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TAP : Transporter associated with Antigen Processing
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TGF : Transforming Growth Factor

TIDC : Tumor-Infiltrating DC
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Introduction

INTRODUCTION :

L’implication du syst¢tme immunitaire dans 1’¢limination des cellules tumorales est un
phénoméne décrit depuis déja longtemps. Dés la fin du 19°™ siécle, William B. Coley observe
des régressions tumorales chez des patients atteints d’infections par streptocoques. Il rapporte
ensuite le traitement de patients, par inoculation de bactéries vivantes puis d’extraits
bactériens, dans ce qui peut tre considéré comme la premiére approche d’immunothérapie.
La démarche de Coley reste cependant trés empirique et il faudra attendre le développement
de I’'immunologie fondamentale pour comprendre les mécanismes impliqués. En 1909,
Ehrlich formule I’hypothése selon laquelle le systéme immunitaire est capable de réprimer le
développement des tumeurs. Beaucoup plus tard, il est suggéré que 1I’¢limination des cellules
tumorales fait intervenir I’immunité a médiation cellulaire. Le cancer résulte alors de
I’apparition de cellules tumorales associée a une défaillance du systéme immunitaire, c’est le
concept de surveillance immunitaire des tumeurs proposé par Burnet (Burnet, 1967).

Pour que le systtme immunitaire puisse ¢éliminer spécifiquement des cellules
tumorales, il doit reconnaitre a leur surface des structures antigéniques distinctes. Le
développement tumoral est associ¢ a 1’acquisition de mutations génétiques et donc a
I’expression de nouveaux antigénes, potentiellement reconnus par le systéme immunitaire. En
1991, le premier antigéne tumoral, MAGE-1, est identifi¢ (van der Bruggen et al., 1991). La
mise en évidence de lymphocytes T capables de reconnaitre spécifiquement les antigénes
tumoraux permet ensuite d’envisager I’immunothérapie anti-tumorale.

Les premiers travaux reposent sur I’injection de lymphocytes T (Kradin et al., 1989).
Depuis une dizaine d’années néanmoins, de nombreuses études sont menées pour exploiter le
potentiel des cellules dendritiques (DC). Ces cellules sont en effet capables de présenter les
antigénes aux lymphocytes T et d’initier une réponse immune. La maitrise de leur production
in vitro a partir de monocytes ou de cellules CD34+, des mécanismes de chargement en

antigenes puis d’activation doit permettre leur utilisation en immunothérapie anti-tumorale.
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I. Biologie des cellules dendritiques

La défense de 1’organisme repose sur une coopération fine entre I’immunité innée et
I’immunité acquise. La premiére ligne de défense est assurée par les cellules de I’'immunité
innée qui sont par exemple les cellules phagocytaires ou les cellules NK (Natural Killer). Les
cellules phagocytaires reconnaissent des motifs partagés entre les différents pathogenes tandis
que D’activation des NK repose sur une balance entre signaux activateurs et inhibiteurs.
L’immunité acquise, quant a elle, est représentée par les lymphocytes T et B. Elle permet,
grace aux réarrangements géniques, de générer une réponse spécifique d’antigénes et se
caractérise par la mise en place d’'une mémoire immunitaire.

Les lymphocytes T naifs sont localisés dans les organes lymphoides secondaires alors
que les antigénes exogenes contre lesquels ils doivent pouvoir répondre sont principalement
situés dans les organes périphériques. En outre, les lymphocytes T ne reconnaissent pas les
protéines entieres mais des motifs peptidiques particuliers (épitopes) liés aux molécules du
CMH. Leur activation nécessite la présentation de 1’antigéne mais aussi un ensemble de
signaux (co-stimulation, cytokines) que la plupart des cellules de I’organisme sont incapables
de leur procurer. La sensibilisation des lymphocytes T fait donc intervenir des cellules
spécialisées, les CPA (Cellules Présentatrices d’Antigenes), capables d’échantillonner les
antigénes présents en périphérie, puis de venir les présenter aux lymphocytes T. Trois types
de CPA sont décrits : les macrophages, les lymphocytes B et les DC. Seules les DC sont
spécialisées dans la fonction de présentation. Elles sont ainsi qualifié¢es de CPA
professionnelles. Les DC reconnaissent et internalisent les antigénes selon des mécanismes
propres a I’immunité innée (reconnaissance de motifs partagés par les pathogenes,
phagocytose). Elles peuvent ensuite activer spécifiquement les lymphocytes T et initier une
réponse immune primaire, permettant d’établir une mémoire immunitaire (Banchereau et
Steinman, 1998; Hart, 1997). Ces propriétés en font des acteurs majeurs de I’immunité, a

I’interface entre les réponses innée et acquise.
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Les DC sont généralement caractérisées par leurs propriétés d’internalisation et de
présentation des antigénes, de migration vers les tissus et les ganglions lymphatiques et
d’induction de réponses lymphocytaires. Toutefois, d’autres fonctionnalités peuvent étre

observées selon la population ou 1’état de maturation des DC considérées.
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I.1. Les différentes sous-populations de DC

Les premiéres DC identifiées sont les cellules de Langerhans (LC) en 1868. D’autres
types de DC ont ensuite été décrits et le terme DC rassemble aujourd’hui des populations
cellulaires assez hétérogeénes. Deux voies d’ontogenese sont a ’origine de ces différentes

populations (Paczesny et al., 2003) (figure 1).

CD34+
Progenitors

R LYMPHOID
BONE PLASMACYTOID
MARROW ' DENDRITIC CELLS

MYELOID

LANGERHANS CELLS

VESSEL

INTERSTITIAL
TISSUE DENDRITIC CELLS

Figure 1 : Les voies d’ontogenése a l’origine des DC. (D apres Paczesny S. et al. 2003).

La voie myéloide donne naissance aux DC dites conventionnelles, les LC dans
I’épithélium stratifi¢ de la peau et les DC interstitielles dans les autres tissus. Elle se
caractérise par I’expression de marqueurs de type myéloide comme CD33 ou CD13 ainsi que
par ’expression de CD11c (Briere et al., 2002). En outre, cette voie est dépendante du GM-
CSF (Granulocyte Macrophage-Colony-Stimulating Factor) et de I’IL-4 (Interleukine 4), ainsi
que du TGFf (Transforming Growth Factor 3) pour la différenciation en LC (Ito et al., 1999).

Les LC se distinguent des DC interstitielles notamment par 1’expression de la Langérine

10
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(CD207), qui intervient dans la formation des granules de Birbeck (Valladeau et al., 2000).
Les DC interstitielles expriment elles la molécule DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific [ICAM3-
grabbing nonintegrin) (Turville et al., 2002). Les DC dérivées de monocytes in vitro (Mo-DC)
sont apparentées a cette population. La contribution respective des LC et des DC interstitielles
dans le déclenchement de la réponse immune n’est pas encore complétement appréhendée. En
particulier, le role biologique des LC n’est pas clair. Des études menées chez la souris
montrent en effet que I’activation des lymphocytes T naifs contre des antigénes issus de
I’épiderme se fait par une population autre que les LC (Allan et al., 2003; Zhao et al., 2003).
En revanche elles interviendraient dans 1’activation des lymphocytes T effecteurs ou

mémoires.

La voie lymphoide inclut, quant a elle, les DC plasmacytoides (pDC) qui représentent
la premiere barriere de protection contre I’expansion virale. Cette voie dépend du facteur de
croissance FIt3L (Fms-Like Tyrosine kinase 3 Ligand) (Blom et al, 2000). Les pDC
expriment notamment a leur surface les molécules BDCA2 et BDCA4, impliquées dans le
contrdle de la sécrétion de I’IFN (Interferon) de type I en réponse a une infection virale (Cella
et al., 1999; Dzionek et al., 2000; Siegal et al., 1999). Contrairement aux DC my¢loides, la
localisation des pDC est généralement restreinte aux tissus lymphatiques et au sang

périphérique (Liu, 2005).

Sur la base de leur capacité a activer préférentiellement une réponse de type Thl pour
les DC my¢loides et de type Th2 pour les pDC, la nomenclature DC1 et DC2 a été
initialement utilisée pour désigner ces deux populations (Rissoan et al, 1999). Elle n’est
cependant plus d’actualité puisque I’induction de réponses Thl par les DC plasmacytoides a

¢été depuis rapportée (Bendriss-Vermare ef al., 2005; Cella et al., 2000).

Les DC jouent un réle de sentinelle dans I’organisme. Lors d’une agression, elles
transitent du sang vers les tissus périphériques. La, elles internalisent les antigénes 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 paradigme bien qu’il s’applique préférentiellement aux DC
my¢loides et qu’il puisse €tre discuté par rapport aux connaissances actuelles (Reis e Sousa,

2006).

11
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I.2. Recrutement des DC vers les tissus périphériques

Le recrutement des DC vers les tissus périphériques est un phénomene tres rapide. Des
expériences menées chez la souris mettent en évidence une migration de DC immatures au
niveau des sites inflammés dés 1h aprés injection d’agents pathogénes (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 LC qui expriment la molécule CCR6 (CC Chemokine
Recepteur 6) migrent en réponse a la chimiokine MIP-3a. (Macrophage Inflammatory Protein
3a). Les DC du sang CDIl1c+ ou les Mo-DC n’expriment pas, quant a elles, le récepteur
CCRe6. Elles sont néanmoins capables de répondre a d’autres chimiokines telles que MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein 1), MIP-lao ou RANTES (Regulated on Activation
Normal T cell Expressed and Secreted), grace respectivement a leurs récepteurs CCR2 et
CCRI1 ou CCRS5 (Caux et al., 2000; Dieu-Nosjean et al., 2000; Dieu et al., 1998; Lin et al.,
1998). Plus généralement, diverses molécules montrent aussi des propriétés attractives sur les
DC immatures. Ce sont par exemples la protéine C1q 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 inflammés, les DC doivent traverser les assemblages de
collagenes, de laminines ou de protéoglycanes des tissus conjonctifs et des membranes
basales (Leblond et Inoue, 1989). Cela est permis notamment par la sécrétion de MMP
(Matrix MetalloProteinase) (Ratzinger et al., 2002). Il a d’ailleurs été¢ récemment montré que
la protéine RANTES favorisait la sécrétion et I’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 possibilit¢ de dégrader la matrice extracellulaire, propriété
indispensable a leur migration. Enfin, au niveau des sites inflammés, le contact des DC
immatures avec des agents dérivés de pathogenes se traduit par I’expression des chimiokines
MCP-1 ou MIP-1ae (Means et al., 2003), permettant ainsi de maintenir ou d’amplifier le

recrutement d’autres DC.

12
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Parvenues dans les tissus périphériques, les DC sont confrontées au contexte
inflammatoire et/ou infectieux. L’internalisation des antigeénes et le processus de maturation
leur permettront d’informer les lymphocytes dans les ganglions de la nature du danger auquel

elles ont été exposées.

I.3. Internalisation des antigénes

L’efficacit¢ de D’internalisation des antigénes par les DC repose sur des activités
d’endocytose, de phagocytose ou macropinocytose, qui se distinguent par les récepteurs

sollicités, les mécanismes cellulaires mis en jeu, ainsi que par la nature du matériel internalisé.

L’endocytose

Ce mécanisme permet 1’internalisation de macromolécules, grace a la formation d’un
réseau de clathrine ou de calvéoline permettant la formation de vésicules d’endocytose (Roth,
2006). Différents récepteurs en assurent la spécificité : les récepteurs aux fragments Fc des
immunoglobulines capables de fixer les complexes immuns (Fanger et al., 1996; Zhu et al.,
2001), les récepteurs aux protéines de choc thermique tels CD91 ou Lox-1 (Lectin-like
receptor for oxidized-LDL) (Basu et al., 2001; Delneste et al., 2002), les récepteurs de type
scavenger comme CD36 (Peiser ef al., 2002), ou les récepteurs de la famille des lectines tel le
récepteur MMR (Macrophage-Mannose Receptor), DEC-205, la langerine, ou encore DC-
SIGN (Engering et al., 2002; Jiang et al., 1995; Sallusto et al., 1995; Valladeau ef al., 2000).

La phagocytose

C’est un processus dépendant de 1’actine capable d’internaliser de larges particules ou
pathogeénes (>1um). 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 avp3 et av35, 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 1’internalisation

13
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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).

La macropinocytose

La macropinocytose, qui dépend aussi de 1’actine, permet aux DC de concentrer des
substances extracellulaires a ’intérieur de vacuoles cytoplasmiques (Norbury, 2006; Sallusto

et al., 1995).

I.4. Apprétement des antigénes internalisés

Si les macrophages ou les lymphocytes B sont aussi des CPA, seules les DC sont
véritablement spécialisées dans cette tiche. 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
phénoméne de processing ou d’apprétement. Il repose sur des mécanismes protéolytiques
(protéasome, lysosome), partagés par la plupart des cellules de I’organisme, mais qu’elles

utilisent alors pour le catabolisme et le maintien de ’homéostasie cellulaire.

1.4.1 : Présentation des antigénes sur le CMH de classe I

Les protéines destinées a cette voie de présentation sont ubiquitinylées dans le cytosol,
i.e. marquées par des molécules d’adressage, puis dégradées par le protéasome et diverses
peptidases (Trombetta et Mellman, 2005). Les peptides générés accedent alors via le
transporteur TAP (Transporter associated with Antigen Processing) au réticulum
endoplasmique. La, ils sont clivés par la protéase ERAAP (Endoplasmic 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) (figure

2).
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Figure 2 : Les voies d’acces au CMH de classe 1. (D’apres Trombetta E.S. et Mellman I
2005).
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Le CMH de classe I est spécialis¢ dans la présentation de peptides endogenes.
Cependant, les DC sont également capables de présenter des peptides exogenes internalisés
sur le CMH-I grace au processus de présentation croisée (Albert et al., 1998b). Cette voie est
quantitativement moins importante que la présentation endogene. Elle est néanmoins
essentielle pour générer une réponse lymphocytaire T CDS8 contre les cellules tumorales ou les
pathogeénes qui n’infectent pas les DC. Différents mécanismes permettent aux antigénes
internalisés d’accéder au CMH-I. Ils peuvent étre transférés des vésicules d’internalisation
vers le cytosol grace au systtme 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 Sec61 (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 &tre 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 (Rock et Shen, 2005; Shen ef al., 2004).

1.4.2 : Présentation des antigénes sur le CMH de classe 11

Les peptides présentés sur le CMH de classe II sont principalement issus d’antigeénes
exogenes internalisés par phagocytose, macropinocytose ou endocytose (figure 3). Le
chargement sur le CMH-II pourrait alors se faire dans les endosomes tardifs ou les lysosomes.
Les enzymes lysosomiales contenues dans ces vésicules assurant alors le découpage des
protéines avant leur chargement sur le CMH-II (Neijssen et al., 2005). Néanmoins, les
protéines endogenes cytosoliques ont aussi acces aux lysosomes et donc au chargement sur le
CMH-II. La dichotomie initialement établie entre la présentation de protéines endogenes par
le CMH-I et la présentation de protéines exogenes par le CMH-II est donc aujourd’hui remise

en cause. Ces deux voies se distinguent en fait plus par leur role physiologique.
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La présentation des antigenes sur le CMH-I ou le CMH-II peut étre régulée selon
différentes modalités. Par exemple, 1’internalisation via le récepteur DEC-205 améliore la
présentation des antigénes (Bonifaz et al., 2004) et le ciblage de lox-1 par des HSP (Heat
Shock Protein) favorise la présentation croisée (Delneste et al., 2002). Elle peut aussi étre
régulée quantitativement, au cours de la maturation des DC, par une synthése de protéases et
de molécules du CMH (Cella et al., 1997; Rescigno et al., 1998) et qualitativement, par

génération de nouveaux €pitopes par I’'immunoprotéasome (Chapiro et al., 2006).

Clathrin-mediated | Non-clathrinfcaveolae

Phagocytosis | Macropinocytosis | = "o 40 cytosis endocytosis

~ Caveolin?

Figure 3 : Les voies d’acces au CMH de classe II. (D’apres Trombetta E.S. et Mellman 1.
2005).
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1.4.3 : Présentation restreinte au systéme CD1

Outre les molécules du CMH-I et du CMH-II, les DC expriment une troisiéme classe
de molécules impliquées dans la présentation aux lymphocytes T, les molécules CD1. Chez
I’homme, 4 isoformes sont identifiées CD1a, b, ¢ et d. Comme pour le CMH-I, les molécules
CD1 sont associées a la 32-microglobuline (Vincent et al., 2003). Elles sont impliquées dans

la présentation d’antigénes lipidiques d’origine endogeéne ou exogene.
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I.5. Maturation des DC

Introduction

Les DC disposent de nombreux récepteurs capables de reconnaitre des molécules

dérivées de pathogénes (molécules exogenes) ou des molécules endogeénes produites en

dehors de tout contexte infectieux. Ces derniéres peuvent étre issues de l’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 et de cytokines (figure 4).

DC immatures

v

Phagocytose, endocytose

CCR1+, CCR5+, CCR6+
ICAM-1-/+

CD80-/+, CD86 -/+, CD83-,
DC-SIGN++, DC-LAMP-, CD40+,
HLA-ABC+, HLA-DR+

DC matures

CCR7+

ICAM-1++

CD80++, CD86 ++, CD83+,
DC-SIGN+, DC-LAMP+, CD40++,
HLA-ABC++, HLA-DR-++
IL-12p70, IL-10

Figure 4 : Propriétés des cellules dendritiques immatures et matures.
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1.5.1 : Maturation par reconnaissance de molécules exogénes

Le mécanisme de reconnaissance des pathogénes par le systéme immunitaire inné est
trés rudimentaire en comparaison de la reconnaissance lymphocytaire et la diversité du
répertoire généré par les réarrangements géniques. Il n’est cependant pas complétement
aspécifique, comme considéré originellement. En fait le systéme inné reconnait des motifs
conservés entre les différents agents pathogeénes, les PAMP (Pathogen Associated Molecular
Patterns) grace a des récepteurs particuliers, les PRR (Pattern-Recognition Receptors) (Akira

et al.,20006).

Le groupe le plus important des PRR est constitué¢ par les TLR (Toll Like Receptor).
Ces récepteurs sont apparentés a la protéine 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 I’adulte (Lemaitre, 2004). Les TLR se caractérisent par un
domaine extracellulaire comportant des motifs LRR (Leucin-Rich-Repeat), qui interviennent
dans D’interaction avec les pathogeénes, et un domaine intracellulaire TIR (Toll/IL-1R
homology domain) responsable de la transmission du signal (Akira et al., 2006). Treize TLR
sont décrits chez les mammiferes (Roach et al., 2005), mais 10 seulement sont exprimés par
les DC humaines. Ils leur permettent de reconnaitre une grande diversit¢ de molécules issues
des pathogenes (table 1). Les TLR capables de reconnaitre les acides nucléiques (TLR 3, 7, 8
et 9) sont localisés dans des compartiments intracellulaires. Les autres sont exprimés a la
surface des DC (TLR 1, 2, 4, 5 et 6). Par ailleurs, les populations de DC expriment différents
panels de récepteurs. Les pDC expriment un répertoire restreint de TLR (TLR1, 6, 7, 9). Les
résultats sont plus contradictoires concernant les Mo-DC ou les DC my¢éloides. Les premicres
¢tudes concluent que ces populations n’expriment pas le TLR7 ni le TLR9 (Jarrossay et al.,
2001; Kadowaki et al., 2001; Krug ef al., 2001). Plus récemment cependant, des auteurs ont
mis en ¢évidence, chez les DC my¢loides, de 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 TLRO par des DC conventionnelles a par ailleurs ét¢ démontrée derniérement

(Hoene et al., 2006).

La reconnaissance des ligands conduit a 1’activation des facteurs de transcription NF-

KB ou IRF (IFN Regulatory Factor). Deux voies de signalisation peuvent étre distinguées.
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Une premicre fait intervenir la molécule MyD88, 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 apres 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 1.

Les TLR permettent aux DC de reconnaitre les pathogénes internalisés ou présents
dans le milieu extracellulaire. Néanmoins, les DC doivent aussi étre capables de réagir face
aux pathogenes qui se sont introduits dans leur cytosol. Deux familles de PRRs sont alors
impliquées, les NOD-LRR (Nucleotide-binding Oligomerization Domain) et les CARD-
helicase (Caspase Activation and Recruitment Domain) responsables de la reconnaissance de

composés bactériens et viraux (Akira et al., 2006; Inohara et al., 2005).
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Microbial Components Species TLR Usage
Bacteria

LPS Gram-negative bacteria TLR4
Diacyl lipopeptides Mycoplasma TLR&/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 TLRS
CpG-DNA Bacteria and mycobacteria TLAR9

ND Uropathogenic bacteria TLAR11
Fungus

Zymosan Saccharomyces cerevisiae TLRE/TLR2
Phospholipomannan Candida albicans TLRZ2
Mannan Candida albicans TLR4
Glucuronoxylomannan Cryptococcus necformans TLA2 and TLR4
Parasites

tGPl-mutin Trypanosoma TLR2
Glycoinositolphospholipids Trypanosormsa TLR4
Hemozoin Plasmodium TLAR9
Profilin-like molecule Toxoplasma gondii TLAR11
Viruses

DMA Viruses TLRA
dsRMNA Viruses TLAR3
ssANA RMNA viruses TLRY and TLR&
Emvelope proteins RSV, MMTV TLR4
Hemagglutinin protein Measles virus TLR2

WD HCMVY, HEV1 TLR2

Host

Heat-shock protein 60, 70 TLR4
Fibrinogen TLR4

Table I : Reconnaissance des composés pathogenes par les TLR

2006).

. (D’apres Akira S. et al.
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1.5.2 : Maturation par reconnaissance de molécules endogénes

Le systéme immunitaire est initialement per¢u comme assurant la discrimination entre
le soi et le non soi. Ce concept est réactualisé en 1994 par Matzinger, qui propose une théorie
selon laquelle le systéme immunitaire réagit aux situations " a risque" en détectant la présence
de signaux de danger. Ces signaux sont issus des agents pathogénes bien siir, mais aussi des
molécules du soi, par exemple lors d’une inflammation ou de la perte de 1’intégrité cellulaire
ou tissulaire (figure 5).

Les DC réagissent aux molécules inflammatoires comme le TNFa et I'IL-1 et
engagent leur programme de maturation (Banchereau et Steinman, 1998). Des signaux
provenant de cellules mortes sont aussi capables d’activer les DC (Gallucci et al., 1999;
Sauter ef al., 2000). Les premieres molécules identifiées responsables de cette maturation sont
les HSP (Basu et al., 2000; Somersan ef al., 2001). Ces protéines chaperonnes sont libérées de
maniére incontrolée et en grande quantité¢ en cas de lyse cellulaire. Différentes HSP sont
associées a une activation du systéme immunitaire (HSP 60, HSP 70, HSP 90 et grp96). Elles
sont reconnues par les récepteurs Lox-1 ou CD91 mais aussi par les TLR2 ou 4 et par les
molécules CD36 ou CD40 (Basu et al., 2001; Delneste et al., 2002; Srivastava, 2002). En
2003, Shi et collaborateurs identifient 1’acide urique, molécule issue du métabolisme des
bases puriques, comme un signal responsable de 1’activation des DC (Shi et al., 2003). Si son
mode de fonctionnement est encore mal compris, I’acide urique serait avec les HSP parmi les
premiers signaux recus par les DC, et les plus efficaces pour induire leur activation (Skoberne
et al., 2004). D’autres molécules activatrices ont toutefois €té identifiées. Ce sont par exemple
HMGB-1 (High Mobility Group Box-1 Protein) (Scaffidi et al., 2002), ’ATP (Adenosine
TriPhosphate) (Wilkin et al., 2001) ou les especes actives de 1’oxygene (Rutault ef al., 1999).
Des études supplémentaires sont néanmoins nécessaires pour préciser l’effet de ces
molécules, d’autant plus que les préparations utilisées peuvent contenir des contaminants
d’origine microbienne.

La dégradation de I’architecture tissulaire peut aussi étre a 1’origine de la maturation
des DC. Ainsi, I’héparane sulfate, composant de la matrice extracellulaire, active les cellules
via le TLR4 (Kodaira et al, 2000). La rupture de vaisseaux sanguins conduit elle a
I’activation des DC tissulaires par une arrivée de plaquettes (exprimant le CD40L) ou par la

libération de fibrinogéne reconnu par le TLR4 (Beg, 2002; Kaneider ef al., 2003).
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Figure 5 : Les DC et les signaux de danger.
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1.6. Migration des DC vers les ganglions lymphatiques

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
I’expression de CCR7 conjointement a une diminution de I’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 ef 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 (CC-
chemokine ligand 19) et CCL21 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 (Giordano et al., 2006). 11 a aussi été démontré
que la présence de cellules apoptotiques, associée a un signal de maturation (TNFa 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.

Aprées contact avec un pathogene, les DC arrivent dans les ganglions en moins de 24h
(Legge et Braciale, 2003). 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 a générer une réponse de type Thl (Marsland et al., 2005). La migration des LC est par
contre beaucoup plus lente (3jours). Les LC pourraient de fait étre impliquées dans la
reconnaissance de pathogénes particuliers, nécessitant une réponse retardée, ou dans la
présentation d’antigenes 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).
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1.7. Interaction DC-lymphocytes T

Introduction

Les DC pénétrant dans les ganglions lymphatiques sont dirigées par un gradient de

chimiokines vers les aires paracorticales, ou elles sécrétent a leur tour des chimiokines comme

CCL18 et CCL22, qui attirent par chimiotactisme les lymphocytes T naifs et mémoires

(Vissers et al., 2001). L’interaction entre DC et lymphocyte T se traduit par un échange de

signaux de co-stimulation ou d’inhibition (figure 6). Elle conduit au "priming" des

lymphocytes T et au déclenchement d’une réaction immunitaire ou a leur inactivation.
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Figure 6 : Les molécules impliquées dans [’interaction T-DC. (D’apreés O’Neill D. et al.

2004).
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1.7.1 : La synapse immunologique

Le contact entre DC et lymphocyte T conduit & une polarisation du cytosquelette
d’actine et des microtubules et a la concentration, au sein d’une synapse immunologique, de
molécules de présentation, de co-stimulation et d’adhérence (figure 7). 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 co-stimulation. 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 ef al., 2005).

Peptide-  CD80 or
ICAM wiG . CDB6 Fas APC
Top view
Side view

Figure 7 : La synapse immunologique. (D apres Friedl P. et al. 2005).

Le role biologique de la synapse immunologique n’est pas clairement défini. Une
hypothése 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 la formation de la synapse (Lee et al., 2002b). Il 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).
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1.7.2 : 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 antigene a la surface des DC, I’affinit¢ du TCR (T Cell Receptor)
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 l’activation des lymphocytes. Il doit &tre suivi par un signal 2, de co-
stimulation, qui fait intervenir les molécules CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) et CD28 (figure 6).
Malgré cela, 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 (Janssen et
al., 2003; Shedlock et Shen, 2003; Sun et Bevan, 2003) ou cytotoxiques (Bennett et al., 1998;
Ridge et al., 1998). C’est en fait I’interaction CD40/CD40L qui assure cet effet "licensing"
(Bennett ef al., 1998; Schoenberger et al., 1998), méme si d’autres couples de molécules
comme LIGHT/HVEM ou 4-1BBL/4-1BB participent a [’activation des lymphocytes T
(Croft, 2003; Wiethe et al., 2003). L’expression des molécules de co-stimulation est
directement liée a I’état d’activation des lymphocytes. Dés lors, les molécules CD28 et
HVEM présentes sur les lymphocytes T naifs seraient les premieres impliquées dans
I’interaction avec les DC (Croft, 2003). L’expansion clonale ferait intervenir les protéines
CD28 et CD27 et ultérieurement, 1’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 TNF[3, favorisant la différenciation des
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lymphocytes T CD8 en lymphocytes T cytotoxiques capables d’éliminer les cellules cibles, ou
vers un type Th2, 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
(my¢loides ou plasmacytoides) (Rissoan et al, 1999), la cinétique de la maturation
(Langenkamp et al., 2000), la concentration en antigéne lors du chargement des DC (Boonstra
et al., 2003; Hosken et al., 1995) ou le ratio entre DC et lymphocytes T (Tanaka et al., 2000).
D’un point de vue moléculaire, I’IL-12p70 produite en grande quantité aprés reconnaissance
de pathogeénes suivie d’une stimulation par CD40L (Krug et al., 2001; Schulz et al., 2000) est
un élément majeur de la polarisation Th1. Néanmoins, des molécules comme 1’IL-23, I’IL-27,
I’IL-18, ’IFN (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.

1.7.3 : Induction de la tolérance

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). Elle peut aussi promouvoir la tolérance par I’induction des Treg
(lymphocytes T régulateurs), capables d’inhiber la réponse immune effectrice grace a la
sécrétion d’IL-10 ou de TGFB (Jonuleit et Schmitt, 2003; Jonuleit et al., 2000). 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 TGFf3, la vitamine D3 ou bien
les corticostéroides peut générer des DC tolérogénes (Lyakh et al., 2005; Stock et al., 2005).
En outre, 'interaction entre les molécules CD80 ou CD86 et CTLA4 (Cytotoxic T-
Lymphocyte-associated Antigen 4) se traduit par 1’activation de 1’IDO (Indolamine 2,3-

dioxygenase) (Munn et al., 2004). Cette enzyme intervient dans le métabolisme du
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tryptophane. La privation de cet acide aminé¢ ou les métabolites générés inhibent la

prolifération des lymphocytes T et induisent leur mort par apoptose.

1.8: Interaction des DC avec les autres populations leucocytaires

1.8.1 : DC-NK

Les NK sont des lymphocytes du systétme inné, impliqués dans la réponse contre les
cellules tumorales ou les microorganismes. Ils reconnaissent leur cible grace 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-q) 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 I’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 (TNFa 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 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 premicres cellules activées. Ils 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 ’activation des CTL (Adam et al., 2005). Mais la
régression tumorale reléve 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 fait de 1’activation des DC

par les NK ou de I’activation des NK par les DC.
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1.8.2 : DC-Lymphocytes B

Les DC matures entrainent la prolifération, la commutation isotypique et la
différenciation des lymphocytes B en cellules plasmacytoides, par 1’intermédiaire de
I’expression des molécules d’activation et de survie comme BAFF (B-Cell-Activating Factor)
ou APRIL (A Proliferation-Inducing ligand) (Litinskiy et al., 2002; MacLennan et Vinuesa,
2002). De méme, les pDC activées engagent la différenciation des lymphocytes B via la

sécrétion d’IFNo/3 et d’IL6 (Jego et al., 2003).

Les propriétés activatrices des DC sont donc intimement liées a leur état d’activation.
Elles peuvent d’interagir avec les différentes populations leucocytaires et générer une réponse

immune diversifiée (figure 8).
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II: Les cellules dendritiques et Pimmunothérapie 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’élimination des cellules tumorales résiduelles a proximité de la
tumeur ou dispersées dans I’organisme. Leur efficacit¢ dépend bien sir du type de cancer
ainsi que du stade de la maladie. Mais, soyons clair, 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 I’expression
d’antigenes spécifiques a la surface des cellules cancéreuses et leur reconnaissance par le
systéme 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 é&tre réalisée selon deux modalités: 1’immunothérapie passive et
I’immunothérapie active. L’immunothérapie passive ne vise pas a activer le systéme
immunitaire de maniere 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’antigene 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
mélanome. La fréquence de cette tumeur, son immunogénicité et sa disponibilité en font un

modele idéal pour ’immunothérapie.

I1.1. L’ immunothérapie passive

Les anticorps monoclonaux

En 1975, Kohler et Milstein publient la 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 I’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
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Bishop, 2006). Apres des premiers résultats cliniques trés décevants, une nouvelle ingénierie
de production a été établie, avec notamment la mise en place d’anticorps humanisés.
Aujourd’hui, les anticorps monoclonaux sont indiqués dans plusieurs types de cancer. Les
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 & des molécules radioactives ou a
des drogues anticancéreuses, afin de diriger ces substances au niveau de 1’environnement

tumoral (Wu et Senter, 2005).

Les macrophages

Des macrophages sont présents au sein de I’infiltrat de la plupart des tumeurs. Leur
contribution dans le rejet ou la progression de la tumeur reste ambigué. Néanmoins, ils
peuvent €tre 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 tres limitée.
Elle pourrait toutefois étre améliorée par I’administration conjointe d’anticorps, permettant

I’opsonisation des cellules cibles.

Les lymphocytes

Les années 80 et 90 ont vu le développement de I’immunothérapie adoptive, basées
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 des effets
secondaires importants, dus a 1’injection concomitante d’IL-2, limitent I'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 spécificité accrue pour
leur cible. Ils peuvent étre isolés a partir de biopsies tumorales et amplifiés in vitro avec de

faibles doses d’IL-2. Si leur efficacité reste limitée surtout aux mélanomes, les TIL
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représentent une des approches d’immunothérapie les plus intéressante (Benlalam et al.,
2006). Dernierement, des lymphocytes spécifiques de tumeurs, générés in vitro a partir de

PBMC de patients ont pu étre aussi utilisés (Vignard et al., 2005).

I1.2. L’immunothérapie active

L’immunothérapie active consiste a fournir I’antigéne dans un contexte idéal de
stimulation, de maniére a générer chez le receveur une réponse T anti-tumorale. Cette
stratégie est fondée sur la capacité du systéme 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 1’utilisation
d’antigenes de tumeurs, de cellules tumorales autologues ou allogéniques ou bien de DC

exprimant des antigénes de tumeurs.

Vaccination par injection d’antigénes 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 formes de
protéines entieres, 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 1’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).

Vaccination par injection de cellules tumorales

Dans I’idé€al, cette vaccination est réalisée avec des cellules tumorales autologues, le
patient étant alors immunis€ contre tous les antigenes exprimés par sa propre tumeur. Cette
méthode est toutefois limitée par la quantité de cellules tumorales disponible. Ainsi, les
patients inopérables, dont la tumeur est inaccessible ou ayant de petites 1ésions ne sont pas
¢ligibles 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
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concernant 695 patients atteints de différents types de cancer métastatiques, les auteurs ont pu
établir des lignées cellulaires a court terme chez seulement 43% des patients (Dillman et al.,
2002).

Devant ces difficultés, de nombreux cliniciens s’orientent vers 1’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. En outre, cette stratégie réduit la variabilité puisque les patients regoivent le
méme vaccin. Par contre, les lignées tumorales utilisées expriment des molécules du CMH de
classe I et II allogéniques, qui peuvent générer une réponse immunitaire. Celle-ci doit étre
distinguée de la réponse anti-tumorale lors de 1I’'immunomonitorage. De plus, la réponse
allogénique peut avoir des conséquences sur la vaccination. Une réponse directe, apres
reconnaissance des molécules allogéniques par les lymphocytes T du patient conduit
généralement a la destruction du vaccin, alors qu’une réponse indirecte, aprés apprétement
des allo-antigénes par les DC du patient, pourra elle soutenir la réponse anti-tumorale générée
(Yannelli et Wroblewski, 2004).

Enfin, les cellules tumorales autologues ou allogéniques peuvent étre modifiées
génétiquement pour exprimer des molécules capables de promouvoir la réponse immunitaire.
Il peut s’agir de molécules de co-stimulation 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).

Vaccination par injection de cellules dendritiques

Depuis le premier essai clinique réalis€ en 1996 (Hsu et al., 1996), cette dernicre
approche s’est considérablement développée et en 2003, 98 essais étaient rapportés,
concernant plus de 1000 patients traités (Ridgway, 2003). Aujourd’hui, prés de 70 essais en

cours 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 systemes 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 9).
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I1.3. Les DC et la vaccination anti-tumorale

L’innocuité de la vaccination par DC est clairement démontrée. Les effets indésirables
observés peuvent étre ficvre, des 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 cliniques méme dans des stades avancés de
la maladie. Le groupe de Schuler décrit par exemple des régressions de métastases 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).

Cependant, une étude met en évidence en 2003 les disparités entre les critéres utilisées
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 symptomes" ou "une réponse mesurable
dans une lésion quelconque", des phénoménes qui peuvent se produire au cours de la
progression tumorale. Ils analysent alors, selon des critéres conventionnels (diminution de
50% de la somme des diamétres de toutes les 1ésions mesurables), 35 essais de vaccination
par injection de peptides, de cellules tumorales ou de DC, portant sur 765 patients atteints de
cancers meétastatiques. Le taux de réponse globale obtenu est faible (3,8%), il atteint 7,1%
apres vaccination par DC.

Derniérement, deux essais de phase III randomisés ont été rapportés. Le groupe de
Schuler a comparé chez des patients atteints de mélanome de phase 1V, le traitement par
chimiothérapie (dacarbazine) et par DC dérivées de monocytes et chargées en antigenes 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% apres chimiothérapie, chez respectivement 53 et 55 patients).

Une autre équipe a réalis¢ 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

I’antigene PAP (Prostatic Antigen Phosphatase) couplé au GM-CSF. Quatre-vingt deux
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patients sont traités avec les DC et 45 recoivent 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 (2 36 mois, la survie dans le bras DC est de

34% contre 11% dans le bras placebo).

Malgré des premiers résultats cliniques trés encourageants, le bilan de ces dix années
de vaccination par DC reste décevant. Aujourd’hui, I’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 CD8, ainsi que des
phénoménes de "determinant spreading”, i.e. 1’émergence de nouvelles populations
lymphocytaires, sont fréquemment observés (Banchereau et al., 2005; Bedrosian et al., 2003;
Butterfield et al., 2003a; Hersey et al., 2004; Ribas ef 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 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 antigenes de tumeur, les conditions de maturation et les voies d’injection
peuvent ainsi €tre 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.
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I1.4. Préparation des cellules dendritiques

La production de DC pour un usage clinique nécessite naturellement [’utilisation de
réactifs de grade clinique 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).

11.4.1 : Production du vaccin cellulaire

A partir de DC 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 e?
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 cytaphérese de 2 volumes sanguins) méme s’il peut étre largement amplifié¢ (271,2
10° DC) par mobilisation des patients avec le 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 ef al., 2001a; Reichardt ef al., 1999; Small et al., 2006), cette

méthode reste aujourd’hui trées marginale.

A partir 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 TNFaq; et génerent deux populations cellulaires différentes mais aux propriétés
allostimulatrices équivalentes : une apparentée aux LC (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 TGFf peuvent étre utilisées pour
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favoriser la prolifération des précurseurs ou orienter leur différenciation en LC (Strobl et al.,

1997).

A partir de monocytes

Actuellement, c’est le mode de production de DC le plus répandu. C’est une stratégie
relativement facile & 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 ¢lutriation
(centrifugation a contre-courant) (Faradji et al.,, 1994) ou par des systemes de billes
magnétiques (Babatz et al., 2003). 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 problémes de
standardisation, puisque le taux de pureté varie d’un donneur 1’autre. L’élutriation permet elle
d’obtenir de maniére reproductible une population monocytaire pure a 80% au moins, avec
des rendements de 80% environ. Elle peut se faire en systéme clos (Berger et al., 2005). Les
DC obtenues a partir de monocytes purifiés par adhérence ou par €lutriation présentent des
capacités de maturation et des propriétés allostimulatrices équivalentes (Berger et al., 2005).
C’est donc sur des criteres de pureté cellulaire, de rendement et de standardisation que se
différencient ces deux techniques. Enfin, le tri magnétique peut étre limité par des probléemes
de rendements ou de pureté (Felzmann et al., 2003). De plus, apres 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). IIs se différencient alors en DC de phénotype immature, avec une faible expression des
molécules de co-stimulation et d’importantes capacités d’internalisation des antigenes. 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’TFNa (Trakatelli et al., 2006)
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A partir de cellules tumorales

Dans le cadre de certaines hémopathies, ce sont les cellules tumorales elles-mémes qui
peuvent étre a l’origine des DC. C’est le cas notamment pour la leucémie aigué
my¢loblastique, pour laquelle les blastes tumoraux peuvent étre différenciés en cellules de
type dendritique en présence de GM-CSF et de TNFa (Claxton ef al., 2001; Harrison ef al.,
2001; Mohty et al., 2002). Au cours de cette différenciation, I’expression des antigénes est

maintenue. Il n’est donc pas nécessaire de réaliser un chargement en antigénes de tumeur.

Ces différentes sources cellulaires peuvent générer des lymphocytes T spécifiques
d’antigenes. Elles ont été testées chez des patients et des réponses cliniques ont pu étre
observées pour chacune d’elles. Il n‘existe néanmoins pas de comparaison directe de leur

efficacité.

De nouvelles stratégies de production de DC sont bien siir envisageables et peuvent
étre évaluées cliniquement. Une équipe a décrit par exemple la différenciation de monocytes
en DC, en présence de GM-CSF et d’IL-4, mais en seulement 24h (Dauer et al., 2003; Dauer
et al., 2005). Ces fastDC générées ont des propriétés phénotypiques et des capacités de
sécrétion de cytokines équivalentes au DC dérivées de monocytes de maniere
conventionnelle. Le raccourcissement du temps de culture est un avantage non négligeable
pour I’immunothérapie. Cette procédure assure aussi de meilleurs rendements et une pureté
cellulaire plus importante. En outre, les lymphocytes T effecteurs générés a partir de ces
fastDC auraient des capacités cytotoxiques plus fortes.

La population monocytaire n’est pas homogene. Il est en effet possible de distinguer
chez les donneurs sains une population de phénotype CD14+/CD16- majoritaire (90% des
monocytes environ) et une population CD14+/CD16+ (Arroyo et al., 2004). Les monocytes
de phénotype CD16+ favoriseraient une réponse T mémoire de type Thl. Leur proportion
peut étre largement augmentée dans certains cancers (rein, poumon, colon) (Saleh et al.,
1995). Actuellement, la génération des DC est réalisée a partir de la population totale de
monocytes, mais un tri préalable des cellules CD16+ pourrait étre considéré.

Enfin, il a été décrit une population de DC au sein des tumeurs, les TIDC (Tumor-
Infiltrated Dendritic Cell) (Preynat-Seauve et al., 2006). Ces DC présentent un statut de

maturation intermédiaire. Elles sont capables d’internaliser des antigeénes, de répondre a une

42



Introduction

stimulation et d’induire des réponses de type CD4 ou CD8. Méme si ce point reste discuté
(Berhanu et al., 2006), elles pourraient étre utilisées pour I’immunothérapie anti-tumorale. Par
exemple, il est possible d’imaginer une chimiothérapie induisant la mort des cellules
tumorales et ainsi le chargement et la maturation in situ des TIDC. Cette stratégie pourrait étre

aisément mise en place, dans la mesure ou il n’y a pas de production ex vivo de DC.

11.4.2 : Maturation des DC dérivées de monocytes

Les premiers essais cliniques ont été réalisés préférentiellement 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 premiére comparaison in vitro montre que
I’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 supériorit¢ 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). 1l a été utilis€é dans le cadre de
vaccination contre le mélanome (Thurner ef al., 1999), mais pose clairement des problémes 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-1B, IL-6) et de PGE2, a donc été développé a
partir du MCM (Jonuleit et al., 1997). 1l 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 ét¢ montré récemment

que la molécule PGE2 pouvait induire I’expression de la molécule tolérogene IDO. Un second
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signal comme le TNFa peut ensuite activer fonctionnellement cette enzyme (Braun et al.,
2005). Cet ¢lément doit donc étre considéré dans les protocoles d’immunothérapie.

D’autres agents de maturation sont disponibles pour un usage clinique, notamment le
CDA40L (Schlienger et al., 2003), qui favoriserait la présentation croisée (Delamarre et al.,
2003), ou des ligands des TLR. La stimulation des DC par des ligands des TLR induit une
maturation phénotypique et s’accompagne d’une sécrétion de cytokines dont I’IL-12p70. La
stimulation des DC via les TLR présente I’intérét majeur, pour une immunothérapie anti-
tumorale, de pouvoir lever la tolérance T, vraisemblablement par la sécrétion d’IL-6 ou d’IL-
12p70 (Pasare et Medzhitov, 2003; Yang et al., 2004). Les molécules peuvent étre dérivées du
LPS comme OM-197-MP-AC (Veran et al., 2004) ou OM-174 (Pajak et al., 2003). Des
combinaisons de ligand 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.

La production de cytokines peut étre transitoire et limitée aux premicres 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 trés bréve (jusqu'a 15 minutes) suffit a engager
le processus de maturation. Celui-ci se poursuit alors apres 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
deuxiéme signal de type T (CD40L et IFNy), par une sécrétion d’IL12p70 d’autant plus forte
que la premiére exposition aux agents de maturation a été courte.

En extrapolant ces résultats a la vaccination, 1’injection de DC apres 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 I'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 ef al., 2003; Watanabe et al., 2003). Dans les protocoles de
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production pour un usage clinique, les DC sont classiquement exposées 24h au moins aux
agents de maturation. Il semble favorable aujourd’hui de diminuer la durée de cette

exposition.

11.4.3 : Chargement des DC

Le chargement des DC peut se faire de maniére physiologique, en exploitant par
exemple les capacités d’internalisation des DC, ou artificiellement par des techniques
d’¢électroporation ou de fusion. Dans 1’idéal, le chargement des cellules doit permettre la
présentation des antigeénes par les molécules du CMH-I et II, sans perturber le processus de

maturation.

Chargement par peptides

Ce mode de chargement est largement utilis¢é dans les essais cliniques, avec
principalement des peptides restreints au CMH de classe 1 (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 stabilit¢ du complexe CMH-peptide apres
chargement est aussi problématique. Les peptides synthétiques, méme issus d’épitopes
immunodominants, peuvent avoir une faible 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 I’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).
Une autre option pour augmenter la stabilité des complexes CMH-peptide, est de coupler les
peptides tumoraux a des s€quences CPP (Cell Penetrating Peptide). Le motif CPP assure alors
la pénétration des peptides dans les DC, ainsi que leur processing et leur présentation sur les
molécules du CMH. La protection anti-tumorale a ¢ét¢ démontrée dans un modele murin

(Wang et Wang, 2002), mais aucune ¢tude n’a encore été réalisée chez ’homme.
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Les protocoles cliniques s’orientent actuellement vers le chargement des DC avec
plusieurs peptides. Cela permet en effet de limiter I’échappement tumoral face a une réponse
lymphocytaire dirigée contre un unique antigeéne. L’équipe de Banchereau a publié¢ un essai de
vaccination avec des DC chargées par 4 peptides (issus des antigénes 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 antigeénes, 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 II sont aujourd’hui caractérisés. Des peptides sont ainsi disponibles pour le chargement
des DC. Leur fixation sur les molécules du CMH de classe II présente une assez grande
liberté. 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

¢ligibles pour ’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 CD8 apres vaccination. Dans cette perspective, 1’utilisation de peptides
¢lués a partir des cellules tumorales est une option intéressante (Delluc et al., 2005; Liau et

al., 2005; Ritchie et al., 2006).
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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. Grace a la phagocytose, les peptides antigéniques ont accés aux voies de présentation
du CMH de classe I (par présentation croisée) et du CMH de classe II, permettant le
développement d’une réponse immune diversifiée, impliquant a la fois des lymphocytes T
CD4 et CDS et favorisant une réaction contre les tumeurs faiblement immunogenes.

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 ef al., 1999; Masse et al., 2002),
avant d’étre 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).

De nombreux travaux ont ét¢ menés pour déterminer 1’impact de la phagocytose sur la
maturation des DC, afin de définir quel type de mort cellulaire utiliser. Les capacités
immunostimulatrices des cellules nécrotiques sont bien démontrées. La nécrose conduit en
effet a la libération de diverses molécules comme ’ADN génomique ou I’acide urique,
capables d’induire la maturation des DC (Ishii et al., 2001; Shi et al., 2003). Par contre, la
phagocytose de cellules apoptotiques est plus controversée. Selon les études, elle peut inhiber
la capacité des DC a répondre a des stimuli de maturation (Stuart ef al., 2002; Urban et al.,
2001) ou induire le processus de maturation (Chen et al., 2001; Ronchetti ef al., 1999; Rovere
et al., 1998). D’autres études montrent que la nécrose et 1’apoptose sont deux préparations
cellulaires équivalentes (Kotera et al., 2001; Larmonier et al., 2006).

Les processus intervenant apres phagocytose ne sont donc pas entierement €lucidés. Il
semble en fait que la présence de signaux de danger au moment de la phagocytose favorise la
maturation des DC et leurs capacités immunostimulatrices. Il est clair aujourd’hui que les
HSP jouent dans ce contexte un rdle déterminant. L’ immunogénicité tumorale a par exemple
été corrélée au niveau d’expression de I’'HSP 70 (Melcher et al., 1998). Les HSP peuvent
induire la maturation des DC. En outre, elles sont capables de chaperonner les peptides
antigéniques et d’assurer leur cross présentation (Basu et al., 2001; Delneste et al., 2002;

Srivastava, 2002).
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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 l’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 ef al., 2002), DC-SIGN (Engering et al., 2002), Lox-
1 (Delneste ef al., 2002) ou MMR (Ramakrishna et al., 2004).

Récemment, la présentation de I’antigene NY-ESO-1 délivré seul, avec un adjuvant
(ISCOMATRIX) ou avec des anticorps anti-NY-ESO-1 a été investiguée (Schnurr et al.,
2005). Si la présentation des antigénes sur les molécules du CMH de classe II est possible
avec ces trois formulations, la présentation croisée nécessite 1’utilisation d’ISCOMATRIX ou
d’anticorps anti-NY-ESO-1. Le chargement en présence d’adjuvant se caractérise par une
présentation rapide (dans les 4h), des épitopes sur les molécules du CMH-I, et retardée (24h
environ) sur les molécules du CMH-II. Au contraire, la formation de complexes immuns
conduit a une présentation rapide des épitopes sur les molécules du CMH-II et plus lente sur
les molécules du CMH-I. La formulation utilisée détermine aussi les mécanismes intervenants
dans le processing de I’antigene. En effet, la dégradation de NY-ESO-1 fait intervenir une
voie indépendante du protéasome, s’il est délivré avec I’adjuvant, ou dépendante du
protéasome s’il est délivré avec des anticorps. Il est ainsi envisageable que les épitopes
générés selon ces deux modes de formulation soient différents et donnent lieu a des réponses
T différentes. Outre un impact quantitatif et qualitatif, le choix de la formulation peut donc

aussi déterminer la spécificité des réponses T engagées.

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 cotransfection des
antigenes tumoraux avec des genes codant pour des molécules de co-stimulation ou des

cytokines (Agadjanyan et al., 1999; Kim et al., 1997; Tuting et al., 1998; Xia et al., 2003).
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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 ’infection et par le déclenchement de réponses dirigées contre les antigénes viraux.
D’autres stratégies de transfection non virale sont disponibles, comme la lipofection,
I’¢lectroporation, la précipitation au calcium, le systéme "gene gun" ou [’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. La quantit¢ de matériel
disponible est ainsi potentiellement infinie. De plus, il n’y a pas d’intégration possible du
transgene 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 ef 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

¢lectrique, 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 ef al., 2003). Les cellules obtenues possédent alors
les capacités de présentation et d’activation des DC et I’expression des antigénes tumoraux.
Depuis I’essai controvers¢ 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).
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11.4.4 : Posologie et site d’injection

Les essais de vaccination mettent en évidence une trés grande hétérogénéité
concernant la quantit¢ de DC a injecter, ainsi que la fréquence et le nombre d’injections
(Figdor et al., 2004). Dans la vaccination contre les agents infectieux, le priming des
lymphocytes T est généralement suivi d’un rappel apres 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 générés, 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° a 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 I’induction de lymphocytes T cytotoxiques. Ils peuvent cependant créer une

compétition antigénique avec les antigeénes 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
I’induction de réponses T est corrélée a la quantité de DC atteignant les ganglions (Martln-
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 TNFq 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 immédiatement en contact avec les lymphocytes T. Cette voie est donc
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particuliérement 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). Il est possible aussi que I’injection désorganise I’architecture
ganglionnaire. Un acceés plus physiologique dans le ganglion via un vaisseau lymphatique

afférent peut étre envisagé, mais reste aussi trées 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
réalis¢ dans un modéle 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’¢liminer I’ensemble des cellules tumorales quelle que soient leur localisation

L’ensemble de ces données montre la trés grande diversité dans les protocoles de
vaccination anti-tumorale par DC. Si certains parameétres 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 contrdle qualité des vaccins (Figdor ef al., 2004). Des critéres de qualité
peuvent alors étre proposés (voir figure 10), I’objectif étant d’atteindre ces criteres avec le

mode de production choisi.
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Figure 10: Criteéres de qualité des vaccins a base de DC. (D apres Figdor C.G. et al. 2004).
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I1.5. Les conditions de vaccination

L’immunothérapie anti-tumorale par injection de DC n’est fondée que si le systeme
immunitaire du receveur peut répondre a la vaccination. Les patients inclus dans les essais
cliniques sont généralement a des stades trés avancés de la maladie, avec une masse tumorale
importante et un systéme immunitaire altéré. La vaccination par DC s’applique
vraisemblablement plus a des patients a des stades moins avancés de la maladie ou déja traités
de mani¢re conventionnelle. En outre, son efficacit¢ pourrait étre améliorée par une

association avec d’autres thérapies.

11.5.1 : La résistance tumorale

La présence de lymphocytes T spécifiques d’antigénes tumoraux témoigne de
I’immunogénicité des tumeurs. Prés de la moiti¢ des patients atteints de mélanome montrent
en effet une présence TIL (Gajewski ef al., 2006). Pourtant, I’élimination des tumeurs établies
est un phénoméne rare et les TIL présents au niveau du site tumoral peuvent étre
fonctionnellement déficients (Koneru et al., 2005; Radoja ef al., 2001). De méme, dans les
essais de vaccination, 1’induction de lymphocytes T est couramment observée, mais sans
corrélation avec les réponses cliniques. Les cellules tumorales développent en fait différentes
stratégies qui leur permettent d’échapper a la reconnaissance et a la destruction par le systéme

immunitaire.

Défaut de présentation des antigénes

La présentation des antigénes restreints au CMH de type I est un parametre
déterminant pour la reconnaissance et la lyse des cellules tumorales. Une altération de la
capacité de présentation des antigénes permet aux cellules cancéreuses d’échapper au systéme
immunitaire. Les mécanismes engagés sont par exemple une diminution ou méme la perte de
I’expression des molécules HLA, ou des mutations concernant les molécules associées au
processing des antigénes, comme le transporteur TAP ou les sous unités du protéasome LMP-
2 et LMP-7 (Low Molecular weight Protein) (Campoli et al., 2002; Miller et Pisa, 2005). Par

ailleurs, la pression de sélection exercée par le systéme immunitaire peut favoriser
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I’émergence de nouveaux variants antigéniques non reconnus (Khong et al., 2004; Yee ef al.,

2002).

Production d’un environnement tumoral immunosuppresseur

Les cellules cancéreuses produisent d’importantes quantités de VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor). Cette molécule qui assure la vascularisation de la tumeur peut
aussi inhiber la différenciation et la maturation des DC (Gabrilovich ef al., 1996). La sécrétion
d’IL-6 et de M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor) oriente elle la différenciation
des cellules CD34+ en cellules de type monocyte-macrophage, sans capacité¢ de présentation
antigénique (Menetrier-Caux et al., 1998). L’implication de I'IL-10 et du TGFP dans
I’immunosuppression a aussi été rapportée. Ces deux molécules entrainent une diminution de
I’expression des molécules de co-stimulation, des cytokines inflammatoires et une inhibition
de la présentation antigénique par les DC (Beissert et al., 1995; De Smedt et al., 1997; Li et
al., 2006). Les DC traitées par I'IL-10 sont en outre capables d’induire ’anergie de
lymphocytes T CD8 activés (Steinbrink ez al., 1999).

Diverses autres molécules produites dans I’environnement tumoral participent a
renforcer son caractéere immunosupresseur, c’est le cas notamment de la molécule PGE2
(Badawi, 2000), des gangliosides (Peguet-Navarro et al., 2003) ou de la PSA (Prostate-
Specific Antigen) dans le cancer de la prostate (Aalamian et al., 2003; Kennedy-Smith ef al.,
2002).

L’environnement ainsi créé affecte I’ensemble des populations leucocytaires présentes
au niveau du site tumoral. Outre le blocage de la différenciation et de la maturation des DC, il
favorise I’expression des molécules de co-inhibition B7-H1 et B7-H4 par les DC my¢éloides,
entrainant 1’inactivation des lymphocytes T (Zou, 2005). Il induit par ailleurs I’expression de
I’enzyme IDO par les DC (Munn et al., 2002; Uyttenhove et al., 2003). Les DC
plasmacytoides peuvent quant a elles étre attirées par la chémokine CXCL12, produite par les

cellules tumorales, et induire la production d’IL-10 par les lymphocytes T (Zou et al., 2001).

Enfin, ’environnement tumoral favorise 1’émergence des Treg, qui jouent un rdle

primordial dans I’immunosuppression.
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Les lymphocytes T régulateurs

Les Treg sont décrits dés les années 70 (Gershon et Kondo, 1970; Gershon et Kondo,
1971), mais I’absence de marqueur spécifique constitue un frein a leur étude. Leur implication
majeure dans 1’échappement tumoral n’a été reconnue que dernierement (Shevach, 2002; Zou,
2005). La molécule CD25 (qui est la chaine alpha du récepteur a I’IL-2) (Sakaguchi et al.,
1995) et le facteur de transcription FoxP3 (Forkhead Box P3) (Fontenot et al., 2003; Hori et
al., 2003) peuvent étre utilisés aujourd’hui pour caractériser les Treg. Le phénotype
classiquement présenté CD4+CD25+FoxP3+ correspond en fait aux Treg naturels, produits
dans le thymus.

De fortes proportions de Treg sont présentes dans 1’environnement tumoral, le sang ou
les ganglions lymphatiques de patients atteints de mélanome (Viguier et al., 2004),
d’hépatocarcinome (Ormandy et al., 2005), de cancer du poumon ou ovarien (Woo et al.,
2001) ou de cancer du sein ou du pancréas (Liyanage et al., 2002). Leur accumulation peut
étre corrélée a une diminution de la survie des patients (Curiel et al., 2004). L’origine des
Treg au niveau du site tumoral est diverse (figure 11). Ils peuvent étre recrutés par la
chimiokine CCL22 produite par la tumeur (Curiel et al., 2004), étre induits et proliférer grace
aux DC my¢loides ou plasmacytoides présentes dans 1’environnement tumoral (Curiel et al.,
2003; Dhodapkar et Steinman, 2002; Dhodapkar et al., 2001) ou étre convertis a partir de
lymphocytes T sous I’effet du TGF (Chen et al., 2003).

Les Treg exercent leurs effets suppresseurs par I’intermédiaire d’IL-10 ou de TGFj,
produits par eux méme ou par les DC qu’ils ont conditionnées (Zou, 2006). Ils disposent aussi
du systeme granzyme/perforine par lequel ils lysent les lymphocytes T CD4 et CDS8 activés
(Grossman et al., 2004). IIs peuvent induire chez les DC I’expression de 1I’enzyme IDO, selon
un processus dépendant de la molécule CTLA-4 et de I'[FNy (Fallarino et al., 2003), ou celle
de la molécule inhibitrice B7-H4 (Kryczek et al., 2006). Enfin, les Treg ne produisent pas
d’IL-2 mais en consomment. Ils rentrent en compétition pour I’IL-2 avec les lymphocytes T,
et comme ils disposent d’un récepteur avec une affinité largement supérieure, ils privent de
cette cytokine les autres populations lymphocytaires (de la Rosa et al., 2004; von Boehmer,

2005).
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Figure 11 : Origine des Treg dans [’environnement tumoral. (D apres Zou W. 2006).
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Résistance a I’apoptose

Deux familles de molécules régulent le processus apoptotique, les protéines pro-
apoptotiques de la famille de Bax/Bac et les protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-
2/Bcl-XL. Une augmentation de I’expression des protéines anti-apoptotiques par rapport aux
protéines pro-apoptotiques assure aux cellules tumorales une sensibilit¢ moindre a I’apoptose
(Evan et Vousden, 2001). Les cellules tumorales développent en outre des mécanismes leur
permettant de résister a 1’apoptose induite par les effecteurs du systéme immunitaire. Elles
sont capables par exemple d’inhiber la voie granzyme/perforine, grace a la surexpression de
deux protéases, PI-9 (serine Protease Inhibitor-9) et cathepsine B, qui inactivent
respectivement les molécules granzyme B et perforine (Malmberg et Ljunggren, 2006). Elles
peuvent aussi prévenir I’apoptose induite via la signalisation par les récepteurs de mort tel que
Fas. Ainsi, la perte d’expression ou de fonction de ces récepteurs (Landowski et al., 1997),
leur sécrétion sous formes solubles pour fixer et neutraliser Fas-L (Midis et al., 1996; Roth et
al., 2001; Ugurel et al., 2001) ou encore la surexpression de la protéine FLIP (FLICE
Inhibitory Protein) capable de bloquer I’activation de la caspase 8 (Djerbi et al., 1999) leur
assure une résistance face aux lymphocytes T et aux cellules NK.

Les cellules tumorales sont elles-mémes capables d’induire [’apoptose des
lymphocytes T par 1’expression de Fas-L (Arbuckle et al., 2000) ou par I’expression de la
molécule B7-H1 (Dong et al., 2002).

L’ensemble de ces mécanismes permet donc aux cellules tumorales de bloquer le
développement d’une réponse immune et méme d’inhiber les effecteurs de la réponse immune

lorsque celle-ci a pu se mettre en place.
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11.5.2 : La combinaison de la vaccination avec d’autres traitements

Les patients inclus dans les essais d’immunothérapie sont généralement a des stades
avancés de la maladie, avec une progression tumorale rapide et un systéme immunitaire altéré.
Les réponses immunes qui parviennent a se mettre en place sont alors débordées par le
développement tumoral. Derniérement, 1’équipe de Nestle a montré, chez des patients atteints
de lymphome T cutané, que la réponse clinique était associé¢e a 1’étendue de la tumeur, les
régressions étant préférentiellement observées chez les patients avec une faible masse
tumorale lors de la vaccination (Maier ef 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, lorsque leur masse tumorale est minime, c'est-a-dire a
des stades précoces de la maladie ou aprés un traitement conventionnel.

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 immunogénique (Casares et al., 2005; Hallahan et al., 1989;
Sherman et al., 1991). Par ailleurs, beaucoup d’antigénes tumoraux sont impliqués dans les
phénomenes de résistances aux drogues. Il est donc vraisemblable que I’immunothérapie par
DC, en ciblant ces antigeénes, puisse sensibiliser les cellules tumorales a la chimiothérapie

(Liu et al., 2006a).

L’avenir de la vaccination est donc sans doute dans sa combinaison avec d’autres
approches thérapeutiques. De nombreuses possibilités sont alors disponibles (figure 12). Le
conditionnement du site d’injection par I’administration de TNFo permet augmenter la
migration des DC (MartIn-Fontecha ef al., 2003), I’administration d’adjuvants comme 1’IFN
de type I (Banchereau et Palucka, 2005) ou la molécule CpG ODN (CpG
Oligodeoxynucleotide) (Hiraoka et al., 2004) favorise 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
et al., 2001). Elle peut étre co-administrée avec des DC (Escobar et al., 2005; Wei et al.,
2006). Son utilisation reste cependant limitée en immunothérapie puisqu’elle peut réduire la
réponse T par le phénomene d’AICD (Activation-Induced Cell Death) (Waldmann et al.,
2001) et favoriser la prolifération des Treg (Ahmadzadeh et Rosenberg, 2006). En outre, elle
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se révele toxique a forte dose (Schwartzentruber, 2001). Par contre, un intérét croissant est
porté sur I’'IL-15 (Gatza et Okada, 2006; Rubinstein et al., 2002). 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 ef al., 2001). L’injection d’autres

cytokines comme I’IL-7 ou I’IL-21 peut également étre envisagée (Zou, 2006).

L’efficacité¢ thérapeutique de la vaccination par DC peut aussi étre améliorée en
bloquant les différents mécanismes développés par les cellules tumorales pour échapper au
systéme immunitaire. Dans les années 80, des travaux chez 1’animal montrent qu’une drogue
comme le cyclophosphamide améliore I’'immunothérapie adoptive par élimination des Treg
(North, 1984). Des études ont montré que 1’élimination des Treg, chez des patients atteints de
carcinomes rénaux ou ovariens, permet d’intensifier la réponse immune générée apres
vaccination (Dannull ez al., 2005; Holtl et al., 2005). Cependant, trés peu de données de
comparaison, entre la vaccination seule et la vaccination aprés élimination des Treg sont
actuellement disponibles.

I1 a aussi été proposé que la lymphodéplétion elle-méme puisse améliorer I’issue de la
vaccination. Elle permettrait en effet de réduire la compétition pour les cytokines comme 1’IL-
15 et ’IL-7 (Gattinoni et al., 2005; Klebanoff et al, 2005) et faciliterait I’accés des
lymphocytes aux DC (Kedl ef al., 2000). La régénération lymphocytaire périphérique apres
lymphodéplétion et vaccination favoriserait alors I’émergence de populations spécifiques de
la tumeur.

Le développement d’anticorps spécifiques de la molécule CTLA-4 permet d’envisager
le blocage de ce mécanisme inhibiteur au cours de la vaccination. Les anticorps anti-CTLA-4
seuls montrent des effets anti-tumoraux (Ribas et al., 2005). Jusqu'a présent, ils ont été utilisés
en combinaison avec des peptides (Attia et al., 2005; Sanderson et al., 2005) mais pas encore
avec des DC. Enfin, le blocage de I'IL-10 du TGFB ou de I’enzyme IDO est aussi

envisageable en association avec I’immunothérapie par DC (Zou, 2006).
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La vaccination par DC offre des perspectives intéressantes pour une immunothérapie
anti-tumorale. L’expérience des premiers essais cliniques de vaccination met en évidence la
nécessité d’améliorer la méthodologie de production des DC ainsi que les protocoles de
vaccination. Dans ce contexte, le premier objectif du travail de thése a ét¢ de développer des
conditions favorables de production de DC, selon un protocole standardisé et sécurisé. A
partir de ces conditions, nous proposons deux protocoles d’immunothérapie, dans le cadre de
la LAM (Leucémie Aigue Myéloblastique) et du CHC (Carcinome Hépatocellulaire).

Dans une derniére partie plus fondamentale, nous étudions 1’impact de la molécule

HO-1 (Heme Oxygenase 1) sur la maturation des DC.
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I. Production de DC pour un usage clinique

Article: Royer PJ, Tanguy-Royer S, Ebstein F, Sapede C, Simon T, Barbieux I, Oger R, and
Gregoire M. Culture Medium and Protein Supplementation in the Generation and Maturation
of Dendritic Cells. Scand J Immunol. 2006. 63(6):401-409.

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, 1’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 I’issue de la vaccination. Le choix du milieu est donc un paramétre 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 I’albumine humaine. Cette combinaison
assure le meilleur compromis entre efficacité de maturation et impératifs de standardisation et

de sécurité sanitaire.
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IMMUNOLOGICAL METHODS

doi: 10.1111/j.1365-3083.2006.01757.x

Culture Medium and Protein Supplementation in the
Generation and Maturation of Dendritic Cells

P.-J. Royer, S. Tanguy-Royer, F. Ebstein, C. Sapede, T. Simon, |. Barbieux, R. Oger & M. Gregoire

Abstract

INSERM U601, Institut de Biologie, Mantes,
France

Dendritic cells (DC) are powerful antigen-presenting cells that have drawn many
attentions due @ the recent development of anti-cancer vaccines. Clinical grade
productinn of mnnocylc-dcrivcd DC (Mo-DC) 15 c:lclcnsiw:l}r smudied, and many
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- P effors are made ro dwdnp and improve clinical standard operatng pr-xcdurcs.

form 8 March 2006 X ) N
Most of the paramerers |n1.rn|vcd, such as the C}rmklncs and maruration agents, have

Correspondence fo: Or M. Gregoire, INSERM been wiclcl}r assessed. However, very few are invcstigam:l about how culture

L&, Institut de Biologie, 44093 Nantes Cedex

medium and additional protein components affece DC }ricld, 1.riabi|it",r and matura-
01, France. E-mail: marcgregoire@nantes.inserm.fr

tion. Thus, our 5[‘I.I|:|.“,f aimed to compare the impact of standard culture medium on
Mo-DC differentiation and maturation. Commercially available media for hema-
topoictic cell culture as well as different protein supplementations, that is foetal calf
serum (FCS), autologous plasma (AP), human serum (HS) and human serum
albumin (HSA) were tested. Culmure yields, cell viability and DC mamration were
investigated. Differendiation yields were similar between the condidons used.
However, we evidenced significant differences in terms of cyrotoxidey and DC
maturation (phenotypic and funcrional). This underscores the importance of
defining culture medium compositien in clinical standard operating procedures

to Insune qualit_y control, and also when preparing DC for a{pcrimcntal USES.

Introduction

Acive immumlhcrapywilh dendridic cells [1] can be used
to induce antimmour immunological responses and as
such, offers an ateractive alternative to conventional cancer
treatments [2]. The recent dcvclnpmcnt of methods for
Iargc—scalc X g pmductinn of dendritic cells (DC) from
peripheral blood monocytes [3, 4] has widely coneribured
to their growing use in cancer vaccination trials. However,
although objective dinical responses have been observed
[5], so far treatment results have proved w be somewhat
disappointing compared with those obmined in v
and in animal moedels. Yer, these relative failures muse be
re-interpreted in light of current data and pardicularly those
concerning DO matration status. Indeed, first clinical
trials used either immature or mature DC (DG, mDC)
while nowadays, mDC injection is favoured for cancer
immunotherapy. Besides, clinical DC were commonly
prepared in medium from different origin with variable
Annex Therapeutic Produces [6]. Thus, detailed analyses
must be carried out to improve the production procedures
for DC in clinial erials [6-8]). Moreover, it is admitted
that efforts have to be made o standardize DC production
[9=11], cylnkincs,

pmlocnls. Thus, precurser cells

mamration-inducing agents [3, 12, 13] or andgen-loading
processes I{pcp[idcs, |}rsatcs, apoprotic cells) [14-17] used
to generate DC for immunotherapy have been extensively
studied and resced prior w their use in clinical pmmcnls.
f'.nnlra.s[ingly, very fow comparative studies have been
published regarding the impact of culture medium and
components on DC culmre. RPMI supplemented with
foeral calf serum (FCS) is |argc|}r used in cxpcrimcntal
applications, but other culrure media were developed and
validated for DC produc[inn. Rcccntly, the generation of
DC with different serum-free culeure media was also
reported. However, there were no comparative analyses
concerning the impaat of these commerdially available
media and their protein 5upp||:m|:nt.1 on DO generation,
maturation and functional activities. Qur study aims w
determine the involvement of these culture media and
different protein supplementations on the feasibiliy of
generating funcrional mnnocy[c-dcrivcd DC (Mo-DC).
Monocytes from healthy donors were culmred in differ-
ent culture media for 6 days with GM-CSF and 1L-4. The
iDC generated were phenotypically analysed and funcrion-
all}r cnmpan:d for phag:)c",rmsis properties. Then, DC were
treated with TNF and polyinosinic-polygrtidylic add

1 2004 Blackwell Publishing Lid. Seandinavian fosrnal of fmmsnology 63, #1409 401
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I{pnl}r I:C) w induce maruration. Yield, cell viabilit}r,
maturation and the functional capacities of these mDC w
acrivare T-cell pnpula[inm were cnmparcd_ Owr resules indicace
that 0n|}f dcpf:nding on the culture medium or the protein
aq:ljuvanl, DC have distinct viabilities, phcnnt}rpcs and
immune capadries. In our hands, np[imal DC pmduc[inn
in terms of maturation (phenotypic and functional), and
quality conerol requirements were obtained with a protein-
free culture medium (i.e. RPMI-1640) supplemented with
HSA that must be tested before use. Thus, the present
stud}r highlighrs, for the first time, thar the composition of
the culure medium and parlicu'arl}r their protein suppkr
mentations are as important as other therapeutic products,
such as cytokines and maturation agents and therefore
must be taken intw account, when cstab“shing standard

operating procedures for the generadon of DC.

Materials and methods

Culture media. The ﬁ')"rjwing culture media were tested:
AIMV (Gibco BRL, Paidey, UK), CTM-DC (Mabio,
Tourcoing, France), Cell-GRO DC medium (CellGenix,
Freiburg, Germany), X-VIVO 15 (Biowhitker,
Walkersville, MD, USA) and RPMI (Life 'l"cchnnlngics,
Cergy Ponroise, France). All media were supplcmcnm:l
with 1% penicillin/strepromycin and 2mum L-glutamine
fall purd'la.a:d from Life chhnnlngics}. FCS was purcl'ta.ﬁcd
from Eurobio (Les Ulis, France) and HSA from Laboratoire
Frangais de Fracdonnement et de Biotechnologies (Les Ulis,
France). Aumlngaus Plﬂjl'l'ta {AP) and human serum (HS)
were produced locally in our laboratory. FCS, HS and AP
were heat inactivared for 30 min ar 56 °C.

DC preparation. Immatre Mo-DC were Q:ncram:l from
leukapheresis produces of HLA-AT0201 healthy donors.
These producrs collected  from  donors  ar
Eeblissement Frangais du Sang, Afier obtaining informed
consent, peripheral blood mononuclear cells were isolated by

Wore

I"icn"rPaquc dmsiry gladicnl ccnlriﬁ.lg;liﬂn {Amersham,
Uppsala, Sweden). Monocytes were then enriched by elutria-
tion (counterflow ccntriﬁ.l@tinn] using a Beckman Avanti
J20 cenrrifuge equipped with a JES.0 rotor and a 5-ml
durriation chamber. Cells were centrifuged ac 602 g with
an increasing flow raee (20, 25 and 35 ml/min, rcspc\:tiw:l}r}
tr Separace the different cell pnpulalinns. Three 200-ml
fractions were thus collected, the last of which was enriched
in monocytes. R-:.tu[incl}', purit}rnfflutriamd MONOCYTes Was
= 80%, as assessed by flow cytometry based on the detection
of the CD14 marker. Monocyres werne washed in culmure
medium (Fig, 1) before they were seeded in 6-well plates at
2% 10% cells/ml with 500 TU/ml GM-CSF and 200 1U/ml
114 (AhC}rs SA, Paris, France). Cells were then allowed w
differentiate for 6 da}fs.

Phagocytosis of apapiotic twmonr cell. Human melanoma
BEU cells {kindl}r pmvidod b}r Professor |.F. Dore, Lyon,
France) were labelled with PKH-67 membrane dye
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Fignre 1 Dendritic cells (D) generation. Monocyes purification was
analysed by flow cytometry, based on morphological properties and
CD14 expresion. Then, monocytes were culmred with GM-CSF and
IL-4 in different media for DC generation. After 6 days, immatre DC
were activated with TNFa and poly IC For 48 h.

{Sigma, 5t Quendn Fallavier, France) according to the
manufacturer protocol. Apoptosis of mmour cells was
induced b}r I-min exposure o UVB irradiarions. Afrer
48 h, cell death was assessed using FITC-labelled annexin
Voand staining with prnpidium iodide (BD) Biosciences, Le
Pont de Claix, France). Apoporic cells were harvested and
cultured with iIDC ar 2:1 rade. After 24h, DC were
labelled with PE-conjugated anc-CD86 monoclonal and-
boedy (Immunotech, Villepinte, France), and phagocytosis
was assessed by flow cyrometry as the percentage of dou-
blc-posi[ivc cells.

DC maturation. After 6 days, IDC were harvested and
plalcd in 24-well plmcs in fresh medium supplcrncnmd with
GM-CSF (500 TU/ml) and TL-4 (200 TW/ml) ac 10° cells/ml.
Plates were coared  with  poly(2-hydroxyethylmetacrylace)
(Sigma) w prevent cell adhesion. Marmration was induced b}r
an additional 48-h treatment with 20 ng/ml TNFx (AbCys SA)
and 50 pg/ml poly L:C (Sigma) as previously described [13).

Flow epramerry. FITC or PErcnnjugalcd monoclonal
antibodies directed against the following antdgens were
used for phcnnt}rpic anal}rsis: CD14, CD80, CD83,
CD86, HLA-ABC (Immunotech) and HLA-DR (C—ahag,
Burlingame, CA, USA). Isotype-matched antibodies were
used as controls (Immunotech). Labclling was carried out
ar 4°C for 30 min in BPMI wich 10% FCS. Cells were
washed twice in PBS and analysed on a FACScalibur
cytometre using the CeiL QUEsT Pro software application.
The DC population was gated based on its forward-scarcer
and side-scarter profile. Dead cells were stained with 1 pm
TO-PRO-3  iodide Probes,

France) and excluded from the analysis. Resules are

{(Moleaular Montlugon,
cxprcsscd as median fluorescence ineensity (MFI).
C_}li‘a.{‘;'}rf detection. Supernatants from 48-h DC cultures
were collected and stored at —20°C until they were used
for q.rmkinc quanliﬁc:alinn_ IL-12p70 and IL-10 pmdm:r
tions were assessed by ELISA (BD Biosciences) according

0 2006 Blackwell Publishing Lid. Soandinavian Jowrnal af fnonsnology 63, 401409
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to the manufacturer’s inscructions. All measures were per-
formed in dup'icalf:_

Mixed leucocyte reaction. Increasing amounts of iDC or
mDC were coaulrured with 1 % 10° allngcncic Ch3™ T
lymphocytes, purified by RnscncScp.L'M (StemCell
”cchmlngics, Grenoble, France) accnrding to manufac-
turer pmtm:nl_ All cocultures were carried out in lriplicalc
in U-bottomed 96-well plates, in a final volume of 200 pl
of AIMV medium. Proliferation of a"ng:ncic T |}rmp|‘|nr
cytes was determined 4 days later based on :SH-th}rmidinc
upmkc (1 pCifwell) during the last 18 h.

?Erj.’]'ﬂr?quﬁrfmﬁmr. Allogeneic CD4™ T cells, purified
b}r Roscr[cScle, were cultured for seven da}rs with DC ar
10:1 rado. Then, T cells were stimulated with 15ng/ml of
phorbol 12-myristate acetate and 1 pg/ml of caldum iono-
mycin (Sigma) for 6 h. The last 4 h, brefeldin A (10pg/ml,
Sigma) was added, and the pmduclinn of IL4 and IFNvy
was detected by intracellular seining using and-1L-4 PE and
anti-IFNy FITC monodonal antbodies (BD Biosciences).

Statistical analysis. For statistical analysis, experiments
were rcpcatq:d with at least five donors, and statistical sig-
nificance was assessed b}r the nonparametric Friedman test.

Results

Comparative effect of media on DC generation

For DC generation and maturation, four serum-free media
dcm:lnpcd for hcrnampnic[ic or DC culwre, namcl}r
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KVIVO 15, AIM-V, Cell-GRO CTM-DC and dassical
RPMI were compared (experimental procedure described
in Fig. 1). After aulture 6 days in the media with GM-CSF
and IL-4, no signiﬁcﬂnt differences between differentiation
yields could be detecied (not shown). Cell viability was
quite homogeneous (= 75%), and the differendarion of
monocytes into iIDC was efficient as shown by the strong
(Fig. 2A).  As

expected, expression of CD83 was not detected on mem-

downregulaton of CDI14 expression

brane surface of the iDC, whereas the costimularory mole-
cules CD80 and CD86 were wc-akl}r cacprcsscd (Fig. 2A).
Yet, phenotypic differences were noted for iIDC 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).

Phagocytotic process is an impor@nt mmour antigen-
|ﬂa|:ling serategy available for dinical app'icatinns. As a
spm:iﬁc paramerer for the moniroring of ex vive iIDC, we
noted that phagocyrosis capadries were effective and simi-
lar, whatever the condirions and the culture medium used
{data not shown), as assessed by apoprotic-labelled cell
capture [13].

iDC were then treated, with the different media, by the
TNFz and poly I:C combination for 48 h [13], and mamura-
tion was assessed b}r flow cytomerry. As ﬂcpcc[cd, we
noticed the upregulation of CD80, CDE3, CDA6, CMH-I
and CMH-IT molecules which was acmmpanicd b}r the loss
of CD14 expression (Fig. 2A,B). Yield of mDC and gyro-
toxicity were cquivalcnt accnrding to the medium (not

shown). However, flow cytometry analysis revealed that

A inC B + TNF + poly 1:C
RPMIFCS XVIVO  AIMY  Cell-GRO CTM-DC EPMIFCS XVIVO  AIMY  Cell-GRO CTM-DC Ratio maxfmin
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Fignre 2 Comparative phclmtypic a|u|ysis of immature dendritic cells (iDC) (A) and mature DC (mDC) (B) gcucr:ucd in different alture media. The
phenotypic markers, CDN4, CE0, CD83, CD86, HLA-ABC and HLA-DR were analysed by flow cytometry. DO were gated according o their
marphological properties and viability (based on TO-PRO-3 lodide smining). Only viable clls were included in the final analysis. Thin lines represent
specific expression of investigated moleaules, and thick lines, isotype control staining. Median fluorescence intensity values are provided. One

representative experiment of four is shown.
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DC mamradon was highly affected by the medium origin.
For instance, mcmbranc-spn:iﬁc markers, such as CD83,
CDE6 or HLA-DR, were four times higl'n:r for FCS-RPMI
or Cell-GRO media, when compared with X-VIVO 15.

DC and batches of medium

Because DC maruration highly differed with the serum-
free medium wsed, we made the assumption that protein
mpoenent variations in these serum-free media could be
rcspﬂnsibh: for the differences observed. Thus, we ana hfscd
D productian, accnrding o medium barch and suppkr
mentation used. Culmre media specifically designed for
D pmductinn contain a defined list of constituents le.g.
minerals, vitamins and amine acids). In addition, these
media, which have been developed for use in serum-free
culture condidons, congain protein constituents, that are
subjcct w0 binlngical variability. Thus, we cnmpan:d DC
pmduclinn and mamration with different batches of
AIMYV {labelled A, B and C). Accnrding to the manufac-
turer, composition of these medium barches differs due o
HSA bulk. After & days of culmre, iDC }riclds were quite
similar, n:gan:llc.ﬁ of the batch of medium used (data not
shown). As previously observed, CD 14 expression was low
in all tested cultures (Fig. 3A). Cﬂntra_ﬁlingly, differences in
the expression level of maturation markers, as cosimula-
tory molecules (CD80, CD8G), were observed berween the
batches tested. Moreover, expression levels of HLA-ABC
and HLA-DR with batch C were, rcspcctiw:l}f, 4.4 and 3.6
times higher than that obtained with batch A. Surprisingly,
the cell Cytotoxicity dra_slica"y varied as a funaion of the
barch used (Fig. 3B). For instance, with the same Mo-DC
pnpulatiﬂn {from the same donor) YT EDXICItY concerned
22% cells when cultured in barch A medium, and 54%
with barch C. These dar highlighe the impact 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 rested media are pr-:widcd with
protein components. Thus, we dedded to carry on our
investigations with RPMI medium to test several other
sources of protein supplements t analyse supplementation
influence and to n:placc advanlag:nud}f FCS. The protein
supplcmcnts tested included owo HSA barches (HSA1 and
HSAZ2), AP, HS and FCS, a component |argc|}r appliq’.\:l in
dinical and experimental investgatons. As shown in
Fig. 4, differentiation }ricld.s as well as cell viabili[}r were
quite homogeneous berween the protein supplementations
used. Phagoqrtnsis, aml}’scd in the immature state, was
akso effective, despiwe slight differences, whatever the pro-
tein supp|cmcntatiﬂn cmp|n}ﬂ:cl {data not shown).

Then, we analyscd the effect of these protein suppkr

ments on DC marturation. Phenotypic maturation of DC
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Fignre 3 Analysis of marure dendritic cells imDC) cultured in different
harches of AIMV, DC adrured in three disting barches of ATMV
{batches A, B and C) were exposed to TNFa and paly IC for 48 h and
analysed for phenotypic propertics and wiability, (A) DC were gared
according to morphological properties and only viable cells (based on
TO-PRO-3 indide staining) were included in the final analysis. Thin lines
represent sped fic expression of the ilwcﬂigancd molecules, and thids lines,
isotype contral staining. Profile of iDC is used as control. Median
flunrescence intensity values are provided. (B) DC were gated according
to their morphological properties, and viabilipy (based on TO-PRO-3
indide stmining) was assessed.

was monitored b}f flow cytometry tor the detection of the
Fnlhwing cell surface markers; CD80, CD83, CD86,
HLA-ABC and HLA-DR (Fig. 5). We noticed a signiﬁr
cant difference in CDS0 expression, berween HSAL-
supplemented RPMI (MFI =95.24 30.5) and HS- and
AP-supplemented RPMI (MFI =13.5 £ 295 and 17.5 - 3.2,
rcspcclivd}f}_ CD83 expression was also higl'n:r with HSA1
(MFI=15.3+£3.0) and FCS (MFI=18.244.1) than
with  HS-supplemented  RPMI (MFI=4.3 £ 0.6).
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Figure 4 Protein supplementation and dendritic cells (D) generarion.
(A} Differentiation yields depending on the prowin supplement used,
Maonocyres were aulured in RPMI supplemented with foctal calf semm
(FCS), human serum (HS), auwlogous plasma (AP) or human serum
albumin (HS5A) (two barches were tested). Live immarure DO (D),
based on morphology and typan blue exdusion, were numbered on day
6. Yields were calculated in relation to the number of clls seeded (n=15).
(B) Immature and mature DM viability depending on the provein supple-
mentation usad, Viability was assesed by flow cytomenry. Cells were
gated according w their morphological properties, and TO-PRO-3 iodide
staining was used to detec live cells (m=5).

Finally, HLA-ABC expression was stronger using FCS
(MFI=750.4 4= 315.9) and HS5A1- and HSAZ-supplemented
RPMI (MFI=619.4 4 145.5 and MFI=0603.4 4+ 147.2)
than with HS-supplemented RPMI (MFT = 289.0 4 55 3).
Alchough not stadstially different, CD86 and HLA-DR
expressions were higher with FCS and HSA than with
HS-supplemented RPMI. Thus, in rerms of cell surface
phenotype, DC mamraton is affecred by protein supple-
mentation. In particular, HS supplementation appears to
impede DC maturaton.

Cytokine production

DC maturation is known to resule in cywkine secreton,

particularly  IL-12p70 and IL-10, involved in T-cell

Résultats
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orientation towards Thl or Th2 response. Cyrokine secre-
tion was investigated by ELISA quanliﬁcal ion of 1L-1 2p70
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 suatistically significant, 1L-12p70 secre-
tion with HSA was constantly higher than with HS RPMI.
IL-10 secretion was higher in FCS-RPMI (not stadstically
signiﬁcanl) and was homogeneous beoween the other
media.

Functional capacities of the generated DC

We ﬁnall}-’ assessed the Tecell stimularory capacirties of
produced DC by a mixed levcocyte reacrion. DC prepared
in RPMI with various protein supplements were incubared
with allogeneic CD37 T lymphocyres 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. Simultancously, we analysed
the culmre conditons on che ype of Th response 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 Th1 response, as evidenced by IFNy production
{not shown).

Discussion

Early clinical trials have demonstrated thae DC vaccines
represent a promising approach to cancer ftreatments.
Although it is assumed thar DC can induce immune
responses in some cancer patients, clinical results remain
controversial [5]. As pointed out by Figdor and Colleagues
[6], the use of DC-based vacdnes in immunotherapy rrials
requires standardized production protocols and defined
characeerization of these standards. The clinical DC can
be derived from multiple sources and diseributed as various
subsets or mamration stages, depending on the ex vive
protwools. Since abour 10 years of these i vitre DC
productions, most of the parameters for culture conditions
were well studied and characerized. The impace of culeure
medium on DO generaton has been tackled in some
works. In 1998, Anron er al. [18] compared DC produc-
ton in FCS or HS-supplemented mediom, bur without
evaluating serum-free media. Also, Sorg er al. [19] have
developed a closed system for DC producton with a single
medium, AP-supplemented X-VIVO 15, Recemtly, owo
works reported the comparison of cell media [20, 21].
Tkachenko er al. [20] analysed DC producrion with dif-
ferent protein supplements, then, Peng et al. [21] assessed
the culture media and supplementarion effect, but mainly
on IDC generation. However, there is no global invesaga-
ton about how culmure medium and also additional
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Figure 5 Phenotypic analysis o f marure dendritic cells (mDC) addrured in RPMI with different protein supplementarion. CDE0, CDE3, CDE6, HLA-ABC
and HLA-DR molecules were analysed. Resuls are expressed as median fluorescence intensity (MFI) (n=5). * represents .u'!_:niﬁmnt differences (P 0.05).

protein components could affect DC yield, viabiliey,
maturation and funcronal properties. In the present
work, we compared the effect of five different culture
media and their protein supplements on DO production
and maruration. We demonstrated thar the narure and the
various

protein  batch supplementations  significantly

alered maruration of DC generated 7 pirro, bringing
new insights into the standardization process for DC pro-
duction in cancer vaccine strategies.

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

Differentiation yields, as well as cell viability, were
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Fignre 6 Concentration of IL-12p70 and IL-10. Immature dendriric cdls
seeded in RPMI supplemented with foeml calf serum (FCS), human
serum (HS), au.m|agnm p|.1s|1.u (A"} or human serum albumin (HSA)
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were stimulated with TMFa and paly I:C. Faroy-cight hours later, super-
natants were removed, [L-12p70 and IL-1{0 concentrations were deter-
mined by ELISA (n=15). * represents signi ficant differences (7 < 0.05).

equivalent between the media. Yields were relatively low
{less than 50%), in agreement with other published smudies
[22, 23]. As sugg:sm:l b}r Bender et al. [12], such low percen-
tages may be due o the facr that only a fraction of the
initial monocyte pnpulatiﬂn had the pntmtia| to differ-
entate inte 1DC, and that the other fraction underwent
pmgrammcd cell death [24]. However, we observed
imporeant  maruration differences, dcpcnding on the
serum-free medium uwsed. Indeed, media dmﬂc'npcd as
serum-free culture conditions alv.a}rs contain constiments
such as HSA, which are subject to biological variabilities.
We assumed that these variabilities could explain the
maruration differences  demonserared 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 thar contains human or animal protein sup-
plf_‘ITIf_‘I'I[S, a pr&wa'uatinn of the medium baech muse be
recommended, particularly when DC are produced for

clinical use.
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Figure7 Mixed |c|.|.cnc_wc reaction. The capacity of dendritic cells (D)
generated in RPMI in the presence of different serum supplements o
stimulate a T-cell response was analysed. Increasing numbers of DO
treated with TNFa and poly T:C for 48 h were used to stimulate allo-
geneic T lymphocyres. Proliferation of allogeneic T lymphocyres was
determined after 4 days by g T-thymidine incorporation over a period
of 18 h, One representative experiment of three is shawn,

Because of the bacch medium variability and o retain
more control of cell culrure, we decided w devise our own
cell media from serum and pmlcianrcc RPMI b}r testing
different types of protein supplcmmts. The tested supplc—
ments included owo HSA batches, AP, HS and FCS, a
source of protein supplement largely used in experimental
pmccdurcs and clinical trials. While differendarion }riclds
and cell viabi“ry werne cnmparablc with all supp|cmcnls
tested, significant differences in the expresion of cell sur-
face markers were noted as a funcrion of the added pro-
teins. In pardcular, CD80, CD83 and HLA-ABC were
heterogeneously expressed beeween FCS, HSA and HS
supplementation. However, due to the safety requirements
and the possible induction of an immune response againse
xenogeneic proreins [25-27], FCS§ should be avoided in
clinical pmtocnlﬁ and prcc|ini1:a| investigations.
Consequently, AP and HS have already been tested w©
replace FCS supplementacion [18, 22, 28, 29|, with dif-
ferent resules, probably due tw serum or plasma bawch
variabilit}r_ In our hands, HS or AP appc-an:d o be less
effident for DC maturation than FCS or HSA batches
as shown by phenotypic analysis, cytokine secretion and
Tcell slimulamr}r capacitics. Also, cancer cells from varous
MIMOour fypes are known rto secrete inhibimr}r molecules,
that may affece DC, if generated in AP-supplemented
medium [30], n:nq:lcring unsalisfacmr}r standard pmduc-
ton pmmcals and operating pmccdun:s for dinical
app'icatinns.

Supplementing culture medium with HSA seems to be
the best choice for standard DC production. On the basis
of the detecrion of phenotypic markers, it allows properly
DC maturation after TNFa and pnl}r [: treatment.
Furthermore, as HSA can conveniendy be colleaed
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under GMP conditions, the culture protocol can be easily
standardized. Besides, large amount of IL-12p70 were
produced with HSA-supplemented RPMI. However, we
noted that the Thl activation was induced whatever the
aulture medium wsed, because of pnl}r I:C, a serong Thi
inducer [31, 32]. Finally, DC functional properties were
assessed by T-cell seimulatory capacities. Consistent with
phcnﬂtypic anal}rsis, Tcell pmliﬁ:ralinn was highcr with
FCS, AP and HSA than with HS-supplemented RPMI.
Thus, DC generated in HSA medium are endowed with
cwmplete funcrional properties.

In conclusion, our stud}r pr-:widcs new insighl.s into DC
standard productinn for clinical use. Tt highlighr_: the
medium influence on DC generation and marturation
and shows the need to evaluare and validare the medium
burt also the protein constiment. Accnrding to our resules,
DC generation in a tested HSA  barch-supplemented
RPMI offers the best compromise berween marurarion
cfﬁcicncy and meeting saFct}r requirements for operating

procedures in clinical applications.
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I1. Analyse de la production de DC chez des patients atteints de LAM

(Leucémie Aigue Myéloblastique) apres chimiothérapie

Article : Royer PJ*, Bougras G*, Ebstein F, Tanguy-Royer S, Simon T, Morineau N, Chevallier
P, Harousseau JL and Gregoire M. Efficient monocyte-derived dendritic cells generation in

patients with acute myeloid leukaemia after chemotherapy treatment.

*contribution équivalente.

Si la chimiothérapie permet d’obtenir une rémission compléte chez environ 70% des
patients atteints de LAM, les rechutes sont nombreuses et a 5 ans, seulement 15% des patients
survivent. Il est donc nécessaire d’envisager des protocoles thérapeutiques alternatifs pour
prévenir la survenue des rechutes. Des expériences de greffes ont établi chez ’homme
I’implication du systéme immunitaire et particulierement des lymphocytes T dans la
prévention des rechutes. Par ailleurs, nous avons montré in vitro que des DC dérivées de
monocytes et chargées en antigénes tumoraux pouvaient générer une réponse lymphocytaire
spécifique et cytotoxique contre les blastes tumoraux. La vaccination de patients apres
chimiothérapie offre donc une perspective intéressante pour le traitement des LAM.

Les cellules cancéreuses exercent des effets suppresseurs sur le systeme immunitaire.
Il semble donc important de vacciner des patients avec une masse tumorale la plus faible
possible. La production des DC doit donc étre programmée tot aprés chimiothérapie, au
moment de la rémission compléte. Nous avons investigué la production de DC chez des
patients atteints de LAM a différents stades de leur traitement. Des préleévements ont été
recueillis chez 22 patients, avant et aprés une ou plusieurs cures de chimiothérapie. A ces
différents stades, nous avons analysé la production des DC, leur maturation et leur capacité a
activer des lymphocytes T. Ces cellules ont ét¢ comparées avec celles issues de donneurs
sains.

Nos résultats montrent que la production de DC matures est possible chez les patients
atteints de LAM et traités par chimiothérapie. Cette production est possible quel que soit le
nombre et I’intensité des cures regues. Il existe une fenétre de temps, entre 1 et 2 mois apres

chimiothérapie, favorable a la production des DC.
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Efficient monocyte-derived dendritic cell generation in patients with
acute myeloid leukemia after chemotherapy treatment: Application to
active immunotherapy.

Royver PJ, Bougras G, Ebstein F, Leveque L, Tanguy-Rover S, Simon T, Juge-
Morineau N, Chevallier P, Harousseau JL., Gregoire M.

INSERM, U601, Nantes, France; Université de Nantes, Faculté de Médecine, Centre
de Recherche en Oncologie, Nantes, France.

OBJECTIVE: While complete remission in acute myeloid leukemia (AML) can be
achieved after chemotherapy (CT), relapses occur for the majority of patients,
underlying the need to eliminate residual disease. Based on dendritic cell (DC)
vaccination, the triggering of an immune response against residual leukemia cells after
CT could maintain patients in remission. The aim of our study was to assess, for
vaccine preparation, generation of monocyte-derived DCs in AML patients after CT.
MATERIALS AND METHODS: We evaluated efficiency of the production, yields,
maturation, and functional properties of DCs from 22 AML patients at different CT
stages compared to those from 15 healthy donors. RESULTS: We demonstrated that
monocyte-derived DC production is successful later than 3 weeks after the last CT
cycle, whatever the CT was. Immature DCs demonstrated functional phagocytic
activity. Mature DCs displayed migratory, T-cell stimulatory and Th1-activation
capacities. Our results also suggest a favorable period from 20 to 60 days after CT for
potent monocyte-derived DC production and immune activation. CONCLUSION: In
defining patient-sampling conditions, this preclinical study has direct implications for
AML DC-based immunotherapy.
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Abstract

Whereas complete remission in acute myelogenous leukaemia (AML) patients can be
achieved by chemotherapy (CT), the majority of them will later relapse. Thus, the challenge
in AML treatment clearly lies in the relapse prevention. There is evidence nowadays that
leukaemia cells can be recognized and killed by T lymphocytes. The triggering of an immune
response against residual leukaemia cells, based upon dendritic cells (DC) vaccination after
CT treatment may then maintain the remission. The aim of our study was to determine the
most suitable process for the ex vivo preparation of DC in AML patients after CT treatment.
Thus, we assessed and compared to healthy donors the monocyte-derived DC production from
AML patients. Production yields, as well as DC maturation and functional properties, were
analyzed. We showed that DC generation was feasible after one or several CT cures, but was
determined by the delay between CT and the blood sample. DC generation was successful 3
weeks after the last CT cure and our results suggest a favourable period, from 3 weeks to 2
months after CT, for DC production. This study has direct implications for DC-based

immunotherapy in AML.
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Introduction

Acute myeloid leukaemia is a malignant disorder of blood cells, characterized by the
proliferation of blasts, undifferentiated immature myeloid cells. Blast accumulation,
associated with a deficit of cells involved in haematopoiesis, results in anaemia, neutropenia
or infections and leads inevitably to death (Lowenberg et al., 2003). AML treatment consists
first of chemotherapy (CT). It ensures complete remission in 60-80% of patients younger than
60 years. However relapses are frequent (50-80%) and despite a consolidation phase (CT,
bone marrow transplantation), long-term disease free-survival occurs in less than half of the
patients, with an overall survival of only 15% at 5 years (Smith et al., 2004). Thus, the poor
prognosis of patients with AML stresses the importance of exploring new therapeutic
strategies to improve overall survival. An induction of antileukemia immune responses in
patients during the period of minimal residual disease could prevent relapse. Among the
immunotherapeutic protocols currently developed for generating antitumor immune
responses, one is to use autologous dendritic cells (DC) loaded with autologous tumor cells
(Gregoire et al., 2003).

By their ability to stimulate naive T cells and to initiate a specific immune response, DC are a
promising approach for AML relapse treatment. With a view to vaccination, DC are generally
produced in vitro from CD14 monocytes, but in the case of AML, it has also been reported
that blast cells can differentiate in cells with morphologic, phenotypic and functional
properties similar to DC (Charbonnier et al., 1999; Choudhury et al., 1999; Cignetti et al.,
2004). In maintaining the expression of leukemia-associated antigens while increasing the
expression of presentation and co-stimulation molecules (Li ef al., 2005), these blast-derived
DC acquire the capacity to stimulate anti-leukemic T-cell responses. However, the "leukemic-
DC " strategy entails several limitations. First, AML consists of a mixture of heterogeneous

diseases, which results in a lack of reproducibility in term of culture yield, and cell phenotype
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or immune properties. Moreover, despite the use of a great variety of cytokine combinations,
leukemic-DC production is generally restricted to only 60-70% of patients (Mackensen et al.,
2000), without insurance concerning their ability to induce a cytotoxic T cell response
(Harrison et al., 2001). It is also unclear nowadays that the leukemic-DC could generate
tolerogenic or tumorogenic signals (Buggins ef al., 2001; Panoskaltsis, 2005).

We thus favor DC generation from monocytes of non leukemic-origin. Experimental and pre-
clinical investigations for monocyte-derived DC (Mo-DC) production are described with
leukapheresis from healthy donors. The feasibility of DC-based vaccine administration has
been demonstrated in many cancers with immunological and clinical responses (Figdor ef al.,
2004; Nestle et al., 2005; Ridgway, 2003). Besides, in AML, we have demonstrated in vitro
that Mo-DC loaded with late-apoptotic leukemic blasts induced leukaemia-specific cytotoxic
T-cell response (Spisek et al., 2002).

Since immunotherapy appears the most effective in patients with a low tumour cell burden
(Bocchia et al., 2000; Bruserud et Wendelboe, 2001; Figdor et al., 2004), we propose Mo-DC
vaccination in complete remission patients after CT. In vitro DC generation after CT has been
investigated in various cancer types (Schutt et al., 2005; Syme et al., 2001; Zheng et al.,
2000). These studies conducted with or without patient mobilization generally showed the
feasibility to generate DC after CT. In AML, most of works were conducted on blast
differentiation, therefore without previous CT treatments that are usually involved in clinical
trials. Thus, our objective was to compare the monocyte-derived DC generation from healthy
donors, with non-leukemic monocytes originated from AML patients after CT.

We analysed the feasibility to generate Mo-DC in a large panel of AML patients. Based on
cell phenotype and functional properties, we investigated the DC production from patients at
different CT stages. We demonstrated that Mo-DC generation is possible 3 weeks after the

last CT treatment. These DC were at least comparable, in term of phenotype and immune
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functional properties, with DC from healthy donors. Our study provides then new elements

for autologous immunological therapeutic approaches.
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Patients and Methods

Blood samples

Twenty two patients with various FAB subtypes (according to the French-American-British
classification criteria (Bennett et al., 1998)) and 15 healthy donors were included in the
analysis. Table 1 shows relevant clinical and diagnostic laboratory data for the patients.
Peripheral blood samples were taken after informed consent at the time of diagnostic tests,
and after the CT treatment in complete remission patients. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were purified by Ficoll-Paque (Amersham) gradient density centrifugation. Isolate
cells were used immediately or cryopreserved in RPMI with 20% heat inactivated SVF

(Eurobio) and 10 % DMSO (Sigma-Aldrich).

Generation of monocyte-derived DC

Complete medium (CM) used for cell culture consisted of RPMI supplemented with 10%
heat-inactivated FCS, 1% penicillin/streptomycin and 2mM L-glutamine (Life Technologies).
In AML patients, complete remission (<5% blasts in bone marrow) was checked by cytology
analysis. Immature DC were generated from the adherent fraction of PBMC. Briefly, 10.10°
cells were suspended in 3 ml of CM/well and allowed to adhere to six-well plates. After 2h of
incubation at 37°C, non-adherent cells were removed and adherent monocytes were cultured
in 3ml of CM with 500 IU/ml of GM-CSF and 200 IU/ml of IL-4. Monocyte differentiation
was carried out for 6 days. Mo-DC generation was considered successful when at least 10*

DC were generated per blood ml.
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Phagocytosis analysis

Phagocytosis activity of DC was assessed on the base of FITC-labeled latex beads
(PharMingen) incorporation as previously described (Spisek et al., 2002). DC were incubated

4 hours with latex beads and phacocytosis was determined by FACS analysis.

DC maturation

After 6 days, immature DC were harvested and plated in fresh medium with 500 IU/ml GM-
CSF and 200 IU/ml IL-4 at 10° cells/ml in 24-well plates coated with poly(2-
hydroxyethylmetacrylate) to avoid cell adhesion. Maturation was induced by 24 hours
treatment of the combination of 20 ng/ml TNFa (AbCys SA) and 50 pg/ml Poly I:C (Sigma-

Aldrich) as previously described(Spisek et al., 2001).

Flow-cytometric analysis

For phenotypic analysis, FITC or PE-conjugated monoclonal antibodies against the following
molecules were used: CD14, CD80, CD83, CD86, HLA-ABC (Immunotech) and HLA-DR
(Caltag). Non-reactive isotype-matched antibodies were used as control (Immunotech). Cells
were labelled at 4°C for 30 min. in RPMI 10% FCS, washed once in PBS, and then analysed
on a FACScalibur cytometer using Cell Quest Pro software. The DC population was gated
according to its forward-scatter and side-scatter properties. Dead cells were excluded on the
basis of TO-PRO3 iodide (1 uM, Molecular Probes) staining. Results are expressed as mean

fluorescence intensity (MFI).
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Cytokine detection

Supernatants from 24 hours DC culture were collected and stored at —20°C until they were
used for cytokine quantification. IL-12p70 and IL-10 production were determined by ELISA
assays (BD Biosciences) according to the manufacturer's protocol. All experiments were

performed in duplicate.

Mixed Leukocyte Reaction (MLR)

For each condition, graded numbers of DC were cultured in triplicate in U-bottomed 96-well
plates with 1x10° allogeneic T lymphocytes in a final volume of 200 pl in RPMI 10% FCS.
Proliferation of allogeneic T lymphocytes was determined 4 days later by uptake of *H-

thymidine (1 uCi/well) for the last 18h.

Statistical analysis
Statistical significances were assessed using a one way annova and Tukey post hoc test.
Correlations were analyzed by the parametric Pearson correlation test. Significant differences

*: p<0.05; **: p<0.01; *** p<0,005.
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Results

Dendritic cell generation

Disease and CT treatments could impact on the DC generation, maturation and functional
properties. Thus we investigated the ability to generate functional mature DC in 22 patients at
different stages of AML. As given in table 1, the median age at diagnostic was 61.5 (range,
23-74 years) for 9 women and 13 men. Blood samples were collected before treatment (21
patients), after one CT (8 patients), or after two ore more CT courses (12 patients). For 11
patients, samples were obtained before and after treatments (table 2a). All patients included
after (one or more courses) CT were in complete remission and the blood samples were
obtained after the aplasia phase (e.g. at least 20 days after CT). Fifteen healthy donors were
used as control.

We first investigated and compared DC generation in AML patients with healthy donors.
Patients were sampled at different time points throughout the treatment (at diagnostic and
after one or several CT cures). DC were generated from the blood cell adherent fraction. Since
blasts were present in 10 blood samples before CT, leukemic-DC contamination can not be
excluded in these culture. According to predefined criteria (at least 10* DC produced per
blood ml), DC generation before CT achieved in 15 AML patients out of 21 (table 2b).
Interestingly, DC generation failure is not imputable to blast culture contamination since no
blast was detected in 5 out of the 6 samples. On the other hand, after CT, DC production was
successful in 17 attempts out of 22. Among the 15 healthy donors, DC production succeeded
in 14, as commonly observed in our laboratory.

Then, we determined differentiation yields (expressed as number of DC generated per blood
volume in ml) for the different cell sources. As shown in figure 1a, yields were comparable in

patients before and after CT and in healthy donors (respectively 74,993 + 11,159; 95,510 +

83



Résultats

17,007 and 74,633 £+ 21,388 DC/blood ml). Interestingly, high viability (close to 80%) was
obtained whatever the cell origin was (figure 1b).

Besides, we also investigated the DC generation according to CT accumulation. Thus,
samples were divided in the two following subgroups: one CT cure and two or more CT
cures. No significant differences in term of culture yields and viability were observed between

the two subgroups (not shown). Thus, CT cure accumulation does not impede DC generation.

Production and maturation of DC from AML patients

We were then interested in the phenotypic characterization of the immature DC. Cells were
differentiated for 6 days and were compared by flow cytometry analysis for their expression
of CD80, CD83, CD86, HLA-ABC, HLA-DR and CDI14. The immature DC from healthy
donors or AML patients before or after CT presented similar phenotypes with low expression
of the co-stimulatory molecules CD80 and CD86 (figure 2a). As expected for immature DC,
CD83 expression was nearly negative whatever the cell origin, whereas CD14 expression was
positively noted. Interestingly, we noted a homogeneous HLA-ABC expression whereas
HLA-DR was higher expressed (although not statistically significant) in healthy donors.

The phagocytosis properties of the immature DC were also assessed by the uptake of FITC-
dextran beads (figure 2b). Phagocytosis is indeed an important parameter for the monitoring
of ex vivo immature DC generation and is also a tumour antigen loading strategy. As shown in
a representative experiment, the DC phagocytotic properties were similar between patients

and healthy donors.

Because the maturation of monocyte-derived DC could be altered either by the tumour

environment or by the CT, we evaluated the maturation properties of DC from AML patients.

Immature DC were treated for 24h by TNFa + Poly I:C, as we previously proposed (Spisek et
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al., 2001) and phenotypically analysed. As shown in figure 2a, dramatic increased expressions
(statistically significant) of CD80, CD83, CD86 and HLA-ABC were observed for healthy as
well as for leukemic donors. HLA-DR expression was slightly up-regulated. By contrast,
CD14 expression slightly decreased with maturation for all DC populations, as expected.
Thus, no significant difference was observed between leukemic and healthy donors for their
mature DC phenotypes.

Functional properties of matured DC in the T cell activation, depends also on the cytokines
produced. It is generally reported that IL-12p70 is related to Thl activation, whereas IL-10 is
related to the Th2 (Mohamadzadeh et al., 2001). Thus, we compared the cytokine secretion
levels by the matured DC (figure 3). Similar IL-12p70 expressions were noticed whatever the
cell origins, whereas significant lower secretion of IL-10 was measured for DC obtained from

AML patients before they received their CT.

Sample timing for DC generation

In our study, patients were sampled after aplasia phase, from 21 to 113 days after CT. It has
been reported that hematopoietic regeneration phase, after CT cure, was beneficial for Mo-DC
generation (de Jong et al., 2002), notably with higher DC production yields when patients
were sampled within 2 months after CT. We thus investigated DC production, depending on
the delay between the last CT treatment and the blood sample. When blood was sampled
within 21 days to 60 days after CT, DC production was successful in 15 attempts out of 16
(table 2b). By contrast, after 60 days post CT, DC generation was impeded since it succeeded
in only one third of the attempts (2 out of 6). We then determined PBMC number according to
the time elapsed (figure 4a). We noticed a negative correlation between the PBMC number

and the delay since the last CT (p=0.0230). The same observation was made with the DC
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generated number (p=0.0442) (figure 4b). As expected, DC number was correlated with
PBMC number (p=0.0094) (figure 4c).

Since DC generation was favoured from 21 to 60 days after CT, we investigated DC
activation during this period. Likewise, DC maturation was analysed in relation to the delay
from the last CT treatment. Markers analysed were CD80, CD83, CD86, HLA-ABC and
HLA-DR expression as well as IL-12p70 and IL-10 cytokine secretion. As showed in figure
Sa, a significant negative correlation was noticed between CD86 expression and the delay
elapsed (p=0.0332). Although not statistically significant, we also noted a decrease in CD80
expression with time after CT. However, no correlation was noted for CD83, HLA-ABC and
HLA-DR expressions and the delay after CT. Analysis of IL-12p70 and IL-10 secretion
according to time from the last CT cure reveals no propensity between cytokine secretion and

time elapsed after CT (figure 5b).

T cell stimulatory capacities

We finally checked the T cell stimulatory capacities of DC produced from patients sampled
from 21 days to 60 days after CT. Patient DC were compared in an allogeneic MLR, with
healthy donor DC, for their stimulatory capacities. As shown in figure 6, patient DC

stimulated T cells as efficiently as healthy donor DC.
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Discussion

Efficiency of AML treatments is restricted by high relapse frequency. Thus, additional
therapeutic modalities are explored to maintain patients under CR. There are evidences,
nowadays that T cell response is implicated in haematological malignancy relapse prevention
(Horowitz et al., 1990; Molldrem et al., 2000; Tatsumi et al., 2001). Immunotherapy
protocols, likely to elicit CTL response able to eliminate residual tumoral cells are then of
great interest, and new AML treatments with DC are under investigation.

Leukemic blasts which could be differentiated into DC with phenotypical and functional
properties (Charbonnier ef al., 1999; Choudhury ef al., 1999; Cignetti ef al., 2004; Harrison et
al., 2001), makes them potent APC for T cell activation. However, despite numerous
protocols for blast differentiation (Charbonnier et al., 1999; Harrison et al., 2001; Mackensen
et al., 2000; Panoskaltsis, 2005; Panoskaltsis et al., 2002) this strategy is still questionable in
consideration of reproducibility difficulty and incertitude as for leukemic DC effect (Roddie
et al., 2006). We thus favored DC production from non-leukemic monocytes (cured patients).
Mo-DC generation in AML patients was investigated at different treatment stages. Before CT,
DC were generated in about 70% of the patients tested (15 out of 21). Yet, because of the lack
of non specific chromosomal rearrangements or aberrant lymphoid marker expression, the
origin of the DC was not systematically verified and leukemic-DC contaminations remain
possible in Mo-DC preparations. By contrast, in healthy donors, DC generation was
successful in more than 90% of the attempts (14 out of 15). Interestingly, before CT, DC
generation failed with 5 samples that were free of blast. This suggests that the monocyte
functionality is rather altered by AML disease than blast contamination.

We then analyzed the impact of CT cures on DC activation. In various cancer suffering
patients, in vitro DC activation has been investigated after CT treatments (Curti ef al., 2004;

Schutt et al., 2005; Syme et al., 2001; Yi et al., 2002; Zheng et al., 2000). These studies
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mainly showed the feasibility to generate DC. Besides, from healthy donors, Mohty et al.
analyzed the impact of thalidomide on DC production, with no impact on monocyte
differentiation, but differential effect on DC stimulatory function according to thalidomide
concentration (Mohty et al., 2002). In AML, lots of works were conducted from blast
differentiation, e.g. before CT treatment. However, to the best of our knowledge, only one
study deals with DC generation from non-leukemic monocytes after CT cure, from patients in
complete remission of AML (de Jong ef al., 2002). The authors noted higher culture yield
when blood was sampled within two months after CT and significantly less DC generation
after two months. Yet, no accurate data concerning Mo-DC maturation and functionality after
CT are available. Our data showed that, compared to healthy donor controls, there is low
difference to produce immature DC in AML patients before and after CT treatments. We only
noted that the expressions of CD14 and HLA-DR were weakly reduced for AML patient,
suggesting environmental but not chemotherapeutic effect on immature DC phenotypes. Also,
phagocytic properties of these cells are not altered. In addition, these immature DC from CT
cured patients are easily activated in mature DC after treatment with inflammatory and/or
pathogen-like signals. Cytarabine and idarubicin were the shared treatments for all AML
patients. Half of the patients also received methotrexate and purenitol as a second line of
chemotherapy. Thus, these treatments do not seem to have incidence on the production and
maturation of the dendritic cells and their functional properties.

However, because the DC vaccination protocols that would be engaged require large
functional DC number (~10° cells) early after CT cure, we therefore investigated the optimal
timing for DC production after CT treatment. In order to avoid leukocyte depletion phase (see
(Mackall, 1999) for review), we set DC production from 20 days up to 113 days after the
treatment. After CT, DC generation succeeded in 17 out of 22 attempts. Interestingly, DC

production was almost always feasible from 20 to 60 days after CT treatment (15 out of 16).

88



Résultats

By contrast, when patients were sampled 2 months or longer after treatment, DC generation
was achieved with only one third of the samples (2 out of 6). Furthermore, the DC number
and the PBMC number generated were higher when patients were sampled early after the end
of aplasia (two to three weeks after CT). Thus, as previously described by Schui and
collaborators (de Jong et al., 2002), hematopoietic regeneration appears as a favorable time
for DC generation in AML patients. Interestingly, our results also highlight a better DC
maturation during hematopoietic regeneration, with in particular a negative correlation
between CD86 co-stimulatory molecule expression and the delay elapsed from CT. From 20
to 60 days post CT treatment is the optimal timing for Mo-DC generation. Immature DC
produced in this time were functionally active with phagocytosis capacities, and the IL-12p70
cytokine secretion and high T cell stimulatory properties after maturation.

As we presently showed, DC production is optimal as early after the end of aplasia. Thus DC-
preparation for immunological treatment must be planed after aplasia, but not later than the
second month following CT cures. In the case of AML, whereas reduced T cell population has
been shown after CT (Wendelbo et al., 2004), the T cells remaining had an increased
proliferative responsiveness following anti-CD3 + anti CD28 stimulation. Thus, this T cell
population could then be able to respond to mature DC stimulation. Consequently,
vaccination with AML antigen loaded DC, early after CT could be used to deliberately
skewed T cell reconstitution towards anti-tumoral response. Reasonably, cytokine “sink”
elimination as well as CD4+CD25+ regulatory T cell impairment described after CT
treatment (Beyer et al., 2005; Gattinoni et al., 2005; Klebanoff et al., 2005), although not yet
for AML patients, might contribute to the enhancement of the immune response following
vaccination.

In conclusion, we provide here new elements for DC preparation from AML patient in CR

after CT treatment, in the view of antitumor vaccination. Further experiments will have to be
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leaded to determine if DC preparation as well as "favorable" T cell populations (CTL, but not
regulatory T cells) soon after CT cure, allow the development of efficient anti-leukemic

immune response in vivo.
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Figure legends

Table 1. Patient characteristics.

Table 2. DC generation and chemotherapy treatments. Data from table (a) are summarized in

table (b).

Figure 1. DC generation. Monocytes were isolated by plastic adherence. Then, differentiation
was carried for 6 days with GM-CSF and IL-4. At day 6, DC characterized by morphology
and trypan blue exclusion were numbered. (a) DC generation yield was expressed as number
of DC at day 6 in relation to the blood sample volume. (b) DC viability was calculated on the

base of TO-PRO-3-iodide staining.

Figure 2. DC characterization. (a) Phenotypic characterization of immature and mature DC.
DC were gated according to their morphological properties and viability (based on TO-PRO-3
iodide staining). Only viable cells were included in the final analysis. Markers analyzed were
CD80, CD83, CD86, HLA-ABC HLA-DR and CDI14. Results are expressed as mean
fluorescence intensity (MFI). (b) DC phagocytosis properties. Immature and 24h TNFo +
Poly I:C activated DC from CR remission patients or healthy donors were assessed for
phagocytosis. DC were incubated with FITC-dextran for 2 hours. Then phagocytosis was

determined by flow cytometry.

Figure 3. Cytokine secretion. IL-12p70 and IL-10 secreted by mature DC were determined by

ELISA.
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Figure 4. DC generation and the delay from the last CT treatment. PBMC number (a) or DC
number at day 6 (b) according to the time elapsed, in days, between the last CT treatment and

the blood sample. (¢) DC number generated as a function of PBMC number.

Figure 5. DC maturation and the delay from the last CT treatment. (a) DC marker expression
according to the time elapsed, in days, between the last CT treatment and the blood sample.
(b) Cytokine secretion according to the time elapsed, in days, between the last CT treatment

and the blood sample.

Figure 6. T cell stimulatory capacities. The capacity of DC to stimulate a T cell-response was
analyzed in a mixed leukocyte reaction. Increasing numbers of DC treated with TNFa + poly
I:C for 24 hours were used to stimulate allogeneic T lymphocytes. Proliferation of allogeneic
T lymphocytes was determined after 4 days by *H-thymidine incorporation over a period of
18 hours. Four CR patients were sampled within 60 days from the last CT treatment. Three

healthy donors were used as proliferation control.
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Patients  Sex/Aget FAB Cytogenshic % blastst Chamotherapy
1 F/74 M2 Complex T Cv,Id
2 M/64 M3 46, XY[20] 40 -
3 F/51 M4 46, XX, inv 16[8] 13 -
4 Fiid M2 46, XX[20] ] Cy, Id, Met, Pu
5 F/32 M1 46, XX[20] 60 -
[ M/aT MS 48, XY, +8, +8[5], 46, NY[1] ] Cy, 1d, Lo, Met, Pu
7 M/30 M3 47, XY (11;17), 46, XY[1] in -
§ Fiol MO 46, XX, diTigiZ) 0 Cy, Id, Lo, Met, Pu
9 M/6E M2 46, XY[20] 35 Cy, 1d, Lo, Met, Pu
10 M6l M 47, XY +8[2] ] -
11 M/3B M2 46, XY[20] ] Cv.Id
12 F/43 M1 42, X, =X, -3, -4, -5, del(12), add(15) ] -
13 Mo M3 46, XY, 1(1517) 0 Adtra, Da, Met, Pu
14 M/aT M2 46, XY[20] 22 Cv, Id
15 Fli6 M2 N ] -
16 F/53 M2 46, XY[20] ] lda, Cv, Lo, Mat, Pu
17 M/24 M 46, XY[20] 13 -
15 Mli48 Mo Complex ] -
19 M/6E M2 N i Cv, Id, Met, Pu
20 M/49 M1 N ] -
21 F/23 M1 46, XX, 0(8:.21) 56 Cv, Da
12 M/63 M2 46, XY 11 Cy, Ida, Lo, Met, Pu

* age at diagnostic. . blast %o in blood.
Am, amsacrine, ATRA, all-trans retinoic acid, Cy, cvtarabine, Da, daunorubicin, Id, idarubicin; Lo, lomusiine, Met,
methotrexate, MGBG, methyl-glyoxal is-goanylhydrazone, Mi, mitoxantrone, Pu, purenitol

Table 1
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DC generation

Before CT

After chemotherapy

* HPeY 3

Patients Ditterentiation Tine*
1 Pass Pass 55
2 Pass ND -
3 Pass ND -
4 Pass Fail 84
5 Pass ND -
] Pass Pass; pass 38; 58
7 Pass ND -
8 Fail Pass; pass S8 113
9 Pass Pass; ful 39; 94
10 Fail ND -
11 Pass Pass; pass 21; 27
12 Fail ND -
13 Fail Pass; pass; fail 65; 39 79
14 Pass Failed, Pass; pass 2, 36; 43
15 Fail ND -
16 Pass Pass 30
17 Fail ND -
18 Pass ND -
19 Pass Fail 100
20 Pass ND -
11 Pass Pass 52
22 ND Pass; pass: pass 30: 30; 60

CT: chemotherapy. ® Time in day from the last CT treatment and the blood

sampling. Pass: when at least 10 000 DC were generated per blood ml. Fal:
when less than 10 000 DC were generated per blood ml. WND: not done.

Pass

Fail

Table 2

DC generation

Before CT After CT Healthy donors
Within Post
o0 days 6l days
15 15 2
il 1 4
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II1. Production de clones T CD8 dirigés contre deux épitopes dérivés

de PAFP (a-foetoprotéine) et présentés dans le contexte HLA-A*0201

En collaboration avec 1’équipe du Dr. Nicolas Ferry (INSERM CIC 04).

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est un cancer de pronostic trés sombre, avec un
taux de survie inférieur a 10% a 5 ans. Par ailleurs, son incidence est croissante du fait de la
pandémie de I’hépatite C (Bruix et al., 2004; Thomas et Zhu, 2005). Différentes stratégies
thérapeutiques existent (transplantation hépatique, résection chirurgicale, destructions
percutanées par alcoolisation ou radiofréquence) mais elles ne sont applicables qu’a peu de
patients. De plus, a I’exception du traitement par transplantation hépatique, le risque de
récurrence est élevé méme apres traitement curatif. Le développement de nouvelles approches
thérapeutiques est donc nécessaire.

Plusieurs essais d’immunothérapie du CHC ont mis en évidence I’induction de
réponses immunologiques et cliniques. En 2000, une équipe rapporte un essai randomisé
d’immunothérapie adoptive, portant sur 150 patients, par injection de lymphocytes T activés
in vitro avec de I'IL-2 et un anticorps anti-CD3 (Takayama et al., 2000). Le traitement
diminue la fréquence des récurrences et prolonge la durée de vie sans récurrence. En
revanche, il n’améliore pas la survie globale. L’injection de cellules tumorales, en présence de
GM-CSF, d’IL-2 et du Bacille de Calmette et Guérin, permet de diminuer la fréquence des
récurrences et de prolonger la survie globale des patients (Kuang ef al., 2004). Enfin, des
essais de vaccinations, avec des DC chargées par du lysat tumoral ont été réalisés, avec des
bénéfices cliniques toutefois limités (Iwashita et al., 2003; Ladhams et al., 2002; Lee et al.,
2005; Stift et al, 2003). L’ensemble de ces résultats démontre [I’innocuité de
I’immunothérapie dans le cadre du CHC et justifie le développement de nouvelles

méthodologies.

L’ a-foetoprotéine (AFP) est une protéine exprimée naturellement par les tissus
embryonnaires. Son expression est perdue au cours du développement mais elle peut étre ré
exprimée chez 40 a 60% des patients atteints de CHC. Quatre épitopes immunodominants
dérivés de I’AFP et présentés dans le contexte HLA-A*0201 ont été identifiés : hAFP37 145
(PLFQVPEPV), hAFP;s5 166 (FMNKFIYEI), hAFP3;5.334 (GLSPNLNRFL), et hAFPs4.550
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GVALQTMKQ (Butterfield et al., 2001). Des expériences dans des modeles animaux ont
démontré 1’efficacité anti-tumorale de la vaccination dirigée contre I’AFP (Grimm et al.,
2000; Tatsumi et al, 2001; Vollmer et al, 1999). Chez I’homme, des réponses
lymphocytaires sont observées apres 1’injection des 4 peptides dérivés de I’AFP chez des
patients atteints de CHC (Butterfield ez al., 2003b). La vaccination de patients avec des DC
chargées avec ces 4 peptides a été rapportée derni¢rement. Sur 10 patients vaccinés, 6
présentent une expansion significative de lymphocytes T spécifiques. Par contre, les réponses
cliniques restent limitées. Dans cet essai néanmoins, les DC sont préparées sans agent de

maturation.

Dés lors, nous proposons un essai de vaccination de patients atteints de CHC par DC
matures chargées avec les peptides dérivés de I’AFP. Dans le cadre de ce projet, nous avons
généré des clones T CDS8 dirigés contre 2 des épitopes identifiés : hAFP;37_145s (PLFQVPEPV)
et hAFP;ss 166 (FMNKFIYEI). Ces clones ont ét¢ obtenus apres sensibilisation de populations
lymphocytaires issues de donneurs sains par les DC autologues chargées avec les peptides
synthétiques correspondants. Ils seront utilisés dans le protocole clinique (PHRC national
pour son financement, étude en phase pré clinique) pour s’assurer du chargement des DC
injectées.

Ces clones représentent €galement un outil intéressant, pour 1’étude de I’expression de
I’AFP par les cellules tumorales ou de sa présentation croisée par les DC. Nous présentons ici
la caractérisation de ces clones en analysant leur réponse contre les cellules T2 chargées en

peptides et contre des lignées de CHC exprimant I’AFP.
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II1.1. Génération-maturation des DC

Les DC sont générées a partir de monocytes issus du sang de donneurs volontaires
sains consentants (HLA-A2+) de I’EFS de Nantes. Les cellules mononucléées sont purifiées
par centrifugation sur gradient de ficoll et les monocytes sont enrichis par élutriation. Le
pourcentage de monocytes, déterminé par 1’expression du marqueur CD14, est supérieur a
80% (figure 13a). Les monocytes sont alors ensemencés a une concentration de 2.10° cellules
par ml, en présence de GM-CSF (500UI/ml) et d’IL-4 (40ng/ml). Aprées 6 jours de culture, les
DC immatures sont remises en culture & une concentration de 10° cellules par ml, dans du
milieu frais, en présence de GM-CSF et d’IL-4. La maturation des DC (24h) est assurée par la
combinaison TNFa (20 ng/ml) + Poly I:C (50 pg/ml). Elle est controlée par I’analyse par
cytométrie en flux de I’expression des marqueurs CD80, CD83, CD86, HLA-ABC et CD14
(figure 13D).

iDC TNFo +
poly I:C

8 j | es
CcD80 1
: 18
CD83 L H
_nspjo 115 80
CD86 . f\
a Lottt - '.i
CD14
| 165 f 8
CMHI | J i

A 40 f 6

CD14 J .'

Figure 13 : Analyse par cytométrie de la purification des monocytes (a) et de la génération et
de la maturation des DC (b). Les controles isotypiques sont représentés par les histogrammes
blancs, les marqueurs d’intérét par les histogrammes gris. Le pourcentage de cellules (a) ou

les médianes de fluorescence (b) sont précisées.
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II1.2 Purification des lymphocytes T CD8

Les lymphocytes T CD8 sont purifiés a partir du sang grace a I’addition de cocktail
d’anticorps RosetteSep (StemCell Technologies) et centrifugation sur gradient de ficoll. Le
pourcentage de lymphocytes, déterminé par I’expression du marqueur CDS, est supérieur a
70%. Ils sont congelés a ce stade en présence de SVF + DMSO 10% a raison de 50.10°

cellules /ml.

I11.3 Sensibilisation des lymphocytes T CD8 autologues

Apres maturation, les DC sont chargées pendant 2h a 37°C avec 10pg/ml de peptides
synthétiques dérivés de 1I’AFP. Quatre préparations de DC sont réalisées. Les DC et les
lymphocytes T sont alors co-cultivés en plaque 96 puits a fond rond, en milieu RPMI + 6%
sérum humain + 1% Pénicilline/Streptomycine + 1% de L-Glutamine, en présence d’IL-6
(5ng/ml) et d’IL-12 (5ng/ml) au cours de la premiere stimulation, puis en présence d’IL-2
(10U/ml) et d’IL-7 (5ng/ml) pour les 2 stimulations suivantes (Fonteneau ef al., 2001). Les
stimulations sont réalisées a une semaine d’intervalle. La fréquence des lymphocytes T
spécifiques, vis-a-vis des peptides de I’AFP, est estimée en réponse a ces peptides présentés
par la lignée T2 (lignée TAP déficiente).

Apres 3 stimulations, la fréquence des lymphocytes T spécifiques des antigeénes
tumoraux est déterminée par cytométrie en flux (figure 14). Un double marquage CDS8/IFNy,
révele alors la présence de lymphocytes T spécifiques des épitopes hAFP;37 145 (0,3%) et
hAFP 55 166 (3,1%).

hA FP137-145 ~ hAFP158-166 _
! 0,3% ! 3,1%
i :
IFNy-PE : _ |

R 1 - i
CD8-FITC _l _ ﬁm;g

Figure 14 : Analyse de la sécrétion d’IFNy par les lymphocytes T CDS, apres 3
sensibilisations, vis-a-vis des deux peptides hAFP 37145 et hRAFP ;55 166, présentés par la lignée

T2. La sécrétion d’[FNy est analysée par marquage intracellulaire par cytométrie en flux.
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II1.4 Clonage des lymphocytes T CD8

Nous avons ensuite procédé au clonage des lymphocytes T CDS, dirigés contre les
deux épitopes, hAFP;37 145 et hAFP;sg 166, générés aprés 3 stimulations. La population de
lymphocytes T, dirigés contre I’épitope hAFP37 145, a été préalablement enrichie par un tri
immunomagnétique par multimeéres avant clonage.

Pour cela, les monomeres HLA-A*0201/AFP;37.145 sont incubés lh, a température
ambiante, avec des billes coatées en streptavidine (Dynabeads M-280 streptavidin; DYNAL).
Les multiméres ainsi générés sont lavés avec du PBS 0,1% BSA. Pour le tri, 5.10°
lymphocytes sont incubés pendant 4h a 4°C avec les multiméres. Aprés 10 lavages, les
lymphocytes triés sont alors amplifiés. Ils sont ensemencés dans du milieu RPMI
complémenté avec 6% de sérum humain. Leur croissance est assurée par de la
phytohemagglutinin-L (1pg/ml), de I'IL-2 (150U/ml) ainsi que des cellules "feeder"
irradiées : cellules mononucléées (10°/puits) et des cellules LAZ, une lignée B immortalisée,
(10%/puits). Le milieu, avec IL-2 mais sans phytohemagglutinin-L, est renouvelé tous les 3

jours.

Le clonage est ensuite réalisé¢ en plaque 96 puits a fond rond. Les lymphocytes sont
ensemencés a 0,3 cellules par puits et sont amplifiés comme vu précédemment. Aprés deux
semaines de culture, la spécificité¢ des clones, CD8-hAFP 37 145 et CD8-hAFP;s5 166, est
vérifiée contre des cellules T2 chargées (figure 15) et par marquage tétramere (figure 16).
Pour la tétramérisation, les monomeres biotinylés sont incubés 1h, a température ambiante,
avec de la streptavidine associée a la phycoerythrin, au ratio moléculaire 4:0,8. Les
lymphocytes sont ensuite marqués avec les tétraméres (10pg/ml) et un anticorps anti-CDS8
(Sug/ml), dans du PBS 0,1% BSA puis analysés par cytométrie en flux.

La production d’IFNy en réponse a différentes concentrations en peptide est présentée

dans la figure 17.
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|
CD8-hAFP137_145 ;
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CD8-hAFP158_166 !
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CD8-FITC hAFP137-125 hAFP15a-146 hAFP325.334 hAFPs42.550
T2

Figure 15 : Analyse de la spécificité des deux clones lymphocytaires, CD8-hAFP ;37 145 et
CDS8-hAFPss 166, générés. Les lymphocytes T CDS, sensibilisés par des DC chargées avec les
peptides hAFP37 145 et hAFPss 166, puis clonés par dilution limite sont testés pour leur
spécificité contre des cellules T2 chargées avec les peptides hAFP37 145, hAFP;ss 166,
hAFP35.334, et hAFPsyy550. La sécrétion d’IFNy est analysée par marquage intracellulaire

par cytométrie en flux.

CDS‘hAFP137—145 CDa‘hAFP15B—166
Tétramére Tétramére Tétramére Tétramére

(hAFP158-166) 1 (hAFP137-145) = (hAFP137-145) = (hAFP156-166)

CD8-FITC

Figure 16 : Marquage tétramere des clones lymphocytaires T CD8 sensibilisés par des DC

chargées avec les peptides hAFP 37145 et hAFPss 166 puis clonés par dilution limite.
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Figure 17 : Production d’IFNy par les clones CDS8-hAFP37-145 et CD8-hAFP;ss 166, en
réponse a différentes concentrations en peptide. Les cellules T2 sont chargées avec différentes
concentrations de peptides et sont cultivées avec les clones T CDS8. La sécrétion d’IFNy est

analysée par marquage intracellulaire par cytométrie en flux.
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Nous avons ensuite analysé la production de TNFo et d’IL-2 par les clones
lymphocytaires T, CD8-hAFP 37 145 et CD8-hAFPs5 146 (figure 18). Les clones sont cultivés
avec des cellules T2 chargées. Le pourcentage de cellules produisant du TNFo et de I’IL-2
respectivement est de 11% et de 1% avec le clone CD8-hAFP 37 145, il atteint 38% et 6% avec

le clone CDS-hAFP15g,166.

CD8-hAFP137_145 CDS-hAFP158_166
[ u%| [ ] ' [ 38% | | |

TNFOL-PEI
—

CD8-FITC | SN a5 ) Y Sy ... O | | S M=l Y s L

IL-2-PE - {

> e’
CD8-FITC b, i - —s =f w =
hAFP137.145 hAFP15s-166 hAFP155-166 hAFP137-145

T2

Figure 18 : Analyse de la production de TNFa et d’IL-2 par les clones CD8-hAFP ;37145 et
CDS8-hAFP)ss 165 en réponse aux cellules T2 chargées. La sécrétion de TNFa et d’IL-2 est

analysée par marquage intracellulaire par cytométrie en flux.
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Enfin, nous avons analysé la réponse des clones vis a vis de cellules tumorales de
CHC exprimant I’AFP. Deux lignées sont utilisées, la lignée HepG2 d’haplotype HLA-A2 et
la lignée Hep3B, controle, d’haplotype non A2 (figure 19). Les clones CD8-hAFP ;37 145 et
CD8-hAFP;s5 166 sont cultivés avec les cellules tumorales, a différents ratios (4:1 ; 2:1 ; 1:1).
Les cellules tumorales peuvent étre traitées au préalable avec de I’IFNy, 500U/ml 48h, pour
augmenter I’expression des molécules du CMH-I et la présentation des antigenes. L’activation
des clones est déterminée par la sécrétion d’IFNy, par cytométrie en flux.

Aucune sécrétion d’IFNy n’est observée apres culture du clone CD8-hAFP 37 145 avec
les cellules HepG2, et ce, quel que soit le ratio effecteur:cible (figure 19a). Le prétraitement
des cellules tumorales avec de I’IFNy est, par ailleurs, sans effet sur 1’activation de ce clone.
Avec le clone CD8-hAFP;s5 1646 par contre, le pourcentage de cellules sécrétrices d’IFNy
atteint respectivement 4,7%, 2,8% et 1,3% aux ratios 4:1, 2:1, et 1:1. Le prétraitement des
cellules tumorales améliore la production d’IFNy qui concerne alors 7%, 5,8% et 2%

lymphocytes T CD8 (figure 19b).

IIL.5. Cytotoxicité des clones CD8-hAFP37_145 et CD8-hAFPs3 146

La cytotoxicité des clones, vis-a-vis des cellules T2 chargées ou des cellules
tumorales, est déterminée par un test de relarguage du °'Cr (figure 20). Les cellules cibles
chargées avec du >'Cr sont cultivées avec les clones T CDS. La lyse des cellules cibles est
alors déterminée par le relarguage du ’ICr.

Une lyse spécifique des cellules T2 est observée avec les deux clones aux quatre ratios
effecteur:cible testés (figure 20a). L’activité cytotoxique des clones CD8-hAFP ;37145 et CD8-
hAFP 53 166 Vvis-a-vis des cellules tumorales est, elle, plutot faible (<10%) (figure 20b). Le
prétraitement des cellules tumorales avec de I’IFNy permet d’augmenter la lyse des cellules
tumorales avec respectivement 17% et 26% de lyse pour les clones CD8-hAFP;37_145 et CD8-
hAFP;s5 166 au plus fort ratio testé. La lyse la plus importante est obtenue aprés chargement
des cellules tumorales en peptide avec respectivement 43% et 69% de lyse avec les clones

CD8-hAFP137_145 et CD8-hAFP158_166.
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HepG2 Hep3b
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Figure 19 : Analyse de la production d’IFNy par les clones CD8-hAFP; 37145 (a) et CDS-
hAFP;ss 166 (b) en réponse aux cellules tumorales HepG2 et Hep3B. La production d’IFNy est
déterminée par marquage intracellulaire par cytométrie en flux. Les cellules tumorales sont

traitées ou non au préalable par de I'IFNy (500U/ml, 48h). Trois ratios effecteur:cible sont
testés (4:1;2:1; 1:1).
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— T2.hAFP1s8.166

—®— Hep 62

—®— HepG2 IFN
—#*— HepG2 chargées
—— Hep3b

Figure 20 : Analyse de la cytotoxicité des clones CDS8-hAFP ;37 145 et CDS8-hAFP 55 166 Vis-a-
vis des cellules T2 chargées (a) et des lignées tumorales HepG2 et Hep3B (b). Les cellules
cibles (cellules T2 et cellules tumorales) sont chargées en > Cr et cultivées en présence des
clones CD8-hAFP 37145 et CD8-hAFP;ss 166. Quatre ratios effecteur:cible sont testés. La lyse
cellulaire est déterminée par le relarguage du *'Cr. Les cellules tumorales sont traitées ou

non par de I'IFNy (500U/ml, 48h) et peuvent étre chargées avec les peptides hAFP ;37145 et
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I11.6. Conclusion :

Nous décrivons ici la production et la caractérisation de deux clones T CDS§
spécifiques des épitopes hAFP 37 145 et hAFP;s3 166, présentés dans le contexte HLA-A*0201.
Ces deux clones sont capables de reconnaitre des lignées de CHC exprimant I’AFP. Le
clonage de populations lymphocytaires spécifiques des épitopes CD8-hAFP3;5.334 et CD8-
hAFPs4;.550 n’a cependant pas été possible. Des réponses T ont pourtant été décrites avec ces
deux épitopes immunodominants (Butterfield e al., 2003a; Liu et al., 2006b). Ces résultats
contradictoires peuvent s’expliquer par les différences concernant les techniques de
sensibilisation et d’analyse des populations lymphocytaires, entre nos conditions et celles
rapportées dans la littérature.

Les clones générés ont un intérét pratique immédiat puisqu’ils seront utilisés dans le
protocole clinique de préparation des DC, pour en controler le chargement. Ils constituent en

outre un outil intéressant pour 1’étude de 1’expression et du processing de I’ AFP.
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IV. Analyse de ’influence de I’expression de 1a molécule HO-1 (Heme

Oxygenase 1) sur la maturation des DC.

Article: Chauveau C, Remy S*, Royer PJ*, Hill M, Tanguy-Royer S, Hubert FX, Tesson L,
Brion R, Beriou G, Gregoire M, Josien R, Cuturi MC, Anegon I. Heme oxygenase-1 expression
inhibits dendritic cell maturation and proinflammatory function but conserves IL-10 expression.

Blood. 2005 106(5):1694-1702.

*contribution équivalente.

En collaboration avec 1’équipe du Dr. I. Anegon, (INSERM U643).

Nous analysons I’'impact de I’expression de la molécule HO-1 sur la maturation des
DC. L’enzyme HO-1 dégrade I’héme en biliverdine, CO et Fe’". Elle est induite par des
signaux inflammatoires ou un stress oxydatif et exerce des effets anti-apoptotiques et anti-
inflammatoires par 1’intermédiaire de ses métabolites. Chez les macrophages, cette enzyme
est capable d’inhiber la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires en réponse au LPS
(Leblond et Inoue, 1989). Des expériences chez I’animal ont démontré son implication dans la
tolérance des greffes (Otterbein ef al., 2003).

Nous nous intéressons dans cette étude a I’implication de I’enzyme HO-1 dans la
physiologie des DC. Nous montrons d’abord que cette enzyme est exprimée naturellement par
les DC immatures et que son expression est inhibée avec la maturation. Nous avons ensuite
investigué ’influence de la molécule HO-1 sur la maturation des DC. Pour cela, nous avons
utilis€ un inducteur, le CoPP (Cobalt Protoporphyrin), et un inhibiteur le SnPP (Tin
Protoporphyrin) de cette enzyme. Nos résultats montrent que I’induction de I’HO-1 inhibe la
maturation phénotypique des DC, la sécrétion d’IL-12p70 et les capacités allostimulatrices
des DC. La sécretion d’IL-10 est quant a elle maintenue.

Nous démontrons ici, pour la premiére fois, la capacité de I’enzyme HO-1 a réguler la

physiologie des DC.
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Heme oxygenase-1 expression inhibits dendritic cell maturation and
proinflammatory function but conserves IL-10 expression

Christine Chauveau, Séverine Rémy, Pierre Joseph Royer, Marcela Hill, Séverine Tanguy-Rover, Frangois-Xavier Hubert, Laurent Tesson,
Régis Brion, Gaslle Beriou, Marz Gregoire, Réqgis Josien, Maria Cristina Cuturi, and lanacio Anedgon

Heme oxygenase-1 (HO-1) is an intracellu-
lar enzyme that degrades heme and inhib-
its immune responses and inflammation
in vivo. In most cell types, HO-1 is induc-
ible by inflammatory stimuli and oxidative
stress. Here we demonstrate that human
monocyte-derived immature dendritic
cells (iDCs) and several but not all freshly
isolated rat splenic DC subsets and rat
bone marrow-derived iDCs, spontane-
ously express HO-1. HO-1 expression
drastically decreases during human and
rat DC maturation induced in vitro. In

human tissues, iDCs also express HO-1,
whereas mature DCs do not. Induction of
HO-1 expression with cobalt protoporphy-
rin {CoPP) in human and rat DCs inhibits
lipopolysaccharide (LPS)}—induced pheno-
typic maturation and secretion of proin-
flammatory cytokines, resulting in the
inhibition of alloreactive T-cell prolifera-
tion. CoPP-treated DCs, however, retain
the ability to produce the anti-inflammatory
cytokine interleukin 10 (IL-10). Reactive
oxygen species induced by LPS in DCs
were inhibited by induction of HO-1. In

conclusion, we identify, for the first time,
the capacity of HO-1 to block maturation
of DCs and to inhibit proinflammatory
and allogeneic immune responses while
preserving IL-10 production. This novel
immune function for HO-1 may be of
interest for the inhibition of immune re-
sponses in autoimmune diseases, trans-
plantation, and other conditions involv-
ing activation of the immune system.
(Blood. 2005;106:1694-1702)

i 2005 by The Amearican Saciety of Hematalogy

Introduction

Heme oxygenases (HOs) are the rate-limiting intracellular enzymes
that degrade heme to biliverdin, free divalent iron, and CO (for a
review, see Otterbein and Choi'). Three distinct HO enzymes have
been identified: HO-1, HO-2, and HO-3.! HO-1 is a stress
responsive gene whose expression is induced by a variety of stimuli
including heme. heavy metals, inflammatory cytokines, and nitric
oxide.! HO-1 is known for its cytoprotective effect against
oxidative injuries and inflammation.! Induction of HO-1 expres-
sion by pharmacologic activators or gene transfer has had therapeu-
tic effects in a variety of conditions or disorders involving the
immune system, including transplantation and inflammatory disor-
ders.>® Biliverdin and its metabolite, bilirubin, are known for their
antioxidant’ and immunosuppressive effects.!” HO-1 and CO have
been shown to inhibit lipopolysaccharide (LPSinduced expres-
sion of proinflammatory cytokines and to increase LPS-induced
expression of interleukin 10 (IL-10) in macrophages.''* More-
over, IL-10 induces HO-1 expression in macrophages.'>!® We
previously reported that overexpression of HO- 1. obtained with an
HO-l-encoding adenovirus in rats having heart transplants, results
in long-term allograft survival associated with an inhibition of
cellular allogeneic immune responses, which could be mediated by
adenoviral transduction of dendritic cells (DCs).®

DCs play a central mwle in the induction of immunity and
tolerance (for a review, see Steinman et al'®). In the absence of
inflammation, immature DCs (iDCs) located in peripheral tissues
specialize in taking up innocuous and cell-associated self antigens.

They continuously capture antigens and migrate to draining lvmph
nodes where they can induce tolerance.'® In the presence of danger
signals, DCs undergo maturation, a process involving up-
regulation of surface major histocompatibility complex (MHC)
class Il and costimulatory molecules, secretion of proinflammatory
and anti-inflammatory cytokines, and the acquired ability to
stimulate differentiation of naive T cells into effector cells.

Our working hypothesis was that DCs can express HO-1, which
can regulate DC functions. In this study, we demonstrate that
human and rat iDCs express HO-1 and that HO-1 expression is
down-regulated by maturation stimuli. Our results also demon-
strate that induction of HO-1 expression renders DCs refractory to
LPS-induced maturation, but preserves IL-10 secretion, suggesting
that HO-1 may be used to regulate DC functions.

Materials and methods

Animals
Six- o 10-week-old Lewis. | A and Lewis. I'W rals (Centre Janvier, Le
CGienesl Sainl-1sles, France) were used.

Cell preparation, culture, and treatments

Rat DCs. Rat splenic OX62* DCs were purified as previously described
Briefly. spleen fragments were digestied with collagenase D (Roche,
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Meylan, France). Low-density cells were isolated by centrifugation on a
Nycodenz density gradient (Nycomed, Oslo, Norway), Cells were posi-
tively selected (= 90% purity)!” using anti-rat OX62-magnetic-activated
cell sorting (MACS) microbeads and MiniMACS selection columns
(Miltenyi Biotec, Paris, France ).

Ral plasmacytoid DCs (pDCs) were purified by spleen digestion in
collagenase 1, followed by centrifugation over Ficoll-Hypaque { Amer-
sham, Les Ulis, France). Tocell and partial B-cell depleion was then
performed by incubating cells with the anti-T-cell receplor wf (anki-
TCRwf) and & monoclonal antibodies (mAbs) R7.3 and V&5 followed by
incubation with a mixture of anli—-mouse and anti-rat IgG-coated magnetic
beads (Dynal Biotech, Oslo, Norway). Ral CD4TCDASRBY pDCs (== 98%
purity) wene then sorted using the CD4SRB-Auorescein isothiocyanale
(FITC) and CD4-phycoerythrin ( PE) mAbs (BD Pharmingen, San Diego,
CA) with a fuorescence-activated cell sorting (FACS) Aria cell sorter (BD
Biosciences; donated by the Crédil Agricole).

Rat bone marmow-derived DCs (BMIDCs) were oblained as previously
described " Briefly, bone marrow cells were cullured in medium supple-
mented with supernatant from COS cells transfected with rat T1.-4 cDNA or
murine granulocyle-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) cDNA
(final concentration of 4 ng/ml. and 1.5 ng/ml of each cytokine, respec-
tively). Cultures were fed with GM-CSF and I1.-4 on days 3 and 6. Al day 8,
adherent immature bone marrow DOs (IBMDCs; = 15T cells, 1% B cells,
1% macrophages) were used. BMDC maturation was induced by a 48-hour
tregtment with 500 Ufml. buman  tumor factor o (TMF-m;
BASFEKnoll, Ludwigshafen Germany). 25 pgfml polyinosinic-polycyli-
dylicacid (poly(1:Ch). 0.5 pgéml. LPS (both from Sigmea, St Louis, MO, 10
LM eytosine phosphate guanine (CpG: motif 2006, Sigma-Gencsys), or 0.5
pe/mL CD40L iAlexis Biochemicals, San Diego, CA) in the presence of 1
pgfmL enhancer anti-Flag mAb (Sigma). Nonadherent mature DCs were
collected for analysis.

Huwman  monocyfe<derived Iy, Human iDCs were penerated as
previously described!® Briely, monocyles were enriched by elulriation
(= B5% CDI14%) and cultured 6 days in medium supplemented with 114
(40 ng/ml: AbCys, Paris. France), and GM-CSF (500 IU/mL; AbCys).
Next, iDCs were harvested and culiured (107 cells/mL) in plates coated with
polyi 2-hydroxyethyl methacrylate) (Sigma) to prevent cells from adher-
ing. Maturation was induced by a 48-howr incubation using 20 ng/mlL
TNF-r (AbCys), 50 pgimL poly(IC) (Sigma), or O5pg/ml. CD40L
(Alexis) in the presence of | pa/ml enhancer anli-Flag mAb (Sigma) or
lpgfmL1PS (Sigma).

T celis. Rat lymph node T cells were prepared using nylon wool
columns followed by negative selection of cells expressing CD45R A (clone
OX33), CD45RE (clone His 24), CDL b/ (clone OX42), and CD 161 (clooe
3.2.3), with specific mAbs (all from BD PharMingen), followed by anli—
mouse Igl-coated magnetic beads (Dynal Biotech) Purity was routinely
98% or higher.

necrosis

Treatment of DCs with metalloprotoporphyrins
or IL-10 and LPS

Rat or human iDCs were pulsed for 2 hours with 50 pM cobalt
protoporphyrin (CoPP) or tin protoporphyrin (SnPP; Porphyrin Products,
Logan, UT), an inducer and an inhibitor of HO-1, respectively. > The
cells wene then washed twice and cultured for 16 hours, Protoporphyrins
were protected from light at all times. This same protocol has already been
shown to be effective in inducing and inhibiting HO-1 activity.” Human
iDCs were cultured for 18 hours with 20 ngfml. recombinant human IL-10
(AbCys). DCs treated with metaloprotoporphyrin o I1- 10 were then
cultured for a further 24 hours with LPS (1 pg/mL for human DCs
|Excherichia cofi 026:R6; Sigma] and 0.5 pgiml for at DOs [E ooli
OLLE4; InvivoGen, San Diego, CA]. Supernatants and cells were subse-
quently harvested for eytokine and phenotypic analysis, respectively. DC
viahility was analyzed by flow cylometry by staining with TO-PRO-3
iodide (Molecular Probes, Eugene, OR).

Résultats
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Mixed leukocyte reaction

Increasing numbers of treated DCs were cullured in triplicate in round-
bottom 96-well plates with 10° allogeneic rat T lymphocytes or human
peripheral blood lymphocyles (PBLs; < 1% CDI14% cells purified by
elutriation). Proliferation was determined 4 days later by uplake of
*H-thymidine (Amersham, Orsay, France; 0.5 pCifwell [0.0185 MBq])
during the last 8 hours of cullure.

Immunchistology and confocal image analysis

Human chronically infected tonsils and healthy, normal skin (kindly
provided by Dr K. Renaudeau and Dr B, Dreno, CHU de Nantes) were
embedded in cutling compound (Tissue-Tek, Elkhart, IN), [ozen in
isopentane and cryosectioned (5 pm). Tissue sections and DC cytospins
were xed with 4% paraformaldebyde (PEA) in phosphate-bulfered saling
(PBS), pH 7.4. Slides were incubated with anti-MHC class I1, anti-SIRP-1
(OX41), ani-CDS (OX 199 {all from the European Collection of Cell
Culture, Salisbury, United Kingdom), anli-CD4, anti-CD45RE (both from
BD PharMingen). anti-DC-SIGN (RE&D Systems, Minneapolis, MN), or
PE-coupled anti-DC-LAMP (Immunatech, Marseille, France) Abs. Slides
were next incubated with a biotinylated anti-mouse Ab and a streptavidin-
Alexa 568 conjugate jexcept for anti-DC-LAMP). Tissue sections incu-
bated with anti-DC-SIGN and biotinylated anti-mouse Abs were first
incubated with 10% mouse serum. Negative controls included anti-human
CD16& mAb (IgGl)and a mouse 1pG 1 isotype control (B PharMingen) for
rat cells and human cellstissues, respectively. Cells or tissues were
postiived with 4% PFA, permeabilized with 0.5% saponin. incubated with a
rabbil anli—rat HO-1 or mouse anti-human HO-1 Ab (Stressgen, Victoria,
BC, Canada). followed by incubation with secondary FITC-labeled Abs.
Cell nueled were counterstained with TO-PRO-3 iodide (Molecular Probes)
and slides were mounted in ProLong AntiFade reagent (Molecular Probes),
Slides were analysed with a Leica confocal microscope (Heidelburg,
Germany) and the Leica TCS NT software. Positive cells (a minimum of
400 cells) were counted manually and coexpression of the different cell
surface markers was assessed in each of these cells,

The antibilirubin mAb™ (kindly provided by M. Suematsu, Keio
University, Tokyo, Japan) was used Lo analyze HO-1 enzymatic activily in
0.1% Triton-permeabilized DCs, Staining was performed as described.

Cell extracts and Western blot analysis

Western blot analysis was performed as previously deseribed. Briefly, cell
protein extracts were boiled, electrophoresed on a sodium dodecyl sul fate—
polyvacrylamide gel and bloted. Membranes were blocked and incubated
with either a rabbit anti—ral, a mouse anti-human HO-1 (Stressgen) Ab or a
mouse anti-B ubulin mAb (Calbiochem, San Diego. CA). Membranes
were then incubated with horseradish peroxidase—labeled secondary Abs
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) and detection performed by
enhanced chemoluminescence (Amersham ).

Quantitative real-time RT-PCH

Total RN A was isolated using TRIaol (Invitrogen, Cergy Portoise, France).
RMNA was treated with DNAse and reverse transcribed. Reverse Lranscrip-
tion (KT quantitative polymerase chain reaction (PCR) was performed
with a CenAmp 7700 sequence detection syslem (Applied Biosysiems,
Foster City, CA) using SYBR Green PCR core reagents (Applicd Biosys-
terns). Rat and human primer sequences were used 1o target HO-1 and
hypoxanthine-guanine phosphoribosyllmnsierase (HPRT).5S The PCR
method and the 2240 guantification method, afler normalization to HPRT
values, have been previously described.® The anseripl accumulation index
(TAI is defined as the fold change in mRNA levels in a given sample ()
relative to levels in a calibrator (CHBj—in this case iDCs. The calibrator is
the 1x expression of each gene. The TAI is calculaled as follows:
TAL = 27249 where AAC, = (Crryper— Conprer)o — (Crtger— Cunprr ke, Spe-
citic amplifications were checked by amplicon melting curves.
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Flow cytometry

Rat DCs were stained with the following PE- or FITC-conjugated mAbs:
anli-MHC class I1, anti-CD80O, anti-CD&6 all from BD PharMingen) and
anti-CH54 (Serotec, Oxford, United Kingdom). Human DCs were stained
with the following PE- or FITC-conjugated mabs: anti-CDEO, anti-CDE3,
anti-CD&6, and anti-HLA-ARC (all from Immunotech). Staining was
assessed using a FACSCalibur flow cytometer and Cell(uest software
(Becton Dickinson, Pont de Claix, France). PE- or FITC-labeled mouse
anti-IgG 1 Abs (Immunotech) were used as negative controls.

Cytokine measurement

Ral and human DCs were cultured for 2 days with various simuli.
Supernatants were serially diluted, and cylokine concentration assessed in
duplicate by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Ral ELISA
kils for J1L-6, I1-10, TNF-o (OptELA sel; BD PharMingen) and 11- 12 p4d
(Biosource, Camarillo, CA) as well as human I1L-12p70 and 1L- 10 ELISA
Kils { BID PharMingen) were used.

Measurement of reactive oxygen species

RatiBMDCs or human iDCs were treated with CoPP or SnPP, cultured for
48 hows, and incubated or not with LPS for 15 minuotes. DCs were
incubated with 10 mM N-acetyl-1-cysteine (NAC) for 45 minutes prior 1o
incubation with LPS. DCs were then incubaled with 5 pb of the oxidative
sensitive dye CM-H2DOFDA (Molecular Probes) for 15 minutes. Samples
were then washed and analyzed by cytofluorimetry.

Statistical analysis
Statistical significance was assessed using the nonpamametric one-way

AMNOVA test with a postiest. Differences were considered significant when
P = 05

Results
Expression of HO-1 in rat and human iDCs

To investigate the capacity of DCs to express HO-1, we analyzed
several previously described rat splenic DC subpopulations'”™" and
BMDCs,'® as well as human monocyte-derived DCs. Western blot
analysis showed that freshly isolated and purified rat splenic
OX62* DCs and pDCs (OX627), and rat iBMDCs expressed HO-1
(Figure 1A ). Splenic B cells were used as negative controls (Figure
1A). Purified rat OX62% DCs include 2 distinct subsets.'? A
subpopulation of CD4-CDI1b*SIRP-1-CD5~ DCs, which are
effective at presenting antigens to CD4* but not to CDE* T cells,
produce large amounts of IL-12 but not interferon o (IFN-at), and
induce Thl responses.'” The second subpopulation of OX62* DCs
are CD4+CD11b* SIRP-11CD5™ cells that are effective at present-
ing antigens to CD4* and CD8* T cells, produce low amounts of
IL-12 and IFN-et, and induce Th2/ThO responses.!” Intracellular
staining with an anti-HO-1 Ab revealed that the CD4- DC
population did not express HO-1 and that HO-1 expression was
restricted to the CD4* DC population (32% * 12% expressed
HO-1, n = 3: Figure 1B). HO-1-expressing cells also expressed
MHC class II antigens and were only found among SIRP-1* and
CD5* cells (Figure S1; see the Supplemental Materials link at the
top of the online article, at the Blood website). HO-1 expression
was detected in 74% *+ 12% (n = 2) of freshly isolated CD45RB*
pDCs (CD4*CDI1b~% Figure 1B). HO-1 expression was also
detected n B0% = 20% (n = 5) of iBMDCs (Figure |B). All rat
iBMDCs that expressed HO-1 also expressed bilirubin, which can
only derive from heme degradation (Figure 1C). Bilirubin was
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A Rat DCs §
@

Rat splenic DCs

B .

c Rat EMDCs

pDCs

BMDCs

D Human DCs
bilirubin

Figure 1. Rat and human DCs exprass functional HO-1. (A) Wastarn blot analysis
of HO-1 exprassion in rat frashly isolated splenic OXgz2+ DCs, freshly isolated
plasmacyioid dendritic calls (pDCs), and BMDCs cullurad for 2 days was performed
using an anti-HO-1 antibody. Purified splenic B cells wereusad as a negative contrdl.
An anfi—f tubulin antibody was used as a lcading contral. (B) Confocal micrographs
show rat HO-1+ cells (green fluorescence); CD4+, CD45RB, or MHC class I+ oslls
(red fluorescence); and merged images with dual labeling. Cell nuclei ware courtter-
stained with TO-PRO-3 (blus; cbjective, = 63/1.4). (C) Ratimmalure bone mamow-
derived DCs exprass funclional HO-1 as shown by the presence of HO-1+ oells
(green fluorescence) alzo reactive with an antibiliubin mab (red fluorescencs).
Merged ima ges display dual labeling. Cell nuclziwsrs counters lained with TO-PRO-2
(blue; objective, = 3/1.4). (D) Human immature monccyle-derived DCs express
functional HO-1 as shown by the presence of HO-17 cells (green fluorescence) also
reactive with an anfibilirubin mab (red fluoreseence). Marged images digplay dual
labeling. Call nuclzi were countarstained with TO-PRO-3 (blus; objective, = &3/ .4).
Similar results wers obtained for each DG cell typein 2 1o 5 indspendent experiments.

undetectable in other cells lacking HO-1, such as 293 cells (data
not shown).

HO-1 expression was also detected in most immature human
monocyte-derived DCs as well as intracellular staining of bilirubin,
demonstrating HO activity (Figure 1D).

In conclusion, these data establish that certain but not all ratiDC
subsets and human monocyte-derived iDCs express functional HO-1.
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Figure 2. HO-1 expression decreases during rat and human DC maturation. (A)
Westam blot analysis of HO-1 exprassion in ratimmaturs (IM) BMDCs and following
maturation with TNF-a, polyil.C), CpiG, CO40L, and LPS was camied out using an
anti-HO-1 antibady. Anti— tubulin was used as a loading control. Bar graph shows
densilometry analysis + S0 of HO-1 signals after normalization with p-tubulin from 2
differant experiments. (B) Western blot analysis of HO-1 expression in human
immaturs (IM) monocyte-derivad DC2 and hu man 002 following maturation induction
with TMF-, paly(l:C), CC40L, and LPS, parformad using an anti-HO-1 antibody.
Anti- tubulin was ussd as a lcading control. Bar graph shows densitometry
analysis = SD of HO-1 signals, after normalization with p-tubuling, from 2 different
exparimants. () Time-course Western blot analysis of HO-1 exprassion in human
immature ([M) monccyta-derived D02 and human OCs following maturation induction
with LPS, performed with an anti-HO- antibody. Anti4s tubulin was usad as a
loading control. Bar graph shows densitometry analysis of HO-1 signals after
normalization with p-tubulin. (D) Human immature (IM) monocyle-derived DOs wers
culturad with or without 20 ng/mL of IL-10 for 18 hours and then with or without 1
wa'mb of LPS for 24 hours. Westam blot was performed with an anti-HO-1. Anti-3
tubulin was used as a loading confrol. Histograms show denzitometry analysis + 5D
of HO-1 signals after normalization with @ tubuling from 2 differant experimeants.
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HO-1 expression decreases during rat and human
DC maturation

HO-1 expression was analyzed after maturation of rat and human
iDCs induced by paly(1:C), LPS. or CpG. as well as by stimulation
with inflammatory and Iymphocyte stimuli, such as TNF-oo ar
CD4OL, respectively. DC maturation was confirmed in each
experiment by an enhanced expression of MHC II. CD80, and
CD386, and by secretion of the cytokines IL-12, IL-6, TNF-ct, and
IL-10. HO-1 expression by rat BMDCs was significantly decreased
compared to control untreated DCs after maturation induced by all
of the stimuli tested (mean decrease % + S0 TNF-o, 83% + 195
poly(L:C), 82% = 7.4%: CpG, 69% = 2%; CD40L, 81% = 2.5%:
and LPS, 73 = 15% (n=73 for each, P < .05: Figure 2A).
Inhibition of HO-1 expression on DC maturation was also observed
in rat splenic OX62* DCs and pDCs (data not shown).

As observed in rat BMDCs, HO-1 expression in human
monocyte-derived DCs was strongly decreased (mean decrease
S = SD) during DC maturation in response to TNF-o
(90% = 8.5%), poly(l:C) (81% £ 7%)., TNF-a plus poly(l:C)
(98.5% * 4%), LPS {98.5% *+ 2%), and CD40L (97 * 3% n =2
for each; Figure 2B).

Kinetic analysis of HO-1 levels after LPS stimulation of human
DCs showed levels comparable to those of untreated DCs at | hour
and drastically reduced levels at 6, 12. 24, and 48 hours of

1%, 6%,

stimulation (209, and 2% wversus untreated cells;
Figure 2C).
Moreover, expression of HO-1 in rat and human iDCs and its

strong decrease following maturation (= 83%, P << .05, n = 3)

Résultats

HO-1 INHIBITS DO FUNCTION 1687

was confirmed by measuring HO-1 mRNA by quantitative real-
time RT-PCR (Figure 52).

These data demonstrate that HO-1 expression in rat and human
DCs is inhibited at the transcriptional or mRNA (or both) levels by
Toll-like receptor (TLR ), inflammatory, and lymphocyte stimuli.

HO-1 expression is increased by IL-10

Because IL-10 is potent at maintaining DCs in an immature
state,'™27 we analyzed whether HO- 1 expression could be increased
by IL-10. As compared to LPS-treated DCs or untreated iDCs
(100%: n = 2}, pretreatment with IL-10 increased HO-1 expres-
sion levels {(mean % *= SD) in iDCs (378% =+ 23%) and in IL-10
plus LPS-treated DCs (240% = 113%: Figure 2D). The inhibitory
effect of IL-10 on LPS-induced DC phenotypic maturation was
confirmed by FACS (Figure S3).

These data demonstrate that inhibition of DC maturation by
IL-10 is associated with an increase in HO-1 expression.

HO-1 is expressed by immature DC-SIGN* but not by mature
DC-LAMP* DCs in human tissues

We next investigated whether this dichotomy in HO-1 expression
between iDCs and mature DCs also exists in vivo using chronically
infected tonsils and healthy skin. Two specific DC markers were
used to identify DCs in human tissue sections: DC-SIGN, a C-type
lectin expressed in interstitial iDCs but not Langerhan cells, ™
and DC-LAMP, a marker of mature DCs.*" As previously de-
scribed,®™* human skin displayed many DC-SIGN* cells in the
dermis but not in the epidermis (Figure 3) and DC-LAMP* cells
were absent {data not shown). Many HO-17 cells were observed in
the denmis and an almost complete overlap was observed between
HO-1* and DC-SIGN™ cells {Figure 3).

In contrast, and as previously described for human chronically
infected tonsils,***" DC-LAMP was expressed by numerous cells
{Figure 3), whereas DC-SIGN was nearly absent (data not shown).
Only a few weakly HO-17 cells were found in this tissue {Figure

A skin

B tonsil

Figure 3. Detection of HO-1* and HO-1- DCs in human tizsues, (&) Confocal
micrographs of cryastat sections from human skin show HO-1+ cells (gresn
fluoreacence), DC-SIGN T cells (red flucrescence), and merged images with dual
labeling. DermaliDCs show complsts cverlap of HO-1 and DC-SIGN exprassion. The
gpidermiz (") shows wery low or absent expression of both HO-1 and DC-51GN.
(objective, > 40¢1.0). {B) Confocal micrographs of crycelal ssctions from a choni-
cally infactad hu rman tonsil show few weakly HO-1+ calls (green fluorescance, arrow),
DE-LAMP+ calls {red fluorescance), and merged images with dual labaling. Tonsil
mature DCs exprassing DC-LAMP do not exprass HO-1 (objective, = 6311.4).
Results are represantative of 3 different 2kin and tonsils analyzed in the zama way.
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3). Double staining showed that DC-LAMP* cells were HO-1-
(Figure 3).

An imelevant isotype-matched mAb did not show any reactivity
with either tissue { Figure 54).

Thus, analysis of human tissues shows that iDCs express HO-1
in vivo, whereas mature DCs do not.

HO-1 induction renders rat and human DCs refractory to
LPS-induced maturation

Next. we investigated whether HO-1 activity during maturation
could play a functional role in the regulation of DC responses
to pathogens.

To examine the effect of HO-1 activity on LPS-induced DC
maturation, we pulsed-treated human iDCs and rat iBMDCs with
CoPP or SnPP. CoPP is a strong inducer of H0-/ gene transcrip-
tion,** whereas SnPP imeversibly binds and inactivates HO-1
enzymatic activity.??

CoPP and SnPP 48-hour pulse treatments were not toxic to DCs,
as determined by flow cytometric analysis of physical parameters
and TO-PRO-3 staining (Figure 55). Porphyrin-pulsed DCs were
cultured for 16 hours in the absence or presence of LPS. Expression
of HO-1 in human (Figure 4A) and rat (data not shown) DCs was
determined by Westermn blot analysis 24 hours later, HO-1 expres-
sion was strongly increased following treatment with CoPP and
treatment with LPS partially abrogated this increase. SnPP slightly
increased HO-1 levels, likely through a feedback mechanisim due to
inhibition of HO-1 activity, as previously described in other cells.™

B
SnPP+LPS  CoPP+LPS
lze sz| |31 T

CoPP
LPS =

- MHC class Il

CoPP SnPP CoPP

12k0a — =il
FTRT. Pp——L LA
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Analysis of mRNA levels by quantitative RT-PCR showed that
CoPP alone induced a 70- to 124-fold increase in HO-1 wanscript
levels versus those in 1DCs, and a 29- to 69-fold increase when
associated with LPS in rat DCs. A strong increase in HO-1 mRNA
was also detected in CoPP-treated human DCs. Transcript levels
increased 18- to 99-fold with CoPP alone and 29- to 67-fold when
associated with LPS.

CoPP-pulsed human and rat DCs were refractory to LPS-
induced maturation, as assessed by phenotypic analysis. A statisti-
cally significant inhibition of cell surface marker expression was
observed in CoPP-pretreated rat and human iDCs compared to
untreated and SnPP-pretreated cells incubated with LPS (Figure
4B-C: Table S1).

SnPP inhibition of HO-1 activity had no effect on RC matura-
tion, suggesting that inhibition of HO-1 activity does not act as an
inducer of DC maturation in the absence of specific DC maturation
stimull. The absence of an effect of SnPP on LPS-induced DC
maturation is probably due to the inhibition of HO-1 expression on
LPS stimulation.

Thus, induction of HO-1 in DCs resulted in a blockade of DC
phenotypic maturation induced by LPS.

HO-1 induction inhibits the secretion of proinflammatory
cytokines and maintains IL-10 production by DCs exposed
to an inflammatory signal

DC maturation results in secretion of diverse cytokines that
mediate many of the functional effects of DCs on other cell

~ e 4 04

+a o+
o

+

Figure 4. Induction of HO-1 renders DCs refractory to
LPS-induced phenotypic maturation. {A) Wastarn blot
analysis of HO-1 lavals in human iDCs treated or not with
SnPP ar CoPP for 2 hours, cultured for 18 hours, and
then for a further 24 hours in the prasence or abeenca of
LPE. anfi—p fubulin was uzed as a loading control. (B)
Flow cytomatry analysis showing the phenotyps ofimma-

i g___l.‘al'l' ‘lJSnHP
. I!'_i‘”!-'l"'" !le'pu

e immzsae
II | SnPP+LPS

CDB3

Cell number

coDao

ture (IM) rat BMOCs reated or not with SnP P or CoP P for
2 hours, cultured for 16 hours, and then for a further 24
hours with or without LPS for 24 hours. Exprassion of
MHC class I, CDao, CD8e, and intercellular adhasion
maleculs 1 (ICAM-1) was assessad. Similar results wers
cbtained in 5 independent exparimants. Mumbars within
graph guadrants are parcentage of positive cells. (C)
Flow cytomstry analysis showing the phenotype ofimma-
ture human DCs treatad or not with SnPP or CoPP for 2
hours, cultured for 16 hours, and then stimulatad or not
with LPS for 24 hours, Thin gray line indicates untreated
immature DCs; dashed line, untreated OCs stimulated
with LPS; thin black line, treatment with CoPP or SnPP;
bold line, treatmant with CoPP ar SnPP and stimulatad
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MHC-
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with LPS; and dotted line, isotype. Expression of G083,
COs0, CDes, and MHC class | was assessed. Similar
rasults wera oblained in 3 independant experimeants.
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populations. Production of the LPS-induced proinflammatory cyto-
kines 1L-12 p40, IL-6, and TNF-«e significantly decreased when rat
DCs were pulsed with the HO-1 inducer CoPF, whereas treatment
with SnPP had no effect (Figure 5A). In contrast, HO-1 induction
did not inhibit secretion of the LPS-induced anti-inflammatory
cytokine 1L-10 {Figure 5A).

Similarly to rat DCs, a strong decrease in LPS-induced IL-12
p70 production associated with a preservation of IL-10 was also
observed following CoPP treatment of human DCs (Figure 5B).

Treatment of immature rat and human DCs with SnPP or CoPP
alone (no LPS) did not induce iDCs to secrete cytokines (Figure
SA-B).

These HO-1
induced DC maturation by decreasing proinflammatory cytokines
production and preserving IL-10 secretion.

results show that induction modulates LPS-

HO-1 induction decreases the capacity of rat and human DCs
to stimulate MLRs

To further assess the effectof HO-1 on DC function, we determined
whether HO-1 induction modified the T-cell allostimulatory capac-
ity of rat and human DCs. Rat BMDCs that had been treated with
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Figura 5. Induction of HO-1 affects eytokine exprezsion in rat and human DCs.
{A) ELISA was used to assess the production of IL-12 p40, IL-6, THF-z, and IL-10 in
the zupematanis of rat BMDCs treated or not with SnPP or CoP P for 2 hours, cultured
for 16 hours, and then for a further 24 hours in the pressnce or absance of LPS.
Induction of HO-1 inhibited expression of IL-12 p40, TMF-a, and IL-5 in DCs but did
not alter |L-10 secration. Horizontal bars represent the mean of individual values.
Statizlical significance comparad to LPS-treated calls is indicatad as P = .001. (B)
ELISAwas used to assess the production of IL-12 p70 and IL-10in the supematarts
of human DCs treated or not with SnPP or CoPP for 2 hours, culturad for 18 hours,
and then for a further 24 hours in the presence or absence of LPS. Induction of HO-1
inhibitzd exprassion of IL-12 p70 but did not alter |L-10 secration. Data presented ars
mean + SO of triplicate analyzis of one sxperiment and are representative of 3
independant experimants. Statistical significance cormpared to LPS-freatad calls is
indicaled as *P = .01.
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Figure 6. Induction of HO-1 inhibits the allogensic stimulatory capacity of rat
and human DCs, {A) Rat BMDCs and (E) human DCs wers treated or not with SnPP
or CaoPP for 2 hours, cultured for 16 hours, and then for a further 24 hours in presencs
orabsence of LPS. Thereafter, DCs were cultured with allogensic T cells at differsnt
ratios for 4 days and proliferating T calls wera labalad with H-thymidine for & hours
before being harvested and counted. Resulls are shown as means + S0 of triplicats
values after sublraction of spontanegus “H-thymidine. Slaliztical significance com-
parad with LPS-treated DCs is indicated as P = .05, Similar results were cbtainad in
& independent experimants forrat DCs and in 2 for human DCs. cpm indicates counts
per minute. (2 In parallel, supsmalants wers collected after 48 hours from rat MLRs
and analyzed by ELISA to determine levels of IFM- and IL-10. Dala pressnted ars
mean =+ S0 of friplicate analysis of one experiment and are representative of 5
independent experimants. Statistical significance compared with LPS-treated DCs is
indicated as P = .01.

LPS after induction of HO-1 by CoPP were poor stimulators in
mixed lymphocyte reactions (MLRs) compared with control LPS-
treated DCs. whereas HO-1 inhibition by SnPP treatment had no
effect on rat allogeneic T-cell proliferation (Figure 6A ).

Human DCs pretreated with CoPP and then with LPS were also
poor stimulators in MLEs compared to LPS-treated DCs, and
SnPP-pretreated DCs only increased proliferation at one T/DC
{Figure 6B). MLR proliferation of rat (data not shown) or human
(Figure 6B) DCs not matured with LPS was unmodified by
pretreatiment with SnPP or CoPP.

We also investigated cytokine production in supematants from
rat MLRs (Figure 6C). When DCs were treated with CoPP, IFN-y
production was significantly reduced and IL-10 significantly in-
creased compared with control LPS-treated DCs. When DCs were
teated with SnPP, IFN-y and IL-10 production were unmodified
compared to control DCs (Figure 6C). In MLRs using DCs not
exposed to LPS but pretreated with CoPP. a reduction in IFN-y
production was observed, whereas IL-10 was increased and SnPP,
on the other hand, had no effect (Figure 6C).

These results demonstrate that HO-1 induction not only inhibits
the allostimulatory capacity of DCs. but also changes the cytokines
produced during DC/T-cell interactions.

HO-1 induction decreases ROS levels in DCs

Increased levels of reactive oxygen species (ROS} have been
shown to be involved in activation of DCs by different stimuli, and
antioxidants inhibit DC activation.** To assess potential intracellu-
lar mechanisms for HO-1 inhibition of DC maturation, we analyzed
ROS levels in DCs pretreated with CoPP or SnPP. and matured
with LPS, a stimulus known to increase ROS in DCs* (Figure 7).
ROS levels were increased following treatment with LPS. SnPP
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decrease T-cell proliferation and production of IFN-v in MLRs,
whereas expression of IL-10 was increased. IL-10 has been shown
to block MLRs and is considered as the main cytokine for the
induction and maintenance of anergy or tolerance.*"*** Moreover,
IL-10 expression in MLRs is linked to the generation of Trl cells.™
Further work is in progress to determine whether IL-10 acts
downstream of HO-1, mediating suppression of DC maturation and
possibly induction of tolerance. Alternatively, the inhibition of
MLRs could also be related to the heme degradation end product
CO, because CO was shown to inhibit T-lymphocyte prolifera-
tion.”! These results indicate that HO-1 is not only a marker of
iDCs but could also affect DC functions by inhibiting Thl
responses and by inducing T-cell anergy. It is tempting to hypoth-
esize that the beneficial effect of HO-1 overexpression in autoim-
mune disease,* allotransplantation,** and graft-versus-host dis-
ease™ (GVHD) may be associated with the ability of HO-1 to block
DC maturation or inhibit Thl responses and induce T-cell anergy.
In agreement with the known antioxidant properties of HO-1
(for a review, see Otterbein and Choi'), induction of HO-1 resulted
in decreased ROS levels following LPS stimulation of DCs.
Because ROS levels are inversely correlated to the degree of DC
maturation™ and because antioxidants block DC maturation,™ the
decrease in ROS levels by HO-1 could be involved in the inhibition
of DC maturation. There are multiple downstream targets of ROS
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that will need to be analyzed to explain the inhibitory action of
HO-1 on DC maturation. Although SnPP further increased ROS
levels in LPS-treated cells, it is possible that the DC maturation
process is fully activated by the levels reached with LPS alone.

In conclusion, we demonstrate, for the first time. that human
and rat iDCs express HO-1 and that HO-1 expression is strongly
down-regulated during DC maturation, thus suggesting a potential
role for HO-1 in DC biology. We present evidence that induction of
HO-1 expression not only suppressed the expression of cell surface
molecules and proinflammatory cytokines but, importantly, main-
tained the expression of IL-10. This implies that HO-1 could
selectively induce tolerogenic DCs.

The physiologic relevance of the present in vitro findings is
strongly supported by the fact that mice lacking functional HO- 1%
and one human who had HO-1 deficiency®™ have been associated
with an inflammatory phenotype, and by results showing that
overexpression of HO-1 inhibits allogeneic immune responses.™”
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Discussion—perspectives

Le travail présenté ici a contribué a la mise en place de protocoles de production de DC
pour un usage clinique. 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 modeéles animaux. Deés lors, la vaccination anti-tumorale par DC est testée
chez I’homme. Le seuil de 1000 patients traités est franchi en 2003. Plusieurs auteurs dressent
un premier bilan de ces vaccinations (Banchereau et Palucka, 2005; Figdor et al., 2004; Nestle

et al., 2005; Ridgway, 2003; Schuler ez al., 2003).

Malgré ’induction de réponses immunologiques, 1’efficacité clinique de la vaccination
reste décevante et met en évidence la nécessité d'améliorer la méthodologie d’obtention ex
vivo des DC a des fins de vaccination. En particulier, la standardisation des protocoles de
production apparait aujourd’hui comme une priorité. Les modes de préparation des DC, tres
différents d’un laboratoire a 1’autre, compliquent la comparaison des résultats. Certains
paramétres 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
I’utilisation de réactifs ou de produits thérapeutiques annexes, qui peuvent eux faire I’objet de
standardisation. Dans un premier temps, nous avons donc établi des conditions de culture
standardisées, favorables a l'obtention de DC pour une utilisation clinique (Royer et al.,
2006). Ce mode de production est a la base de deux essais cliniques concernant la LAM

(figure 21) et le CHC (figure 22).

L’essai "LAM" consiste en la vaccination de patients en deuxieéme rémission complete,
avec des DC dérivées de monocytes, chargées en blastes leucémiques apoptotiques. Les DC
sont préparées a partir de monocytes prélevés chez des patients en deuxiéme rémission.
L’impact de la maladie et du traitement chimiothérapeutique sur les capacités de
différenciation des monocytes doit donc étre considéré. Nous avons ainsi investigué la
production de DC chez des patients atteints de LAM apres chimiothérapie. Nous avons pu
définir une fenétre, de 1 a 2 mois apres la derniere cure de chimiothérapie, favorable a la
production de DC (article en préparation). Cette étude nous permet de définir les modalités de

prélevements des patients pour I’immunothérapie anti-tumorale.

La présence de fortes proportions de Treg a été rapportée dans 1’environnement

tumoral ou le sang périphérique de patients atteints de différents types de cancer (Zou, 2006).
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Ces populations régulatrices participent a la suppression de la réponse immune et sont
responsables, en partie du moins, de la faible incidence de réponses anti-tumorales apres
traitement par immunothérapie. Le traitement par chimiothérapie (fludarabine), de patients
atteints de leucémie lymphoide chronique, peut induire une réduction de la fréquence et une
suppression de la fonctionnalité des Treg (Beyer et al., 2005). Dans le cadre de la LAM,
I’augmentation de la fréquence des Treg a été rapportée récemment (Wang et al., 2005). Nous
souhaitons donc déterminer I’impact de la chimiothérapie, sur les parametres quantitatifs et
qualitatifs des populations de Treg, chez des patients atteints de LAM. Ce travail actuellement

en cours, est mené en collaboration avec I’'UPRES EA 1257 de Rennes.

Les clones T CD8, hAFP 37145 et hAFP}s5 166, permettront de contrdler le chargement
des DC générées pour I’essai clinique (Etude de phase I/II d'immunothérapie des carcinomes
hépatocellulaires par induction d'une réponse anti alpha feetoprotéine). Ces clones sont aussi
un outil intéressant pour I’étude de I’expression de I’AFP par les cellules tumorales et pour
I’analyse du processing de cet antigéne. La production de populations lymphocytaires
spécifiques des deux épitopes restants, CD8-hAFP3;5.334 et CD8-hAFPs45.559, est en cours
actuellement au sein de 'UMR_S 649 & Nantes.

Enfin, nous avons montré I’implication de I’enzyme HO-1 dans la physiologie des DC.
L’expression de cette enzyme diminue au cours de la maturation. Son induction est, quant a
elle, capable d’inhiber la maturation des DC (Chauveau et al., 2005). Des études récentes
suggerent une interrelation entre ’HO-1 et I’[L-10. En effet, I’IL-10 peut exercer ses effets
via ’'HO-1 (Lee et Chau, 2002; Otterbein et al., 2003). Réciproquement, I’expression d’HO-1
induit la production d’IL-10 (Drechsler ef al., 2006; Otterbein et al., 2000). Dans notre étude,
nous montrons que I’'IL-10 est capable d’induire I’HO-1 tandis que I’induction d’HO-1 se
traduit par une inhibition de la sécrétion de I’IL-12p70 et un maintien de la production d’IL-
10. Nous travaillons actuellement a déterminer 1’organisation de la relation IL-10/HO-1 chez

les DC.

Un nombre croissant d’étude montre I’implication de I’enzyme HO-1 dans la
résistance tumorale. Cette enzyme peut étre surexprimée par exemple dans les cancers du rein
(Goodman et al., 1997) ou de la prostate (Maines et Abrahamsson, 1996). Les propriétés anti-
apoptotiques de ’HO-1 favorisent alors la croissance tumorale et la résistance des cellules

cancéreuses aux traitements chimio ou radiothérapeutiques. En outre, ’HO-1 serait impliquée
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dans les phénoménes d’angiogénése, assurant la vascularisation de la tumeur (Fang et al.,
2004). L’expression de I’HO-1 par les macrophages a proximité des tumeurs peut étre
corrélée avec ’angiogénese (Nishie ef al., 1999). Par contre, il n’existe aucune donnée
concernant I’expression de I’HO-1 par les DC présentes au niveau des sites tumoraux. Cette
perspective, qui pourrait représenter un nouveau mécanisme d’échappement tumoral,

mériterait donc d’étre investiguée.

Si les résultats cliniques des premiers essais de vaccination par DC ont été décevants,
des points positifs peuvent étre néanmoins relevés. L’induction de réponses immunes est
observée chez plus de la moitié des patients traités. Les réponses objectives ne concernent que
10% des patients, mais ce chiffre reste supérieur aux autres stratégies de vaccination

(Rosenberg et al., 2004).

Objectivement, les applications de la vaccination par DC semble étre 1’élimination des
cellules tumorales résiduelles plutét que 1’élimination d’une tumeur établie. Les propriétés
immunomodulatrices des tumeurs sont connues aujourd’hui. Elle motivent la combinaison de
la vaccination avec les thérapies conventionnelles (chimio ou la radiothérapie) ou avec des
thérapies plus novatrices (€limination de Treg, blocage de la molécule CTLA-4). En outre,
d’autres opportunités restent a explorer comme 1’activation des DC in vivo ou I’injection de
DC capables d’activer diverses populations leucocytaires (lymphocytes, NK). Les
connaissances concernant les DC ont aussi beaucoup évolué depuis les premicres
vaccinations. La production de ces cellules, selon des conditions standardisées, de grade
clinique peut se révéler trés complexe. Elle nécessite aujourd’hui un important travail de
transfert des protocoles établis en recherche, aux contraintes de production pour un usage

thérapeutique.

Dernierement, des résultats tout a fait remarquables ont été rapportés dans un essai de
vaccination par DC chez des patients atteints de mélanome (Dillman et al., 2006). Sur 21
patients vaccinés, 18 sont encore en vie sans progression tumorale, plus de 2 ans apres la
derniére injection. Cet essai est encore en cours et trés peu d’informations sont données sur le
protocole de vaccination. Il faut donc en attendre les résultats définitifs. Néanmoins, il justifie

I’intérét porté aux DC et préfigure peut-€tre I’immunothérapie anti-tumorale a venir.
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Production de cellules dendritiques pour une immunothérapie anti-

tumorale

Résumé:

L'identification d'antigénes tumoraux reconnus par les lymphocytes T permet d'envisager
I'immunothérapie des cancers. Les cellules dendritiques (DC), capables de présenter les
antigeénes et d'initier des réponses immunes, sont aujourd’hui largement utilisées dans les
approches d’immunothérapie active. Les premiers essais chez I'homme montrent néanmoins
la nécessité¢ d'améliorer la méthodologie de production ex vivo des DC. Une raison de
’efficacité relative des vaccinations consiste dans la variabilité d’obtention des populations de
DC, consécutive aux conditions de génération. Ainsi, une connaissance approfondie de la
biologie des DC, associée a leur modalité¢ de production est devenue primordiale. Ce travail a
pour objectif de développer les conditions de culture favorables a I'obtention des DC et a en
déterminer les conséquences sur leur activation. Il est a 1'origine de deux protocoles cliniques

d’immunothérapie dans la leucémie aigu€ myéloblastique et le carcinome hépatocellulaire.

Mots clés: cellules dendritiques, immunothérapie, leucémie aigue my¢loblastique, carcinome

hepatocellulaire.

Dendritic cell production for antitumoral immunotherapy

Abstract:

Identification of tumour antigens recognized by cytotoxic T lymphocytes enables the
development of cancer immunotherapy. Dendritic cells (DC) are professional antigen
presenting cells that elicit T-cell responses. They are nowadays largely used in active
immunotherapy strategy. However, first clinical trials highlight the need to improve ex vivo
DC generation. Large DC population variability can be observed according to production
mode. Thus, DC biology and production mode must be thoroughly understood. The aim of
this study is to elaborate favourable culture conditions for DC generation and to determine the
impact on DC activation. Two clinical vaccination protocols in acute myeloid leukaemia and

hepatocellular carcinoma were developed from this work.

Key words: denritic cells, immunotherapy, acute myeloid leukaemia, hepatocellular

carcinoma.
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