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L'immunité antitumorale :
des concepts

a I'immunothérapie
active spécifique

Le développement d’une réponse immunitaire naturelle
dirigée contre les tumeurs in vivo ou induite a des fins thé-
rapeutiques repose sur le postulat qu’il existe des struc-
tures spécifiques a la surface des cellules tumorales (I’anti-
gene tumoral) capables d’étre présentées de maniere
efficace aux effecteurs du systeme immunitaire (lympho-
cytes T CD4, CD8 ou natural killer). Les progres réalisés
ces dernieres années ont montré que les antigenes associés
aux tumeurs étaient des variations de différentes protéines
du soi. Les cellules dendritiques de ’environnement tumo-
ral jouent un role fondamental dans la présentation de ces
antigenes associés aux tumeurs qui met en jeu une pano-
plie de cytokines immunostimulantes et de molécules de
co-stimulation nécessaires a la mise en route et au main-
tien des effecteurs lymphocytaires. Plus récemment, un
compartiment vésiculaire sécrété par les cellules dendri-
tiques, les exosomes, a été mis en évidence. Il contient les
différentes molécules nécessaires a la présentation de
I’antigene et peut interagir a distance du site tumoral avec
le systeme immunitaire. La compréhension de I’ensemble
des mécanismes de I'immunité antitumorale devrait per-
mettre le développement de stratégies thérapeutiques effi-
caces et de comprendre les mécanismes variés développés
par les tumeurs pour échapper au systéeme immunitaire.

rons dans cet article les voies de
recherche permettant d’induire cette
réponse immunitaire et les éven-
tuelles applications précliniques et
thérapeutiques qui en découlent.

es espoirs de I'immunothéra-
pie spécifique reposent sur
I’existence potentielle d’ef-
fecteurs d’une réponse anti-
tumorale. Nous développe-
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Les qffecteu_rs cellulaires
de I'immunité
antitumorale

Lymphocytes T spécifiques de tumeur
et antigenes associés aux tumeurs

La théorie de I'immunosurveillance
postule que les cellules tumorales sus-
citent une réponse immunitaire sus-
ceptible de s’opposer au développe-
ment des 1ésions cancéreuses (figure I).
Cette théorie se trouve aujourd’hui
confortée par la découverte d’anti-
geénes associés aux tumeurs (TAA,
tumor associated antigens). Certains
d’entre eux sont définis comme des
« épitopes T », c’est-a-dire reconnus
par des lymphocytes T sous forme de
peptides associés au complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) [1, 2].
L’identification des peptides cibles de
la réponse antitumorale de lympho-
cytes T CD8*" cytotoxiques (CTL) a

montré qu’ils sont issus de plusieurs
types d’antigenes plus ou moins diffé-
rents de protéines du soi. Il peut
s’agir: (1) dans certains types de can-
cers, d’antigénes viraux comme des
protéines du papillomavirus pour les
cancers du col de l'utérus; (2) de
néoantigénes produits par mutation
génique ou par transcription illicite
dans la cellule tumorale; (3) d’anti-
genes de type «oncofcetal » ou CT
(cancer-lestis) qui ne s’expriment pas
dans le tissu sain correspondant; (4)
d’antigenes spécifiques de tissu pour
lesquels il pourrait exister une rupture
de tolérance dans une situation patho-
logique comme cela a été montré
récemment pour des antigénes de
mélanocyte; et enfin (5) de peptides
non mutés issus de protéines ubiqui-
taires surexprimées dans des cellules
tumorales.

En dehors de leur fonction auxi-
liaire dans I'induction et le maintien
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Figure 1. Schéma d’une induction «idéale» de réponse antitumorale.
L’objectif des stratégies vaccinales est I'induction d’une réponse antitumo-
rale telle qu’une cellule dendritique (en bistre, CD) présente des antigénes
(X) issus de la cellule tumorale (en gris) pour migrer vers les organes lym-
phoides secondaires et y induire une réponse antitumorale; les lymphocytes
ainsi induits et stimulés peuvent circuler (fleches) en périphérie et exercer
mmmmmm—— /cUr activité antitumorale aux sites primaires et métastatiques.

d’une réponse CTL, le role des lym-
phocytes T CD4* dans la réponse
antitumorale est, en pratique, diffi-
cile a évaluer. L’identification des
antigenes (et des peptides) recon-
nus est moins avancée pour les lym-
phocytes CD4* que pour les lympho-
cytes CD8*. Elle est techniquement
plus complexe, en particulier parce
que, souvent, ces antigénes ne sont
pas présentés par les cellules tumo-
rales ellesmémes mais par des cel-
lules présentatrices comme les cel-
lules dendritiques (cross presentation)
(voir I’article de S. Amigorena,
p. 931 de ce numéro). Le mécanisme
par lequel les lymphocytes CD4 par-
ticipent a la réponse antitumorale
est moins bien caractérisé que l'acti-
vité lytique des CTL. Un élément
important de l'activité des lympho-
cytes CD4 est la production de cyto-
kines agissant soit sur d’autres effec-
teurs cellulaires, soit directement
sur les cellules tumorales. Les diffé-
rents profils (Thl, Th2, Th3, Trl,
etc.) peuvent étre trouvés aux sites
tumoraux et s’il est conventionnelle-
ment admis qu’un profil Thl est
favorable a un rejet tumoral, des
contre-exemples existent. Cette
polarisation Thl ou Th2 des effec-
teurs dépend elle-méme du milieu
cytokinique (présence d’interféron —
IFN - et d’interleukine-12 — IL-12 -
en ’absence d’IL-4 — IL4 — pour les
Thl et présence d’IL-4 d’IFN pour
les Th2). Une autre fonction essen-
tielle des lymphocytes CD4 est la
communication croisée (cross-talk)
avec les cellules présentatrices
d’antigéne (CPA) qui est essentielle
au développement d’une réponse
CTL efficace, en particulier via des
interactions CD40-CD40L [3].

Cellules NK et NKT

La fonction natural killer (NK) a été
définie il y a plus de vingt ans
comme une activité antitumorale
(et antivirale) innée. Elle a été attri-
buée a de grands lymphocytes gra-
nuleux ne réarrangeant ni les génes
des immunoglobulines, ni ceux du
récepteur de 'antigéne des lympho-
cytes T. A I'heure actuelle, la régu-
lation de ces cellules apparait plus
complexe et faisant intervenir des
interactions de récepteurs tres spé-
cifiques. En particulier, 'identifica-
tion et la caractérisation des récep-
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teurs de types inhibiteurs spéci-
fiques des alleles du CMH de classe
I (KIR, killer cell inhibitory receptor)
ont permis de comprendre les
mécanismes de reconnaissance spé-
cifique et de lyse de cellules tumo-
rales ayant perdu l’expression de
certaines molécules de classe I [4].
Certains lymphocytes T, les cellules
NKT ou NT, partagent des mar-
queurs de surface avec les cellules
NK et expriment un TCR (T cell recep-
tor) incluant une chaine 0 invariante.
Des expériences sur des souris ne
possédant pas cette sous-population
lymphocytaire ont suggéré un role
des cellules NKT dans le rejet tumo-
ral dépendant de I'IL-12 [5], proba-
blement par le potentiel sécréteur
d’TFNy et/ou d’IL4 de ces NKT. Ces
lymphocytes seraient, dans une pre-
miere étape, spécifiquement activés
par le ligand de leur TCR (des molé-
cules CD1 associées au galactosyl-
céramide) et, dans une seconde
étape, seraient alors capables de
détruire les cellules tumorales.
Cependant, les mécanismes utilisés
par ces lymphocytes pour recon-
naitre les cellules tumorales afin de
les éliminer restent encore a déter-
miner.

Les progres de 'immunologie anti-
tumorale des 15 dernieéres années
montrent donc indubitablement
que les acteurs d’une réponse anti-
tumorale existent et sont divers. Ces
progres permettent par conséquent
de mieux évaluer les mécanismes
qu’utilisent les cellules tumorales
pour échapper au systéme immuni-
taire. Briéevement, ces mécanismes
incluent la panoplie guerriére clas-
sique, le camouflage, les gaz anes-
thésiants, jusqu’aux armes meur-
trieres et probablement d’autres
stratégies qui nous sont encore
inconnues. Des déficiences dans les
mécanismes d’apprétement et de
transport ainsi que des diminutions
d’expression de l’antigéne ou de
I’alléle « présentateur » du CMH per-
mettent aux cellules malignes de se
camoufler en diminuant le nombre
de complexes CMH-peptides mem-
branaires. Des signaux de co-stimu-
lation insuffisants peuvent induire
un état d’anergie des lymphocytes T
spécifiques. Cette «anesthésie» ou
anergie de la réponse immunitaire
peut aussi étre induite par des cyto-
kines produites localement par le
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stroma, les cellules tumorales et
éventuellement par des lymphocytes
régulateurs spécifiques de la tumeur
[6]. Plus récemment, un mécanisme
d’élimination active des lymphocytes
par les cellules tumorales a été pro-
posé via l'expression de FasL a la
surface des cellules tumorales.
L’existence de cet échappement
tumoral au systéme immunitaire
doit donc étre intégré dans I’élabo-
ration de protocoles d’immunothé-
rapie visant a stimuler la réponse
immunitaire antitumorale.

Induction d’une réponse
antitumorale efficace:
apports potentiels

de I'immunothérapie

Antigene cible et agent vaccinal

Pour stimuler une réponse antitumo-
rale, la pertinence immunologique
de la cible repose a la fois sur un
spectre d’expression large (exprimé
par les tumeurs d’un grand nombre
de patients et aux différents stades de
la maladie) et sur une expression spé-
cifique aux cellules tumorales.

* Nature de l’antigene cible

Les antigénes potentiellement utili-
sables dans des stimulations de type
«vaccinal » sont ceux identifiés
comme cibles de lymphocytes T, soit
dérivés de lymphocytes de patients,
soit obtenus apres stimulation in vitro
en criblant des antigénes candidats.
L’antigéne optimal est la protéine
étrangere de type viral ou muté (voir
plus haut), mais il s’est avéré qu’une
grande proportion des épitopes
cibles de CTL antitumoraux sont
issus de protéines du soi. Leur détec-
tion par le systéme immunitaire
implique donc une levée de tolé-
rance qui devrait théoriquement
engendrer des réactions auto-
immunes. En pratique, les réactions
antitumorales contre les antigenes du
soi (suivant ou non un traitement
immunothérapeutique) sont parfois
concomitantes a des syndromes auto-
immuns localisés, mais n’engendrent
pas de manifestations chroniques et
incontrolées. Au cours d’une réac-
tion antitumorale, les processus de
protection contre les phénomeénes
auto-immuns sont multiples. En pre-
mier lieu, le niveau d’expression anti-

génique peut expliquer la sélectivité
antitumorale de lymphocytes spéci-
fiques d’une protéine ubiquitaire
comme Her-2/neu mais ne peut pro-
bablement pas expliquer la sélectivité
de la reconnaissance tumorale de
tous les antigénes de différenciation.
Récemment, le role de lymphocytes
régulateurs de type Th3 ou Trl a été
proposé pour expliquer comment
pourrait étre «levée» la tolérance a
des protéines du soi dans des mala-
dies auto-immunes [7]. L’existence
d’un contrdle similaire des réponses
contre des antigénes du soi dans des
affections tumorales devra étre éva-
luée. Enfin, les mécanismes mémes
de reconnaissance lymphocytaire via
des récepteurs spécifiques peuvent
permettre la protection du soi. Par
exemple, un clone CTL spécifique
d’un antigéne du soi pourrait discri-
miner les cellules CMH-I négatives (y
compris des cellules tumorales) en
exprimant un récepteur inhibiteur
(KIR) spécifique d’un allele de CMH
de classe I [8]. L’importance d’une
réactivité antitumorale faisant inter-
venir des antigénes du soi et le poids
respectif de chacun de ces phéno-
menes de levée de tolérance restent
difficiles a évaluer et sont probable-
ment propres a chaque maladie si ce
n’est a chaque patient.

¢ Nature d’un agent vaccinal

L’antigene tumoral tel qu’il est
apporté par la cellule tumorale n’est
en principe pas ou peu immunogene
et le rationnel d’'une «vaccination »
repose sur le fait que l’antigéne,
pour induire une réponse antitumo-
rale, doit étre administré de facon
plus «immunogénique ». Dans les
préparations vaccinales, ’antigéne
peut étre délivré sous différentes
formes, des données précliniques
existent pour une grande part
d’entre elles et des données cliniques
sont en cours d’évaluation pour cer-
taines préparations.

— Antigene sous forme peptidique

L’objectif est, par une administra-
tion systémique de peptides, de
déclencher I’expansion in vivo de
précurseurs de lymphocytes T cyto-
toxiques spécifiques de TAA (tumor
associated antigen) qui pourront étre
mobilisés aux sites tumoraux pour
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détruire les cellules tumorales. Le
rationnel pour l'utilisation de pep-
tides en vaccination antitumorale
repose sur les données d’immunolo-
gie conventionnelle. Un antigéne
étant reconnu a la surface des cel-
lules sous la forme d’'un complexe
CMH-peptide, le peptide doit pou-
voir se lier a un allele du CMH fré-
quent dans la population de
patients, et le complexe CMH-pep-
tide correspondant doit étre
exprimé a la surface des cellules
tumorales (ce qui implique des sites
de clivage préférentiels de I’antigene
par le protéasome, un transport pré-
férentiel au niveau du réticulum
endoplasmique, et une meilleure
affinité de fixation a la molécule de
classe I). Le peptide peut alors étre
retrouvé a partir d’un éluat de cel-
lules tumorales et le complexe peut
étre reconnu spécifiquement par des
lymphocytes T, cette reconnaissance
induisant la lyse tumorale. Le choix
du peptide repose aussi sur le fait
que le répertoire de lymphocytes T
capables de reconnaitre le complexe
existe. En pratique, un recul impor-
tant permet maintenant de montrer
que pour de nombreux antigeénes de
diftérenciation, des peptides de TAA
liant les alleles HLA-A1, A2, A3, B44
ont été utilisés in vitro dans des expé-
riences de stimulation répétées de
PBMC (lymphocytes circulants) ou

de TIL (lymphocytes infiltrants)
issus de patients atteints de méla-
nome malin. Ces stimulations engen-
drent des activités spécifiques du
complexe CMH-peptide qui permet-
tent une reconnaissance et une lyse
de cellules tumorales. I faut noter
que des analogues de structure [9]
permettant une meilleure fixation a
la poche du CMH de classe I ou des
analogues conformationnels [10]
peuvent étre plus immunogénes in
vitro et in vivo que le peptide naturel.
Des études précliniques ont effecti-
vement montré que des peptides uti-
lisés en vaccination peuvent déclen-
cher ou augmenter des réponses de
lymphocytes T spécifiques de TAA et
entrainer le rejet de la tumeur. En
revanche, certains peptides peuvent
induire une réponse CTL détectable
dans le sang des patients sans impli-
quer de signe clinique de régression,
cela pouvant entre autre s’expliquer
par une insensibilité des cellules
tumorales in vivo a I'activité lytique
des lymphocytes [11] ou par l'exis-
tence de peptides homologues non
issus de TAA [12]. Par conséquent,
lorsqu’elles sont disponibles, des
données suggérant une association
entre réponse CTL et réponse cli-
nique (comme par exemple, 'anti-
géne gpl00 dans le mélanome)
devraient étre l'ultime critére de
sélection d’un peptide antigénique.

Patient

Vaccination

Peptide(s) + adjuvants
Protéine(s) + adjuvants
Acides nucléiques
Virus recombinants

VTGM %%\

Cellules dendritiques/FIt3L

| Tumeur

Suivi du traitement

Signes cliniques :
IDR +/- IHC
~ Biopsies tumorales +/- IHC
Sang

Figure 2. Stratégies vaccinales et suivi immunologique. Les différentes

approches d’immunothérapie spécifique qui sont développées requiérent

une évaluation a la fois clinique et biologique. L’appréciation des réponses
immunitaires antitumorales induites chez le patient traité reposent sur des
techniques fines d’analyse de la spécificité antigénique des lymphocytes cir-

culants et infiltrant la tumeur. VTGM: vaccins tumoraux génétiquement

s modifiés,; IDR: intradermoréaction; IHC: immuno-histochimie; Ag: antigene.
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— Antigene sous forme protéique

Les antigenes utilisés sous forme
soluble pourraient offrir I’avantage,
en association avec un adjuvant, de
déclencher des réponses lymphocy-
taires T CD4* et CD8* pluri-épito-
piques (c’est-a-dire non sélectives
d’haplotype du CMH) ainsi que des
réponses lymphocytaires B. Cepen-
dant, pour MART-1, il a été démon-
tré in vitro que 'apprétement et la
présentation efficaces étaient res-
treintes a une unique combinaison
ligand-allele et excluaient les change-
ments minimes de structure HLA
[138]. De plus, les vaccins antigé-
niques protéiques déclenchent plutot
des réactivités Th2 dans des modeles
précliniques murins, favorisant les
réponses humorales IgGl, IgG2a et
IgE. Dans certains exemples (anti-
genes du soi), des réponses immuni-
taires cellulaires ont été obtenues
uniquement avec les peptides et non
des protéines [14].

— Antigéne sous forme d’acides nucléiques

Les inconvénients des immunisations
peptidiques sont multiples: (1) sélec-
tion de patients exprimant I’haplo-
type HLA adéquat; (2) éventuelle
instabilité in vitro et in vivo du pep-
tide; (3) éventuelles inductions de
tolérance [15] pouvant entrainer une
flambée tumorale; (4) potentielle-
ment aprés immunisation par de
fortes doses de peptides, le recrute-
ment de CTL de basse affinité et
I’apoptose des CTL de haute affinité.
Les immunisations par protéines
solubles ou particulaires, par ADN ou
ARN codant pour des peptides en
série (string bead approach) ou codant
pour des antigenes complets permet-
tent un apprétement endogeéne par
les cellules présentatrices de ’hote,
ce qui élimine la nécessité d’identifi-
cation d’'un peptide immunogene et
les contraintes de restrictions HLA.
Cette présentation croisée offre
I’avantage de présenter un faible
nombre de copies de chaque déter-
minant antigénique pour une plus
longue durée, ce qui, théoriquement,
induit des CTL de haute affinité et
permet leur maintien a plus long
terme. Des stratégies impliquant des
séquences signal d’insertion mem-
branaire dans le réticulum endoplas-
mique en plus des antigénes tumo-

m/s n°8-9, vol. 15, aott-septembre 99



raux ont permis d’augmenter signifi-
cativement la présentation de l'anti-
gene. Les vaccins 2 ADN nu plasmi-
dique utilisent un promoteur, le plus
souvent viral, permettant la transcrip-
tion et la traduction d’une protéine
exogeéne dont les caractéristiques
post-traductionnelles (conformation,
oligomérisation...) seront natives, et
pourront induire des anticorps fonc-
tionnels pour ADCC (cytotoxicité
dépendante de la présence d’anti-
corps) ou la fixation du complément.
L’efficacité des vaccins a ADN plasmi-
dique [16] est aussi due a I'effet adju-
vant et mitogeéne des lymphocytes
Thl, qui serait lié aux motifs hexa-
mériques palindromiques CpG bacté-
riens. Les inconvénients théoriques
mais non prouvés des vaccins a ADN
sont: (1) les risques de mutagenese
insertionnelle ; (2) la montée du titre
d’anticorps anti-ADN et donc d’auto-
immunité; (3) la tolérance induite
par la durée prolongée de I’expres-
sion et la persistance antigénique.
Les séquences d’ADNc ou d’ARN
codant pour un ou plusieurs anti-
geénes tumoraux peuvent étre char-
gées/pulsées sur les cellules dendri-
tiques, permettant la présentation
croisée d’antigénes devenus endo-
geénes (ayant acceés au cytosol et a
Iapprétement dans un contexte de
CMH de classe I restreint) [17]. Des
vaccins viraux non réplicatifs (adéno-
virus, poxvirus ALVAC-NYVACQC)
recombinants des antigénes tumo-
raux sont en cours d’évaluation en
phases I ou II dans les cancers [18].
Ces virus, surtout les adénovirus, ont
une immunogénicité endogéne due
aux protéines des particules virales
infectieuses recombinantes utilisées
pour la transfection cellulaire, qui
limitent leurs injections répétées par
les boosts. Les vaccins bactériens
vivants atténués, en particulier les sal-
monelles recombinantes [19],
offrent des avantages importants: (1)
stimulation antigénique de longue
durée au niveau des muqueuses et
pouvoir adjuvant mucosique; (2)
expression simultanée de plusieurs
antigenes et auto-assemblage de par-
ticules pseudovirales; (3) co-localisa-
tion au niveau des cellules dendri-
tiques des organes lymphoides
secondaires; (4) déclenchement de
réponses immunitaires humorales et
cellulaires puissantes pouvant étre
encore amplifiées.
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— Antigene sous forme «cellulaire »

Les formulations vaccinales mention-
nées ci-dessus restent beaucoup plus
applicables a large échelle que les
essais pionniers de thérapie cellulaire
et génique consistant a immuniser
avec des cellules entiéres, c’est-a-dire
a transférer de maniére stable, dans
des lignées autologues ou allogé-
niques de cellules tumorales ou fibro-
blastiques, des geénes codant pour des
immunogenes (cytokines, molécules
de co-stimulation, molécules d’adhé-
rence, chimiokines, molécules du
CMH de classe I ou II, TAP...). Ces
vaccins cellulaires tumoraux généti-
quement modifiés (VIGM) ont été
efficaces dans les nombreux modeles
précliniques murins par des méca-
nismes d’action immunologique
variés selon la nature du transgéne
[20]. Ces VITGM permettent le recru-
tement, au site du vaccin, de cellules
présentatrices d’antigéne (macro-
phages, cellules dendritiques),
d’effecteurs non spécifiques (éosino-
philes, granuleux, NK), puis de lym-
phocytes CD4 et CD8 qui provoquent
non seulement une réaction de type
« hypersensibilité retardée » au
niveau du site vaccinal, mais aussi des
infiltrations de cellules mononu-
cléées aux sites tumoraux et des
régressions tumorales a distance chez
la souris. L’utilisation de lysats ou de
sonicats provenant de ces mémes cel-
lules pour charger les cellules dendri-
tiques en immunogenes s’est avérée
efficace dans de tres rares études pré-
cliniques [21].

* Localisation/dose/durée d’exposition

Dans différents systemes, R. Zinker-
nagel et al. ont montré que les condi-
tions de présentation de I'antigéne
(c’est-a-dire sa localisation, sa dose et
la durée de la stimulation) ont un
role majeur dans l'induction et la
régulation du devenir de la réponse
immunitaire [22]. Pour le déclenche-
ment d’une réponse CTL efficace,
I’antigéne doit étre présenté aux lym-
phocytes T naifs au niveau des
organes lymphoides secondaires et
donc y étre véhiculé en quantité suf-
fisante 2 un moment approprié par
rapport a I’évolution du danger situé
en périphérie. La dose d’antigéne
[23] et la co-stimulation sont interdé-
pendantes pour le devenir de la

réponse immunitaire. De plus, les
travaux récents de quantification de
I’équipe de Lanzavecchia ont démon-
tré que la durée de la stimulation
antigénique était un facteur détermi-
nant I’activation ou la délétion d’un
lymphocyte T naif ou effecteur. La
co-stimulation facilite et accélere
lactivation et réduit le taux d’apop-
tose ou d’épuisement lymphocytaire
[24]. La technique d’immunisation
devra tenir compte de ces para-
meétres. Ainsi, les cellules dendri-
tiques pulsées, ou 'ADN nu et les
vecteurs viraux recombinants, les
antigénes tumoraux et vaccins tumo-
raux génétiquement modifiés font
intervenir par présentation croisée
les cellules présentatrices de 1’hote.
Celles-ci sont électivement capables
de macropinocytose (favorisant le
passage endosol-cytosol et la translo-
cation des peptides sur les complexes
CMH de classe I nouvellement syn-
thétisés) et de migration vers les
zones riches en lymphocyres T des
organes lymphoides secondaires. La
distribution spatiale des sites vacci-
naux (un contre plusieurs territoires
ganglionnaires lymphatiques) et la
voie d’administration (sous-cutanée
contre intradermique) sont aussi des
parametres importants, comme cela
a été démontré dans des études pré-
cliniques [23]. En effet, plusieurs
injections intradermiques a des sites
variés semblent optimales pour la
mise en route des réponses immuni-
taires cellulaires engendrées par les
VIGM.

¢ Formulation vaccinale et adjuvants

Sans détailler les caractéristiques des
différents adjuvants en cours de déve-
loppement, il est important de noter
que, quel que soit 'agent vaccinal,
un traitement immunothérapeutique
antitumoral cherche a induire
conjointement une réponse CTL et
une polarisation Thl de la réponse
immunitaire. La formulation vacci-
nale en elle-méme influence la pola-
risation de la réponse CD4. L'immu-
nisation par ADN plasmidique [16]
favorise des réponses CD4 polarisées
alors que l'injection d’ADN couplé a
des billes d’or par le canon a parti-
cules favorise une réponse de type
Th2 avec production d’IgG1 et d’IgE.
De méme, l'injection de protéines
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déclencherait davantage des réac-
tions CD4 de polarité Th2.

Afin d’induire une réponse auxi-
liaire, les vaccins optimaux doivent
non seulement contenir des épitopes
CTL spécifiques de tumeurs mais
aussi des peptides helper (auxi-
liaires). L’utilisation de certaines
cytokines (IL-2, IL-12), d’anticorps
monoclonaux ou d’adjuvants synthé-
tiques influencent la différenciation
des précurseurs CTL pendant
I'immunisation. L’adjuvant MF59,
une émulsion huile dans eau dénuée
d’effets secondaires, est capable
d’augmenter trés significativement
les titres d’anticorps neutralisants
contre des antigénes recombinants.
Les dérivés QS21 et SBAS2-4, compo-
sés de sels d’aluminium, de lipides
monophosphorylés A et d’une frac-
tion purifiée de saponine, sont
capables de déclencher des hypersen-
sibilités retardées ainsi que d’aug-
menter les niveaux d’anticorps neu-
tralisants et d’induire des réponses
CTL spécifiques d’antigenes. Ces
adjuvants qui permettent donc une
puissante réaction d’hypersensibilité
retardée de type Thl et la montée
d’anticorps neutralisants sont en
phase III pour les maladies infec-
tieuses. L'IL-12 est un adjuvant vacci-
nal intéressant: (1) elle induit des
réponses Thl spécifiques d’antigene ;
(2) elle module (augmentation des
taux et commutation isotypique) les
réponses humorales avec production,
par les lymphocytes B en situation
d’'TFNy, d’IgG2a, IgG2B, 1gG3; (3) a
des doses calibrées, elle induit des
réponses CTL spécifiques d’antigéne
tumoral chez I’h6te porteur de
tumeurs [25].

Cellule présentatrice d’antigéne
® Les cellules dendritiques

La présentation de I'antigene par la
cellule tumorale est le plus souvent
inefficace et la qualité de la cellule
présentatrice d’antigéne profession-
nelle recrutée va conditionner le
devenir de la réponse immunitaire.
Dans les réponses antitumorales, les
lymphocytes B n’exercent que rare-
ment un role favorable sur l'activité
des lymphocytes T CD4 et/ou CD8 et
Qin et al. ont méme récemment évo-
qué leur contribution délétere [26].
Contrairement aux lymphocytes B et

aux macrophages, les cellules dendri-
tiques [27] sont capables: (1) de sti-
muler, au stade mar, des lympho-
cytes T naifs in vitro et in vivo avec
une grande efficacité; (2) par leur
pouvoir de macropinocytose caracté-
ristique du stade immature, d’appré-
ter des antigénes exogenes, favori-
sant la présentation croisée restreinte
par les molécules du CMH de classe I
et/ou II [28]; (3) par leur pouvoir
migratoire exceptionnel vers les
organes lymphoides secondaires, de
régler I'activation des lymphocytes T
([29] et wvoir I'article de S. Amigo-
rena, p. 931 de ce numéro). L’ensemble
de ces caractéristiques font des cel-
lules dendritiques des effecteurs clés
de l'induction d’une réponse antitu-
morale.

Le groupe d’O’Garra [30] a montré
que les cellules dendritiques permet-
taient la différenciation des lympho-
cytes T vers un profil Thl sécréteur
d’IFNY in vitro de facon dépendante
de I'IL-12. Mais la présence d’IFNa
(par exemple suivant ’infection
virale des cellules dendritiques) dans
le milieu empéche la réponse auxi-
liaire de dévier, favorise la sécrétion
d’IL-10 et entraine un profil Th2 par
blocage de la production d’IL-12
[31]. In vivo, ’administration de cel-
lules dendritiques pulsées par des
peptides tumoraux est associée a des
effets antitumoraux dépendants des
lymphocytes CD4 et CD8 et a un pro-
fil de cytokines de type Thl dans la
rate et les ganglions drainants [30,
32]. De facon intéressante, I’adminis-
tration de FIt3L permet la produc-
tion de nombres importants de cel-
lules dendritiques immatures
myéloides et lymphoides [33], et la
différenciation de réponses lympho-
cytaires T spécifiques d’antigene de
type Thl. En revanche, I’administra-
tion de GM-CSF (granulocyte-macro-
phage colony-stimulating factor) autori-
sant I’amplification modérée des
cellules dendritiques myéloides, favo-
rise le développement de réponses
immunitaires Th2. In wvitro, les cel-
lules utilisées comme cellule présen-
tatrice d’antigéne pour produire de
grands nombres de CTL spécifiques
de peptides a partir de tres faibles
nombres de précurseurs (comme
ceux spécifiques de MAGE) sont
significativement plus efficace que les
lymphocytes B ou les monocytes
[34]. Les CTL ainsi mis en expansion

lysent des cibles présentant le pep-
tide naturellement apprété.

De nombreuses études précliniques
chez les rongeurs porteurs de
tumeurs suggerent la capacité des
cellules dendritiques de mettre en
route et d’amplifier des réponses
immunitaires antitumorales dans les
tumeurs solides et dans les lym-
phomes. Cependant, il faut préciser
que les outils de déplétion spécifique
des différentes sous-populations de
cellules dendritiques n’existent pas,
hormis les déplétions induites par le
ganciclovir [35]. Les études reposent
donc sur des injections ou des ampli-
fications de cellules dendritiques et
leurs conséquences sur la réponse
antitumorale de I’animal ; elles sont
réalisées avec des visées prophylac-
tiques ou curatives de faibles volumes
tumoraux. Avant leur administration,
les cellules dendritiques sont pulsées
par des peptides tumoraux ou par
des antigénes solubles, chargées par
des lysats ou des sonicats de cellules,
voire co-cultivées en présence de cel-
lules tumorales éventuellement géné-
tiquement modifiées par des ARN ou
des ADNc codant pour des TAA ou
des cytokines. L’administration de
FIt3L qui amplifie les cellules dendri-
tiques in vivo permet I'arrét de la
croissance tumorale jusqu’a élimina-
tion complete de tumeurs préétablies
trés immunogéniques. Ces effets anti-
tumoraux sont en grande partie
induits par les lymphocytes T CD8*
[36]. Les tumeurs d’hoétes traités par
FIt3L sont fortement infiltrées par les
cellules dendritiques (CD11c*, CMH
de classe II*, DEC205") de facon tran-
sitoire, mais aussi par des cellules
mononucléées (CD4, CD8). Nous
avons mis en évidence, de facon sur-
prenante, que FIt3L permettait la
régression de tumeurs n’exprimant
pas les molécules du CMH de classes
I/1I par une stimulation de l'activité
NK. En réalité, FIt3L développe non
seulement majoritairement les cel-
lules dendritiques (lymphoides) mais
aussi les cellules NK qui infiltrent
alors surtout le foie. Les effets anti-
tumoraux du FIt3L dépendants des
cellules NK sont liés a I’activité stimu-
latrice des cellules dendritiques sur
les NK. Nous avons montré que les
cellules dendritiques «déclenchées»
dans certaines conditions de culture,
induisent la sécrétion d’IFNy et la
cytotoxicité contre différentes lignées
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tumorales ¢n vitro. De plus, chez le rat
et chez I’homme, certaines condi-
tions de culture des cellules dendri-
tiques reglent positivement I’expres-
sion de NKRPla qui entraine in vitro
la lyse des cellules cibles par une acti-
vité NK directement exercée par les
cellules dendritiques [37]. L’ineffica-
cité des cellules dendritiques chez les
hotes ayant développé des tumeurs
peut s’expliquer par: (1) 'altération
de leur différenciation endogéne
(role néfaste du VEGF, M-CSF, IL-6,
p40-LAIR) ; (2) par un phénotype
mur anormal (absence du CDS80,
CD86, présence d’IL-10).

Chez 'homme, des essais cliniques
utilisant des cellules dendritiques
provenant du sang circulant ou diffé-
renciées ex vivo en présence de cyto-
kines se sont avérés trés prometteurs
et de nombreuses études de phase II
sont en cours [38-40].

® Les exosomes de cellules dendritiques :
un compartiment cellulaire libéré
et immunogene

Les cellules dendritiques sont incon-
testablement des cellules présenta-
trices d’antigéne tres puissantes pour
la sensibilisation de lymphocytes T
naifs in vitro et in vivo. Ces propriétés
sont attribuées a la forte expression
membranaire des molécules du CMH
de classe I et II, des molécules
d’adhérence, de co-stimulation, et a
la sécrétion de chimiokines et de
cytokines Thl. Par ailleurs, des
études ultrastructurales ont montré
que les cellules dendritiques peuvent
sécréter des vésicules de 60 a 80 nm
de diametre par processus de fusion
de la membrane externe des corps
multivésiculaires — compartiments
enrichis en molécules du CMH de
classe II — avec la membrane plas-
mique. Des immunomarquages ont
révélé la présence de marqueurs
endosomiques tels que les tétraspa-
nines CD63 et CD82, les molécules
du CMH de classe II, le CD86 et, de
facon surprenante, des molécules de
classe I du CMH. Ces vésicules appe-
lées «exosomes» sont, de fait, tres
efficaces pour stimuler des lympho-
cytes T spécifiques d’antigenes de
facon restreinte au CMH de classe II
[41], mais aussi des clones CTL spé-
cifiques d’épitopes restreints au
CMH de classe 1. Nous avons montré
que seules les cellules dendritiques
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immatures, douées d’'un haut poten-
tiel de renouvellement membranaire
et de macropinocytose, par opposi-
tion aux cellules dendritiques mires,
sécretent fortement ce type de vési-
cules présentatrices d’antigénes et
que ces exosomes sont, par eux-
meémes, capables de promouvoir une
réponse lymphocytaire T cytotoxique
spécifique d’antigene tumoral chez la
souris [42]. En effet, les exosomes
provenant de cellules dendritiques
pulsées par des peptides tumoraux
induisent la sensibilisation de lym-
phocytes T cytotoxiques spécifiques
de tumeurs in vivo pouvant conduire
a Déradication de tumeurs murines
préétablies (modeles P815 et TS/A)
et représentent une alternative sédui-
sante a la thérapie cellulaire. L’injec-
tion intradermique de 2-5 g de pro-
téines exosomales correspondant a
un million de cellules dendritiques
immatures cultivées en GM-CSF +IL-
4 arréte la croissance tumorale chez
la souris [43]. Les cellules dendri-
tiques immatures pourraient donc
interagir a distance avec d’autres cel-
lules du systéme immunitaire et les
exosomes pourraient constituer une
nouvelle forme d’immunothérapie
active spécifique antitumorale.

Co-stimulation lors de la mise en route
et du maintien des lymphocytes T

L’absence d’immunogénicité de la
plupart des tumeurs est notamment
due a ’absence a leur surface de
molécules dites de «co-stimulation ».
En effet, pour qu’il y ait transduction
du signal d’activation d’'un lympho-
cyte T lors de I’'induction de la
réponse immunitaire, et non anergie
ou ignorance, ’antigéne doit étre
présenté avec des molécules dites de
«co-stimulation » (CD28/B7, famille
du récepteur du TNFa incluant
CD27, CD40, OX-40, 4-1BB...). Par
exemple, la transfection d’une cellule
tumorale par B7 (agissant en synergie
avec la co-transfection des genes de
I'TL-12 ou des molécules de classe II)
la rend immunogeéne. Elle perd son
pouvoir tumorigene et rend ’hote
immun contre la méme tumeur non
transfectée. Les cellules dendritiques
représentent des adjuvants naturels
idéaux de par la gigantesque pano-
plie de molécules de co-stimulation a
leur membrane qu’elles présentent
au stade mur (voir ci-dessus).

Les travaux de S. Swain [44] étudiant
les exigences différentielles de
signaux de co-stimulation pour les
lymphocytes CD4 naifs, les CD4 Th1l
ou Th2 effecteurs, les Thl ou Th2
mémoires et les Thl ou Th2
mémoires, effecteurs ont permis
d’éclaicir certains points: (1) la
réponse naive est réglée tres étroite-
ment par la présence de multiples
signaux de co-stimulation sur la cel-
lule présentatrice d’antigene; (2) la
prolifération et la sécrétion de cyto-
kines par les effecteurs est indépen-
dante de la co-stimulation; (3) en
I’absence d’IL-2 et de TGF, les effec-
teurs polarisés Thl meurent rapide-
ment d’apoptose induite par
Fas/FasL, alors que (4) les effecteurs
polarisés Th2 ne subissent pas cette
apoptose rapide, ont une longue pré-
dominance in vitro dans les cultures
mixtes Th1-Th2 et dictent le devenir
de la réponse immunitaire; (5) les
effecteurs primaires et mémoires se
conduisent de facon identique; (6)
certains lymphocytes effecteurs
échappent a I'apoptose et devien-
nent des lymphocytes mémoires
indépendamment de toute restimula-
tion avec I'antigéne.

Recrutement des cellules présentatrices
d’antigene et des lymphocytes
au cours de la réponse antitumorale

En particulier pour les tumeurs
solides, le recrutement des effecteurs
antitumoraux aux sites primaires et
métastatiques est capital pour la mise
en place et I'efficacité d’une réponse
immunitaire antitumorale. En cela,
les cellules dendritiques sont opti-
males pour leur capacité, sous forme
immatures, a capturer les antigénes
aux sites et a migrer a travers les tis-
sus de la périphérie jusqu’aux aires
riches en lymphocytes T de la rate et
des ganglions. Les chimiokines sont
les agents-clés de ces migrations. Il
s’agit d’une superfamille de facteurs
chimio-attracteurs agissant sur les
leucocytes, distinguant plusieurs
sous-familles [45]. La spécificité de
leur activité cellulaire repose sur leur
structure, en particulier les C, CC,
CX3C et les CXC (woir I'article de
M. Samson et al., p. 966 de ce numéro)
agissent préférentiellement sur les
lymphocytes, sur les lymphocytes et
monocytes ou sur les neutrophiles.
Leurs récepteurs a 7 domaines trans-
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Tableau |
PRINCIPAUX ESSAIS CLINIQUES D'IMMUNOTHERAPIE

Vaccin Cancer Référence Réponses HSR/IDR Fréquence Réponse IHC-Biopsies
cliniques CTLp humorale
Peptides
Mage 3 (A1) MM [49] 3 RP/6 + - ND ND
MelanA/MART-1 (A2) [50] + /
tyrosinase (A2) MM 3 RP/3 (avec ND CD4+, CD8,
gp 100 (A2) GM-CSF) Th1
+ GM-CSF
gp 100 (A2) MM [51] = ND / 3/6 ND ND
MelanA/MART 1-(A2) + IFA MM [52] 0/18 + / 15/18 ND ND
g209-217 (natif) + IFA (A2) MM [9] 0/9 ND /' 2/8
g 209-2M (muté) + IFA (A2) (A2) [9] 0/11 7/ 10/11 ND ND
g 209-2M (muté) + IFA+IL-2 (A2) [9] 13/31 RP / 0/31
MUC-1 (105 aa) + BCG Sein [53] 0 + / 7/22 ND CD4+/CD8*
55/55
MUC-1 (16aa) Sein [54] en cours ND /711 3/16 ND
+ KLH+DETOX anti-MUC IgG
16/16

anti-KLH IgG
K-ras mutés Colon/ [55] stable + / 20/34 avec ND CD4¢/infiltrats
+ PBL ou GM-CSF Pancréas / du poids GM-CSF

50 %

Cellules dendritiques
DC- du sang Lymphomes [38] 1/4 RC ND » CD8*: 1/4 IgG anti-KLH ND
(idiotype B 2/4 RP / CD4+: 4/4 mais pas anti-
spécifique + KLH) idiotype
MD-DC + PSMA Prostate [40] 7/51 RP ND ND ND ND

(GM-CSF, IL-4) (A2)
(randomisé)

MD-DC + tyrosinase, MM [39] 2/6 RC-RP Tyr, / 8/16 ,» CD8* anti-  Anticorps anti- CD4+, CD8*
gp 100, MART-1, gp 100, MART-1 MART: 2/8 thyroglobuline et
Lysats 1/6 RP Mage / 2/16 - antinucléaire
(GM-CSF, IL-4) A1, (A2) 3/6 RC-RP lysats
Thérapie génique
Adénopgal Poumon non  [18] 8/12 RP ND / 3/3 anti-adéno 7 6/6 IgG anti- ND
+ chimio a petites et anti-Bgal adéno

cellules et 5/6 anti-Bgal
Cellules tumorales autologues Rein [56]  1/9 RP GM-CSF 4/9 GM-CSF ND ND Eosinophiles
recombinant 0/10 sans GM-CSF 4/10 sans 4+
GM-CSF GMCSF avec GM-CSF
(randomisé)
Fibroblastes allogéniques Toutes [57] 0/15 Pas de 1/2 RCC ND CD3+++
recombinant IL-2 + tumeurs différence entre  2/7 MM CD4++
Cellules autologues tumorales le site d'IDR

tumeur seule contre
tumeurs +
fibroblaste IL-2
Mélanome MM [58] 3/12 RM ND / 3/12 ND ND
allogénique irradié CD4+CD8*
recombinant IL-2
Virus de la vaccine Col utérin [59] 0/8 ND 1/3 HPV CTL  3/8 spécifique ND
recombinant E6-E7 spécifique de HPV
d'HPV 8/8 spécifique
de vaccinia

MM : mélanome,; RCC : cancer du rein; MD-DC: cellules dendritiques dérivées de monocytes ; ND: non déterminé; (A1), (A2): HLA-A1, HLA-A2; IFA:
adjuvant incomplet de Freund; PBL: lymphocytes périphériques; HSR/IDR : hypersensibilité retardée-intradermoréaction ; CTLp : précurseur de lym-
mmmmmmm——— phocyte T cytotoxique,; IHC: immuno-histochimie.
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membranaires sont sélectivement
exprimés sur ces différentes sous-
populations hématopoiétiques, confé-
rant ainsi une sensibilité aux diffé-
rentes chimiokines. L’expression
différentielle de ces récepteurs sur les
cellules dendritiques au cours de leur
maturation pourrait expliquer le
potentiel migratoire des cellules den-
dritiques, d’une part, pour étre recru-
tées dans les tissus aux sites 1ésionnels
et, d’autre part, pour quitter ces tissus
et aller vers les organes lymphoides
[46]. Les chimiokines agissent égale-
ment sur le recrutement des lympho-
cytes et il est intéressant de noter que
certaines chimiokines sont produites
sélectivement par les cellules dendri-
tiques comme, en particulier la DC-
CK1 qui est responsable du recrute-
ment de lymphocytes T naifs [47]. Le
recrutement des effecteurs aux sites
tumoraux, d’une part, et la migration
des cellules présentatrices d’antigene
vers les organes lymphoides secon-
daires, d’autre part, constituent donc
des cibles prometteuses d’'une immu-
nomanipulation visant a induire et a
maintenir une réponse immunitaire
antitumorale efficace.

Lecons tirées
des essais thérapeutiques
chez 'homme

Des essais pilotes, de phase I et II,
ont été réalisés et sont résumés dans
le Tableau I. Si le principe de I'effica-
cité biologique a pu étre validé
(sécrétion d’une protéine bioactive
dans le cadre du transfert de genes,
augmentation de la fréquence de
précurseurs lymphocytaires spéci-
fiques dans certains cas) sans réelle
toxicité dépendante de la dose, le
principe de I'efficacité clinique reste
a démontrer sur de plus grands effec-
tifs. Mais, a-t-on réellement démontré
que ces vaccins entrainent 'induc-
tion de lymphocytes effecteurs ou
mémoires spécifiques de tumeurs ?
Et si oui, 'augmentation du nombre
de lymphocytes spécifiques d’anti-
géne engendrée par ces vaccins est-
elle corrélée a un bénéfice clinique ?
Ces essais (peptidiques, protéiques,
de thérapie génique) ont permis
d’observer dans le mélanome méta-
statique: (1) des réactions d’hyper-
sensibilité retardée (IDR-HSR)
accentuée au fil des injections vacci-
nales; (2) des réponses CTL contre
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MART-1, gpl00, tyrosinase; (3) une
nette augmentation des réponses
CTL et des IDR-HSR avec I'utilisation
concomitante de GM-CSF; (4) la pré-
sence d’infiltrats inflammatoires
CD4, CD8 (et éosinophiles si le GM-
CSF est utilisé) et la présence d’IL-2
et d’IFNy (Thl) par immuno-histolo-
gie de sites vaccinaux d’IDR-HSR.
Bien que quelques réponses cli-
niques objectives et des stabilisations
aient été notées chez quelques indivi-
dus HLA-A2, la grande majorité de
ces patients porteurs de mélanomes
n’ont pas, apres traitement, une sur-
vie prolongée. En revanche, un petit
tiers des patients HLA-A1 vaccinés
avec MAGE ont eu des réponses cli-
niques objectives, tres retardées (au-
dela du troisiéme mois), au niveau
des sites cutanés mais aussi viscéraux.
Dans une étude récente de Rosen-
berg, il est montré pour la premiére
fois une réactivité CTL anti-auto-anti-
geéne avec: (1) une augmentation
nette de la fréquence des précurseurs
anti-gpl00 (antigenes du soi) passant
de 1/30000 ou indétectable avant
immunisation a 1/5900-1/2 800
aprés immunisation; (2) des
réponses cliniques objectives chez
42 % des mélanomes métastatiques
avec forte masse tumorale dans des
sites réputés réfractaires (cerveau,
foie, muscles) dans les combinaisons
associant IL-2 et g209-2M (analogue
de gpl100 plus immunogene).

Cependant, MART-1 reste un exemple
paradoxal de co-existence d’une
réactivité¢ CTL spécifique de tumeur
et de la progression de cette tumeur
in vivo. En effet, malgré des essais de
vaccinations variés avec un peptide
immunodominant issu de I'antigene
MART-1, aucune réponse clinique
objective n’a été enregistrée alors
que la fréquence des précurseurs spé-
cifiques cytolytiques a augmenté. Des
mécanismes impliqués dans le
controle des lymphocytes T autoréac-
tifs ¢n vivo pourraient jouer un role
dans la régulation de 'activité antitu-
morale chez les patients vaccinés avec
un antigéne tumoral du soi. De plus,
des analogues naturels de MART-1
jouant le role d’agonistes partiels
voire d’antagonistes ont été trouvés
(séquences peptidiques de hCD9,
HSV-1 et 2, de E. coli, B. polymyxa,
adénovirus 9Kgp, levure...) et pour-
raient régler négativement la réacti-
vité cytolytique antitumorale de ces

précurseurs spécifiques de MART-1
[12]. Les nouveaux outils tres perfor-
mants de suivi immunologique
(tétrameres solubles, Elispot) per-
mettant la quantification des précur-
seurs de CTL a des cinétiques et a
des localisations variées, apporteront
des éléments de réponse a ce para-
doxe [48].

I Conclusions

L’immunisation permet actuellement
de déclencher ou d’augmenter des
réponses immunitaires cytotoxiques
qui deviendront facilement mesu-
rables. Des exemples d’immunosélec-
tion (perte de 'antigéne tumoral ou
des motifs CMH classe 1) in wvivo,
spontanée ou secondaire a une
immunothérapie spécifique ont été
rapportés, rassurant sur la significati-
vité immunologique des antigeénes
identifiés mais aussi soulignant la
nécessité d’expansion, d’activation et
de recrutement non seulement de
CTL mais aussi d’effecteurs lympho-
cytaires CD4*, de NKT et NK, voire
d’éosinophiles m
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