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INTRODUCTION

L’immunité chez un étre vivant est un important systéme de défense qui, dans I’organisme,
met en jeu différents moyens, qu’ils soient mécaniques, biochimiques ou cellulaires, afin de contrer
I’action de tout corps étranger pouvant, a plus ou moins long terme, se révéler néfaste.

L’étude approfondie de cette immunité a abouti a la découverte en 1973 par Ralph Steinman
et Zanvil Cohn d’une nouvelle population cellulaire dans les tissus lymphoides secondaires de la
souris. Leur caractére morphologique le plus frappant étant la présence de nombreux prolongements
cellulaires de taille variable, elles ont été dénommées cellules dendritiques (CDs). Plusieurs
expériences in vitro leur ont permis de révéler leur capacité a adhérer au verre et au plastique mais
aussi leurs propriétés fonctionnelles différentes de celles des lymphocytes, des macrophages et des
cellules réticulées non phagocytaires (1).

Pendant plusieurs années, la majorité des travaux va étre réalisée par cette méme €quipe.
Ainsi, ils ont mis en évidence leur turn-over rapide et leur réponse a I’administration d’un antigéne
(Ag) (2). Par la suite, ils ont élaboré une technique de purification de ces cellules basée sur leur
propriété d’adhérence transitoire au plastique (3). Plus tard, ils ont mis en évidence leur capacité a
stimuler les lymphocytes T (LT) dans les réactions lymphocytaires mixtes (4) et les autres réponses
immunes.

Parallélement, 1’évolution des connaissances concernant la physiopathologie des cellules
cancéreuses et 1’observation de régressions spontanées dans le cas de différents types de cancers
humains ont abouti a I’hypothése puis a la confirmation d’une interaction du systéme immunitaire
avec des déterminants antigéniques tumoraux. Sur ces constatations s’est fondée
I’immunothérapie anticancéreuse, c’est a dire I'utilisation des facteurs de I’'immunité comme
thérapeutique anticancéreuse.

Connaissant la place importante qu’occupent les CDs dans I’immunité cellulaire, il nous a
paru opportun, a travers cette étude bibliographique, de faire le point sur leur utilisation en
immunothérapie anticancéreuse. Dans ce but, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a
la cellule dendritique et a ses caractéristiques in vivo. Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé
un bilan des techniques expérimentales utilisant les CDs comme thérapeutique anticancéreuse et ce
afin d’en dégager, d’une part les avantages et les inconvénients, d’autre part les perspectives
d’avenir d’une telle thérapeutique.
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I. Définition

1. Les cellules dendritiques, des cellules présentatrices d’antigene

Lors d’une réponse immune a un antigéne, deux systémes se mettent en place et cooperent, un
systtme cellulaire mettant en jeu des cellules comme les lymphocytes et les
monocytes/macrophages, et un systtme humoral dont 1’agent effecteur est représenté par des
immunoglobulines appelées anticorps (Ac).

Au cours de la réponse cellulaire, des lymphocytes T spécifiques vont reconnaitre 1’Ag, étre
alors stimulés et proliférer d’une part en cellules effectrices, d’autre part en cellules mémoires.
Parmi les premieres, les lymphocytes T4 (LT4) (exprimant la molécule CD4 sur leur membrane)
participent a la stimulation des lymphocytes B (LB) permettant ainsi la production d’Acs
spécifiques, mais aussi a la stimulation des lymphocytes T8 (LTS8) (exprimant la molécule CD8 sur
leur membrane) activés alors en cellules cytotoxiques, ou encore a 1’activation des macrophages.

Contrairement aux LB, les LT ne reconnaissent pas I’Ag sous sa forme native. En effet, cette
reconnaissance ne peut se faire et aboutir a I’activation du LT que si I’Ag est présenté par une autre
cellule sous forme de fragment antigénique de nature polypeptidique, appelé épitope T, associé aux
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I pour les LT8 et de classe II
pour les LT4. Alors que les molécules de classe I sont exprimées a la surface de la plupart des types
de cellule, les molécules de classe II sont essentiellement exprimées a la surface des cellules
présentatrices d’Ag (CPAgs).

Apres les monocytes, les macrophages (5) et les LB (6), les CDs ont été définies comme le
troisieme type de CPAgs (7). Plus tard, de nombreuses expériences ont prouvé que les CDs ont une
capacité de présentation de I’Ag aux LT naifs bien supérieure a celle des autres CPAgs (8) (9). Elles
seraient 1000 fois plus efficaces que les LB et 100 fois plus que les macrophages lors d’une
activation primaire des LT4 in vivo (10). Ces constatations les ont fait définir comme CPAgs
professionnelles ayant un role primordial dans I’initiation voire le maintien de toute réponse
immune.

15



2. Les cellules dendritiques, critéres de définition

Sous la dénomination de CD sont regroupées de nombreuses cellules possédant certaines
caractéristiques communes que 1’on peut retrouver dans :

-leur origine : le schéma ontogénique actuel leur confére une origine myéloide ou lymphoide.

-leur morphologie: comme 1’indique leur appellation, elles possédent de nombreux
prolongements cytoplasmiques de taille variable. D’aprés ce critére et leur localisation, elles seront
appelées cellules interdigitées dans les ganglions, cellules réticulées dans le thymus et cellules
voilées dans le sang ou la lymphe.

-leur phénotype: elles expriment fortement sur leur membrane les molécules du CMH,
certaines molécules d’adhérence et de costimulation que nous étudierons ultérieurement.

-leur fonction: ce sont des CPAgs tres efficaces dans la stimulation des LT donc responsables
de I’initiation des réponses immunes primaires.

II. De Porigine a la distribution tissulaire

1. Ontogénie

1.1 Mise en place d’un schéma ontogénique

C’est par irradiation de souris suivie d’une greffe de moelle osseuse que 1’origine
HEMATOPOIETIQUE des CDs de la rate a ét¢ démontrée (2). Plus précisément, Steinman a
avancé que les précurseurs se trouvaient a la fois dans la moelle osseuse et dans la pulpe rouge de la
rate mais que la premicre était une source bien plus riche.

Par la suite et de fagon identique, cette origine a été confirmée pour les CDs de la peau (11),
du thymus (12) et de I’intestin (13).
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Plus tard, lors du 28¢me forum en immunologie en 1989, grace a des cultures in vitro de
moelle osseuse de souris, le nombre des précurseurs parmi les cellules de la moelle fut estimé entre
1/10 000 et 1/20 000. II a été établi aussi que ces précurseurs étaient dépourvus de molécules du
CMH II et d’autres Ags des CDs.

A Torigine, les CDs ont été considérées comme d’origine MYELOIDE et strictement liées
aux monocytes, aux macrophages et aux granulocytes.

Cependant, au cours des années, des études plus précises concernant les CDs de diverses
localisations (comme le sang périphérique, la peau et les organes lymphoides), ont mis en évidence
chez ces cellules hématopoiétiques une grande diversité phénotypique et fonctionnelle remettant en
question cette origine my¢loide unique (14).

En effet, chez la souris, les CDs du thymus semblaient provenir d’un progéniteur
hématopoiétique a potentiel LYMPHOIDE alors que celles de la rate provenaient de précurseurs
my¢loides.

Ainsi un schéma ontogénique plus précis a pu étre établi a travers I’étude des CDs du thymus
et de la moelle osseuse. Une cellule souche primitive hématopoiétique commune (HSC) a été
caractérisée par le marqueur cellulaire Lin. Elle est a I’origine :

- dans le thymus, de précurseurs lymphoides précoces caractérisés par une faible expression

des marqueurs CD4 (low CD4) et Thy-1, et une forte expression de ceux c-kit et sca-1 (15). IIs sont
a lorigine de la production de cellules T, de cellules B, de cellules NK (Natural Killer) et de CDs
(16), mais ne possedent pas de potentiel de différentiation myéloide et érythroide.
Plus précisément, 1’étude des populations descendant de ce précurseur intra-thymique « low CD4 »
a permis de distinguer une population TN (triple négative CD3-, CD4-, CD8-) précoce, appelée
population pro-cellules T, capable de donner des CDs et possédant encore le récepteur a cellules T
(TCR) au stade germinal, et une population TN plus tardive appelée population pré-cellules T ne
pouvant produire plus que des cellules T et ayant des génes TCR réarrangés (17) (18).

- dans la moelle osseuse :

— de progéniteurs lymphoides (CLPs) Lin- IL-7Ra+ exprimant faiblement c-kit et sca-1, a
I’origine de la production de toutes les cellules lymphoides et de quelques CDs (19) ;

— de progéniteurs myéloides (CMPs) Lin- IL-7Ra- c-kit+ CD34+ exprimant faiblement le

récepteur IcyR et a I’origine des précurseurs donnant les érythrocytes et les mégacaryocytes, de
ceux donnant les granulocytes et les macrophages (20) et enfin, de CDs (21).
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Enfin, la découverte du marqueur CD8a sur certaines CDs de souris a permis de renforcer le
schéma ontogénique précédent.

En effet, les précurseurs intra-thymiques donnent seulement des CDs CD8a+ alors que ceux
de la moelle osseuse donnent dans la rate a la fois des CDs CD8a+ et des CDs CD8a- (17). 1l
semble donc que le marqueur CD8a trouvé chez les CDs de souris révéle une lignée lymphoide.

De plus, les souches CD8a+ et CD8a- placées en culture courte in vitro n’ont pu se
différentier respectivement ni en I’une ni en I’autre souche. Elles représentent donc deux souches de
CDs issues de deux lignées distinctes plutdt que deux stades de développement différents d’une
méme lignée.

Chez I’Homme, I’équivalent des CMPs n’a pas encore été décrit mais des progéniteurs
similaires aux CLPs murins ont été¢ identifiés.

Quoiqu’il en soit I'origine myéloide des CDs n’est pas remise en cause car elles peuvent
croitre a partir de progéniteurs hématopoiétiques a potentiel de différentiation myéloide et qu’elles
peuvent étre produites a partir de monocytes, cellules myéloides typiques.

Il est aussi possible de produire en culture des colonies pures de CDs a partir de la moelle
osseuse en présence de GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor), de TNF-a
(Tumor Necrosis Factor) et de facteur de cellule souche (SCF). Ces CDs sont distinctes de celles
my¢loides mixtes indiquant qu’avec les cellules myéloides elles peuvent avoir des précurseurs
clonogéniques distincts a certains points de leur développement (22).

L’étude de la production des cellules de Langerhans (CLs), CDs de la peau découvertes en
1868 par Paul Langerhans, indique aussi I’existence d’options développementales précoces dans la
lignée des CDs. Grace a I’analyse de la différentiation in vitro de progéniteurs CD34+ issus de la
moelle osseuse et mis en culture, il est possible de reconnaitre 1’existence de précurseurs différents
des CLs distinguables par leur phénotype et leur besoin en TGF- (Tumor Growth Factor).

Parmi les cellules CD34+, I’expression de faible niveau de la chaine IL-3Ra ou I’expression
de ’Ag cutané associ¢ aux lymphocytes (CLA) définit les progéniteurs capables de donner
naissance a des CLs apres culture avec du GM-CSF et du TNF-a.

18



Deux voies de développement ont été identifiées pour la production de CLs (Cellules de
Langerhans) et de CDs a partir des progéniteurs CD34+ (23):

GM;CSF CELLULES DE
TNF-q LANGERHANS
) CD14- CDla+ CD83+ CD86+
CD14+
g MACROPHAGES
PROGENITEUR
CD14+ CDla- CD83- CD86-
CD34+ M-CSF

@ GM-CSF

\ +
TNF-o. CELLULES

CDlat DENDRITIQUES

CD14- CDla+ CD83+ CD86+

Schéma 1. Différentes voies de production de cellules dendritiques a partir des progéniteurs
CD34+ de la moelle osseuse.
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D’un autre co6té, des relations entre les CDs et des progéniteurs lymphoides ont été mises en
¢vidence. Des progéniteurs hématopoiétiques exprimant CD45RA+ montrent une plus grande
aptitude a se différentier en lymphocytes (LT, LB et cellules NK) que la population de cellules
souches hématopoiétiques (HSCs) (24) (25). De plus, ils semblent étre plus liés aux CLs que la
plupart des autres progéniteurs car ils contiennent les cellules CLA+, précurseurs des CLs (26).

Plus précisément, dans la moelle osseuse, les progéniteurs CD34+ CD45RA+ sont distincts
des cellules souches hématopoiétiques phénotypiquement et fonctionnellement car ils produisent
des lymphocytes et des cellules myéloides (granulocytes et monocytes) mais sont dépourvus de
progéniteurs érythroides indiquant la perte de certaines options développementales par rapport aux
HSCs.

Cette population de cellules CD34+ CD45RA+ contient un progéniteur lymphoide commun
CD10+ (CLP) qui représente approximativement 5% des progéniteurs de la moelle osseuse adulte.
Son potentiel de différentiation est limité a la production de lymphocytes et de CDs puisqu’il ne
peut pas produire de cellules myéloides, d’érythrocytes, de mastocytes et de plaquettes malgré une
stimulation avec de multiples facteurs de croissance (27).

La capacit¢ de ces CLPs a produire des cellules T rapidement et leur potentiel de
différentiation en LT et CDs suggerent que de telles cellules pourraient partir de la moelle osseuse
pour coloniser le thymus (16) (28).

En effet, des cellules CD34+ Lin — CD10+ ont été identifiées dans le thymus humain et
peuvent étre isolées du sang circulant pour produire des CDs in vitro.

Il n’est pas encore clair si ces CLPs sont capables de donner naissance a tous les types de CDs
thymiques ce qui inclut les CDs interdigitées et les CDs plasmacytoides (29).

En résumé, a ce jour, la complexité a définir un schéma ontogénique précis chez les
différentes espéces réside dans 1’existence d’une grande diversité phénotypique et histologique de
CDs.

Il semble pourtant que le schéma classique actuel assure I’existence d’une cellule souche
hématopoiétique unique a 1’origine de deux lignées distinctes de développement cellulaire, une
myéloide et une lymphoide, durant lesquelles, sous certaines conditions, différentes cellules ont la
capacité d’acquérir le phénotype et la fonction des CDs.
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1.2 Développement hématopoiétique des CDs et signaux de régulation

En cherchant & comprendre les mécanismes décisionnels a I’origine de [’orientation
développementale des cellules hématopoictiques, I’étude de souris mutantes a permis, des 1994, de
révéler le role essentiel de la famille des génes IKAROS dans 1’ontogénie des CDs.

En effet, des souris homozygotes négatives pour un allele IKAROS ont montré une absence
de développement des cellules lymphoides B et NK, des altérations spécifiques dans le
développement des cellules T et une forte réduction du nombre de CDs dans les organes
lymphoides et ce, malgré une abondance de monocytes et de CLs (30).

Ce premier résultat a permis de confirmer I’existence de plusieurs voies de développement
des CDs dans lesquelles la famille IKAROS serait impliquée différemment.

Chez la souris, cette famille génique est exprimée abondamment dans les tissus lymphoides et
semble coder pour des protéines « Kruppel-like zinc finger DNA-binding ».

Des séquences se liant a IKAROS ont ensuite été identifiées dans de nombreux génes,
associés aux cellules T et B, tels les promoteurs et stimulateurs des genes CD3y, 0 et €, les geénes
TCRa et B, les sites NFkB de IL-2Ra, les génes de I’interféron et du CMH I1. (31) (32) (33).

Chez I’Homme, une famille génique homologue a aussi été identifiée et étudiée (33) et
I’ARNm (Acide RiboNucléique messager) codant pour ces protéines a été détecté dans les cellules
CD34+ humaines (34).

Pour mettre en évidence leur mode d’action, on a utilisé des protéines murines dominantes
négatives pour interférer avec la fonction normale des protéines IKAROS dans les cellules
humaines.

Ainsi, la présence de la protéine 1K 7, issue de la délétion génique des exons 3 et 4, provoque
une forte réduction de la capacité a se lier a ’ADN (Acide DesoxyriboNucléique) des
hétérocomplexes formés entre IK7 et les autres membres des protéines IKAROS (35).

Par contre, les effets d’IK7 différent avec les conditions de développement. Lorsque des
cellules hématopoiétiques humaines exprimant IK7 sont cultivées en milieu favorisant le
développement des progéniteurs lymphoides en CDs mais pas celui des monocytes en CDs, la
production de ces CDs lymphoides est sévérement bloquée alors que celle des
macrophages/monocytes non. Au contraire, lorsque les progéniteurs exprimant IK7 sont cultivés
dans un milieu favorisant le développement des monocytes en CDs, des CDs ont bien été produites
(36).
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Un des mécanismes moléculaires expliquant [’action des protéines IKAROS sur le
développement de ces progéniteurs serait la régulation de la production de I’ARNm codant pour le
récepteur FIt-3. La protéine IK7 serait donc a I’origine d’une baisse de production de ce récepteur
tyrosine kinase qui, une fois activé par son ligand et en synergie avec d’autres cytokines, a un effet
prolifératif primordial sur ces progéniteurs.

D’autres études expérimentales réalisées chez des souris mutantes ont permis de révéler le
role essentiel de la famille des facteurs de transcription NFkB/Rel dans le développement des
CDs.

Ainsi, la protéine RelB a été mise en évidence dans les tissus lymphoides et semble fortement
exprimée dans le noyau des CDs interdigitées. Une augmentation de I’expression de la protéine et
de sa translocation du cytoplasme au noyau est liée a I’activation, la maturation et le
fonctionnement des CDs (37).

Les souris déficientes en protéine RelB sont dépourvues de CDs thymiques et ont une
immunité cellulaire déficiente. Plus précisément, chez ces souris, il semble que la classe des CDs
spléniques CD8a- dites myéloides soit sévérement réduite alors que celle des CDs CD8a+ dites
lymphoides ne soit pas affectée (38).

Enfin, il est a signaler que les CLs de la peau sont présentes a la fois chez les souris
déficientes en Relb et chez celles déficientes en IKAROS.

Concernant le facteur de transcription PU.1 exprimé dans les cellules hématopoiétiques, il
semble pouvoir réguler ’expression de plusieurs geénes myéloides et lymphoides et est
indispensable au développement des cellules lymphoides B et des macrophages.

L’étude de souris mutantes pour ce facteur PU.1 a abouti a ’absence dans le thymus feetal et
néonatal de macrophages mais aussi de CDs. Plus précisément, les CDs lymphoides CD8a+ DEC-
205+ ont été détectées alors que celles myéloides CD8a- DEC-205- non (39).

En résumé, la production de chaque lignée sanguine implique la différentiation progressive de
cellules souches hématopoiétiques en cellules intermédiaires de plus en plus spécialisées.

Un des stades intermédiaires du développement des CDs a partir d’une cellule souche
hématopoiétique commune (HSC) est représent¢ par une spécification progressive en
progéniteurs lymphoides, dits plasmacytoides chez ’Homme, ou en progéniteurs myéloides.
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Le role essentiel de certains facteurs de transcription, tels les protéines IKAROS, RelB et
PU.1, est aujourd’hui évident mais il reste a en définir plus précisément les mécanismes
moléculaires.

L’intérét d’une telle hétérogénéité dans le développement des CDs doit se trouver dans
I’obtention de lignées distinctes aux fonctions spécifiques et non redondantes.

Il est possible au contraire qu’elles permettent une formation redondante de ces cellules
immunes primordiales ou encore qu’elles représentent des mécanismes de régulation versatiles.

2. Renouvellement

L’apparition de CDs différenciées exprimant les molécules du CMH de classe II est tardive au
cours du développement. En effet, la densit¢ de CDs différenciées trouvée chez I’adulte n’est
atteinte chez la souris qu’a partir de 1’age de trois semaines dans les noeuds lymphatiques et quatre
semaines dans la rate alors que les nouveaux-nés possédent déja des macrophages typiques (2). Ce
phénomene pourrait en partie expliquer I’immaturité du systéme immunitaire des nouveau-nés.

Les premicres expériences de culture de précurseurs dendritiques en présence de GM-CSF ont
montré que les CDs ont une importante capacité de prolifération.

Pour calculer le taux de renouvellement d’un type cellulaire, il faut connaitre les flux
d’entrée et de sortie des cellules dans 1’organe, la multiplication cellulaire locale et enfin, la mort
cellulaire ou la transformation en un autre type cellulaire.

La mesure de ce taux de renouvellement a été réalisé grace a diverses techniques dont la plus
employée est I’incorporation de thymidine tritiée a ’ADN en division permettant a la fois de
connaitre le pourcentage de cellules en division a un instant donné ainsi que la proportion de
cellules renouvelées par unité de temps, a partir de cellules en division.

D’autres techniques, comme la mesure du chimérisme (cinétique de recolonisation d’un tissu
par les cellules d’un donneur apres irradiation 1étale et greffe de moelle osseuse allogénique ou
congénique), ont abouti a des résultats contradictoires dus a I’existence d’artefacts importants
(nécessité d’un temps de colonisation de la moelle osseuse par les cellules transplantées, influence
négative des irradiations sur les processus de régulation du renouvellement cellulaire).

Quoi qu’il en soit, malgré quelques différences dues aux différentes espéces ou tissus étudiés,
la majorité des études montre que le taux de renouvellement des CDs est rapide. En effet, le
temps de renouvellement du pool de CDs spléniques est de 8 a 11 jours (2), des noeuds
lymphatiques mésentériques de 3 jours (40), de la lymphe périphérique de 3 a 10 jours (41). Ceci
les distingue des macrophages spléniques qui, chez les mémes animaux ont un turn-over 4 fois plus
lent que celui des CDs (2).
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D’autres observations, comme ’absence de figures mitotiques parmi les CDs de la lymphe ou
I’absence de détection de CDs marquées dans la lymphe périphérique et la lamina propria apres
injection IV de thymidine tritiée, ont abouti a la conclusion que les CDs périphériques sont des
cellules différenciées qui ne se divisent pas a I’exception des cellules de Langerhans (CLs)
épidermiques qui se divisent dans 1’épiderme et dont nous parlerons ultérieurement.

Cette derniére constatation expliquerait un renouvellement des CLs de plusieurs semaines
avec 60 a 80% de CLs épidermiques remplacées par des précurseurs de la moelle osseuse en 2
semaines mais persistance de 20% apres 5 a 8 mois (42).

Le mécanisme responsable du renouvellement des CDs a longtemps posé probleme. Les
premiéres hypothéses (2) envisageaient soit une durée de vie courte, soit une migration de la rate
vers d’autres sites, ou encore une transformation en un autre type cellulaire et enfin, des propriétés
acquises nouvellement empéchant leur reconnaissance. Enfin, I’explication la plus probable qui a
¢té retenue est la formation d’agrégats entre les CDs et les lymphocytes de la rate diminuant ainsi
leur capacité a adhérer au verre.

Plus tard, des études ont tenté de trouver la cause de la mort des CDs survenant apres
quelques jours dans le paracortex des noeuds lymphatiques. Malgré le large flux de CDs dans ces
organes, 1.10 ° cellules par heure dans le noeud lymphatique mésentérique de rat (42) et 2.10 ° dans
le noeud lymphatique poplité de lapin (43), il y a seulement quelques signes de leur mort cellulaire
dans le paracortex.

Une premiere théorie avangait que les cellules interdigitées se transformaient petit a petit en
macrophages et ensuite, migraient dans la medulla. Cette hypothése a été appuyée par 1’observation
de cellules a apparence intermédiaire (cellules lipid-laden) dans le paracortex des noeuds
lymphatiques de rat (44).

Une deuxieme théorie, qui aujourd’hui est la seule retenue, avangait que les CDs ayant
interagi avec des Ags étaient la cible des cellules NK, véritables nettoyeurs, agissant au niveau du
paracortex des noeuds lymphatiques et signifiant ainsi un véritable autocontréle négatif des
réponses immunes a LT.

3. Migration

Concernant les CDs, trois étapes de développement ont été décrites : les précurseurs des CDs
circulant dans le sang, les CDs immatures résidant dans les tissus périphériques et les CDs matures
localisées dans les tissus lymphoides secondaires.

Lors de conditions normales, le nombre de CDs recrutées a partir du sang vers les tissus
périphériques et des tissus vers les organes lymphoides secondaires est probablement faible. Lors
d’un phénomeéne inflammatoire, ce nombre est considérablement augmenté. /n vivo, le phénomeéne
migratoire des CDs a d’abord été observé lors de phénomenes allergiques et de greffes de tissus
(45) (46).

24



De récentes études sur les molécules et les facteurs chimiotactiques ont permis d’éclairer la
complexité des mécanismes régissant la migration des CDs a travers les tissus.

3.1 De l1a moelle osseuse au sang et aux tissus périphériques

A Texception des CDs folliculaires localisées exclusivement dans les follicules (voir
ultérieurement) et qui ne semblent pas migrer, tous les types de CDs connus dérivent de la moelle
osseuse (45). Par contre, les mécanismes controlant la production des progéniteurs et leur libération
dans le courant sanguin sont encore mal connus.

On ne sait pas non plus si ces contrdles sont autonomes, exclusifs a la moelle osseuse ou
dépendants, sous I’influence de facteurs paracrines exogénes, ou encore, affectés par les stimuli de
I’environnement externe.

Ce que I’on sait est que, méme si les CDs circulant dans le sang sont rares (moins de 1%) (8),
permettant un trafic incessant entre le sang, la lymphe et les tissus, un approvisionnement constant
est assuré par la moelle osseuse.

De plus, la plus abondante source potentielle de précurseurs sanguins de CDs dérivés de la
moelle osseuse est représentée in vivo par les monocytes sanguins. Ils sont regroupés dans le pool
sanguin marginal constitué¢ par les micro vaisseaux du foie et de la rate ou le sang coule lentement.

L’autre source de précurseurs sanguins est constituée par les cellules plasmacytoides qui,
apres mise en culture avec le ligand CD40 et I’interleukine 3 (IL-3) (47), se transforment en CDs
lymphoides de type 2, c'est-a-dire dirigeant les réponses a cellules T vers un type 2 « T helper ».

D’un autre coté, de nombreuses expériences sur I’expression de molécules d’adhérence,
gouvernant la liaison aux cellules endothéliales et a la matrice extracellulaire, par différents types
de CDs ont permis de mettre en évidence leur role primordial dans le positionnement et la migration
des CDs.

Ainsi, les CDs issues des monocytes et les CDs CD34+ différenciées expriment in vitro les 2
intégrines LFA-1, Mac-1, p150, 95, et les B1 intégrines VLA-4 et VLA-5, deux familles inhibant la
liaison des CDs aux cellules endothéliales dans les expériences d’adhérence (48).

De méme, les CLs expriment des Bl intégrines et le E-cadherine qui joue un role dans la
localisation épidermique des CLs et qui, sous-exprimée par divers stimuli (IL-1, TNF, LPS:
LipoPolySaccharides), permet le départ des CLs de la peau (49).

Enfin, les CDs migrent a travers une monocouche de cellules endothéliales cultivées sur des
filtres poreux en polycarbonate grace a I’expression de la molécule d’adhérence PECAM-1 alors
que I’anticorps monoclonal anti-PECAM-1 inhibe cette migration (50).

De plus, il a été¢ mis en évidence que le nombre de CDs migrant a travers cette monocouche
de cellules endothéliales est multiplié par 2 a 3 fois sous ’influence de différentes chimiokines
telles MIP-1a, MIP-18, RANTES et SDF-1 (48) (50).
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Enfin, d’autres expériences ont permis de mimer la migration baso-apicale des CDs au niveau
des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Elles ont révélé que 20% des cellules adhérentes pouvaient
traverser la matrice extracellulaire et les cellules endothéliales.

3.2 Recrutement puis positionnement dans les tissus périphériques non
lymphoides

Le recrutement puis le positionnement des CDs dans les tissus périphériques non lymphoides
est conditionné par l’interaction entre des récepteurs membranaires exprimés par les CDs et la
présence dans le milieu de chimiokines.

Dans un systéme physiologique normal, le recrutement des CDs vers les tissus

périphériques sains est encore mal expliqué mais une des hypothéses la plus probable est que les
chimiokines attractives peuvent étre produites a de faibles niveaux dans les tissus sains.
En effet, des expériences ont mis en évidence la production par les kératinocytes et les autres
épithélia de la protéine inflammatoire MIP-3a. Or, les précurseurs CD14- CDla+, issus des
progéniteurs CD34+ et a 1’origine des CLs, expriment de fagon dominante le récepteur CCR6
spécifique de cette chimiokine (51).

Lors d’inflammation ou d’infection dans I’organisme, la production des chimiokines est
fortement augmentée ainsi que I’expression des récepteurs membranaires correspondants sur les
CDs immatures.

Ainsi, des expériences in vitro utilisant des CDs immatures, générées a partir de monocytes et
mises en culture sous facteurs inflammatoires, ont révélé I’expression sur ces CDs de récepteurs tels
CCR6, CCR4, CCRS5 et CXCRA4, respectivement récepteurs des chimiokines MIP-3a, MDC, MIP-
la, MIP-1B, RANTES, MCP-2 et SDF-1 (52).

De méme, la purification puis I’é¢tude par PCR (Polymerase Chain Reaction) de CDs
circulantes a mis en évidence 1’expression par celles-ci des récepteurs CCR1, CCR2, CCR3, CCRS5
et CXCR4.

Enfin, il est intéressant de souligner que CCRS et CXCR4, exprimés sur les CDs immatures,
sont des récepteurs pour R5 et X4, extensions du virus VIH (Virus de I’'Immunodéficience
Humaine) (53) (54). On comprend alors que, par leur positionnement de sentinelles dans les tissus
périphériques et leur capacité a migrer, les CDs sont des facteurs influents de la dissémination du
VIH dans I’organisme.
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3.3 Migration vers les tissus lymphoides

I1 est aujourd’hui acquis que les CDs immatures sont mobilisées vers les sites périphériques
en réponse a une inflammation ou une infection, puis qu’elles migrent via la lymphe ou le sang vers
les tissus lymphoides secondaires. Or, c’est au cours de cet événement que va se dérouler la
maturation de ces cellules.

Ce phénomeéne a d’abord surtout été étudi¢ chez les CLs de 1’épiderme. Plusieurs
observations ont été retenues :

1- la présence de CDs avec des granules de Birbeck dans la lymphe afférente et les ganglions
drainant la peau (55)

2- lors d’une greffe de peau, les CLs migrent de I’épiderme vers le derme puis quittent la peau (56)

3- un allergeéne appliqué sur la peau est capté par les CLs et se retrouve quelques heures plus tard
dans les cellules interdigitées des ganglions drainants (57).

Le mécanisme moléculaire de cette migration a ensuite été expliqué progressivement a travers
des expériences mettant en jeu diverses cytokines et chimiokines.

Ainsi, ’application d’allergenes sur la peau de rat ou sur des explants de peau humaine
provoque la production locale de plusieurs cytokines pro-inflammatoires, surtout IL-13 et TNF-a
(58). Or, des expériences réalisées sur des animaux déficients en récepteur TNF-R révelent une
absence de migration des CDs (59) alors qu’inversement, I’application cutanée de TNF induit une
migration des CDs des tissus périphériques vers les nceuds lymphatiques (60).

Ainsi, les cytokines TNF-a et IL-1B (produites par les mastocytes) représentent des clefs
indispensables pour la mobilisation des CDs et leur maturation.

De méme, I'utilisation de la cytokine IL-4, qui diminue I’expression du récepteur TNF-R II
chez I’Homme, inhibe cette mobilisation (61). Chez la souris, c’est la cytokine IL-10 qui, en
diminuant a la fois la production de TNF-a et de IL-1B, a le méme effet inhibitoire (62).

De plus, il a été observé in vivo une absence de migration des CDs chez des souris déficientes
en CD40, molécule membranaire indispensable a la maturation et a I’activation des CDs (63).

Enfin, des productions bactériennes exogenes, les lipopolysaccharides (LPS), peuvent aussi
mobiliser les CDs de I’intestin vers la lymphe ainsi que celles interstitielles de tissus comme le
coeur ou les reins (64).
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En fait, lors d’exposition a ces facteurs inflammatoires, bactériens ou au ligand de CD40
(CD40L), il y a une baisse d’expression de certains récepteurs membranaires des CDs (65) (66) (67)
d’ou une inhibition de la réponse aux chimiokines locales MIP-1a, MIP-2a, MIP-3a, RANTES et
MCP-3.

Parallelement, I’expression du récepteur CCR7 des CDs (68) est fortement augmentée. Or,
son ligand spécifique, la chimiokine MIP-3f, est spécialement exprimé dans les zones riches en
cellules T de la rate et des nceuds lymphatiques ou les CDs matures demeurent et se transforment en
CDs interdigitées (69).

L’augmentation de I’expression du récepteur CCR7 chez les CDs en migration vers les
organes lymphoides secondaires est donc un moment crucial pour la bonne localisation de ces
cellules dans les zones T.

Il en est de méme pour la chimiokine SLC exprimée par les cellules du stroma et aussi dans
les veinules endothéliales, véritables portes d’entrée des LT naifs (70).

Dans ce sens, des études effectuées sur des souris déficientes en protéines SLC, MIP-3[3 et
CCR7 ont abouti a une déficience de migration des LT et des CDs vers les organes lymphoides
secondaires (71).

En résumé, la migration des CD des tissus périphériques aux organes lymphoides secondaires
résulte de I’action conjointe de chimiokines et de molécules d’adhérence qui provoque une sorte de
trafic signalétique guidant les CDs a travers les tissus.
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4. Distribution tissulaire des CDs

Les premiéres recherches sur la distribution tissulaire des CDs ont été réalisées chez la souris
et le rat. Les CDs sont présentes dans tous les tissus a I’exception du cerveau. Elles y constituent
des populations minoritaires difficiles a identifier et a purifier. Elles représentent 1% a quelques %
des cellules de I’épiderme cutané, des muqueuses du poumon et de 1’intestin, ainsi que de la plupart
des tissus lymphoides (72) (73) (13).

4.1 CDs des tissus non lymphoides

On trouve des CDs dans tous les épithélia squameux stratifiés (malpighiens) de I’organisme
(épithélia des muqueuses orale, cesophagienne, vaginale, recto-anale et cornéenne). Elles ont
d’abord été observées en 1868 dans 1’épiderme de la peau par Paul Langerhans d’ou leur
dénomination de cellules de Langerhans (CLs) (74). Elles se caractérisent d’un point de vue
ultrastructural par la présence dans leur cytoplasme d’un organite spécifique trilaminaire, le
granule de Birbeck (75).

Photo 1. Granule de Birbeck

Suspension de cellules épidermiques de
chat,

Microscopie électronique a transmission.

Quantitativement, elles représentent 2 a 4% des cellules épithéliales de 1’épiderme ou elles
forment un véritable réseau, dans les couches basales et suprabasales (76) (11), particulierement
visible aprés coloration a I’ATPase (Adénosine TriPhophatase) ou immunomarquage avec un Ac se
fixant sur les molécules du CMH de classe II.
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Chez I’Homme, la densité de ces CLs varie selon la région : de prés de 200/mm? sur les
paumes et les voutes plantaires a 970/mm? sur le visage et le cou.

Ainsi, elles jouent le role de " filtre immunologique" capable de capter tout corps étranger
ou Ag ayant pénétré I’épiderme par exemple. Certains auteurs ont défini ces CLs comme des
"sentinelles'" du systéeme immunitaire (77).

Dans la plupart des organes et tissus comme les poumons (78) (79), le cceur et les reins (80),
et le derme (81), les CDs interstitielles (CDI) représentent comme les CLs un important réservoir
de CDs immatures. Elles différent de ces dernicres par I’absence de granules de Birbeck et par
I’expression non constante des antigénes CD1.

4.2 CDs de la lymphe et du sang

Des CDs, appelées cellules voilées, ont été identifiées dans la lymphe afférente aux ganglions
(82) (43). Elles sont issues des CDs des tissus non lymphoides comme les épithélia et migrent vers
les ganglions drainants.

Dans le sang, les CDs représentent moins de 1% des leucocytes circulants. Leur forme
différenciée n’a ét¢ décrite que chez I’Homme, par contre, des précurseurs dendritiques y ont été
identifiés a la fois chez la souris et chez I’Homme (83) (84). Elles représentent les précurseurs en
transit entre la moelle osseuse, ou se déroule leur production, et les tissus solides ou elles vont, sous
forme de CDs immatures, remplir leur réle de sentinelles.

4.3 CDs des tissus lymphoides

Dans le thymus, les CDs sont localisées essentiellement dans la medulla et a la jonction
cortico-médullaire. Elles y forment une trame de cellules d’ou leur dénomination de cellules
réticulaires. Elles y jouent un réle dans la sélection du répertoire des LT et dans 1’induction de la
tolérance thymique que nous détaillerons ultérieurement.
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Dans la rate, deux souches majeures ont été identifiées chez la souris (85) (86) :

- une souche CDI1c+ CD8a- DEC205- dans la zone marginale entre la pulpe rouge et la
pulpe blanche. Ce sont des CDs immatures (MZDCs) qui sont entrées dans la rate par voie
sanguine apres mobilisation dans les tissus vascularisés.

- Une souche CD11c+ CD8a+ DEC205+ dans les zones centrales a cellules T. Ce sont des
CDs matures (MDCs) qui représentent en partie la souche lymphoide de CDs.

Il semble que les CDs de la zone marginale puissent migrer dans les zones centrales a cellules
T.

Dans les naeuds lymphatiques, trois populations distinctes ont été identifiées chez la souris
(85) (86) :

- une souche majoritaire CD8a- DEC205- CD24- CD11b+ représentée par les CDs étant
entrées récemment dans 1’espace subscapulaire des nceuds lymphatiques a partir de tissus
non lymphoides via la lymphe afférente ;

- une souche CD8ua+ DEC205+ CD24+ CDI11b- dans les zones paracorticales a cellules T.
On les dénomme cellules interdigitées (CDI) ;

- une souche minoritaire CD8a- DEC205+ CD24+ CD11b- et d’origine inconnue.

Dans les plaques de Peyer, chez la souris, on retrouve les mémes souches de CDs que celles
décrites dans la rate et les nceuds lymphatiques (87) (86) :

- une souche correspondant aux CDs de la zone marginal de la rate et située dans le dome
sub-endothélial ;

- une souche correspondant aux CDs interdigitées situées dans les zones centrales a cellules
T.

Chez I’Homme, une souche distincte CD4+ CD11c+ CD3- a été identifiée dans les centres
germinaux des follicules (47) a la fois dans les zones sombres et claires, et ce, dans les nceuds
lymphatiques, la rate et les amygdales. Ces CDs y sont associé¢es aux cellules T et semblent induire
et/ou soutenir la réponse immune a cellules T mémoires. Elles auraient aussi un réle de maintien
dans les réponses secondaires a cellules B T-dépendantes.
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5. Marqueurs phénotypiques des CDs

L’importance du nombre des variations intra- et extracellulaires que subissent les CDs au
cours de leur vie cellulaire, aussi bien au niveau de leur morphologie, de leur fonction, de leur
localisation et de leur phénotype, n’a pas facilité la caractérisation de ces cellules.

A cette grande variabilité phénotypique des CDs chez une méme espéce vient se rajouter la
difficulté de la variabilité¢ d’expression de certains marqueurs entre les especes.

5.1 Variations interspécifiques

Méme si ’identification de cellules similaires aux CLs de la peau humaine et aux CDs de la
rate de souris a été réalisée trés rapidement dans d’autres espéces comme les rats, les cochons, les
lapins et les moutons, 1’étude phénotypique plus approfondie de ces cellules a surtout concerné les
espéces humaine et murine.

Chez la souris, trois anticorps monoclonaux ont permis d’identifier des épitopes spécifiques
des CDs murines.

Le premier, I’Ac 33D1 de rat, se fixe sur une molécule membranaire non identifiée a ce jour
(88).

Le deuxieme, I’Ac NLDC-145, reconnait 1’Ag DEC-205, molécule membranaire de type
récepteur a mannose exprimée par les CDs des zones a LT, par 1’épithélium cortical splénique et
par les macrophages activés (89) (90).

Le troisieme, 1’Ac N418, se fixe sur la molécule membranaire CD11c appartenant a la famille
des P2-intégrines (91) et exprimée fortement sur les CDs de souris. Par contre, il n’est pas
spécifique de ces cellules car il se fixe aussi sur d’autres leucocytes tels les macrophages.

Enfin, on peut citer les Acs OX62 (92) et OX41 (93).
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Chez I’Homme, le phénotype basique de la surface membranaire a identifié les CDs comme
¢tant des leucocytes CD45+ exprimant fortement les molécules du CMH II et non les marqueurs
associés aux autres lignées leucocytaires tels CD3, CD15, CD16, CD56, CD19, CD20 et CD14.

Cette population de leucocytes associée aux CDs a été appelée « lignée négative » (Lin -).

D’autres marqueurs ont ensuite permis d’analyser ces populations Lin -. C’est le cas des 5
molécules de la famille CD1. Ainsi, les CLs expriment CD1a (94) alors que celles dermiques et
migrantes expriment plutét CD1b (95). CD1a, CD1b et CDl1c semblent aussi se situer sur les CDs
interdigitées drainant la peau (96).

Si les CDs sanguines n’expriment pas CDla, elles sont positives pour I’intégrine CDI11c
comme d’autres CDs tissulaires.

Les autres Acs monoclonaux de premiére génération les plus utilisés sont ceux reconnaissant
des antigeénes exprimés sur les CDs activées ou cultivées, CD83, CMRF-44 (97) et CMRF-56 (98).

L’Ac de CD83, HB 15a, marque les CDs cultivées de sang humain, les CLs et certaines CDs
interdigitées dans les noceuds lymphatiques ainsi que les LB activés (99). La molécule membranaire
a longtemps été étudiée car elle joue un role essentiel dans les interactions entre CDs et LT (voir
ultérieurement).

Il est a noter que des marqueurs cytoplasmiques ont aussi été associés aux CDs tels CD68
(100) sur les granules lysosomiaux puis DC-LAMP (101), Ag associé aussi aux lysosomes matures
des CDs.

5.2 Variations intraspécifiques

Dans la moelle osseuse humaine, une sous-population de cellules CD34+ ayant la capacité de
se différentier a la fois suivant une lignée myéloide ou une lymphoide a été identifiée comme
précurseur des CDs (102).

La population prédominante CD34+ CD33+ présente dans la moelle osseuse semble plutdt
étre précurseur pour les CDs my¢loides.

Le précurseur le plus rapidement isolé est CD14-, mais au cours de la culture in vitro un autre,
CD14+, apparait.

Enfin, un précurseur CD34+ différent se différencie indépendamment en CLs CDI1+ Lag+
(103).
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Dans le sang humain, deux sous-classes de CDs sanguines ont été d’abord identifiées : les
CDs CDl11c+ CD123-/low et celles CD11c- CD123+ (104).

Plus précisément, trois sous-populations sanguines ont ¢t¢ mises en €vidence apres analyse de
la population cellulaire Lin- HLA DR+ :

- la sous-population CD11c+ CD123-/low HLA DR++

- la sous-population CD11c- CD123- HLA DR+ qui est aussi CD34+ et représente les
cellules issues de la moelle osseuse

- la sous-population CD11c- CD123+++ HLA DR++.

Plus récemment, la découverte de deux anticorps monoclonaux, BDCA-2 et BDCA-4,
marquant respectivement les sous-populations CD11c- CD123+ et CD11lc+ CD123-, a permis de
différencier ces 2 sous-classes de CDs sanguines (105).

Dans les tissus non lymphoides humains, les CDs dites interstitielles peuvent étre séparées en
deux populations distinctes phénotypiquement.

La premicere est représentée par les CDs des épithélia tels la peau, les tractus respiratoire et
uro-génital. Les plus étudiées ont été les CLs épidermiques marquées CMH II+++ CDla+++ CD14-
. In situ, certaines expriment faiblement les marqueurs CMRF-44, CD83, CD40 et CD86 mais elles
sont toutes CD80-. Elles expriment aussi des molécules d’adhésion comme les B1-intégrines CD44
et CD54. Elles se caractérisent encore par I’expression de la E-cadherine qui joue un role dans leur
adhésion avec les kératinocytes (106), et de la langerine (107), une lectine de type Il responsable de
la formation des granules de Birbeck.

La deuxiéme population correspond a toutes les CDs des tissus non €pithéliaux comme celles
du derme, du cceur, des reins, du foie ou des poumons mais aussi a celles des structures glandulaires
épithéliales profondes. Concernant les CDs dermiques CMH II+ CDlat+ CD36 Lag- (108),
I’absence de granules de Birbeck et donc du marqueur Langerine, a permis de les distinguer des
CLs migrant a travers le derme.
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Dans les tissus lymphoides, les populations de CDs dites interdigitées sont phénotypiquement
complexes a définir avec des variations selon le stade d’activation, la localisation et bien sr les
especes.

Par exemple, dans les amygdales humaines les CDs Lin- des zones lymphoides T sont en
partie CD13- CD33- CMRF44- et CD83- mais une partie CMH II+ est activée et exprime les
marqueurs CMRF44 et CD83.

Une troisieme population a ensuite été découverte dans les centres germinaux exprimant CD4,
CDll1c, CDI11b, CD13, CD33 et CD45 mais pas CD21 ce qui la distingue de celle représentée par
les CDs folliculaires CD21+.

Enfin, plus récemment, une analyse plus poussée, réalisée a la fois sur des cellules isolées et
des coupes a permis de distinguer 5 sous-populations (109):

la sous-population HLA DR++ CD11¢c- CD123+

la sous-population HLA DR+++ CD11c+ CMRF44+++

la sous-population HLA DR++ CD11¢+ CD13+ CMRF44low

la sous-population HLA DR++ CD11¢c- CD123-

la sous-population HLA DR++ CD11c+.

En résumé, la caractérisation phénotypique des CDs se présente donc comme la présence de
nombreux marqueurs antigéniques au niveau cellulaire, s’exprimant ou non a un moment ou dans
un lieu donné car liée au niveau de maturation de la cellule, a sa fonction et a sa localisation.

Malgré les difficultés provoquées par cette grande variabilité d’expression, la connaissance
des marqueurs phénotypiques des CDs est tres utile pour leur identification en histologie ainsi que
pour leur purification.

36




Photo 2. Cellule dendritique
épidermique

Epiderme de chien,

Fixation formol, inclusion en
paraffine,

Marquage Ac BLA 36.

Photo 3. Cellules dendritiques épidermiques

Feuillet d'épiderme de chat,

Marquage CD1a.

37



Photo 4. Cellules dendritiques
périvasculaires

Peau de chien,
Coupe en congélation,

Marquage Ac anti-CMH II.

Photo 5. Cellules dendritiques

Nceud lymphatique de chat,

Fixation formol, inclusion en paraffine,
Zone paracorticale,

Marquage Ac anti-DC Lamp.
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Photo 6. Cellules dendritiques
spléniques

Rate de chien,
Fixation formol, inclusion en paraffine,
Manchon péri-artériolaire,

Marquage Ac anti-DC Lamp.

Photo 7. Cellules
dendritiques

Intestin gréle de
chien,

Fixation formol,
inclusion en
paraffine,

Marquage Ac anti-
BLA 36.
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II1. Propriétés des cellules dendritiques

Peu de temps apres la premicre description des CDs des tissus lymphoides, ces cellules sont
apparues comme ¢étant particulierement efficaces pour stimuler les LT. Ceci a d’abord été observé
dans des réactions lymphocytaires mixtes (4), puis dans des réactions de stimulation lymphocytaire
aun Ag spécifique.

Depuis, cette propriété des CDs a été largement confirmée dans de multiples expériences et
ces cellules sont progressivement apparues comme les meilleures CPAgs, surtout pour la
stimulation des LT naifs (110).

Pendant longtemps, les mécanismes moléculaires expliquant leur supériorité dans la capture
et la présentation de I’Ag ont été ignorés. De plus, il existait une contradiction entre leur fonction
et leur apparente mauvaise capacité a endocytoser des traceurs du milieu extracellulaire (111).
Depuis presque une dizaine d’années, plusieurs expériences ont permis d’expliquer cette
contradiction et de mieux comprendre ces mécanismes moléculaires.

1. Capture et apprétement de I’Ag

Pour remplir son role, une CPAg doit étre capable d’endocytoser puis de fragmenter par
digestion enzymatique les corps étrangers ou les Ags.

1.1 Capture de ’Ag

Cette étape de capture se situe dans les tissus non lymphoides ou les CDs IMMATURES
peuvent internaliser diverses formes d’Ag pour les transformer et les associer aux molécules du
CMH.

Il existe divers procédés :

1- par macropinocytose : la macropinocytose est un processus endocytosique dirigé par 1’actine et
au cours duquel des renflements de la membrane cellulaire fusionnent formant de larges vésicules
(de 0,5 a 3 pm de diametre) contenant de grandes quantités de fluide extracellulaire avec des Ags
solubles (112).

Ce volume considérable peut atteindre la moiti¢ du volume cellulaire de la CD par heure. Ce
phénomene est sous D’influence de diverses cytokines telles les GTPases (Guanosine
TriPhosphatases Cdc42 et Racl (113).
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2- par phagocytose grdace aux Fc-récepteurs FcyR, FceR et FcaR : ces récepteurs sont spécialisés
dans la phagocytose des complexes immuns car ils interagissent avec les immunoglobulines. On
trouve :

— le récepteur FcyRI (CD64) qui est exprimé sur les CDs sanguines (114) et permet d’améliorer
de 100 a 1000 fois la présentation de I’Ag aux cellules T. Il présente une forte affinité pour les IgG
contrairement au récepteur FcyRII (CD32) a affinité modérée et exprimé aussi chez les CLs
fraichement isolées (115);

— les récepteurs FceRI et FceRII (CD23) qui ont quant a eux respectivement une forte et une faible
affinité pour les IgE.

FceRII a été mis en évidence tout d’abord sur les CLs épidermiques (116) puis sur les CDs
sanguines humaines apres action de I’interleukine IL-4 (117). Il jouerait un role majeur dans la
pathogénicité de I’eczéma atopique (118).

FceRlI est exprimé aussi sur les CLs épidermiques et sur les CDs sanguines mais sous sa forme
trimérique (2 chaines y et 1 chaine a) et sous celle tétramérique rencontrée chez les mastocytes et
les basophiles. Il joue un role essentiel dans les réponses allergiques en activant les LT (119). 1l
serait aussi a I’origine de signaux de costimulation favorisant les réponses a cellules T de type Th2 ;

— les récepteurs FcaRs qui sont des récepteurs des IgA et qui jouent donc un rdle important dans
les réponses immunes locales. FcaRI (CD89) a été mis en évidence in situ et in vitro sur les CDs
interstitielles mais pas sur les CLs (120). Il est capable de capturer des complexes immuns formés
avec des IgA a la fois sur des CDs immatures et des CDs matures (121).

3- par phagocytose grace aux récepteurs du complément : le récepteur CR1 (CD35) est un
récepteur multifonctionnel ayant la capacité de se lier, entre autre, a la sous-unité hexamérique Clq
de la protéine du complément C1 (122), favorisant ainsi la phagocytose des complexes immuns. Il
semble que les CDs expriment deux types de récepteurs Clq, g C1qR et ¢ ClgR (calréticuline),
avec une plus forte expression chez les CDs immatures (123).

Enfin, I"opsonisation des cellules apoptotiques avec Clq permettrait d’en faire la cible des
CDs.

Les récepteurs hétérodimeres CR3 (CD11b/CD18) et CR4 (CD11¢/CD18) sont aussi exprimés
par les CDs humaines (124). Ils sont responsables de la capture des cellules apoptotiques
opsonisées par ’immunoglobuline c3b (125). Il est a signaler que I’expression des chaines o
(CDI11b et CDl1Ic) et de la chaine B (CD18) varie selon les sous-classes de CDs. Ainsi, on peut
distinguer les CDs my¢loides CD11c+ et les CDs plasmacytoides CD11c-. Les CLs épidermiques
ainsi que les CDs issues des monocytes sont CD11b+ CD11c+ et CD18+ (126) (127). Enfin, il
semble que I’activation de ces récepteurs par 1’Ig c3b baisse I’expression du CMH II et de CD86 et
augmente celle du récepteur CCR7 (128).
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Schéma 3. Expression et réle de différents récepteurs Fc et du complément sur les cellules
dendritiques humaines.

4- par endocytose grdce aux récepteurs a lectine type C : ce sont des récepteurs qui se lient a une
famille de lectines dépendantes du calcium.

Le récepteur mannose est exprimé sur les CDs humaines immatures dérivées des monocytes
mais pas sur les CLs (129) (130). Il se lie a des ligands contenant du mannose, du fucose ou de la
N-acétylglucosamine, moins bien s’il y a du glucose (131). Ce sont surtout des glycoprotéines ou
des glycolipides.

Le complexe récepteur/ligand est rapidement internalisé dans des endosomes ou le ligand se
dissocie, le récepteur étant alors rapidement recyclé vers la surface cellulaire. Ainsi, en une heure,
moins de 10 ° récepteurs mannose sur la surface des CDs est capable d’internaliser plus de 2.10
molécules ligand (112).

Ce récepteur mannose permet une capture des Ags hautement efficace. Il joue un role
important dans la phagocytose de nombreuses bactéries (mycobactéries, gram+ et gram-) et d’autres
parasites (trypanosoma cruzi) (132)
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Le récepteur DEC-205 est un homologue du récepteur mannose, exprimé a la fois sur les
CDs humaines et celles de souris (89). Son expression sur la surface membranaire des CDs est
diminuée durant la maturation mais pas aussi sévérement que pour le récepteur mannose.

5- par endocytose grace aux récepteurs Scavenger : ces récepteurs forment une famille de protéines
pouvant se lier a des lipoprotéines modifiées (oxydées ou acétylées), des protéines dénaturées ou
chimiquement modifiées, et a des bactéries gram+ non opsonisées (133). Il en existe trois groupes
différents, A, B et C. La plus remarquée dans le groupe B est la protéine CD36 qui, avec I’intégrine
avp5, facilite la capture des corps apoptotiques par les CDs humaines immatures (134) (135).

Il est a noter que, si les macrophages peuvent aussi capturer les corps apoptotiques, ils sont
incapables de stimuler spécifiquement les LT.

1.2 Apprétement et présentation de I’Ag

Comme nous venons de le voir, les CDs sont capables de capturer des bactéries, des virus, des
corps apoptotiques ou des cellules nécrosées, des protéines et des complexes immuns, suivant
divers procédés (phagocytose, endocytose, macropinocytose) utilisant de nombreux récepteurs de
leur membrane cellulaire.

Deux voies de préparation de I’Ag puis de présentation aux cellules T sont alors possibles.
Les Ags exogenes sont transformés puis présentés aux cellules T CD4+ associés aux molécules du
CMH 1I tandis que ceux endogenes (issus du cytosol des CDs comme par exemple les protéines
virales) sont présentés aux cellules T CD8+ associés aux molécules du CMH I (136) (137).

1.2.1 Voie du CMH de classe II

Lors de la capture de I’Ag exogene, les CDs synthétisent de grandes quantités de molécules
du CMH de classe I qui correspondent chez I’Homme aux molécules HLA-D et qui sont
exprimées exclusivement sur les CPAgs (cellules B, macrophages, CDs).

En fait, ce sont des dimeres de classe II qui vont s’associer avec la chaine invariante DM
dans le réticulum endoplasmique dit tardif et possédant de nombreuses vésicules membranaires
appelées compartiments du CMH de classe II (MIICs) (138) (139) (140). La chaine DM
chaperonne le complexe classe II vers ces MIICs dans lesquels elle est clivée donnant un fragment
nommé CLIP (141). Suit alors 1’association avec le peptide (de 15 a 34 acides aminés) et les
trimeres de classe II ainsi formés sont transportés vers la membrane plasmique.
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Le recyclage de ces molécules du CMH II a partir de la membrane cellulaire est trés
important, surtout chez les CDs immatures (142) (143).

Ces molécules dites " matures" font ainsi de nombreux passages dans les MIICs et permettent
ainsi rapidement et efficacement la formation de nouveaux complexes peptide/CMH II.

Suite a la maturation des CDs, le recyclage s’arréte soudainement et les molécules du CMH II
sont transportées a la surface cellulaire dans des vésicules spécialisées CIIVs contenant des
molécules de co-stimulation (144). Elles y ont une demi-vie longue de 100 heures permettant ainsi
de maintenir I’expression de 1’épitope durant toute la durée de la migration des CDs de la périphérie
vers les organes lymphoides secondaires.

1.2.2 Voie du CMH de classe I

Les molécules du CMH de classe I sont des protéines de classe Ia (145) exprimées sur la
grande majorité des cellules de I’organisme, formées d’une chaine lourde polymorphique (codée par
les loci HLA-A, B ou C chez ’'Homme et H-2K, D ou L chez la souris) et d’une sous-unité
invariable, la B2-microglobuline.

Suite a 1’association avec la calnexine dans le réticulum endoplasmique (146), la chaine
lourde et la f2-microglobuline s’assemblent puis se lient avec un second chaperon, la calréticuline,
responsable de I’association avec la taposine. Cette derni¢re protéine a pour fonction de faciliter
I’association entre le complexe de classe I ainsi formé et le TAP (transporteur des peptides
antigéniques) (147) (148). Les peptides (composés seulement de 8 a 10 acides aminés), transloqués
du cytosol a travers la membrane du réticulum endoplasmique, se lient stablement a ces complexes
de classe I grace au TAP et sont ainsi transportés a travers 1’appareil de Golgi vers la membrane
plasmique.

Contrairement aux molécules du CMH II, celles du CMH I ne peuvent pas se recycler a partir
de la membrane cellulaire et ont donc une durée de vie similaire chez les CDs matures et immatures
avec une demi-vie de 16 heures. Elles doivent donc étre synthétisées continuellement afin d’exposer
les épitopes aux cellules T efficacement.

On peut signaler aussi que des expériences utilisant une lignée cellulaire dendritique CMH
[+/CMH II-/CD80+ issue de la peau d’un feetus de rat ont abouti a la conclusion qu’une immunité
directe allogénique de CMH I peut survenir en 1’absence d’expression du CMH II (149). Ce
mécanisme intervient biologiquement lors de I’immunité requise dans le cas d’une transplantation
ou dans le cas d’infections opportunistes survenant lors d’immunodéficiences congénitales,
iatrogeénes ou acquises.
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1.2.3 Cas de la cross-présentation ou cross-priming

In vitro, une voie alternative semble permettre la présentation d’antigénes exogenes par le
CMH de classe I (150) (151). Elle permet ainsi aux CDs de stimuler aussi bien des réponses T
CD8+ que CD4+ contre des Ags exogenes tels les cellules apoptotiques, les cellules nécrotiques, les
cellules infectées par une virus ou les complexes immuns.

Quoiqu’il en soit, cette voie alternative n’est possible qu’avec de fortes doses d’Ag, semble
plus efficace dans le cas de cellules apoptotiques et reste exceptionnelle in vivo.

1.2.4 Role des enzymes

Quand on parle d’Ag, on ne parle pas seulement de protéines mais aussi de larges particules
comme des virus, des bactéries, des mycobactéries, des parasites ou des corps apoptotiques. Il est
¢vident que leur apprétement en peptide li¢ aux molécules du CMH nécessite 1’action d’un nombre
important d’enzymes.

Les publications a ce sujet sont encore rares mais plus précises en ce qui concerne la voie du
CMH II.

En effet, le role d’une asparagyl-protéase, la cathepsine S, dans le clivage de la chaine
invariante DM en fraction CLIP (152) a été mis en évidence grace a ’utilisation de souris knockout.
L’étude de ’activité de cette enzyme a révélé une variation de celle-ci au cours de la maturation des
CDs. Faible dans les CDs immatures, son expression augmente lors de la maturation permettant
I’acheminement des complexes peptide/CMH II vers la surface cellulaire (140).

On a longtemps cherché a expliquer cette différence d’expression au niveau transcriptionnel
jusqu’a la découverte d’un inhibiteur spécifique de la cathepsine S, la cystatine C.

Ainsi, suite a la maturation des CDs, I’expression de la cystatine C diminue ce qui permet de
révéler Iactivité de la cathepsine S c'est-a-dire le clivage de la chaine invariante DM indispensable
pour le transport vers la surface cellulaire (140) (153).

D’autres cathepsines (B ou D) co-agissent avec la cathepsine S dans le clivage de cette chaine
invariante (154).
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Dans le cas de la voie du CMH I, on sait que la plupart des peptides qui se lient aux molécules
du CMH I sont générés par des protéasomes. Durant la maturation des CDs, des sous-unités de ces
protéasomes LMP-2, LMP-7 et MELL-1 sont surexprimées donnant exclusivement des immuno-
protéasomes (155) favorables a la production de peptides ayant des motifs permettant leur lien avec
des molécules du CMH 1.

Or, d’un autre coté, il a été montré que ces immuno-protéasomes sont incapables de produire
un épitope a partir d’un Ag tumoral comme le peuvent les protéasomes standard (156).

En résumé, I’apprétement puis la présentation de I’Ag par les CDs aux cellules T dépendent
de deux principales voies métaboliques intracellulaires, celle du CMH II et celle du CMH 1, qui
permettent de transformer cet Ag, quelque soit sa forme initiale, en peptide et de le lier aux
molécules du CMH, indispensables a la reconnaissance entres les deux types de cellules.

De nombreuses découvertes restent encore a venir pour €claircir I’importance du réle que
jouent les enzymes lors de ces deux étapes, et peut-&tre aussi, pour expliquer les différences
rencontrées entre les différentes CDs dans leur capacité a transformer cet Ag.

2. Maturation des cellules dendritiques

La maturation des CDs est I’ensemble des variations morphologiques, phénotypiques et
fonctionnelles qui, durant leur migration entre les tissus périphériques et les organes lymphoides
secondaires, les transforme de cellules spécialisées dans la capture de I’Ag en cellules spécialisées
dans sa présentation aux cellules T qui sont alors activées.

Cette maturation est induite dans les tissus périphériques par des composants des agents
pathogenes tels les lipopolysaccharides bactériens ou par des cellules associées aux phénoménes
inflammatoires, telles les mastocytes ou les macrophages, qui sécrétent des molécules
inflammatoires telles IL-4, TNF-a, et CD40L (157).
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D’autres signaux de maturation peuvent étre apportés aux CDs par des molécules issues des
tissus endommagés ou par des produits microbiaux a travers des récepteurs transmembranaires
nommés récepteurs « Toll-like » situés soit sur la surface cellulaire soit dans les endosomes(158).

En ce qui concerne les stimuli inflammatoires, il semble qu’ils soient directement
responsables d’une augmentation rapide de 1’expression et de la durée de vie membranaires des
molécules du CMH II (143) (159). En fait, cette augmentation est liée a la fois a une diminution de
la dégradation et de ’endocytose de ces molécules, et surtout, a un effet inhibitoire sur le blocage
du transport intracellulaire de I’ Ag existant chez les CDs immatures (160).

Parall¢lement, lors de leur maturation, les CDs perdent leur capacité a exprimer les récepteurs
endocytosiques et phagocytosiques tels les récepteurs Fe.

De méme, lors de la maturation, la migration des CDs vers les organes lymphoides
secondaires est facilitée par une baisse d’expression des récepteurs aux chimiokines inflammatoires
locales (telles CCR, CCR2, CCRS, CCR6, CXCRI1) (65) (161) (162) et par une expression
fortement augmentée du récepteur CCR7, ligand pour les chimiokines chimio-attractives MIP-3f3 et
SLC des tissus lymphoides secondaires (163) (164).

Il en est de méme pour ’expression de certaines molécules d’adhésion et de co-stimulation
qui, augmentée lors de la maturation, permet d’optimiser les interactions entre les CDs et les LT
possédant leurs ligands spécifiques. C’est le cas par exemple des molécules d’adhésion CD58 et
CD54 se liant respectivement a LFA-3 et ICAM-1 (157) ; des molécules de co-stimulation CD80
(B7-1) et CD86 (B7-2), se liant a CD28 et formant un des signaux indispensables a 1’activation des
LT (165) (166) ; et des molécules accessoires CD83 et CD40.

Enfin, les CDs matures sont capables de sécréter différentes chimiokines suivant leur
localisation dans les tissus lymphoides secondaires. Ainsi, les CDs des nceuds lymphatiques
drainants sécrétent la chimiokine MDC (Macrophage-Derived Chimiokine) attractive seulement
pour les cellules T activées (167), alors que celles du paracortex et du centre germinal sécrétent la
chimiokine DC-CK1 attractive pour les cellules T naives (168) (169).

Chez les CDs matures, la sécrétion de la cytokine IL-12 est aussi fortement augmentée. Elle a
un rdle primordial dans 1’activation a la fois des réponses immunes innées (sur les cellules NK) et
acquises (sur les cellules B et T) (170) (171).

Enfin, la maturation morphologique des CDs se caractérise par le développement d’extensions
cytoplasmiques d’ou leur nom de cellules voilées adopté dans les vaisseaux lymphatiques afférents.

En résumé, ainsi transformées et équipées, situées dans les organes lymphoides secondaires,
les CDs matures sont des cellules spécialisées dans la stimulation du systéme immunitaire.
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3. Role des cellules dendritiques dans les réactions immunes

3.1 Interactions entre les CDs et les cellules T : tolérance ou immunité

Longtemps, le type de réponse immune activée par les CDs face a un Ag donné a été
strictement lié a leur classe.

Aujourd’hui, il est communément reconnu que la fonction des CDs est plutot régulée par leur
environnement et leur stade de maturation.

Quoiqu’il en soit, ’interaction des CDs avec les lymphocytes T aboutit a deux types de
réponse : la tolérance ou I’'immunité.

3.1.1 Interaction CD/lymphocyte T et tolérance

Dans le phénomene de tolérance, les CDs IMMATURES semblent impliquées sur deux
niveaux :

1- dans la sélection précoce des lymphocytes T au niveau du thymus ou elles auraient un rdle
important dans la sélection négative des thymocytes avec une délétion clonale de ceux autoréactifs
ou une anergie (172) ;

2- dans le phénoméne de tolérance périphérique sous dépendance ou non de différents facteurs
environnementaux (173) (174) (175) (176). En effet, les CDs immatures peuvent étre rendues
tolérogéniques par des cellules T régulatrices CD8+ CD28- (177), CD28 étant, comme nous ’avons
vu précédemment, le ligand des molécules de co-stimulation B7-1 et B7-2 exprimées sur les CDs et
indispensables a I’activation des cellules T lors de I’interaction CD/LT. Ce contact « incomplet »
entraine chez les CDs une diminution de I’expression de CD40, B7-1 et B7-2 (178).

De plus, la diminution du facteur de transcription RelB ou de la molécule CD40 par les CDs
les rend aussi tolérogéniques et est alors a I'origine de la formation de cellules T régulatrices
sécrétant IL-10 (179).

Dr’ailleurs D’interleukine IL-10, tout comme TGF-f, deux facteurs produits entre autres par les
cellules tumorales, bloquent I’expression des molécules B7 (180).
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Enfin, chez I’Homme, une classe de CDs dérivées des monocytes et exprimant la 2,3-
dioxygénase indoléamine (IDO) a été décrite. Cette molécule est produite lors de I’interaction des
molécules B7 avec le récepteur CTLA-4. Elle est responsable de ’inhibition de la prolifération des
cellules T et de leur mort cellulaire (181) (182).

Cellule dendritique

B7

CD28- ou
CTLA-4

Lymphocyte T

ANERGIE

MORT CELLULAIRE

Schéma 5. Interaction cellule dendritique/lymphocyte T : absence du second signal.
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3.1.2 Interaction CD/lymphocyte T et immunité

3.1.2.1 Principes généraux

Nous avons vu précédemment que, grace a leur grande efficacité dans la capture, la
transformation puis la présentation de I’Ag, les CDs sont reconnues comme les meilleures CPAgs.

Grace a cette supériorité, mais aussi a leur position stratégique dans les organes lymphoides
secondaires apres migration des tissus périphériques, elles sont les plus aptes a initier les réponses
immunes a cellules T.

L’interaction étroite entre les LT et les CDs dans ces tissus lymphoides secondaires a ét¢ mise
en évidence grace a I'utilisation de CDs cultivées avec un Ag protéique marqué au fluorochrome,
I’ovabulmine, et des cellules T possédant son récepteur spécifique (183).

L’initiation d’une réponse immune lors de cette interaction a ét¢ démontrée par 1’activation
d’une expansion clonale des cellules T spécifiques avec un pic a 96 heures malgré I’absence de CDs
apres 48 heures.

La capacité des CDs a stimuler les LT a été observée, dans un premier temps, dans les
réactions lymphocytaires mixtes (MLR) (184).

De plus, des expériences comparatives avec les lymphocytes B ont montré qu’elles sont les
plus performantes dans ce domaine surtout en ce qui concerne la stimulation des LT naifs (110).

Enfin, il a été observé que le type et la force de réponse immune obtenue apres interaction
entre CDs et LT varient suivant de nombreux facteurs comme le ratio entre ces deux cellules, leur
environnement immédiat (action de cytokines et de chimiokines) et le stade de maturation des CDs
impliquées. Dans ce sens, si les CDs ont la capacité d’initier les réponses immunes primaires, elles
ont aussi celle de moduler le type de réponse immune.
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3.1.2.2 Mécanismes moléculaires responsables de la modulation de la réponse immune

L’activation des cellules T par les CDs nécessite deux signaux distincts :

- un premier signal délivré par I'interaction entre le complexe CMH/peptide et le récepteur des
cellules T (TCR)

- un second signal délivré par I’interaction entre les molécules de co-stimulation B7-1 et B7-2 des
CDs et leur récepteur CD28 sur les cellules T (185).

Il est a signaler a nouveau, qu’en 1’absence de ce second signal, les cellules T naives sont
anergisées.
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Schéma 6. Interaction cellule dendritique/lymphocyte T : présence du second signal.
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Pour les cellules T CD4+, D’activation se fait grace a la reconnaissance entre de longs
peptides présentés par les molécules du CMH 1I et le récepteur TCR spécifique des LT, I’existence
du second signal mais aussi la présence de molécules d’adhésion telles ICAM-1.

Une fois les LT CD4+ naives activées, elles vont a leur tour activer les CDs grace a
I’interaction entre leur ligand CD40L et le récepteur CD40 sur les CDs (méme effet entre TRANCE
et son récepteur RANK) (186) (187) (188) et vont sécréter de nombreuses cytokines. Les CDs ainsi
activées vont surexprimer les molécules du CMH et celles de co-stimulation et augmenter aussi leur
production de cytokines (189) (190) (191).

Les cytokines sécrétées par ces cellules sont soit stimulatrices de type Th1l telles IFN-y, IL-2,
TNF-a (et IL-12 pour les CDs) (192) soit inhibitrices de type Th2 telles IL-4, IL-5, IL-10 et TGF-p.

Les premiéres créent un environnement favorable a 1’activation des cellules T CD8+ naives et
donc a la génération d’une réponse immune cytotoxique.

Les secondes, avec un effet inhibitoire, vont favoriser la formation d’une immunotolérance.
Elles sont aussi responsables de 1’activation des réponses humorales (193).

Il semble que I’interactivation existant entre les deux types de cellule soit sous le contrdle
d’un double mécanisme de rétrocontrole négatif.
En effet, une fois les cellules T activées, elles surexpriment sur leur surface cellulaire I’Ag 4
lymphocyte T cytotoxique (CTLA-4) qui joue le role de compétiteur inhibiteur du récepteur CD28
pour les molécules B7 (194).

De plus, elles vont aussi alors surexprimer le ligand Fas pro-apoptotique les rendant capables
d’induire la mort des cellules portant le récepteur Fas spécifique et avec lesquelles elles vont se lier.
Ces deux mécanismes permettent avant tout d’éviter une sur-stimulation de I’immunité (195).

En ce qui concerne les cellules T CD8+, appelées cellules T cytotoxiques (CTLs), elles sont
capables de reconnaitre de petits peptides associés aux molécules du CMH I sur la membrane
cellulaire des CDs.

Si I’activation des LT CD8+ naifs nécessite forcément la présence des 2 signaux précédents,
les cellules T CD8+ activées reconnaissant seulement le premier signal peuvent mettre en route leur
mécanisme de mort cellulaire.

Il repose sur la mise en activité par les CTLs d’un c6té de la perforine capable de s’insérer
dans la membrane de la cellule cible et d’y former un pore, et de I’autre, de la granzyme B qui,
apres avoir pénétré dans la cellule cible a travers la perforine, va activer la cascade caspase (série de
protéases sérine intracellulaires) responsable de la mort par apoptose de cette cellule.
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Comme pour les LT CD4+, Iactivité des LT cytotoxiques est régulée par deux mécanismes.

Le premier est lié a I’absence de cytokines stimulatrices qui entraine la mort des cellules T
CD8+ activées (196).

Le second est li¢ a I'intensité de I’interaction avec I’Ag spécifique. En effet, si une trop
grande quantité d’Ag est reconnue répétitivement, les cellules T CD8+ activées vont surexprimer a
la fois le récepteur Fas et son ligand provoquant une mort cellulaire soit par fraticide soit par
apoptose (195).

En résumé, grace a I’expression a leur surface cellulaire des molécules du CMH, de diverses
molécules d’adhésion et de co-stimulation ainsi qu’a leur capacité a sécréter de nombreuses
cytokines, les CDs sont a 1’origine a la fois de I’induction des réponses immunes primaires a
cellules T et de leur modulation.

3.2 Interactions entre les CDs et les autres cellules de ’immunité

Méme si cette interaction semble ne pas nécessiter de contact étroit entre les cellules, il est
certain aujourd’hui que les CDs ont une influence sur I’activation des cellules B et des cellules NK.

En ce qui concerne les cellules B, a 1’origine des réponses immunes humorales, les CDs
my¢loides sont capables d’induire directement leur prolifération, le choix de I’'immunoglobuline, et
leur différentiation en plasmocytes (197) (198).

Ceci est possible grace a la production par les CDs de molécules d’activation et de survie des
cellules B, le BAFF (B-cell Activating Factor) (199) (200) et le APRIL (ligand induisant leur
prolifération) (201).

De méme, les CDs plasmacytoides activées peuvent induire la différentiation des cellules B
CDA40-activées en plasmocytes grace a la sécrétion de IFNo/f et de IL-6 (202).

Les cellules NK (NK et NKT), quant a elles, appartiennent au syst¢tme immun inné et
peuvent étre activées par les CDs et produire alors des cytokines de type Thl ou Th2 (203) (204).
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En résumé, les connaissances acquises sur les CDs, depuis leur découverte en 1868 et
concernant leur origine, leur phénotype et leur physiologie, ont permis de comprendre leur réle
essentiel dans le systéme de défense du corps humain, mais plus encore, d’en faire des outils
thérapeutiques de I’'immunothérapie anticancéreuse.
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I. Role des cellules dendritiques dans ’immunité
anticancéreuse - Mise en place d’une immunothérapie

1. Notions d’immunocancérologie

Une cellule normale lors de son altération en cellule cancéreuse acquiert des capacités
prolifératives et une membrane plasmique modifiée. En effet, la cellule cancéreuse se caractérise
par la présence de motifs antigéniques nouveaux, les néoantigénes, faisant d’elle une cellule du
non-soi.

Chez le sujet normal, le systéme immunitaire, en particulier le systéme thymo-dépendant,
reconnait et détruit les cellules cancéreuses au fur et a mesure de leur apparition (concept de
I’immunosurveillance datant des années 1950s) (205) (206). Ainsi, le développement d’une
tumeur cancéreuse serait la conséquence d’une défaillance de ce systéme (phénoméne
d’échappement).

La preuve du réle du systeme immunitaire dans 1’éradication des cellules cancéreuses a été
¢tablie lors, entre autres, du traitement de souris porteuses d’un sarcome, par le sérum anti-
lymphocytaire a I’origine d’une augmentation de la fréquence des métastases de 3 a 98%. Chez
I’Homme, des arguments cliniques sont venus appuyer les expériences animales avec la
constatation d’un nombre plus important de cancers spontanés chez les malades souffrant d’un
déficit congénital de I’'immunité a médiation cellulaire que chez les sujets normaux. De méme,
I’observation de quelques rémissions spontanées lors de mélanomes et de carcinomes rénaux (207)
(208) a mis en évidence la capacité du systéme immunitaire a combattre les tumeurs.

Le résultat de I’affrontement du systéme immunitaire avec une cellule cancéreuse résulte en
fait d’un phénomeéne de balance entre des réactions défavorables au cancer appelées cytotoxiques
et d’autres favorables dites cytopromouvantes.
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Dans les réactions cytotoxiques, on distingue celles 2 médiation cellulaire de celles a
médiation humorale.

Dans le premier cas, on trouve des cellules comme le LT cytotoxique qui, apres stimulation
par une CPAg, est capable d’un contact direct avec une cellule cible spécifique qui sera tuée par
cytolyse (phénoméne actif faisant intervenir le glucose et le Ca,"). On trouve aussi les cellules NK
(Natural Killer), mononucléées, appartenant au systéme immun inné, spontanément cytotoxiques, et
dont I’action est indépendante de la présence d’Ac. Enfin, les macrophages jouent aussi un réle
dans la cytotoxicité anticancéreuse soit indirectement par phagocytose des néoantigénes puis
stimulation des autres populations cellulaires (telles les cellules T CD4+ helpers sécrétant alors les
cytokines IL-2 et IFN-0) soit directement par phagocytose des cellules cancéreuses reconnues
spécifiquement apres stimulation par des lymphokines.

Dans le deuxiéme cas, ce sont les immunoglobulines (Igs) sécrétées par un LB transformé
apres stimulation en plasmocyte. Elles tiennent le role d’Acs facilitants (permettant par exemple
d’améliorer le contact entre la cellule cancéreuse et la cellule T), d’Acs armants ou cytophiles et
d’Acs cytotoxiques en présence du complément.

Dans les réactions cyfopromouvantes, on trouve ’ensemble des variations cellulaires,
moléculaires et biochimiques survenant lors du développement de cellules tumorales dans
I’organisme, et qui affecte, plus ou moins directement, I’immunité cellulaire cytotoxique innée
(cellules NK et NKT) et acquise (cellules T CD8+ cytotoxiques).

La découverte de I’existence d’un véritable systéme de défense anticancéreux dans
I’organisme puis son étude détaillée a permis d’envisager depuis peu [’utilisation du systéme
immunitaire et de ses protagonistes en thérapie anticancéreuse. Etant particuliérement intéressés par
le role des CDs dans cette thérapeutique, il semble intéressant maintenant de détailler leur place et
leur fonction dans I’immunité anticancéreuse.

2. Cellule dendritique et immunité anticancéreuse

On a vu précédemment que les cellules T cytotoxiques sont capables de reconnaitre les
complexes CMH de classe I/néoantigéne sur la membrane de la cellule tumorale et ainsi, de la
cytolyser. Pour cela, il a fallu que cette cellule T soit stimulée par une CPAg qui, en premier lieu
sur le site tumoral, a capturé un néoantigéne, 1’a apprété puis a migré vers les organes lymphoides
secondaires pour le présenter aux LT.
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Or, de nombreuses analyses immunohistologiques réalisées entre les années 80 et 90 ont
démontré le lien entre un nombre plus important de CDs localisées au niveau des tumeurs et un
meilleur pronostic. Cela a été décrit pour 1’adénocarcinome colorectal (209), celui des poumons
(210), les carcinomes papillaires de la thyroide (211), de I’estomac (212) entre autres.

Photo 8. Cellules dendritiques
interstitielles

DC-Lamp positives,

Infiltrant progressivement le massif
tumoral et accompagnant les
lymphocytes T CD8+.

(cellules tumorales : DC-Lamp
négatives).

En fait, les CDs, comme les macrophages et les LB, expriment a leur surface a la fois les
molécules du CMH I et du CMH II et la reconnaissance des Ags tumoraux se fait soit par le lien
avec le CMH I soit par celui avec le CMH I1.

Dans le premier cas, ce sont les LT CD8+ cytotoxiques qui vont étre activés et entralner une
lyse de la cellule tumorale soit par apoptose soit par activation du systéme perforine.

Dans le deuxiéme cas, ce sont les LT CD4+ « helpers » qui vont étre activés et entrainer
surtout une augmentation des propriétés tumoricides des macrophages et des LT CD8+ grace a la
sécrétion de cytokines telles IL-2 et [FN-y.

Ainsi, comme dans un cas classique d’immunité antibactérienne avec présence dans
I’organisme d’un élément du non-soi, les CDs vont au sein d’une immunité anticancéreuse jouer le
role de CPAg permettant I’initiation d’une réponse immune a médiation cellulaire cytotoxique.
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Pourtant, ce systeme de défense montre souvent des défaillances entrainant une croissance
des tumeurs cancéreuses. On parle alors de la capacité des tumeurs a échapper au systéme
immunitaire.

Les mécanismes d’échappement sont multiples, et nombreux sont ceux qui affectent
directement les CDs a différents niveaux de leur fonctionnement (213) (214).

Dans un premier temps, les cellules tumorales peuvent tout simplement étre ignorées par le
systéme immunitaire soit a cause d’un probléme d’acheminement des CDs vers le site tumoral, soit
a cause d’un probléme de reconnaissance antigénique de ces cellules par les CDs.

Dans le premier cas, certaines tumeurs peuvent étre strictement inaccessibles par les CDs (cas
des tumeurs du systéme nerveux central par exemple), ou elles peuvent étre responsables de
I’absence locale de substances chimio-attractives (215).

Dans le deuxiéme cas, I’incapacité des CPAgs a reconnaitre une cellule tumorale peut
survenir lorsque celle-ci semble dépourvue de néoantigenes, soit parce qu’ils sont présents en tres
faible quantité, soit parce que leur position endogéne les rende inaccessibles.

De plus, de nombreuses tumeurs, surtout celles d’origine €épithéliale, expriment peu ou pas les
molécules du CMH I (216) (217) (218) (219).

Dans un deuxieme temps, les cellules tumorales sont a 1’origine de la sécrétion de protéines
inhibitoires telles IL-10 (220) (221) (222) (223) (224), VEGF (Vascular Endothelial cell growth
Factor) (225), et TGF-f (226) (227), qui affectent directement la production des cytokines pro-
inflammatoires responsables de la maturation des CDs.

En effet, lors de carcinomes des cellules basales, il apparait que seulement 1 a 2% des CPAgs
intra-tumorales et 5 a 10% de celles péri-tumorales expriment les marqueurs de maturit¢ CD80 (B7-
1) et CD86 (B7-2) (228), et en plus, toutes présentent aussi une faible expression du marqueur
CD40 (229).

Or, comme nous I’avons vu précédemment, les molécules de la famille B7 représentent les
molécules de co-stimulation du second signal indispensable a I’activation et la prolifération des
cellules T naives et dont I’absence entraine une anergie du systéme cellulaire T ainsi qu’une
cascade de mécanismes de rétrocontrdle négatif touchant tout le systéme immunitaire (production
des cellules T régulatrices sécrétant IL-10 et TGF- et capables de supprimer les cellules T CD4+ et
CD8+) (230).

I1'y a donc au final, non pas un phénomene d’ignorance des cellules tumorales, mais un
phénomene de tolérance du systéme immunitaire vis-a-vis de ces cellules.

En résumé, il semble clair que, comme dans I’immunité anti-infectieuse, les CDs jouent un
role primordial dans I’immunité anticancéreuse.

Elles sont donc vite apparues comme des outils potentiels de la thérapeutique anticancéreuse
malgré la capacité de nombreuses tumeurs a échapper a leur controle par altération de leur
fonctionnement.
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L’objectif de I’'immunothérapie anticancéreuse est donc, dans ce contexte, d’optimiser
I’action de ces CDs afin qu’elles soient aptes a surmonter ces effets inhibitoires et a promouvoir
une immunité anticancéreuse spécifique efficace avec pour effet clinique une stabilisation ou une
régression de la croissance tumorale, voire méme, pourquoi pas, une rémission totale.

II. Techniques de ’'immunothérapie anticancéreuse utilisant
les CDs

Les premiéres expériences d’immunothérapie anticancéreuse utilisant les CDs sont nées de la
volonté de certaines équipes d’améliorer les défenses immunes de patients souffrant de cancers ou
de maladies infectieuses.

Connaissant le role clé de ces CDs dans I’initiation des réponses immunes anticancéreuses en
tant que meilleures CPAgs, mais aussi leurs faiblesses fonctionnelles face a un processus tumoral
prolifératif, les chercheurs ont essayé d’optimiser leur fonctionnement.

Les techniques utilisées dans ce sens sont nombreuses et concernent aussi bien des
manipulations in vitro suivies d’une ré-injection de ces cellules que des stimulations in vivo grace a
I’utilisation de substances telles les cytokines.

Dans le premier cas, il a d’abord fallu résoudre le probléme de la source des CDs utilisées
puis ¢laborer des protocoles a la fois les plus efficaces, les plus stables et les moins toxiques
possibles, afin de potentialiser ces cellules.

1. Les différentes sources de CDs utilisées en immunothérapie
anticancéreuse

Du fait de la restriction allogénique entre les CPAgs et les cellules T, la ré-injection de CDs
chez ’Homme nécessite I'utilisation de cellules autologues.
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Trois sources de CDs ont été utilisées au cours de ces 20 derniéres années :

- les CDs issus du sang périphérique et leurs précurseurs
- les monocytes sanguins CD14+
- les cellules CD34+ de la moelle osseuse.

1.1 Utilisation des CDs du sang périphérique et de leurs précurseurs

Dans le cas du sang périphérique, la purification des précurseurs des CDs a été réalisée grace
a des techniques basées sur la densité des cellules.

En effet, aprés une période de culture et de maturation in vitro, les précurseurs des CDs
deviennent plus larges et moins denses. Ainsi, des gradients de solution ont été utilisés pour isoler
ces cellules des 1996, lors des premiéres immunisations contre le cancer de la prostate, avec le
PERCOLL. On peut aussi citer le NYCODENZ et le métrizamide.

Malgré I’existence aujourd’hui de préparations commerciales simplifiées, la faible fréquence
des précurseurs de CDs dans le sang (environ 1% des cellules mononuclées du sang périphérique)
limite 1’utilisation de ce procédé.

En effet, on sait que 10 ° CDs sont nécessaires par inoculation pour immuniser et que, chez
des individus normaux, les CDs sanguines se comptent a 10.10 /L.

Il a donc fallu trouver des techniques complémentaires afin d’obtenir ce nombre de CDs
minimum mais efficace.

Une premiére consiste en une concentration des CDs par leucophorése (231). Les essais
cliniques utilisant cette technique ont ét¢ nombreux dans les années 90s dans le cas de lymphomes
malins a cellules B (232), de myélomes multiples (233) ou de cancers de la prostate (234) avec des
résultats encourageants.

Une deuxieme consiste a favoriser en premier une prolifération in vivo de ces CDs sanguines
en utilisant un facteur de croissance hématopoiétique, le ligand FIt3 (FIt3-L) (235). C’est le ligand
pour le récepteur de la tyrosine kinase flt3 présent surtout sur les cellules souches hématopoiétiques
et les progéniteurs (236). Il a pour effet ’expansion des populations de CDs lymphoides et
my¢loides dans les tissus.

Ainsi, I’utilisation du FIt3-L chez un modele murin atteint d’un fibrosarcome permet une
prolifération des CDs in vivo et une éradication de la tumeur (237). Des résultats similaires ont été
obtenus aussi dans le cas de mélanome et de lymphome murins (238).

Plus récemment, 1’administration de ce ligand, produit par une technique d’ADN
recombinant, pendant 14 jours consécutifs a des volontaires humains en bonne santé, provoque une
augmentation des CDs CD11c+ d’environ 44 a 48 fois et des CDs CD11c¢- d’environ 12 fois (239).

64



Grace a ces techniques de concentration et de prolifération des CDs circulantes sanguines, le
sang périphérique apparait comme une source tres intéressante de CDs car :

- il permet d’obtenir des préparations assez homogenes (240),

- avec des CDs sanguines obtenues a un stade de différentiation défini

- et capables de capturer et transformer I’Ag apres seulement une courte période de culture
dont le temps optimal a été établi (241).

- Enfin, ces CDs ont aussi la capacité de répondre a un stimulus physiologique, telle une
exposition au ligand CD40 (CD40L) par exemple, leur procurant ainsi un phénotype
optimal de cellules stimulatrices (242).

En résumé, malgré les techniques de prolifération et les avantages phénotypiques et
fonctionnels de ces CDs sanguines issues du sang périphérique, 1’obstacle que représente leur faible
nombre a poussé les équipes de chercheurs a trouver de nouvelles sources de CDs plus accessibles
et plus rentables, les cellules CD34+ de la moelle osseuse et les monocytes sanguins CD14+.

1.2 Utilisation des cellules CD34+ de 1a moelle osseuse

Les cellules souches CD34+ ont été isolées de la moelle osseuse dés 1992 (243). Puis, on les a
aussi mises en évidence dans le sang périphérique en 1995 (244).

L’obtention de CDs se fait grace a la mise en culture de ces cellules CD34+ avec du GM-CSF
et du TNF-a soit seuls sur une courte période, soit avec une combinaison de facteurs de croissance
(SCF/F1t3-L, IL-3, GM-CSF et IL-4) sur une longue période (245).
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Le probléme d’une telle méthode de génération est que la population cellulaire obtenue est
hétérogéne avec un pourcentage d’environ 10% de CDs au phénotype incertain.

De plus, il n’est pas encore clairement établi si les cellules dites « contaminantes » de ces
préparations ont un effet négatif ou positif sur I’efficacité de la vaccination.

Cette source de CDs a été aussi utilisée récemment chez d’autres especes que I’Homme.

Chez la souris, de nombreuses expériences d’immunothérapie concernant des sarcomes, des
fibrosarcomes, des mélanomes ou des carcinomes ont mis en évidence la possibilité d’obtenir en
grande quantité des CDs fonctionnellement efficaces a partir de cellules de la moelle osseuse (246)
(247) mises en culture avec, soit du GM-CSF et de I’'IL-4, soit avec d’autres cytokines telles TNF-a
et le ligand FIt3 (248).

Chez des porcs agés de 3 a 6 mois, des CDs ont été obtenues a partir de cellules
hématopoiétiques souches isolées de moelle osseuse de sternum et mises en culture avec du GM-
CSF et du TNF-a pendant 10 jours. Ces CDs dérivées présentaient une capacité stimulatrice des
cellules T importante (249).

Chez le hamster, dans le cadre d’une immunothérapie contre le cancer du pancréas, une
activité cytotoxique a cellules T spécifique a été obtenue in vivo grace a I'utilisation de CDs issues
de la mise en culture pendant 7 jours de cellules souches de la moelle osseuse avec du GM-CSF et
de I’'IL-4 (250).

Enfin, chez le chien, la génération d’un nombre suffisant de CDs a partir de précurseurs
sanguins (251) a vite ét¢ limitée par la faible quantité de sang circulant par rapport aux humains.

Encouragée aussi par le succes des expériences d’immunothérapie anticancéreuse réalisées
chez les souris par de nombreuses équipes et utilisant les cellules souches CD34+ de la moelle
osseuse, une équipe de chercheurs a trés récemment réussi cette expérience chez le chien.

Ils ont utilisé pour cela un prélévement de 0.5 ml de moelle osseuse issue du fémur et de
I’ilium qu’ils ont ensuite centrifugée pour isoler les cellules mononuclées par gradient de densité.

Les cellules ainsi obtenues ont été mises en culture pendant 10 jours avec du GM-CSF
recombinant félin et de I’IL-4 canin avec I’obtention au final d’environ 1,6 4 9,2.10 ¢ cellules
dendritiques (morphologie, expression des marqueurs de surface CMH II, CDl1l1c, B7-1 et B7-2,
phagocytose, activation des cellules T allogéniques) (252).

La nouveaut¢ est 1’utilisation de cytokines animales au lieu de cytokines humaines.

En effet, une premicre expérience d’expansion des CDs canines a partir des cellules CD34+
de la moelle osseuse, réalisée par 1I’équipe de HAGGLUND en 2000 (253), a montré que
I’utilisation de GM-CSF, TNF-a et IL-4 humains dans le milieu de culture ne permettait pas
I’obtention de CDs fonctionnelles, c'est-a-dire matures.

Plus tard, une autre équipe a réussi une immunisation chez des chiens porteurs de mélanomes
malins grace a ’utilisation de CDs canines obtenues apres culture de ces cellules souches CD34+
avec des cytokines humaines recombinantes (GM-CSF, TNF-a, SCF, et FIt3-L) (254).

Il semble donc que seule la cytokine humaine IL-4 ne soit pas réactive avec les cellules
canines.
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En résumé, malgré la richesse quantitative de cette source de CDs, la majeure partie des essais
cliniques utilise aujourd’hui les monocytes sanguins.

1.3 Utilisation des monocytes sanguins

Les monocytes sanguins ont été utilisés comme source de CDs dés 1992 chez la souris (255).
Ils sont isolés et purifiés a partir de sang périphérique puis mis en culture avec du GM-CSF et de
I’IL-4 pendant 7 jours.

Mais la distinction entre les CDs matures et immatures reste difficile du fait du faible nombre
d’anticorps anti-marqueurs de maturité existant pour I’instant.

Il semble tout de méme que les CDs murines obtenues par culture de monocytes CD14+
murins avec du GM-CSF et de I’IL-4 soient plus matures que celles obtenues avec du GM-CSF seul
(256).

Cette méme technique a été utilisée en méme temps chez I’lHomme (257) puis confirmée avec
succes au niveau clinique en 1996 par I’équipe de ROMANI (258).

L’étude morphologique et phénotypique des CDs obtenues a montré des cellules voilées
caractéristiques mais avec un phénotype immature (absence par exemple des marqueurs CDS83 et
B7-1 et présence de CD1a et DC-SIGN).

De plus, les CDs issues des monocytes sanguins apres culture avec du GM-CSF et 1L-4 ont
tendance a redonner des monocytes en I’absence de facteurs de maturation (259), ce qui représente
un inconvénient majeur pour leur utilisation dans les essais cliniques d’immunisation nécessitant
des CDs au phénotype stable et mature, capables d’initier des réactions immunes a cellules T.

Plus récemment, plusieurs équipes ont adopté cette technique de génération de CDs a I’espéce
porcine.

L’étude morphologique et phénotypique des cellules obtenues ainsi a montré la présence de
dendrites caractéristiques ainsi que de marqueurs comme CD1+ compatibles avec un phénotype
immature.

L’expression constante du marqueur CD14+ (méme aprés addition de facteur de maturation)
est la seule différence notable avec ce qui se passe chez I’Homme (249) (260).

67




Chez le chien, certaines équipes considérent que la faible quantité de sang pouvant étre
prélevée est suffisante pour réaliser des analyses fonctionnelles sur les CDs canines mais est encore
trop faible pour des applications thérapeutiques.

Malgré cela, dés 2002, I’équipe de CATCHPOLE a réussi a générer avec succes des CDs
canines a partir de monocytes isolés de 20 ml de sang et mis en culture pendant 7 jours avec du
GM-CSF et de I’IL-4 canins recombinants (251).

De méme, cette technique a été confirmée tout récemment en 2005 par I’équipe de IBISCH
(261).

Si la génération de ces CDs canines a partir de monocytes sanguins semble aujourd’hui
possible, des études a venir seront nécessaires pour savoir si les préparations cellulaires obtenues
sont suffisantes pour des tests d’immunisation et capables de stimuler efficacement une immunité
anticancéreuse spécifique.

Chez le chat, les études effectuées a ce jour sont trés peu nombreuses et 1’intérét porté aux
CDs félines est d’abord né de 1’étude du FIV (Feline Immunodeficiency Virus) comme modele pour
le HIV (Human Immunodeficiency Virus).

Une méthode précise de production de CDs félines a partir de monocytes sanguins CD14+ a
été établie par I’équipe de FREER G. en 2005 (262). Les cellules CD14+ ont été isolées a partir de
prélevements de 35 ml de sang veineux, puis ont été¢ mises en culture avec du GM-CSF et de I'L-4
félins recombinants pendant 5 jours au minimum.

Malgré la difficulté a caractériser phénotypiquement les cellules obtenues (pas de détection
possible des marqueurs félins avec les anticorps humains anti-CD83 et anti-DC-SIGN), leur
morphologie est typique de celle des CDs.

Enfin, la maturation de ces CDs félines a ¢été réalisée le plus efficacement avec des LPS.

Les facteurs TNF-a et IFN-y humains semblent n’avoir aucun effet sur les CDs félines.

En résumé, malgré la diversité des sources potentielles de CDs et 1’existence de protocoles de
génération parfaitement établis chez I’Homme et la souris, les monocytes sanguins CD14+
représentent la source de CDs la plus utilisée dans les essais cliniques d’immunothérapie anti-
cancéreuse.

Chez les especes féline et canine, le large volume sanguin nécessaire pour utiliser
efficacement cette source reste encore un obstacle sérieux. De plus, méme si des protocoles précis
ont été décrits chez ces espéces, 1’efficacité en tant que cellules immuno-stimulatrices des CDs
obtenues n’a pas encore été réellement testée.

Enfin, on a vu précédemment que, chez I’Homme, la simple culture des monocytes sanguins
dans un milieu contenant du GM-CSF et de I'IL-4 ne permet pas d’obtenir des CDs capables
d’initier des réponses immunes a cellules T car ce sont des CDs immatures au phénotype instable.
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2. Importance d’une maturation des CDs

Dans les essais cliniques d’immunothérapie, 1’utilisation de CDs MATURES est
indispensable pour I’obtention d’une réponse immune a cellules T spécifique et efficace.

En effet, I’étude physiologique des CDs in vivo a permis de nous faire comprendre que leur
maturation, survenant au cours de leur migration entre les tissus périphériques et les organes
lymphoides secondaires, leur permet de passer de cellules spécialisées dans la capture de ’Ag en
cellules présentatrices de I’ Ag et activatrices des lymphocytes T.

Cette transformation se fait surtout grace a la surexpression :

- de récepteurs tissulaires augmentant leur capacité migratoire vers les organes lymphoides
secondaires,

- des molécules du CMH de classe I et de classe II augmentant leur capacité de présentation
de ’Ag,

- de molécules de co-stimulation indispensables a I’activation des lymphocytes T.
Il est aussi a noter que les CDs matures montrent une certaine résistance aux effets inhibiteurs
de I’interleukine IL-10.

Chez I’Homme, les facteurs de maturation les plus fréquemment utilisés sont le TNF-a et le
MCM (Monocyte Conditioned Medium). Ils ont pour effet sur les CDs immatures, mises en culture
en leur présence, d’augmenter I’expression des molécules du CMH et de celles de co-stimulation
telles CD80 et CD86.
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De méme, 'utilisation du ligand CD40L comme facteur de maturation des CDs s’est révélée
efficace tout en prolongeant la survie des CDs (242) (263) (264).

Ainsi, des CDs CD11c+ ont été exposées a un cocktail de IL-3 et de CD40L pendant
plusieurs jours. Elles ont alors surexprimé les molécules du CMH II et des marqueurs de maturation
tels DC-LAMP, et ont présenté une capacité a stimuler efficacement les cellules T CD4+ naives
(239).

De méme, lors de 1’étude d’un lymphome B murin, les CDs issues de la moelle osseuse et
pulsées avec le résultat de la fusion entre le CD40L et un idiotype tumoral surexpriment les
marqueurs de maturation CD80, CD86, et le CMH II et sont, aprés injection, a 1’origine d’un
ralentissement important de la croissance tumorale (265).

Enfin, des CDs ayant subi un transfert génique avec le gene CD40L ont montré un bon niveau
de maturation (266).

Il est a noter que le facteur TRANCE ajout¢ au milieu de culture des CDs immatures permet
leur maturation (267).

Cela s’explique par le fait que le TNF-a, le ligand CD40L et le TRANCE sont tous membres
de la famille des molécules TNF.

Chez les especes porcine, canine et féline, les équipes de chercheurs ont préféré utiliser les
lipopolysaccharides (LPS) qui agissent sur les CDs grace a leurs récepteurs toll-like (TLRs).

Chez le porc, I’ajout de LPS au milieu de culture des CDs immatures pendant 24 heures
induit la surexpression du CMH II et des molécules de co-stimulation CD80 et CD86, mais aussi du
marqueur CD14, contrairement a ce qui se produit chez I’Homme. La mesure de la production de
IFN-y et IL-4 par les CDs ainsi obtenues permet de mesurer leur degré de maturation (249).

Chez I’espece canine, la génération de CDs canines, issues de monocytes sanguins mis en
culture avec du GM-CSF et de I’IL-4 canins recombinants et maturées avec du LPS au 6 éme jour a
¢été réalisée a partir de chiens atteints d’'un mélanome oral malin (251).

Chez I’espece féline, 1’étude comparative de différents stimuli dans la maturation des CDs a
montré que le LPS semble étre I’agent de maturation le plus puissant dans sa capacité a sur-réguler
I’expression des molécules du CMH 11 et de B7-1 (262).
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Ainsi, la mise en place de protocoles de maturation in vitro a permis I’utilisation, dans les
essais cliniques d’immunothérapie, de CDs au phénotype stable et capables d’induire de fortes
réponses a cellules T.

Un probléme s’est pourtant posé car les CDs matures possedent une faible capacité a capturer
les Ags exogenes. Pour maximiser I’induction des réponses immunes spécifiques, il semble alors
que les CDs immatures doivent plutdt €tre maturées aprés incubation avec ces Ags (268).

De plus, malgré le manque d’essais comparatifs concluants sur leur capacité migratoire, il
semble qu’une maturation des CDs in vitro a I’aide des facteurs vus précédemment soit préférable a
une maturation « naturelle » in vivo.

Enfin, la maturation des CDs générées in vitro a aussi €té réalisée in vivo grace a I’association
de GM-CSF et IFN-y au site d’injection. Plus récemment d’ailleurs, la méme association utilisée in
vitro comme milieu de culture de monocytes a permis d’obtenir en 3 jours des CDs partiellement
matures surexprimant les molécules de co-stimulation CD80 et CD86 ainsi que CD40 et ICAM-1
(269) (270).

En résumé, aujourd’hui, les protocoles de maturation in vitro des CDs sont bien acquis chez
I’Homme et la souris mais restent a confirmer chez les autres espéces.

Dans tous les cas, ils permettent 1’obtention d’un pool de CPAgs capables d’initier des
réponses immunes a cellules T grace a I’expression sur leur membrane de molécules indispensables
a la reconnaissance et a I’activation des lymphocytes T.
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3. Potentialisation des cellules dendritiques

Les mécanismes moléculaires responsables de I’incapacité des CDs a reconnaitre puis a
présenter efficacement un Ag tumoral aux cellules T sont aujourd’hui bien connus.

Le but des expériences menées ces dix derniéres années en immunothérapie anticancéreuse a
donc été en particulier de mettre en place des techniques fiables et reproductibles permettant
d’obtenir des vaccins a base de CDs capables d’initier des réponses immunes thérapeutiques ou
protectives, spécifiques des tumeurs, efficaces et inoffensives.

Potentialiser les CDs consiste a les préparer in vitro a présenter le ou les Ags tumoraux aux
cellules T tout en améliorant I’activation de celles-ci.

3.1 Les différentes sources d’Ag tumoral

Face a I’incapacité des CDs a présenter efficacement I’Ag tumoral aux cellules T, entrainant
une tolérance ou une non reconnaissance des cellules tumorales par le systtme immunitaire, les
chercheurs ont vite compris I’importance du choix de la source d’Ag tumoral dans leurs essais
cliniques.

Or, au cours des premicres années, les vaccins cellulaires globaux et les lysats de cellules
tumorales étaient les seules sources utilisées avec des protocoles mal définis.

3.1.1 Les antigénes peptidiques associés a la tumeur (TAA)

Les premicres hypotheses concernant leur existence ont été posées lors de 1’étude
comparative réalisée entre des LT cytotoxiques isolés de patients atteints de mélanome et ceux
isolés de patients sains. En effet, seuls les premiers étaient capables in vitro de lyser des cellules
tumorales issues d’un mélanome (271).
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Le premier TAA a été isolé a partir d’un patient cancéreux atteint d’un mélanome malin par
I’équipe de BOON T. Nommé MAGE-1, il a ét¢ ensuite parfaitement caractérisé comme de type
HLA-A1 (272) (273).

Ces dix derniéres années, de nombreux autres Ags tumoraux ont été mis en évidence grace a
des techniques précises :

- la premiere méthode consiste a utiliser les lymphocytes T spécifiques isolés d’un patient
cancéreux pour passer au crible une librairie génique de I’ADNc recombinant des cellules
tumorales. Elle nécessite I’isolation et la culture avec des cellules tumorales de cellules T
spécifiques de la tumeur et issues du méme patient cancéreux. Elle a surtout ét¢ employée
pour identifier les Ags associés au mélanome (272). Elle reste cependant, en pratique,
difficile a réaliser pour les autres types de tumeur, mais aussi a cause de la nécessité de
conserver des lignées de cellules T stables sur un long terme (A).

- La seconde méthode, appelée SEREX (Serological identification of antigens by
recombinant expression cloning), utilise les Acs issus du sérum d’un patient cancéreux pour
identifier les Ags tumoraux (274) (275). Elle a permis d’identifier de nombreux Ags parmi
lesquels le NY-ESO-1, protéine spécifique de la méiose exprimée par de nombreux types
de cancer (B).

- La troisieme méthode consiste a utiliser les génes exprimés différemment par la cellule
tumorale par rapport a celle normale. Les peptides issus de ces geénes « candidats » sont mis
en culture avec des CPAgs possédant la molécule du CMH I correspondante. Les
lymphocytes T isolés des patients cancéreux permettent de sélectionner les Ags a 1’origine
d’une réponse immune (276). Elle reste la méthode la plus prometteuse et la plus
avantageuse a ce jour (C).
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I1s sont aujourd’hui regroupés dans différentes classes selon leur spécificité et leurs

caractéristiques :

la famille MAGE (MAGE 1, 2 et 3, BAGE, GAGE, RAGE) (277) (278) comprend des Ags
vraiment spécifiques des cellules tumorales. Ils sont exprimés dans les mélanomes (279)
et de nombreuses autres tumeurs mais pas dans les tissus normaux, excepté les cellules
germinales des testicules. Or, ces derniéres n’exprimant pas les molécules du CMH, elles
ne peuvent donc pas présenter ces Ags au systéeme immunitaire d’ou leur réelle spécificité
tumorale. Le dernier Ag, NY-ESO-1, de cette classe a été mis en évidence chez un patient
atteint d’un cancer de 1’cesophage. Ses peptides se lient fortement aux HLA-A2 (molécule
HLA de classe I la plus commune chez les Caucasiens) pour initier de fortes réponses CTLs
in vitro (280).

la famille des Ags issus des mélanocytes différentiés regroupe en fait des protéines
nouvellement exprimées par les mélanocytes, seulement au cours de leur différentiation.
Elles sont donc présentes dans les tissus normaux mais leur position « cryptique » leur
permet de ne pas étre présentées au systéme immunitaire ou seulement de fagon
tolérogénique. Par contre, elles sont surexprimées lors de mélanome. On peut citer entre
autres MART-1/Melan-A (281), gp100 (282), tyrosinase (283) et TRP-1 et 2. Des Ags
similaires, spécifiques d’une lignée cellulaire, ont pu étre identifiés lors de cancers de la
prostate, parmi lesquels I’Ag membranaire spécifique de la prostate (PSA) et la
phosphatase alcaline prostatique (PAP).

- la famille des Ags issus de génes mutés comprend de nombreuses protéines cellulaires

constitutives des tissus normaux mais ayant subi une mutation de leur géne lors du
processus tumoral. Ces mutations ponctuelles entrainent de fortes réactions CTLs contre les
cellules tumorales chez les patients cancéreux (284). Ces protéines sont donc inhérentes au
phénotype malin de plusieurs types de cancer. On peut citer :

1- la protéine mutée p53, mise en évidence dans le cancer du sein mais aussi dans celui du
poumon et celui gastro-intestinal ou elle est surexprimée intracytoplasmiquement (285);

2- la protéine mutée Ras, issue de simples substitutions d’un amino-acide en position 12 et
61 (286).

La famille des Ags issus de protéines normales surexprimées dans certains types de
tumeurs. Ont ét¢é identifiées, la protéine Melan A dans les mélanomes et la protéine HER-
2/neu dans les cancers des ovaires, du sein et d’autres adénocarcinomes (287).
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Grace a une connaissance plus large de ces Ags spécifiques, deux stratégies ont été
envisagées lors des essais cliniques d’immunisation :

- la premiere, quasi délaissée de nos jours, consiste a injecter directement ces peptides
antigéniques aux patients malades (288), soit par voie intradermique, soit par voie
intraveineuse, ou soit par voie intra-nodale, pour qu’ils puissent aller directement se lier
aux molécules du CMH des CDs. Or, cette technique rencontre deux inconvénients majeurs
représentés par le risque potentiel de tolérance engendré par les peptides libres et leur demi-
vie courte ;

- la deuxieme, aujourd’hui retenue dans la majorité des essais cliniques, consiste en une
potentialisation des CDs in vitro puis a leur réinjection in vivo.

Ainsi, dés 1985 chez la souris, I’injection de CDs, issues de la rate et pulsées in vitro avec un
Ag dérivé des cellules de sarcome, a entrainé une protection antitumorale dose-dépendante et un
prolongement de la survie des animaux (289).

De méme, une immunité antitumorale spécifique et protective a été obtenue chez des souris
inoculées avec des cellules tumorales, grace a leur vaccination a I’aide de CDs issues de la moelle
osseuse et pulsées in vitro avec des peptides antigéniques spécifiques issus, soit d’un sarcome
(peptide E7 papillomavirus), soit d’un carcinome pulmonaire (peptide MUT1) (290).

Chez I’Homme, des réponses immunes CTLs, spécifiques du peptide utilisé pour la
potentialisation des CDs in vitro, ont été obtenues dans des essais thérapeutiques sur des
mélanomes malins (291) (292) (293) (294) (295).

Les essais cliniques ont aussi ét¢ nombreux dans le cadre du traitement du cancer de la
prostate. Ils ont utilisé comme peptide antigénique soit la phosphatase alcaline prostatique
recombinée humaine (297) ou murine (234), soit la protéine membranaire spécifique de la prostate
(297) (298) (299). Dans les deux cas, tous les patients vaccinés ont développé une réponse immune
a cellules T spécifique de 1I’Ag, aboutissant parfois cliniquement a des rémissions completes (300)
(301).

En ce qui concerne le traitement des myélomes, de bons résultats ont aussi été obtenus (302)
(303) (304) (305).

Enfin, de nouvelles expériences s’intéressent aussi aujourd’hui avec succes au cancer ovarien
et a celui du sein (306), mais les effets thérapeutiques restent a valider lors d’essais cliniques.
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L’avantage majeur de leur utilisation réside dans leur grande spécificité qui permet de
réduire au maximum les risques de réponse auto-immune.

Pourtant, cette méme spécificité représente aussi un des inconvénients majeurs de leur
utilisation car ils sont soumis a la restriction haplotypique de chaque patient. Donc, pour un
peptide antigénique donné, le nombre de patients vaccinés va forcément €tre limité puisqu’il faut
définir ’haplotype correspondant au peptide pour chacun d’eux.

De plus, les expériences ont montré que la majorité des antigénes peptidiques identifiés se
lient aux molécules HLA classe I favorisant les réponses a cellules T CD8+ cytotoxiques mais
délaissant celles a cellules T CD4+ helpers responsables du maintien de I’immunité.

Enfin, I’utilisation d’un seul peptide peut étre responsable d’un phénoméne d’échappement
de la tumeur par clonage sélectif si I’Ag utilisé n’est pas immuno-dominant.

Face a chaque probléme rencontré, des solutions ont pu étre élaborées :

- Tutilisation de mixtures de peptides antigéniques permettant d’obtenir des réponses CTLs
fortes grace a la présence d’Ags immuno-dominants (307) ;

- T’utilisation de peptides modifiés par simple substitution d’un amino-acide au niveau de
leur site d’ancrage améliorant leur liaison avec les molécules du CMH (308) ;

- T’utilisation de différents peptides antigéniques, se liant aux molécules du CMH I pour
certains et a celles du CMH II pour d’autres, afin d’obtenir a la fois une réponse immune
cytotoxique et helper.

Ce probléme peut aussi étre résolu en utilisant des peptides non spécifiques de la tumeur dits
« helpers » tels le KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) (291).

En résumé, I’utilisation de ces antigenes associés aux tumeurs est aujourd’hui largement
étendue aux essais cliniques thérapeutiques avec des résultats encourageants.

Mais, malgré cela, d’autres stratégies ont été développées parallelement afin de contourner le
probléme de la restriction haplotypique. Elles représentent les autres sources possibles
d’antigéne tumoral.
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3.1.2 Les protéines tumorales totales purifiées ou recombinantes

L’utilisation des protéines tumorales totales purifiées ou recombinantes comme source d’Ag
permet de contourner le probléme de la restriction haplotypique.

Mises en contact avec les CDs ex vivo, elles sont capturées et transformées pour étre ensuite
présentées par les molécules du CMH sous forme de peptides différents les plus immunogéniques
(surtout pour les protéines tumorales purifiées).

Ainsi, des CDs murines cultivées in vitro, pulsées avec une protéine tumorale soluble, puis
réinjectées a des souris, ont initi¢ une réponse CTL (309) (310).

Chez I’Homme, les premiers essais cliniques ont été réalisés sur des patients atteints d’un
lymphome B non-Hodgkinien de bas grade. Leur vaccination a I’aide de CDs autologues pulsées
avec des protéines idiotypiques conjuguées et du GM-CSF a donné des résultats trés encourageants
chez certains patients (311) (312).

De méme, de nombreux essais thérapeutiques ont été réalisés dans le cadre de traitements de
my¢élomes multiples (313).

Un des autres avantages des protéines recombinantes est la possibilité de leur associer des
épitopes définis qui permettent d’améliorer la liaison molécules du CMH/Ag ou la stimulation des
LT comme par exemple le KLH (voir précédemment), des cytokines (IL-12 et IL-15), ou des
molécules de co-stimulation.

En résumé, cette source d’Ag tumoral reste malgré cela peu intéressante car 1’obtention des
protéines tumorales purifiées nécessite une quantité trés importante de tissu tumoral et celle des
protéines recombinantes est difficile et trés coliteuse.

Enfin, si ’apport par ces protéines de nombreux épitopes indéfinis permet de surmonter le
probléme de la restriction haplotypique, il est a I’origine aussi d’un risque potentiel de réaction
auto-immune contre des Ags du soi.
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3.1.3 Les lysats tumoraux et les corps apoptotiques issus des cellules tumorales

L’utilisation de lysats de cellules tumorales ou de leurs corps apoptotiques comme source
d’Ag permet, tout comme avec les protéines, de contourner le probléme de la restriction
haplotypique puisque ces préparations apportent de trés nombreux Ags tumoraux.

En ce qui concerne les lysats tumoraux, les premiers essais cliniques humains ont été réalisés
des 1998 chez des patients souffrant d’un mélanome malin (291). Ainsi, des réponses immunes ont
¢été obtenues chez la plupart des patients avec des cas de régression partielle ou totale et des effets
secondaires mineurs.

Par la suite, des résultats encore plus encourageants ont été obtenus parmi 19 patients atteints
d’un mélanome et vaccinés a I’aide de CDs pulsées avec des lysats de cellules tumorales autologues
(314). En effet, une rémission compléte durable est survenue chez 3 patients, trois autres ont montré
des réponses partielles.

D’autres équipes de chercheurs ont utilisé ces lysats pour le traitement d’autres types de
cancer.

C’est le cas pour le carcinome cellulaire rénal avec les premiers essais thérapeutiques réalisés
des 1998 (315). Par la suite, la méme équipe a réussi a obtenir deux cas de rémission compléte, un
cas de rémission partielle et sept cas de stabilisation clinique parmi 27 patients cancéreux évalués et
vaccinés a I’aide de CDs pulsées avec des lysats de cellules tumorales autologues (316).

De bons résultats ont aussi été obtenus dans le cas du traitement du carcinome parathyroidien
(317) et de celui du lymphome cutané a cellules T (318).

Enfin, il semble que 'utilisation des lysats tumoraux comme source d’Ag pour la préparation
des CDs permette d’obtenir des réponses immunes efficaces dans le cas de nombreuses autres
tumeurs solides (319) et de certains cancers a un stade avancé (320).

Chez la souris aussi, les CDs pulsées avec des lysats tumoraux puis réinjectées in vivo sont a
I’origine de I’initiation de réponses immunes anti-tumorales (321), avec des essais thérapeutiques
dans le cas du mélanome B16 et du fibrosarcome MCA-106 induits (322).

Plus récemment, une équipe de chercheurs a réussi a inhiber a 82% la croissance tumorale
chez des hamsters atteints d’un cancer pancréatique induit, et ce grace a leur vaccination a 1’aide de
CDs pulsées avec un lysat de cellules tumorales (323).

L’utilisation des corps apoptotiques comme source d’Ag tumoral est née d’expériences
mettant en évidence la capacité des CDs a les phagocyter grace a des récepteurs spécifiques tels la
vitronectine et la phosphatidylsérine (324) (325) (326).
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Par la suite, d’autres études expérimentales réalisées chez la souris (327) puis chez I’Homme
(328) (329) (330) ont permis de mettre en évidence la capacité des CDs a transformer ces corps
apoptotiques en peptides antigéniques, puis a les coupler aux molécules du CMH I et II par le
phénomene de CROSS-PRESENTATION.

Les essais cliniques thérapeutiques les utilisant sont encore rares. Ainsi, chez I’lHomme, ces
préparations ont permis chez des patients atteints d’un cancer rénal d’activer les lymphocytes
infiltrant la tumeur (331).

Des résultats similaires ont été obtenus dans le cadre d’essais sur le mélanome (332) et de
recherche thérapeutique pour le cancer gastro-intestinal (333).

Enfin, quelques équipes ont réalisé des études comparatives entre les différentes sources d’Ag
utilisées pour potentialiser les CDs. Ainsi, il en a résulté que celles pulsées avec des corps
apoptotiques sont plus efficaces a stimuler des réponses CTLs que celles pulsées avec des lysats
tumoraux (334).

De plus, malgré la facilité de leur préparation et I’intérét majeur de I’apport de multiples
peptides antigéniques, leur comparaison avec d’autres sources comme les hybrides (voir
ultérieurement) met en avant leur moindre efficacité liée a de nombreux inconvénients (335).

En effet, certaines études ont mis en évidence la possibilité que ces CDs pulsées avec des
corps apoptotiques engendrent un phénomeéne de tolérance au lieu d’initier une réponse immune
CTL (336), phénoméne pouvant étre expliqué par un processus de « saturation » des CDs qui
échouent a présenter correctement les Ags tumoraux.

De plus, il semblerait qu’une partie des fragments issus des corps apoptotiques phagocytés
soient protéolysés au lieu d’étre transformés puis couplés aux molécules du CMH.

Enfin, certains auteurs expliquent la faible capacité des lysats tumoraux par rapport aux autres
sources par la présence possible dans ces préparations de cytokines inhibitoires pour les CDs
(337).

Une des solutions a ce probleme d’efficacité a été résolu grace a la découverte du role
essentiel des protéines « heat shock » (HSPs) dans le rejet des tumeurs chez la souris et a
I’existence de récepteurs spécifiques sur les CDs humaines (338) (339) (340).

Ainsi, le traitement par la chaleur de cellules tumorales augmente le nombre de HSPs (HSp70,
HSp90, et gp96). Les lysats tumoraux contenant ces HSPs induisent la surexpression de la molécule
de co-stimulation CD86 des CDs.

En résumé, si les préparations a base de lysats de cellules tumorales ou de corps apoptotiques
ont des avantages certains représentés par I’apport de nombreux peptides antigéniques et par leur
facilité d’obtention, elles restent parmi les moins efficaces en tant que source d’Ag pour la
potentialisation des CDs.
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3.1.4 Les hybrides : fusion entre la cellule dendritique et la cellule tumorale

L’intérét porté aux cellules tumorales comme sources directes d’Ag est né de la difficulté
rencontrée a identifier et produire des Ags tumoraux spécifiques et immunogéniques dans d’autres
stratégies d’immunisation.

Or, dés 1994, la réalisation d’une fusion entre des cellules B activées et des cellules tumorales
d’hépatome a abouti a la formation de cellules hybrides, capables d’induire une immunité tumorale
spécifique (341).

Un tel résultat a alors ouvert la voie d’une nouvelle et prometteuse approche d’immunisation
anti-tumorale basée sur I’utilisation de cellules hybrides fortement immunogenes et issues de la
fusion entre une cellule tumorale et une CD (342).

Par la suite, de nombreuses expériences in vitro ont permis de confirmer la capacité de ces
hybrides a engendrer des réponses immunes anti-tumorales (343).

Ainsi, dés 1997, des hybrides, formés entre des CDs murines dérivées de la moelle osseuse et
des cellules tumorales d’adénocarcinome MC38, puis injectés a des souris malades, ont été a
I’origine d’une immunité thérapeutique et protective spécifique (344). La méme équipe a méme mis
en évidence la capacité de ces hybrides a réverser un phénomeéne de tolérance survenant
ordinairement vis-a-vis d’un Ag (345).

Parallélement, des études sur un modéle murin utilisant, soit des cellules B16 de mélanome
soit des cellules 3LL de carcinome pulmonaire, ont mis en avant le fait qu’une fusion totale entre
les cellules tumorales et les CDs n’était pas forcément nécessaire pour obtenir une immunogénicité
des premiéres. Une simple co-culture entre les deux types de cellule, avant leur ré-injection in
vivo, suffit a engendrer une immunité anti-tumorale persistante. Par contre, 1’utilisation d’une
membrane perméable lors d’essais de co-culture a mis en évidence I’obligation d’un contact
physique entre les cellules (346).

Les premicres études vaccinales ont été développées chez la souris grace a une technique de
fusion cellulaire chimique utilisant le polyéthylene glycol (PEG).

Ainsi, la fusion par le PEG entre des CDs issues de la moelle de souris et des cellules
tumorales normalement peu immunogeénes, telles celles du mélanome B16 et du lymphome RMA-S,
a abouti a la formation d’hybrides exprimant les molécules du CMH I et II, les molécules de co-
stimulation, ainsi que les marqueurs de surface spécifiques des deux types cellulaires. De plus, la
vaccination de souris avec ces hybrides a permis d’obtenir une immunité protective contre une
progression tumorale (347).
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De trés nombreuses autres vaccinations ont donné des résultats satisfaisants chez la souris.
C’est le cas lors d’une vaccination thérapeutique contre un mastocytome, utilisant des hybrides
CD/cellule P815 de mastocytome, qui a permis d’induire une résistance anti-tumorale sur un long
terme (348).

Il en est de méme lors de vaccinations contre un neuroblastome a I’aide d’hybrides CD/cellule
Neuro-2a de neuroblastome murin (349), contre un fibrosarcome, un mélanome ou un gliome (350)
(351).

Enfin, plus récemment, ’immunisation de souris saines ou atteintes d’un carcinome hépato-
cellulaire avec des hybrides CD/cellule H22 tumorale, formés par méthode chimique (PEG), a
abouti a une immunité protective chez les souris saines et une augmentation de la survie des souris
cancéreuses (352).

Des résultats similaires ont été obtenus aussi chez des rats atteints d’ostéosarcome et vaccinés
avec des hybrides CD/cellule UMR106 tumorale formés par électrofusion (353).

Chez I’THomme, les premiers essais cliniques ont été réalisés dans le courant de 1’année 2000,
dans le cadre de la recherche d’une thérapeutique contre le carcinome cellulaire métastatique rénal.
L’¢tude s’est portée sur 17 patients cancéreux et la fusion entre les cellules tumorales autologues et
les CDs allogéniques a été réalisée par électrofusion. Le suivi sur 13 mois a montré un rejet total de
toutes les 1ésions tumorales chez 4 patients et une réduction de la masse tumorale de presque 50%
chez 2 autres (354) (355).

Plus tard, des résultats aussi encourageants ont été obtenus aprés vaccination de 13 patients
atteints d’un carcinome rénal sans effet toxique majeur (356).

D’autres essais thérapeutiques plus récents ont aussi été réalisés avec succes chez des patients
atteints de mélanome malin (357) (358) ou de gliome (359).

Enfin des expériences, limitées pour I’instant aux tests in vitro d’immunogénicité, ont mis en
avant I’intérét des hybrides dans le traitement des carcinomes ovarien et mammaire (360) (361).
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Comme nous I’indique 1’évolution des essais thérapeutiques, les techniques chimiques de
fusion basées sur I’utilisation du PEG ont rapidement été remplacées par I’électrofusion, technique
utilisant deux réactions indépendantes consécutives, une électrophorése et une rupture réversible de
la membrane cellulaire (362) (363).

Les causes avancées sont la toxicité du PEG, son efficacité fusionnelle médiocre (nécessité
d’une purification), la faible reproductibilité des techniques et I’existence de variations spécifiques
parmi les cellules tumorales.

Par contre, I’¢lectrofusion est applicable a toutes les cellules mammiferes et facilement
reproductible, son efficacité fusionnelle dépasse de loin celle du PEG et donc ne nécessite pas de
sélection ou de purification, et enfin, ¢’est une technologie adaptée aux grands nombres de
préparations pour les essais cliniques (plus de 200.10 ® cellules utilisées en une fois sans
compromettre la fusion).

L’¢électrofusion in vitro par électroporateur entre les cellules tumorales de mélanome humain
et les CD issues des monocytes sanguins a €té réalisée avec une efficacité située entre 3 et 18%
(342).

De méme, Hayashi T. a obtenu 20 a 30% de cellules hybrides CD/cellules tumorales de
gliome GL261 chez la souris apres électrofusion et 23% d’hybrides entre des CDs dérivées des
monocytes humains et différentes lignées cellulaires de mélanome avec la méme technique (350).

Enfin, une étude comparative menée sur le modele murin et le neuroblastome a mis en
évidence la supériorité de I’efficacité de fusion de 1’¢lectrofusion par rapport au PEG, mais aussi, la
supériorité des hétérocaryons formés a exprimer plus intensément les cellules de co-stimulation et
donc a engendrer des réponses T efficaces aussi bien in vitro que in vivo (349).

D’autres études expérimentales ont permis de mettre en évidence I’importance de ’utilisation
de CD matures lors d’hybridation. En effet, chez le modéle murin, les hybrides cellules de
my¢lome J558/CDs matures sont a I’origine d’une immunité protectrice chez 3 souris parmi les 10
alors qu’elle est nulle avec des hybrides J558/CDs immatures (364).

En résumé, I’utilisation d’hybrides cellulaires dans la thérapeutique vaccinale anticancéreuse
semble trés prometteuse et bien supérieure pour potentialiser les CDs (). En effet, elle a I’avantage
d’éviter I’identification des Ags tumoraux, de contourner la restriction haplotypique et d’augmenter
les signaux de co-stimulation indispensables a I’activation des cellules T.
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3.1.5 Transfert génique de I’Ag aux CDs

Malgré les nombreux avantages rencontrés dans l’utilisation des lysats tumoraux, des corps
apoptotiques et des hybrides, quelques inconvénients communs restent a résoudre comme la
nécessité d’une grande quantité de tissu tumoral pour leur préparation ou celle d’une étape de
purification pour diminuer au maximum les risques de réaction auto-immune.

C’est avec cet objectif que des équipes de chercheurs se sont trés vite intéressées au matériel
génétique comme source d’Ag tumoral représenté, soit par un ADN ou un ARN antigénique
spécifique, soit par ’ARN tumoral total.

Ainsi, deés 1995, la possibilité de modifier génétiquement les CDs afin d’exprimer un antigene
associé a une tumeur a été prouvée en transfectant directement le géne codant pour la tyrosinase
humaine, Ag associ¢ au mélanome, a des CDs capables alors d’activer a long terme la prolifération
de cellules T spécifiques (365).

Parallélement, de nombreuses études ont étudié la possibilité¢ de transférer un antigéne
spécifique en utilisant une technique de transduction par des vecteurs viraux. Ainsi, a partir de
1996, plusieurs équipes ont mis en évidence la possibilité de transférer le gene MART-1 a des CDs
par transduction avec un rétrovirus (366), un poxvirus (367) ou un adénovirus (368) (369) (370)
(371).

Des études comparatives ont montré la grande supériorité de cette technique de transfert
génique par rapport aux méthodes physiques ou chimiques telles 1’¢lectroporation, les liposomes ou
le CaPOy4 (372).

En fait, il semble que la plupart de ces méthodes de transfection soit toxique pour les CDs
avec une modification de leur phénotype voire une mort cellulaire.

Ainsi, sous des conditions optimales, quand 1’électroporation atteint 15% d’efficacit¢ la
viabilité des CDs est inférieure a 60% (373).

Par contre, la transduction par des vecteurs viraux peut atteindre les 90 a 100% d’efficacité et
ne provoque, en général, aucune altération dans le phénotype des CDs, avec méme une
augmentation importante des molécules de co-stimulation dans le cas des adénovirus (374).

De plus, il semble aussi que 1’expression du transgene dans les CDs humaines transduites
avec un adénovirus puisse persister bien au-dela du temps d’expression apres transfection physique
(1 semaine contre 72 heures) (372).
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METHODES DE TRANSFECTION RESULTATS

VIRALES
Adénovirus transduction supérieure a 90%
Poxvirus immunité antivirale n’affectant pas
I’efficacité in vivo
Retrovirus nécessité d’'une maturation post-
infectieuse des CD
Herpesvirus transduction de multiples geénes
PHYSIQUES
CaPOq transduction supérieure a 10%
Electroporation

transduction d’environ 15% avec
une faible viabilité des CD

Tableau 1. Différentes méthodes de transfection génique de I’antigéne dans les cellules
dendritiques.
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L’utilisation des vecteurs viraux n’est rendue possible que par la modification par délétion
d’un ou plusieurs de leurs génes responsables de leur réplication.

Ainsi, le vecteur adénoviral, considéré aujourd’hui comme le plus efficace, est issu de
I’adénovirus humain de sérotype 5 ayant subi une délétion de son géne E1.

Il est a noter aussi que 1’utilisation de certains vecteurs viraux rencontre des limites. Ainsi,
par exemple, les vecteurs viraux issus du virus de la leucémie murine ne sont utilisables que pour la
transduction de CDs immatures c'est-a-dire de cellules se divisant, dans lesquelles seulement ils
pourront s’intégrer de facon stable au génome.

Si les vecteurs adénoviraux sont capables eux d’infecter une grande variété de cellules
immatures ou non, ils transférent le géne tumoral efficacement que lors de hauts titrages viraux.
Ceci s’expliquerait par le faible nombre de récepteurs adénoviraux sur les CDs.

Des modéles tumoraux murins ont d’abord été utilisés pour tester in vivo I’efficacité des CDs
modifiées génétiquement. Ainsi, celles modifiées avec le géne OVA par transduction adénovirale
ont induit in vivo une réponse CTL spécifique plus forte que celle obtenue avec les CDs pulsées
avec le peptide OV A, et ont aussi engendré une immunité anti-tumorale protectrice contre les
tumeurs EG.7 exprimant OVA (375).

Concernant ['utilisation de I’ARN tumoral total, des souris vaccinées avec des CDs pulsées
avec I’ARN issu de cellules tumorales exprimant OV A ont été protégées de 1’évolution de ces
cellules une fois implantées.

Des résultats similaires ont été obtenus par la méme €quipe lors de la vaccination de souris a
I’aide de CDs pulsées avec I’ARN tumoral des cellules de mélanome métastatique B16. Une
réduction trés importante des métastases pulmonaires a été aussi observée chez ces souris (376).

L’utilisation de I’ARN tumoral total a été aussi rendu possible dans le cas de petites voire
microscopiques tumeurs grace a la possibilité d’amplification du matériel génique par PCR
(Polymerase Chain Reaction) (377).

Ainsi les essais thérapeutiques I’utilisant ont permis d’ouvrir des perspectives nouvelles dans
les traitements des tumeurs du SNC (378), du cancer colorectal (379), du myélome (380), et du
cancer de la prostate (381) avec des premiers résultats encourageants chez I’Homme.
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I1 est a noter d’ailleurs, que ces techniques de potentialisation ont mis en évidence récemment
I’intérét de I'utilisation de la télomérase transcriptase réverse comme Ag tumoral universel.

En effet, elle est le composant catalytique d’un complexe fonctionnel, capital dans le maintien
de ’'immortalité cellulaire. Faiblement exprimée dans les cellules humaines adultes normales, elle
est mise en évidence dans 90% des tumeurs avec de hauts niveaux d’expression.

Ainsi, son utilisation, soit sous forme de plasmide d’ADN, soit associée a un vecteur viral
(adénovirus), permet de produire des CDs exprimant cette télomérase (et ce, plus fortement apres
transduction) et capables de générer des réponses CTLs a I’origine de la lyse des cellules tumorales
télomérase +, comme celles du cancer de la prostate (382) (383).

En résumé, le principal intérét d’une potentialisation antigénique des CDs par transfection
ou transduction génique est de contourner le probléme de la restriction haplotypique.

De plus, I'utilisation de I’ARN tumoral total permet d’obtenir un panel important d’épitopes
sans avoir a les définir, et d’appliquer cette technique a de trés petites tumeurs.

Enfin, la transduction des CDs par des vecteurs viraux permet d’obtenir, in vitro et in vivo,
des CDs induisant des réponses immunes CTLs spécifiques bien plus fortes qu’avec les autres
techniques de transfert génique, et ce, grace a une expression plus durable des Ags tumoraux
couplés aux molécules du CMH sur la surface cellulaire s’expliquant par la stabilité¢ du génome des
CDs ainsi modifiées.

Le seul inconvénient de I’utilisation des vecteurs viraux est le manque encore de contrdle
absolu sur la capacité des CDs génétiquement modifiées a transcrire d’autres protéines virales, non
impliquées dans la réplication virale, mais pouvant faire de ces CDs des cellules cibles pour
I’immunité des patients vaccinés.
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3.1.6 Les exosomes

Comme nous I’avons vu précédemment, malgré la connaissance a ce jour de nombreux Ags
associés aux tumeurs, la majorité des Ags tumoraux immuno-dominants reste inconnue.

Les techniques de potentialisation des CDs utilisant les hybrides ou le transfert génique ont
permis de résoudre ce probléme, et de nombreux essais cliniques thérapeutiques ont déja prouvé
leur efficacité.

Plus récemment encore, la découverte dans de nombreuses cellules hématopoiétiques
(réticulocytes, lymphocytes B et T, plaquettes, mastocytes et CDs) de 1’existence de vésicules
internes aux endosomes, formant des corps multivésiculaires (MBV) et capables de fusionner avec
la membrane cellulaire, a ouvert une nouvelle voie en immunothérapie anticancéreuse (384) (385).

Ces vésicules, appelées exosomes, permettent en fait I’élimination des protéines ne suivant
pas la voie de dégradation intracellulaire. Sécrétées par les cellules vivantes, et différentes des
microvésicules des corps apoptotiques, la plupart contiennent des molécules du CMH I, des
enzymes, des molécules d’adhésion (intégrines, ICAM-1, lactadhérine), de nombreuses autres
protéines (rab, annexines, tétraspanines ...) et des glycolipides (386).

Leurs propriétés biophysiques (taille et densité) ont permis leur purification a partir de
milieux de culture supernatants ou de fluides physiologiques comme le sang, les ascites ou les
effusions malignes (387) (388) (389).

Elle se fait par diafiltration et/ou par centrifugation différentielle sur un gradient de
sucrose. De plus, les exosomes peuvent étre conservés pendant au moins deux ans a - 80°C.

La premiere expérience mettant en évidence les propriétés immuno-stimulatrices de ces
vésicules a été réalisée des 1996 avec des exosomes sécrétés par des cellules B porteuses du virus
EBV (Einpstein-Barr Virus).

La premiére vaccination a I’aide d’exosomes issus de CDs murines pulsées avec des peptides
tumoraux a été réalisée deux ans plus tard chez la souris et a abouti a une réponse immune a
cellules T spécifiques et a un prolongement de la survie des rongeurs (390).
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Des expériences plus poussées sur I’immunogénicité de ces exosomes ont ensuite montré
qu’ils étaient capables de stimuler a la fois des cellules T CD4+ et des cellules T CD8+, seulement
en transférant leurs complexes peptide/CMH I et II dans des CDs hotes matures (391) (392).

En effet, il a ét¢ démontré que les exosomes « matures » (sécrétés par exemple par des CDs
« immatures » (393). Cette différence s’expliquerait par une quantité plus importante de molécules
du CMH II, de CD86 et ICAM-1 dans les premiers (394).

Grace a ces découvertes, les essais cliniques utilisant les exosomes sur des patients
cancéreux humains ont récemment été autorisés.

La premiere vaccination a été réalisée sur des patients souffrant d’un mélanome de stade III
ou IV et a abouti a des réponses immunes significatives avec des effets secondaires minimes et
quelques améliorations cliniques sur le plan 1ésionnel (395).

Des résultats similaires ont aussi été obtenus chez des patients atteints de cancers pulmonaires
avances (396).

On peut aussi remarquer que ’utilisation d’exosomes issus de cellules tumorales comme
source d’Ag est encore sous investigation. En effet, leur utilisation directe lors de vaccinations
expérimentales a montré leur plus faible capacité a stimuler les réponses immunes CTLs que les
exosomes dérivés des CDs. Ceci pourrait s’expliquer par leur potentiel inhibiteur sur le systéme
immun da a la présence de molécules inhibitrices des cellules T tel le ligand Fas (394).

Il semble aujourd’hui que leur utilisation lors de vaccinations ne soit envisageable qu’apres
leur pulsation ex vivo avec des CDs matures ou qu’apres traitement par la chaleur des cellules
tumorales (dites « stressées ») dont ils sont issus. Ceci reste a confirmer.
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3.2 Utilisation des molécules immuno-modulatrices et de celles de co-stimulation

Connaissant I’effet immuno-inhibiteur des cellules tumorales en prolifération sur le
fonctionnement des CDs, de nombreuses équipes de chercheurs ont étudié puis testé ’effet de
diverses molécules dites immuno-stimulatrices sur 1’efficacité de ces CDs lors d’un processus
tumoral.

Indispensables dans les milieux de culture des progéniteurs afin d’obtenir des CDs en grande
quantité et au phénotype stable, ces molécules ont d’abord été utilisées in vivo lors de protocoles
vaccinaux acellulaires avec de bons résultats (surtout pour les cytokines IFN-a, IL-2 et GM-CSF)
(398) (399) (400) chez les modéles animaux.

Chez I’Homme leur utilisation directe a été limitée du fait d’un important risque de toxicité
(utilisation controversée de IL-12) (401).

Durant ces dix derni¢res années, les techniques du génie génétique ont été utilisées par de
nombreuses équipes dans le but de potentialiser les CDs grace a I’introduction dans leur génome
d’un ou plusieurs geénes codant pour ces molécules.

Ainsi, dés 1996, la vaccination a base de CDs modifi¢es génétiquement avec 2 sous-unités du
gene IL-12 (p40 et p35) a abouti a une activation maximale des LT cytotoxiques.

De méme, chez un modeéle murin, des CDs, dérivées de la moelle osseuse et transduites
rétroviralement avec le géne IL-12 murin, ont exprimé, de facon stable et a de hauts niveaux, la
protéine bioactive IL-12. Ensuite, I’injection de ces CDs modifiées a permis la régression de
tumeurs faiblement immunogéniques (tel le mélanome B16) (402).

Enfin, de fortes réponses CTLs, spécifiques d’un Ag associ¢ a une tumeur, ont été initiées in
vitro par des CDs modifi¢es génétiquement afin d’exprimer en méme temps un Ag spécifique du
mélanome et IL-12 (403).

En fait, I’'IL-12 est une cytokine pro-inflammatoire produite par les CDs en réponse au signal
CD40/CD40L. En retour, elle stimule I’expression du CD40L sur les cellules T et la production de
IFN-y par les cellules NK. Enfin, elle augmente la résistance des CDs face a la mort cellulaire
induite lors de cancer de la prostate, et a la capacité de bloquer la néo-angiogénése tumorale in vivo
dans un mod¢le murin (404).

Plus rapidement, d’autres interleukines comme IL-7 et IL-4 ont intéress¢ les chercheurs.

Concernant la premiere, des CDs issues des monocytes sanguins humains transduites
rétroviralement avec le géne IL-7 ont montré in vitro une capacité stimulatrice plus importante par
rapport aux CDs non transfectées (405). Cette potentialisation est due en fait a la capacité de 1L-7 a
augmenter la prolifération des cellules T.

Ainsi, un essai thérapeutique a montré que 1’injection intra-tumorale de CDs modifiées avec
le géne IL-7 provoquait une régression tumorale (406).

Concernant la seconde, dans le cadre d’une étude comparative effectuée entre différents
hybrides formés entre des cellules tumorales de myé¢lome murin et des CDs a différents stade de
maturité, le géne de I’interleukine IL-4 a été introduit dans certains cas. Il en a résulté, en plus de la
mise en évidence de I’importance du choix de CDs matures dans la formation des hybrides, une
plus grande efficacité de ceux contenant le géne IL-4 avec une immunité protectrice efficace chez
I’ensemble des 10 souris vaccinées (407).
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L’intérét s’est aussi vivement porté sur une autre cytokine, le GM-CSF, indispensable a
I’activation des CDs. Son role essentiel a amené les chercheurs a penser que 1’introduction d’un
ADNCc codant pour ce facteur dans les CDs permettrait une stimulation autocrine, et ainsi,
augmenterait leur capacité de présentation de I’Ag.

Ainsi, sa transfection grace a un adénovirus dans des lignées de CDs XS chez la souris a
abouti a la sécrétion d’une quantité importante de ce facteur, a la formation de prolongements
dendritiques beaucoup plus longs et a une meilleure expression des molécules du CMH II et de
CD86. Que ce soit pour les CDs XS, celles dérivées de la moelle osseuse ou les CLs, I’effet produit
par I’introduction du géne GM-CSF est donc une meilleure capacité de présentation de I’allo-
antigene (408).

De méme, lors d’essais d’immunisation protectrice contre un carcinome, grace a des CDs
modifiées avec le gene GM-CSF et pulsées avec un lysat tumoral, 20% seulement des souris
immunisées ont développé une tumeur contre 100% lors de I'utilisation de CDs non modifiées
(409).

Enfin, une autre étude expérimentale chez la souris concernant le mélanome B16 a rapporté
que la différence d’efficacité entre les hybrides CDs-GM-CSF/cellules B16 et ceux CDs/cellules
B16 était non significative (410). Il est a noter que, dans cette expérience, les CDs utilisées sont des
CDs spléniques connues pour étre des CPAgs beaucoup moins efficaces.

En ce qui concerne les molécules de co-stimulation, de nombreux travaux ont été effectués
avec le gene du ligand CD40, essentiel au signal d’activation entre les CDs et les cellules T (voir
précédemment). Ces études ont été menées pour 1’essentiel par 1’équipe de Kikuchi T., Moore AS et
Crystal RG a partir de I’année 2000. Utilisant le modéle murin et le mélanome B16 entre autres, la
transfection de I’ADNc du CD40L murin grace a un adénovirus dans des CDs issues de la moelle
osseuse a permis d’observer, dans un premier temps, une augmentation des molécules de co-
stimulation (CD80 (B7-1) et CD54 (ICAM-1) par exemple) sur les CDs modifiées. De plus, la
stimulation du récepteur CD40 par le CD40L va induire la sécrétion par les CDs d’IL-12 a I’origine
du développement des cellules T CD4+ et de leur maturation, et de MIP-1a responsable de la
migration des cellules T CD8+.

Concretement, le traitement de souris malades a 1’aide de ces CDs modifiées a été a 1’origine
d’une inhibition significative de la croissance tumorale. De plus, I’activité CTL anti-tumorale
obtenue était aussi associée a un effet thérapeutique dans le cas de métastases.

Enfin, il a été observé que I’expression du CD40L sur les CDs les protégeait de I’apoptose
spontanée induite par la liaison Fas/FasL et des effets inhibiteurs de cytokines inflammatoires telles
IL-10 (411) (412) (413).

Des résultats similaires ont été obtenus lors de I’immunisation de souris avec des CDs
transfectées simultanément avec les génes du CD40L et d’un idiotype spécifique du lymphome
murin a cellules B (414).

D’autres expériences plus récentes ont reporté 1’intérét de I’utilisation des molécules de co-
stimulation CD80 (B7-1), ICAM-1 (CD54), et LFA-3 (CD58) afin d’augmenter la capacité des
CDs a activer les LT.

Transfectés simultanément dans les CDs sous forme de triade (TRICOM = TRiad of CO-
stimulatory Molecules), ces trois génes permettent en effet une meilleure stimulation des cellules T
par les CDs (415) (416).
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Enfin, d’autres molécules ont été aussi utilisées de fagon intéressante. C’est le cas de la
lymphotactine XCL1, facteur chimiotactique, dont le géne a été introduit dans des CDs pulsées
avec le peptide Mut-1 ce qui a engendré une immunité plus efficace contre le carcinome pulmonaire
de Lewis ainsi que lors de 1’étude du mélanome B16 (417) (418).

De méme, des CDs modifiées avec le gene de la chimiokine SLC/CCL21 puis injectées en
intra-tumoral ont favorisé le recrutement des LT et augment¢ ainsi la réponse anti-tumorale (419).
Une étude comparative a récemment démontré la supériorité de la chimiokine CCL21 par rapport a
la lymphotactine a induire une immunité anti-tumorale protectrice (420).

On peut aussi parler de la protéine Bel-XL, appartenant a la famille des protéines Bel-2
connues pour leurs propriétés anti-apoptotiques. L’intérét de cette protéine est apparu lors d’études
expérimentales sur le cancer de la prostate. En effet, les chercheurs se sont apercus, dans un premier
temps, que ce cancer était a I’origine de 1’apoptose des CDs ce qui empéchait le développement
d’une réponse immune spécifique anti-tumorale. Dans un deuxi¢me temps, ils ont relaté que
I’augmentation de la survie des CDs lors de modification génétique par des génes de cytokines (IL-
12) était accompagnée d’une augmentation de I’expression de cette molécule Bel-XL. En fait, cette
protéine protege les cellules de I’apoptose par le NO (monooxyde d’azote) et inhibe la mort
cellulaire provoquée par la liaison Fas/FasL entre les cellules tumorales et les CDs. Ainsi, le
traitement de souris atteintes d’un cancer de la prostate avec des CDs transfectées a conduit a une
inhibition significative de la croissance tumorale (421).

Le cancer de la prostate étant aujourd’hui le cancer le plus fréquent chez I’Homme, la
deuxiéme cause de mort parmi les cancers humains et restant un cancer chimio résistant, ces
résultats représentent un réel espoir de traitement efficace dans ce cas et peut-&tre bien dans
d’autres.

En résumé, si ’immunothérapie anticancéreuse basée sur I’utilisation des CDs représente un
nouvel espoir pour le traitement des patients cancéreux, les CDs modifiées génétiquement in vitro
avant la vaccination semblent les plus prometteuses.

Ceci est d’autant plus vrai dans les essais cliniques utilisant des CDs « doublement
modifiées » avec, d’un c6té un géne codant pour une molécule immuno-stimulatrice ou de co-
stimulation, et de ’autre un ou plusieurs geénes codant pour des Ags tumoraux (transduction par des
vecteurs viraux ou formation d’hybrides apres transfection des CDs).

Ces techniques de potentialisation des CDs sont d’autant plus intéressantes car elles sont
simples, peu coliteuses, ne nécessitent que peu de matériel et permettent I’application des essais
thérapeutiques dans le cas de micro tumeurs difficiles a prélever, grace aux nouvelles méthodes de
microdissection et d’amplification génique par PCR.
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4. Voies d’administration et doses vaccinales

Si la question de la dose et de la fréquence vaccinales optimales reste encore aujourd’hui un
probléme, celle de la voie d’administration a été plus sérieusement étudiée.

In vivo, I’habilité des CDs a migrer hors des vaisseaux sanguins, a travers les tissus, puis
dans la circulation lymphatique afférente vers les organes lymphoides secondaires, est indissociable
d’une expression régulée de différentes molécules d’adhésion et de récepteurs sur les CDs et dans
les tissus concernés.

La premiere question fut de savoir si celle des CDs générées in vitro était la méme. Or, la
préparation des CDs in vitro reste un stade primordial dans la vaccination puisque leur phénotype et
surtout leur stade de maturation vont influencer a la fois leur capacité migratoire et celle d’immuno-
stimulation in vivo.

Les avis sur ce sujet sont encore partagés. Certains auteurs supportent 1’idée que ’utilisation
de CDs immatures aux propriétés migratoires supérieures permettrait une meilleure présentation de
I’Ag aux nceuds lymphatiques périphériques tandis que d’autres préférent favoriser 1’utilisation de
CDs matures aux capacités immuno-stimulatrices bien plus importantes.

Le probléme de la capacité des CDs immatures générées in vitro a maturer naturellement in
vivo apres réinjection a été résolu grace a I'utilisation de facteurs de maturation (voir
précédemment).

De méme, I’injection pré-vaccinale de facteurs inflammatoires permet d’améliorer la
migration des CDs vers les nceuds lymphatiques en augmentant localement les ligands du récepteur
CCR7, MCP-3 et SLC (422).

La deuxieme question fut de savoir si la voie d’administration des CDs générées in vitro avait
une influence quelconque sur le niveau de stimulation de I’immunité et sur la nature des réponses
immunes induites.

Dans ce sens, de nombreux tests comparatifs sur les capacités migratoire et d’immuno-
stimulation des CDs, injectées suivant différentes voies d’administration, ont été réalisés a partir
des années 90s.

Ainsi, il apparait qu’apres injection de CDs marquées a I’indium-111 chez des souris atteintes
de mélanome B16, la voie intraveineuse (IV) aboutit a une accumulation de la radioactivité dans les
organes richement capillarisés (foie, rate et reins) et que la voie sous-cutanée (SC) permet une
accumulation des CDs dans les aires a cellules T des NL drainants (423).

De méme, une étude comparative utilisant aussi des CDs marquées a I’oxyquinoline induim-
111 entre les voies veineuse, sous-cutanée et intradermique a montré que les CDs injectées en [V se
localisent trés vite dans les poumons pour étre ensuite redistribuées au foie, a la rate et a la moelle
osseuse mais sont indétectables dans les NL et les tumeurs. Par contre, lors d’injection intra-
dermique (ID) un faible pourcentage (de 0.1 a 0.4%) de CDs migre rapidement dans les NL
régionaux (424).
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D’autres études ont alors permis de définir quelle voie d’administration permettait une
meilleure immunité anti-tumorale. Ainsi, la vaccination (par voie IV, ID ou intra-lymphatique (IL))
a I’aide de CDs pulsées de 21 patients répartis en 3 groupes, et atteints d’un cancer métastatique de
la prostate, a engendré des réponses immunes a cellules T spécifiques chez tous les patients.

Par contre, I’induction d’une production d’IFN-y n’est survenue qu’apres injection ID ou IL
alors que la production d’Acs spécifiques a été plus importante chez les patients immunisés par voie
IV (425).

De méme, une autre équipe a démontré que I’injection SC de CDs pulsées permettait une
meilleure protection contre la croissance tumorale que la voie IV grace a I’induction de cellules T
CD8+ mémoires dans la rate et les NL (426).

En résumé, I’initiation d’une réponse immune a cellules T est possible par n’importe quelle
voie d’administration. Par contre, la qualité de cette réponse est intimement liée a cette voie. Ainsi,
la vaccination ID génére plutdt une forte réponse de type Thl alors que celle IV favorise une
réponse de type Th2 (427) (428) moins efficace contre les processus tumoraux.

Malgré les bons résultats obtenus apres vaccination par voie ID (429), les chercheurs ont testé
de nouvelles voies d’administration afin de résoudre le probléme du temps de maintien des
capacités immuno-stimulatrices des CDs au cours de leur migration entre le site d’injection et
les organes lymphoides secondaires. En effet, la génération d’une immunité anti-tumorale efficace,
c'est-a-dire cytotoxique et mémoire, n’est possible que si I’Ag est présenté aux cellules T pendant
un temps suffisant. Or, on a vu précédemment que le temps de vie des complexes CMH/peptide est
court.

Comparée a la voie intraveineuse, les injections intradermiques en des sites proches des NL
drainants ont permis d’améliorer ce probléme. Les voies intra-lymphatique (430) et intra-tumorale
(431) ont obtenu aussi de meilleurs résultats que celle intra-veineuse mais c’est la voie intra-nodale
qui aujourd’hui encore présente le plus d’intérét car elle permet d’éliminer totalement le probleme
du temps de migration des CDs.

C’est I’équipe de Nestle en 1998 qui a, pour la premiere fois, réalisé une vaccination de
patients atteints d’un mélanome par injection intra-nodale de CDs (291) avec, chez certains, une
régression tumorale.

Plus récemment, des résultats intéressants ont été aussi obtenus chez des patients atteints d’un
lymphome a cellules T apres injection intra-nodale de CDs autologues pulsées avec un lysat de
cellules tumorales (318).

Enfin, une étude comparative a permis de confirmer la supériorité de la voie intra-nodale
par rapport a celles intra-veineuse et intra-dermique a stimuler les cellules T (432).
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VACCINATION INTRATUMORALE

Avantages Inconveénients

Pas besoin d’identification des Ags Accessibilité limitée des

ou du CMH tumeurs

Possibilité de manipuler I’environ- Environnement tumoral
ment tolérogénique
Identification du site tumoral pour Excision tumorale retardée

les cellules effectrices

Tableau 2. Avantages et inconvénients de 'immunothérapie intratumorale.

En ce qui concerne la dose et la fréquence vaccinales, les protocoles utilisés dans les
différents essais cliniques se sont basés sur les résultats obtenus lors de vaccinations anti-
infectieuses.

De plus, chez un modele murin, une simple immunisation par voie sous-cutanée a provoqué
un retard négligeable de la croissance tumorale alors que des immunisations répétées a 2-5 jours
d’intervalle pendant 3 semaines ont permis d’empécher la croissance tumorale de la majorité des
Iésions, voire méme leur disparition compléte (433). Ce fait s’explique par la nécessité d’une
présence prolongée de 1I’Ag dans les organes lymphoides secondaires afin d’abord d’obtenir une
expression maximale des CTLs puis de les maintenir sur un long terme.

Cette obligation de présence, estimée au moins de 7 a 14 jours, a favoriser les protocoles
vaccinaux basés sur des injections répétitives.

Ainsi, la majorité des essais thérapeutiques sont réalisés avec des protocoles de vaccination
utilisant, soit au minimum 2 injections administrées a 1 ou 2 semaines d’intervalle suivies de
rappels mensuels, soit plusieurs injections a 1 mois d’intervalle.
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En résumé, il semble aujourd’hui acquis que la voie d’administration intra-nodale semble
la plus intéressante et la plus prometteuse pour obtenir une réponse immune anti-tumorale efficace,
en ¢éliminant ainsi le probléme de 1’affaiblissement des capacités immuno-stimulatrices des CDs au
cours de leur migration vers les organes lymphoides secondaires.

De méme, les meilleures méthodes de vaccination semblent privilégier les injections
répétées de CDs a 4-7 ou 14 jours d’intervalle pour maintenir au niveau des organes lymphoides
secondaires une pression antigénique sur une période suffisante pour développer une immunité
mémoire.

De nombreux essais expérimentaux restent pourtant encore nécessaires afin de mettre en
place des protocoles stricts certifiés, pouvant étre utilisés lors d’essais cliniques thérapeutiques de
facon optimale pour chaque type de cancer.

II1. Discussion

Les succes initiaux de I’immunothérapie anticancéreuse rencontrés chez les modeles animaux
et utilisant les CDs ont été a 1’origine d’un optimisme considérable concernant la thérapie des
cancers humains.

Pourtant, les essais cliniques chez I’Homme, initiés dés la moitié des années 90s, ont
rapidement réfréné cet enthousiasme a cause du faible nombre des résultats thérapeutiques
réellement bénéfiques obtenus associé a un lot non négligeable d’effets secondaires indésirables
(phénomeénes d’hypersensibilité, de tolérance et d’auto-immunité).

Pour expliquer ces échecs et essayer de les surmonter, plusieurs raisons ont été évoquées.

La premiere est le manque de corrélation existant entre les modéles animaux et les patients
cancéreux. En effet, chez les premiers, les cancers traités sont issus de cellules malignes
transplantées et la croissance des tumeurs issues de celles-ci se fait la plupart du temps en quelques
jours voire quelques semaines alors qu’il faut parfois plusieurs années pour qu’une méme tumeur se
développe naturellement chez I’Homme.

La deuxiéme raison est directement liée au fait que les espoirs misés sur cette
immunothérapie ont été mal définis. En effet, le but des essais cliniques a été surtout d’augmenter
le pourcentage de survie des patients cancéreux soit en obtenant une éradication compléte de la
maladie soit en retardant sa progression (éviter I’apparition de nouveaux nodules cancéreux) mais
aussi, de prévenir ou de retarder le développement de cancers chez les patients précancéreux
(thérapie préventive).

Or, dans le premier cas, les patients traités étaient tous a un stade avancé de leur maladie a
I’origine souvent d’un état immunodépressif (action des prétraitements de chimio- ou de
radiothérapie et de I’interleukine tumorale IL-10) et ne permettant pas des traitements a long terme
(durée de survie des patients courte).
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Enfin, dans le deuxiéme cas, les thérapies chez les précancéreux ou les patients a un stade
précoce de leur maladie n’ont pas encore été autorisées a cause du risque des effets secondaires
cités précédemment.

La troisieme raison invoquée, et pas la moindre, est le manque d’homogénéité et de fiabilité
des cultures de CDs utilisées lors des vaccinations li¢ a une absence de systématisation et de
contrdle des protocoles, et ce, a tous les niveaux.

En effet, si la génération ex vivo, en grande quantité, de CDs humaines a partir de
progéniteurs hématopoiétiques CD34+ ou de monocytes sanguins est aujourd’hui bien maitrisée, le
stade de maturation de ces cellules utilisées dans les vaccinations reste le point le plus sensible
des protocoles car il est reconnu comme déterminant dans leur immunogénicité.

L’ensemble des équipes de chercheurs est d’accord sur le fait que 1’utilisation de CDs issues
de précurseurs (prélevés dans le sang ou la moelle du patient cancéreux) et maturées ex vivo est
préférable lors des essais thérapeutiques car elles semblent plus immunogenes que celles utilisées a
un stade immature et elles diminuent les risques de tolérance.

Ainsi, plusieurs protocoles de maturation ex vivo des CDs humaines sont aujourd’hui établis
avec une combinaison de cytokines (TNF, IL-1p, IL-6 et PGE2 pour le MCM (monocyte
conditioned media) ou TNF, IL-1B, POLYI:C, IFN-a et IFN-y pour le méga cocktail) et de ligands
aux TLRs.

Enfin, plus récemment, des protocoles de maturation rapide des CDs sur 2 jours au lieu de 7-9
jours ont été testés avec succes.

L’autre point sensible de ces protocoles est le choix de I’antigéne car il est aussi déterminant
dans I’'immunogénicité des CDs que dans le type de réponse immune obtenue (importance d’une
réponse a la fois a cellules T CD8+ et CD4+ pour un meilleur résultat clinique).

L’utilisation d’une source génique endogéne semble étre la méthode la plus satisfaisante a ce
jour. En effet, les CDs transfectées sont facilement contrdlables et permettent la présentation de
nombreux antigénes tumoraux dont les plus immunogeénes, a la fois par la voie du CMH I et celle
du CMH II (aprés mise en place d’un signal sur I’extrémité carboxyl de I’ARNm), et ce de fagon
plus persistante qu’avec de simples peptides.

En résumé, si la rareté des résultats cliniques obtenus a ce jour chez I’Homme lors des essais
d’immunothérapie anticancéreuse a base de CDs a largement contribué a diminuer 1’optimisme des
chercheurs sur I’existence d’un traitement anticancéreux miraculeux, elle a permis par ailleurs a ces
mémes équipes de chercher, d’un c6té a améliorer les protocoles existants ( patients traités
immunocompétents et a un stade plus précoce de leur maladie, conservation optimale des CDs par
cryopréservation, maturation des CDs ex vivo et source antigénique endogene) et de I’autre a
¢laborer de nouvelles stratégies vaccinales. Ainsi, les nouveaux protocoles de vaccination utilisant
les CDs s’associent de plus en plus souvent a des traitements adjuvants, administrés de facon
concomitante ou non et qui se composent par exemple des cytokines IL-2 ou IL-12, de toxines
bactériennes et leurs dérivés ou encore tout dernierement du composé glycosylcéramide KRN7000
isolé d’une éponge océanique (434).
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CONCLUSION

Les cellules dendritiques, décrites chez "'Homme dés 1868 par Langerhans, sont des cellules
jouant un rdle essentiel dans le systéme immunitaire. Véritables sentinelles positionnées dans les
épithéliums, elles sont 4 ’origine de I’initiation des réactions immunes de I’organisme grice a leur
capacit¢ a capturer un corps étranger, a le transformer puis 4 le présenter afin qu’il soit
reconnaissable par les lymphocytes T de I"'immunité.

La connaissance approfondie de leur mode d’action dés les années 70s puis le développement
des techniques de production de ces cellules a partir de progéniteurs fin des années 80s a permis
d’envisager avec optimisme leur utilisation en immunothérapie. Plus particuliérement, leur capacité
a reconnaitre puis & présenter au systéme immunitaire des Ags tumoraux en ont fait ses derniéres
années les outils d’une nouvelle immunothérapie anticancéreuse.

Pourtant, le faible nombre de résultats thérapeutiques probants obtenu lors des récents essais
cliniques chez ’Homme a remis en question I’utilisation de ces cellules. En effet, a ce stade
précoce du développement clinique, aucune indication ou évidence n’a permis de confirmer la
supériorité des vaccins a base de CDs par rapport aux autres stratégies vaccinales ainsi qu’aux
autres traitements anticancéreux. A ceci s’ajoutent un coiit et une complexité d’élaboration non
négligeables limitant 1’avancée des recherches et déséquilibrant un peu plus la balance entre les
inconveénients et le bénéfice médical réel d’une telle thérapeutique chez les patients cancéreux.

Ainsi, le réle des CDs en tant que meilleures CPAgs a méme été remis en question. Des essais
cliniques in vifro puis in vivo chez la souris ont mis en évidence la capacité des cellules B a
stimuler fortement une réponse a cellules T. 1l est donc évident que de nombreuses études cliniques
de phase III sont encore nécessaires pour évaluer correctement les avantages de 1I’immunothérapie
anticancéreuse utilisant les CDs. Il semble aujourd’hui que cette thérapie ne soit intéressante que
dans le cas de patients en état de rémission ou pour de petites tumeurs résiduelles

Malgré tout, la vaccination a base de CDs représente encore pour certains un traitement
optionnel plein de promesses, surtout dans certains types de cancers comme ceux de la prostate ou
du rein et les lymphomes pour lesquels des cas de rémission compléte ou partielle ont été obtenus.

Les perspectives pour 1’avenir sont donc d’approfondir encore les connaissances sur la
physiologie des CDs, d’améliorer les protocoles de vaccination en standardisant chaque étape afin
d’optimiser les essais cliniques de phase III, mais aussi de rechercher les meilleurs traitements

adjuvants a associer a cette vaccination afin d’obtenir le meilleur résultat clinique
envisageable chez les patients : la rémission.
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RESUME :

Les cellules dendritiques chez I’Homme et les carnivores domestiques sont
considérées comme les meilleures cellules présentatrices d’antigénes, qu’ils
soient d’origine bactérienne, virale ou tumorale.

Leur capacité a stimuler les lymphocytes T spécifiques les rend responsables de
I’initiation des réponses immunes primaires.

Le phénomeéne d’échappement rencontré lors du développement d’un processus
tumoral a été la source des recherches mises en ceuvre afin d’optimiser
I’efficacité des cellules dendritiques et par la-méme I’immunité anti-tumorale.
Apres un rappel des connaissances physiologiques acquises sur les cellules
dendritiques, il était intéressant de faire le bilan de leur utilisation en
immunothérapie anticancéreuse pour en définir les avantages, les inconvenients
et les perspectives d’avenir.
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