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> Les cellules dendritiques, sentinelles du sys-
téme immunitaire, sont des cellules spécialisées
dans la capture, 'apprétement et la présentation
d’antigenes. Ces cellules ont un réle central dans
la réponse immunitaire car ce sont les seules
capables d’activer les lymphocytes T naifs et
de déclencher une réponse immune primaire. La
possibilité de les différencier et de les manipuler
génétiquement ex vivo en fait un outil de choix
pour stimuler des réponses immunitaires contre
des antigenes d’intérét. C’est pourquoi les cel-
lules dendritiques sont largement utilisées en
immunothérapie anti-tumorale et anti-infec-
tieuse. REcemment, plusieurs études ont montré
que des cellules dendritiques transfectées avec
des ARNm autologues tumoraux ou viraux sont
capables d’induire une réponse immunitaire spé-
cifique et efficace associée a une réponse cli-
nique bénéfique. Cette stratégie de vaccination
tres prometteuse offre une approche thérapeu-
tique applicable a de nombreuses pathologies
et, de plus, adaptée a chaque patient. Cet arti-
cle fait le point sur les progrés actuels réalisés
en immunothérapie anti-tumorale et anti-VIH
(virus de immunodéficience humaine). <
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Les cellules dendritiques et leurs fonctions

Il existe deux types de cellules dendritiques issues
de précurseurs différents: les cellules dendritiques
plasmacytoides et myéloides. Les cellules dendritiques
plasmacytoides, d’origine lymphoide, se trouvent dans
les zones T des organes lymphoides, dans le thymus et
dans le sang; les cellules dendritiques interstitielles et
les cellules de Langerhans, d’origine myéloide, se trou-
vent dans des sites en contact avec I’environnement
extérieur (muqueuses et peau) (Figure 1).

€n périphérie, les cellules dendritiques, a I’état imma-
ture, sondent continuellement leur environnement a
la recherche d’antigenes (Ag), qu’elles capturent par
phagocytose ou endocytose.
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€n présence de molécules issues de pathogénes comme les PAMP (pathogen-
associated molecular pattern), reconnus par les TLR (toll-like receptors),
de molécules associées a I'inflammation, comme les cytokines pro-inflam-
matoires interleukine-1f3 (IL-1B) et tumor necrosis factor 0. (TNFeL), les
cellules dendritiques entrent alors dans un processus de maturation. Celui-ci
induit une série de modifications morphologiques (apparition de dendrites),
immunophénotypiques et fonctionnelles qui vont transformer ces cellules
spécialisées dans la capture d’Ag (immatures) en cellules spécialisées dans
la présentation d’Ag (matures). Elles vont migrer des tissus périphériques
vers les organes lymphoides secondaires afin de stimuler les lymphocytes T
(D4 et/ou CD8 (naifs ou mémoires) spécifiques de I’Ag et déclencher leur dif-
férenciation en cellules effectrices [1-3] (Figure 2). Les cellules dendritiques
matures expriment alors le marqueur de maturation CD83 et surexpriment
les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), les molécu-
les d’adhérence (comme CD50, CD54 et CD58) et de costimulation (comme
CD40, CD80 et CD86), ainsi que le récepteur des chimiokines CCL19 et CCL21:
CCR7 qui contrdle la migration vers les zones T ganglionnaires [4-6]. €nfin,
elles produisent de nombreuses cytokines comme I'lL-6, I'IL-8, le TNFOU et
P'IL-12 qui vont stimuler la réponse immunitaire [7] (Tableau ).

Limmunothérapie fondée sur I’utilisation de cellules
dendritiques transfectées avec de ’ARN messager

Différentes stratégies sont employées pour livrer les Ag d’intérét aux cel-
lules dendritiques [8, 9]. Les cellules dendritiques peuvent étre chargées
avec des peptides synthétiques [10]. Cette méthode requiert la déter-

mination préalable d’épitopes immunogenes et demeure
limitée aux patients exprimant un certain haplotype du
CMH. De plus, la présentation antigénique reste transi-
toire car le peptide est rapidement dégradé ou possede
une affinité vis-a-vis des molécules du CMH qui ne suffit
généralement pas pour activer de fagon optimale les
cellules T CD4 et CD8 spécifiques. Afin d’élargir la réponse
a d’autres épitopes non identifiés sans la contrainte
liée a la restriction au CMH, il est possible de charger les
cellules dendritiques avec des protéines tumorales ou
virales, des extraits de cellules tumorales ou bien encore
des corps apoptotiques [11]. Cette derniére approche
n’est cependant pas appropriée dans le cas de certaines
pathologies qui présentent un défaut dans I"apprétement
de I’Ag. D’autres essais ont tenté de livrer directement
les Ag dans les cellules dendritiques en transfectant ces
derniéres avec de I’ADN ou en les infectant avec des virus
recombinants de type rétroviral ou adénoviral codant
pour les Ag étudiés. L'utilisation des virus recombinants
pose néanmoins le probleme de la réaction immunitaire
dirigée en grande partie contre le vecteur viral lui-
méme.

Une autre approche vaccinale consiste a utiliser des
cellules dendritiques transfectées avec des ARN mes-
sagers (ARNm) codant pour des Ag connus, ou avec
I’ensemble des ARNm isolés directement a partir de
tumeurs, afin d’induire

°°o
Cellule g
dendritique
immature
Fonctions Marqueurs
CR, MR, TLR, SR, CLR +t
Capture de I’antigéne
CD32, CD64, CDI91 4
Présentation de I’antigéne CMH-1, CMH-II, CD1 +
CCR1, CCRS, CCR6 +t
Migration
CCR7 +
Maturation CD83 =
Adhérence CD50, CD54, CD58 +
Costimulation CD80, CD86 +
Activation CD40 +
Production de cytokines IL-6, IL-8, TNFar, IL-12 +

Expression des marqueurs

une réponse immunitaire
spécifique. Une étude,
menée par D. Boczkowski

et ses collaborateurs, a
montré que des cellules

mature

dendritiques transfectées
avec les ARNm issus d’une
" tumeur sont capables : (1)
d’engendrer des lympho-
cytes T cytotoxiques spé-
o cifiques (cytotoxic T lym-
phocyte, CTL) in vitro et
(2) de protéger des souris
- contre une injection létale
de cellules tumorales d’ou
sont issus les ARNm [12].
- €n outre, le développe-

ment des techniques de

biologie moléculaire a
et permis I’amplification

d’ARNm rares ou encore

Tableau I. Principales molécules associées a la maturation des cellules dendritiques. CR : complement receptor ;

MR : mannose receptor ; TLR : toll-like receptor ; SR : scavenger receptor ; CLR : c-type lectin receptor ; - : absence

d’expression ; + : faible expression ; +++ : forte expression.
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non identifiés a partir de
faibles quantités de tis-
sus tumoraux. Trois tech-
niques pour transfecter



I’ARNm sont utilisées : la transfection passive, I’élec-
troporation et l'utilisation des liposomes. La transfec-
tion passive consiste a incuber ’ARNm avec les cellules
dendritiques qui I’incorporent par macropinocytose.
L’ARNm contenu dans les vésicules intracellulaires ainsi
formées, les macropinosomes, va en partie étre libéré
dans le cytoplasme. Cepe ndant, le transfert d’ARNm
par cette méthode a une efficacité trop faible pour
induire une réponse immune satisfaisante. €n revanche,
I’électroporation, qui consiste a envoyer une décharge
électrique aux cellules pour forcer I’ouverture des pores
membranaires, permet I'entrée de ’ARNm de fagon
plus efficace dans le cytoplasme. Enfin, les liposomes
sont de petites sphéres phospholipidiques artificielles
contenant ’ARNm, qui ont la capacité de fusionner avec

la membrane plasmique pour introduire ’ARNm dans la cellule. Une
fois dans le cytoplasme, ’ARNm transfecté est traduit en protéines qui
vont étre dégradées en peptides par le protéasome. Ces peptides sont
transportés dans le réticulum endoplasmique, associés au CMH-I et
présentés aux cellules T CD8.

Des essais cliniques prometteurs en immunothérapie anti-tumorale
Dans un premier essai de vaccination chez I’homme, publié par le
groupe d’A. Heiser, des cellules dendritiques transfectées avec I’ARNm
codant pour I’Ag PSA (prostate specific antigen) ont été injectées a
des patients atteints d’un cancer de la prostate. Les résultats mon-
trent que la vaccination induit une augmentation des lymphocytes T
CD8 activés, sécréteurs d’interféron ¥ (IFNY), spécifiques de I’Ag PSA
chez neuf des treize patients associée a une diminution du marqueur
sanguin PSA chez six patients sur sept évalués [13].

Dans un autre essai de phase | mené par

@
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Z.Su, dix patients atteints d’un cancer
rénal métastatique ont été vaccinés avec
des cellules dendritiques transfectées
avec les ARNm tumoraux totaux. Sept
des dix patients ont eu une stabilisation
de la maladie ou une atténuation de la
croissance tumorale. Chez cing des six
patients analysés, une réponse TCD8

l polyclonale spécifique de la tumeur a

@

Précurseur
CDllc

été observée. De plus, ces CTL spécifi-
ques de la tumeur présentent une acti-
vité cytotoxique dans des tests ex vivo
[14]. Ces études montrent aussi que ce
type de vaccination est bien toléré chez
les patients et aucune toxicité n’a été
observée.

Les cellules T CD4 ont un r6le important
dans le déclenchement, le maintien
et la potentialisation d’une réponse
TCD8 anti-tumorale efficace [15]. Une
réponse TCD4 requiert la présenta-
tion des peptides antigéniques par
les molécules de CMH-II. S.K. Nair et
son groupe ont ainsi utilisé des ARNm
codant pour I’Ag CEA (carcinoembryonic

plasmacytoide

Figure 1. Origine des cellules dendritiques plasmacytoides et myéloides. Les cellules dendritiques
se différencient a partir de cellules souches hématopoiétiques CD34" de la moelle osseuse selon
deux voies de différenciation classiquement décrites: la voie lymphoide et la voie myéloide.
Dans la voie lymphoide, le progéniteur lymphoide commun CD34°, issu de cellules souches
hématopoiétiques CD34", donne naissance aux lignées de cellules B, T et NK (natural killer) et
a un précurseur lymphoide CD11c™ qui se différencie en cellule dendritique plasmacytoide. Ces
dernieres se trouvent dans le thymus, les zones T des organes lymphoides et le sang. Dans la voie
myéloide, le progéniteur myéloide commun CD34", issu de cellules souches hématopoiétiques
CD34*, donne naissance a un précurseur myéloide CD11c* CD1a* CD14™ qui migre dans I"épiderme
pour se différencier en cellule de Langerhans ou a un précurseur myéloide CD11c* CDla™ CD14*
qui migre dans le derme et les tissus conjonctifs pour se différencier en cellule dendritique

interstitielle.
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antigen) associé a la séquence LAMP-1
(lysosome-associated membrane pro-
tein-1) afin de cibler ’Ag vers les com-
partiments lysosomaux. Cette stratégie
permet d’induire in vitro une réponse T
a la fois cytotoxique et auxiliaire spé-
cifique de CEA [16]. A la suite de ces
résultats, Z. Su et ses collaborateurs
ont démontré dans un essai clinique
récent que des cellules dendritiques
transfectées avec ’ARNm codant pour

281



282

la protéine chimérique LAMP/TERT (telomerase reverse transcrip-
tase) s’avére une stratégie prometteuse capable de provoquer des
réponses T CD4 prolifératives et des CTL spécifiques de I’Ag tumoral
chez des patients atteints d’un cancer de la prostate métastati-
que [17] (Tableau Il). Cependant, I'utilisation de ces séquences
d’adressage au lysosome s’applique uniquement aux ARNm tumo-
raux déja identifiés. Afin d’augmenter la présentation d’Ag issus
d’ARNm tumoraux totaux dans la voie de présentation restreinte au
CMH-I1, Y. Zhao et ses collaborateurs ont montré que I’inhibition de
I’expression de la chaine invariante (molécule qui s’échange contre
un peptide exogéne pour la liaison au CMH-11) avec des oligonucléo-
tides antisens conduit a une meilleure présentation des peptides
engendrés en association avec le CMH-II. Les expériences in vivo
mettent en évidence un effet anti-tumoral corrélé a des réponses
CTL et CD4 prolifératives spécifiques de ’Ag [18].

Un espoir dans le contexte de I'immunothérapie anti-VIH

Chez I’homme, diverses stratégies de vaccination thérapeutique contre
le VIH ont été développées. Mais I'efficacité des vaccins s’avere limitée
car le virus a une forte capacité a créer des variants qui différent non
seulement d’un individu a I"autre mais encore chez un méme patient.
Une maniéere de contourner ce probléme consiste a élaborer un vaccin
individuel ciblant spécifiquement I’ensemble des variants présents
chez chacun des patients. €n réactivant la réponse immunitaire contre
ces variants individuels, un vaccin dit « autologue », plus efficace car

plus spécifique, pourrait alors étre en mesure d’induire
une immunité protectrice a long terme.

Notre groupe a ainsi évalué la capacité de cellules
dendritiques électroporées avec des ARNm viraux
issus du méme patient (autologues) et amplifiés a
partir d’échantillons de sang, a induire une réponse
immune spécifique. Sur les dix patients étudiés, neuf
ont montré des réponses T CD8 prolifératives spéci-
fiques du VIH in vitro. Comparativement, les cellules
dendritiques électroporées avec de I’ARNm consensus
n’ont induit qu'une réponse anti-virale trés faible, ce
qui confirme bien I'importance de travailler avec des
ARNm viraux autologues. Récemment, D.G. Kavanagh
et ses collaborateurs ont transfecté des cellules den-
dritiques avec des ARNm codant pour la protéine Nef
du VIH fusionnée a des signaux permettant le trans-
port de cette protéine vers les compartiments lysoso-
maux. Bien que la réponse immunitaire décrite dans
cette étude ne soit pas dirigée contre tous les variants
du virus présents chez le patient, "avantage de cette
approche est qu’elle permet d’obtenir des réponses T a
la fois CD8 et CD4 [19]. €nfin, dans une autre étude,
€.R. Van Gulck et ses collaborateurs ont électroporé
des cellules dendritiques avec les ARNm codant pour
les protéines Gag et Env du VIH amplifiés a partir des

Produit Type Nombre L.
A . Toxicité
vaccinal de tumeur de patients
ARNm autologue rein 15
, , , aucune
(tumoral total) et métastases 10 évalués
ARNm autologue 9
cerveau , , aucune
(tumoral total) 7 évalués
ARNm autologue 11
neuroblastome , , aucune
(tumoral total) 6 évalués
ARNm prostate 16
R , , , aucune
de I’antigéne PSA et métastases 13 évalués
poumon, sein,
ARNm A 42
célon aucune

de P’antigéne CEA 36 évalués

et métastases

ARNm inflammation
. . prostate .
de la télomérase B 20 au site
i i et metastases L
transcriptase inverse d’injection

Ré Ré
) epo-nsc-e e-p?nse Référence
immunitaire clinique
CD8: 6/7 7 stabilisations
[14]

(par ELISpot) de la maladie

3 stabilisations
de la maladie

ND , [28]
4 progressions

de la maladie

Pas de réponse

ND . o [29]
clinique objective
CD4 et CD8: 9/9
(par ELISpot Pas de réponse [13]
et test de clinique objective
cytoxicité)
1 réponse compleéte
(D8:3/3 2 14 .
réponses mineures
(test Y o [30]
L, 6 stabilisations
de cytotoxicité) )
27 progressions
CD4 et CD8: ,
Pas de réponse
17/18 [17]

(par ELISpot) clinique objective

Tableau Il. Récapitulatif des essais cliniques fondés sur l'utilisation des cellules dendritiques transfectées avec de ’ARNm spécifique d’antigéne ou

avec ’ensemble des ARNm issus d’une tumeur. PSA : prostate-specific antigen ; CEA : carcinoembryonic antigen ; ND : non détecté.
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formes provirales et plasmatiques du virus [20]. Cette
approche a permis de déclencher des réponses T (D4 et
CD8 dirigées contre les différents variants individuels
du virus qui se répliquent, mais également contre
les formes latentes qui constituent les réservoirs du
virus. La combinaison de ces différentes stratégies
(ciblage de tous les épitopes autologues, induction
d’une réponse a la fois CD4 et CD8 contre les formes
latentes et réplicatives du virus) semble donc étre
I’approche vaccinale la plus pertinente pour stimuler
des réponses mémoires protectrices a long terme chez
les patients infectés [21].

Manipuler les cellules dendritiques
pour améliorer la réponse immunitaire

Les résultats obtenus en utilisant les cellules den-
dritiques transfectées avec de I’ARNm autologue

sont tres encourageants. Toutefois, de nombreuses équipes ten-
tent actuellement d’explorer les propriétés intrinseques de ces
cellules, a I'aide d’immunomodulateurs ou par modification géné-
tique, afin d’augmenter leur pouvoir immunostimulateur et par
conséquent d’amplifier "efficacité et la persistance de la réponse
immunitaire.
Pour obtenir une réponse T spécifique optimale, il semble inté-
ressant, par exemple, d’augmenter la durée de vie des cellules
dendritiques aprés leur injection dans I'organisme en surexprimant
des protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 [22] ou en dimi-
nuant 'expression de protéines pro-apoptotiques comme Bak et
Bax [23]. Linefficacité de certaines cellules dendritiques a stim-
uler des lymphocytes T spécifiques peut également étre a I'origine
d’une faible réponse immunitaire. Ce défaut d’activation peut étre
dd a I'absence de signaux de co-stimulation ou de production de
cytokines immunostimulatrices comme I’[L-12. Il est notamment
connu que la voie CD40/CD40L est essentielle a I'obtention d’une
réponse immunitaire efficace et durable. Les cellules dendritiques
qui expriment fortement la molécule

o |
(0 e —_

Progéniteurs
hématopoiétiques

Cellules
Précurseurs

A A
Antigénes A A
i1 i
o 0
Réaction
immunitaire

-1

i3
2 {

3. Présentation
des antigénes

1. Capture et
dendritiques apprétement de

immat e s
A A @:g ures@ EHESEs tissus périphériques

-

(D40 sont activées par le CD40L exprimé
a la surface des lymphocytes T activés.
Cette interaction induit la maturation
des cellules dendritiques ainsi que la
production de cytokines par ces cellules
(en particulier I’IL-12) leur conférant

ainsi un pouvoir immunostimulateur

2. Migration

: plus élevé [24]. Cette méme interaction
et Maturation

est cruciale pour permettre la diffé-
renciation des cellules T de cellules

Cellules naives ou mémoires en cellules effectri-
dendritiques . ]
matures ces productrices de cytokines, comme
a organes

lymphoides I’a récemment montré M. Macleod et

secondaires

ses collaborateurs [25]. La molécule

et activation
des lymphocytes

4. Apoptose
des celulles dendritiques

CD40 apparait donc comme une cible
potentielle importante en immunothé-
rapie. Enfin, il a été montré que seule

Figure 2. Activation des lymphocytes T par les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques
dérivent de précurseurs circulants. Ces précurseurs dérivent de progéniteurs hématopoiétiques
qui proliferent dans la moelle osseuse. Situées dans les tissus périphériques, les cellules dendri-
tiques & I’état immature capturent les antigénes issus de différents pathogénes (1). €n présence
de molécules issues de pathogénes comme les PAMP (pathogen-associated molecular pattern,
reconnus par les TLR, toll-like receptors), de molécules associées a I'inflammation, comme
les cytokines pro-inflammatoires interleukine-1B (IL-1P) et tumor necrosis factor oL (TNFQL),
ces cellules dendritiques entrent ensuite dans un processus de maturation et migrent vers les
organes lymphoides secondaires (2). Dans les organes lymphoides secondaires, les cellules den-
dritiques matures présentent aux lymphocytes T CD4 et/ou CD8 les peptides issus des antigénes
en association avec les molécules du CMH, ce qui déclenche la différenciation des lymphocytes
spécifiques de I’antigéne en cellules effectrices. Ces lymphocytes T activés quittent les organes

lymphoides secondaires pour rejoindre le site original de I'infection (présence de I’antigeéne) (3).

Les cellules dendritiques meurent par apoptose (4).
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une minorité des cellules dendritiques
injectées chez les patients, moins de
1%, étaient capables de migrer vers les
organes lymphoides secondaires [26].
N. Okada et ses collaborateurs ont
montré que les cellules dendritiques qui
expriment fortement le CCR7 s’accumu-
lent 5 fois plus dans les ganglions lym-
phatiques drainant le site d’injection
[27]. Ces observations sont essentielles
dans la mesure ou seules les cellules
dendritiques qui auront migré dans les
ganglions lymphatiques, zone principale
d’interaction avec les lymphocytesT,
seront susceptibles de déclencher des
réponses immunes efficaces.
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Conclusions

Différents essais cliniques ont désormais apporté la preuve de I’ef-
ficacité des cellules dendritiques transfectées avec de I’ARNm a
présenter des Ag (tumoraux/viraux) et & induire des réponses cyto-
toxiques et auxiliaires spécifiques associées dans certains essais a
un réel bénéfice clinique. De plus, cette approche vaccinale s’avére
une méthode simple, facilement utilisable en clinique : elle permet
de stimuler des réponses immunes contre des Ag identifiés et non
identifiés, sans restriction au CMH. La possibilité d’administrer a
plusieurs reprises ce vaccin chez les patients sans étre limité par
IPimmunité préexistante observée avec les vecteurs viraux recombi-
nants, représente un avantage supplémentaire de cette approche.
Enfin, il est envisageable de renforcer I’efficacité de ce type de
vaccin en améliorant la génération d’épitopes immunogénes par des
stratégies visant a cibler les Ag vers les compartiments lysosomaux
ou vers le protéasome (pour une meilleure présentation CMH-II et
| respectivement), ou en utilisant des immuno-modulateurs tels
que des antagonistes de PD-1 et CTLA-4 ou encore des agonistes de
CD40. ¢

SUMMARY

mRNA-transfected dendritic cells-based vaccine:

a promising strategy in immunotherapy

Dendritic cells play a central role in the initiation of the immune
response as they are the only antigen-presenting cells able to prime
naive T cells. This makes the dendritic cells the vector of choice to use
as a cell-based vaccine in immunotherapy. Although there are several
strategies to deliver antigen to dendritic cells, the ones transfected
with mRNA coding for tumor or viral antigens are able to induce potent
antigen specific T-cell responses directed against multiple epitopes. In
this review, we report several advances made in the field of anti-tumo-
ral and anti-HIV immunotherapy using mRNA-transfected dendritic
cells-based approaches. ¢
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