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HEURE

Immunothérapie antitumorale
par les exosomes de cellules dendritiques

cancéreux efficaces nécessite

I'identification d’antigénes tumo-
raux qui permettront d’induire des
réponses immunitaires capables de
détruire les cellules cancéreuses [1].
Les réactions immunitaires cellulaires
sont prédominantes dans la destruc-
tion des tumeurs cancéreuses, ce qui
a conduit a rechercher des antigénes
reconnus par les lymphocytes T cyto-
toxiques [2]. Afin de protéger I'hote
contre I’établissement des tumeurs, il
est donc nécessaire d’augmenter la
fréquence des précurseurs cyto-
toxiques spécifiques de tumeurs. Dif-
férentes stratégies ont été mises en
ceuvre a cette fin. L’une des
approches les plus prometteuses est
d’agir sur les cellules présentatrices
d’antigénes originaires de la moelle
osseuse, les cellules dendritiques [3,
4]. Ce sont en effet les seules cellules
présentatrices d’antigenes capables
d’initier des réponses immunitaires,
humorales ou cytotoxiques, primaires
ou secondaires [3, 4].
L’immunothérapie anticancéreuse
spécifique nécessite I’expansion in
vivo ou ex vivo et la sensibilisation des
cellules dendritiques par des anti-
genes tumoraux. Les méthodes de
sensibilisation employées a ce jour
reposent sur l'utilisation d’antigénes
tumoraux sous forme de protéines
natives intactes, de peptides antigé-
niques reconnus par les lymphocytes
T cytotoxiques, d’acides nucléiques
et de virus recombinants [3]. Les cel-
lules dendritiques ainsi sensibilisées
sont ensuite injectées par voie intra-
veineuse ou intradermique. Les effets
anticancéreux chez la souris sont tres
puissants, et les premiers résultats cli-
niques trés encourageants [3, 5].
Cependant, une meilleure connais-
sance de la biogenése des cellules
dendritiques et de leurs capacités de
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permettre d’améliorer 'efficacité des
traitements.

Les cellules dendritiques
présentatrices d’antigenes

Les cellules dendritiques existent sous
deux états fonctionnels distincts, cor-
respondant a deux stades de matura-
tion: au stade immature, elles sont
disséminées a travers 1’organisme,
dans des organes non lymphoides,
plus particulierement aux sites
d’interface de I’organisme avec I'exté-
rieur (peau, muqueuses) [3, 4]. Elles
internalisent et apprétent des anti-
génes, mais leur capacité de stimula-
tion des lymphocytes T est faible. Dif-
férents stimulus inflammatoires, tels
que le lipopolysaccharide (LPS,
constituant de la paroi bactérienne)
ou des cytokines (interleukine-1, IL-1
ou tumor necrosis factor a, TNFa)
induisent la maturation des cellules
dendritiques. Pendant ce processus
de maturation, les cellules dendri-
tiques perdent leur capacité d’inter-
naliser les antigénes et migrent dans
les organes lymphoides secondaires
dans lesquels, arrivées a maturité,
elles sont tres efficaces pour présen-
ter aux lymphocytes T les peptides
dérivés des antigénes ingérés au stade
immature. Les interactions cellulaires
entre les cellules dendritiques mures
et les lymphocytes T sont tres effi-
caces du fait de l’augmentation
d’expression des molécules du CMH
de classes I et II et de molécules co-
stimulatrices telles que B7-1 (CD80),
B7-2 (CD86) et CD40. De plus, les cel-
lules dendritiques mires produisent
des cytokines, telles que l'interleu-
kine-12, impliquées dans I'induction
de lymphocytes T cytotoxiques
(CD8) et auxiliaires (CD4") [3].

Nous avons montré qu’outre les
contacts directs avec les lymphocytes
T et la production de cytokines, les

cellules dendritiques pourraient aussi
déclencher des réponses immuni-
taires par la sécrétion de vésicules
présentatrices d’antigénes, appelées
exosomes [6]. Les exosomes repré-
sentent les vésicules internes des
endosomes tardifs multivésiculaires ;
ils sont sécrétés apres fusion de la
membrane externe des endosomes
multivésiculaires avec la membrane
cytoplasmique et on peut les compa-
rer a des liposomes naturels [7]. Les
lymphocytes B humains transformés
par le virus d’Epstein-Barr sécrétent
des exosomes qui portent des molé-
cules HLA-DR fonctionnelles pour
stimuler les lymphocytes T CD4* [7].

Immunothérapie anticancéreuse
spécifique par les exosomes

Nous avons montré que les cellules
dendritiques murines et humaines
sécretent elles aussi des exosomes qui
peuvent étre purifiés a partir des sur-
nageants de culture par ultracentrifu-
gation différentielle [6]. Les prépara-
tions d’exosomes purifiés contiennent
une population homogéne de vési-
cules d’'un diameétre de 60-90 nm. Les
exosomes produits par les cellules
dendritiques portent des marqueurs
absents de la surface cellulaire tels
que CD63 et CD82 (protéines rési-
dentes des lysosomes). Ils expriment
aussi des molécules de classes I et II
du CMH ainsi que des molécules co-
stimulatrices CD86 (B7.2).
Les exosomes produits par des cellules
dendritiques chargées en peptides
tumoraux induisent des lymphocytes
T cytotoxiques in vivo et éradiquent
des tumeurs établies chez la souris.
Nous avons étudié les effets anti-tumo-
raux des exosomes produits par les cel-
lules dendritiques dans deux systémes
tumoraux: (1) P815, un mastocytome
de souris immunogeéne, mais tres
agressif (syngénique des souris
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Figure 1. Protocole développé pour préparer les exosomes de cellules dendritiques. (1) Sensibilisation de cellules
dendritiques (produites a partir de moelle osseuse en 5 a 7 jours d’incubation en présence de GM-CSF et d’IL-4) avec
des peptides purifiés a partir des molécules de classe | du CMH des cellules tumorales correspondantes. (2) Purifi-
cation des exosomes a partir du surnageant de culture des cellules dendritiques par centrifugation différentielle. (3)
Injection intradermique des exosomes purifiés (3-5 pg de protéines d’exosomes/souris) a des souris portant des
tumeurs établies (7-10 jours pour P815 et 2-4 jours pour TS/A).

DBA/2, H-2d); trés peu d’immuno-
thérapies efficaces sur des tumeurs éta-
blies depuis 10 jours ont été décrites a
ce jour; (2) TS/A un carcinome mam-
maire spontané (syngénique des souris
BALB/c, H-2d) ; peu immunogeéne, il
exprime peu de molécules de classe .
Le protocole est détaillé sur la figure 1.
Les tumeurs P815, qui ont été établies
depuis 8-10 jours avec le double de la
dose minimale tumorigéne par injec-
tion sous-cutanée, ont un diameétre de
50 a 90 mm?® Aprés une semaine, la
croissance de la tumeur est arrétée
dans les groupes d’animaux traités
avec des exosomes produits par des
cellules dendritiques chargées en pep-
tides de la tumeur autologue et 60 %
des souris n’ont plus de tumeur
60 jours apres l'injection. Ces ani-
maux ont acquis une mémoire immu-
nologique spécifique, car ils rejettent
une dose létale de cellules P815, mais
pas de cellules de la leucémie syngé-
nique L12.10. L’effet antitumoral des
exosomes dépend aussi de la présence
de lymphocytes T, car les exosomes
n’ont pas d’effets sur des tumeurs éta-
blies dans des souris athymiques
nu/nu. En outre, les exosomes stimu-
lent directement des réponses CTL
spécifiques de la tumeur chez les sou-
ris portant P815. Dans le cas de TS/A,
un important ralentissement de la
croissance de la tumeur a été observé
chez 100 % des souris. Chez les souris
traitées, deux pathologistes différents
n’ont pu détecter de métastases pul-
monaires au 40°jour de traitement. En
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revanche, des exosomes de cellules
dendritiques pulsées avec des peptides
élués de cellules de rate syngénique
n’ont pas montré d’effet antitumoral.
Ainsi, une seule injection d’exosomes
produits par des cellules dendri-
tiques chargées avec les peptides
dérivés de tumeurs induit une
réponse T cytotoxique spécifique
chez la souris, efficace pour ralentir
la croissance ou faire régresser des
tumeurs établies. Ces résultats précli-
niques sont trés encourageants pour
I'utilisation des exosomes en immu-
nothérapie anticancéreuse chez
I’homme. En tant que vaccin antican-
céreux, les exosomes associent les
avantages des cellules dendritiques
(association des molécules de
classesI et II du CMH avec des molé-
cules co-stimulatrices des lympho-
cytes T) a ceux des vecteurs acellu-
laires. L’utilisation thérapeutique des
exosomes nécessitera cependant leur
caractérisation biochimique détaillée
et 'analyse des mécanismes molécu-
laires a la base de leur activité biolo-
gique
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