40/CD40L qui
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assure cet effet "licensing” (Bennett et al., 1998; Schoenberger et al., 1998). En effet, comme
expliqué précédemment, la liaison du CD40L a son récepteur induit la sécrétion d’IL-12 par les
DC (Cella et al. 1996; Koch et al. 1996 (cf § 1.3.e.p)). De méme, I’'IFNy sécrétés par les
lymphocytes CD4 Thl est un puissant signal de maturation (Wallach et al. 1982; Taub et al.
1993a; Gil et al. 2001 (cf § L.3.£.9)).

De plus, des études ont montré que la présence de lymphocytes T CD4 auxiliaires était
nécessaire, lors du "priming", pour I’induction de lymphocytes T CD8 mémoires (Figure 14)
(Janssen et al., 2003; Shedlock et Shen, 2003; Sun et Bevan, 2003). Castellino et coll. ont
présenté des données intéressantes (chez la souris) concernant les interactions DC-CD4-CD8. Ils
ont en effet constaté que les DC, suite a I’interaction avec les lymphocytes CD4 helpers,
sécrétaient des chimiokines (CCL3, CCL4) permettant I’attraction des CD8 (Castellino et al.
2006). Ce trio cellulaire serait alors essentiel a la différenciation des CD8 a phénotype de
mémoire a long terme ou centraux, exprimant CD27, CD28 et, de maniere tres forte, la chaine
alpha du récepteur a I’'IL-7 (Castellino and Germain 2007).
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Figure 14 : Role des lymphocytes CD4 dans I’activation des lymphocytes CD8 (Kaech and
Ahmed 2003)

0) Génération de lymphocytes T CD8 mémoires

Les DC, par leur role central dans I’orientation du systtme immunitaire et la

différenciation des lymphocytes, sont a la base d’une des caractéristiques fondamentales de
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I’immunité adaptative : la mémoire immunitaire. Cette propriété permet a l’organisme de
conserver une trace d’un pathogéne et de pouvoir répondre de maniére plus rapide et plus
intense lors d’une nouvelle infection par ce méme pathogeéne.

On peut ainsi distinguer la mémoire CD4, la mémoire LB et la mémoire CD8, cette
derniére nous intéressant plus particulierement dans le cadre de réponses anti-tumorales.
Les lymphocytes T mémoires se distinguent des cellules effectrices par leur capacité a survivre a
la phase de contraction qui suit 1’activation et la prolifération clonale. Ils représentent 5 a 10 %

des lymphocytes T spécifiques ayant proliféré.

On peut distinguer deux grands types de lymphocytes T CD8 mémoires : les centraux-
mémoires (TCM) que I’on retrouve dans les ganglions et la rate et qui expriment le marqueur
caractéristique de localisation centrale CCR7, et les effecteurs-mémoires (TEM) qui sont a un
stade intermédiaire, circulent dans le sang et la lymphe et que 1’on peut retrouver dans les tissus
(Sallusto et al. 1999). Les TEM peuvent réagir de maniere tres rapide vis-a-vis de I’antigéne
alors que les TCM ont une action qui dure plus longtemps.

La difficulté réside dans leur identification précise parmi les autres populations lymphocytaires.
Elle se fait par le biais de marqueurs dont 1’expression fluctue au cours de I’activation et de la

différentiation des lymphocytes T (Figure 15).

C’est le cas par exemple de CD45 ou LCA (leukocyte common antigen), une tyrosine
phosphatase dont il existe différents isoformes. Les lymphocytes T naifs expriment 1’isoforme
RA mais ont tendance a le perdre aprés activation pour laisser place a 1’isoforme RO (Jacobsen
et al. 2000). Ce dernier est caractéristique des lymphocytes T mémoires. Le RA a cependant

tendance a étre ré-exprimé, de maniere intermédiaire, chez les lymphocytes T mémoires.

On observe une régulation similaire pour les deux récepteurs CD27 et CD28 (cf I.3.e.a et
B), qui caractérise la « dédifférenciation » des lymphocytes T effecteurs en lymphocytes T
mémoires, avec la réacquisition de caracteristiques de lymphocytes T naifs. Ces cellules naives
sont initialement doublement positives, perdent le CD28 aprés stimulation du TCR, puis le

CD27, mais ces deux molécules sont réexprimées lors de la différenciation en cellules mémoires.

On peut aussi caractériser les lymphocytes T memoires, CD8 ou CD4, par leur expression

de récepteurs aux chimiokines : CCR7 étant caractéristique des lymphocytes T naifs et centraux-
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mémoires et de leur localisation ganglionnaire, alors que CCR5 (ou CXCR5 pour les CD4)

marque les lymphocytes T activés (Campbell et al. 2001).

De la méme maniére, I’expression de CD62L (L-sélectine) suit d’assez prés celle du
CCRY7, du fait de son role majeur dans 1’adhésion des lymphocytes aux HEV et leur migration

vers les ganglions lymphatiques.

Enfin, le niveau d’expression de molécules cytotoxiques telles que la perforine ou le
granzyme B donne une idée du stade de développement des lymphocytes T et de leurs propriétés
(au repos ou cytotoxiques). Les TEM possedent généralement de nombreuses vésicules
cytolytiques qui leur permettent d’étre rapidement efficaces lors d’une re-présentation de
I’antigeéne. Les TCM, par contre, n’en possédent pas et nécessitent, tels les lymphocytes T naifs,
une activation de leur TCR et CD28 pour I’induction de granules cytotoxiques (Meng et al.
2006). L’avantage certain des lymphocytes T mémoires réside dans leur plus grande fréquence

de précurseurs par rapport aux lymphocytes T naifs.

Une derniére caractéristique qui permet d’identifier les lymphocytes T mémoires,
notamment a long terme, est leur forte expression des récepteurs aux cytokines essentielles a leur
survie comme IL-7, IL1-5 (Schluns et al. 2002). Bien que I’'IL-7 ne soit pas un facteur
déterminant pour la génération des lymphocytes T mémoires (Sun et al. 2006), elle est
importante pour leur homéostasie et leur survie (Kaech et al. 2003). Ainsi les lymphocytes T
mémoires a long terme sont issus d’une population CD127high (chaine o du récepteur a I’IL-7)

(Castellino and Germain 2007).
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Figure 15 : Caractérisation des lymphocytes CD8 mémoires

La différenciation des lymphocytes T naifs en effecteurs puis en mémoires est un
phénomeéne réversible puisque les TCM sont susceptibles de devenir des TEM puis de nouveau
des effecteurs, lors d’une deuxiéme présentation antigénique (Tomiyama et al. 2002). Ces TEM
semblent dans ce cas se subdiviser en deux groupes, une majorité donnant des lymphocytes T
aux propriétés effectrices et une minorité gardant des propriétés de cellules mémoires
(Schwendemann et al. 2005).

La caractérisation des lymphocytes T mémoires repose donc sur un ensemble de
marqueurs. On peut considérer les lymphocytes CD8 meémoires a long terme (TCM),
susceptibles de donner une réponse efficace lors d’un deuxieme challenge avec 1’antigene,
comme étant des cellules CD45RO+, avec des niveaux intermédiaires de CD45RA, CD27+,
CD28+, majoritairement CCR7+ et CD62L+, et exprimant des niveaux élevés de CD127.

Pour expliquer 1’origine des lymphocytes T mémoires, 1’équipe de Ahmed (Kaech and
Ahmed 2001) a proposé un modele ou les lymphocytes T memoires seraient issus du pool de

lymphocytes T effecteurs qui auraient survécu a la phase de contraction de la réponse primaire a
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I’antigéne. Leurs résultats montrent que les lymphocytes T activés par I’antigéne sont capables
de mettre en place un programme de différenciation complet de I’état naif vers 1’état effecteur,

puis 1’état mémoire.

€) Génération de lymphocytes T régulateurs

L’implication des DC immatures dans la tolérance périphérique aux antigénes du soi est
maintenant bien établie (Steinman et al., 2003). La présentation des antigénes par des DC
immatures entraine ainsi une prolifération abortive et une anergie des lymphocytes T (van
Stipdonk et al., 2003). Néanmoins, les DC matures peuvent aussi participer au processus de
tolérance (Rutella et al., 2006). L’exposition des DC a des molécules comme 1’'IL-10, le TGFp,
la vitamine D3 ou bien les corticostéroides peut générer des DC tolérogenes (Lyakh et al., 2005;
Stock et al., 2005).

Mais les DC peuvent surtout promouvoir la tolérance par I’induction des lymphocytes T

régulateurs (Treg).

On peut distinguer les Treg CD4+CD25high, qui sont impliqués dans la tolérance
périphérique, c’est-a-dire un contrle des réactions immunes vis-a-vis d’auto-antigénes
(suppression des lymphocytes T auto-réactifs ayant échappé au contréle thymique) ou au niveau
de sites particulierement exposés (voies aériennes) (Jonuleit et al. 2001b). Leur mode d’action,
contact-dépendant, semble reposer sur I’inhibition de sécrétion d’IL-2 par les lymphocytes T
effecteurs CD4 ou CD8 (Thornton and Shevach 1998). Ils expriment constitutivement CD25,
CTLA4 et GITR et sont issus de la différenciation thymique.

Le deuxieme type de Treg (les Thgy) est qualifié d’acquis ou d’induit (en périphérie) et
concerne les Trl et les Th3. Ces derniers peuvent étre induits par les Treg naturels a partir des
populations CD4+ (Dieckmann et al. 2002) ou sous certaines conditions (absence de signaux de
costimulation, présence de cytokines comme IL-2 et le TGFf ou de drogues inhibitrices) (Zheng
et al. 2004). La grande différence entre ces deux types majeurs de Treg réside dans leur mode
d’action, les Treg naturels étant contact-dépendants alors que les Trl et Th3 agissent via des
cytokines (IL-10 pour les Trl et TGFB pour les Th3). Les Th3 auraient plus tendance a réguler
les réeponses Th2 et font partie de la tolérance orale (Weiner 2001), alors que les Trl contrélent
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les réponses auto-immunes et sont spécifiques d’antigénes tumoraux, pathogénes ou allo-

antigénes (Groux et al. 1997).

Les sous-populations de Treg CD4 peuvent aussi €tre distinguées par 1’expression de
I’intégrine oF : les Treg naturels ou naifs étant négatifs alors que les Treg induits, antigene-
spécifiques et effecteurs-mémoires sont positifs (Huehn et al. 2004). 1l a également été montré
que les Treg, selon leur profil, avaient des capacités différentes de « homing » aux ganglions
lymphatiques : les Treg oE CD25+ sont aussi CD62L+ et CCR7+, alors que les Treg induits aE+
qui expriment des taux variables de CD25 ont aussi une expression variable de CCR7 (Menning
et al. 2007; Tosello et al. 2008).

Il existe également des lymphocytes T CD8 régulateurs, certains antigéne-spécifiques et
nécessitant un contact cellulaire, d’autres agissant plutot par le biais de cytokines comme IFNy,
IL-6 ou encore IL-10. Ces Ts (lymphocytes T suppresseurs) ont une action ciblée vers les APC
elles-mémes en modulant leur profil de maturation (Liu et al. 1998; Chang et al. 2002), ou vers
les populations lymphocytaires CD4 ou CD8 en inhibant leur prolifération et leur fonction
cytotoxique, mais n’auraient pas d’action cytotoxique directe (Balashov et al. 1995).

Ce qui semble étre un caractere uniforme, spécifique et essentiel a cette famille de Treg
est I’expression du facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box P3) (Fontenot and Rudensky

2005), indispensable a leur développement.

L’état de maturation des DC est un facteur déterminant dans leur capacité a réguler
’activation des Treg naturels CD4+CD25+ (Fehervari and Sakaguchi 2004) (Figure 16). En
effet, des DC immatures, ayant phagocyté du matériel antigénique et acquis les capacités de
migrer en dehors de tout contexte inflammatoire ou infectieux, n’expriment pas de molécules de
costimulation ni d’autres marqueurs de maturation et sont capables d’induire la différenciation
de cellules Trl (Jonuleit et al. 2000). D’autres études ont montré que des DC semi-matures,
induites par du TNFa seul, seraient aussi a I’origine de Treg (Menges et al. 2002). Méme des DC
matures (via le LPS) sont capables d’induire des Treg (Verhasselt et al. 2004). La balance
tolérance / immunité sera déterminée par les conditions de maturation des DC. Dans ce contexte,
il a été envisagé que la présence de signaux helpers pendant la maturation des DC était la
condition nécessaire pour faire pencher la balance vers I’immunité plutot que la tolérance (Albert

et al. 2001; Bourgeois et al. 2002).
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Figure 16 : Induction des Treg par les DC (Rutella and Lemoli 2004)

1.5.b) Interaction DC/cellules NK

Les cellules NK sont des lymphocytes du systéeme inné, impliqués dans la réponse contre
les cellules tumorales ou les micro-organismes. lls reconnaissent leur cible grace a un panel de
récepteurs activateurs ou inhibiteurs. L’intégration de tous les signaux regus détermine
I’activation des NK. Les NK activés sécrétent diverses cytokines (GM-CSF, TNFa) ou

chimiokines (CCL3, CCL5, MIP1-a) et présentent des capacités cytotoxiques.

Les DC matures peuvent activer les NK par la sécrétion d’IL-12, d’IL-18, d’IL-15 ou
d’IFN de type I (Walzer et al., 2005), ainsi que par contact cellulaire par 1’interaction entre les
molécules MICA/B (MHC class I-related Chain A/B) exprimées par les DC et le récepteur
activateur NKG2D (Natural Killer Group protein 2 D) exprimé par les NK (Jinushi et al., 2003).
Réciproquement, les NK sont capables d’induire la maturation des DC selon des mécanismes
dépendants de contacts cellulaires (intervention du récepteur NKp30 notamment) et de la
sécrétion de cytokines (TNFo et d’IFNy) (Gerosa et al., 2005; Piccioli et al., 2002). La

maturation des DC dépend alors du ratio DC/NK. En effet, en présence d’une forte proportion de
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NK, I’interaction cellulaire conduit a la mort des DC (Ferlazzo et al., 2002; Piccioli et al., 2002).

Les NK joueraient de cette maniére un role dans la balance entre tolérance et immunité.

Par la sécrétion de cytokines, les NK peuvent orienter les lymphocytes vers un profil Thl
(Martin-Fontecha et al., 2004). Dans le cas de tumeurs sans réaction inflammatoire, les NK
seraient les premiéres cellules activées. lls peuvent alors déclencher une réaction lymphocytaire
T anti-tumorale par le biais des DC (Mocikat et al., 2003) et méme se substituer au lymphocytes
T CD4 lors de I’activation des CTL (Adam et al., 2005). Mais la régression tumorale releve aussi
de I’activation des NK par les DC (Turner et al., 2001; van den Broeke et al., 2003). Les
réponses anti-tumorales sont donc le produit de 1’activation des DC par les NK ou de 1’activation
des NK par les DC.

I.5.c) Interaction DC/lymphocytes B

L’activation des cellules B est induite par la reconnaissance de I’antigene par le BCR, qui
induit d’une part une cascade de signalisations aboutissant a la prolifération et la différenciation
de ces cellules en plasmocytes, et d’autre part la capture de 1’antigéne et son guidage vers les
compartiments MIIC pour une présentation des peptides aux cellules T (Lanzavecchia 1985). Les
LB sont sensibles aux antigenes solubles, qui peuvent aussi se retrouver liés a la membrane des
DC sous forme d’immunocomplexes (molécules du complément ou anticorps). La présentation
des antigenes aux LB par les DC nécessite la formation de synapses moléculaires constituées des
complexes BCR - antigénes regroupés, entourés d’un anneau de LFA-1 — ICAM-1 (Carrasco et
al. 2004), avec CD45 et CD43 exclus de la synapse (Delon et al. 2001).

L’activation des LB en plasmocytes s’accompagne d’une commutation isotypique des
anticorps sécrétés, avec une spécificité déterminée par la nature de I’antigéne. Les DC jouent un
role important dans cette activation, non seulement par la présentation d’antigénes opsonisés,
mais parce qu’elles sont a 1’origine de la différenciation Th2 des lymphocytes T helpers qui
apportent aux LB des signaux complémentaires (CD40L, IL-2, IL-10). Elles sont également a
I’origine de D’activation CD40-indépendante des LB par la sécrétion de facteurs activateurs
comme BAFF/BIyS, ou encore APRIL de la famille du TNF (Litinskiy et al. 2002), ou par des
cytokines produites par les DC plasmacytoides préférentiellement (IL6, IFNa/B) (Jego et al.
2003).
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Les propriétés activatrices des DC sont donc intimement liées a leur état de maturation.
Elles peuvent interagir avec les différentes populations leucocytaires et générer une réponse

immune diversifiée (figure 17).
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Figure 17 : Interaction des DC (a, immatures; b, matures) avec les populations
leucocytaires et induction de la tolérance ou de réponses immunes. (Bancherau J. et Palucka
K., 2005).
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I1) Les cellules dendritiques et I’immunothérapie anti-tumorale

Les traitements conventionnels du cancer sont la chirurgie, la radiothérapie et la
chimiothérapie. La chirurgie permet de réduire la masse tumorale, la radiothérapie et la
chimiothérapie assurent I’¢limination des cellules tumorales résiduelles a proximité de la tumeur
ou dispersées dans 1’organisme. Leur efficacité dépend bien sir du type de cancer ainsi que du
stade de la maladie. Mais, jusqu’a présent, eux seuls ont démontré un effet curatif. Toutefois, de
nombreux cancers restent réfractaires a ces traitements qui sont par ailleurs généralement trés
lourds.

L’immunothérapie est une approche thérapeutique qui repose sur 1’expression d’antigénes
spécifiques a la surface des cellules cancéreuses et leur reconnaissance par le systeme
immunitaire. Elle cible donc spécifiquement les cellules tumorales et peut générer une mémoire
immunitaire, assurant une rémission a long terme. L’immunothérapie anti-tumorale peut étre
réalisée selon deux modalités: I’immunothérapie passive et I’immunothérapie active.
L’immunothérapie passive ne vise pas a activer le systéme immunitaire de manicre systématique
in situ, mais fait appel a des effecteurs isolés et activés in vitro avant leur réinjection.
L’ immunothérapie active, ou vaccination, consiste a fournir I’antigéne dans un contexte idéal de
stimulation, afin de permettre le déclenchement d’une réponse immunitaire. Puisque les DC sont
les cellules les plus efficaces pour induire une réponse immune, elles sont des candidates de
choix pour une vaccination anti-tumorale. Jusqu'a présent, la majorité des essais cliniques ont été
réalisés chez des patients atteints de melanome. La fréquence de cette tumeur, son

immunogénicité et sa disponibilité en font un modele idéal pour I’immunothérapie.

I.1) L'immunothérapie passive

I1.1.a) Les anticorps monoclonaux

En 1975, Kohler et Milstein publient la méthode de production d’anticorps monoclonaux
par des hybridomes, résultats de la fusion de lymphocytes B de souris avec des cellules de
myélome (Kohler et Milstein, 1975). Les anticorps monoclonaux exploitent des mécanismes
immunitaires comme 1’ADCC (Antibody-Dependant Cell-mediated Cytotoxicity) ou le CDC
(Complement Dependant Cytotoxicity). Ils peuvent aussi induire le processus d’apoptose ou
altérer des voies de transduction impliquées dans la prolifération cellulaire (O'Mahony et Bishop,

2006). Aujourd’hui, les anticorps monoclonaux sont indiqués dans plusieurs types de cancer. Les
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anticorps anti-HER2 sont utilisés dans le traitement du cancer du sein (Baselga et al., 1996) ou
du cancer du poumon a petites cellules (Johnson et Janne, 2006) ; les anticorps anti-CD20 dans
celui du lymphome non hodgkinien (Colombat et al., 2001). Une nouvelle approche consiste par
ailleurs a "armer" les anticorps en les couplant a des molécules radioactives ou a des drogues
anticancéreuses, afin de diriger ces substances au niveau de 1’environnement tumoral (Wu et

Senter, 2005).

I1.1.b) Les macrophages

Des macrophages sont présents au sein de 'infiltrat de la plupart des tumeurs. Leur
contribution dans le rejet ou la progression de la tumeur reste ambigiie Néanmoins, ils peuvent
étre manipulés ex vivo pour lyser les cellules tumorales. La production a grande échelle de
macrophages, a partir de monocytes circulant, a permis la réalisation d’essais d’immunothérapie,
démontrant I’innocuité de cette approche (Andreesen et al., 1998; Faradji et al., 1994;
Hennemann et al., 1997). L’efficacité thérapeutique reste cependant trés limitée. Elle pourrait
toutefois étre améliorée par I’administration conjointe d’anticorps, permettant 1’opsonisation des

cellules cibles.

I1.1.c) Les lymphocytes

Les années 80 et 90 ont vu le développement de I’'immunothérapie adoptive, basée sur
I’injection de lymphocytes. Les premiers essais concernent les LAK (Lymphokine-Activated
Killer), des NK activés in vitro par de fortes doses d’IL-2, qui développent des activités
cytotoxiques vis-a-vis des cellules tumorales. Des résultats positifs ont été rapportés chez
quelques patients, mais la complexité de la production des LAK, ainsi que les effets secondaires
importants, dds a I’injection concomittante d’IL-2, limitent l’intérét de cette approche
(Rosenberg et al., 1987; Rosenberg et al., 1985). D’autres stratégies sont alors envisagées telles
que I’utilisation de TIL (Tumor-Infiltrating Lymphocyte) (Dudley et Rosenberg, 2003;
Rosenberg et al., 1994). Ces lymphocytes ont une specificité accrue pour leur cible. Ils peuvent
étre isolés a partir de biopsies tumorales et amplifies in vitro avec de faibles doses d’IL-2. Si leur
efficacité reste limitée surtout aux mélanomes, les TIL représentent une des approches

d’immunothérapie les plus intéressantes (Benlalam et al., 2006). Dernierement, des lymphocytes
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spécifiques de tumeurs, générés in vitro a partir de PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells)
de patients ont pu étre utilisés (Vignard et al., 2005).

1I.2) L'immunothérapie active

L’immunothérapie active consiste a fournir I’antigéne dans un contexte idéal de
stimulation, de maniere & générer chez le receveur une réponse T anti-tumorale. Cette stratégie
est fondée sur la capacité du systeme immunitaire du receveur a répondre a la vaccination. Par
conséquent, les patients inscrits dans ces essais doivent étre immunocompétents. Les vaccins
anti-tumoraux sont basés généralement sur I’utilisation d’antigénes de tumeurs, de cellules

tumorales autologues ou allogéniques ou bien de DC exprimant des antigenes de tumeurs.

11.2.a) Vaccination par injection d’antigenes de tumeur

Cette stratégie vaccinale dépend naturellement de la connaissance préalable des antigenes
de tumeurs exprimés par les cellules du patient. Les antigénes sont injectés en solution ou dans
des liposomes (Gregoriadis, 1999; Jerome et al., 2006), sous forme de protéines entiéres, de
peptides, d’ARN ou d’ADN "nu" ou codé¢ dans des vecteurs d’expression (Lonchay et al., 2004;
Moingeon, 2001; Yannelli et Wroblewski, 2004). L’utilisation d’IFNy et la combinaison de
plusieurs antigénes de tumeur permettent de maintenir I’expression des molécules du CMH par

les cellules tumorales et de limiter les phénoménes d’évasions de variants antigéniques

(Baumgaertner et al., 2006; Qin et al., 2006; Yannelli et Wroblewski, 2004).

I1.2.b) Vaccination par injection de cellules tumorales

Dans I’idéal, cette vaccination est réalisée avec des cellules tumorales autologues, le
patient étant alors immunisé contre tous les antigénes exprimés par sa propre tumeur. Cette
méthode est toutefois limitée par la quantité de cellules tumorales disponible. Ainsi, les patients
dont la tumeur est inaccessible ou ayant de petites Iésions ne sont pas éligibles pour une telle
thérapie. L’alternative peut étre 1’établissement d’une lignée tumorale autologue mais encore une
fois, cela n’est pas applicable a tous les patients. Dans une étude concernant 695 patients atteints
de différents types de cancers métastatiques, les auteurs ont pu établir des lignées cellulaires a

court terme chez seulement 43% des patients (Dillman et al., 2002).
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Devant ces difficultés, de nombreux cliniciens s’orientent vers l’utilisation de lignées
tumorales allogéniques partageant des antigénes de tumeurs avec les cellules du patient (Morton
et al., 1992; Ward et al., 2002). Ces lignées présentent 1’avantage d’étre parfaitement
disponibles.

Enfin, les cellules tumorales autologues ou allogéniques peuvent étre modifiées
génétiquement pour exprimer des molécules capables de promouvoir la réponse immunitaire. |l
peut s’agir de molécules de costimulation comme CD80 (Raez et al., 2004) ou des cytokines
comme I’IL-7, I’IL-2 ou le GM-CSF (Maio et al., 2002; Nemunaitis et al., 2006).

I1.2.c) Vaccination par injection de cellules dendritiques

Depuis le premier essai clinique réalise en 1996 (Hsu et al., 1996), cette derniere
approche s’est considérablement développée et aujourd’hui, plus de 200 essais sont rapportés.

Ces essais sont recensés sur le site http://www.clinicaltrials.gov/ct. Si la majorité des essais sont

réalisés a partir de DC dérivées de monocytes, il existe in vitro de nombreux systéemes de
production, de chargement ou de maturation. La vaccination par DC rassemble donc des produits
cellulaires assez hétérogenes, qui sont de surcroit injectés selon des modalités et a des doses
différentes (Figdor et al., 2004) (Figure 18).
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Figure 18: Les DC et la vaccination anti-tumorale. (D’aprés O’Neill D. et al. 2004).

[1.3) Les DC et la vaccination anti-tumorale

L’innocuité de la vaccination par DC est clairement démontrée. Les effets indésirables
observés peuvent étre fievre, réactions cutanées locales, vitiligo et se limitent le plus souvent a

une toxicité de grade I-II sur I’échelle NCI (National Cancer Institute).

Du point de vue de la réponse anti-tumorale, les premiers essais rapportent des résultats
tout a fait intéressants, avec des réponses cliniqgues méme dans des stades avancés de la maladie.
Le groupe de Schuler décrit par exemple des regressions de meétastases chez 6 patients sur 11
atteints de mélanome métastasique de phase IV (Thurner et al., 1999). Dans le cadre du
lymphome B, des réponses objectives sont observées chez 5 patients sur 16 traités (Nestle et al.,
1998).
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Cependant, une étude met en évidence en 2003 les disparités entre les critéres utilisés
pour évaluer la réponse anti-tumorale chez les patients (Rosenberg et al., 2004). Ces auteurs
montrent en effet que les réponses cliniques rapportées correspondent par exemple a "un arrét de
croissance de métastases”, une "disparition des symptdmes"” ou "une réponse mesurable dans une
Iésion quelconque”, des phénomenes qui peuvent se produire au cours de la progression
tumorale. Ils analysent alors, selon des critéres conventionnels (diminution de 50% de la somme
des diameétres de toutes les lésions mesurables) 35 essais de vaccination par injection de peptides,
de cellules tumorales ou de DC, portant sur 765 patients atteints de cancers métastatiques. Le

taux de réponse globale obtenu est faible (3,8%), il atteint 7,1% apreés vaccination par DC.

Derniérement, deux essais de phase Il randomisés ont été rapportés. Le groupe de
Schuler a comparé chez des patients atteints de mélanome de phase IV, le traitement par
chimiothérapie (dacarbazine) et par DC dérivées de monocytes et chargées en antigénes de
tumeur (Schadendorf et al., 2006). Cette étude qui devait initialement démontrer dans cette
application la supériorité du traitement par DC, a été arrétée avant son terme, en raison d’une
absence de bénéfice de la vaccination (3,8% de réponses objectives apres traitement par DC

contre 5,5% aprés chimiothérapie, chez respectivement 53 et 55 patients).

Une autre équipe a réalisé une comparaison DC versus placebo chez des patients atteints
de cancer de la prostate métastatique réfractaire aux hormones (Small et al., 2006). Les DC
utilisées sont purifiées a partir de prélévements sanguins et sont chargées avec ’antigene PAP
(Prostatic Antigen Phosphatase) couplé au GM-CSF. Quatre-vingt deux patients sont traités avec
les DC et 45 regoivent un placebo. Les auteurs n’observent aucune différence significative dans
la progression tumorale. Par contre, la vaccination semble apporter un bénéfice sur la survie des

patients (a 36 mois, la survie dans le bras DC est de 34% contre 11% dans le bras placebo).

Malgre des premiers résultats cliniques tres encourageants, le bilan de ces années de
vaccination par DC reste décevant. Aujourd’hui, 1’efficacité clinique de la vaccination par DC et
son indication dans le traitement du cancer ne sont donc pas encore formellement démontrées.
Néanmoins, des réponses immunologiques de type CD4 ou CDS8, ainsi que des phénomeénes de
"determinant spreading", i.e. 1’émergence de nouvelles populations lymphocytaires, sont
fréguemment observés (Banchereau et al., 2005; Bedrosian et al., 2003; Butterfield et al., 2003a;
Hersey et al., 2004; Ribas et al., 2004; Schuler-Thurner et al., 2000; Wierecky et al., 2006). Ils

témoignent de la mise en place et du maintien d’une réaction immunitaire. La vaccination par
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DC génére donc bien une réponse immune. Cette derniére n’est toutefois pas suffisante pour
provoquer le rejet de la tumeur.

Sans remettre en cause tout ce qui a été réalisé, une critique des protocoles
d’immunothérapie est donc nécessaire. Le mode de préparation des DC, les méthodes de
chargement en antigénes de tumeur, les conditions de maturation et les voies d’injection peuvent
ainsi étre discutées par rapport aux connaissances actuelles. En outre, il est clair que
I’environnement tumoral présente d’importantes propriétés immunosuppressives qui doivent étre

prises en compte aujourd’hui lors de la vaccination par DC.

I1.4) Préparation des cellules dendritiques

La production de DC pour un usage clinique nécessite naturellement 1’utilisation de
réactifs de grade cliniqgue ou GMP (Good Manufacturing Practice). Les protocoles de production
doivent étre standardisés et reproductibles. Comme ils sont généralement établis chez des
donneurs sains, ils doivent étre pensés pour étre facilement transposables chez des patients. Dans
leur grande majorité, les protocoles prévoient des injections de DC autologues, mais des

vaccinations par DC allogéniques sont toutefois décrites (Trefzer et al., 2005).

I1.4.a) Sous-populations de DC utilisées

Comme décrit en figure 19, 4 types de DC ont majoritairement été utilisés en immunothérapie
anti-tumorale: les DC myéloides circulantes, les DC dérivées des précurseurs CD34+, de

monocytes ou de cellules tumorales.

Immature

monocyte-derived
DCs 42%

Mature
monocyte-derived
DCs 37%

Figure 19 : Types de DC utilisés dans les essais cliniques (Simon et al ., 2009)
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a) DC circulantes isolées in vivo

En 1996, dans le premier essai d’immunothérapie avec DC, Hsu et collaborateurs isolent
les cellules des patients par une série de centrifugations sur gradient de densité (Hsu et al., 1996).
Cette stratégie a permis d’obtenir des DC a I’heure ou leur production in vitro n’était pas encore
maitrisée. Son désavantage est le faible nombre de DC obtenu (4,6.10° DC pour une cytaphérése
de 2 volumes sanguins) méme s’il peut étre largement amplifié¢ (271,2.10° DC) par Iutilisation
de FLT3 ligand (Fong et al., 2001a). Une étape de culture in vitro est de plus nécessaire pour la
maturation de ces cellules. Malgré son utilisation par quelques équipes (Fong et al., 2001a;

Reichardt et al., 1999; Small et al., 2006), cette méthode reste aujourd’hui trés marginale.

B) DC dérivées des précurseurs CD34+

Les cellules CD34+ peuvent aussi étre utilisées in vitro dans les protocoles cliniques
(Banchereau et al., 2005; Mackensen et al., 2000). Ces précurseurs sont prélevés dans le sang
des patients généralement aprés mobilisation avec du G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating
Factor). Ils sont alors cultivés pendant 2 semaines environ, en présence de GM-CSF et de TNFa;
et générent deux populations cellulaires différentes mais aux propriétés allostimulatrices
équivalentes : une apparentée aux cellules de Langherans (avec expression de la langérine, de
I’antigéne Lag et des granules de Birbeck) et une apparentée aux DC interstitielles (Caux et al.,
1996). D’autres cytokines comme le FLT3 ligand ou le TGFQ peuvent étre utilisées pour
favoriser la prolifération des précurseurs ou orienter leur différenciation en cellules de
Langherans (Strobl et al., 1997).

y) DC dérivées des monocytes

Actuellement, c’est le mode de production de DC le plus répandu. C’est une stratégie
relativement facile a mettre en ceuvre et qui permet d’obtenir un grand nombre de cellules. Les
monocytes représentent 5 a 15 % des cellules mononuclées du sang et peuvent étre facilement
purifiés par adhérence au plastique (Thurner et al., 1999), par élutriation (centrifugation a contre-

courant) (Faradji et al., 1994) ou par des systémes de billes magnétiques (Babatz et al., 2003).
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L’adhérence au plastique est la technique la plus simple mais correspond en fait plus a un
enrichissement cellulaire, avec des contaminations par des lymphocytes et un rendement
relativement faible. Elle pose aussi des probléemes de standardisation, puisque le taux de pureté
varie d’un donneur a I’autre. L’élutriation permet quant a elle d’obtenir de maniére reproductible
une population monocytaire pure & 80% au moins, avec des rendements de 80% environ. Elle
peut se faire en systeme clos (Berger et al., 2005). Les DC obtenues a partir de monocytes
purifiés par adhérence ou par élutriation présentent des capacités de maturation et des propriétés
allostimulatrices équivalentes (Berger et al., 2005). C’est donc sur des critéres de pureté
cellulaire, de rendement et de standardisation que se différencient ces deux techniques. Enfin, le
tri magnétique peut étre limité par des problemes de rendements ou de pureté (Felzmann et al.,
2003). De plus, aprés purification positive, la présence de billes résiduelles a la surface des DC
peut altérer leur comportement. Une inhibition de la sécrétion d’IL-12p70, en réponse au LPS, a

notamment été rapportée (Elkord et al., 2005).

Les monocytes purifiés sont ensuite cultivés 5 a 7 jours en présence de GM-CSF et d’IL-
4 (Sallusto et Lanzavecchia, 1994) (la combinaison la plus couramment utilisée), de GM-CSF et
d’IL-13 (Goxe et al., 1998) ou de GM-CSF et d’IL-15 (Mohamadzadeh et al., 2001). Ils se
différencient alors en DC de phénotype immature, avec une faible expression des molécules de
costimulation et d’importantes capacités d’internalisation des antigénes. La culture des
monocytes avec la combinaison IL-3 et IFN[ génere des DC matures avec expression de CD83

et sécrétion d’IL-12p70 et d’IFNo (Trakatelli et al., 2006)

0) DC dérivées de cellules tumorales

Dans le cadre de certaines hémopathies, ce sont les cellules tumorales elles-mémes qui
peuvent €tre a I’origine des DC. C’est le cas notamment pour la leucémie aigu€ myéloblastique,
pour laquelle les blastes tumoraux peuvent étre différenciés en cellules de type dendritique en
présence de GM-CSF et de TNFa (Claxton et al., 2001; Harrison et al., 2001; Mohty et al.,
2002). Ces cellules ont la morphologie, les caractéristiques phénotypiques et d’activation des
lymphocytes T similaires aux DC. Au cours de cette différenciation, 1’expression des antigeénes

est maintenue. Il n’est donc pas nécessaire de réaliser un chargement en antigeénes de tumeur.
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Ces différentes sources cellulaires peuvent générer des lymphocytes T spécifiques
d’antigénes tumoraux. Elles ont été testées chez des patients et des réponses cliniques ont pu étre
observées pour chacune d’clles. Il n’existe néanmoins pas de comparaison directe de leur

efficacité.

I1.4.b) Maturation des DC dérivées de monocytes

Les premiers essais cliniques ont eté réalisés preférentiellement avec des DC immatures.
Il faut attendre les années 2000 pour que soit établie la supériorité des DC matures pour
I’induction d’une réponse anti-tumorale. Une premiere comparaison in vitro montre que
’activation et la polarisation des lymphocytes T CD4 dépend de 1’état de maturation des DC
(Jonuleit et al., 2000). Une étude est ensuite menée chez des patients atteints de mélanome.
Chaque patient est vacciné avec les deux types de DC (immatures et matures) mais chargées par
différents antigénes. Les auteurs observent alors la supériorité des DC matures pour générer des
réponses T CD4 et CD8 (Jonuleit et al., 2001). D’autres travaux viennent confirmer ces résultats
(de Vries et al., 2003b; Dhodapkar et al., 2001; Dhodapkar et al., 1999), puis une analyse,
compilant 10 essais cliniques, montre que les réponses associées a la vaccination sont corrélées a

I’injection de DC matures (Mcllroy et Gregoire, 2003).

Beaucoup de molécules sont capables d’activer des DC, mais toutes ne sont pas
disponibles en grade clinique. L’un des premiers agents de maturation décrit est le MCM
(Monocyte-Conditioned Medium), obtenu par culture de monocytes sur des immunoglobulines
immobilisées (Reddy et al., 1997). Il a été utilisé dans le cadre de vaccination contre le
mélanome (Thurner et al., 1999), mais pose clairement des problemes de standardisation. En
outre, la maturation observée pourrait dépendre de la présence de LPS dans le milieu de culture
utilisé pour générer le MCM (Nersting et al., 2003). Un cocktail de maturation, composé de
cytokines (TNFa, IL-18, IL-6) et de PGE2, a donc été developpé a partir du MCM (Jonuleit et
al., 1997). Il assure une maturation irréversible des DC et leur confere, grace au PGE2, des
propriétés migratoires ainsi qu’une résistance a 1’apoptose. Ce cocktail ne permet pas la sécrétion
d’IL-12p70, mais assure quand méme une réponse de type Thl (Lee et al., 2002a; Schuler-
Thurner et al., 2002). Cependant, il a été montré recemment que la molécule PGE2 pouvait

induire 1’expression de la molécule tolérogéne IDO. Un second signal comme le TNFa peut
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ensuite activer fonctionnellement cette enzyme (Braun et al., 2005). Cet élément doit donc étre
considéré dans les protocoles d’immunothérapie.

D’autres agents de maturation sont disponibles pour un usage clinique, notamment le
CD40L (Schlienger et al., 2003), qui favoriserait la présentation croisée (Delamarre et al., 2003),
ou des ligands des TLR (Figure 20) . La stimulation des DC par des ligands des TLR induit une
maturation phénotypique et s’accompagne d’une sécrétion de cytokines dont 1I’'IL-12p70. Des
combinaisons de ligands de TLR et de cytokines sont aussi disponibles. C’est le cas par exemple
pour la combinaison IFNy+ribomunyl (ligand du TLR4 composé de fractions membranaires et
ribosomales de différentes souches bactériennes) (Boccaccio et al., 2002), qui favorise la
sécrétion d’IL-12p70 via I’IFNy, ou la combinaison TNFo+poly IC (un ARN double brin
synthétique se fixant sur le TLR3) (Spisek et al., 2001). Néanmoins, les ligands des TLR restent

actuellement encore peu utilisés dans les protocoles cliniques.

IFN-o/ribomuny! | mm

IFN-p/IL-3/poly |:C | mm

Calcium ionophore/IL-12/IL-2 | mm

MCM/CDAOL/IFN-y| mm

TNF-o/IL-1p/IL-6 | mm

TNF-/IL-1p | mm
TNF-o/PGE/IL-1p | nu—

-]
£
)
<

TNF-o/PGF, | ne—
TNF-o/IL-1p/IL-6/PGE , |

10 12 14
Number of clinical studies

Figure 20 : Agents utilisés pour la maturation des DC dérivées de monocytes en essais
cliniques (Simon et al ., 2009)

La production de cytokines peut étre transitoire et limitée aux premieres heures de la
maturation (Langenkamp et al., 2002). En particulier, la sécrétion d’IL-12p70 s’arréte apres 18h.
A ce stade tardif de la maturation, les DC sont qualifiées d’"exhausted", puisqu’elles ne sont plus
capables de sécréter de cytokines. Elles favorisent des réponses Th2 ou non polarisées. Il est

démontré qu’une exposition treés bréve (jusqu'a 15 minutes) suffit & engager le processus de
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maturation. Celui-ci se poursuit alors aprés que les stimuli de maturation aient été retirés (Spisek
et al., 2003). Les DC obtenues présentent donc un phénotype caractéristique de cellules matures.
Cependant, elles restent capables de répondre a un deuxieme signal de type T (CD40L et IFNYy),
par une sécrétion d’IL-12p70 d’autant plus forte que la premiére exposition aux agents de
maturation a éte courte.

En extrapolant ces résultats a la vaccination, I’injection de DC aprés un temps court de
maturation devrait donc étre favorable. En effet, ces cellules pourraient poursuivre leur
maturation in vivo, migrer vers les ganglions lymphatiques et sécréter de 1’IL-12p70 au contact
des lymphocytes T, générant ainsi une réponse de type Thl. Des travaux chez la souris
démontrent d’ailleurs la supériorité des DC stimulées pendant un temps court (3h a 8h) dans le
rejet tumoral (Camporeale et al., 2003; Watanabe et al., 2003). Dans les protocoles de
production pour un usage clinique, les DC sont classiquement exposées 24h au moins aux agents

de maturation. 1l semble favorable aujourd’hui de diminuer la durée de cette exposition.

I1.4.c) Chargement des DC

Le chargement des DC peut se faire de maniere physiologique, en exploitant par exemple
les capacités d’internalisation des DC, ou artificiellement par des techniques d’€lectroporation ou
de fusion. Dans 1’idéal, le chargement des cellules doit permettre la présentation des antigénes

par les molécules du CMH-I et 1, sans perturber le processus de maturation.

a) Peptides

Ce mode de chargement est largement utilisé dans les essais cliniques, avec
principalement des peptides restreints au CMH de classe | (Banchereau et al., 2001; Butterfield
et al., 2006; Mackensen et al., 2000; Murphy et al., 1996; Nestle et al., 1998; Schuler-Thurner et
al., 2000). Les peptides utilisés dérivent d’antigénes et comptent 9 a 11 acides aminés. Cette
stratégie est relativement simple a mettre en place et a évaluer. Elle a permis de démontrer le
"proof of concept" de I'immunothérapie a base de DC. Cependant elle présente des limitations
évidentes. Elle nécessite 1’identification et la caractérisation préalable des épitopes tumoraux. De
plus, la restriction antigénique fait qu’elle ne s’applique qu’aux patients d’un haplotype HLA
donné. La stabilité du complexe CMH-peptide apres chargement est aussi problématique. Les

peptides synthétiques, méme issus d’épitopes immunodominants, peuvent avoir une faible
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affinité pour les molécules du CMH, réduisant ainsi leur immunogénicité. Une modification au
niveau des résidus d’ancrage permet d’améliorer cette affinité et favorise 1’amplification des
lymphocytes T (Slansky et al., 2000). Toutefois, il est possible que, parmi les lymphocytes ainsi
générés, une forte proportion manifeste peu ou pas d’activité cytotoxique envers les cellules
tumorales (Stuge et al., 2004).

Les protocoles cliniques s’orientent actuellement vers le chargement des DC avec
plusieurs peptides. Cela permet en effet de limiter 1’échappement tumoral face a une réponse
lymphocytaire dirigée contre un unique antigéne. L’équipe de Banchereau a publié un essai de
vaccination avec des DC chargées par 4 peptides (issus des antigenes MelanA/MART-1,
tyrosinase, MAGE-3, et gp100) chez des patients atteints de mélanome. Parmi 7 patients avec
une réponse contre 2 antigénes au plus, 6 avaient une progression tumorale. Concernant les
patients avec une réponse dirigée contre au moins 2 antigenes, seul 1 sur 10 présentait une

progression tumorale (Banchereau et al., 2001).

Jusqu’a présent, les protocoles cliniques utilisent généralement la KLH (Keyhole Limpet
Hemocyanine) pour stimuler la voie "helper”. Des épitopes restreints au CMH de classe 1l sont
aujourd’hui caractérisés. Des peptides sont ainsi disponibles pour le chargement des DC. Ils sont
de longueur variable (10 a 20 acides aminés environ) et peuvent étre pris en charge par différents
haplotypes, ce qui a pour avantage d’augmenter la proportion de patients éligibles pour
I’immunothérapie (Schultz et al., 2004).

Il est par conséquent pertinent d’utiliser une combinaison de plusieurs peptides, capables
d’étre chargés par les deux classes de molécules du CMH, afin de générer a la fois des réponses
T CD4 et CDS apres vaccination. Dans cette perspective, 'utilisation de peptides €élués a partir
des cellules tumorales est une option intéressante (Delluc et al., 2005; Liau et al., 2005; Ritchie
et al., 2006).

B) Cellules mortes

Cette stratégie repose sur les propriétés physiologiques d’internalisation des DC.
L’utilisation de cellules tumorales mortes (apoptotiques ou nécrotiques) présente plusieurs
avantages. Il n’est pas nécessaire d’identifier et de caractériser les antigénes exprimés par la
tumeur. Gréce a la phagocytose, les peptides antigéniques ont acces aux voies de présentation du

CMH de classe | (par présentation croisée) et du CMH de classe |1, permettant le développement
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d’une réponse immune diversifiée, impliquant a la fois des lymphocytes T CD4 et CD8 et
favorisant une réaction contre les tumeurs faiblement immunogénes.

La pertinence de cette approche a été largement démontrée dans des expériences in vitro
(Berard et al., 2000; Jenne et al., 2000; Schnurr et al., 2001; Spisek et al., 2002) ou chez
I’animal (Fields et al., 1998; Goldszmid et al., 2003; Henry et al., 1999; Masse et al., 2002),
avant d’€tre investiguée dans des essais cliniques concernant diverses tumeurs comme le
mélanome (Maier et al., 2003; Nestle et al., 1998; Salcedo et al., 2006), la carcinome rénal
(Gitlitz et al., 2003; Holtl et al., 2002), le carcinome hépatocellulaire (Lee et al., 2005) ou le
gliome (Yu et al., 2004).

v) Protéines

Les DC sont capables d’internaliser des protéines solubles puis de présenter les épitopes
générés sur les deux classes des molécules du CMH. Dans la pratique, ce mode de chargement
s’avere cependant peu efficace. La présentation des antigénes peut étre améliorée avec
I’utilisation d’adjuvants comme ISCOMATRIX (Maraskovsky et al., 2004). Les protéines
peuvent aussi étre ciblées via la formation de complexes immuns reconnus par les récepteurs Fc
des DC (Nagata et al., 2002; Regnault et al., 1999), ou via des récepteurs d’endocytose comme
DEC-205 (Bonifaz et al., 2002), DC-SIGN (Engering et al., 2002), Lox-1 (Delneste et al., 2002)
ou MMR (Ramakrishna et al., 2004).

§) ADN-ARN

L’utilisation d’ADN permet le chargement des DC et la présentation des antigenes
tumoraux sur les molécules du CMH de classe I ou II, sans avoir a connaitre 1’haplotype du
patient. De plus, les réponses générées peuvent étre soutenues par la co-transfection des
antigenes tumoraux avec des genes codant pour des molécules de costimulation ou des cytokines
(Agadjanyan et al., 1999; Kim et al., 1997; Tuting et al., 1998; Xia et al., 2003).

L’utilisation de vecteurs viraux assure la transfection des DC avec une bonne efficacité
(supérieure a 90%) (Jenne et al., 2001). Deux essais cliniques utilisent cette stratégie, avec
induction de réponses immunes (Di Nicola et al., 2004; Morse et al., 2005). Elle peut néanmoins
étre limitée par d’éventuelles perturbations de la physiologie des DC apres I’infection et par le

déclenchement de réponses dirigées contre les antigénes viraux. D’autres stratégies de
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transfection non virale sont disponibles, comme la lipofection, I’électroporation, la précipitation
au calcium, le systeme "gene gun" ou I’utilisation de microparticules phagocytables, mais avec
une efficacité généralement moindre (Jenne et al., 2001; Jilek et al., 2005; Larregina et al.,
2004).

La transfection des DC avec de I’ARN présente différents avantages. L’ ARN codant pour
une séquence donnée est facile a produire. Il peut aussi étre isolé a partir d’un petit fragment
tumoral, puis amplifié grace aux techniques de PCR (Polymerase Chain Reaction). La quantité
de matériel disponible est ainsi potentiellement infinie. De plus, il n’y a pas d’intégration
possible du transgéne dans le génome des cellules transfectées. La tranfection passive des DC
(par simple incubation avec I’ARN) est possible (Gilboa et Vieweg, 2004). Elle a d’ailleurs été
utilisée en phase clinique (Heiser et al., 2002; Su et al., 2003). Mais des techniques de
lipofection et d’¢lectroporation ont par la suite été développées pour améliorer I’efficacité de

transfection (Gilboa et Vieweg, 2004).

€) Fusion

Cette technique consiste a fusionner les DC avec les cellules tumorales par traitements
électrique, chimique avec du Poly-Ethyléne Glycol (Lindner et Schirrmacher, 2002), ou apres
transfection des cellules tumorales avec le géne codant pour la protéine virale FMG (Fusogenic
Membran Glycoprotein) (Phan et al., 2003). Les cellules obtenues possédent alors les capacités
de présentation et d’activation des DC et ’expression des antigénes tumoraux. Depuis 1’essai
controversé de Kugler dans le carcinome rénal (Kugler et al., 2000), cette stratégie a été reprise
dans plusieurs protocoles cliniques (Avigan et al., 2004; Trefzer et al., 2004), avec induction de
réponses immunologiques et cliniques. Toutefois, cette approche semble encore limitée par sa
complexité, la difficulté pour distinguer les fusions vraies des agrégations et par I’efficacité
méme de la fusion. Par exemple, dans un essai mené chez des patients atteints de cancer du rein
ou du sein, le pourcentage moyen de cellules présentant a la fois les marqueurs tumoraux et de
DC n’est que de 45% (Avigan et al., 2004).

11.4.d) Posologie et site d’injection

Les essais de vaccination mettent en évidence une trés grande hétérogénéité concernant la

quantité de DC a injecter, ainsi que la fréquence et le nombre d’injections (Figdor et al., 2004).
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Dans la vaccination contre les agents infectieux, le priming des lymphocytes T est généralement
suivi d’un rappel aprés 4 a 6 semaines (Zinkernagel, 2003), mais ces régles ne sont pas
forcément applicables a une pathologie chronique comme le cancer. Dans I’immunothérapie du
cancer, les vaccinations, entre 3 et 6 généralement, sont hebdomadaires, bihebdomadaires ou
mensuelles. L’objectif étant de rapprocher les vaccinations pour favoriser 1’expansion des
lymphocytes T, tout en évitant la lyse des DC par les lymphocytes generés, si les vaccinations
sont trop fréquentes (Schuler et al., 2003). Le nombre de DC injectées varie énormément selon
les sites d’injection et selon les essais (de 10° & 200.10° cellules). Les adjuvants fréquemment
utilisés sont la KLH ou la toxine tétanique. Ils permettent de contrdler I’'immunogénicité des DC
préparées et procurent un effet "helper" pour 1’induction de lymphocytes T cytotoxiques. Ils

peuvent cependant créer une compétition antigénique avec les antigenes spécifiques de tumeurs.

Les DC peuvent étre injectées selon différentes voies: intraveineuse, cutanée, ou
lymphatique. La voie intraveineuse est intéressante, du fait de son accessibilité et de la
possibilité d’injecter un grand nombre de DC, mais peut donner lieu a des réponses non
polarisées (Fong et al.,, 2001b). L’injection cutanée (intradermique ou sous-cutanée) est
largement utilisée dans les protocoles cliniques. Son inconvénient majeur réside dans la faible
proportion de DC migrant jusqu’aux ganglions lymphatiques. En effet, moins de 5% des DC,
pourtant activées en présence de PGE2 et exprimant la molécule CCR7, atteignent les ganglions
(De Vries et al., 2003a). Des expériences menées chez la souris montrent que 1’induction de
réponses T est corrélée a la quantité de DC atteignant les ganglions (Martin-Fontecha et al.,
2003). La migration des DC injectée selon cette voie est donc vraisemblablement un facteur
limitant de la vaccination. Le prétraitement des sites d’injection avec du TNFo favorise
I’expression du ligand CCL21 et permet d’améliorer la migration des DC (MartIn-Fontecha et

al., 2003). Cette stratégie n’a pas encore été investiguée chez I’homme.

Une approche alternative est I’injection des cellules au sein méme des ganglions. Les DC
sont alors immediatement en contact avec les lymphocytes T. Cette voie est donc
particulierement intéressante dans le cas de vaccination par DC chargées avec peptides. Les DC
peuvent ensuite migrer vers un ganglion voisin via les vaisseaux lymphatiques. Mais les
difficultés de cette technique sont importantes. En effet, des analyses d’imagerie par résonance
magnétique révelent une injection intra-ganglionnaire dans 50% des cas seulement (de Vries et

al., 2005). 11 est possible aussi que 1’injection désorganise 1’architecture ganglionnaire. Un accés
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plus physiologique dans le ganglion via un vaisseau lymphatique afférent peut étre envisagg,

mais reste aussi tres complexe a mettre en place.

Méme si la voie intraveineuse peut se révéler moins efficace que les voies cutanée ou
lymphatique pour I’induction de réponses T (Bedrosian et al., 2003; Butterfield et al., 2003a), il
n’existe pas actuellement de réel consensus sur le meilleur site d’administration. En fait, celui-Ci
peut sans doute étre choisi en fonction de la localisation de la tumeur. Un travail réalisé dans un
modeéle murin montre en effet que la distribution des DC détermine la localisation des réponses
lymphocytaires, ainsi que le rejet des tumeurs. Une vaccination par voie intraveineuse assure le
rejet de tumeurs pulmonaires, mais n’offre aucune protection contre des lésions sous-cutanées
(Mullins et al., 2003). Les voies d’injection pourraient donc étre déterminées en fonction des
sites tumoraux du patient, afin d’induire une réponse globale, capable d’éliminer 1I’ensemble des

cellules tumorales quelle que soit leur localisation

L’ensemble de ces données montre la trés grande diversité dans les protocoles de
vaccination anti-tumorale par DC. Si certains paramétres font 1’objet de consensus (utilisation de
DC matures par exemple), il reste difficile de privilégier une méthode de production a une autre.
L’expérience des premiers essais montre néanmoins la nécessité d’améliorer la standardisation et
le contréle qualité des vaccins (Figdor et al., 2004). Des criteres de qualité peuvent alors étre

proposés (figure 21), I’objectif étant d’atteindre ces critéres avec le mode de production choisi.
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Figure 21: Critéres de qualité des vaccins a base de DC (Figdor C.G. et al. 2004).
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RESULTATS

1) Production de DC pour un usage clinigue

l.1) Introduction

La production de larges quantités de DC a partir de monocytes ou de cellule CD34+ a
rendu possible leur utilisation en immunothérapie du cancer. Les différents parametres impliqués
dans la production de ces cellules comme le mode de culture (flasque ou poche), les cytokines et
agents de maturation utilisés ou le processus de chargement sont largement décrits. En revanche,
I’impact du milieu de culture sur la génération et la maturation des DC reste peu étudié. Si les
premiers essais de vaccination sont réalisés indifféremment avec des DC immatures ou matures,
il est maintenant clairement établi que 1’état de maturation des DC détermine 1’issue de la
vaccination. Le choix du milieu est donc un parameétre important de la production des DC pour
un usage clinique.

De nombreux milieux existent pour la culture des cellules hématopoiétiques ou celle des
DC. Nous les avons testés et évalués, en fonction de leur capacité a générer des DC et a
permettre leur maturation phénotypique et fonctionnelle. Nos résultats montrent que la
production des DC est possible quel que soit le milieu utilisé, avec des rendements de culture
comparables. Cependant, d’importantes différences, concernant la maturation des DC, peuvent
étre observées selon le milieu, ou entre différents lots d’'un méme milieu. Nous avons donc
investigué I’influence de la supplémentation (sérum de veau, sérum humain, plasma autologue et
albumine humaine) sur la culture des DC. Nous montrons que la production de DC est possible
en milieu RPMI supplémenté par de 1’albumine humaine. Cette combinaison assure le meilleur

compromis entre efficacité de maturation et impératifs de standardisation et de sécurité sanitaire.

1.2) Article

L
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Abstract

Dendritic cells (DC) are pmw:rﬁ.ll antigen-presenting cells char have drawn many
attentions due to the recent development of anti-cancer vaccines. Clinical gmde
pmduclinn of mnnocy[Crdcrivcd DC (Mo-DC) 15 cam:nsivcl}r studied, and many
effores are made to develop and improve clinical standard operating procedures.
Most of the parameters involved, such as che cymkincs and maturation agents, have
been widely assessed. However, very few are investgated about how culmure
medium and additional protein components affece DC }ricld, viabilir}rand mamnira-
tion. Thus, our SI'I.Id}v' aimed compare the impact ofstandard culoure medium on
Mo-DC differentarion and maturation. Commercially available media for hema-
topoietic cell culture as well as different protein supplcmcmalians, thar is foeral calf
serum (FCS), aumlngnus pla.ﬁrrta (AP), human serum (HS) and human serum
albumin (HSA) were tested. Culture ",riclds, cell viability and DC maturation were
investigated. Differendation yields were similar between the condidons used.
However, we evidenced signiﬁcant differences in terms of cytotoxidey and DC
maturation (phenotypic and funaional). This underscores the importance of
defining culture medium composidon in clinical standard operadng procedures

to Insune qualit}r control, and also when preparing DC for ocpcrimcnml Lses.

Introduction

Acrive immum[hcrﬂpy with dendritdc cells [1] can be used
to induce antimmour immunological responses and as
such, offers an arrractive alternative o conventional cancer
trearments |2]. The recent dﬂrclnpmcn[ of methods for
|argc-sca|c X v productinn of dendritic cells (DC) from
peripheral blood monocytes [3, 4] has widely coneributed
to their growing use in cancer vaccination trials. However,
although objective clinical responses have been observed
[5], so far meatment resules have proved o be somewhat
disappointing compared with those obmined in vigw
and in animal models. Yet, these relative failures must be
re-interpreted in lighe of current dara and pardcularly those
concerning DT mamration stams. Indeed, firse clinical
trials used eicher immarmre or mature DC ((DC, mDC)
while nmuadays, mDC injecton is favoured for cancer
immumthcrap}r. Besides, clinical DC were mmmnnl}r
prepared in medium from different origin with variable
Annex Thr:rapf:utic Products [6]. Thus, detailed anal}rscs
must be carried out to improve the production procedures
tor DC in dinial trials [6-8). Moreover, it is admitted
that efforts have to be made o standardize DC production
[9-11], cytokines,

protocols.  Thus, precursor  cells

© 200 Blackwsll Publishing Lud. Scandfnavian Journal of Immumolagy 63, 401409

maturatinnrinducing agents [3, 12, 13] or antigcnrlnading
processes I[pcptidcs, |}rsan:s, apoprotic cells) [14-17] used
o generate DC for immunotherapy have been extensively
studied and tested prier w their use in dinical pmlocnls.
Cﬂntrastingl}f, very few comparative studies have been
publishcd n:garding the impact of culture medium and
components on DC culture. RPMI supplcmcnmcl with
foewal calf serum (FCS) is |argc|}r used in cacpq:rirrn:nlal
applicatinns, bur other culture media were dcvclnpcd and
validated for DC pmductinn. Rcccn[l}r, the generation of
DC with different serum-free culture media was also
reported. However, there were no comparative analyses
concerning the impaa of these commercially available
media and cheir protein supplr:mcnls on DC generation,
maturation and functional acdvities. Our study aims w
determine the involvemenr of these culure media and
different protein supplementations on the feasibility of
generaring funcrional mnnocytcrdcrivcd DC (Me-DC).
Monocytes from healthy donors were culmured in differ-
ent culture media for 6 days with GM-CSF and IL-4. The
iDC generated were phenortypically analysed and function-
all}r campan:d for phagncymsis properties. Then, DC were
weated with TNF and polyinosinic-polycyridylic aad
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jpoly I:C) w induce maturaton. Yield, cell viability,
maruration and the funcrional capaciries of these mDC w
activate T-cell pnpulatinm were cnm[:an:d_ Qur resules indicae
that only depending on the culture medium or the protein
adjuvan[, DC have distincr viabilities, phcnar}rpcs and
immune capadties. In our hands, optimal DC production
in terms of maturation (phenotypic and funcrional), and
qualil}r conerol requirements were obrained witha protein-
free culture medium (i.e. RPMI-1640) supplemented with
HSA thar must be tested before use. Thus, the present
slud}r highlighrs, for the first time, thar che compaositon of
the aulrure medium and particulary their protein supple-
mentations are as important as other therapeutic products,
such as cytwkines and maturation agents and therefore
must be maken into account, when establishing standard

operating procedures for the generation of DC.

Materials and methods

Culture media. The following culture media were tested:
AIMV (Gibco BRL, Paisley, UK), CTM-DC (Mabio,
Tourcoing, France), Cdl-GRO DC medium (CellGenix,
Freiburg, Germany), X-VIVO 15  (Biowhitaker,
Walkersville, MD, USA) and RPMI (Life Tochnalngics,
Cergy Pontoise, France). All media were supplemented
with 1% penicillin/sreptomycin and 2 mu L-glumamine
fall pun:l'la_v:d from Life Tﬁchnnlngics}_ FCS was purcha_md
trom Eurcbio (Les Ulis, France) and HSA from Laboratoine
Frangais de Fractionnement et de Bintcd'mnlngics {Les Ulis,
France). Aumlngnus plasrna (AP) and human serum (HS)
were produced locally in our laboratory. FCS, HS and AP
were hear inacrivated for 30 min ac 56 °C.

D preparation. Immamre Mo-DC were generated from
leukapheresis produces of HLA-A™0201 healthy donors.
These procluct_s collecteed  from  donors  at
Ermblissement Frangais du Sang, After obraining informed
consent, peripheral blood monenuclear cells were isolated by

Were

Ficoll-Paque density gradient centrifugation {Amersham,
Uppsala, Sweden). Monocytes were then enriched by elutria-
ton (councerflow ccntriﬁ.lg;tinn} using a Beckman Avand
J20 centrifuge equipped with a JES.0 rotor and a 5-ml
dutriation chamber. Cells were centrifuged ar 602 g with
an increasing flow rate (20, 25 and 35 ml/min, rcspncliv\cl}r}
to separate the different cell populatons. Three 200-ml
fractions were thus collected, the last of which was enriched
in monocytes. Rnutincl}r, puril}rnFclu[riam:l MONGCYTes Was
2 80%, as assessed by flow cytometry based on the detection
of the CD14 marker. Monocyres were washed in culmure
medium (Fig, 1) before they were sceded in G-well plates at
23 10° cells/ml with 500 TU/ml GM-CSF and 200 TU/ml
IL-4 {AbCys SA, Paris, France). Cells were then allowed o
differentiate for 6 days.

Pbagwg:m:f; qf‘apapmﬁr mmotr cell. Human melanoma
BEU cells (kindly provided by Professor J.F. Dore, Lyon,
France) were labelled with PKH-67 membrane dye
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Figure 1 Dendritic cells (M) generation. Monocytes purification was
analysed by flow cytometry, based on morphological properties and
CI 14 expression. Then, monocyrss were culmred with GM-CSF and
IL-4 in different media for DC generation, After & d.ays. immature [
were activared with TNFa and poly 1:C for 48 h.

{Sigma, 5t Quentn Fallavier, France) according to the
manufacturer protocol. Apoprosis of mmour cells was
induced b}r I-min exposure to UVE irradiations. Afrer
48 h, cell death was assessed using FITC-labelled annexin
Vand staining with pmpidium iodide (BD Biosciences, Le
Pont de Claix, France). Apoprotic cells were harvested and
cultured with IDC at 2:1 rato. After 24h, DC were
labelled wich PErcnnjug;atcd anri-CD86 monoclonal anrd-
body (Immunotech, Villepinte, France), and phagocytosis
was assessed by flow cytometry as the percentage of dou-
blr:rpnsitivc cells.

DC matration. After 6 days, IDC were harvested and
plan:d in 24-well pl-alcs in fresh medium supplr:mcnlcd with
GM-CSF (500 1U/ml) and IL-4 (200 TU/ml) ar 10° cells/ml.
Plates were coated  wich ml}r(E-fqiﬂranﬂh}rlmcnacq?lalc}
{Sigma) o prevent cell adhesion. Maturation was induced by
anadditional 48-h treacment with 20 ng/ml TNFz (AbCys SA)
and 50 ].lg."ml pnl}r L:C (Sigma) as pn‘:vim.lsly described [13].

Flow cpometry. FITC or PE.-—Cﬂnjugﬂlﬁd monaoclonal
antibodies directed against the following antdgens were
used for phcnm}rpic anal}rsis: CD14, CD80, CIDE3,
CD86, HLA-ABC (Immunotech) and HLA-DR (Caltag,
Burlingame, CA, USA). Isotype-matched antibodies were
used as concrols (Immunotech). Labclling was carried out
at 4°C for 30 min in RPMI with 10% FCS. Cells were
washed twice in PBS and analysed on a FACScalibur
cytometre using the CE1L QUEsT PRO software applimton.
The DC population was gated based on its forward-scarter
and side-scatter profile. Dead cells were srined wich 1 pum
TO-PRO-3  iodide Probes,

France) and excluded from che analysis. Resules are

(Molecular Montlugon,
expressed as median fluorescence intensity (MFI).
Cytokine detection. Supernatants from 48-h DC culoures
were colleceed and scored ar —20°C unril thq.r were used
for C}?lﬂkinf_‘ c[uantiﬁcatinn_ IL-12p70 and IL-10 pmduo
tions were assessed by ELISA (BD Biosciences) according
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to the manufacturer’s instructions. All measures were per-
formed in duplicate.

Mixed fm.mgm’ reaction. Increasing amounrs of iDC or
mDC were coaultured with 1 % 10° a"ngcncic CDh3™ T
lymphocytes, purified by R-JscrtcScp-l-M (StemCell
Technologies, Grenoble, France) according to manufac-
turer protocol. All cocultures were carried ourt in mipliate
in U-bottomed 96-wel plates, in a final volume of 200 pl
of AIMV medium. Proliferation of allogeneic T lympho-
Cytes was derermined 4 c:lays later based on ZSH-[h}rmidinc
uptake (1 pCifwell) during the last 18 h.

ThiiTh2 qu_arfzarim:. Allo geneic CD4T T cells, puriﬁq:l
by Rmcr[cScle, were cultured for seven days with DC ac
10:1 ratio. Then, T cells were simulated with 15ng/ml of
phorbol 12-myristate acetate and 1pg/ml of caldum iono-
mycin (Sigma) for 6 h. The last 4 h, brefeldin A (10pg/ml,
Sigma) was added, and the production of IL-4 and IFNYy
was detected by intracellular stining using anti-IL-4 PE and
anti-IFNy FITC monodonal antibodies (BD Biosciences).

Statistical analysis. For statstical analysis, experiments
were rcpcamd with ar least five donors, and statistcal sig-
nificance was assessed by the nonparamertric Friedman test.

Results

Comparative effect of media on DC generation

For DC generation and maturation, four serum-free media
dmﬂ:lnpod for hcrnampnic[ic or DC culwure, namcl}r

Culture Medium and DC Maturation 403

KNVIVO 15, AIM-V, Cell-GRO CTM-DC and dassical
RPMI were compared {experimental procedure described
in Fig. 1). Afrer culeure 6 da}rs in the media with GM-CSF
and IL-4, no significant differences between differentiation
yields could be detected (not shown). Cell viability was
quite homogeneous (> 75%), and the differendarion of
monocytes into IDC was efficient as shown by the strong
(Fig. 2A).  As

expected, expression of CD83 was not detected on mem-

dnwnrcgula[inn of CDI14 expression

brane surface of the iDC, whereas che costimulamry mole-
cules CD80 and CD86 were weakly expressed (Fig. 2A).
Yet, phcnm}rpic differences were noted for iDC as shown
for instance b}r the HLA-ABC expression afrer X-VIVO 15
(MFI=34) or CTM-DC culture (MFI = 264) (ratio 7.8).

Phagocymlic process is an imporant mmour antigen-
loading strategy available for dinical applications. As a
specific parameter for the monitoring of ex vive 1DC, we
noted that phagocytosis capadties were effective and simi-
lar, whatever the conditions and the culrure medium used
{data not shown), as assessed by apoprotic-labelled cell
caprure [13].

iDC were then treated, with the different media, by the
TMNFax and pnl}r I:C combination for 48 h [13], and mawra-
ton was assessed b}r flow cytometry. As D{PCE[CEI, we
noticed the upregulation of CD&0, CD&3, CD86, CMH-I
and CMH-1I molecules which was acmmpaniod b}r the loss
of CD14 expression (Fig. 2A,B). Yield of mDC and cyro-
toxicity were n:[uivalcn[ accnrding to the medium (not

shown). However, flow cytometry analysis revealed that

A i B + TNFo + paly 1:C
RPMIFCS XVIVO  AIMY  Cell-GRO CTM-DC EPMIFCS XVIVO  AIMY  Cell-GRO - CTM-DC Ratio max/min
, o \ | ' A A
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f i CD83F )1 = I 1 et T RPMIFOSIX-VIVO: 460
2 f I' b 5 'I' aws \ g o oams
coes || 17 12 e . 3s | 44 coss | 4140 __|[l i A \ 441 { 35 Cel-OROVE-VIVD: 4.67
L L A W (AT B a—— UL i AL L WL
" i [ L f J_ ) lh | Ill i ;
mea-ape [0 32003 HE g T2 26 iacase g L 327 L AT L 8R2 ) SEE pemIECSICVIVO: 362
VA LYA N VA L WA LA ANECAT S WL N B WA R L
I I |l | | I
Hapr | 19022 f'.kf- 2 f 00 (0¥ mao | 355 '!I. (| 46 II'.I M2 :J', 5 LT peresacvivo, 54
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Fignre 2 Comparative phenotypic analysis of immature dendritic cells (iDC) (A) and matre DC (mDC) (B) generatad in different clture media. The
phq:|mlypic markers, CD14, CDA0, CD83, CDEG, HLA-ABC and HLA-DR were a.|u|yscd by flow cytometry. [ were gamd Mardilq; o their
marphological properties and viability (based on TO-PRO-3 jodide smining). Only viable eells were included in the final analysis. Thin lines represent
speciﬁc expression of im-'cuiga.m:l molecules, and thick lines, IS0y pe control staining. Median fluorescence intensity values are prm'idcd. One

represeniative experiment of four is shown.
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DC maturation was highly affected by the medium origin.
For instance, mcmbrﬂnﬁspn:iﬁc markers, such as CID83,
CD&6 or HLA-DR, were four rimes higl'n:r for FCS-RPMI
or Cell-GRO media, when compared with X-VIVO 15,

DC and batches of medium

Because DC maturadon highly differed with the serum-
free medium used, we made the assumption that protein
component variations in these serum-free media could be
responsible for the differences observed. Thus, we analysed
DC productiﬂn, accarding to0 medium barch and supplr:r
mentation used. Culmre media specifically designed for
D produc[ian conin a defined list of construents (e.g.
minerals, vieamins and amino acids). In addition, these
media, which have been dmﬂ:lnpcd for use in serum-free
aulture conditions, conmin protein constituents, that are
subjccl o binlﬂgic:ﬂ variab“ily_ Thus, we cnm[:amd DC
production and matmradon with different batches of
AIMYV (labelled A, B and C). Accnrding to the manufac
turer, compositon of these medium barches differs due to
HSA bulk. After 6 da}rs of culre, iDC yicld.s were quite
similar, rcgardlc.“ of the barch of medium used (dara not
shown). As pn:vinusl}r observed, CD 14 expression was low
in all tested cultures (Fig, 3A). Contrastingly, differences in
the expression level of maruration markers, as costimula-
wry molecules (CD80, CD86), were observed berween the
barches tested. Moreover, expression levels of HLA-ABC
and HLA-DR with barch C were, rcspc\:tiwl}r, 4.4 and 3.6
fimes highcr than that obtained with batch A. Surprisingl}f,
the cell cytomxicity drastically varied as a function of the
barch used (Fig. 3B). For instance, with the same Mo-DC
population (from the same donor) grrotoxicity concerned
220 cells when cultured in bacch A medium, and 54%
with batch C. These dam highlight the impace of protein
components in culture media as a major parameter for DC
production and maturation.

Protein supplementation and DC maturation

Excepr RPMI-1640, all the tested media are prmridcd with
protein components. Thus, we dedded to carry on our
investigations with RPMI medium to test several other
sources of protein supplements to analyse supplementation
influence and to rcp|acc advantag:ﬂuﬁl}r FCS. The protein
supplcmcnls tested included two HSA barches (HSAT and
HSA2), AP, HS and FCS, a component |argc|}r applied in
dinical and cxpf:rimcnml investigations. As shown in
Fig. 4, differentiation }ric|c|_s as well as cell viabilil}f were
quite homogeneous between the protein supplementations
used. Phagocymsis, aml}rscd in the immarture stare, was
also effective, dcspin: 5|ig|1t differences, whatever the pro-
tein supplementation employed (data not shown).

Then, we ana|}fscd the effect of these protein supplr:r

ments on DC maturation. Phcmt}rpic maturation of DC

F.-I. Rayer et al.
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Fignre 3 Analysis of mature dendritic cells (m[DC) cultured in different
batches of AIMVY. DC adured in three disting bawches of AIMV
(hatches A, B and C) were exposed to TNFa and poly I:C for 48 h and
analysed for phenotypic properties and viability. (A) DO were gated
aceording to maorphological properties and only viable cells (hased on
TO-PRO-3 iodide staining) were included in the final analysis. Thin lines
represent sped fic expression of the investigated molecules, and thidk lines,
isotype contral staining. Profile of iDC is used as contral. Median
fluorescence intensity values are provided. (B) DC were gated according
to their marphological properties, and viabiliy (based on TO-PRO-3
indide smining) was assessed.

was monitored by flow cytomerry for the detection of the
following cell surface markers; CD80, CD83, CD8o6,
HLA-ABC and HLA-DR (Fig. 5). We noticed a signiﬁr
cant difference in CDS0 expression, berween HSAL-
supplemented RPMI (MFI =95.2£30.5) and HS- and
AP-supplemented RPMI (MFI=13.5 £2.95 and 175 £ 3.2,
respectively). CD83 expression was also higher with HSA1
(MFI=153430) and FCS (MFI=18.24+4.1) than
with HSrsupplcmcnlcd RPMI (MFI=4.3 +0.0).
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Fignre4 Protein supplementation and dendritic cells (DMC) generation,
(A) Differentiaton yields depending on the protein supplement used.
Monocytes were atlred in RPMI supplemented with foetal calf semm
(FCS), human serum (HS), auwlogous plasma (AP) or human serum
albumin (HSA) (vwo barches were tested). Live immarure DO (D),
based on morphology and oypan blue ecdusion, were numbered on day
6. Yields were calculared in relation o the number of clls seeded (n=5).
(B) Immature and mature DO viability depending on the protein supple-
mentation ussl, Viability was assesed by flow oytomerry, Cells were
gated according w their morphological properties, and TO-PRO-3 iodide
staining was used to detea live cells (n=5)

Finally, HLA-ABC expression was stronger using FOS
(MFI=750.4 £ 315.9) and HSA1- and HSAZ-supplemented
RPMI (MFI=06194 £ 145.5 and MFI=0603.4 4+ 147.2)
than with HS-supplemented RPMI (MFI = 289.0 £ 55.3).
Although not statstially different, CD86 and HLA-DR
expressions were higher with FCS and HSA than with
HS-supplemented RPMI. Thus, in terms of cell surface
phenotype, DC mamration is affeaed by protein supple-
mentation. In particular, HS supplementation appears to
impede DC maruraton.

Cytokine production

D maruration is known w result in cywkine secretion,

particularly IL-12p70 and IL-10, involed in T-cel

Culture Medium and DC Maturation 405

orientarion towards Thl or Th2 response. Cyrokine secre-
tion was investigated by ELISA quancification of IL-12p70
and IL-10. As expected, iDC produced very low levels of
both cyrokines (< 10 pg/ml). In mDC, IL-12p70 secretion
was signiﬁcantly higher with FCS (401.9 4= 108.2 pg/ml)
than with HS-supplemented RPMI (36.35 4= 13.02 pg/ml)
(Fig, 6). Even not statistically significant, 1L-12p70 secre-
ton with HSA was constantly higher than wich HS RPMI.
IL-10 secrerion was higher in FCS-RPMI (nor scadstically
significant) and was homogeneous between the other
media.

Functional capacities of the generated DC

We ﬁnally assessed the T-cell stimulatory capacides of
produced DC by a mixed levcocyte reaction. DC prepared
in RPMI with various protein supplements were incubated
with allogeneic CD3™ T lymphocytes for 4 days (Fig, 7).
In correlation with phenotypic analysis, mDC produced in
HS-supplemented RPMI appeared to be less potent stimu-
lators of allogencic T cells. Simulrancously, we analysed
the culture condidons on the ope of Th [CSpOnse gener-
ated. Purified CD4™ T cells were cultured with DC, and
Thl or Th2 polarization was investigated by measuring
IFNY or IL-4 production. All preparations preferentially
induced a Thl response, as evidenced by IFNy production
{not shown).

Discussion

Early clinical trials have demonstrated that DO vaccines
represent a promising approach o cancer trearments.
Although it is assumed thar DC can induce immune
responses in some cancer patients, clinical results remain
conrroversial [5]. As pointed our by Figder and Colleagues
[6], the use of DC-based vacdnes in immunotherapy trials
requires standardized production protocols and defined
characterization of these standards. The clinical DC can
be derived from mulriple sources and distribured as various
subsets or mawration stages, depending on the ex pive
protwcols. Since abour 10 years of these i wre DC
productions, most of the parameters for culture conditions
were well smdied and charaaerized. The impacr of culture
medium on DC gencration has been wckled in some
works. In 1998, Anten et al. [18] compared DC produc-
ton in FCS or HS-supplemented medium, bur withour
evaluaring serum-free media. Also, Sorg er al [19] have
developed a closed system for DC production with a single
medium, AP-supplemented X-VIVO 15. Recently, two
works reported the comparison of cell media [20, 21].
Tkachenko er al. [20] analysed DC producrion wich dif-
ferent protein supplements, then, Peng et al. [21] assessed
the culture media and supplementation effect, bue mainly
on IDC generation. However, there is no global investiga-
tion about how culure medium and also additional
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Figure 5 Phenoty pic analysis af marure dendritic cells (mDC) anltured in RPMI with different protein supplementarion. CDE0, CDEE, CDEG, HLA-ABC
and HLA-DR moleailes were analysed. Results are expressed as median fluorescence intensity (MFI) (n= 5). * represents signi ficant differences (< (h05).

protein  components  could affece DC yield, wviabiliry,
maturation and functonal properties. In the present
work, we compared the effect of five different culture
media and their prorein supplementss on DC production
and maturation. We demonstrated that the nature and the
various

protein  batch  supplemenmations significandy

altered maturation of DC generated in pitre, bringing
new insighes into the standardization process for DC pro-
ducrion in cancer vaccine strategies.

First, we analysed and compared four serum-free media
with the largely wsed FCS-supplemented RPMI medium.

Differendiation  yields, as well as cell viability, were
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equivalent between the media. Yields were relatively low
{less chan 50%), in agreement with other publish:d smdies
[22, 23]. As sugg:sm:l b}r Bender et al. [12)], such low peroen-
tages may be due w the faa that only a fracton of the
inital monocyte population had the potential o differ-
entiate into iDC, and that the other fraction underwent
pmgrammod cell deach [24]. However, we observed
imporeane  marurarion differences, dcpcnding on the
serum-free medium used. Indeed, media developed as
serum-free culture condidons always contain constimuents
such as HSA, which are subjcc[ o binlngical variabilities.
We asumed thar these variabilities could c::plain the
maturation differences  demonserated b}r the resules
observed with the AIM V batches, which differ only by
their HSA batches COMpONents. Thus, when using a cul-
ture medium that concains human or animal protein sup-
plements, a pre-evaluation of the medium bawch must be
recommended, particularly when DC are produced for

clinizal use.
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Fignre? Mixed leucoorie reaction. The apacity of dendritic cells ()
generated in RPMI in the presence of different serum supplements to
stimulate 2 T-cell response was analysed. Increasing numbers of DO
treated with THNFx and paly I:C for 48 h were used @ stimulare allo-
geneic T lymphocytes. Proliferation of allogeneic T lymphocyres was
determined after 4 days by "lI-[l‘L}'Illid.illc incorporation over a period
of 18 h. One represcntative experiment aof three is shown.

Because of the barch medium variabiliey and to rerain
more control of cell aulmure, we decided w devise our own
cell media from serum and pmtcinrfmr: RPMI b}f testng
different types of protein supplements. The tested supple-
ments included two HSA batches, AP, HS and FCS, a
source of protein supplcmcm largcl}r used in cxpcrimcn[al
prnccdurcs and clinical erials. While differenciation }riclds
and cell viahilit}r were cnmparablr: with all supplcmcnts
tested, significant differences in the expression of cell sur-
face markers were noted as a funcron of the added pro-
teins. In pardcular, CD80, CD83 and HLA-ABC were
heterogeneously expressed beeween FCS, HSA and HS
supplcmcnta[inn. However, due to the saﬁ:ty requirements
and the pnssiblc inducrion of an immune response againse
xenogeneic proteins [25-27], FCS should be avoided in
clinical  protocols  and  preclinical  investigations.
Cﬂnscqucntl}r, AP and HS have aln:ad}r been tested
rcplacc FCS supplcmcnmtinn (18, 22, 28, 29], with dif-
ferent resules, probably due @ serum or plasma barch
variability. In our hands, HS or AP appeared to be less
effident for DC maturation than FCS or HSA barches
as shown b}r phcnm}rpic anal}rsis, cytnkinc secretion and
Tcell stimulamr}r capaciries. Also, cancer cells from vadous
Wmour types are known to secrete inhibilﬂr}f molecules,
that may affect DC, if generated in AP-supplemented
medium [30], rcndcring unsa[isfacmr}r standard pmdu&
tion PrﬂlOCﬂIS and operating pmccclurcs for dinical
applications.

Supplementing culture medium with HSA seems to be
the best choice for standard DC production. On the basis
of the detecrion of phcnn[}rpic markers, ir allows pmpr:rl}r
DC maturation after TNFzx and pnl}r I:C  trearment.
Furthermore, as HSA can conveniendy be colleced
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under GMP conditions, the culture pmt-xal can be Cﬂ.ﬁil}?
standardized. Besides, large amount of IL-12p70 were
produccd with HSA-supplcmcntcd RPMI. However, we
noted thar the Thl actdvaton was induced wharever the
aulture medium used, because of poly I:C, a strong Thl
inducer [31, 32|, Finally, DC funcrional properties were
assessed by T-cell stimulatory capacities. Consistent with
phcmrypic anal}rsis, Tcell prﬂliﬁ:ra[inn was highcr with
FCS, AP and HSA than with HS-supplemented RPMI.
Thus, DC generated in H5A medium are endowed with
mmplcn’: funcrional properties.

In condlusion, our study provides new insights into DC
standard production for clinical use. It highlights the
medium influence on DC generation and maruration
and shows the need ro evaluare and validate the medium
but also the protein constituent. According to our results,
DC  generation in a ested  HISA batchrsupplcmcnmd
RPMI offers the best compro mise between maturation
cfficiency and mecting safety requirements for operating

procedures in clinical applications.
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I1) Maturation séguentielle des DC et signaux helpers

I1.1) Introduction

Les conditions de culture et de maturation des DC sont fondamentales pour I’induction de
réponses lymphocytaires (Royer et al. 2006). L’association du TNFa et du polyIC permet une
bonne maturation des DC (Spisek et al. 2001).

In vivo, les DC sont sensibles a I’inflammation du tissu envahi, aux pathogénes qui
I’entourent et a toutes les molécules de danger délivrées in situ. En réponse a ces signaux de
périphérie, elles rentrent dans un processus de maturation qui leur permet de migrer vers les
organes lymphoides secondaires ou elles peuvent rencontrer les lymphocytes. Ces derniers, apres
activation, peuvent a leur tour délivrer des signaux qui peuvent moduler le profil des DC. Ces
signaux, comme le CD40L ou I’IFNy, sont connus pour induire la maturation des DC, ils sont
importants pour la sécrétion d’IL12p70 entre autres, et jouent un rble dans la réponse
lymphocytaire cytotoxique (Cella et al. 1996; Mackey et al. 1998). Nous avons alors étudié les
réponses lymphocytaires induites par des DC maturées séquentiellement, avec un deuxieme
signal issu de lymphocytes CD4 helpers. En mimant in vitro les séquences d’activation des DC
ayant lieu in vivo, nous avons mis en évidence 1I’importance de la rencontre DC-lymphocytes T
CD4 pour I’induction d’une réponse immune a long terme. Ces résultats sont d’autant plus

importants dans 1’utilisation des DC a des fins thérapeutiques anti-tumorales (Sato et al. 2004).

[I.2)Article

Optimisation de la production de cellules dendritiques pour leur utilisation en immunothérapie anti-tumorale 95



Human dendritic cells sequentially matured with CD4+ T cells as a

secondary signal favor Thl, CTL and long-term memory T cell responses
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Abstract

Dendritic cells (DC) are professional antigen presenting cells involved in the control
and initiation of immune responses. In vivo, DC exposed at the periphery to maturation
stimnli migrate to lymph nodes where they receive secondary signals from CD4+ helper T
cell. These DC become able to initiate CD8+ cytotoxic T lymphocyte (CTL) responses.
However, ir vitro investigations concerning human monocyte-derived DC never focused on
their functional properties after such sequential maturation. Here, we studied human DC
phenotypes and functions according to this sequential exposure to maturation stimuli. As first
signals, we used TNF-o/polyl:C mimicking inflammatory and pathogen stimuli and, as
second signals, we compared activated CD4+ helper T cells to a combination of CD40-L/IFN-
v. Our results show that a sequential activation with activated CD4+ T cells, dramatically
increased the maturation of DC in terms of their phenotype and cytokine secretion, compared
to DC activated with maturation stimmli delivered simultaneously. Interestingly, the
interaction of mature DC with activated CD4+ T cells widely favored Thl polarization and
CTL activation, while limiting the expansion of CD44+-CD25+FoxP3+ regulatory T cells.
Furthermore, this sequential maturation led to the induction of CTL with a long-term effector
and central memory phenotypes. Thus, sequential delivery of maturation stimuli which
include CD4" T cells should be considered in the fiture to improve the induction of long-term
memory CTL in DC-based immunotherapy.
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Introduction

The importance of DC in adaptive immune responses has been extensively
demonstrated during the last decades. DC reside in skin, mucosa and peripheral tissues where
they are exposed to foreign antigens. Through their capacity to sample their environment, to
migrate to lymph nodes and to activate lymphocyte populations, these sentinel cells are at the
origin of antigen-adapted immune responses, making a link between natural, innate and
specific adaptive immunity [1]. In this context, DC are at the heart of the immune surveillance
mechanism, capturing and presenting antigens to specific T lymphocytes that can participate
to response against pathogens or tumors.

Many studies in murin models have underlined the importance of CD4+ T cells in the
induction of CD8+ T cell responses by DC, and more recently in the establishment of a CD&+
T cell memory pool [2]. Tt is now well established in these amimal models, that DC must first
be exposed to preliminary maturation signals in the periphery to induce their activation and
migration to secondary lymphoid organs where they can interact and received additional
signals from CDM4+ helper T cells. CD4+ T cell help is mediated by several factors such as
CD40-L. CD40-L expressed by activated CD4+ T cells is known to induce an increase in the
expression of costimulatory molecules by DC and in the secretion of bicactive IL-12p70, a
cytokine required for Thl differentiation and CTT. activation [3-6]. However, CD40-L
independent signals such as IFN-y, can also act on DC to increase their capacities to initiate
CTL responses [7, 8]. In addition, it was recently demonstrated in a murin model that these
CD4+ T cell-derived signals induce secretion of the chemokines CCL3 and CCIL4 by DC.
These chemokines are reported to attract naive CD8+ T cells, thus increasing the probability
that an antigen-specific CD8+ precursor comes into contact with a mature, antigen-presenting
DC [2, 9]. Furthermore, these chemokines favored the differentiation of a long term memory
CD3+ T cell pool [10]

Thus, these murin models suggest that DC maturation require a two-step process in
order to enable the efficient activation of CD8+ T cell responses and the generation of a
memory T cell pool. Surprisingly, while numercus differences exist between murin and
human DC, no in vitro investigations concerning human DC maturation take into account this
two-gtep maturation process. Indeed, they focused on maturation stimuli used alone or in
combination, but delivered simultaneously and not with CD4" T lymphocytes as second
signal. Thus, in the present study, we characterized the phenotype and function of human DC
sequentially matured with activated CD4+ T cells as a second signal in comparison with DC

activated with simultaneous delivery of maturation stimuli. We set up a DC maturation
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protocol composed of TNF-ot/polyL:C as a first combined signal that mimics the peripheral
gtimmli, followed by exposure to either allogenic CD4+ T cells activated with CD3 and CD28
specific mAb. We investigated the effect of this sequential maturation on the phenotype of
DC and their ability to secrete cytokines and chemokines. We also compared their capacity to
induce differentiation of autologous CD4+ T cells, as well as their ability to prime antigen-
gpecific CDB+ T cell responses. We found that sequential maturation of human DC,
especially with activated CD4+ T cells as a second signal, led to a stronger Thl polarization
of the autologous CD4+ T cell responses, with a limited expansion of CD4+CD25+FoxP3+
regulatory T cells and a better differentiation of anti-tumor CD8+ T cells with a long-term
memory phenotype. Our work therefore reports a new approach using sequential maturation
to optimize in vitro DX maturation and T cell activation for the development of DC based

immunotherapy.

L
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Material and Methods
Cell cuiture

Human PBMC were obtained at the Etablissement Frangais du Sang in Nantes from
healthy donors (convention ATS 2000-12). After Ficoll-Paque density gradient centrifugation
{Amersham, Uppsala, Sweden), monocytes were purified from PBMC by elutriation using a
Beckman Awvanti J20 centrifuge equipped with a JE5.0 rotor and a 40 ml elutriation chamber.
Monocyte purity was assessed by flow cytometry using scatter gating to define monocyte and
lymphocyte populations and was around 90-95%.

Monocytes were cultured in flasks at 2x10° cells/ml in RPMI 1% penicillin—streptomycin—
glutamin supplemented with 2% human albumin (Laboratoire Frangais de Fractionnement et
de Biotechnologies, Les Ulis, France), 500 U/ml recombinant human GM-CSF and 40 ng/ml
recombinant human IT.-4 (both from CellGenix, Paris, France). Immature DC were harvested
at day 5 and cultured in fresh medium with cytokines at 1x10° cells/ml, in 24-well plates
coated with poly(2-hydroxyethylmetacrylate) (Sigma, St Quentin Fallavier, France) to prevent
cell adhesion. DC maturation was induced by addition of TP: 20 ng/ml TNF-a (AbCys, Paris,
France) and 50 pg/ml poly I.C (Sigma, St Quentin Fallavier, France), or CI; 0.5 pg/ml soluble
CD40-L trimer (AbCys) and 1000 U/ml IFN-y (AbCys), or T4+: activated CD4+ T cells at a
DC/T4+ ratio of 1/2. In some conditions, T4+ or CI were added to DC matured 10 hrs with
TP. In order to activate CD4+ T cells (T4+), allogeneic CD4+ T lymphocytes were incubated
for 6 hours in 24-well plates coated with 0.5 pg/ml of anti-CD3 mAb (Orthoclone OKT3,
Janssen-Cilag, France) and 0.5 pg/ml of anti-CD28 mAb (CD28.2, BD Biosciences, Paris,

France), then washed and gamma-irradiated at 35 Gy to prevent proliferation.

Immunofluorescence and flow cytometry

The surface phenotype of DC was determined using the following PE-comjugated
monoclonal antibodies (mAb): anti-CD80 (MAB104, Beckman-Coulter, Paris, France), anti-
CD36 (HA5.2B7, Beckman-Coulter), anti-CD83 (HB15a Beckman-Coulter), anti-CD40
(MAB39, Beckman-Coulter), anti-HLA-DR (Immu-357, Beckman-Coulter), and FITC-
conjugated anti-HLA-ABC mAb (B9.12.1, Beckman-Coulter). The CD4 T cell cytokine
profile was determined using FITC-conjugated anti-IFN-v mAb (25723.11, BD Biosciences)
and PE-conjugated anti-IL-4 mAb (3010.211, BD Biosciences). The fraction of responding
CD3+ T cells was measured using APC-conjugated anti-CD8 mAb (RPA-TR, BD
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Biosciences) and PE-conjugated anti-IFN-y mAb (43.B3, BD Biosciences). The memory
phenotype of CD38+ T cells was determined using PE-Cy5-conjugated anti-CD45RA mAb
(HI100, BD Biosciences), PE-conjugated anti-CCR7 mAb(150503, RD system), FITC-
conjugated anti-CD27 mAb (M-T271, BD Biosciences), APC-conjugated anti-CD28 mAb
(CD28.2, BD Biosciences), FITC- or PE-conjugated anti-CD45RO mAb (UCHLL, BD
Biosciences) and FITC-conjugated anti-CD127 mAb (hIL-7R-M21, BD Biosciences). The
fraction of CD4+ CD25+ FoxP3+ cells was measured using FITC-conjugated anti-CD4 mAb
(RPA-T4, BD Biosciences), PE-conjugated anti-CD25 mAb (2A3, BD Biosciences) and
APC-conjugated anti-FoxP3 mAb (PCH101, eBiosciences, Paris, France).

For cell surface staining, cells were incubated with mAb diluted in PBS containing 10%
fetal calf serum (FCS, Sigma) for 30 min at 4°C in the dark, washed with PBS and then
analyzed using a FACScalibur flow cytometer (Becton-Dickinson) and CellQuest Pro
software. For intracellular staining, cells were fixed in PBS containing 4% paraformaldshyde
{Electron Microscopy Science) for 10 min at room temperature, washed, permeabilized and
stained with mAb in PBS containing 0.1% bovine serum albumin (BSA, Sigma) and 0.1%
saponin (Sigma) at room temperature. Cells were washed and analyzed by flow cytometry.
The percentage of positive cells was determined by comparison to the staining observed with
isotype controls (FITC- or PE-conjugated mouse immunoglobulin G1 (IgGl) and IgG2b, BD

Biosciences).

Cytokine production measiirement

DC were plated at 1x10° cells/ml in RPMI +2% human albumin, supplemented with
maturation stimmli. Supernatants were harvested after 48hrs of maturation. Cytokine
production was determined using a CBA kit (BD Biosciences) in accordance with the
manufacturer’s protocol. The kit enables the simultaneous measurement of IL-10, IL-12p70,

IL-6, CCL3 (Mipl-tt) and CCI4 (Mipl-p) concentration by flow cytometry.

CD4+ and CD8+ stimulation by matured DC

CD4+ and CD3+ T lymphocytes were negatively selected using Rosette Sep, according to
the manufacturer’s instructions (Stem Cell). Cells were then washed and cultured in RPMI
supplemented with 8% pooled human serum (pHS) prepared locally.

For CD4+ T cell stimulation, CD4+ T lymphocytes were cultured with autologous
matured DC leaded with 500 pg/ml ovalbumin (Albumin from chicken egg white, grade V,
Sigma) 24 hrs prior to maturation induction, in U-bottom 96-well plates at a DC/T ratio of
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1/10. 20 U/ml of IL-2 (AbCys) was added at day 7. At day 14, The CD4+ T cell cytokine
profile was determined by intracellular IL-4 and IFN-y co-staining, after a 6 hrs re-stimulation
with 15 ng/ml of phorbol mynstate acetate (PMA, Sigma) and 1 pg/ml of calcium 1onophore
(Sigma), 10 pg/ml of brefeldin A (Signma) was added for the last 4 hrs to prevent cytokine
release. We also determined at day 14 the fraction of CD4+ CD25+ regulatory T cells in the
cultures by intracellular FoxP3 staiming and surface CD4, CD25 staining.

For the induction of Melan-A-specific CTL, HLA-A*0201+ CD8+ T lymphocytes were
cultured with antologous matured DC loaded for 2 hrs at 4°C with 10 pg/ml of Melan-Ags.1s,
A27L peptide (ELAGIGILTV, Eurogenetec), in U-bottom 96-well plates at a DC/T cell ratio
of 1/10. 20 U/ml of IL-2 (AbCys) and Sng/ml of IL-7 {AbCys) were added 5 and 7 days later
respectively. At day 6, the fraction of Melan-A-specific CTL was measured by CDS8/IFN-y
co-staining after a 6 hrs re-stmulation with T2 cells loaded with 10 pg/ml of Melan-Ag; .15
A27L peptide in the presence of brefeldin A, The cytotoxic activity of Melan-A specific CTL
was determined by *'Cr-release assay. At day 14, the profile of the memory CD8&+ T cells was

determined by immunofluorescence and flow cytometry.

I Cr-release assay

Target cells (T2 cells) were pulsed for 1 hr with Na:SXCI()z; (NEN life science, Pans,
France) and then washed, CD8+ T cells were co-cultured with Na;51C104-pulsed T2 cells
Toaded with Melan-A2; 25 A27L0 peptide at several effector/target cell ratios. After 4 hrs of
culture at 37°C, 25uL of supernatant were harvested and added to 100 uL scintillation
cocktail (optiphase supermix, Wallac, UK) before liquid scintillation counting, The
percentage of specific lysis was calculated as follows: (sample release - spontaneous
release/maximum release - spontancous release) x 100. The spontancous release was
calculated from targets incubated with culture medium, and the maximum release from targets

incubated with 1% Triton X-100 (Sigma).

Statistical analysis
Statistical significance was assessed using Kruskal-Wallis test and the Dunn’s mmltiple
comparison post-hoc test with GraphPad Prism 4 software.
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Results
Optimal DC maturation is induced by sequential exposure to maturation signals

In a first set of experiments, we measured the expression of DC maturation markers
induced by the delivery of activated CDd~+ T cells (T4+) after an initial exposure to TNF-c
and poly I:C (TP) and we determined the optimal sequence of addition of these signals (fig.
1), Immature DC (1DC) exposed for 48 hrg to TP, to allogeneic T4+ or to both maturation
stimuli delivered simultaneously, acquired a mature phenotype with an increased expression
of surface CDR0O, CD36, CDR3 and HLA class I molecules (fig. 1A). Interestingly, the
maturation level of these DC was strongly improved when T4+ were added 10 hrs after the
initial exposure to TP. The DC maturation level then decreased when the delay between
exposure to TP and T4+ was extended to 24 hrs and 48 hrs. These results suggest that matured
DC are more sensitive to T4+-derived signals 10 hrs following initial exposure to TP and that
this sensitivity then decreased because of their exhausted nature [11].

In addition to surface markers, we also measured cytokine productions by DC in
culture supernatants (fig. 1B). High levels of IL-6, IL-10 and IL-12 were observed in the
culture of DC matured by the sinmltaneous addition of TP and T4+ (TP/T4+ sim). In
comparison, high level of IL-6 and IL-12 productions were also measured for DC matured
sequentially by TP and, 10hrs later, activated CD4+ T cells, but the IL-10 production dropped
dramatically. Addition of activated CD4+ T cells 24hrs or 48hrs after TP, did not result in
high production of the three cytokines, confirming observation done on figure 1A, that DC are
less sensitive to CDM+ T cell signals 24 hrs after the exposition to TP. Therefore, for all
subsequent experiments, exposure to second signals was performed ten hours after exposure

to TP and 1s referred as TP+T4+.

Activated CD4+ T cells as second signals dramatically increases DC maturation

In a previous study, we reported that a combination of Poly I:C and TNF-ot induces
DC maturation and that IL-12p70 production by mature DC can be increased by addition,
several hours later, of activated CD4+ T cell signals such as IFN-y and CD40-1 [12]. In the
present smdy, we used as first signals, TNF-o/polyl:C (TP) mimicking inflammatory and
pathogen stimuli, and as second signals, we compared a combination of CD40-L/IFN-y
(TP+CI) to activated CD4+ T cells (TP+T44+). We then analyzed the expression of a large
panel of surface maturation markers: CD80, CD8&6, CD&3, CD40, HLA class T and class II
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{Fig. 2). The strongest expression of these phenotypic markers was observed on DC exposed
first to TP and then, ten hours later, to T4+ as a second signal, with significant differences for
CD36, CD823, CD40 and HLA ABC (P<0.05). However, the expression of the HLA-DR
molecule was not amplified by the sequential delivery of T4+. Comparatively, when we tried
to mimic the effects of the activated CD4+ T cells by providing DC with a combination of
soluble CD40-L plus IFN-y as a second signal (TP+CI), we also observed an increased
maturation level, but not to the same extent as that observed when DC were exposed to TP
plus T4+, Our results suggest that the signal provided by activated CD4+ T cells to DC cannot
be mimicked by the simple addition of CD40-L and IFN-y and that additional stinmli are
required.

To further define the effects of sequential exposure to TP and T4+ on DC maturation
level, we measured the secretion of major eytokines [IL-6, IL-10 and IL-12p70] and
chemokines [CCL3 (Mip-1o) and CCT4 (Mip-1p)] by DC. Supernatants of the different DC
cultures were analyzed by cytometric bead array (Fig. 3). We observed that secretion of IL-6,
IL-10 and IL-12p70 by DC was induced by the mixture of TNF-o. and Poly LC as we
previously reported [12]. These secretions were significantly increased (P<0.05) by the
sequential addition of activated CDd+ T cells, which, alone, did not produce any of these
cytokines (data not shown).

In comparison, the addition of soluble CD40-I. and IFN-y (TP+CI) after the first
signal, did not affect the production of IL-6, IL-10 and IL-12p70. Our results suggest that
additional unknown signals delivered by activated CD4+ T cells participate with IFN-y and
CD40-L to increase IL-12p70 secretion. In addition, we observed that secretion of CCL3 and
CCI 4 chemokines, which are implicated in the attraction of naive T cells [9], is also greatly
increased by the sequential addition of T4+ ten hours after the exposure of DC to TP. Thus,
the sequential combination of TNF-c./ Poly I.C and activated CD4d+ T cells conditions the
DC to produce the maximum levels of the cytokines IL-6 and IL-12p70 and the chemokines
CCL3 and CCILA, associated with a highly mature surface phenotype. The large amount of IL-
12p70 induced by the sequential maturation of DC by TP plus T4+ would probably provide a
microenvironment favorable to the initiation and development of Thl and CTL responses. In
counterpart, the amount of 1L-10 production by TP plus T4+-matured DC would have a
negative effect on these T cell responses [13]. Thus, we next examined how such sequential

DC maturation would affect the profile of the CD4+ T cell responses generated.
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DC matured sequentially with activated CD4+ T cells as a second signal favor Thi responses

Since we observed a strong maturation profile and a high production of 1L-12p70 by
DC sequentially matured by TP and T4+ (Fig. 2 and 3), we hypothesized that this sequential
maturation would favor Thl1 CD4+ T cell responses. Thus, in order to characterize the nature
of the CD4+ T cell response induced by sequentially matured DC, autologous CD4+ T cells
were stimulated by 1DC or differentially matured DC previounsly pulsed with ovalbumin
(OVA). The stimulated CD4+ T cells were analyzed for their production of IFN-y and [L-4
fourteen days later (Fig. 4A and 4B). The sequential DC maturation by TP plus T4+ induced
with significant differences (P<0.05), the strongest CD4+ Thl profile with a high fraction of
CD4+ T cells producing IFN-y and only a few of them producing IL-4. The other maturation
stimmli also polanzed the CD4+ T cell profile towards Thi, but not as strongly as DC
sequentially matured with TP and T4+,

DC matured sequentially with activated CDA4+ T cells as a second signal reduce
CD4+CD25+FoxP3+ T cell responses

We then investigated the percentage of regulatory T cells in these cultures to
determne how the differentially matured DC affect this subpopulation, Fourteen days after
the stimulation, the percentage of CD4+CD25+FoxP3+ cells was measured by flow
cytometry, 1DC generated the highest regulatory T cell proportion (Fig. SA and 5B). The
percentage of CD4+CD25+FoxP3+ T cells was lower in the T cell cultres stimmlated with
mature DC and was mummal when DC were previously sequentially activated with CD4+ T
cells. Even though it was not statistically significant (P>0.05) duc to high variation in the
frequency of CD4+CD25+FoxP3+ T cells from one donor to another, this effect was observed
for the five donors tested (Fig. 5B). This result raises the question of whether the loss of
CD4+CD25+FoxP3+ population was due to a more active expansion of Thl cells by
sequentially matured DC or a direct negative ¢ffect of sequentially matured DC on the T
regulatory cell population. As assessed by proliferation tests (data not shown), stimulated
antologons CD4+T cells proliferated more when DC had previously been matured, especially
by the sequential addition of TP plus T4+, Therefore, the decrease in CD4+CD25+FoxP3+ T
cells in CD4+ T cell cultures stimmlated with matured DC may reflect a dilution of this
population by the proliferating Thl CD4+ T cells. However, we cannot exclude that T4+
hicensed-DC may prevent expansion of regulatory T cells or inhibit their regulatory function,
thereby promoting the expansion of other CD4+ T cells.
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DC matured sequentially with CD4+ T cells as a second signal induce anti-tumor cytotoxic
CD8+ T cell responses

Sinee we observed that DC matured sequentially with CD4+ T cells as a second signal
induced Thl CD4+ responses and did not amplify CD4+CD25+FoxP3+ T cells, we
gpeculated that these DC should exhibit a good capacity to induce CTL responses. Thus, we
investigated the ability of sequentially matured DC to induce CTL specific for a tumor-
associated antigen. Thus, autologous HLA-A*0201+ CD8+ T lymphocytes were stimulated
once with iDC or differentially matured DC pulsed with the Melan-Ags3s A27L peptide
derived from the melanocytic differentiation antigen Melan-A/MART1 (Fig. 6). After six
days of culture, part of the T cell population was stimulated by peptide-pulsed T2 cells in the
presence of brefeldin A. The proportion of Melan-A-specific CTL was assessed by
measurement of intracellular IFN-y and surface CDB staining by flow ¢ytometry (Fig. 6A and
6B). The greatest expansion of Melan-A-gpecific CTL was observed in the culture where
CD3+ T cells were stimulated by DC that had been sequentially matured by TP and T4+.
Indeed, we observed two-fold more CD8+ T cells able to produce IFN-y in response to the
Melan-A peptide in cultures stimulated with peptide-pulsed DC sequentially matured by TP
and T4+ compared to TP-matured DC. This difference was significant (P<0.01). The addition
of CD40-L and ITFN-y to DC matured with TP did not allow to reach the amplification level of
Melan-A-specific CTL obtained with DC matured with TP plus T4+. These results suggest
that other signals than CD40-1. and IFN-y are probably involved in the induction of Melan-A-
specific CTL response.

The cytotoxic activity of the expanded Melan-A-specific CTL was also analyzed six
days after the stimulation with DC, using Melan-A-pulsed T2 cells (Fig. 6C). The cytotoxic
activities were well correlated to the Melan-A-specific CTL frequency determined by IFN-
¥CD38 staining. The highest Melan-A/MART-1 specific lysis was observed in the culture
where CDB+ T cells were stimulated by DC matured with TP plus T4+, suggesting that
sequentially matured DC prime functional cytotoxic T lymphocytes .

Anti-tumor cytotoxic CDS+ T cells primed by sequentially matured DC with CD4+ T cells as
a second signal exhibit a long-term memory phenotype

It has been established in mouse models that CD4+ help plays a role in the
differentiation of long-term memory CD8+ T cell responses [2]. Thus, we characterized,

fourteen days after the stimulation, the effector/memory phenotype of T cells surviving after
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the contraction phase in Melan-A-specific CTL cultures with markers currently used in the
literature: CD27, CDx28, CD45RO, CD45RA, CD127 and CCR7 [14]. Cells were stained with
an anti-CD45RO+ mAb to identify memory CD&+ T cells, and their expression of CD27,
CD28 and CD45RA was analyzed (Fig. 7). Indeed, these three markers are expressed on
naive T cellg, but tend to disappear upon the acquisition of effector function and are re-
expressed strongly (CD27 and CD28) or moderately (CD45RA) when T cells acquire the
memory phenotype, We found that a population of CD45RO+ CD27+ CD28+ CD45RA
intermediate cells among the CD3+ T cells, persisted in the culture and were more frequent in
the condition where DC had received secondary signals from activated helper cells (TP+T4+).
The combination of CD40-L plus IFN-y as a second signal (TP+CI) had a weaker effect. We
then studied CD127 (IL-7Rw,) expression on this population. Indeed, it 1s now acknowledged
that selective expression of CDI127 identifies memory cells [15]. We observed that
CD45RO+CD28+CD45RAINt cells expressed CD127, with a much higher intensity in the
“TP+T4+” condiion (MFI=107 comparc to MFI<65 for all other conditions). These cells
identified as CD45RO+ CD45RAInt CD27+CD23+CD127hi display a phenotype typical of
long-lived memory T cells.

To complete the characterization of these memory T cells, we analyzed their
expression of CCR7. Indeed, two mains populations of memory CD8+ T cells have been
described depending on their expression of CCR7: CCR7- effector memory T cells (Tem) and
CCR7+ central memory T cells (Tem) [16]. We observed that the memory T cells obtained
from stimulation with DC sequentially matured with T4+ as second signals, exhibit both
memory profiles, Tem (37.6%) and Tem (55.7%), whereas the majority of memory T cells
obtained from other mature DC were mainly CCR7- Tem. Furthermore, CCR7 expression
was stronger on the Tem obtained from sequentially matured DC compared to the Tem
obtained from other conditions (MFI=21 compare to MFI<10 for all other conditions). Thus,
our results demonstrate that sequential maturation of DC in the presence of helper cells
contributes to the generation of a long-term T cell pool composed of both Tem and Tem

MEMOTY COmponents.
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Discussion

Description of DC maturation in mouse model showed that this process is amulti-step
phenomenon, with a first maturation signal received in the periphery (inflammatory and/or
pathogenic signals), which at least induces DC activation and their migration to lymph nodes
where they receive additional maturation signals from CDd~+ T cells [1]. In our in vitro study,
we characterized, for the first time, this sequential maturation of human DC with activated
CD4+ T cells as a sccond signal. We show that maturation of DC requires second signals
delivered by activated CD4+ T cells, a few hours after exposure to peripheral maturation
stimuli, to fully initiate CD8+ T cell responses. DC activated by this sequential procedure
exhibit a more profound mature phenotype, which improves their ability to skew the CD4+ T
cell response towards the Thl phenotype, limits the presence of CD4+CD25+FoxP3+
regulatory T cells and leads to the differentiation of tumor antigen-specific CTL with a long-
term memory phenotype.

It was previously demonstrated in nmrin models that in secondary lymphoid organs,
activation of CD4+ helper T cells by mature DC results in stimmlation and conditioning of DC
by CD4+ T cells that “license” DC to induce CTL responses. It has been well established that
CD40-L is one of the main activated CD4+ T cell signals provided to DC and that CD40-
L/CDA40 interactions imtiate differentiation of naive CD8+ T cells to effector CTL by DC [5,
6, 17]. In our study, we show that allogenic activated CD4+ T cells used as a second signal
are more efficient at maturing monocyte-derived human DC than the combination of CD40-L
and IFN-y, suggesting a more complex exchange of signals between these two types of cells.
In addition to CD40-L and IFN-y, CDd+ T cells produce other factors such as molecules of
the TNF family (TNF-a; TRANCE...) and cytokines such as IL-2, which may explain the
difference observed on DC between the CD40-L/IFN-y combination and activated CD4+ T
cells used as second signals.

Furthermore, these CD4+ T ¢ell/DC interactions not only affect the maturation
phenotype of DC, but also induce the secretion of chemokines by DC, such as CCL3 and
CCL4 (Mipl-tt and -P). These chemokines are reported in murin models to have a
chemotactic effect on naive CD3+ T cellg [9] and favor the encounter of rare antigen-specific
naive CD3+ precursors with mature DC. In our study, we show that DC exposed to activated
CD4+ T cells secrete high quantities of these two chemokines which, in human, may have the
same chemotactic effect on naive CD8+ T cells as observed in mice. Furthermore, it has been

shown that CCL3 and CCL4 produced by T helper-conditioned DC play a role in the
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generation of pre-memory CD8+ T cells characterized by a high expression of IL-6Ra and IT.-
7Ra [10]. Survival of these pre-memory CD8+ T cells is dependent on IL-6, even in the
presence of IL-7 (used in our experimental conditions). In addition, it has been shown that
IL-6 produced upon TLR signaling can block CD4-+CD25+ T cell-mediated suppression [18].
These effects of IL-6, CCL3 and CCIL4 on the immune response fit well with our present
observations. Indeed, activated CD4+ T cells exposed to mature DC, which produced the
highest amount of IL-6, CCL3 and CCL4, induced Melan-A-specific CTL, which extubited
the strongest long-term memory phenotype (CD27+ CD28+ CD45RAiInt CD45RO+ CD127+
CD3+) [14]. In addition, the proportion of CD4+CD25+FoxP3+ was greatly reduced in
cultures where T cells were stimulated with sequentially matured DC.,

We also observed a dramatic effect of activated CD4+ T cells on eytokines production,
notably 11-12, by mature DC. The IL-12 secretion by DC skews the immune response
towards a Thl profile [19, 20], whereas I1.-10 intabits it [13]. In our study, activated CD4+ T
cell-exposed mature DC, which produced high amounts of IL-12, were the most efficient to
direct the immune response towards a Thl profile. Furthermore, these cells acquired the
highest capacity to induce a CTL response against a tumor-associated antigen such as Melan-
A from HLA-A*0201+ healthy donor blood. Therefore, the balance of effect between IL-10
and TL-12 is in favor of TL-12, skewing the immmmne response towards a Thl profile.

Several anti-tumor immunotherapeutic strategies have been set up during the last
decade, such as injection of anti-tumor-gpecific T cells or tumor antigen-loaded DC, notably
to treat melanoma patients. Despite induction of anti-mmor T cell responses and encouraging
clinical results, one common problem encountered during these protocols is the failure to
induce a long-lasting anti-tumor T cell response [21, 22]. Indeed, in adoptive immunotherapy
clinmical trials, anti-tumor-specific T cells are detected for only a few days following injection
in the patients [23, 24]. In DC-based clinical trials, progression of the disease after a period of
stabilization was described when the anti-tumor-specific CTL response ceases [25], and a re-
stimulation of anti-tumor-specific T cells is required for these cells to be detected several
weeks after the DC injection [26]. Interestingly, Rosenberg’s group designed a meodified
clinical trial bagsed on immunotherapy to increase the survival of tumor-antigen-specific CTL
injected to patients [27]. They treated the patients with a lymphodepleting chemotherapeutic
regimen pror to the injection of T cells to limit the negative effect of CD4+CD25+ regulatory
T cells and to disrupt homeostatic T cell regulation. The authors succeeded in inducing a
long-lasting anti-tumor-specific CTL response that was still detectable in the blood of

responding patients two months after the injection. They were also able to define the
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phenotype of these tumor-reactive cells as effector memory T cells (Tem) characterized by a
CD27+CD28+CD45RAINCDO2L-CCR7-CD 127+ phenotype [14]. However, in a mouse
model, transfer of anti-tumor central memory T cells (Tem) was shown to be more efficient at
inducing tumor regression than transfer of anti-tumor Tem [28]. This suggests that both
memory subsgets play a complementary role in T cell memory responses. In the periphery,
Tem are able to quickly lyse cells harboring the antigen. This cytotoxic response is reinforced
by a new pool of effector T cells differentiated from Tem exposed to the antigen in secondary
lymphoid organs. Thus, it is likely that the presence of both subsets is required for optimal
memory T cell responses. In our study, we demonstrate that DC sequentially matured with
poly I:C plus TNF-t followed by activated CD4+ T cells, allow the priming of tumor-
associated antigen-specific CTL, which differentiate i vitro into both Tem and Tem memory
subsets. The Tem exhibited a CD27+CD28+CD45RAMICD 27+ phenotype similar to the
persistent anti-tumor T cells described by Powell et al [14].

Altogether, the results of our study suggest that a sequential maturation procedure,
which improves DC ability to direct the CD4+ T cell response towards the Thl phenotype and
limits the presence of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells, may represent an useful
approach to induce a long-lasting anti-tumor memory T cell pool containing both effector and
central components, Thus, our work demonstrates, for the first time, that sequential
maturation of human DC uging activated CDd+ T cells as a second signal greatly increases
the capacity of DC to prime a complete CTL response with establishment of a long-term
memory phenotypes. This work has important implications for the development of DC-based
immunotherapy and highlights the requirement of T helper-derived signals in the DC

maturation process.
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Fig. 1 Optimal DC maturation 1s induced by addition of activated CD4+ T cells as a second
signal, ten hours after the first maturation signal. (A) phenotypic analysis of immature
dendntic cells (1IDC) and mature DC exposed for 48 hrs to different maturation stimuli; TNF-
« and poly LC (TP). irmadiated activated CD4+ T cells (T4+), both stimuli added
simultaneously (TP/T4+ sim) or TP followed by T4+, 10 hrs, 24 hrs or 48 hrs later (TP+T4+
10h, TP+T4+ 24h or TP+T4+ 48h). Median fluorescence intensity {MFI) is indicated on the
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corresponding histogram plot. (B) Analysis of TL-6, IL.-10 and IL-12 production in the
supernatant of DC culture exposed 48hrs to the different maturation stimuli. Measurement of
cytokine production was performed by commercially available BD Cytometne Bead Armay

kits, according to the manufacturer’s protocol.
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Fig. 2 DC treated with activated CD4+ T cells as a secondary maturation signal exhibit a
more mature phenotype. (A} Comparative phenotypic analysis of iIDC and mature DC
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exposed for 48 hrs to different maturation stimuli: TNF-¢« and poly L1:C (TP), CD40-L and
IFN-y (CI), TP followed 10 hrs later by CI (TP+CI) and TP followed 10 hrs later by T4+
(TP+T4+). (B) Analysis from six healthy donors of iDC and mature DC phenotype, exposed
for 48 hrs to different maturation stimuli. Results are expressed as MFI and each symbol

represents one donor.
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Fig. 3 DC matured sequentially with CD4+ T cells as a secondary signal produce high levels
of inflammatory cytokines and chemokines. Supernatants were collected from 1DC and
mature DC exposed for 48 hrs to different maturation stimuli: TNF-¢2 and poly 1:C (TP), TP
followed 10 hrs later by CD40-L and IFN-y (TP+CI) or T4+ (TP+T4+). Cytokines (1L-10,
IL-12p70, IL-6) and chemokines (CCL3, CCL4,) were measured in supernatants using
commercially available BD Cytometric Bead Array Kits, according to the manufacturer’s

protocol, Each symbol represents one donor.,
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Fig. 4 DC matured sequentially with CD4+ T cells as a secondary signal favor Thl responses,
DC were loaded with ovalbumin, activated by the indicated maturation agents and used to
stimulate autologous CD4+ T lymphocytes at a 1:10 DC/T cell ratio. (A) After 14 days. T
cells were re-stimulated with PMA/calcium 1onomycin for 6 hrs and the production of 1L-4
and IFN-y was measured by intracellular staining and flow cytometry. The percentages of
cells in the corresponding quadrants are indicated on the dot plot. A representative experiment
for one donor out of five is shown. (B) The ratio of cells producing exclusively IFN-y or 1L-4

was determined from five independent experiments. Each symbol represents one donor.
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Fig. 5 DC matured sequentially with CD4+ T cells as a secondary signal reduce
CD4+CD25+FoxP3+ T cell responses. DC loaded with ovalbumin were activated by the
indicated maturation agents and used to stimulate autologous CD4+ T lymphocytes at a 1:10
DC/T cell ratio. (A) After 14 days, the percentage of regulatory T cells was determined by
intracellular staining of FoxP3 and surface staining of CD25 on CD4+ cells by flow
cytometry. (B) The percentage of regulatory T cells was determined from five independent
experiments by staining of FoxP3 and CD25 on CD4+ cells. Each symbol represents one

donor,
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Fig. 6 DC matured sequentially with CD4+ T cells as a secondary signal, generate cytotoxic T
cells. DC activated by the indicated maturation agents were loaded with Melan-A2¢.15) A27L
peptide, and used to stimulate autologous CD8+ T lymphocytes at a 1:10 DC/T cell ratio. (A)
After 6 days. T cells were re-stimulated with unloaded or Melan-A peptide-loaded T2 cells
for 6 hrs and the production of IFN-y by CD8+ T cells was measured by intracellular staining
and flow cytometry. The percentages of IFN-y+ CD8+ T cells are indicated on the dot plot. A
representative experiment for one donor out of three is shown. (B) The percentage of IFN-y+
CD8+ T cells responding to Melan-A peptide was determined from three independent
experiments. Each symbol represents one donor. (C) CDS8+ T cells were incubated for 4 hrs
with Melan-A peptide and *'Cr loaded T2 cells at Effector:Target ratios of 3:1 (white), 10:1
(grey), 20:1 (black). The percentage of lysis was then measured by Cr51 release compared to
spontaneous and maximal release. A representative experiment for one donor out of three is

shown.
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Fig. 7 DC matured sequentially with CD4+ T cells as a secondary signal favor the generation
of CD8+ T cells exhibiting a memory phenotype. DC were activated by the indicated
maturation agents, loaded with Melan-A .35, A27L peptide, and used to stimulate autologous
CD8+ T lymphocytes at a DC/T cell ratio of 1:10. After 15 days. the CD8+ T cell memory
profile was determined by immunofluorescence and flow cytometry, T cells were gated
according to their morphological properties and CD28, CD27, CD127 and CCR7 expression
was studied on the CD45RO+ CD45RAint T cell population (R1 gate). The percentage of
gated cells is indicated on the dot plot. A representative experiment for one donor out of three

is shown.
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Figure A: Marquage en cytométrie en flux de CD119 (IFNyR1) et CD40 sur des DC immatures
et matures (TNFa + polylC). Le CDI119 diminue avec la maturation alors que le CD40

augmente. A 10-12h de maturation, les DC sont a un stade intermédiaire ou elles expriment les

deux récepteurs.
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Figure B : Cinétique de marquage en cytométrie en flux de CD40 sur des DC maturées par un
signal court (10 heures de TNFa + polylC). Le CD40 augmente pendant toute la durée de
stimulation par TNF + polyIC, stagne ensuite quelques heures, puis ré-augmente. En stimulation

continue par les agents maturants, il augmente de maniere constante.
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Figure C: Sécrétions de Mig et IP-10 dans des surnageants de DC maturées (48h) selon
différentes conditions (mesurées par le kit Flex CBA, BD Biosciences).

im: immature ; TP : TNFa+polylC; TP+Cl: TNFa+polyIC suivi 10 heures plus tard de
CD40L+IFNy; TP+T: TNFatpolylC suivi 10 heures plus tard de lymphocytes T CD4
allogéniques activés ; On remarque que Mig et IP-10 sont fortement induites par une maturation

séquentielle, notamment avec des lymphocytes T activés.
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DISCUSSION - PERSPECTIVES

De nombreux cancers restent réfractaires aux traitements conventionnels, ce qui rend
nécessaire le développement de nouvelles approches thérapeutiques. La pertinence de
I’immunothérapie par DC a été largement démontrée in vitro et dans différents modéles
animaux. Des lors, la vaccination anti-tumorale par DC a été testée chez ’homme. Plusicurs
auteurs dressent un premier bilan de ces vaccinations (Ridgway 2003; Schuler, Schuler-Thurner
et al. 2003; Figdor, de Vries et al. 2004; Banchereau and Palucka 2005; Nestle, Farkas et al.
2005)(cf annexes). Les approches utilisées pour la vaccination anti-tumorale par DC sont trés

diverses et il est a I’heure actuelle difficile de favoriser une méthode plutdt qu’une autre.

Toutefois, il semble nécessaire d'améliorer la méthodologie d’obtention ex vivo des DC a
des fins de vaccination. En particulier, la standardisation des protocoles de production se
présente aujourd’hui comme une priorité. Les modes de préparation des DC, trés différents d’un
laboratoire a 1’autre, compliquent la comparaison des résultats. Certains parameétres sont
difficilement standardisables puisqu’ils sont inhérents a la stratégie choisie par chaque équipe.
C’est le cas par exemple pour le choix des précurseurs, des méthodes de chargement ou des
agents de maturation. Par contre, la variabilité peut aussi provenir de 1’utilisation de réactifs ou
de produits thérapeutiques annexes, qui peuvent quant a eux faire 1’objet de standardisation.
Dans un premier temps, nous avons donc établi des conditions de culture standardisees,
favorables a I'obtention de DC pour une utilisation clinique (Royer, Tanguy-Royer et al. 2006).
Ce mode de production est a la base de deux essais cliniques concernant la LAM (Leucémie
Aigue Myéloblastique) et le CHC (Carcinome Hépatocellulaire)..

Malgré la détection d’une réponse immunologique pour la majorité des patients traités
par DC, I’efficacité clinique de ce type de vaccination reste décevante. Plusieurs hypotheéses
peuvent expliquer ces résultats. Premierement, une grande majorité de ces essais cliniques ont
été réalisés chez des patients présentant un cancer en stade terminal, avec souvent une résistance
a la chimiothérapie et la radiothérapie et une invasion tumorale importante. Deuxiemement, la
chimiothérapie et la radiothérapie peuvent, dans certains cas, avoir un effet délétere sur le

systeme immunitaire et son activation. Dans ces conditions, la réponse immune induite par les
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DC injectées n’est sans doute pas suffisante. De plus, les cellules tumorales développent
différentes stratégies qui leur permettent d’échapper a la reconnaissance et a la destruction par le
systéme immunitaire, tel qu’un défaut de présentation d’antigénes (Campoli, Chang et al. 2002;
Miller and Pisa 2005), la production d’un environnement immunosuppresseur (sécrétion de
TGEFp et d’IL10 (Beissert, Hosoi et al. 1995; De Smedt, Van Mechelen et al. 1997; Steinbrink,
Wolfl et al. 1997; Castellino and Germain 2006)) et une résistance a I’apoptose (Malmberg et
Ljunggren, 2006). L’équipe du Pr. Nestle a montré, chez des patients atteints de lymphome T
cutané, que la réponse clinique était associée a 1’étendue de la tumeur, les régressions étant
préférentiellement observées chez les patients avec une faible masse tumorale lors de la
vaccination (Maier, Tun-Kyi et al. 2003). Le traitement de patients présentant une pathologie
avancée parait donc aujourd’hui illusoire et I’'immunothérapie par DC s’oriente plutdt vers la
vaccination de patients a des stades précoces de la maladie ou aprés un traitement conventionnel

lorsque leur masse tumorale est minime.

A ce titre, associer I’immunothérapie avec la chimiothérapie ou la radiothérapie présente
plusieurs intéréts. La chimiothérapie et la radiothérapie réduisent en effet I’importance de la
masse tumorale. En outre, elles peuvent permettre la libération d’antigénes tumoraux dans un
contexte immunogeénique (Hallahan, Spriggs et al. 1989; Sherman, Datta et al. 1991; Obeid,
Tesniere et al. 2007). Par ailleurs, beaucoup d’antigeénes tumoraux sont impliqués dans les
phénomenes de résistances aux drogues. Il est donc vraisemblable que I’'immunothérapie par DC,
en ciblant ces antigénes, puisse sensibiliser les cellules tumorales a la chimiothérapie (Liu, Black
et al. 2006).

L’avenir de la vaccination est donc sans doute dans sa combinaison avec d’autres
approches thérapeutiques. De nombreuses possibilités sont alors disponibles. Le
conditionnement du site d’injection par I’administration de TNFa permet augmenter la migration
des DC (MartIn-Fontecha, Sebastiani et al. 2003), ’administration d’adjuvants comme I’IFN de
type | (Banchereau and Palucka 2005) ou la molécule CpG ODN (CpG Oligodeoxynucleotide)

(Hiraoka, Yamamoto et al. 2004) favorise quant a elle I’émergence de réponses de type Thl.

L’IL-2 est une cytokine qui favorise la prolifération et 1’activité des lymphocytes T (LI,
Demirci et al. 2001). Elle peut étre co-administrée avec des DC afin de favoriser les réponses
immunitaires et cliniques.(Escobar, Lopez et al. 2005; Wei, Sticca et al. 2006). Son utilisation

reste cependant limitée en immunothérapie puisqu’elle peut réduire la réponse T par le
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phénoméne d’AICD (Activation-Induced Cell Death) (Waldmann, Dubois et al. 2001) et
favoriser la prolifération des Treg qui sont responsables de la suppression de la réponse immune
anti-tumorale (Ahmadzadeh and Rosenberg 2006). En outre, elle se révele toxique a forte dose
(Dudley, Wunderlich et al. 2002). Par contre, un intérét croissant est porté sur 1I’IL-15
(Rubinstein, Kadima et al. 2002; Gatza and Okada 2006). Cette cytokine favorise en effet la
prolifération des lymphocytes T mémoires, 1’activation des cellules NK et contrairement a I’IL-
2, elle a un effet anti-apoptotique (Li, Demirci et al. 2001). L’injection d’autres cytokines
comme I’IL-7 ou I'IL-21 peut également étre envisagée (Zou and Tam 2002). Cette méthode
permettrait de palier 1’absence d’induction de lymphocytes T mémoires a long terme observée

lors de vaccinations utilisant les DC.

Récemment, beaucoup de progrés ont été réalisés dans I’induction de lymphocyte T
mémoire chez I’animal et I’homme (Sallusto, Lenig et al. 1999; Geginat, Sallusto et al. 2001;
Castellino and Germain 2007; Miller, van der Most et al. 2008). L’ implication des lymphocytes
helpers CD4 dans ce phénomene semble de plus en plus évidente (Trautmann and Valitutti
2003). Cependant, la majorité de ces essais cliniques utilisant les DC ont été élaborés pour
induire une réponse CD8+ cytotoxique sans prendre en compte 1’utilisation d’antigénes
tumoraux également spécifiques des lymphocytes T helpers CD4. Dans le meilleur des cas, des
antigenes reconnus par les lymphocytes CD4 sans relation avec les cellules tumorales ont été
sélectionnés. C’est le cas par exemple de la KLH (Key hole limpet hémocyanin) (Nestle,
Alijagic et al. 1998; Timmerman, Czerwinski et al. 2002; Hus, Rolinski et al. 2005). Pourtant, les
lymphocytes T CD4 en plus de leur role «helper» sont également capables d’activités
cytotoxiques vis-a-vis de la tumeur (Chiari, Hames et al. 2000; Larrieu, Ouisse et al. 2007)
contribuant ainsi a la phase effectrice en partenariat avec les lymphocytes T CD8 cytotoxiques.
De plus, lorsque la source d’antigénes tumoraux était compatible avec 1’induction d’une réponse
CD4 spécifique (utilisation de protéines ou de cellules tumorales mortes), le monitorage de cette
réponse n’était pas réalisée car focalisée sur I’expansion de lymphocyte T CD8 cytotoxiques.
Ainsi, sans résultats concernant la réponse des lymphocytes T CD4 dans les essais cliniques, il
est difficile d’évaluer leur role. Une récente étude clinique a toutefois apporté un élément de
réponse (Hunder, Wallen et al. 2008). L’équipe du Pr.Yee a en effet injecté des lymphocytes
CD4+ spécifiques de I’antigéne tumoral NY-ESO chez un patient présentant un mélanome
métastatique avancé induisant par la méme une rémission clinique durable. En outre, nous avons
¢galement démontré que seule 1’action de lymphocytes T CD4+ activés sur des DC humaines

préalablement maturées au TNFa / Poly I:C permettait a celles-ci de générer fortement des
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lymphocytes T CD8 mémoires. L’utilisation de lymphocytes T CD4 activés comme second
signal de maturation pour les DC favorise également I’induction d’une réponse CD4+ de profil
Thl tout en limitant la prolifération de lymphocytes T régulateurs, autant de parametres

essentiels a I’efficacité de la vaccination anti-tumorale.

L’immunothérapie, qui vise a induire des réponses cytotoxiques, tout en limitant les
phénomenes de régulation ou de tolérance, et en induisant une mémoire immunitaire, a un avenir
certain avec l’utilisation des DC. L’amélioration des protocoles de culture, de maturation,
d’injection de ces cellules sera le point clé des années a venir. En particulier, favoriser la

rencontre des DC avec les lymphocytes CD4 helpers semble tres prometteur.
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ANNEXES

Dendritic cell preparation for
immunotherapeutic interventions

REVIEW

Much effort has been made over the last decade to use dendritic cells (DCs) in vaccines to induce specific
antitumor immune responses. However, the great hope provided by in vitro and in vivo preclinical investigations
was not translated to the clinic in terms of clinical efficacy. Thus, one of the challenges resides in optimizing
DC-based therapy to give maximum clinical efficacy while using manufacturing processes that enable quality
control and scale-up of consistent products. In this article, we review DC biology and the DC-based clinical
trials performed to date and focus on the DC maturation status compatible with the goals of cancer
immunotherapy. We also highlight the different approaches used in these clinical studies, such as the DC
types or subtypes used and their preparation. Finally, we discuss the immunological and dinical outcomes
in treated patients, with emphasis on the strategies that could be used to improve DC-based vaccination.

KEYWORDS: cancer - clinical study - dendritic cell . immunogenicity

« immunotherapy . tolerance

For decades, scientists have been attempting to
explott the concept of tumor immune surveillance
to treat cancer, Advances made in rescarch of
tumor-associated antigens (TAAs) recognized by
cytotaxic T lymphocytes (CTLs} as well as stud-
ics of tumor-infiltrating cells have demonstrated
that the immune system is able to control cancer
development. Indeed, there are several lines of
evidence showing that the immune system can
induce tumor cell death, such as spontancous
tumor regression observed in numerous cases of
carcinoma 1], Thus, much effort has been made
to exploit the concept of immune surveillance
in clinical trials. notably by the use of dendnitic
cells (DCs} in vaccines, DCs are considered to
be the most efficient antigen-presenting cells
capable of inducing specific immune responses
122, Unfortunately, despite the fact that DCs have
been shown 1o activate T cells that in turn reject
tumar cells in in vitro and 7 vive (murine maodels)
preclinical studies, clinical responses have only
been observed in a few cases in human clinical
erials (3. Thus, a berter understanding of DC
biology could help to increase the efficiency of
this therapeutic approach,

The central role of DCs in the control and
activation of adaptive immune responses has
been extensively demonserated during recent
decades (21, Since DCs reside in the skin and
mucosa, which are nssues direcely in conract with
antigens, these cells ace as sentinels’ by inform-
ing the immune system of an external aggres-
ston or neo-expression of (tumor-associated)
antigens(s). Through their capacity w migrate

to lymph nodes and activate lymphocyte popula-
tons, they are at the origin of antgen-adapted
immune responses. In the context of cancer, DCs
are at the core of immune surveillance, They act
by delivering TAAs to specific cytotoxic lym-
phacytes, which in turn become activated and
thereby limit cancer cell expansion. However,
DCs are also implicated in the induction of tol-
erance for specific antigens (4, notably by their
interactions with regulatory T cells (5.6, These
tolerogenic abilities may thus reduce the effi-
cacy of antitumor DC-based immunotherapy.
In this article, we will review DC biology and
the DC-based clinical trials performed to date
and focus on the DC maturation status compat
ible with the goals of cancer immunaotherapy.
We will highlight the different approaches used
in the clinical studies, such as the DC types or
subtypes used and their preparation, Finally,
we will discuss the immunological and clini-
cal outcomes in treated patients, with emphasis
on the strategies that could be used o improve
DC-based vaccinarion.

DC biology

Two main DC subsets have been identified
in humans: the CD11e" myeloid DCs, which
include Langherans cells, dermal and interseitial
DCs: and the CD11e/CD123°/CD4" plasma-
eytoid DCs (pDCs) 171, Both DC subsers are
involved in the induction of adaptive immune
responses, but only myelord DCs have been used
extensively in DC-based immunotherapy owing
to their grearer accessibiliry (1]
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W First signals inducing

DC maturation

Dendriric cells differentiate from hemaropoieric
stem cells and exise in two distinet states com-
monly termed immarure and mature. Immarure
DCs reside in peripheral tissues and sample the
environment through the uprake of surround-
ing antigens. After receiving inicial signals ar the
periphery, DCs migrate into lymph nodes where
they presentantigens to T cells, inducing mlerance
in a steady state when they are exposed to physio-
logical signals of maturation (91, or an immune
response if they are exposed o danger signals
(R 1) (10]. For example, DC maruration can be
triggered via contacts with pathogen-associared
molecular pacterns {(PAMPs) through receprors
such as Toll-like receprors (TLRs) 1) PAMPs are
derived from microbial and viral pathogens, such
as lipopolysacchanide, CpG DNA, pepudoglycan
or dsRNA. Orther maturarion signals include
proinflammatory cytokines, such as TNF-u,
IL-1p and prostaglandin (PG)E, and a variery of
noninflammatory and pathogen-unrelared factors,
such as histamine, uric acid, beat-shock protein

(HSP) and ATP 92.13). Alrogether, chese stimuli

MHG I/

modulate che nasure of the maruration process and
pravide DCs with different capacities for T-cell
cffector subset priming (341, In addition, cross-
talk between DCs and T cells, described as the
immunological synapse 151, is able t influence the
properties of DCs, favoring CTL priming 1161

= Sequential signals inducing

DC maturation

During the first steps of maturanon, DCs leave
peripheral tissues and migrare, through 2 swirch
of chemokine receprors. towards the T-cell zone of
proximal fymph nodes [17]. This fiest maruracion
step is assaciated with an enhanced migratory
funcrion, a decreased antigen-capruring capac-
ity, and an increased antigen-processing capac-
ity. The antigens (e.g., proteins or cell debris)
captured by DCs are processed into antigenic
peprides in the endosomal/lysosomal compare-
ment by proreases, and in the cytoplasm by the
proteasome/immuncproteasome complex [15-20].
These peprides are then loaded onto HLA class [
(cross-presentation to CD8 T cells) or class 11
molecules (presencation to CD4 T cells) and
thus expused 1o specific and resericred T-cell

Costimulatory

mdecdes

therany @
Immunotherapy €

Figure 1. Danger signals: first signals given at the periphery. Signals such as stress (e.g., HSP
and uric acid), inflammation {2.9,, TNF-a and IL-1p8), pathogens {e.9., dsRNA and lipopolysacchande)
andlor cell-nuclear debris induce actvation and maturation of dendritic cells (DCs). DCs reduce their
capacity for phagocytosis and initiate their migration towards ymph nodes by their expressicn of
CCR7. Castimulatory {e.g., CD80 and CD86) and presentation molecules IMHC 1 and 1) are
upregulated as part of this process. DC secretion of IL-12 and [L-10 skews the immune response

toward a Thi or Th2 profile, respectively.
HSP: Heat-shock protein; TLR: Toll-like receptar
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CD4* T lymphocyte

itherapy © Future Sclence Group (2

Figure 2. Th1 CD4* T lymphocyte-derived secondary signals provided to the dendritic cells
at the immunological synapse In the lymph node Dendeitic calls (DCs) expased 10 danger
signals in periphery (signal 1), migrate ta the lymph node and induce CD4 activation (Thi, Th2 or
regulatory T cells). Th1 CD4* T lymphocytes, in return, provide secondary signais ta the DC, natably
by IFN-y and CD4Q ligand, and produce IL-2, which helps the grawth of CTLs. These second signals
increase the maturation of DCs that attract nave CD8° T lymphocytes by secretion of chemokines
{CCL3 and CCL4), DCs are able to prime and differentiate naive CO8* T lymphocytes into CTLs, which

later become long-term memary CO8* T cells.
CTL: Cytotoxic T lymphocyte; TCR: T-cell receptar,

receprors. Synergistic upregularion of costimu-
latory (e.g., CD80 and CD86), adhesion {e.g..
CD34 and CD38) and MHC class | and class
IT melecules ar the cell surface enhances the
T-cell-stimulatory porential of DCs 1217, These
‘maruring’ DCs also secrer various cyrokines,
such as IL-12 thar has been described as che pro-
totypical Thil-polarizing cyrokine (223, or IL-10
thar exerts an inhibitory effece on DC marura-
tion and skews the CD4* response roward Thl
i237. Thus, exposure to maturanion-inducing
pachogens, as in the case of localized infection,
is likely o be only transient and the T-cell-
stimulatory properties of maruring DCs are
further enhanced by subsequent interacrions
with antigen-specific T cells. Morcaver, it has
been demenstrated in a mouse model thar,
before encountering anuigen-specific T cells,
marturing DCs are likely to undergo a num-
ber of noncognare interactions, and addinional
activating signals provided by acrivated helper
CD4* T cells. notably CD40L, may be available

ar later nime points (Fovee 2) 24-26). [n humans,

Kalady and collaborators demonserated in vitro
thar sequential maturation of monocyte-derived
DCs (Mo-DCs) with peripheral sumuli followed
a few hours later by a CD4* T-cell-derived sig-
nal — CDA0L - resuleed in a bigher production
of IL-12 than when rhese stimuli were added
simultancously (271. We recently confirmed these
results and further showed thar the use of allo-
genic activated CD4' T cells is more efficient as
a second maruranon signal to complete marura-
tdion of human DCs compared wich rthe use of a
combination of CD40L and [FN-v [simox Tarae.,
SuaMITTED MANUSCRIZT], This scqucntial DC maru-
ration with activared CD4* T cells widely favored
Thi polarization and CTL activarion, while lim-
iting the expansion of CD4'CD25' FoxP3* regu-
latory T cells, and led o the generation of CTL
with a long-rerm effector and central memory
phenotype. At the beginning of the 19905, the
discovery of all of these DC funcrions drove
immunologists and clinicians o exploir them
wich the aim of inducing antitumor immune
FESPONSES I cancer parients.

. future science roup
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Use of DCs in dinical studies

To date, over 200 DC.based clinical studies
have been reported in the contexr of cancer
therapy (targer keywords ‘dendriric” and ‘can-
cer’) [201.202]. This trearment strasegy for cancer
was also reviewed and analyzed previously by
others showing wide disparities in DC pro-
duction, antigen loadings and cancer origins
[z.28-307. Thus, we humbly have to admir thar
there s no intemanonal consensus 1o date on
the methods and processes of DC vaccines.
The only consensus is to propose thar an epn-
mized cancer vaccine will have to induce nor
only CD8* {memwory) cytoroxic bur also CD4*
Th cells.

Although most of the DC-rreared cancer is
melanoma, several other cancers, where specific
antigens were identified, have also been treared
with DC vaccines. This is the case for prostawe
cancer [4], renal cell carcinoma [37], breast can-
cer [32], multiple myeloma [34], leukemia [35],
colorectal cancer [3¢] and glioma [57]. However,
the autologous DC vaccines were predominancly
produced from patients either previously enrolled
in a chemotherapeurtic clinical trial or in a laee
phase of the cancer development, which are not
favorable paramesers in an immunorherapeuric
wial, Indeed, very little informarion exists on the
inensive and repetitive chemotherapies on the
Mo-DCs or DCs derived from another origin. In
addition, owing ro ethical and clinical feasibili-
ties, experimental and preclinical investigations
wete predominanty developed with cells from
healthy donots, nort from cancer patents,

Db 25

Figure 3. Subsets of dendritic cells used in clinical trials.

DC Dendritic cell

2DC subtypes

As shown in rams 3, four major types of myel-
oid DCs have been used in clinical seudies:
Mo-DCs, CD34* hemartepoieric stem cell-
denived DCs, circulating myeleid DCs and
leukemia cell-derived DCs.

In the 1990s, Sallusto and Lanzavecchia
described a method m generate 2 high quandry of
human DCs from penipheral blood monocyes s8],
This work baosted the field of DC research and
enabled clinicians o use these cells in immuno-
therapy trials w mduce andrumor responses in
cancer patens. Since large quanuties of Mo-DCs
are ‘easily’ generated due to the high proportion
of monocytes in peripheral blood, these cells have
been used exwensively (in 75% of the clinical smd-
es). A number of studies have been performed
10 adapt inital culure conditions of Mo-DC 1o
good manufactuning product conditions [29-43],
For instance, we compared the impactof standard
culmure medium on Mo-DC differendartion and
marurarion [42], Commercially available media for
hemaropoieric cell culture as well as different pro-
tein supplementations, fetal calfserum, autologous
plasma, human serum and human serum albu-
min wete rested and compared on culture yields,
cell viabslity and DC mamitation. Although we
demonstrared thar the differendanon yields were
similar berween the conditions used, we evidenced
significant differences in rerms of cytoroxicity and
DC mararation (phenorypic and funcrional),
depending on the culture medium batch origin.
Thus, our resules undetscored the importance of
defining culmee medium compositon in clinical
standard operaring procedutes 1o insuse quality
control, In the majority of clinical trials, mono-
cytes are primarily sekcted from peripheral blood
or apheresis by plastic adherence or by magnetic
cell sorung, More recendy, an alernative sekec-
tion by elutriation was proposed. enabling fast
and easy entchment of monocytes within a closed
system [43). fn vitro, monocytes are activated and
differentiated into immamse Mo-DCs in the pres-
ence of GM-CSF and IL-4 {sormetimes IL-13).
Additonal cytokines in the culture medium are
subsequently used to induce Mo-D'C maturation
(for review see (44)). In approximately half of the
clinical trials using Mo-DC-based vaccines, DCs
pulsed with TAAs have been used directly in their
immature state. In the wemaining half, Mo-DCs
have been activated with different maruration
stimnuli prior o injection.

The methed to obrain DCs from blood
CD34* hematopoietic stem cells was described
concomitantly to the description of Mo-DCs
by Banchereau and collaborators [45). Such DT
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populations have also been rested in clinical
studies with some encouraging results [4647)
However, this type of DT is barely used (only
~5% of clinical trials) owing to the complexity
of CD34" cell sorting compared with the relative
ease of monocyte purificaticn, DCs are obtained
by culturing CD34* stem cellsin the presence of
GM-C3F, IL-4, TNF-@ und FLT3 ligand (4245
The cells obtained in this manner wera desceibed
to be highly immunogenicand to induce a beter
in vitro sxpansion of antigen-specific cyrotoic
T calls than Me-DCs (sa51)

Another type of DC, circulating myeloid
DCe (CD14/CD11e'/CD123), has been used in
approximately 796 of the studies analyzed. These
cells can be expanded several fold in the bleod of
pateents by 7 vivo administratton of FLT3 ligand
[52.59 . They exhibita high migratory capacity, but
a reduced propensity for cytoking secretion.

Dendritic cells generated from leukemia blast
cells have also been used in antileukemia thera-
pies {34). This type of DC is still used in some
therapeutic approaches (~4% of the DC-based
clinical trials). The DCs in question are gener-
ated in vitro from myelogencus leukemia cells
and cultured with GM-CSF and IL-4. Theze
cells have the morphology, phenotypic charac-
teristics and T<cell-stimulatory capacity of DCs
They naturaily express the keukemiz antigens, as
well s high levels of MHC class [ and I1 antigens
and costimulatory molecules Thus, they have
the capacity to stimulate the cytolytic activity of
leukemia-specific autologous lymphacytes
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#DC maturation

The mawration state of DCs is one of the major
devermining poiees for the efficiency of DC-based
immutotherapy. It is now known thatimmature
DCs exhibit 2 limited capacity to prime T-cell
responses and are likely ivolved in T-cell teler-
ance induction (3] Indeed, a clinical study per-
foemed by Bhardwaj’s group in 2001 showed that
the injection of immature DCs led to the specific
inhibition of antigen-specific CD8* Tell effec-
tee funceion with induction of IL-10-producing
antigen-specific T cells (53, Furthermere, imma-
ture DCs accumulate at the injection sites with &
very low potential to migrate o the lymph node
compared with mature DCs (5¢. However, 38%
of clinical studies reported to date have used
immature Mo-DCs (Reee3) 28). In the majority
of cases, thiswas due va the time interval betwesn
the clinical study proposal made before 2001
and the initiation of patlent vaccination, which
often takes years.

Since 2001, the majority of clintcal studies
have used mature DCx Inorder to increase their
immunogenicity, the DCswere generally matured
for a period of 48 h or more with TNF-@ alone
or in combination with IL-1, IL-G and PGE,,
referred to as macrophage conditicn medium
{(MCM) mimic trene ) (57]. Other maturation
stimuli, including the use of single or multiple
agents, have al:o been described, such as [FN-a,
[FN-y, [L-12, CD40L, IL-3 and Ribomunyl®
Such activation sgnals induce upregulation of
MHC, costtmulatory (CD80 and CD86) and

Number of clinical studies

FAgure 4. Agents used for the maturation of monocyte-derived dendritic cells In

clinical studies

MCM ' Macrophage condition medium, PBMC: Peripheral biood monenudear cell; PG Prostaglandin
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adhasion (CI54 and CD358) molecules and favor
secretion of proinflammarcey eyrokines, such as
1L-12,IL-15, TNF-etand IL-6 ). However, all
these stimull are not equivalent and will differ-
entially influence the ourcome of DC maturs-
tion. For instance, we showed that solerigenic
DCscan be cbrsined i vitro by exposing human
Mo-DCs to lipopolysaccharide, suggesting that
the use of this maturation factor alone 15 not
sufficient to obrain efficient immunogenic DCs
(6). Anather example of maturation stimuli that
are the subject of contraversy is the addition of
PGE, to maturation stimul, Indesd, PGE, was
added to maturation stimulisines itis required for
DC lymph node migmtory capacity by inducing
CCR7 expression (1758), but at the same time it
reduces [L-12 production that plays an impor-
tant role in induction of Thl and cytotoxic T-cell
responsss (59). Currently, new protocols using
PGE, in combination with TLR ligands have
been designed and sllow production of IL-12 by
PGE -treated DCs (60.61). Such selective effect of
maturation factors make the choice of maturation
stimuli used in clinical trials very difficult and
prompt sciensists to better chamcterize the DC
maturation mechanism. Furthermore, comparison
of these masuration stimuli ts difheult to perform
from ope clinkal study vo anceher stnce it is pot
the only parameter that differs, Thus, DC-based
immunotherapy would greatly benefit from clini-
cal studies comparing thess maturattcn sumull,
In addition, the continuous flow of new in vitro
results regarding DC maturation has wo be con-
sidered. For instance, two recent in vitre studies
pecformed with DCs from chronic lymphocytc
leukemia and renal carcinoma show that DCs
matured with TNF-@ were superior to DCs
matured with MCM mimic cockeail ar induc-
ing DC maturation and stimulating antitumor
reactive T cells [52,63].

These maturation approaches raised two
questions. First, are these maturation stimuli
sufficient to generate fully funcrional mature
DCs with afficient immunogenic properties?
Second, ts the 48-h maturation period oo long,
resulting in DC exhaustion where DCs have
already reached their oprimal state of marura-
tion in virro and are exhausted when reinjected
to the patient? DC maruraton has to be viewed
as a coordinated process in which DC antigen
capturing, processing and presentation, expres-
sion of costimulateey molecules and cyokine
secretion are tempeeally and spatially regulated.
Throughout thiz process, DCs receive specific
acuvation stimuli in the periphery and then in
lymph nodes. fu vive migradon studies have

demonstrared that DCs reach the lymph podes
a8 soon s & few hours (46 h) after intradermal
injection and their influx increases up o 24 h
(¢4.65]. Thus, their exposure to a maturation-
inducing pathogen or inflammatory signals,
in the case of localized infecton, is likely to
be only transient. In lymph nodes, the T-call-
stimulatory properties of maturing DCs are
further enhanced by subsequent interactions
with antigen-specific activated T cells, nota-
bly CD4* helper T cells, and other acuvared
inpate immune cells Thus, DCsactivated by &
single exposure to mawration stimuli in clini-
cal studies may not be as efficient as DCs that
recetve activarton signals in vivo throughout
the maturation pracess Purthermoce, in vitro
experiments have demonstrated that prolongzd
periods of maturazion lead 1o the development
of DCs that have already exhausted their [L-12
production capacity and become refractory to
further stimulation (66), These exhausted DCs
preferentially prime Th2 and nonpolarized
T celis{67). Based on these results, Lanzavecchia
and 3allusto have proposed an elegant model in
which recently activated DCs secreting IL-12
preferentially drive Thl polarization, whereas
DCs surviving 1o the T-cell areas or DCs enter-
ing secondary lympheid organs larer (24 h)
afrer maturation exhaust their [L-12-producing
capacity and participate in the downregulation
of the immune responze and in the formation of
the central memory T-cell pool (68, Thus, the
length of DC maruration should be considerad
in clintcal trials to avoid injection of sxhausted
DCs that are no longer able to induce Th! and
cellular immune responses.

Manystudies in mouss models have undedined
the imporeance of CD4* T cells i the induction
of CD8* T-cell responses by DCs, and more
recently in the establishment of a CD&* T-cell
memory pocl [1¢]. Indeed, cady in wivo experi-
ments involving allograft rejection in murine
models, and r vitro studies of allogeneic mixad
lymphacyte reactions, concluded that CD4*
T celis were necessary w induce cytorcoic CD8*
T-cell responses (s9-71], This finding led tw the
hypothesis that helper T cells are essential foe
Immunity o antgens such as tssue grafts oc
tumors, where molecular sumuli from cells of the
innate immune system are abeent Before receiv-
ing the CD4* T-cell help signals, DCs musz fest
be exposed w preliminary signals in the periphery
w induce their activarion and migrancn to sec-
ondary lymphotd ergans. Thus, DC maruration
requires a Two-step process in order to emable the
efficient activation of CD8* Tocell responses. We
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recently confirmed these observations in humans,
We set up an i vitro human Mo-DC maruzaticn
protocol comprising TNF- plus polyl:C ssa
primary cotnbined signal that mimics the periph-
eral signal, followed by aceivared CD4* T cells or
CD40L plus TFN -y 25 a second signal (Sawors T eraz.,
Summrrren Mamscarer). We found thae such sequen-
tial maturation, especially with activated CD4*
T cells, led 1o a stronger Thl phenotype of the
CD4* Tecell responses, with 2 limited expansion
of CD4*CD25 FaxP3* regulatory T cells and &
betrer differentiation of antitumor CD8* T cells
with a long-term memeory phenotype. Indesd, thie
study revealed 2 useful approach to induce a long-
lasting antitumor memory T-celi pool containing
both affector and central compenerss. Thus, this
new preclinical strategy to prepare DCs ex vico
has important implications for the development of
clinical DC-based immunotherapy and highlights
the requiremers of T-helper-derived signals in the
DC maturation process.

= Antigen loading onto DCs

The use of DCs in clinical studies generslly
requirze several steps: differentiation and matu-
ration of DCs as nosed above, as well as their
loading with tumor antigens.

Different methods of antigen loading have
been set up. The source of TAAs for DC remsins
a criticsl tssue that partially determines the efh-
cacy of DC-based vaccinatton, Most curremly
used clinical vaccination protocols arz based on
pulsing DCs with MHC class [-resricted pep-
tides of known TAA sequence and, therefere,
require previous identification and characreriza-
tion of the antigenic apitopes [72-77]. DCs can
also be boaded with defined TAAs using proteins,
For example, in myeloma DC-vaccine trials,
idiotype proteins are used as the source of ant-
gen (78 Thus, the different epiwopes contained
in the protein are presented oo both class [and [1
HLA malecules, leading to the induction of vari-
ous specific CTL and helper T cells ppa-s1]. These
methods allow the monitoring of the antitumor
immune rezponse, since only defined antigens
ate targeted, but it may favor the immune escape
of rumor cells by downregulation or mutaton
of these specific antigens, especially when only
one antigen iz targeted. This escape phencm-
enon could be limited by rargeting several TAAs
or by targeting a TAA thac plays a role in the
survival of the rumorcells(ez). TAAz canalsobe
delrvered in the form of m RINA by electropara-
tion, lipofection or nucleofection [83-87], or in the
form of DINA by using recombinant virusas [es].
Fuechermore, the use of whole tumor-desived

material to lead DCs bypasses the need to iden-
tify targetable antigens in the wmar, provides a
full array of antigenic peprides that tapidly gain
access 1o both MHC class T and 1T malecules,
and induces immune responses dirscrad against
4 broad spectrum of anngenic epitopes. Different
tumor-derived materials thae have aleeady been
tested include total tumor RINA (89.90], excsomes
[9152], tumar lysates {9354] or apoptotic tumor
cells [95.54).

The drawback of using tumer cellsas s source
of antigens instead of defined TAAs is that the
immunological response 1smore complex to mon-
1orafrer DC vaceine, thus making the correlation
between clinical and immune responses difficult
to evalusse. In additica, controversy exists with
respect 2o the optimal form of killed tumor cells
foe stimulating effsctive immune antitumer activ-
ity in DC-based vaccine strategies, Early reports
argued that DCs that phagocytased apoptotic cells
could sxclusively cross-present tumor antigens (7).
Ovther studies demonstrated the inducticn of tol-
erance by DCs that had captursd apoptotic cells
(58). Moreover, it wasshown thar necotic but not
apopvotic cells induce the maturation of immu-
nostimulavory DCs and increass their stimula-
tory capacities [99]. In an experimenta! preclinical
antitumor vaccine strategy, we demonstrated that
apopratic tumee cells were more efficient in terms
of antigen priming than necrotic anes [100).

We have previously suggested that the narure
of the apoptetic-inducing agent employed for
the tumor cells is the main factee responsible
fordetermining the outcome of DC-bazsed ther-
apy [101). More recently, an increasing number
of studies have been undertaken to investigare
the posstble implication of chematherapy in
the immune response. Indeed, chemotherapy
and radiotherapy were demanstrated to induce
apoptonc processes within the umaor cells and
thereby initiats an immunoadjuvant pathway
that contributed to the success of cyrotoxic
treatments[192). [n particular, anthracyclinesare
described to induce specific immune responses
that result either in immunogenic cancer cell
death or in immunostimulatory side effects
[103.104). In the lacter studies, it was demonstrated
that the translocation of calredculin to the plasma
membrane in tumor cells [104) and the ralease of
high-mobility-group box (HMGE)1 by tumor
cells (105) are two key post-rranscriptional events
required for the immunogenicity of anthracy-
clines These recent discoveries represant 2 step
forward in the conceptual understanding of the
mechanisms underlying the immunogenicity of
chemotherapeutc agents.
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® Injection procedures for DC-based
antitumor vaccination

Many questions alsc remain unanswered regard-
ing theinjection of DCs to patients. These relate
to the nature and level of DT maturation, their
routs and frequency of injection, and the number
of DCs o be injected.

Dendritic cells have been mostly administered
intravenously, intradermally and subcutanecusly,
although & consensus emerged that intravenous
injection s not as efficient compared with the
twoother routes. Indeed, intravenously injected
indium-radiclabeled DCs transiently accumu-
late in the lungs before reaching the spleen, liver
atd bone marrow, but they were not detected
in lymph nodes, whersas & small pezcentsge of
intradermally injected DCs raached the regional
lymph nodes [¢5.106). Furthermore, all of these
routes have been shown o induce immunity,
but the quality of the responses was differsnt,
with & batter Thl differentistion in the case
of subcutanecus or intradermal injection (107).
Alternatively, tnjecsions into a lymph node ot
directly into the tumor have also been performed
in a few studies [108).

The frequency of DC injections and the num-
ber of DCs injected are ather points to consider
in DC-based vaccinaton. Early clinicsl studies
showed thas a single injection of DCs induces a
T-cell response 109). This immune response can
be boast by asecond injection 119). The majority
of clinical studies now perform several injections
with variable frequency ranging from weekly o
monthly. Similar to injection frequency, the
quantity of DC injected to patients varies con-
siderably from one clinical trial to another. The
results of all these studies are difficult o com-
pare owing to different injection schedules and
quantity of injected DCs, and other parameters
such as the DC prepamton procedure. Thus,
there is now 2 need for studies comparing both
the schedule and the number of DCs injected.

Immune-monitoring &

dinical responses

Dendritic cell-based vaccination has been
shown to be safe in humans, with only minor
or mild side effeces being reported. The out-
come of anttumor DC therapy iz mainly evalu-
ated on two different levels. The szt level of
evaluation referred to as immune monitaring
consists of measuring the immune responses
induced by the treatmen:. The second level is
the evaluation of the clinical benehits for the
patients and their relatonship with the natuse
of the vaccine

® T-cell monitoring

Immune monitoring of DC-based vaccinanon
has been made possible by the recent develop-
ment of several technologies, such as HLA pep-
tide tetramers (111), ELISPOT [112) and iners-
cyroplasmic staining of cytokines [n3). These
sensitive assays, which are able to detect very low
fractions of TA A-spacific T cells, have allowed
the measurement of dgnificant T-cell responses
againet the targeted antigens in the majoricy of
patients included in DC-based clinical stud-
ies. The production of antibodies agains TAAs
has also been reported (114), However, T-cell
responses observed in vaccinated patients were
often transient and did oot result in the difs
ferentiation of long-term memory T cells (19
Several studies have reported an epitope spread-
ing after DC vaccination, which is described
as & T-lymphocyte response specific to TAAs
that were not included in the original vaccine
formulation (1¢-118). This effect is believed to
be induced by in vive killing of cancer celis by
T cells activated after injection of the DC vac-
cine. Subsequeat internalization of the dead czlls
and cross-presentation of the sumor antigen by
tissue resident antigen-presenting cells is able
to promate epitope spreading. It is thought that
this may help to avoid immune escape by tumor
cells since, in a few studies, it was comelated o
the clinical response [115.11¢).

m Immune response & correlation
with therapeutic effect

[n the majority of DC-based vaccination studies,
few clinical responses have been observed, lead-
ing rarely to complete remission Interestingly,
astatstically significant correlation was recently
demonstrated between favorable clinical out-
come and the presence of vaccine-related, tumoe
antigen-spacific T cells in delayed type hypersen-
sivity (D'TH) skin biopsies [119]. A direct corre-
lation was observed between the presence of DC
vaccine-zelated T cells in the DTH biopsies of
stage IV melanoma patients and a positive clini-
cal outcome (p = 0.0012). Importantly, theze
clinical responses were correlated with the pres-
ence of speciic DC-induced immune responses.
Howrever, in the majority of pattents, an immune
response was detected without or with only very
lizle clinical benefits for the patients. Several
hvpotheses could explain this discrepancy. First,
a great majority of these clinical studies have
been performed in late-stage cancer patients
often resistant to chemotherapy ce radiotherapy,
where tumoe burden is heavy. Second, chemo-
therapy and radiotherapy treatments could have
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a negative affect on the immune system and ite
activation, either atthe DC oz lymphocyte level,
In these conditons, the immunological response
induced by 3 DC vaceine may not be effective,
In face, the immune-supprassive potential of
rumor cells, referred to as ‘cancer immune-
editing’, has been shown to develop through-
out the disease progression and may; therefore,
counteract the vaccine effece 120). However,
clinical responses have been reported even in
late-stage patients (4679). This resule suggests
that the DC vaceine effictency may be increased
by performing it atan earlier stage of the disease.
Along these lines, a clinical study consisting of
in vitro tumor-nbltrating leukocyts expansion
and injection performed at an carly peint in
stage I melanoma patients showed thae the
clinical benefit was inversely correlated to the
rumor burden [121.122) Thus, DC-vaccination
approaches should be considered to treat patients
at an earlier stage of the disease.

® |mportance of CD4- T-cell derived
signals for DC preparation to
potentiate the clinical response
Derdritic cells are able to inducs antitumor
responses, but the quality of these responses or
the specificity of DCs may not be high enough
toinduce cancer ‘refection’. The abeence of long-
term memory T-cell induction by DC vaccines
(1., a0 iImmune response able to generate sec-
ondary antrumor efficacy more effzctively and
thereby protect from relapse) could be one of
the reasons. Recently, much progress has been
made to understand the induction of memory
T cells tn animals and humans [125-126). There
is accumulating evidence from in vive murine
madels that CD4* helper T cellz play an impor-
tant role in this phenomenon 15, However,
many DC-vaccination studies were designed o
induce CD8* CTL responses without adapred
TAA loading to stimulate the CD4* helper
T-cell subset. In several other human clinical
studies, antigens unrelated to wmor cells, such
az the keyhole limpet hemocyanin, were used
in combination with tumor antigens 1o acti-
vate CD4* T cells p2,7995). These antigens nor
borne by tumor cells may not be as efficient
as TAAs, since CD4* T cells, in addiricn to
their helper role, aze often able to lyse umor
cells, thus probably contributing 1o the effecror
phase wicth CTLs 22,128 Furthermore, when
the source of antigens, such as TAA proteins or
dead tumor cells, was compatible with induc-
tion of 2 CD4* T cell response, the immune
monitoring of this response was not performed

and focused only on the expansion of tumor-
specific CD8* CTLs. Without dawa concern-
ing the CD4* Tocell response in thess clinieal
studies, their role remains difficult to evaluate.
Howevar, a recent clinical study addressed this
questicn [129). Yee's group injected CD4* T eells
specific for the NY-ESO-1 antigen in a patient
with refractory metastatic melanoma, leading to
a durable clinical remission. Finally, we recently
demonstrazed that human DCs matured in vitve
by 2 combination of TNF-t snd pelyl:C are
poar activators of long-term memory CD8*
T cells and thas 2xposure of these DCs ta acti-
vated CD4* T cells several hours after addi-
tion of TNF-@ and polyl: C strongly increased
their capacity to induce memory T cells [Soven'T
ETAL. SUBMITTED MANDSCRIPT). Thus, in the furure,
DC-based clinical studies should be designed
to tnduce not only antitumor CD8* T cells, but
also antitumor CD4* T cells that can in return
increase DC functions

Condusion & future perspective
Dendritic czil-based vacci nation against cancer is
still 2 new and developing field thac should ben-
cfit from the increasing knowledge of DC bial-
ogy. Overall, the experience with DCsincancer
patients has shown that these cells can be safely
adminiztered with no or only mild zide «ffects.
Some of the issues that remain to be resolved
concern the best signals required to produce
mature/immunogenic DCs and the conditions
neceszary toimprave thelr migration to the lym-
phoid organs where the interactions with T cells
(helper and cyrotaxic) take place. Importantly,
the methods for immunological monitering,
especially of the CD4* antitumor T-cell response
(1., proliferation assays, ELISPOT, tetramers
or intracellular IFN-y staining) must atlow for
the development of better clinical «fhciency of
DC vaccines in the near future. These issuesare
complex, and yet so far just partally understocd.
Thus, defining the meos: appropriate stimulation
condidons for DCs is not wivial and this issue
in DC immunotherapy remain: the matter of
numerous investigations.

Highlights

» Dendritceell maturarion isrequired to increase
efficiency of DC-based antitumor immuoo-
thesapy;

= Dendritic cells requirs two sequential signals
to achieve full maturation: periphery signal
{pathogen, ioflammation or danger) and
T-ell-derived signal (Th1 helper signal);
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« Oprimization of antrumor DC.based
immunotherapy requires that antitumor
DC-.based vaccination be performed aran
earlier stage of cancer; DC-based vaccine
should be designed to stimulate not only
CDA&* T cells, but also CD4* Th cells; and
immunomonitoring of DC-based antitumor
vaceine thould be designed to measure not
only CD8* T-cell response, bur also CD4*
T-cell response.

Executive summary

In the 1990s, the discovery of tumor-zssonated antigens (TAAS) recognized by CO8* T cdls prompted diriaans 1o develop an

immunotherapeutic approach to treat cancer

It is now admitted that mature dendnitic cells {DCs) are the most effigent antigen-presenting cells to induce 3 CD8* cytotoxc

T-cell response

More than 200 DC-bassd dirvcal trials have been performed in cancer patients.

Four subsats of DCs were used: monacyte-derived DCs, CO34+denved DCs, arcutating myelad DCs and DCs derved from leukemia

blast cells

In approximately half the DC-based dinical tnas, immature DCs were used

In clinical tnals using mature DCs, moes than ten different maturation factors were used done or in combination

A number of different sources of TAAs have been used to load DCs with antigen (2.9, peptides, protein or cell lysates)

In the majority of direcal trials, DCs were not loaded with 3 TAA recegnized by CD4+ T cells or were loadead with 3 tumor-unrelated
antigen such as keyhole Iimpet hemocyanin

intranoda, intralymphatic, subcutaneous or intradermal Injections are now preferrad to intravenous Njections.

TaA-speafic T-cell responses were observed in the majority of DC-treated cancer patients and led, in a few cases, to clyective

cnical responses

TAA-speafic Tcell responses were often transient and required multiple DC injections to be maintained

1t is now admitted that signals from belper CD4* T cells are necessary for the DCs to efficently simuate long-term memery T cells
Thus, DC-based vaccines should be desianed to stmulate not cnly COB* T cells, but also CD4* helper T cells.

DC-based vacdnes are mainly used in late-stage cancer patients, they shoudd be used at an earlier stage of the disease 10 increase
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Les cellules dendritiaues (DC) font partie intéarante de I'immunité, a
I'interface entre le svstéme inné et le svsteme adaptatif. De part leur
capacité de présentation antiaéniaue (sur les CMH de classe 1 et II). de
maturation et de miaration aux oraanes lvmphoides secondaires. elles
possedent la propriété uniaue d'activer les lvmphocvtes T naifs et de les
induire en différenciation. Ainsi. elles sont a la base de la spécialisation
lvmphocvtaire CD4 et CD8. Elles sont éaalement capables d'interaair
avec un arand nombre de tvpes cellulaires (lvmphocvtes B. cellules NK.
neutrophiles. éosinophiles. cellules endothéliales...). Les DC peuvent ainsi
activer les réponses immunes ou au contraire les réauler. selon les
conditions de maturation. Depuis plusieurs années. elles sont utilisées en
thérapie anti-tumorale mais. malaré I'obtention de réponses
lvmphocvtaires. les résultats cliniaues restent encore décevants. Ainsi. une
connaissance approfondie de la bioloaie des DC. associée a leur modalité
de production est devenue primordiale. Ceci hous a amené a développer
dansun premier temps les conditions de culture favorables a 'obtention
des DC et a en déterminer les conséauences sur leur activation. Ensuite,
NOuUs avons mMis au point un protocole de maturation séauentielle
permettant aux DC d'acauérir des aualités.fonctionnelles favorables a la
mise en place d'une réponse immunitaire a lona terme. L'ensemble de ce
travail devrait ainsi contribuer a I'amélioration de la production de ces
cellules pour leur utilisation en immnnothérapie-anti-tumorale.

Mots-clés : cellules dendritiques, immunothérapie, maturation, phénotype




Optimization of dendritic cell production for use in anti-tumoral immunotherapy

)]

Dendritic cells (DC) are an intearal part of immunity. at the interface
between the innate and adaptive systems. With reaards to antiaenic
presentation capacity (on class | and Il MHC), to maturation and migration
to secondarv lvmphoid oraans. thev possess the uniaue property to
activate naive T lvmphocvtes and to induce their differentiation. Thus. thev
are at the basis of CD4 and CD8 Ivmphocvte specialization. They are able
to interact with many cell tvoes (B l[vmphocvtes. NK cells. neutrophiles.
eosinophiles. endothelial cells...). DC may stimulate immune responses or,
on the contrary. reaulate them. dependina on maturation conditions. For
many vears. thev've been used in anti-tumoral therapv but. despite of some
lvmphocvte responses. clinical results remain disappointina. Thus, DC
bioloav and production mode must be thorouahlv understood. Such
preoccupations led us first to elaborate favourable culture conditions for
DC aeneration and to determine the impact on DC activation. Second, we
desianed a seauential maturation protocol. allowina DC to acauire
functional properties for establishment of a lona term immune response.
The studv presented here should contribute to improvement of DC
production for use in anti-tumoral immunotherapy

Key words :. dendritic cells, immunotherapy, maturation, phenotype
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