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Des vésicules sécrétées

in vivo permettent

d’améliorer la réponse
immune anti-tumorale
Clotilde Théry, Matias Ostrowski, Ingrid S. Zeelenberg

Le complexe CMH-peptide

d'antigéne tumoral

Certaines cellules cancéreuses expri-
ment des antigénes tumoraux qui
peuvent étre reconnus, sous forme de
peptides associés aux molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH), par des lymphocytes T spéci-
fiques de la tumeur [1]. Cependant,
cette reconnaissance ne conduit pas,
généralement, a la destruction de la
tumeur [2, 3]. Les lymphocytes T naifs
ne reconnaissent pas directement ces
complexes CMH-peptide a la surface
des tumeurs: ils doivent d’abord étre
en contact avec une cellule présenta-
trice d’antigenes professionnelle, la
cellule dendritique, portant le com-
plexe CMH-peptide tumoral spécifi-
que (Figure 1). La cellule dendritique
n’exprimant pas elle-méme I"antigéne
tumoral, elle doit le capturer a partir
des cellules tumorales, pour générer le
complexe CMH-peptide. La fagon dont
les cellules dendritiques capturent les
antigénes a partir des tumeurs n’est
pas bien comprise [3]. In vitro, diver-
ses études ont montré que des cellules
tumorales mortes [4], des protéines
de choc thermique isolées a partir de
tumeurs [5], des protéines solubles
[61, mais aussi des vésicules membra-
naires appelées « exosomes » sécrétées
par les cellules [7, 8], pouvaient étre
utilisées par les cellules dendritiques
comme sources d’antigénes tumoraux.
In vivo, dans "organisme ot les cellules
cancéreuses se multiplient, les produits
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sécrétés par les cellules cancéreuses,
antigeénes solubles ou vésicules mem-
branaires, pourraient donc aussi étre
capturés par les cellules dendritiques
et utilisés pour former les complexes
CMH-peptide tumoral et activer les
lymphocytes T. Nous avons voulu tester
cette hypothese, et déterminer si la
forme de I"antigene tumoral sécrété
(soluble ou associé aux membranes)
pouvait moduler la nature ou I'effica-
cité de la réponse immunitaire induite
contre la tumeur [9].

Efficacité accrue de la réponse T
induite par un antigéne tumoral

porté par des exosomes

Pour cela, nous avons modifié généti-
quement une lignée de cellules tumo-
rales de souris, afin qu’elle sécréte un
antigéne modele, I'albumine de poulet
(ou ovalbumine, OVA), soit sous forme
soluble, soit sous une forme associée
spécifiquement aux vésicules membra-
naires de type exosomes (Figure 1A).
Pour obtenir une ovalbumine associée
aux exosomes, nous l’avons couplée
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Figure 1. Modéle expéri-
mental. Uantigéne modeéle
OVA est sécrété in vivo soit
par des cellules tumorales
génétiquement modifiées
(A), soit par les cellules
musculaires aprés vacci-
nation avec de I’ADN nu
(B). ’OVA est normale-

ment sécrétée sous forme
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@%) soluble (OVA), mais apres
6 fusion avec le domaine
C1C2 de la lactadhérine,
elle est sécrétée associée
a des vésicules membra-
naires, telles que les exo-
somes (OVAC1C2). Dans
les deux cas, I’OVA sécré-
tée doit étre capturée par
Lympho T des cellules présentatri-
ces d’antigenes, qui vont

faconner des complexes

CMH-peptide (€). Ces complexes seront présentés aux lymphocytes T qui seront alors activés et

déclencheront la réponse immunitaire spécifique de I’OVA.
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a une séquence protéique dite C1C2,
provenant de la lactadhérine, une pro-
téine sécrétée en association avec des
vésicules membranaires [10-12]. La
séquence C1C2 de la lactadhérine est
similaire a des séquences protéiques
trouvées dans les facteurs de coagula-
tion sanguine V et VI, et elle est res-
ponsable de I'association aux vésicules
membranaires [13]. Nous avons vérifié
que, in vitro, les cellules tumorales
exprimant I’OVA sécretent cette pro-
téine en abondance sous forme soluble
dans le milieu extracellulaire, alors que
les cellules exprimant la protéine de
fusion OVAC1C2 sécretent cette pro-
téine spécifiquement associée a des
nanovésicules purifiables par ultra-
centrifugation, les exosomes.

Nous avons ensuite analysé le compor-
tement des deux types de cellules tumo-
rales in vivo, apres leur greffe sous-
cutanée dans des souris. Nous avons
observé que, dans des souris ayant un
systeme immunitaire fonctionnel, la
croissance de la lignée tumorale expri-
mant OVACLC2 était plus lente que celle
de la lignée exprimant OVA (Figure 24).
Ce retard de croissance est di a I'acti-
vation du systeme immunitaire, puisque,
dans des souris mutantes dépourvues de
lymphocytes T et B, la lignée tumorale
OVAC1C2 prolifere plus rapidement que
la lignée OVA (Figure 2B). Pour augmen-
ter I'efficacité de la réponse immune,
nous avons injecté aux souris des lym-
phocytes T cytotoxiques CD8" spécifi-
ques d’un complexe CMH-peptide de
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Figure 2. Effet de I’expression in vivo de I’OVA soluble ou couplée aux exosomes sur la croissance

des tumeurs. A-C. Croissance des tumeurs exprimant I’OVA soluble (OVA), I’'OVA associée aux
exosomes (OVAC1C2) ou pas d’0VA (Mock) dans des souris hotes immunocompétentes (A), défi-
cientes en lymphocytes (B), ou immunocompétentes apres transfert de lymphocytes T spécifiques

de I’OVA (0T-1) (C). D. Survie des souris apres greffe de la tumeur exprimant I’OVA soluble dans

des souris préalablement vaccinées avec I’ADN codant pour I’OVA soluble (OVA), I’OVA associée

aux exosomes (OVAC1C2) ou pas d’OVA (Mock).
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I’0VA. Nous avons pu montrer que ces
lymphocytes T étaient activés de fagon
plus efficace dans les souris greffées
avec les cellules exprimant la protéine
de fusion OVACIC2 portée par les exo-
somes, et que cette activation des lym-
phocytes T cytotoxiques permettait la
destruction de la tumeur OVAC1C2, alors
que la lignée exprimant OVA continuait
de croitre malgré 'injection des lym-
phocytes T (Figure 2C). €nfin, si les deux
types de lignées sont greffés dans la
méme souris, les lymphocytes T spéci-
fiques de I’OVA deviennent capables de
détruire également la tumeur sécrétant
I’0VA soluble. La différence de réponse
des deux tumeurs a la présence des lym-
phocytes spécifiques de I’0OVA n’est donc
pas due a une différence de sensibilité
des tumeurs a leur action destructrice,
mais bien a une différence d’efficacité
de la réaction initiale d’activation de
ces lymphocytes T: I’OVACIC2 active
mieux les lymphocytes T et les rend effi-
caces pour détruire une tumeur expri-
mant I’OVA.

Dans une derniéere série d’expériences,
nous avons voulu induire I"expression
des deux antigénes OVA in vivo par une
autre méthode, n’impliquant aucune
étape de culture de cellules in vitro : la
vaccination avec de I’ADN plasmidique.
Quand de I’ADN est injecté dans un tissu
(ici le muscle), les cellules au niveau du
site d’injection captent I’ADN qui peut
alors s’exprimer dans ces cellules. Ainsi,
les ADN codant pour les constructions
OVA ou OVACLC2 seront exprimés par
les cellules du muscle, qui sécréteront
alors de I’OVA sous forme soit soluble,
soit associée aux exosomes (Figure 1B).
L’antigéne sécrété pourra alors étre
capturé par des cellules présentatrices
d’antigenes puis présenté aux lympho-
cytes T, et donc déclencher une réponse
immunitaire spécifique. Nous avons pu
montrer que des souris vaccinées avec
I’ADN codant pour OVACIC2 devenaient
résistantes a la croissance d’une tumeur
exprimant OVA, et ce de fagon plus effi-
cace que des souris vaccinées avec I’ADN
codant pour OVA (Figure 2D).
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