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Résumé 

Dans la perspective du développement d’une immunothérapie antitumorale dans les 
lymphomes B, nous avons validé l’obtention et la manipulation de cellules tumorales et défini 
quelles étaient les cellules présentatrices d’antigènes (APC) les plus efficaces. Nous avons mis 
au point des techniques d’obtention de cellules entières opsonisées, nécrotiques, et apoptotiques 
compatibles avec une application clinique (résultats de l’article 1). Utilisant ces différentes 
préparations cellulaires pour charger les APC, nous avons ensuite comparé la cross-présentation 
d’antigènes contenus dans les cellules tumorales entières par les macrophages (MΦ) et les 
cellules dendritiques myéloïdes (MDC). A l’opposé des MΦ, les MDC sont capables de cross-
présenter efficacement des antigènes provenant des cellules tumorales entières intactes, 
opsonisées, ou apoptotiques, mais pas des cellules nécrotiques (résultats de l’article 2). Nous 
avons enfin voulu évaluer les capacités de capture et de cross-présentation d’antigènes des 
cellules dendritiques plasmacytoïdes (PDC) grâce à une lignée PDC générée dans le laboratoire 
(résultats de l’article 3). Nous avons montré que les PDC présentaient de faibles capacités 
d’endocytose et que, contrairement aux DC myéloïdes, elles n'étaient pas capables d’endocyter 
du matériel de cellules vivantes traitées ou non. En revanche, quand les cellules tumorales ou 
cibles étaient infectées, nous avons observé que les PDC pouvaient endocyter du matériel 
cellulaire, s’activer et cross-présenter les antigènes viraux à des lymphocytes T CD8+. Ce travail 
permet de définir les conditions d’utilisation de cellules tumorales et des cellules présentatrices 
d’antigènes dans les lymphomes B pour une application potentielle en clinique. D’autre part, il 
apporte des informations tout à fait novatrices sur le rôle des cellules dendritiques 
plasmacytoïdes dans l’immunité adaptative. 
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I n t r o d u c t i o n   

Les travaux présentés dans ce manuscrit se sont intéressés à l’immunothérapie des 

lymphomes B non Hodgkiniens (LNHB). Ils ont été obtenus dans le laboratoire de Recherche et 

de Développement de l’Etablissement Français du Sang de Grenoble, en collaboration avec le 

Département d’Hématologie Clinique du CHU, et le Groupe de Recherche sur les Lymphomes. 

Les LNHB sont des tumeurs hétérogènes, qui se divisent en nombreux sous-types selon leurs 

particularités histologiques et phénotypiques dans la classification REAL(Harris et al., 1994; 

Pileri et al., 2000a; Pileri et al., 2000b) , et plus récente, celles de l'OMS. Les formes les plus 

agressives, dont la prolifération cellulaire est rapide, sont les plus sensibles aux chimiothérapies 

et radiothérapies ; ce sont les lymphomes dits de « haut grade de malignité ». Pour les 

lymphomes de vitesse d’invasion plus lente dits « indolents », ou de « bas grade de malignité », 

les traitements classiques sont insuffisants. Lorsque les cellules tumorales ne sont pas totalement 

éliminées par la chimiothérapie ou la radiothérapie, les patients rechutent, et développent 

souvent des résistances aux traitements classiques. Il est donc nécessaire de proposer de 

nouvelles stratégies de traitement pour améliorer la survie de ces patients.  

Parmi les nouvelles stratégies, l’immunothérapie apparaît intéressante. En effet, elle 

pourrait permettre de cibler spécifiquement les cellules tumorales, en utilisant pour effecteur le 

système immunitaire. Le système immunitaire permet, en effet, de détecter les événements 

anormaux telle l’entrée de corps étrangers (vus comme « non-soi ») et également des 

modifications du « soi », comme le développement de cellules tumorales. Dans l'immunothérapie 

antitumorale c'est la réponse cellulaire (la cytotoxicité des lymphotes T CD8+) qu'on cherche à 

développer, afin de détruire la tumeur. Pour activer cette réponse, il est possible d’utiliser des 

cellules présentatrices d'antigènes, qui interviennent dans l'initiation des réponses adaptatives. 

Elles ont en effet la capacité :  

1)- de détecter les pathogènes et de sécréter des chimiokines qui attireront les autres cellules du 

système immunitaire ou des cytokines qui favoriseront leur proliféreration et leur différenciation  

2)- de capturer des antigènes pour les présenter aux lymphocytes T afin de les activer. Les 

cellules présentatrices d'antigènes jouent donc un rôle crucial de lien entre la réponse innée et la 
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réponse spécifique où ce sont les lymphocytes qui entrent en jeu. Parmi les APC, les cellules 

dendritiques sont considérées comme étant les seules capables d’initier la réponse de 

lymphocytes T naïfs.  

Du fait de ces propriétés, les cellules présentatrices d’antigènes, les cellules dendritiques 

en particulier, sont actuellement utilisées en immunothérapie antitumorale. Elles sont 

particulièrement intéressantes pour initier une réponse immune qui une fois établie pourrait 

permettre de détruire les métastases ou les cancers non-solides qui sont disséminés à travers 

l’organisme. Il existe cependant plusieurs familles d’APC : macrophages, cellules dendritiques 

myéloïdes et plasmacytoïdes, qui ont des propriétés de capture d’antigènes et d’activation des 

lymphocytes T différentes. Les données de la littérature ne permettent pas de savoir quelle est la 

meilleure APC à utiliser pour générer une réponse antitumorale efficace. La manière de générer 

ces APC in vitro, ainsi que les conditions optimales de leur utilisation sont loin d'être clairement 

établies. Nous avons donc mené un programme de recherche préclinique visant à définir les 

bases d'un protocole d'immunothérapie dans les lymphomes en utilisant comme APC des 

macrophages et des cellules dendritiques myéloïdes. Nous avons aussi analysé les capacités de 

capture et de présentation d’antigènes des cellules dendritiques plasmacytoïdes à l’aide d’une 

lignée qui a été développée au laboratoire. 

L’introduction bibliographique de ce mémoire comprendra trois parties. Tout d’abord les 

principaux acteurs de l’immunologie auxquels nous nous sommes intéressés seront présentés. 

Nous présenterons ensuite les bases de l’immunologie antitumorale, puis nous ferons le point sur 

les développements d’immunothérapies des cancers en cours. 
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1 è r e  p a r t i e  :  D é v e l o p p e m e n t  d ’ u n e  r é p o n s e  

i m m u n e  

Le système immunitaire peut être schématiquement divisé en deux grandes parties : 

l’immunité innée et l’immunité adaptative. Au cours des travaux que nous présenterons, nous 

nous sommes intéressés, aux frontières de l’immunité innée et adaptative, à la possibilité de 

générer une réponse T cytotoxique antitumorale dans les LNHB, en utilisant des cellules 

présentatrices d'antigènes (APC). Les APC ont la capacité de capturer des antigènes exogènes, 

de les apprêter, puis de les présenter aux lymphocytes T pour permettre leur activation et leur 

différentiation. Les macrophages (mΦ), les cellules dendritiques myéloïdes (MDC) et 

plasmacytoïdes (PDC) sont des APC capables d’activer une réponse T. La plupart des données 

que nous présenterons dans cette introduction sont issues de travaux chez l’homme, nous 

préciserons lorsque des travaux chez la souris seront utilisés.  

A. Les cellules dendritiques et les macrophages 

Les mΦ et les DC sont des cellules d’origine hématopoïétique ayant pour origine les 

cellules souches CD34+ de la moelle osseuse. La fonction principale attribuée aux mΦ est 

l’élimination des pathogènes et des cellules mortes. Ils sont souvent appelés les éboueurs de 

l’organisme. Les DC myéloïdes, qui sont aussi capables d’internaliser des antigènes, sont plutôt 

connues pour leurs fonctions de présentation d’antigènes aux lymphocytes T, et plus 

particulièrement aux lymphocytes T naïfs. Elles sont pour cela qualifiées de sentinelles. Les DC 

plasmacytoïdes (PDC, aussi appelées DC lymphoïdes, IPC (Interferon producing cells) ou DC2) 

n’ont été décrites que plus récemment, et leur place dans l’initiation des réponses immunes est 

encore en cours d’évaluation. On pense que les PDC jouraient un rôle majeur dans l’activation 

des réponses antivirales. 

1 Origine et différenciation des mΦ et des DC 

Les précurseurs des mΦ sont les monocytes qui circulent dans l’organisme via le sang, 
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entrent dans les tissus, et sous l’influence du micro-environnement, se différencient en 

macrophages. De plus, les cytokines sécrétées, telle l’IL-6, favoriseraient leur 

différenciation(Chomarat et al., 2000). Les macrophages peuvent aussi être générés in vitro à 

partir de monocytes en présence de GM-CSF en 6 jours ou à partir de cellules du sang CD14 -, 

CD11c+, CD1a+ en présence de M-CSF(Banchereau et al., 2000). Les mΦ résidents restent à un 

stade inactivé dans les tissus. Puis sous l’influence de différents stimuli, ils sont activés, sécrètent 

des cytokines, puis entrent en apoptose(Bogdan, 2001).  

 

Figure 1: Origine des différentes APC 
De (Banchereau et al., 2000). Le sang contient les trois précurseurs qui donnent les différentes APC, mΦ, MDC, et 
PDC.  

 

Dans le sang, on retrouve trois types de cellules capables de se différencier en DC myéloïdes 

(MDC). Le monocyte représente un précurseur possible pour les MDC, comme le montre la 

figure 1, mais les progéniteurs myéloïdes donnent aussi deux autres précurseurs circulants des 

MDC (préDC)(Ito et al., 1999). Ces deux précurseurs ont le phénotype suivant : lin (CD3, CD19, 

CD14, CD56)-, CD11c+, CD4+, HLA DR+, et sont soit CD1a-, soit CD1a+. Ces préDC vont 

pouvoir entrer dans les tissus périphériques, et se différencier en DC intersticielles ou en cellules 

de Langerhans, respectivement. Les facteurs influençant cette différenciation des précurseurs 

circulants sont encore mal connus. Le TNF-α favoriserait la différenciation du monocyte vers la 
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MDC en présence de fibroblastes (Chomarat et al., 2003). Une autre étude a montré que les 

monocytes qui, après phagocytose de particules, retraversent l’endothélium, se différencient en 

MDC tandis que ceux qui restent dans la matrice sub-endothéliale deviennent des 

macrophages(Randolph et al., 1998). Les cellules de Langerhans peuvent être générées à partir 

des préDC CD1a+, CD11c+ (Ito et al., 1999) sous l’influence d’IL-4, GM-CSF et TGF-ß, et 

expriment rapidement la langerine(Valladeau et al., 2000) et les granules de Birbeck 

caractéristiques de ce type cellulaire. D’autre part, il est possible de générer in vitro des DC à 

partir de monocytes du sang en présence de IL-4 et de GM-CSF pendant 6 jours(Sallusto and 

Lanzavecchia, 1994)(elles seront notées moDC). Ce sont des DC qui ressemblent aux DC 

interstitielles.  

L’origine des cellules dendritiques plasmacytoïdes est moins bien connue. Un précurseur de ces 

cellules est retrouvé au niveau sanguin, de phénotype lin-, CD11c-,CD1a- CD4+, HLA DR+, 

CD123+, BDCA2+, BDCA4+(Dzionek et al., 2000). Ces PDC n’expriment pas de marqueurs 

myéloïdes(Ito et al., 1999; Robinson et al., 1999), laissant penser que ces cellules sont d’une 

lignée lymphoïde. D’autres études sont venues appuyer cette hypothèse. En effet, les PDC 

expriment également des transcrits codant pour la chaîne pré T α, λ-like, V pré-B (Rissoan et al., 

2002), caractéristiques des lymphocytes B et T. Elles expriment aussi le facteur de transcription 

Spi-B, qui serait impliqué dans le contrôle de leur différentiation (Schotte et al., 2003). D’autres 

travaux de Spits et al portant sur le rôle de Id2 et Id3 dans la différenciation des PDC, et des 

lymphocytes T et B sont aussi en faveur d’une origine lymphoïde des PDC (Spits et al., 2000). In 

vitro, des PDC peuvent être générées à partir de progéniteurs hématopoïétiques CD34+(Blom et 

al., 2000), en partie sous l'action de la thrombopoïétine et du Flt3-L(Chen et al., 2004a). 

L’appartenance des PDC à la lignée lymphoïde reste cependant encore débattue, puisqu’il serait 

possible de reconstituer les deux populations de DC (PDC et MDC) à partir des mêmes cellules 

précurseurs, déjà engagées dans la voie de différenciation myéloïde (Shigematsu et al., 2004).  

2 Répartition des DC et des MΦ in vivo 

Les macrophages 

Les mΦ tissulaires sont phénotypiquement hétérogènes et ont une appellation spécifique 

dans quelques sites précis : ostéoclastes dans le tissu osseux, microglies dans le système nerveux, 

cellules mésengiales dans la vessie, cellules de Kupffer dans le foie, histiocytes dans les tissus 

conjonctifs. Ils sont également présents dans le cœur, l’épiderme et le derme, la cavité 

péritonéale, les poumons, le pancréas. Ces mΦ ne se divisent pas, et leur durée de vie, qui 

dépend du tissu, n’est pas bien définie (Gordon, 1999). Dans les différents organes, y compris 



 6

dans le système nerveux, ils ont comme rôle d’éliminer les cellules apoptotiques (Witting et al., 

2000). Grâce à leur capacité phagocytaire, ils empêchent les invasions bactériennes par exemple 

de Streptococci (Goldmann et al., 2004). Ils ont aussi la capacité de sécréter des molécules 

toxiques (comme les RNIs (Reactive Nitrogen Intermediates)), actives sur les bactéries, les 

champignons et certains parasites(Bogdan, 2001). Sous l’effet de différents stimuli, les mΦ 

peuvent sécréter des cytokines qui amorcent une réponse immune. 

Les macrophages sont aussi présents dans les organes lymphoïdes en grande quantité. 

Dans le cortex et la médula du thymus, ils éliminent les thymocytes apoptotiques. Dans la rate, 

grâce à leurs nombreux récepteurs pour les composants des membranes bactériennes et les 

lipides, les macrophages contribuent à la résistance anti-microbienne, et à l’élimination des 

produits de dégradation. Dans les ganglions, les macrophages sont localisés au niveau du sinus 

sub-capsulaire et de la médulla. Ils y éliminent les cellules apoptotiques et présentent les Ag aux 

lymphocytes. Ils sont également présents dans les plaques de Peyer. Il est possible que les 

macrophages tissulaires migrent vers les organes lymphoïdes secondaires (Gordon, 1999).  

 

Les DC myéloïdes  

Au niveau sanguin, on distingue donc les monocytes, et les précurseurs des MDC lin-

CD11c+. Ces cellules vont pouvoir migrer dans les tissus sains et inflammés.  

Les cellules de Langerhans sont localisées dans l’épiderme cutané et les muqueuses(de 

Fraissinette et al., 1989; Maurer, 1999). Ce sont les seules DC qui expriment in vivo CD1a, les 

granules de Birbeck et la Langérine(Fithian et al., 1981; Valladeau et al., 2000). Les DC 

interstitielles sont CD1a-. et sont retrouvées dans de nombreux tissus : dans l’épithélium 

pulmonaire(McWilliam et al., 1999), au niveau du tractus intestinal(MacPherson and Liu, 1999) 

du cœur, du foie, du pancréas ou de la vessie(Steptoe and Thomson, 1999) et dans le 

derme(Maurer, 1999). Ces MDC immatures ont une bonne capacité endocytaire, ce qui leur 

permet de capturer les antigènes présents en périphérie (Banchereau et al., 2000).  

Les MDC sont également présentes au niveau des organes lymphoïdes secondaires 

comme primaires. Elles joueraient un rôle important dans la sélection des lymphocytes dans le 

thymus. Une fois activées, les MDC périphériques migrent dans les organes lymphoïdes 

secondaires, et entrent dans les ganglions par les vaisseaux lymphatiques afférents. On les 

retrouve dans les zones T, où elles vont présenter aux lymphocytes T les antigènes qu’elles ont 

capturés. Ces MDC sont alors appelées cellules interdigitées. Les LC peuvent également migrer 

au niveau des ganglions lors d’une inflammation chronique de la peau(Geissmann et al., 2002).  

 

Les cellules dendritiques plasmacytoïdes 
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Les PDC représentent 0.2 à 0.5% des cellules mononuclées du sang périphérique (Olweus 

et al., 1997). Elles ont été également retrouvées dans le sang de cordon (Sorg et al., 1999). En 

situation normale, elles n’ont pas été retrouvées dans les tissus périphériques, mais elles peuvent 

se localiser au niveau de la peau lors d'une injection de lipoprotéines de Treponema pallidum 

(Sellati et al., 2001), ou dans le lupus(Blomberg et al., 2001; Farkas et al., 2001). Elles peuvent 

aussi se localiser dans les muqueuses nasales lors d'une allergie (Jahnsen et al., 2000).  

Les PDC sont aussi retrouvées dans les organes lymphoïdes. La présence de PDC a été 

détectée dans les parties extrafolliculaires des amygdales(Grouard et al., 1997), des 

ganglions(Cella et al., 1999), et des plaques de Peyer(Jameson et al., 2002). Leur localisation au 

niveau et à proximité du HEV, et leur expression de CD62L suggèrent qu’elles entrent dans les 

ganglions via la circulation sanguine. Dans ces organes lymphoïdes secondaires, elles pourraient 

avoir pour fonction d’activer les lymphocytes T, mais cela reste à démontrer. Les PDC sont aussi 

présentes dans le thymus(Bendriss-Vermare et al., 2001). 

3 Migration des mΦ et DC 

Les migrations des cellules de l’immunité sont gouvernées par l’expression de 

chimiokines dans les tissus, et de récepteurs qui leur correspondent sur les cellules. Par exemple, 

les chimiokines, comme SLC/CCL21, ELC/CCL19, SDF-1/CXCL12, ou BCA-1/CXCL13, 

exprimées constitutivement dans les organes lymphoïdes par les cellules endothéliales et 

stromales, permettent une migration des cellules de l’immunité exprimant les récepteurs 

correspondant en absence d’inflammation(Allavena et al., 2000). Ainsi les lymphocytes T naïfs 

et mémoires centraux qui expriment CCR7 peuvent migrer continuellement depuis le sang vers 

les ganglions au niveau des HEV, grâce à l’expression de SLC/CCL21(von Andrian and 

Mempel, 2003). Dans le ganglion, SLC/CCL21 permet une localisation des lymphocytes T dans 

les zones T et les zones marginales des follicules(Willimann et al., 1998). Sans signal 

d’activation, les lymphocytes quittent les ganglions par les vaisseaux efférents (von Andrian and 

Mempel, 2003). Dans une situation inflammatoire, les DC activées vont sécréter DC-CK-

1/CCL18, capable d’attirer préférentiellement les lymphocytes T naïfs, favorisant ainsi la 

rencontre entre DC et lymphocytes T. DC-CK-1/CCL18 est fortement exprimée dans la zone T 

des ganglions(Adema et al., 1997). Si ce schéma de circulation est bien connu pour le traffic des 

lymphocytes, il n’en est pas de même en ce qui concerne la migration des APC, que nous allons 

présenter maintenant, dans un contexte normal ou inflammatoire. 

 

Sans inflammation 
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Les mécanismes de recrutement des monocytes dans les tissus en dehors de toute 

inflammation ne sont pas très bien connus. Les monocytes expriment le CXCR4 et peuvent 

migrer en réponse à SDF-1/CXCL12 (Ancuta et al., 2003), ce qui pourrait faciliter leur migration 

dans le derme. Une fois dans les tissus les monocytes se transformeraient en DC ou en mΦ 

résidents. 

Les précurseurs des MDC qui patrouillent dans le sang expriment CCR2, CCR5, CXCR3 

et CXCR4(de la Rosa et al., 2003; Penna et al., 2001) et pourraient entrer constitutivement dans 

les tissus grâce à CXCR4, dont un des ligands est SDF-1/CXCL12, présent dans le derme et les 

ganglions. On ne retrouve pas de préMDC exprimant CCR6 dans le sang, les précurseurs des LC 

pourraient acquérir ce récepteur après avoir traversé l'endothélium, ce qui leur permettrait alors 

de migrer au niveau de l’épiderme, attirés par MIP-3α/CCL20(Banchereau et al., 2000). 

L’acquisition séquentielle de la capacité de migrer en réponse aux ligands de CCR2 puis de 

CCR6 a bien été démontrée à l’aide de LC obtenues en culture à partir de progéniteurs 

CD34+(Vanbervliet et al., 2002). 

Les PDC expriment CCR2, CCR5, CCR7, CXCR3, et CXCR4, mais ne sont capables de 

migrer qu’en présence de SDF-1/CXCL12 (ligand de CXCR4), les autres récepteurs n’étant pas 

fonctionnels(Penna et al., 2001; Vanbervliet et al., 2003). Associée à l’expression de CD62L, 

cette capacité de migrer en réponse à SDF-1/CXCL12 pourrait permettre un recrutement des 

PDC, via les HEV, dans les ganglions directement à partir du sang(Grouard et al., 1997). 

Lors d’une réaction inflammatoire 

En présence d’agents pathogènes, des chimiokines inflammatoires sont rapidement 

sécrétées par les tissus et les APC résidentes : IL-8/CXCL8, MIP-1β/CCL4, MCP-1/CCL2, 

RANTES (Regulated upon activation and normal T Cell expressed)/CCL5(Sallusto and 

Lanzavecchia, 2000). Les mΦ activés par des bactéries peuvent sécréter MCP-1/CCL2, MIP-

1α/CCL3, RANTES/CCL5 et MCP-3/CCL7, IL-8/CXCL8, Mig/CXCL9 et IP-

10/CXCL10(Veckman et al., 2003), tandis que les MDC activées produisent MDC/CCL22, 

TARC/CCL17, MCP-1/CCL2, MIP-1α/CCL3 et MIP-1ß/CCL4, MIP-3ß/CCL19, 

RANTES/CCL5, IL-8/CXCL8 et Fractalkine/CX3CL1(Allavena et al., 2000). Ces chimiokines 

permettent d’attirer sur le site de l’inflammation d’autres cellules de l’immunité : APC, 

polynucléaires, et lymphocytes. Les PDC infectées peuvent également sécréter des cytokines 

comme MIP-1ß/CCL4, MIP-1α/CCL3, MCP-1/CCL2, et IP-10/CXCL10 (Megjugorac et al., 

2004). 

Les monocytes sont recrutés en nombre sous l’action de CCL2 (Hogg and Carley, 2002) 

(Maus et al., 2003) (Weber et al., 1999), ils traversent alors les vaisseaux et peuvent alors se 



 9

différencier soit en macrophages soit en DC selon des facteurs environnementaux encore mal 

connus.  

Les préMDC migrent en réponse à MIP-1α/CCL3, MIP-1ß/CCL4, MCP-3/CCL7, MCP-

4/CCL13, TECK/CCL25, SDF-1/CXCL12, MIP-3α/CCL20, RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2, 

(Dieu-Nosjean et al., 1999; Penna et al., 2001). Ces DC, dans un contexte de danger (présence de 

pathogènes, d’IL-1 ou de TNF-α) maturent, acquièrent CCR7 (Dieu et al., 1998; Penna et al., 

2001; Sallusto et al., 1998), et gardent CXCR4 et CCR4 (Allavena et al., 2000). Parallèlement, 

les DC matures perdent CCR1 et CCR5(Sozzani et al., 1998) et la capacité de répondre à 

certaines chimiokines comme RANTES/CCL5) et IP-10/CXCL10(Penna et al., 2001). Pour les 

cellules de Langerhans, la perte de CCR6 entraîne une perte de la réponse à MIP-3α/CCL20. Les 

MDC matures peuvent alors migrer via la lymphe vers les zones T des ganglions, où est exprimé 

MIP-3ß/CCL19, ligand de CCR7(Dieu et al., 1998; Willimann et al., 1998). 

Les PDC du sang semblent avoir moins de capacité de migration que les MDC(de la Rosa 

et al., 2003; Penna et al., 2001). In vitro, les PDC immatures acquièrent la capacité de migrer en 

réponse à Mig/CXCL9, IP-10/CXCL10, et I-TAC/CXCL11 (ligands de CXCR3) seulement en 

présence de SDF-1/CXCL12. Cette étude suggère donc qu’un recrutement des PDC est possible 

dans les sites périphériques ou dans les ganglions au cours de l’inflammation(Krug et al., 2002; 

Vanbervliet et al., 2003). Au cours de leur maturation, les PDC, comme les MDC, vont exprimer 

CCR7(Gibson et al., 2002; Krug et al., 2001), ce qui leur confère alors la capacité de migrer en 

réponse à MIP-3ß/CCL19, et pourrait leur permettre de rejoindre les organes lymphoïdes 

secondaires(Penna et al., 2001). 

4 Reconnaissance des pathogènes et capture d’Ag  

Les différents récepteurs 

Les pathogènes peuvent être reconnus par différents récepteurs exprimés par les APC. 

Les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern) présents à la surface des microorganismes 

peuvent être reconnus par les PRR (Pattern Recognition Receptor). Des molécules opsonisantes 

(comme les Ig ou le complément) peuvent les recouvrir et ce sont alors d'autres récepteurs  qui 

interviennent. Certains de ces récepteurs sont spécialisés dans l’endocytose : les récepteurs 

«scavenger» (SR), les lectines, les récepteurs aux Fc des Ig, tandis que d’autres, comme les TLR, 

activent les APC.  
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Figure 2 : Molécules intervenant dans la reconnaissance des pathogènes.  
D’après (Underhill and Ozinsky, 2002).  
 
 

Les Toll Like Receptors  

Les Toll Like Receptors (TLR) jouent un rôle crucial dans la détection des infections 

microbiennes. Ce sont des récepteurs très conservés dans l’évolution, initialement décrits chez la 

Drosophile. On connaît à ce jour 10 TLR chez l’homme, qui reconnaissent des composants 

différents issus des pathogènes (Takeda et al., 2003). Ces TLR présentent des homologies entre 

eux et transduisent majoritairement leur signal via la même voie de signalisation. La protéine 

MyD88 est recrutée au niveau du TLR activé, elle recrutera la kinase IRAK, qui une fois 

phosphorylée pourra s’associer à TRAF6 aboutissant finalement à l’activation du facteur de 

transcription NF-κb (Takeda et al., 2003). 

Le premier TLR décrit chez l’homme est le TLR4, molécule de surface, qui peut, dans 

certains cas, fonctionner avec CD14. Il a plusieurs ligands : le lipopolysaccharide (LPS), des 

composants viraux, et des protéines de choc thermique (HSP). Le TLR2 coopère avec les TLR1, 

et 6 pour reconnaître des composants des parois des bactéries, des mycoplasmes, ou des 

parasites. Le TLR5 reconnaît la flagelline des bactéries, tandis que le TLR3 reconnaît les ARN 

doubles brins des virus (Alexopoulou et al., 2001) et le poly (I :C), un analogue synthétique. Les 

TLR7, 8 et 9 présentent de grandes homologies entre eux. Le TLR9 permet de reconnaître les 

motifs CpG hypo-méthylés de l’ADN bactérien (Bauer et al., 2001b). Les TLR7 et 8 

reconnaissent l’ARN simple brin des virus. (Heil et al., 2004) (Diebold et al., 2004), et des 

composés synthétiques de la famille de imidazoquinolines, comme le R-848 (Jurk et al., 2002). 

Les TLR 7, 8 et 9 sont intracytoplasmiques. Le ligand de TLR10 n’est pas encore connu (Takeda 

et al., 2003). 
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Les macrophages expriment également des TLR, mais les études sont moins complètes 

sur les macrophages que les DC. Le TLR4 en particulier leur permet de répondre au LPS et 

permettrait l’induction d’IL-12(Nau et al., 2003). Les macrophages exprimeraient également 

TLR2 et TLR9(Cecil and Klemsz, 2004). Les monocytes semblent exprimer les TLR1, 2, 4, 5, 6, 

et 8(Kadowaki et al., 2001; Krug et al., 2001).  

Les MDC in vivo expriment les TLR1, 2, 3, 4, 5, 6, et 8, tandis que les PDC expriment les TLR 

1, 6, 7 et 9(Kadowaki et al., 2001; Krug et al., 2001). L’interaction des TLR avec leurs ligands a 

pour conséquence une activation des cellules qui influencera la polarisation ultérieure de la 

réponse immune. Par exemple, le LPS en se liant au TLR4 exprimé par les MDC peut induire 

l’expression d’IL-12, qui favorisera la génération d’une réponse Th1, alors que le 

peptidoglycane, ligand des TLR2 et 6 fera sécréter de l’IL-8 et orientera vers une réponse Th2 

(pour revue (Mazzoni and Segal, 2004)). D’autre part, les PDC en présence des ligands des 

TLR7 et 9 sécréteront de grandes quantités d’IFNα (Heil et al., 2004; Jurk et al., 2002), ce qui 

favorisera une réponse Th1.  

 

Les Récepteurs « Scavenger » (SR) 

Les SR sont des glycoprotéines de surface qui ont été décrites à l’origine comme ayant la 

capacité de fixer des lipoprotéines modifiées. Plusieurs classes de SR sont exprimées par les 

APC ; les SR de classe A, B, C, D, et E, classés selon leur structure moléculaire (Platt and 

Gordon, 1998). Ce sont des molécules qui permettent l’endocytose. Les SR A sont des molécules 

trimériques à structure en collagène, dotées d’une partie transmembranaire. Les SR-B forment 

une large boucle extracellulaire reliée par deux petites parties transmembranaires. Les molécules 

CD36, CLA-1, et SR-BII font partie de cette classe. On peut également citer dans les autres types 

de SR : la molécule SR-C1 de classe C, et LOX-1 (lectin-like oxidised LDL-receptor 1) de classe 

E.  

Aux côtés des lipoprotéines modifiées, les SR peuvent également reconnaître et permettre 

l’endocytose de pathogènes, comme les SR-A pour les bactéries Gram+ et Gram- (Peiser and 

Gordon, 2001). Certaines molécules, comme CD36, CLA-1, ont la capacité de lier les 

phosphatidylsérines et permettraient ainsi la phagocytose de cellules apoptotiques et nécrotiques.  

Les SR-A, CLA-1 et Lox sont exprimés par les DC(Delneste et al., 2002; Harshyne et al., 

2003) et les macrophages(Peiser and Gordon, 2001). MARCO n’est pas exprimé sur les DC 

isolées du sang, cependant une étude chez la souris suggère que les DC de la rate l’exprimeraient 

après une activation par le LPS(Granucci et al., 2003). L’expression de MARCO est restreinte à 

quelques types de macrophages : ceux de la zone marginale de la rate, du cortex médullaire dans 

les ganglions, et sur les macrophages du péritoine (Kraal et al., 2000). Les SR-AI et SR-AII sont 
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exprimés sur la majeure partie des macrophages, et sur les moDC(Peiser et al., 2002). Les autres 

molécules sont moins connues. 

 

Les lectines de type C  

Les lectines de type C fixent les sucres d’une manière dépendante du calcium, grâce à 

leur domaine conservé CRD (carbohydrate recognition domain). Nous ne citerons que les plus 

étudiées. Elles sont classées en deux types selon leur structure moléculaire. Le récepteur au 

mannose (MR) et DEC-205 sont de type I, alors que DC-SIGN, la langérine, et BDCA-2 sont de 

types II (Figdor et al., 2002). 

Le MR est exprimé par les mΦ(Kato et al., 2000), par les moDC immatures (Sallusto et 

al., 1995) mais pas par les LC(Kato et al., 2000; Mommaas et al., 1999) ni les MDC et PDC 

isolées du sang. La langérine n’a été trouvée que sur les LC (Valladeau et al., 2000). DC-SIGN 

est exprimé par les moDC(Geijtenbeek et al., 2000), et par quelques sous-populations de MDC, 

comme celles du poumon(Tailleux et al., 2003), mais pas sur les PDC des plaques de Peyer, ni 

sur les LC de l’épithélium vaginal(Jameson et al., 2002). DEC-205 est exprimé faiblement à la 

surface des moDC immatures et des MDC du sang. L’expression de ce récepteur est augmentée 

lors de la maturation sur les moDC. En revanche, sur les LC et les mΦ, cette molécule n’est pas 

détectée (Kato et al., 2000). 

 

Lectine de type C Type  Expression  Ligand  

CD206 (MR) I MΦ, moDC Mannose, fucose 

DEC-205 I MDC, moDC nd 

Langérine (CD207) II LC nd 

DC-SIGN (CD209) II moDC, sous populations 

de MDC 

HIV, mannan, ICAM-2 et 3 

BDCA-2 II PDC nd 

Tableau 1 : les lectines de type C.  
nd : non déterminé. 
 

 

Les ligands du MR sont des composés mannosylés ou galactosylés. Le MR reconnaît le 

mannose et le fucose, tandis que DC-SIGN reconnaîtrait des motifs composés de plusieurs 

motifs mannose. DC-SIGN peut fixer Mycobacterium Tuberculosis sur les MDC (Tailleux et al., 

2003). Cette molécule peut également fixer des composés viraux associés au HIV et contribue 

ainsi à la dissémination de ce virus dans l’organisme (Baribaud et al., 2002). Les ligands naturels 
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de DEC-205, de la langérine et de BDCA-2 ne sont pas bien connus. (Figdor et al., 2002). Chez 

la souris, DEC-205 peut être un récepteur pour l’endocytose, induisant la cross-présentation 

(Bonifaz et al., 2002). La langérine permettrait d’endocyter des bactéries comme Mycobacterium 

Leprae (Hunger et al., 2004), et BDCA-2 peut aussi être récepteur pour l’endocytose (Dzionek et 

al., 2000).  

Les récepteurs aux Ig 

Il existe plusieurs types de récepteurs aux Ig ; les FcαR pour les IgA, les FcεR pour les 

IgE et les FcγR pour les IgG. On distingue trois classes de récepteurs aux IgG ; les FcγRI 

(CD64), FcγRII (CD32) et les FcγRIII (CD16). Les FcγRI et FcγRII comptent trois sous-classes 

notées A, B et C tandis que les FcγRIII ne comptent que deux sous-classes A et B. Ce sont les 

récepteurs FcγRI qui ont la plus forte affinité pour la partie constante des IgG(van Sorge et al., 

2003). La phagocytose par les récepteurs FcγR est initiée par l’agrégation de ces récepteurs. Un 

des premiers événements est la phosphorylation des résidus tyrosines des motifs ITAM localisés 

dans la partie intracytoplasmique de FcγRIIA et C, et des chaînes γ ou ζ qui s’associent avec 

FcγRI et FcγRIIIA. Les tyrosine-kinases Src et Syk permettent cette phosphorylation. De 

nombreuses molécules de signalisation sont recrutées dans la voie de signalisation de l’induction 

de la phagocytose qui n’est pas encore complètement comprise. Le calcium, la protéine kinase C 

(PKC), la phospholipase D, la phosphatityl-inositol-3-kinase (PI-3K), ERK et les GTPases de la 

famille Rho seraient recrutés (Garcia-Garcia and Rosales, 2002). Ces molécules permettent 

l’internalisation mais aussi le transport des endosomes vers les lysosomes pour la dégradation 

des protéines phagocytées (Bonnerot et al., 1998). FcγRIIb contient un motif ITIM, qui régule 

négativement la phagocytose par les autres récepteurs (Hunter et al., 1998).  

Les MDC isolées du sang expriment CD32. Sous l’effet de l’IFNγ les MDC peuvent 

augmenter l’expression de CD64 (Fanger et al., 1996). Les macrophages, quant à eux, expriment 

les trois Fc récepteurs (Mantovani et al., 2002). Les PDC n'expriment que CD32 (Bave et al., 

2003).  

Opsonines et récepteurs aux opsonines 

Les pathogènes peuvent être recouverts par des molécules appelées opsonines, facilitant 

leur capture par les phagocytes qui expriment les récepteurs pour ces molécules. Les molécules 

du complément comme, C1q, C4b, C3b sont reconnues par le récepteur au complément CR1 

(CD35), tandis que iC3b est reconnu par CR3 (CD11b/CD18) ou CR4 (CD11c/CD18). Le CR 

seul n’est pas suffisant pour induire une endocytose, il lui faut d’autres signaux venant d’autres 

récepteurs (Underhill and Ozinsky, 2002). Les molécules comme les collectines et les ficollines 

peuvent également fixer les sucres des parois bactériennes et participer à l’action du 
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complément. Les collectines comprennent le MBL (mannan binding lectin), et les SP (surfactant 

protein) A et D, les CL (collectines liver) L1 et P1. Les récepteurs comme CD91, la calréticuline, 

CR1 ou CD14 pourraient être des récepteurs pour les collectines(Lu et al., 2002).  

Les macrophages expriment CD91, CR3 et CD14, tandis que les DC n’expriment pas 

CD14. Les MDC sont CD11c+ et CD11b faible, tandis que les PDC sont CD11c- et CD11b – 

(Dzionek et al., 2000). CD91 est exprimé par les MDC (Hart et al., 2004). 

Les différentes voies d’endocytose 

Les cellules présentatrices d'antigènes sont capables d’endocyter, c'est-à-dire d’internaliser des 

antigènes solubles ou particulaires. Cette endocytose peut avoir lieu, selon plusieurs modes : la 

pinocytose et la phagocytose. La pinocytose est la voie d’endocytose qui permet l’entrée de 

liquide et d’Ag solubles dans la cellule, mise en évidence grâce à des marqueurs solubles (type 

« Lucifer yellow »). Plusieurs mécanismes de pinocytose sont décrits : elle peut dépendre de la 

clathrine, de la calvéoline (et dans ces deux cas elle peut permettre l’endocytose médiée par des 

récepteurs), ou être indépendante de la clathrine et de la calveoline. Ces trois types d’endocytose 

se font par invagination de la membrane plasmique (revue(Conner and Schmid, 2003)).  

La macropinocytose, quant à elle, est caractérisée par la formation de pseudopodes 

membranaires, qui vont englober les Ag à ingérer. Elle permet ainsi l’internalisation de 

« grands » volumes de milieu extracellulaire. Elle peut être induite par la reconnaissance d’un 

ligand par son récepteur. Elle nécessite le recrutement de Rac, la transferrine, Ras, et Rab 

(Swanson and Watts, 1995) et la polymérisation de l'actine (Conner and Schmid, 2003). 

Enfin la phagocytose permet la capture de particules, et met en jeu le cytosquelette 

d’actine. Les récepteurs jouent un rôle important dans la phagocytose des pathogènes, pour leur 

reconnaissance et l’induction de leur internalisation, en guidant la formation des pseudopodes 

autour de la particule à ingérer, mécanisme dit « zipper » (Swanson and Baer, 1995). Ces 

récepteurs peuvent être les FcR pour les particules opsonisées par des anticorps, ou les récepteurs 

au complément CR3 et CR4, pour celles opsonisées par le complément. Les voies de 

signalisation mises en jeu impliquent les phosphatityl-inositol-3-kinases, dont l’activation permet 

de recruter d’autres molécules, comme Myosine X au niveau des pseudopodes pour la 

phagocytose médiée par les récepteurs Fc (Cox et al., 2002). Les molécules Rho GTP ase, et 

phospho Kinase C (PKC) sont aussi impliquées (Aderem and Underhill, 1999). 
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Figure 3 :Les différentes voies d’endocytose. 
De (Conner and Schmid, 2003). Les APC peuvent capturer les Ag selon plusieurs mécanismes. Les voies de 
pinocytose permettent l’entrée de petites particules par invagination de la membrane. La macropinocytose et la 
phagocytose permettent l'entrée de particules plus volumineuses.  
 

Différentes capacités des APC pour la capture de l’Ag 

Les différentes APC ne sont pas dotées des mêmes capacités d’endocytose. Les 

macrophages, grâce à l’expression des nombreux récepteurs, peuvent reconnaître et endocyter de 

nombreux pathogènes, et jouent ainsi un rôle essentiel dans la répression des proliférations 

bactériennes, par exemple. Les MDC ont également de bonnes capacités d’endocytose mais 

moins importantes que les mΦ(Kato et al., 2000). En revanche, bien que les études portant sur ce 

sujet soient rares, les PDC semblent être dotées de plus faibles capacités d’endocytose(Dzionek 

et al., 2000; Robinson et al., 1999).  

5 Activation des APC 

Maturation des MDC 

La maturation des DC est essentielle pour l’induction d’une réponse immune car elle les 

rend capables de présenter des Ag et d’activer les lymphocytes T dans les ganglions. Elle est 

induite par des « signaux de danger » selon la théorie de Matzinger(Matzinger, 2002), qui sont 

par exemple des cytokines, comme l’IL-1 et le TNF-α, ou des composés bactériens comme le 

LPS(Inaba et al., 2000; Winzler et al., 1997). C’est la maturation qui permet les changements 

morphologiques des DC dont l’acquisition de dendrites(Winzler et al., 1997). Les DC matures, 

aux nombreux prolongements cytoplasmiques expriment la molécule CD83(Zhou and Tedder, 

1995). La maturation se caractérise également par une forte expression des molécules du CMH 

de classe I et II, des molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86(Sallusto and 

Lanzavecchia, 1994; Zhou and Tedder, 1995), et de DC-LAMP (DC lysosome associated 

membran protein)(de Saint-Vis et al., 1998). L’acquisition de CCR7 leur confère de nouvelles 
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propriétés migratoires leur permettant d’accéder aux ganglions(Penna et al., 2001). Inaba et al. 

ont de plus montré que le chargement des peptides sur les molécules de classe II était dépendant 

de la maturation(Inaba et al., 2000). Au cours de la maturation, les molécules du CMH de classe 

II sont transportées du lysosome vers la surface(Chow et al., 2002; Winzler et al., 1997). Les DC 

matures, grâce à l’expression des molécules du CMH et des molécules de costimulation peuvent 

alors activer des lymphocytes T CD4 comme CD8. Selon le contexte dans lequel elles ont été 

activées, elles seront capables de sécréter de l’IL-12, ou d’autres cytokines, qui pourront diriger 

la réponse T induite, vers la voie Th1 ou Th2.  

Maturation des PDC 

Les PDC peuvent maturer sous l'action d’IL-3 et CD40L, ou en présence de virus(Cella et 

al., 2000; Grouard et al., 1997; Kadowaki et al., 2000; Kohrgruber et al., 1999). Cette maturation 

se traduit par une augmentation de l’expression des molécules impliquées dans la présentation 

des Ag, comme les molécules HLA et les molécules de costimulation, ce qui leur confère la 

capacité d’activer efficacement des lymphocytes T. Une infection par un virus peut également 

leur faire exprimer CD83 et le CCR7 (Fonteneau et al., 2003), suggérant que, comme les MDC, 

les PDC matures pourraient rejoindre les ganglions. Activées en présence de virus, ou de ligands 

des TLR7 ou 9, les PDC matures peuvent sécréter de grandes quantités d'IFN de type I(Bauer et 

al., 2001a; Ito et al., 2002; Kadowaki et al., 2000; Siegal et al., 1999) une cytokine capable 

d’orienter la réponse immune vers la voie Th1. En revanche, les PDC activées par de l’IL-3 

induiront une réponse Th2(Rissoan et al., 1999). 

Activation des mΦ  

Plusieurs types d’activation des macrophages sont possibles selon les stimuli reçus 

(récepteurs d'endocytose, TLR, cytokines)(Gordon, 2003). Les bactéries se lient à CD14 et aux 

TLR(Aderem and Ulevitch, 2000) et vont induire une sécrétion d’oxide nitrique (NO, action 

anti-bactérienne) : cette activation est appelée l’activation innée. Les différents TLR permettent 

de reconnaître la nature du pathogène, dans le phagosome (Takeuchi et al., 1999; Underhill et al., 

1999) et permettent l’activation de facteurs de transcription comme NF-κb. En revanche, une 

activation alterne par l’IL-4 ou l’IL-13 n’induit pas la production de NO mais permet une 

augmentation de l’endocytose médiée par les MR(Hart et al., 1999; Montaner et al., 1999) et 

favorise une réponse Th2 par la sécrétion d’IL-10 et de TGF-β (Bogdan, 2001). L’IFNγ a plutôt 

une action inverse de l’activation alterne et permet une diminution de l’expression du 

MR(Mokoena and Gordon, 1985).   

Les macrophages ont la capacité d’activer les lymphocytes T car ils expriment également les 

molécules de costimulation CD80 et CD86(Chaperot et al., 2000a), les molécules du CMH de 
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classe I et II, en particulier après une activation par l’IFNγ. Les macrophages peuvent favoriser 

la réponse Th1 grâce à la sécrétion d’IL-12 sous l’activation de dérivés de composés bactériens 

comme le LPS par exemple(Jobe et al., 2003; Utsugi et al., 2003).  

Dégradation des Ag 

Les phagosomes contenant les antigènes internalisés sont transportés à travers la cellule 

pour fusionner avec des endosomes et des lysosomes qui contiennent les enzymes capables de 

dégrader les Ag. Des molécules exprimées à la surface des phagosomes en contact avec le 

cytosol permettent de diriger leur trafic, et leur maturation. Rab 5 est un marqueur des 

phagosomes nouvellement formés(Christoforidis et al., 1999). Il interagit avec EEA1 (early 

endosome autoantigen) qui permet la fusion avec des endosomes. Puis le phagosome accumule 

d’autres molécules comme Rab 7, qui l’orientent vers les lysosomes, pour former les 

phagolysosomes(Rupper et al., 2001). Le matériel internalisé par endocytose suit un trafic 

similaire. Plusieurs enzymes contenues dans les endosomes dégradent les protéines internalisées. 

Deux classes de protéases appelées cathepsines sont impliquées : les protéases à cystéine et à 

aspartate(Riese and Chapman, 2000). Dans les MDC, l’activité des protéases est régulée par la 

maturation. Le chargement des peptides sur les molécules du CMH, dans les compartiments 

riches en molécules du CMH de classe II (MIIC), est aussi contrôlé par la maturation des 

DC(Inaba et al., 2000). Une autre étude suggère que l’IL-1ß permettrait une augmentation de 

l’activité catalytique des cathepsines et la dégradation des protéines en peptides qui peuvent 

ensuite être chargés sur les molécules du CMH de classe II(Fiebiger et al., 2001). Les différentes 

enzymes lysosomales ont un spectre d’activité plus ou moins large. Leur activité dépend du pH, 

lui-même contrôlé par la maturation de la DC, qui permet la mise en route de pompes à protons 

pour acidifier les lysosomes(Trombetta et al., 2003).  

6 Présentation des Ag 

Après internalisation et dégradation des Ag, les peptides provenant d’Ag exogènes sont 

chargés sur les molécules du CMH de classe II. Les molécules du CMH de classe I présentent les 

peptides endogènes à la cellule. Ce sont les voies de présentation décrites classiquement. Il est 

cependant possible pour les APC de présenter les peptides provenant d’Ag exogènes en 

association avec les molécules HLA de classe I par une voie appelée cross-présentation.  

Apprêtement des Ag associés aux molécules de classe II du CMH 

L’expression des molécules de classe II du CMH et donc la présentation par ces 

molécules sont spécifiques des APC. Ces molécules sont synthétisées en association avec la 

chaîne invariante li qui bloque initialement le chargement des peptides. La queue cytoplasmique 
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de li porte un motif qui permet de diriger ces molécules néo-synthétisées soit vers la voie 

endosomale, soit de la partie trans du Golgi vers les endosomes précoces(Honey and Rudensky, 

2003). La fusion du phagosome ou de l’endosome nouvellement formé avec d’autres endosomes 

l’enrichit en enzymes (cathepsin S par exemple), qui vont pouvoir dégrader la chaîne li et libérer 

le site d’ancrage du peptide(Riese and Chapman, 2000). Dans les endosomes tardifs et les 

lysosomes, les complexes peptides/molécules du CMH de classe II (CMH/peptide) se 

forment(Inaba et al., 2000). Ils se regroupent dans les compartiments (MIIC) riches en molécules 

de classe II du CMH et de costimulation, qui sont positifs pour LAMP. Les CMH/peptide 

gagnent alors la membrane plasmique(Turley et al., 2000). Ce trafic est induit par la maturation : 

après un signal de danger activateur, les MIIC disparaissent et les molécules du CMH de classe 

II sont transportées à la surface de la DC(Chow et al., 2002). En surface, les CMH/peptide et 

molécules de costimulation CD86, CD40 resteraient groupés(Turley et al., 2000).  

 

Figure 4 : Apprêtement des Ag sur les molécules du CMH de classe I et II. 
De (Heath and Carbone, 2001). Les DC sont capables de présenter les peptides selon trois voies d’apprêtement 
différentes : les Ag exogènes sur les molécules du CMH de classe II et de classe I (la cross-présentation), les Ag 
endogènes sur les molécules de classe I.  
 

Apprêtement des Ag associés aux molécules de classe I du CMH 

L’expression des molécules HLA de classe I est ubiquitaire et permet de présenter des 

peptides issus de la dégradation de protéines endogènes à la cellule, synthétisées dans le cytosol 

par la cellule elle-même ou par un pathogène (type virus). Elles sont adressées au protéasome 
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(complexe enzymatique du cytosol) grâce à l’ubiquitynilation. Le protéasome dégrade les 

protéines en peptides qui sont ensuite transportés par les molécules TAP1/2 dans le réticulum 

endoplasmique (RE) où ils sont chargés sur les molécules du CMH de classe I (Klein and Sato, 

2000). Les différentes étapes de la dégradation à la présentation des peptides sont régulées. La 

maturation des DC permet une augmentation de la synthèse des molécules du CMH de classe 

I(Delamarre et al., 2003). L’immunoprotéasome induit par l’IFNγ ne produit pas les mêmes 

peptides que le protéasome classique(Morel et al., 2000). 

La cross-présentation 

Les DC et les macrophages sont capables de cross-présenter des Ag. La cross-

présentation est la présentation de peptides issus de protéines exogènes en association avec les 

molécules du CMH de classe I. Les mécanismes de la cross-présentation ont été récemment 

analysés. Une des questions clefs était de savoir comment les protéines exogènes pouvaient 

accéder au cytosol pour y être dégradées par le protéasome puis être chargées sur les molécules 

de classe I. Les protéines des endosomes ou phagosomes seraient transportées par la molécule 

Sec61 dans le cytoplasme pour y être ubiquitynilées puis dégradées par le protéasome. Les 

peptides seraient alors retransloqués dans le phagosome via les molécules TAP, puis chargés sur 

les molécules du CMH de classe I(Houde et al., 2003) dans le macrophage. Ces mécanismes de 

fusion de RE avec le phagosome et de retranslocation ont été vérifiés sur la DC (Guermonprez et 

al., 2003). Les protéines internalisées par macropinocytose peuvent être également cross-

présentées(Ackerman et al., 2003). D’autre  part, une séquence signal du domaine 

intracytoplasmique des molécules du CMH de classe I semble indispensable pour diriger ces 

molécules vers le compartiment où se fait le chargement des Ag d’origine exogène(Lizee et al., 

2003).  
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Figure 5 : Mécanisme de la cross-présentation. 
De (Houde et al., 2003). Les Ag exogènes sont dégradés puis transloqués grâce aux molécules Sec61 dans le cytosol 
pour y être ubiquitinylés et dégradés par l’immuno-protéasome. Les peptides sont ensuite retransloqués par les 
molécules TAP dans le phagosomes pour être chargés sur les molécules du CMH de classe I.  
 

Des études ont laissé supposer que les HSP exogènes pouvaient fournir les peptides 

cross-présentés(Tamura et al., 1997). Cependant, d’autres études plus récentes montrent que ces 

molécules ne seraient pas nécessaires pour la cross-présentation(Shen and Rock, 2004). Mieux 

que les peptides, les protéines natives internalisées constitueraient la source principale de 

substrats pour l’immunoprotéasome des APC qui produit les peptides chargés sur les molécules 

du CMH de classe I(Norbury et al., 2004).  

Plusieurs travaux suggèrent que la cross-présentation pourrait être induite ou favorisée 

par certains signaux, en fonction des récepteurs impliqués dans l’endocytose ou des TLR mis en 

jeu, et aussi des molécules de costimulation engagées et des cytokines présentes. Une étude chez 

la souris propose que les IFN de type I sécrétés lors d’une infection virale par les PDC pourraient 

être un signal activateur de la cross-présentation(Le Bon et al., 2003). Par ailleurs, sur les MDC 

murines, l’activation par les TLR3 et 9 induirait la cross-présentation d’OVA, en agissant sur le 

trafic des Ag internalisés, qui seraient redirigés vers le cytosol(Datta et al., 2003). D’autres 

signaux comme le CD40L ou la rupture de contacts cellulaires pourraient aussi induire la cross-

présentation chez la souris(Delamarre et al., 2003). Des récepteurs comme LOX et les FcR 

favoriseraient la cross-présentation des Ag exogènes(Delneste et al., 2002; Dhodapkar et al., 

2002a).  

Présentation par les molécules CD1 

Les molécules CD1 sont des molécules de présentation dont la structure est semblable à 

celle des molécules du CMH de classe I, qui comporte une poche hydrophobe, qui peut être 

chargée avec des Ag lipidiques(Dutronc and Porcelli, 2002). Les moDC humaines expriment les 

molécules CD1a, b, c et d(Brigl and Brenner, 2004). CD1a et CD1c sont exprimées sur les 

cellules de Langerhans. Peu d’études ont été faites sur l’expression de ces molécules sur les PDC 

(l’expression des molécules est résumée dans le tableau2). Les molécules CD1 ont des parties 

intracytoplasmiques différentes qui les dirigent soit vers les endosomes précoces ou tardifs, soit 

vers les lysosomes, où les lipides sont dégradés (Moody and Porcelli, 2003). Pour les molécules 

CD1a, le chargement se fait au niveau de l’endosome précoce, tandis que pour les molécules 

CD1b, les Ag sont chargés au niveau des lysosomes. Les molécules CD1 peuvent être reconnues 

par les TCR αβ comme γδ et peuvent induire une activation des lymphocytes NK T. Les 

récepteurs utilisés au moment de l’internalisation des Ag peuvent jouer un rôle déterminant dans 

la présentation sur les CD1. Sur les cellules de Langerhans, par exemple, la langérine pourrait 

induire une présentation de lipides sur les molécules CD1a (Hunger et al., 2004). Ces molécules 
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jouent donc un rôle dans la présentation des lipides bactériens et la polarisation de la réponse 

immune ; l’hypothèse de leur implication dans l’immunosurveillance des cancers commence à 

émerger(Coventry and Heinzel, 2004). 

Molécules CD1 moDC MDC LC PDC mΦ 

CD1a + - + - - 

CD1b + Certains types - ND +  

CD1c + - + - - 

CD1d + Certains types - ND + 

 
Tableau 2 : Expression des molécules CD1.  
ND : non déterminé. 

 

Les APC capturent les pathogènes et intègrent différents signaux faisant le lien entre la 

réponse innée et la réponse adaptative 

B. Activation d’une réponse immune adaptative 

L’activation d’un lymphocyte T est complexe et implique plusieurs types de molécules, 

dont le TCR, les molécules de costimulation, mais aussi des molécules d’adhérence et des 

cytokines. Les seuils d’activation seront différents selon que l’on s’adresse à un lymphocyte T 

naïf ou à un lymphocyte T mémoire. En effet, il est admis que l’activation d’un lymphocyte T 

naïf nécessite que l’antigène soit présenté par une cellule professionnelle, dont le prototype est la 

cellule dendritique. La réponse des lymphocytes T mémoires sera beaucoup moins exigente en 

terme de costimulation et de densité antigénique nécessaire.  

1 Les trois signaux pour l’activation des lymphocytes T 

Signal 1 : Interaction du TCR avec le complexe CMH/peptide 

La reconnaissance par le TCR du complexe CMH/peptide a lieu au sein d’une synapse. 

Une des premières étapes de la formation de cette synapse est l’interaction de molécules 

d’adhérence, comme les molécules CD2/CD58 (LFA-3), CD54 (ICAM-1) ou CD50 (ICAM-3)/ 

CD11a/CD18 (LFA-1). Même en absence d’Ag, ICAM-3 et LFA-1 se regroupent à la surface de 

contact entre le lymphocyte T et l’APC et permettent ainsi au lymphocyte de « scanner » la DC. 

L’engagement d’ICAM-3 aurait un rôle important dans l’initiation de l’adhérence entre 

lymphocyte T et APC et pourrait interagir avec d’autres molécules, comme DC-SIGN sur les 

DC(Geijtenbeek et al., 2000; Montoya et al., 2002). Au sein de la synapse, les molécules 



 22

d’adhérence se trouvent en périphérie autour des molécules TCR et CMH/peptide et de 

costimulation(Grakoui et al., 1999), et initient un signal activateur avant même que la synapse ne 

soit complètement formée (Lee et al., 2002).  

Le TCR reconnaît avec une grande spécificité une molécule du CMH en association avec 

un peptide, il s'associe au CD3 pour induire une réponse cellulaire. Le complexe CD3/TCR est 

formé des molécules  TCRα, TCRβ, CD3γ, CD3δ, et CD3ε, et CD3ζ(Pan et al., 2004). C'est la 

chaîne CD3ζ qui contient le motif ITAM de transduction du signal. L’interaction TCR- 

CMH/peptide est particulièrement déterminante dans l’activation de lymphocytes naïfs. 

L’affinité entre le TCR et le complexe CMH/peptide ainsi que la dose de l’Ag influence 

fortement la signalisation, et permet ou non la phosphorylation de ZAP-70(Hemmer et al., 1998). 

L’interaction entre le TCR son ligand doit être d’une durée suffisamment longue, et pour qu’il y 

ait activation, il faut dépasser un nombre seuil de TCR engagés. Il faut cependant tenir compte 

de la dynamique de cette interaction, un seul complexe CMH/peptide  pouvant engager 

séquentiellement plusieurs TCR. De plus, l’intégration du message donné par l’environnement 

est également importante dans la réponse cellulaire, et ce message dépend des différentes 

molécules de costimulation exprimées à la surface des APC et des cytokines présentes lors de 

l’activation (pour revue (Lanzavecchia et al., 1999)). 

Signal 2 : interaction entre les molécules de costimulation  

La seule reconnaissance TCR-CMH/peptide n’est pas suffisante pour induire une 

réponse, il faut un signal supplémentaire délivré par des molécules de costimulation.  

On peut distinguer deux familles de molécules de costimulation :   

- la famille de CD28 (qui est un sous-type de la superfamille des Ig) qui comprend CD80 et  

CD86, reconnaissant CD28 ou CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocytes Ag 4) sur le lymphocyte, 

ICOS (inducible T-cell costimulator), et PD-1 qui reconnaissent leur ligand, (respectivement 

ICOS ligand, et PD-1 ligand ) sur l’APC(June and Riley, 2004; Sharpe and Freeman, 2002).    

- la famille du TNF récepteur/TNF(Croft, 2003) qui comprend les couples récepteur/ligand 

suivants ; CD40/CD40L, 4-1BB/4-1BBL, CD30/CD30L, OX40/OX40L, CD27/CD70, 

HVEM/LIGHT. L'expression de ces molécules de la famille du TNFR sur les APC et les 

lymphocytes T est modulée aux cours de l'activation.  
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Tableau 3: Expression des molécules de costimulation sur les DC et les MΦ 
D’après (Croft, 2003). – non exprimé sur les mΦ ou les DC et les cellules B. 

 

Les PDC n’expriment pas ou très faiblement les molécules CD80, CD86 et CD40(Krug et 

al., 2001; Robinson et al., 1999) mais comme pour les MDC, leur expression sous l’action de 

différents stimuli, comme des CpG, CD40L ou IL-3 peut être induite. Peu d’études sur 

l’expression de molécules de costimulation de la famille du TNF sur les PDC ont été faites. On 

peut noter celle de Krug qui montre que les PDC cultivées en présence d’IL-3 expriment 

OX40L(Ito et al., 2004). 

L’expression de CD40 sur la DC peut être augmentée par un stimulus comme le LPS ou 

un autre signal de danger. Les LC maturent sous l’action de CD40L, développent des dendrites, 

augmentent l’expression de CD80 et CD86, et sécrètent des cytokines comme TNF-α, IL-8, et 

CCL3(Caux et al., 1994). L’interaction CD40/CD40L est de plus particulièrement importante 

dans l’induction de la sécrétion d’IL-12 par les MDC(Langenkamp et al., 2000). 

Au cours de la maturation, l’expression des molécules de costimulation est modulée. 

Chaque couple récepteur/ligand influence la réponse T différemment. CD80 et CD86 exprimés 

sur les APC ont pour ligand CD28 sur les lymphocytes. L’interaction de CD28 avec CD80 ou 

CD86 permet de diminuer le nombre seuil de TCR à engager pour avoir une activation du 

lymphocyte T, en amplifiant le signal donné via le TCR(Lanzavecchia et al., 1999; Viola and 

Lanzavecchia, 1996). Fonctionnant en synergie avec le TCR, CD28 induit la sécrétion d'IL-2, 

qui favorise la prolifération et la survie des lymphocytes T(Fields et al., 1998; Zhou et al., 2002). 

L’interaction de CD28 avec ses ligands entraîne l'expression des autres molécules de 

costimulation qui modulent la réponse T induite(Croft, 2003; McAdam et al., 2000; Sharpe and 

Freeman, 2002; Walker et al., 1999). CTLA-4, autre ligand de CD80 et CD86, est quant à lui est 

exprimé plus tardivement par les lymphocytes T CD4 et CD8 activés ; il inhibe leur 

prolifération, participant ainsi au contrôle de la réponse immune(Krummel and Allison, 1995). 
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Les molécules de costimulation interviennent donc à différents stades de la réponse 

immune et participent à l’orientation de celle-ci vers une réponse Th1 ou Th2 ou T régulateur. 

L’interaction de PD-1 avec son ligand diminuerait la sécrétion d'IL-10 et d’IFNγ par les 

lymphocytes T, tandis que ICOS induirait la sécrétion d’IL-4(Freeman et al., 2000; Mak et al., 

2003). Les molécules de costimulation interviennent aussi dans la régulation de la migration des 

lymphocytes T par l’induction de la sécrétion de chimiokines et de l'expression différentielle de 

leurs récepteurs(Herold et al., 1997; Walker et al., 1999).  

 

Signal 3 

Les cytokines constituent un troisième signal, qui va déterminer en partie l’orientation de 

la réponse immune vers la réponse cellulaire ou humorale, voire la tolérance (Albert et al., 2001). 

In vitro, le signal 3 peut être fourni par l’IL-2. Malek et Bayer proposent que le signal 3 soit 

donné in vivo par des cytokines diverses (IL-2, IL-4, IL-6, IL-12…), ou par des molécules de 

costimulation (41BB, OX40, CD27…)(Malek and Bayer, 2004). En association avec les 

molécules de costimulation et le TCR, ces signaux vont induire la différenciation des 

lymphocytes T naïfs, en lymphocytes Th1, Th2, ou Tregulateurs. 

2 Réponses Th1 et Th2 

La réponse immune cellulaire comprend l’activation des lymphocytes CD4+ Th1, CD8+ 

et NK. Une cytokine importante dans cette activation est l’IL-12(Trinchieri, 2003). Sa présence 

permet, en coopération avec l’IL-18, de générer des lymphocytes CD4+ Th1 qui sécrètent de 

l’IFNγ (Langenkamp et al., 2000; Murphy and Reiner, 2002). La réponse immune humorale 

implique les lymphocytes CD4+ Th2 et les lymphocytes B. Les lymphocytes CD4+ Th2 sont 

générés principalement en présence d’IL-4, qui par la voie d'activation STAT-6 permet la 

transcription de GATA3 et la sécrétion d'IL-4 par les lymphocytes Th2 (Murphy and Reiner, 

2002). L’IL-4 joue un rôle important pour les lymphocytes B, dans la sécrétion des Ig et la 

commutation vers la production d'IgE (Liu et al., 2003). 

Les DC matures et les mΦ vont sécrèter des cytokines qui permettent l'orientation de la 

réponse immune(Kapsenberg, 2003; Mantovani et al., 2002). Différents facteurs 

environnementaux peuvent amener les APC à orienter les lymphocytes T vers une réponse Th1 

ou Th2, grâce aux nombreux récepteurs exprimés par les APC, tels les TLR (Mazzoni and Segal, 

2004). De plus, les DC ne seraient pas limitées à sécréter une gamme donnée de cytokines 

(Langenkamp et al., 2000) : dans les premiers temps de l’activation, les MDC sécrètent de l’IL-

12, activant une réponse Th1. Plus tardivement, les MDC, suite à la même activation 
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(Langenkamp et al., 2000) diminuent leur sécrétion d'IL-12 et génèrent alors une réponse Th2.  

Les PDC, comme les MDC, peuvent selon le contexte orienter soit vers une réponse Th1 

(Cella et al., 2000) par la sécrétion d’IFNα soit vers une réponse Th2(Rissoan et al., 1999). En 

particulier, une polarisation Th1 est induite par les PDC activées en présence de virus(Cella et 

al., 2000) de CpG ODN (Krug et al., 2001) ou de R-848 (Ito et al., 2002).  
 

Selon leur polarisation, les lymphocytes T exprimeront différents récepteurs aux 

chimiokines. Les lymphocytes T activés perdent l'expression de CCR7 qui leur a permis d'entrer 

dans les ganglions. Les lymphocytes Th2 exprimeraient préférentiellement CCR8(Zingoni et al., 

1998), CCR3(Sallusto et al., 1997), et CCR4(Bonecchi et al., 1998), répondant ainsi à CCL1, à 

l'eotaxine, et à MDC/CCL22. En revanche, CCR5 et CXCR3 sont préférentiellement exprimés 

par les lymphocytes Th1 et permettent leur migration sous l'action de MIP1ß/CCL4 et 

IP10/CXCL10(Bonecchi et al., 1998; Loetscher et al., 1998).  

 

3 Les lymphocytes T régulateurs (Treg) 

Les lymphocytes Treg prolifèrent peu lors d’une activation par le TCR, et peuvent, lors 

d’un transfert adoptif, transmettre à l’hôte la tolérance à un antigène. On peut distinguer deux 

types de lymphocytes T CD4+ régulateurs : les lymphocytes Treg naturels et adaptatifs (ou 

Tr1)(Bluestone and Abbas, 2003; Roncarolo et al., 2001). Les lymphocytes Treg naturels sont 

générés dans le thymus, ils expriment CD4, CD25, CTLA-4, et GITR (glucocorticoid-induced 

TNF receptor family-related protein), ils sécrètent de l’IL-10 et du TGF-ß, mais leurs fonctions 

suppressives dépendent de contacts cellulaires. Ces lymphocytes Treg empêcheraient le 

développement de réponses auto-immunes. Les lymphocytes Treg adaptatifs, activés en 

périphérie dans un contexte particulier (absence de costimulation, ou en présence d’IL-10) sont 

CD4+CD25+/-, ils sécrètent de l’IL-10 et du TGF-ß qui sont importants pour leurs fonctions 

régulatrices. Les lymphocytes Treg générés in vitro à partir de lymphocytes CD4+ sont Foxp3-, 

et sécrètent de l’IL-10 (Bluestone and Abbas, 2003; O'Garra and Vieira, 2004). En plus de ses 

effets immunosuppresseurs pour les lymphocytes, l’IL-10 peut induire une diminution de 

l’expression de la molécule de costimulation CD86 et de HLA-DR par les DC (Buelens et al., 

1995). Aux côtés des lymphocytes Treg CD4+, qui sont les plus étudiés actuellement, on 

retrouve aussi des lymphocytes CD8+ régulateurs(Horwitz et al., 2003). 

 

En périphérie, plusieurs situations peuvent aboutir à la différenciation de lymphocytes T 

naïfs en lymphocytes Treg lors de la stimulation par le TCR : soit un défaut de molécules de 
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costimulation, soit grâce à des signaux positifs(Vigouroux et al., 2004). Si des anticorps bloquant 

anti-CD40 et anti-CD86 sont ajoutés à une culture mixte lymphocytaire, des lymphocytes Treg 

peuvent aussi être générés (Koenen and Joosten, 2000). Plusieurs autres signaux positifs peuvent 

initier une telle différentiation : une signalisation par CD2 sur les lymphocytes T naïfs(Wakkach 

et al., 2001), par ICOS(Akbari et al., 2002), ou par NOTCH(Yvon et al., 2003). La présence de 

DC immatures peuvent également générer des lymphocytes Treg. Les lymphocytes expriment la 

molécule CTLA-4, perdent la capacité de sécréter de l’IFNγ et d’IL-4. En revanche ils sécrètent 

de l’IL-10(Jonuleit et al., 2000). L'IL-10 et le TGF-ß joueraient un rôle important dans la 

génération de lymphocytes Treg(Chen et al., 2003; Levings et al., 2004).  

Les PDC activées avec du CD40L pourraient induire la génération de lymphocytes Treg 

CD8+. Les lymphocytes CD8+ naïfs, activés par les PDC, produisent de grandes quantités d’IL-

10 et peu de TGF-ß, tandis que ceux activés avec des moDC produisent de l’IFNγ.  Un rôle 

central de l’IL-10 dans la génération et la fonction de ces CD8 régulateurs est mis en évidence. 

Les signaux responsables de l’induction de ces lymphocytes Treg restent à définir, puisque les 

PDC ne produisent pas d’IL-10(Gilliet and Liu, 2002). Les PDC activées avec un CpG de type B 

peuvent avoir le même effet sur les lymphocytes CD4+ CD25-, qui deviennent CD25+ 

(Moseman et al., 2004). 

Une fois générés par l’interaction TCR-CMH/peptide en présence d’un signal tolérogène, 

les lymphocytes Treg sont fonctionnels. Lors d’une seconde rencontre avec le complexe 

CMH/peptide, ces lymphocytes Treg vont entrer en fonction localement, ils vont pouvoir réguler 

négativement des lymphocytes cibles par des mécanismes pas encore connus dépendants ou 

indépendants de contacts intercellulaires (O'Garra and Vieira, 2004; Vigouroux et al., 2004), 

parmi lesquels ; la sécrétion d’IL-10 et de TGF-ß tous les deux immunosuppresseurs(Gilliet and 

Liu, 2002; Gorelik et al., 2000; Lin et al., 2002). Les CD4+CD25+ peuvent inhiber la 

prolifération de lymphocytes T mémoires comme naïfs(Levings et al., 2001).  
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2 è m e  p a r t i e  :  S u r v e i l l a n c e  a n t i t u m o r a l e  

Le système immunitaire fait donc intervenir de nombreuses cellules pour défendre 

l’organisme contre les pathogènes. Parmi ces cellules, les APC ont un rôle clé de sentinelles : 

elles repèrent le danger, alertent et recrutent les autres cellules, migrent dans les ganglions pour 

activer les lymphocytes T. Ces lymphocytes activés peuvent alors retourner lyser les cellules 

infectées en périphérie. Dans le cas d’une infection par un agent pathogène, la présence de 

PAMP et les lésions tissulaires vont générer un environnement propice à l’activation des APC. 

Les tumeurs, elles, se développent le plus souvent en l’absence de tels « signaux de danger », ce 

qui peut contribuer à les rendre invisibles pour le système immunitaire.  

Le concept d’immunosurveillance antitumorale est entre autres, basé sur l’observation 

que la fréquence des cancers est beaucoup plus importante chez les individus immuno-déprimés 

(SIDA, immunosuppression post-greffe), avec dans ces cas-là, une prépondérance des cancers 

viro-induits, par exemple les lymphomes induits par le virus d’Epstein-Barr. Le potentiel 

antitumoral du système immunitaire est de plus confirmé par l’efficacité des thérapies cellulaires 

allogéniques, dont l’efficacité repose sur l’effet GVL (graft versus leukemia), c'est-à-dire la 

capacité des cellules immunocompétentes du greffon à reconnaître les cellules malignes et à les 

détruire efficacement. L’émergence de cancers chez des individus par ailleurs en bonne santé, 

suggère que leur système immunitaire s’est retrouvé incapable de générer une réponse 

antitumorale capable d’éradiquer la tumeur. Dans le chapitre suivant, nous présenterons quelques 

principes de l’immunologie antitumorale, et quelques mécanismes d’échappement permettant 

aux cellules tumorales de se développer. 

A. Existence d’une surveillance antitumorale 

1 « Tumor shaping » ou sélection des cellules tumorales par  

pression du système immunitaire 

Il est difficile de préciser dans quelle mesure les différents acteurs de l’immunité 

antitumorale interviennent lorsqu’une tumeur apparaît, mais cette immunosurveillance va 
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exercer une pression sélective qui va influencer le devenir de la tumeur. Les cellules 

transformées les plus immunogènes seront vraissemblablement éliminées précocément par les 

cellules NK, NKT, T γδ ou CTL. Parce que les tumeurs sont souvent génétiquement instables, 

cette pression sélective permet l’émergence de cellules malignes de plus en plus résistantes au 

système immunitaire. Le système immunitaire interviendrait donc activement dans l’évolution 

des tumeurs, d’où le concept d’ « immunoediting » préféré par certains à celui de 

« surveillance »(Dunn et al., 2004; Shankaran et al., 2001). Décrit par Dunn et al., 

« l’immunoediting » comprend 3 étapes (illustré dans la figure 8). (1) L’élimination : les cellules 

les plus immunogènes sont supprimées par le SI. Pendant plusieurs années, un équilibre (2) 

s’établit alors entre le système immunitaire et les cellules tumorales qui peu à peu acquièrent des 

mutations qui les rendent résistantes. Puis quelques cellules arrivent à échapper (3) à 

l’immunosurveillance ; une tumeur peut alors se développer et les signes cliniques apparaissent. 

Il y a donc une immunosurveillance, qui peut avoir pour conséquence la sélection des cellules 

cancéreuses les plus résistantes. Cette surveillance peut être exercée par le système immunitaire 

inné ou adaptatif. 

 
Figure 6 : Immunoediting . 
De Dunn, Immunity. Le système immunitaire participe à la sélection des cellules les moins immunogènes, qui 
deviennent tumorales, et qui échappent aux lymphocytes effecteurs. 

 



 29

2 Surveillance par le système inné 

Les cellules NK 

Les lymphocytes NK sont généralement reconnus pour leur capacité de lyser des cellules 

cibles qui n’expriment pas de molécules du CMH de classe I. Leur activation est cependant plus 

complexe et résulte de l’intégration de deux signaux, un positif et un négatif. Elles seront 

capables de lyser des cellules par la voie d’exocytose des perforine-granzymes, ou par la voie 

d’apoptose via Fas. Elles pourront aussi sécréter des cytokines (IFNγ, TNF, GM-CSF), des 

chimiokines (CCL4, CCL5 et CCL22) ou du NO (Robertson, 2002) (Cooper et al., 2001). 

 

Figure 7 : Mode de régulation de l’activation 
des NK. 
De Seliger Trends in Immunology 2003. L’activation des 
cellules NK est régulée par l’intégration de signaux 
donnés par des récepteurs activateurs, et de récepteurs 
inhibiteurs reconnaissant les molécules du CMH de 
classe I de la cellule cible. Alors que les CTL seront 
activés par les molécules du CMH, les NK seront inhibés 
et n’exerceront pas leur activité lytique. 
 

 

Les signaux positifs activateurs 

L’activation des cellules NK est complexe, et  implique diverses molécules (Lanier, 

2003):   

-des molécules de la superfamille des Ig, comme les NCR (Natural cytotoxicity receptor) : 

NKp46 (Pessino et al., 1998), NKp44, et NKp30 (Pende et al., 1999), et des molécules KIR 

(killer cell Ig-like receptor),  

-des molécules de la famille proche des lectines de type C : les molécules NKG2 C, D et E. 
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 -des co-récepteurs CD69, 2B4 (CD244), DNAM-1, NTB-A et le CD2, CD16 (Costello et al., 

2004; Lanier, 1998). Cette liste n’étant pas exaustive. 

Les ligands de ces récepteurs sont très divers. NKp44 et NKp46 reconnaissent l’hémagglutinine 

exprimée par des virus (Arnon et al., 2001; Mandelboim et al., 2001), les molécules KIR2DS 

reconnaissent des molécules HLA C, tandis que NKG2D peut lier les molécules MICA, MICB, 

ULBP(Cosman et al., 2001; Raulet, 2003), et CD16 la partie constante des IgG. Ces récepteurs 

sont activateurs grâce à leur association avec des protéines adaptatrices qui expriment un motif 

ITAM (YXXL6-8X YXXL/I) (Lanier, 2001). La chaîne ζ du TCR, FcεRIγ des FcR et DAP12 

contiennent ces motifs, et sont exprimés sur les cellules NK. Lors de la reconnaissance 

ligand/récepteur, les ITAM sont phosphorylés et recrutent Syk et Zap-70 qui vont ensuite activer 

d’autres molécules de transduction comme MAPK, PI3K, des phospholipases C (Lanier, 2003). 

Par exemple, NKG2D peut s’associer à DAP12 mais aussi à DAP10 (Wu et al., 1999) qui pourra 

se lier à une sous-unité de PI3K transduisant ainsi un signal positif.  

Les signaux négatifs inhibiteurs 

Les récepteurs de surface des cellules NK donnant un signal négatif sont essentiellement 

les molécules de superfamille des immunoglobulines (Ig) dont les ligands sont les molécules du 

CMH de classe I, HLA A, B, C, et G (Lanier, 1998). Ces ligands sont des molécules KIR, les 

LIR (Leucocyte Ig-like Receptor) (Andre et al., 2001), ou des molécules NKG2 de la famille des 

lectines, qui peuvent s’associer à CD94 (Lanier, 1998). Ces récepteurs inhibiteurs possèdent dans 

leur partie intracytoplasmique un ou des motifs ITIM (I/VxYxxL/V)(Lanier, 1998) qui une fois 

phosphorylés recruteront des phosphatases SHP-1 et SHP-2 (Lanier, 2003). Les signaux négatifs 

vont pouvoir empêcher la transduction des signaux positifs induits par les récepteurs activateurs. 

Rôles des lymphocytes NK dans la surveillance antitumorale 

Les cellules NK ont la capacité de lyser des cellules tumorales, sans sensibilisation 

préalable. Elles peuvent infiltrer les tumeurs, et leurs phénotype et fonctions ne sont pas 

forcément altérés (Gati et al., 2004). 

Certains ligands activateurs des cellules NK sont exprimés par les cellules tumorales. 

Chez l’homme, les molécules MIC (MHC I related molecule) A et B, (Bahram et al., 1994) sont 

exprimées à la surface des cellules épithéliales intestinales sous l’effet d’un stress thermique 

(Groh et al., 1996) (Groh et al., 1998). Ces molécules de stress sont également exprimées au 

cours de la tumorigénèse dans les cellules tumorales humaines du sein, des ovaires, du poumon, 

des intestins, de la prostate, et de la vessie (Groh et al., 1999). Les molécules ULBP (UL 16 

binding protein) sont exprimées par certaines cellules tumorales (Cosman et al., 2001). La 

molécule MICA, par supposition MICB (Bauer et al., 1999), mais aussi les ULBP (Cosman et 
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al., 2001) sont reconnues par les molécules activatrices NKG2D.  

Les cellules NK surveillent particulièrement l’expression des molécules du CMH de 

classe I grâce aux molécules KIR, CD94/NKG2A et LIR. Les cellules saines expriment 

ubiquitairement les molécules HLA I qui donnent ainsi un signal négatif. Elles n’expriment 

normalement pas de molécules de stress qui pourraient fournir un signal positif. En revanche la 

perte (complète ou partielle) d’expression des molécules HLA I par les cellules tumorale, qui est 

un phénomène fréquent dans la tumorigénèse (Garrido et al., 1997), activera les cellules NK. 

L’activation des cellules NK pourra aussi participer à l’activation des DC favorisant leur 

production d’IL-12, et agissant ainsi sur la réponse adaptatrice (Mocikat et al., 2003). 

Rôle de l’IFNγ et les cellules sécrétrices d’IFNγ 

Les modèles murins ont permis beaucoup de travaux montrant le rôle de l’IFNγ dans la 

surveillance antitumorale. Des souris déficientes pour la voie de signalisation de l’IFNγ 

(déficientes soit pour le récepteur à l’IFNγ, soit pour STAT) développent plus de tumeurs 

spontanées et chimio-induites, suggérant donc que l’IFNγ joue un rôle primordial dans la 

surveillance antitumorale (Kaplan et al., 1998; Shankaran et al., 2001). Une des actions de 

l’IFNγ est d’inhiber la prolifération de certaines cellules tumorales et d’augmenter l’expression 

des molécules du CMH de classe I ce qui favorise la présentation des TAA (tumor associated 

Ag) aux lymphocytes T CD8+. D’autre part, l’IFNγ produit par les lymphocytes T CD4+ Th1 

participe à l’activation des lymphocytes CD8+ cytotoxiques. 

Les cellules sécrétrices d’IFNγ peuvent être de plusieurs types ; des lymphocytes T CD8+ 

activés, CD4+ Th1, NK T ou des cellules NK activées. Dans un modèle de mélanome murin, 

l’IFNγ sécrété précocément après injection de cellules tumorales provient des lymphocytes T γδ ; 

il régule la sécrétion ultérieure d’IFNγ par les lymphocytes T αß recrutés (Gao et al., 2003). 

Comme les cellules NK, les lymphocytes T γδ sont capables de reconnaître des molécules de 

stress comme MICA et MICB et de lyser les cellules qui les expriment (Bauer et al., 1999) (Groh 

et al., 1998). Ils  expriment également la molécule NKG2D (Verneris et al., 2004) (Raulet, 

2003).  

Plusieurs études(Street et al., 2001; Street et al., 2002), utilisant des souris déficientes 

pour la perforine, ont montré que la perforine était impliquée dans le rejet de cellules tumorales 

dans différents modèles (poumon et lymphome) et que ce rejet dépendait de la présence de la β2 

microglobuline, montrant l’implication du TCR et des molécules du CMH de classe I dans 

l’immunité antitumorale. Cependant, si les lymphocytes NKT et T γδ étaient éliminés, les souris 

perdaient alors toute résistance aux cellules tumorales, du fait d’un déficit de sécrétion d’IFNγ. 

Les lymphocytes T γδ joueraient donc un rôle dans la surveillance des tumeurs par leur sécrétion 
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d’IFNγ, non seulement dans les sites où les elles constituent la majeure partie des lymphocytes T 

(tissu intestinal), mais également dans d’autres tissus, comme le sang ou le poumon, où elles sont 

en minorité.  

3 Surveillance par le système adaptatif 

Existence de lymphocytes T et B antitumoraux 

Dans le thymus, les lymphocytes T subissent tout d’abord une sélection positive des 

thymocytes qui reconnaissent le CMH du soi, puis une sélection négative, selon l’affinité du 

récepteur pour le CMH/peptide. Si cette affinité est trop forte, les cellules entrent en apoptose 

(Starr et al., 2003) ; mais il est admis que des lymphocytes T ayant un TCR de faible affinité 

pour des Ag du soi puissent être générés. Les lymphocytes T antitumoraux pourront appartenir à 

cette dernière catégorie de lymphocytes autoréactifs, quand ils seront spécifiques d’autoantigènes 

exprimés préférentiellement par les cellules malignes. 

La fréquence de lymphocytes T spécifiques d’un peptide de MAGE-3.A1 chez un 

donneur sain est estimée à 3/107 parmi lymphocytes circulants (Coulie et al., 2002). Chez des 

sujets sains, les lymphocytes T CD8 dirigés contre des épitopes de Melan-A (Pittet et al., 1999) 

(Dunbar et al., 2000) sont de phénotype naïf (CD45RA+, CCR7+), alors que chez des patients 

porteurs d’un mélanome une partie de ces lymphocytes T ont un phénotype de lymphocytes T 

mémoires effecteurs(Lee et al., 1999). L’équipe de Roméro a montré que ces lymphocytes T 

antitumoraux étaient générés par le thymus en examinant le nombre des cercles d’excision et la 

longueur des télomères(Romero et al., 2002). 

Quant aux lymphocytes B antitumoraux, ils sont vraissemblablement présents chez les 

sujets sains, bien que difficiles à mettre en évidence. En effet, l’absence d’anticorps (Ac) 

sériques dirigés contre des antigènes tumoraux ne signifie pas l’absence de cellules B, dont le 

BCR serait dirigé contre ces Ag. La production d’anticorps ne pouvant avoir lieu qu’en présence 

de l’Ag, seuls les patients dont les tumeurs expriment un Ag tumoral pourront développer des Ac 

et des CTL contre cet antigène(Jager et al., 2000c; Stockert et al., 1998). La détection d’Ac 

antitumoraux chez les patients confirme donc l’existence de lymphocytes B antitumoraux ; ces 

Ac antitumoraux peuvent être générés cours de traitements avec un vaccin peptidique (Jager et 

al., 2000a) 

Le développement d’une réponse humorale suggère que des lymphocytes CD4+ ont été 

également sollicités, car ils sont indispensables pour activer la réponse des lymphocytes B. 

Effectivement, il existe aussi des lymphocytes CD4 qui reconnaissent des antigènes 

tumoraux(Jager et al., 2000b; Van Der Bruggen et al., 2002). Ces lymphocytes CD4 seraient un 
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instrument important dans l’activation efficace des CD8 et des lymphocytes B 

antitumoraux(Pardoll and Topalian, 1998). 

Les Ag Associés aux Tumeurs (TAA) 

Les apports de l’immunologie réverse 

L’immunologie réverse, à partir des lymphocytes T et B antitumoraux, a permis 

d’identifier des Ag associés aux tumeurs (TAA). Elle consiste à utiliser des CTL activés et 

amplifiés pour cribler une banque protéique obtenue à partir d’ADNc de cellules tumorales et 

permet d’isoler les protéines immunogènes dont l’expression est spécifique aux cellules 

tumorales(Rosenberg, 1999; Van Der Bruggen et al., 2002; Van Pel et al., 1995). Malgré le 

faible pourcentage des patients qui produisent spontanément des anticorps, ils ont été également 

utilisés pour criber et identifier des Ag tumoraux dans une banque d’expression (Scanlan et al., 

2002; Stockert et al., 1998). C’est la méthode dite SEREX (serological analysis of recombinant 

cDNA expression librarie) (Sahin et al., 1997). Après avoir identifié des TAA, il est possible de 

définir des peptides tumoraux de longueur et de séquence optimales pour une fixation sur des 

molécules du CMH (Romero et al., 2002). De très nombreux peptides ont été ainsi définis se 

liant à différentes molécules HLA de classe I et de classe II(Van Der Bruggen et al., 2002).  

Les différentes familles d’antigènes tumoraux  

De nombreuses familles d’antigènes tumoraux ont pu être déterminées, classées en 

plusieurs catégories : (Rammensee et al., 2002) 

 

Type d’Ag Exemple
Ag issus d'un gène contenant une mutation ponctuelle CDK4

Ag obtenus par changement d'un cadre de lecture d'un gène normal  TGF ßRII

Ag obtenus par une transcription anti-sens d'un gène normal  RU2AS

les protéines fusionnées produits de translocations chromosomiques BCR-ABL

les protéines qui ont subi des modifications post-transcriptionnelles altérées tyrosinase

les Ag sur-exprimés Her2/neu, MUC, télomérase

les Ag non-protéiques  Gangliosides GD3

les Ag « cancer/testis »  MAGE, Melan

les Ag embryonaires et exprimés par les cellules cancéreuses  CEA

les Ag oncogènes ras

les protéines de gènes supresseurs de tumeurs p57

les protéines virales HPV16 E7

Tableau 4 : Diversité des TAA 
 

Dans les lymphomes B, l'idiotype de l’immunoglobuline monoclonale exprimée par les 
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cellules B malignes représente un antigène tumoral assez étudié (Hsu et al., 1996; Timmerman et 

al., 2002). 

 Certains TAA sont particulièrement intéressants car ils sont partagés par plusieurs types 

de cancers, et peu exprimés par les tissus normaux. La télomérase en est le meilleur exemple 

(Vonderheide et al., 2004) ; en essai clinique de phase I, elle permettrait une activation de 

lymphocytes T anti-télomérase et pourrait donc servir d’Ag tumoral universel.  

Les Ag MAGE sont certainement les mieux connus. Ces Ag sont exprimés par différents 

types de cancers (mélanome, carcinomes du poumon, de la vessie, du sein, de la prostate) à des 

fréquences différentes. Les Ag MAGE font partie de la famille des « cancer testis antigens » . Ils 

sont exprimés dans les tissus germinaux mâles, codés sur le chromosome X, et absents des autres 

tissus normaux de l’adulte (Scanlan et al., 2002). Cette grande famille d’Ag a une expression 

ectopique dans les cellules cancéreuses qui peut varier au cours de la maladie. Elle comprend 

d’autres Ag comme BAGE, GAGE, LAGE, SSX ou encore NY-ESO-1 (Coulie et al., 2002). 

NYESO-1, découvert par la méthode SEREX(Chen et al., 1997) dans le carcinome de 

l’oesophage, est exprimé également dans les mélanomes, les cancer du sein, ou de la prostate. 

Plusieurs peptides dérivés de NY-ESO-1 pouvant se fixer sur les molécules HLA-A2 ont été 

trouvés (Jager et al., 1998).  

Des peptides NYESO-1 s’associant aux molécules HLA de classe II ont été également 

isolés, ils peuvent ainsi être reconnus par les lymphocytes CD4(Jager et al., 2000b). C’est le cas 

pour d’autres TAA comme MAGE-3, pour lequel des peptides pouvant se fixer sur les molécules 

HLA de classe II ont été également définis(Zhang et al., 2003). Il est intéressant d’identifier des 

peptides qui peuvent activer des lymphocytes T CD4 et des CD8. En effet, charger des APC avec 

des peptides de classe I et II permettrait d’avoir l’aide des lymphocytes T CD4 qui vont 

participer à la prolifération des lymphocytes T CD8 en sécrétant des cytokines(Wang, 2002). 

D’autre part l’aide des lymphocytes CD4+ serait particulièrement importante dans la génération 

de lymphocytes CD8+ mémoire. Les lymphocytes CD4+ participent à leur génération par une 

activation via le CD40L mais aussi par d’autres mécanismes pas encore identifiés (Rocha and 

Tanchot, 2004). Les lymphocytes CD8+ activés en absence de lymphocytes CD4+ ne sont pas 

fonctionels. 

Ces quelques lignes non exhaustives montrent l’importance des travaux réalisés grâce à 

l’immunologie réverse, qui a défini de nombreux TAA et peptides antigéniques. 

Malgré l’expression de TAA, les cellules tumorales ne sont pas capables d’activer des 

lymphocytes T elles-mêmes, car elles ne sont pas des cellules présentatrices d'antigènes 

efficaces. L’induction d’une réponse adaptative lymphocytaire suppose donc l’intervention 

d’APC capables d’activer les lymphocytes T en leur apportant les signaux nécessaires, décrits 
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dans la première partie de ce manuscrit(Hellstrom et al., 2001). 

B. Mécanismes de destruction des cellules tumorales 

Les cellules effectrices centrales dans l’élimination des cellules tumorales sont les 

cellules NK et les CTL. Elles ont deux voies possibles d’action : soit elles induisent l’apoptose 

par les récepteurs de mort, soit elles lysent par exocytose des molécules perforine/granzyme.  

1 Adhérence et reconnaissance  

Dans l’activation de la lyse par des cellules NK, comme des CTL, la première étape est 

l’adhérence grâce à des molécules comme CD2, LFA-1, ICAM(Vyas et al., 2002). La cellule 

cible et le lymphocyte sont alors en contact étroit au niveau de synapses immunologiques, ce qui 

favorisera la reconnaissance de la cible. Les CTL seront activés par une reconnaissance du TCR, 

ou de NKG2D, qui peut être également exprimé sur les CD8 (Groh et al., 2001). Pour les cellules 

NK, les étapes conduisant à la lyse intégrent les signaux des molécules activatrices et inhibitrices 

(précédement décrites). Les granules contenant les molécules de lyse (perforine/granzymes) 

seront ensuite sécrétés dans cette synapse, au contact de la cellule cible (Bossi et al., 2002). Les 

molécules d’adhérence comme LFA-1, en reconnaissant ses ligands (ICAM-2, et 3) favorisent la 

libération de perforine (Perez et al., 2004).  

2 Les récepteurs de mort  

Il existe plusieurs couples récepteur/ligand impliqués dans l’apoptose ; Fas/Fas Ligand 

(ou CD95/ CD95L), DR3 (Dead receptor) /APO-3L, TNF-R1/TNF-α, DR4 et DR5/TRAIL (TNF 

Related Apoptosis Inducing Ligand). Ces récepteurs de mort se trimérisent une fois fixés à leur 

ligand, qu’ils reconnaissent par leur partie extra-cellulaire (Rossi and Gaidano, 2003). Leur 

queue cytoplasmique contient une séquence nommée domaine de mort qui peut recruter d’autres 

molécules adaptatrices (comme FADD, TRADD, RIP) qui peuvent à leur tour recruter la 

procaspase 8 pour former le DISC (death inducing signaling complex).  

3 Perforine/granzyme 

Les cellules effectrices CTL ou lymphocytes NK peuvent lyser par exocytose de granules 

contenants les molécules perforine et granzymes. La perforine forme des pores à la surface de la 

cellule qui permettent une entrée passive des granzymes B ou A, entraînant la perte de l’intégrité 

membranaire suivie d’une désintégration de la cellule (Trapani and Smyth, 2002). Les 
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granzymes B, une fois dans le cytoplasme de la cellule cible, vont cliver Bid une molécule pro-

apoptotique qui va initier l’apoptose via la mitochondrie (Trapani and Smyth, 2002).  

C. L’échappement 

Les cellules tumorales peuvent donc exprimer des TAA susceptibles d’activer des 

lymphocytes antitumoraux. De nombreuses hypothèses sont émises pour expliquer l’inefficacité 

ou l’absence de réponse antitumorale observée chez les patients. Il est possible que les effecteurs 

du système immunitaire n’aient pas accès à certaines tumeurs, ou que les tumeurs ne soient pas 

identifiées comme représentant un danger, il s’agit alors d’une ignorance. D’autre part les 

lymphocytes T dirigés contre des TAA peuvent avoir été délétés ou anergisés dans le thymus ou 

en périphérie. Ce mécanisme de protection du soi contre l’auto-immunité est appelé la tolérance, 

et supprime les lymphocytes les plus réactifs. Les lymphocytes anergisés prolifèrent peu, et ne 

peuvent plus devenir effecteurs lors d’une activation ultérieure. Parallèlement à cette tolérance 

déjà mise en place par le système immunitaire, les cellules tumorales peuvent développer des 

mécanismes de résistance qui leur permettent de contourner les actions des cellules effectrices. 

C’est l’échappement, dont quelques aspects seront présentés. 

1 Défaut de présentation des Ag 

Pour que les CTL puissent lyser les cellules tumorales, il faut que les Ag soit présentés 

correctement par les APC et par les cellules tumorales également. Ces dernières, suite aux 

nombreuses altérations génétiques (mutations, délétions, translocations), peuvent développer des 

mécanismes qui empêchent cette présentation.  

Délétion HLA 

Il peut y avoir perte des molécules HLA par délétion haplotypique (Hiraki et al., 1999) ou 

par des mutations de la β2-microgloguline qui ne peut plus s’associer normalement avec la 

chaîne lourde du CMH de classe I (Koopman et al., 2000). Cependant une perte totale des 

molécules HLA sensibiliserait les cellules à la lyse par les lymphocytes NK. En effet, ceux-ci ne 

recevraient plus de signaux inhibiteurs via les molécules inhibitrices. En revanche, la perte 

partielle de l’expression de certaines molécules HLA-ABC ou de certains allèles permet aux 

cellules tumorales d’échapper à la fois aux cellules NK, et aux lymphocytes T CD8+(Chen et al., 

1989; Garrido et al., 1997).  

Perte des molécules TAP 

Les molécules TAP-1, TAP 2, LMP-2, et LMP-7, participent à l'apprêtement et au 
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chargement des peptides sur les molécules du CMH de classe I. Une étude chez la souris montre 

l’importance de ces différentes molécules dans le rejet tumoral. Des cellules tumorales qui 

n’expriment pas ces molécules ne sont pas rejetées car elles n’expriment pas non plus les 

molécules du CMH de classe I. En revanche après restauration de l’expression de ces quatre 

molécules, les cellules tumorales sont lysées(Zheng et al., 1998). Chez l’homme, lors de 

l’évolution de la maladie, les cellules de mélanomes peuvent perdre l’expression des Ag MART-

1/Melan A suite à une diminution de l’expression de la molécule TAP-1(Maeurer et al., 1996).  

Autres défauts 

L’absence de présentation de peptides tumoraux peut venir du fait que la protéine n’est 

pas synthétisée. Par exemple, la perte d’expression des Ag Melan A/MART-1 par les cellules 

tumorales, phénomène appelé « Ag silencing », serait induite par un ou des facteurs solubles 

autocrines(Kurnick et al., 2001). L’absence de la présentation d’un peptide peut aussi être due à 

la façon dont un Ag est dégradé par le protéasome des cellules tumorales. La présentation du 

peptide MAGE-3271-279 a été étudiée sur des cellules de mélanome d’un patient HLA-A*0201. Le 

peptide n’est pas présenté spontannément, mais il peut être généré et chargé sur les molécules du 

CMH lorsque le protéasome est inhibé par la lactacystine(Valmori et al., 1999). Par ailleurs, un 

défaut de présentation peut provenir des APC, en effet, il semblerait que l'immunoprotéasome ne 

permette pas de fabriquer tous les peptides possibles(Morel et al., 2000), entraînant l’absence de 

présentation de certains peptides tumoraux.  

2 Immuno-supression 

Molécules materno-feotales 

Pour inhiber les cellules du SI, les cellules tumorales expriment de nombreux types de 

molécules dont certaines sont impliquées dans la tolérance de la mère au fœtus. Par exemple, les 

molécules HLA-G sont exprimées par les cellules du trophoblaste(Le Bouteiller et al., 2003), et 

leur concentration sérique est augmentée chez des patients atteints de cancers(Rebmann et al., 

2003; Sebti et al., 2003). HLA-G a été retrouvé dans des cancers de la vessie, du sein, du rein, du 

poumon, et dans les mélanomes, et les lymphomes B et T(Rouas-Freiss et al., 2003). Plusieurs 

isoformes des molécules HLA-G ont été identifiées. HLA-G1 et HLA-G2 protègent les cellules 

tumorales contre la lyse médiée par les cellules NK(Paul et al., 1998; Seliger et al., 2003). En 

effet HLA-G1 peut inhiber une activation induite par les molécules MIC, donnant un signal 

inhibiteur plus fort que le signal d'activation(Menier et al., 2002). Ces molécules peuvent aussi 

avoir un effet inhibiteur sur les lymphocytes T CD8 activés en augmentant l’expression de CD95 

à leur surface(Fournel et al., 2000). La présence de HLA-G dans une culture mixte 
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lymphocytaire inhibe la prolifération(Lila et al., 2001) 

Une autre molécule impliquée dans l’inhibition de la réponse cellulaire est l’enzyme 

indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), qui est exprimée dans le trophoblaste intra-villeux 

invasif(Honig et al., 2004) et qui peut inhiber la prolifération des lymphocytes(Kudo et al., 

2004). Cette enzyme est exprimée par plusieurs types de tumeurs(Uyttenhove et al., 2003) et 

peut inhiber la prolifération des lymphocytes T par déplétion du tryptophane du milieu. La 

synthèse d’IDO peut être augmentée en présence d’IFNγ.  

Facteurs solubles  

TGF-ß 

Plusieurs types de cytokines sont sécrétées au niveau des tumeurs, dont le TGF-ß (Reome 

et al., 2004) (Derynck et al., 2001). Ainsi chez la souris, une tumeur très immunogène ne sera 

plus rejetée lorsqu'elle est transfectée pour produire du TGF-ß (Torre-Amione et al., 1990). En 

effet, le TGF-ß peut avoir un effet anti-inflammatoire, et inhibe la prolifération de différents 

types de cellules (Kulkarni et al., 1993) (Siegel and Massague, 2003). Le TGF-ß1 bloque la 

sécrétion d’IFNγ par les cellules NK, leur synthèse d’ADN, et diminue leur capacité de 

lyse(Bellone et al., 1995; Bellone et al., 1999). Il inhibe l’expression de molécules activatrices 

NKp30 et NKG2D(Castriconi et al., 2003). La différenciation des lymphocytes T naïfs chez la 

souris en lymphocytes Th2 est empêchée par une inhibition de l'expression de GATA-3 par le 

TGF-ß (Gorelik et al., 2000). Le fonctionnement des APC est également affecté par le TGF-ß : il 

inhibe la maturation induite par TNF-α, LPS et IL-1 des cellules de Langerhans dérivées de 

monocytes. Les LC en présence de TGF-ß diminuent leur expression des molécules HLA-DR, 

n’augmentent pas celle de CD80, de CD86 ni de CD83(Geissmann et al., 1999).  

IL-10, IL-6 et autres molécules solubles 

De l’IL-10 a été retrouvée dans le sérum des patients porteurs d’un cancer à des 

concentrations supérieures à celles retrouvées chez des sujets sains(Galizia et al., 2002). Des 

monocytes exprimant faiblement HLA-DR ont été identifiés comme source potentielle d’IL-10 

dans le cancer ovarien(Loercher et al., 1999). Cette cytokine a plusieurs effets négatifs sur la 

réponse immune. L’IL-10 serait responsable de l’augmentation d’expression de HLA-G dans les 

lymphomes cutanés(Urosevic et al., 2002). Elle affecte aussi la réponse adaptative : elle peut 

bloquer la production d’IL-2 et ainsi inhiber la prolifération des lymphocytes CD4+ humains(de 

Waal Malefyt et al., 1993). Des expériences chez la souris ont montré qu’en présence d’IL-10, 

les lymphocytes T diminuaient leur sécrétion d’IFNγ, et présentaient une cytotoxicité amoindrie. 

Cette cytokine peut aussi agir sur les APC qui, dans cette étude, exprimaient moins fortement 

CD86 et les molécules du CMH de classe II(Sharma et al., 1999). Chez des patients atteints de 
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myélome, l'IL-10 ou le TGF-β peuvent induire l'incapacité des DC à augmenter CD80 lors d'une 

activation (Brown et al., 2001). De plus, l’IL-10 est fortement impliquée dans la tolérance, en 

favorisant la génération de lymphocytes Treg ainsi que dans leur mode d’action(Gilliet and Liu, 

2002). 

L’IL-6 est également retrouvée dans le sérum de patients atteints d’un cancer (Galizia et 

al., 2002; Tartour et al., 1996). Dans le myélome, cette cytokine empêche la génération de DC, et 

diminue le nombre de cellules précurseurs des DC dans le sang (Ratta et al., 2002). 

Les cellules tumorales peuvent également surexprimer et sécréter des gangliosides (des 

lipides absents des cellules normales), qui peuvent avoir différentes actions inhibitrices sur : 

l'activité de la phospholipase Cγ (Draberova et al., 2003), l'activation et la prolifération des 

lymphocytes T (Buggins et al., 2001; McKallip et al., 1999), et les fonctions des APC (Caldwell 

et al., 2003). Ils diminuent l’expression des molécules de costimulation et inhibent la sécrétion 

d’IL-6, IL-12 et TNF-α par les DC.  

Les cellules tumorales peuvent sécréter MICA dans le milieu. Leur interaction avec NKG2D a 

pour conséquence l’internalisation et dégradation de ce récepteur, donc une diminution de son 

expression sur les lymphocytes NK et CD8+(Groh et al., 2002). 

Recrutement d’autres cellules inhibitrices 

De nombreuses chimiokines sont produites au niveau des tumeurs ; ces chimiokines 

permettent le recrutement de diverses cellules de l’immunité dont les fonctions peuvent parfois 

être favorables au développement de la tumeur. On retrouve CCL2 dans les cancers du sein, des 

ovaires, mélanomes, du poumon, de l'œsophage, et dans les glioblatomes, et CCL5 dans les 

cancers cervicaux, du sein, et les mélanomes. CCL2 attire particulièrement les monocytes, qui 

une fois dans la tumeur sécrétent à leur tour CCL2 assurant ainsi un auto-recrutement(Murdoch 

et al., 2004). Ces monocytes peuvent se différencier en mΦ. Dans plusieurs types de cancers, les 

mΦ infiltrant les tumeurs sont détectés dans les régions hypoxiques des tumeurs(Murdoch et al., 

2004), leur présence est liée à un mauvais pronostic. En effet, par la sécrétion de VEGF, et de 

NO, ils favorisent la formation de vaisseaux qui viennent irriguer la tumeur(Pollard, 2004). Les 

macrophages sécrètent aussi des cytokines inhibitrices de la réponse immune comme IL-10 et 

TGF-ß(Gordon, 2003). 

Une étude sur le cancer ovarien a montré que les mΦ intratumoraux peuvent sécréter 

CCL22 qui attire dans la tumeur les lymphocytes Treg qui expriment CCR4 (Curiel et al., 

2004b). Les cellules Treg infiltrants sont capables d’inhiber la prolifération de lymphocytes T 

antitumoraux, la synthèse d’IFNγ et d’IL-2 par les lymphocytes T effecteurs et diminuent leur 

cytotoxicité. Leur présence dans les tumeurs est associée, là encore, à un mauvais pronostic 
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(Curiel et al., 2004b).   

Dans les tumeurs de l’ovaire et dans les mélanomes, la chimiokine SDF-1/CXCL12 est 

mise en évidence ; elle permettrait un recrutement des PDC dans ces tumeurs en l’absence 

d’inflammation(Curiel et al., 2004a; Vermi et al., 2003; Zou et al., 2001). Ex vivo, les PDC 

isolées des tumeurs de l’ovaire inhibent la prolifération de lymphocytes T antitumoraux(Zou et 

al., 2001), et pourraient exercer un effet angiogénique(Curiel et al., 2004a). Une corrélation entre 

la présence de PDC et un mauvais prognostic des patients a pu être établie dans les cancer du 

sein (Treilleux, I, Clin canc research, sous presse).  

3 Résistance à la lyse 

Adhérence  

Pour exercer leur activité lytique, les CTL comme lymphocytes NK ont besoin des 

molécules d’adhérence précédemment citées qui permettent la mise en place de la synapse 

immunologique. Les cellules tumorales peuvent échapper à la lyse en empêchant ces premières 

étapes d’adhérence. Dans de nombreux cas, les cellules tumorales sécrètent MUC1, une 

glycoprotéine qui entoure les cellules tumorales. Une étude dans le mélanome a montré que les 

cellules malignes recouvertes de MUC1 adhéraient moins aux cellules effectrices, même si 

celles-ci exprimaient LFA-3 (qui interagit avec CD2), et ICAM-1 (qui interagit avec LFA-1) 

(van de Wiel-van Kemenade et al., 1993). Une étude plus récente dans le cancer colorectal 

montre que la concentration de la molécule d’adhérence ICAM-1 dans le serum des patients 

étaient plus élevée que celle des sujets sains. Ces molécules ICAM-1 solubles peuvent bloquer la 

formation de conjugués et la lyse des cellules tumorales (Sanchez-Rovira et al., 1998). 

Résistance à l’apoptose 

Une des voies de maintien de l’homéostasie du système immunitaire est l’apoptose 

induite par les récepteurs de mort. Ces mécanismes interviennent dans la sélection des 

lymphocytes T et des B, et dans l’arrêt de la réponse immunitaire. L’apoptose intervient aussi 

comme mécanisme effecteur de mort dans la cytotoxicité à médiation cellulaire. Pour des 

cellules tumorales, résister à l’apoptose signifiera donc échapper aux contrôles exercés par les 

effecteurs du maintien de l’homéostasie et de l’immunité antitumorale.  

Les cellules cancéreuses peuvent développer un blocage de l’apoptose au niveau du récepteur. 

Un récepteur tronqué de sa partie intracytoplasmique peut perdre son domaine de mort et ne plus 

recruter les molécules adaptatrices (Cascino et al., 1996). Les cellules de mélanome peuvent 

exprimer FLIPL qui inhibe la formation du DISC (Irmler et al., 1997). L’apoptose peut être aussi 

bloquée plus en aval. Une mutation peut entraîner une surexpression des molécules anti-
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apoptotiques, Bcl-2 par exemple, et rendre les cellules résistantes à la mort(Findley et al., 1997). 

De même, une diminution de l’expression de molécules pro-apoptotiques, comme Bax,(LeBlanc 

et al., 2002) bloque l’apoptose via la voie TRAIL. Les cellules tumorales peuvent par ailleurs 

devenir résistantes à l’apoptose induite par les récepteurs de mort et la voie 

perforine/granzyme(Otten et al., 2004). Un des mécanisme de résistance à la lyse par granzyme 

B est la surexpression de serpins qui inhibent leur action(Bots et al., 2004). D’autre part, 

l’environnement tumoral peut protéger les cellules tumorales contre l’apoptose, la matrice 

extracellulaire pouvant jouer un rôle anti-apoptotique dans le cancer du poumon(Sethi et al., 

1999).  

 

Les cellules tumorales se développent donc grâce à de nombreux mécanismes d’échappement 

aux cellules de l’immunité qui sont présentes et encore fonctionnelles. L’immunothérapie a pour 

stratégie d’utiliser les cellules potentiellement effectrices pour éradiquer les cellules tumorales. 

Compte tenu des propriétés des APC, elles semblent particulièrement intéressantes dans 

l’activation d’une réponse anticancéreuse. Nous avons étudié le cas des lymphomes B non 

Hogdkiniens (LNHB). 
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3 è m e  p a r t i e  :  L’ i m m u n o t h é r a p i e  d a n s  l e  

L N H B  

A Les lymphomes 

Les lymphomes non Hodgkiniens sont des hémopathies malignes qui se développent à 

partir de lymphocytes T ou B ou NK, bloqués à un stade donné de leur maturation. L'objet de 

notre étude est le lymphome B. Les LNH représentent 3,6% de l’ensemble des cancers, et se 

situent au 6ème rang dans la fréquence des cancers chez l’homme et la femme. L’incidence des 

lymphomes est en constante progression ; pour les LNHB, de 6,3 cas pour 100 000 habitants en 

France, en 1980, on passe à 13,3 cas pour 100 000 habitants en 2000 (Réseau français des 

registres du cancer, INSERM, Institut veille sanitaire). L’augmentation relevée est peut-être due 

en partie aux meilleures techniques de diagnostique.  

1 Les différents types de lymphomes B 

Les LNHB sont des hémopathies hétérogènes, de nombreux types de lymphomes ont été 

décrits, et compte tenu de la diversité des types histologiques et de la complexité des pathologies, 

plusieurs classifications ont été utilisées à travers le monde. La classification REAL publiée en 

1994 (Harris et al., 1994) par un groupe d’experts a proposé une classification basée sur des 

critères histologiques, morphologiques, immunologiques, cytogénétiques, de biologie 

moléculaire et clinique, en essayant de définir les différentes entités de lymphomes en fonction 

de leur équivalent normal. La classification actuellement utilisée en clinique est celle de 

l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) élaborée par plusieurs spécialistes de plusieurs pays 

(WHO classification Tumors of hemathopoietic and lymphoid tissues 2001). Elle reprend la 

plupart des critères définis par la REAL.  

Compte tenu de la complexité de la pathologie, il est difficile de présenter les différents 

types de lymphomes d’une façon complète, et nous ne donnerons que quelques caractéristiques 

utilisées dans le diagnostique (tableau 5). Nous avons choisi la classification de l’OMS/WHO 
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qui distingue les lymphomes provenant de cellules précurseurs de ceux provenant des cellules B 

plus matures. 

 

 

Tableau 5 : Caractéristiques des différents types de lymphomes 
Modifié d’après (Gaulard, 2000) IgS : Ig de surface, IgC : Ig cytoplasmique, t() : translocation  

 

2 Un paradoxe  

Les lymphomes B se développent aux dépens de lymphocytes B, qui sont des cellules 

capables d’exercer des fonctions APC. En effet, les lymphocytes B normaux, qui capturent les 

Ag grâce à leur BCR, sont ensuite capables de les apprêter et de les présenter en association avec 

les molécules du CMH de classe II aux lymphocytes CD4+. De plus ils expriment comme toutes 

les cellules de l’organisme les molécules du CMH de classe I. Les travaux précédents du 

laboratoire ont montré que les cellules B de lymphomes exprimaient pour la plupart des 

molécules d’adhérence (Jacob et al., 1999) et de costimulation (Chaperot et al., 1999b) 

nécessaires à l’établissement de la synapse immunologique. De plus, nous avons montré que les 

cellules tumorales pouvaient activer la prolifération de lymphocytes T allogéniques (Plumas et 

al., 1995) et autologues issus des lymphocytes T infiltrant la tumeur (Chaperot et al., 1999a) ou 

du sang circulant(Chaperot et al., 2002). Les CTL ainsi générés sont fonctionnels et sont 

capables de lyser les cellules tumorales par un mécanisme dépendant de la perforine et des 

granzymes.  
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Ces résultats préliminaires montrent donc qu’il est possible de générer in vitro une 

réponse lymphocytaire T CD8+ efficace à partir des lymphocytes autologues qui n’ont pas été 

anergisés, ni déplétés, et que les cellules tumorales sont sensibles à la lyse par 

perforine/granzymes. Cependant les tumeurs parviennent à se développer, soit par ignorance ou 

tolérance du système immunitaire, soit par diverses mutations qui leur ont permis d’échapper à 

l’immunosurveillance. Nos travaux auront pour objectif de rétablir une réponse CTL capable 

d’éradiquer les cellules tumorales. 

B. Mécanismes d’échappement dans les LNH B 

1 L’adhérence 

Les lymphomes ont développé des moyens de résister à la lyse notamment en empêchant 

la formation de conjugués entre effecteur et cible. L’expression des molécules d’adhérence 

CD54 et CD58 est hétérogène dans les différents LNHB. La molécule clée dans la formation de 

conjugués entre des lymphocytes activés et des B tumoraux semble être CD54. La diminution de 

l’expression de CD54 dans certains lymphomes serait un moyen d’échappement à la 

lyse(Chaperot et al., 1997). Ce mécanisme est particulièrement bien décrit dans le cas des 

lymphomes de Burkitt pour lesquels le virus d’Epstein Barr provoque une diminution de 

l’expression des molécules d’adhérence(Gregory et al., 1988).  

2 Résistance à la mort cellulaire 

En plus de la perte d’adhérence décrite pour certains types de lymphomes, les cellules 

tumorales de LNH peuvent également résister à l’apoptose. D’autres travaux du laboratoire ont 

montré que les cellules de lymphomes B sont résistantes à l’apoptose médiée par Fas (CD95) 

(Plumas et al., 1998) mécanisme central dans le maintien de l’homéostasie du système 

immunitaire. Le récepteur de mort CD95 est exprimé sur les cellules de lymphomes B, mais 

n’entraîne pas l’apoptose. Les molécules de la famille de Bcl-2 sont exprimées par les LNHB 

(Xerri et al., 1997), et la résistance pourrait venir de l’expression constitutive de la molécule c-

FLIP qui inhibe la formation du DISC dans certaines lignées(Irisarri et al., 2000). Dans les 

tumeurs primaires, le DISC ne se forme pas pour des raisons indépendantes de l’expression de c-

FLIP qui restent à identifier(Lajmanovich et al., 2004). Un autre mécanisme d’inhibition de la 

mort cellulaire implique l’expression de la serpin (proteinase inhibitor 9), qui empêche l’action 

des granzymes B dans certains types de lymphomes(Bladergroen et al., 2002).  
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3 Les cytokines 

L’IL-10 et L’IL-6 sont des facteurs de croissance pour les lymphocytes B, tandis que le 

TGF-ß inhibe leur croissance. Dans les LNHB, la production d’IL-10 semble régulée par TIMP 

(tissue inhibitor of metalloprotein) ; l’expression de ces deux molécules est particulièrement 

augmentée dans les lymphomes de haut grade, plus agressifs(Guedez et al., 2001). Dans certains 

lymphomes CD5+, la molécule CD5 induit une production d’IL-10 qui permet aux cellules 

tumorales de résister à l’apoptose et favorise leur survie(Gary-Gouy et al., 2002). Dans les 

myélomes multiples, l’IL-6 est sécrétée par les lymphocytes B tumoraux en plus grandes 

quantités que par les cellules normales(Szczepek et al., 2001). De plus dans la moelle osseuse, 

les cellules malignes amplifieraient la sécrétion d’IL-6 par les cellules stromales(Vincent and 

Mechti, 2004). La voie de prolifération des cellules B tumorales est donc favorisée tandis que la 

voie de régulation négative par le TGF-ß est réprimée. Le récepteur pour le TGF-ß, inhibiteur de 

la prolifération des lymphocytes B, est souvent sous-exprimé dans les lymphomes B(Ho et al., 

2003). L’infection par le virus Epstein Barr peut favoriser l’incapacité à répondre au TGF-ß 

(Inman and Allday, 2000).  

D’autres mécanismes présentés dans le paragraphe de l’échappement des tumeurs 

pourraient aussi favoriser le développement de cette pathologie.  

C. Immunostratégies utilisées dans le lymphome 

Le prognostic des LNHB a été largement amélioré ces dernières années par l’utilisation 

d’anticorps ciblant le CD20 exprimé par les cellules tumorales. Cependant, si la survie des 

patients a été améliorée par l’utilisation de cet Ac, il ne permet pas d’obtenir de guérison. Il est 

envisageable d’utiliser des stratégies de thérapie cellulaire active ou passive afin d’induire des 

réponses plus durables. Des essais cliniques de vaccinations avec l’idiotype, seul ou avec des 

DC, ont été réalisés dans les lymphomes B. Ces essais restent cependant rares, en partie du fait 

de la contrainte liée à la production de l’idiotype.  

1 Rituximab 

Le Rituximab est un Ac chimérique spécifique du CD20 utilisé en clinique. C’est une 

IgG dont les parties variables sont murines et les parties constantes humaines. Largement utilisé 

dans le traitement des LNHB(Ghielmini et al., 2004; Maloney et al., 1997), il est directement 

injecté aux patients et permet d’améliorer la survie des malades. Plusieurs mécanismes d’action 

de cette thérapie sont possibles (Smith, 2003), l’importance de chaque mécanisme dans 

l’éradication des tumeurs reste à établir. Nous avons examiné l’efficacité de quelques uns de ces 
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mécanismes dans l’élimination des cellules tumorales. Le Rituximab favorise une phagocytose 

importante des cellules tumorales opsonisées par les macrophages, et également une lyse par les 

cellules NK. En revanche la lyse par le complément est moins systématique et varie selon le 

niveau d’expression du CD20 et des molécules inhibitrices ((Manches et al., 2003) en annexe). 

Notre hypothèse est qu’in vivo les débris des cellules tumorales lysées peuvent être prises en 

charge par les APC, qui les présenteront aux lymphocytes T, générant une immunité à long 

terme. 

2 Vaccination avec l’Idiotype 

L’idiotype représente un antigène tumoral spécifiquement exprimé par le clone B malin, 

situé dans la région variable des IgG. Malgré les contraintes que son utilisation implique, 

l'idiotype a été utilisé dans des essais cliniques de vaccination (Bendandi, 2000; Hsu et al., 

1996). Les épitopes reconnus par les lymphocytes T CD4 et CD8, qui diffèrent 

vraissemblablement d’un patient à l’autre, sont des peptides localisés dans les régions 

hypervariables des Ig (Baskar et al., 2004). Les études précliniques dans des modèles murins ont 

montré qu’une réponse humorale était induite après injection de la protéine(Kaminski et al., 

1987). Puis les premiers essais cliniques de vaccination par injection de l’idiotype ont montré 

l’induction d’une réponse cytotoxique en quelques mois accompagnée d’une régression de la 

taille des tumeurs ou d’une stabilisation de la maladie chez des patients avec des LNHB de stade 

III ou IV(Nelson et al., 1996). Une autre étude, confirmant la corrélation entre l’induction d’une 

réponse immune et un meilleur pronostic, montre qu’une telle vaccination permet une 

amélioration de la survie des patients sur un temps plus long (Hsu et al., 1997). Les effets 

secondaires de ce type de vaccination semblent peu importants. Afin d’améliorer l’efficacité de 

la vaccination avec l’idiotype, il a été proposé d’y associer des cellules dendritiques, qui 

pourraient présenter l’Ag aux lymphocytes T. Plusieurs modes de vaccination ont dès lors été 

envisagés : (i) mobiliser in vivo les APC du patient en utilisant du GM-CSF (Bendandi, 2000) 

(ii) générer les APC ex vivo pour les charger avec l’Ag et les réinjecter. L’utilisation de cellules 

dendritiques pulsées avec l’idiotype a donné des résultats préliminaires encourageants que nous 

développerons plus loin (Hsu et al., 1996; Timmerman et al., 2002).  

Une des contraintes de ces protocoles utilisant l’idiotype est la nécessité de générer un Ag 

différent pour chaque patient. Il serait donc intéressant d’envisager une autre source d’Ag.  

D. Utilisation de DC en immunothérapie  

Le but principal recherché dans l'utilisation des APC ou de la vaccination avec des 
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peptides est l'activation des lymphocytes CD8 effecteurs capables de migrer aux sites tumoraux 

pour détruire les cellules malignes. En effet, des essais cliniques d’injection de CTL ont montré 

l’efficacité de ces effecteurs. Les CTL antitumoraux injectés dans l’organisme sont capables de 

lyser les cellules malignes et induisent des régressions tumorales (Dudley et al., 2002). Dans 

cette étude, les CTL ont été activés ex vivo ; il est aussi envisageable de les activer in vivo en 

utilisant une stratégie vaccinale basée sur l’injection d’APC pulsées avec des Ag tumoraux. Dès 

lors plusieurs questions se posent : - Quelle APC utiliser pour générer une réponse T 

antitumorale in vivo : des mΦ ou des DC (myéloïdes ou plasmacytoïdes)? Comment générer ces 

APC ? Quel doit être leur stade de maturation ? Sous quelle forme délivrer les antigènes pour 

qu’ils soient efficacement présentés par les APC ? Nous aborderons certaines de ces questions 

dans nos travaux. 

La forme sous laquelle l'Ag sera délivré, ainsi que la maturation des APC seront 

déterminantes dans l’orientation de la réponse T générée. Les Ag doivent être correctement 

capturés et apprêtés, et il faut activer les APC de sorte qu’elles produisent les signaux (cytokines, 

molécules de costimulation) qui induiront une réponse de type Th1 et des CTL. Les mécanismes 

conduisant à cette activation ne sont pas encore entièrement connus et semblent délicats à 

maîtriser. En effet, une activation trop forte des effecteurs peut induire l'AICD (Activation-

Induced Cell Death), si elle est trop faible, cette activation peut induire des lymphocytes Treg, 

plutôt que des lymphocytes T effecteurs. L’utilisation de peptides pour la vaccination est une 

piste intéressante. Leur disponibilité et la facilité de leur utilisation ont permis rapidement leur 

utilisation en clinique dans les cancers pour lesquels des Ag tumoraux partagés ont été identifiés. 

La plupart des protocoles de vaccination avec des peptides concernent le mélanome. A côté des 

stratégies utilisant des peptides, qui seront restreintes aux tumeurs pour lesquelles des Ag sont 

connus, il est envisageable d’utiliser les cellules tumorales entières comme source d’Ag. En 

sachant que les cellules entières pourront fournir des signaux soit inhibiteurs soit activateurs, il 

faudra alors ajouter un signal supplémentaire fort de maturation des APC pour activer une 

réponse T efficace, et juguler un éventuel effet inhibiteur. C'est l'intégration des signaux reçus 

qui va permettre l'expression par les APC des molécules qui permettront l'activation des 

lymphocytes T.  

1 Utilisation de peptides 

L’utilisation de peptides est assez fréquente dans les essais cliniques de vaccination 

antitumorale(Figdor et al., 2004). Dans certains types de protocoles, les peptides sont injectés 

directement chez le patient avec éventuellement une mobilisation des DC par une injection de 
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GM-CSF (Disis et al., 2002; Slingluff et al., 2003). Dans d’autres cas, ils seront utilisés pour 

pulser des DC générées ex vivo, le plus souvent générées à partir de monocytes. La maturation 

des DC pulsées ex vivo avec ces peptides est induite avec des cytokines ou des adjuvants. Un Ag 

comme MAGE, partagé par plusieurs types de cancers, peut être utilisé dans le traitement du 

mélanome, mais aussi dans celui du carcinome gastrointestinal (Sadanaga et al., 2001).  

Les différents types de peptides 

Grâce aux technologies de l’immunologie réverse, de nombreux peptides tumoraux 

s’associant à différentes molécules HLA ont été identifiés, nous les avons décrits précédemment. 

Afin d’améliorer l’efficacité de la vaccination peptidique, des modifications de ces peptides sont 

proposées, et des peptides hétéroclitiques sont synthétisés à partir d’un peptide « sauvage » peu 

immunogène. En effet, l'immunogénicité d'un peptide dépendrait non seulement de son affinité 

mais également de sa constante de dissociation d’avec la molécule HLA (van der Burg et al., 

1996). Les peptides hétéroclitiques activent plus efficacement les lymphocytes T (England et al., 

1995), et induisent une cross-réactivité avec le peptide normal. Le peptide hétéroclitique permet 

un signal 1 fort nécessaire à l’activation des lymphocytes T qui une fois activés peuvent lyser les 

cellules qui présentent le peptide moins immunogène (Dyall et al., 1998; Scardino et al., 2002). 

Des essais précliniques montrent qu’un peptide hétéroclitique peut générer des clones T qui 

reconnaissent le complexe peptide-CMH avec des affinités différentes. Les lymphocytes de forte 

avidité lyseront les cellules tumorales qui expriment le peptide normal (Dutoit et al., 2001).  

Les problèmes liés à l’utilisation de peptides 

La vaccination à l’aide peptides présente des désavantages. Les complexes HLA/peptide 

ne sont pas très stables sur les APC, et ont une faible durée de vie(Amoscato et al., 1998). Or les 

lymphocytes T naïfs nécessiteraient une activation d'environ 20 heures pour proliférer(Iezzi et 

al., 1998). De plus la durée de présentation des peptides aux lymphocytes conditionne la 

génération de lymphocytes T mémoires ou effecteurs qui n’auront pas les mêmes capacités de 

migration ni de lyse(Iezzi et al., 2001). Ce problème pourrait être résolu par l’utilisation de CPP 

(Cell Penetrating Peptides) qui permettraient une présentation d’au moins 24h par les DC(Wang 

and Wang, 2002). Par ailleurs, l’utilisation de peptides pour la vaccination présente 

l’inconvénient de cibler seulement quelques Ag qui peuvent disparaître au cours de l’évolution 

de la pathologie(Kurnick et al., 2001). Les cellules tumorales échappent alors aux CTL.  

2 Utilisation de cellules entières  

L’utilisation d’APC chargées avec des cellules tumorales entières permettrait à la fois la 

présentation de tous les Ag contenus dans cellules malignes, et une présentation d’une durée plus 
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longue sur les APC. Théoriquement la réponse antitumorale devrait être alors plus efficace, mais 

d’autres questions sont alors soulevées. En effet, pour induire la capture d'Ag provenant de 

cellules entières par les DC, les cellules tumorales doivent être préparées. Les cellules sont 

généralement soit induites en apoptose, soit en nécrose, soit opsonisées, avec des conséquences 

différentes pour la réponse immune qui sera induite. Il est difficile de définir quel mode de 

préparation sera le plus efficace en se basant sur les données de la littérature, qui décrivent des 

résultats parfois très divergents. 

Différences entre cellules apoptotiques et cellules nécrotiques  

Une des premières étapes de l’apoptose est la perte d’asymétrie de la membrane 

plasmique, avec une externalisation des phosphatidyl-sérines (PS) par la cellule qui garde son 

intégrité membranaire, suivie d’une fragmentation de la cellule en corps apoptotiques. On pense 

que dans l’organisme, les cellules apoptotiques sont rapidement phagocytées avant la nécrose 

secondaire (apoptose tardive), où les cellules perdent leur intégrité membranaire laissant 

échapper leur contenu cytoplasmique (Ren and Savill, 1998). Les cellules nécrotiques primaires 

ont des caractéristiques différentes des cellules apoptotiques. Elles grossissent, sans 

condensation de l'ADN, puis éclatent en libérant leur cytoplasme dans le milieu. Contrairement à 

l’apoptose, les caspases ne sont pas clivées dans la nécrose (Denecker et al., 2001).  

L’effet des deux types de cellules est différent sur l’activation du système immunitaire 

(Albert, 2004). Il est admis que les cellules nécrotiques induisent une réaction inflammatoire, 

tandis que les cellules apoptotiques seraient plutôt anti-inflammatoires. Ces deux phénomènes 

sont donc perçus soit comme un danger contre lequel il faut réagir (la nécrose), soit comme une 

fausse alerte qu’il faut étouffer (l'apoptose). Une question reste en suspens : les cellules en 

nécrose secondaire, ou apoptose tardive doivent-elles être considérées comme des cellules 

nécrotiques ou apoptotiques ? 

L'opsonisation des cellules nécrotiques et apoptotiques  

Les cellules nécrotiques et apoptotiques peuvent être opsonisées par des opsonines 

sériques qui faciliteront leur élimination en faisant le lien entre celles-ci et les phagocytes(Roos 

et al., 2004; Verbovetski et al., 2002). La molécule C1q joue un rôle important dans l’élimination 

des cellules apoptotiques. Ainsi, les PBL et les PMN en apoptose précoce fixent faiblement C1q 

et C5, alors qu’en nécrose, ou en apoptose secondaire, ils fixent rapidement C3 et C4, 

différemment selon le type cellulaire(Gaipl et al., 2001). De même la Mannose-Binding Lectin 

(MBL) se fixe préférentiellement aux cellules nécrotiques et aux cellules en apoptose tardive 

facilitant leur phagocytose par les macrophages(Nauta et al., 2003). D’autres molécules 

opsonisent les cellules mortes et favorisent leur reconnaissance par les phagocytes(Lauber et al., 

2004; Roos et al., 2004). Par exemple, MGF-E-8 (milk fat globule-EGF-factor 8), sécrété par les 
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mΦ, permet la liaison des phospholipides des cellules apoptotiques aux intégrines αvβ3 

exprimées à leur surface, induisant ainsi leur phagocytose (Hanayama et al., 2002). Les protéines 

surfactantes A et D peuvent également recouvrir les cellules apoptotiques ou nécrotiques(Gardai 

et al., 2003). Selon que l’on s’adresse à de la nécrose ou de l’apoptose, les opsonines mises en 

jeu pourront être différentes, modulant ainsi la capture des Ag et la qualité de la réponse induite. 

Reconnaissance et endocytose des cellules nécrotiques et apoptotiques 

Les cellules mortes peuvent être endocytées par les mΦ et les DC via divers récepteurs. 

Les récepteurs impliqués dans la fixation des cellules nécrotiques et apoptotiques sur les APC 

pourraient être différents ; une étude sur des cellules murines montre que des cellules nécrotiques 

(obtenues par chauffage) n’empêchent pas la fixation de cellules apoptotiques sur les 

macrophages. Ces cellules nécrotiques exprimeraient donc à leur surface des molécules 

spécifiques permettant leur identification par les phagocytes (Cocco and Ucker, 2001). Ces PS 

permettent la reconnaissance des cellules nécrotiques et apoptotiques et leur endocytose, par 

macropinocytose (Hoffmann et al., 2001a). Des molécules, comme CD14 (Gregory, 2000), 

CD36, phosphatidylsérines récepteur (PSR) (Hoffmann et al., 2001a), les SR A, LOX-1 (lectin-

like oxidized LDL receptor-1), CD68 et le récepteur tyrosine kinase MER(Fadok and Chimini, 

2001; Henson et al., 2001; Scott et al., 2001), sont impliquées dans la capture de cellules 

apoptotiques. CD36, αvβ3 seraient plus impliqués pour leur endocytose par les 

macrophages(Fadok et al., 1998b), alors que les DC utiliseraient plutôt αvβ5(Albert et al., 2000; 

Albert et al., 1998) ou encore le PSR(Fadok et al., 2000). CD91, via la calréticuline, induit 

également la capture de cellules apoptotiques recouvertes de surfactant, de MBL ou de C1q 

(Gardai et al., 2003; Ogden et al., 2001; Vandivier et al., 2002). Tous les récepteurs pouvant être 

impliqués ne sont pas cités. 
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Figure 8 : Molécules impliquées dans la reconnaissance des cellules apoptotiques. 
 Les cellules apoptotiques et aussi nécrotiques peuvent être opsonisées par de nombreuses molécules sériques. Les 
récepteurs à ces différentes molécules entrent alors en jeu dans la reconnaissance et la capture de ces cellules 
mortes.  

 

Les molécules libérées par les cellules apoptotiques et nécrotiques 

Les cellules contiennent dans leur cytoplasme des molécules qui peuvent jouer le rôle 

d’adjuvants endogènes. Ces molécules seront différemment libérées dans le milieu extra-

cellulaire selon que la cellule meurt par nécrose ou apoptose. Les cellules apoptotiques 

condensent leur ADN grâce à des molécules comme HMGB-1 (High Mobility Group 1 Box 1 

protein). De ce fait, lorsque les cellules en nécrose secondaire perdent leur intégrité 

membranaire, HMGB n’est pas relâchée dans le milieu (Scaffidi et al., 2002). Or HMGB, libérée 

lors de la nécrose, est impliquée dans la réponse inflammatoire. En fixant son récepteur RAGE 

(Receptor for Advanced Glycation End product) elle active la sécrétion de cytokines 

inflammatoires (Andersson et al., 2000) et joue un rôle important dans la migration des 

monocytes (Rouhiainen et al., 2004). Les cellules nécrotiques libèrent également des Heat Shock 

Proteins (HSP) (Basu et al., 2000). De plus, les cellules lors d’un stress (thermique ou chimique) 

dégradent leur ADN et synthétisent de l’acide urique qui peut être libéré par les cellules 

nécrotiques, mais pas par les cellules apoptotiques qui conservent leur intégrité membranaire 

(Shi et al., 2003). Le récepteur à cette molécule n’est pas connu, mais il représente un adjuvant 

endogène puissant.  

Les lysats  

Plutôt que des cellules entières, certains préfèrent utiliser des lysats cellulaires, le plus 

souvent fabriqués par la succession de plusieurs cycles de congélation-décongélation. Les 

cellules éclatent rapidement, en libérant leur cytoplasme. La suspension cellulaire est parfois 
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filtrée après la lyse, pour enlever les membranes (Mannering et al., 1997; Sauter et al., 2000). 

Les lysats préparés à partir de cellules vivantes pourraient contenir les protéines HMGB-1 

(Scaffidi et al., 2002) et des HSP (Basu et al., 2000; Somersan et al., 2001), mais pas d’acide 

urique(Shi et al., 2003). Ils contiennent donc potentiellement des protéines qui peuvent faire 

maturer les DC et induire une réaction inflammatoire. Les protéines contenues dans les lysats 

sont vraisemblablement internalisées par pinocytose, qui peut faire intervenir des récepteurs sur 

les APC. Ainsi, CD91 est un récepteur pour les HSP gp96, HSP 90 et 70 chez la souris(Basu et 

al., 2001). Exprimé sur les mΦ humains, CD91 leur permet d’initier la macropinocytose et 

favorise donc l’absorption de phase liquide et d’Ag solubles(Ogden et al., 2001).  

Les cellules opsonisées par les Ac 

L'opsonisation par un Ac permet une meilleure phagocytose des cellules. La partie 

constante des IgG est reconnue par les récepteurs Fc des APC, en particulier CD64 et CD32. La 

phagocytose des cellules se fait alors grâce à un mécanisme "zipper". Les cellules opsonisées par 

des Ac pourraient également activer le complément(Manches et al., 2003), qui pourrait jouer un 

rôle d’opsonine favorisant la capture de ces cellules. Lorsque des cellules tumorales sont en 

apoptose et opsonisées, les récepteurs impliqués dans leur endocytose semblent être plutôt les 

récepteurs spécifiques des cellules apoptotiques(Selenko et al., 2001).  

3 Activation et présentation par les APC 

Les molécules libérées par les cellules apoptotiques, nécrotiques, ou opsonisées, ainsi que 

les récepteurs impliqués dans l’endocytose de ces cellules moduleront la réponse immune en 

agissant sur les APC. 

Effets des cellules apoptotiques 

Les cellules apoptotiques ont plutôt un effet inhibiteur de la réponse immune. Les PS 

pourraient inhiber la maturation des DC induite par le LPS : les PS bloquent l’expression de 

CD83, des molécules de costimulation, des molécules du CMH, ainsi que la sécrètion d’IL-12 

(Chen et al., 2004b). La phagocytose de cellules apoptotiques par des mΦ induit la sécrétion des 

cytokines anti-inflammatoires comme TGF-ß, PGE2, et inhibe la production d’IL-8, IL-1ß, et 

TNF-α (Fadok et al., 1998a; Freire-de-Lima et al., 2000). Les PS semblent particulièrement 

déterminantes dans la production de TGF-ß(Huynh et al., 2002). De plus, l’interaction des 

cellules apoptotiques avec CD36 (un récepteur des PS) semble augmenter la production d’IL-10 

par les monocytes(Voll et al., 1997). Ces cytokines auront un effet inhibiteur sur la réponse 

immune.  
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Figure 9 : Modulation de la réponse immune par les molécules libérées par les cellules 
endommagées 
De (Albert, 2004). Les cellules nécrotiques et apoptotiques expriment des molécules différentes ; elles sont soit 
libérées dans le milieu (par exemple HMBG, l’acide urique) soit exprimées à la surface des cellules (les PS par 
exemple). Certaines de ces molécules favorisent une réponse pro-inflammatoire, d’autres une réponse anti-
inflammatoire. La reconnaissance par les récepteurs permet la transduction de signaux qui aboutissent à l’activation 
de la DC, la sécrétion de certaines chimiokines et cytokines, et l’expression de certaines molécules de costimulation.

 

Effets des cellules nécrotiques 

Les molécules libérées par les cellules nécrotiques ont plutôt un effet activateur. 

Certaines données suggèrent que les DC ayant capturé des cellules nécrotiques sont plus aptes à 

activer la réponse immune (Sauter et al., 2000) que les DC qui ont endocyté des cellules 

apoptotiques. L’acide urique libéré par les cellules nécrotiques active les moDC qui augmentent 

l’expression de CD80 et CD86 (Shi et al., 2003). HMGB interagit avec RAGE, et a également un 

effet activateur sur les mΦ via les TLR 2 et 4 (Park et al., 2004). Les DC, en présence de 

HMGB, maturent, sécrètent des cytokines pro-inflammatoires et de l’IL-12, favorisant ainsi la 
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génération de lymphocytes Th1 (Messmer et al., 2004). HMGB stimule aussi la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires comme TNF-α, IL-1, IL-8, MCP-1 par les cellules endothéliales 

(Andersson et al., 2000; Fiuza et al., 2003). L’ATP libéré par les cellules nécrotiques active aussi 

les DC mais diminuerait la sécrétion d’IL-12, favorisant ainsi une réponse Th2 (la Sala et al., 

2001). Les HSP, et en particulier la HSP70, provenant de cellules nécrotiques peuvent également 

faire maturer les DC (Somersan et al., 2001).  

Ces données amènent une question : si les cellules nécrotiques et lysées expriment des 

PS, pourquoi n’inhibent-elles pas les réponses immunes, comme décrit pour les cellules 

apoptotiques(Henson et al., 2001) ? Les travaux de Fadok ont montré que les membranes de 

cellules lysées avaient le même effet anti-inflammatoire que celles des cellules apoptotiques, 

alors que le lysat total a un effet pro-inflammatoire. Cependant, lorsque des inhibiteurs de 

protéases sont ajoutés aux cellules lysées, la sécrétion de TNF-α et d’IL-8 par des mΦ est 

diminuée. Les auteurs suggèrent que les protéases cytosoliques libérées lors de la nécrose clivent 

les récepteurs aux PS sur les APC, et ainsi empêchent leur effet anti-inflammatoire (Fadok et al., 

2001).  

Effets des cellules opsonisées par des molécules sériques ou par des Ac 

L’opsonisation des cellules apoptotiques par des molécules telles que C1q, MGF-8, 

GAS6, protéine S ou encore la ß2 glycoprotéine pourrrait participer à la modulation de la 

réponse lymphocytaire et au maintien de la tolérance au soi(Roos et al., 2004). iC3b peut 

également recouvrir les cellules apoptotiques facilitant leur capture par les moDC. En présence 

de cellules apoptotiques recouvertes d'iC3b, les DC maturent, perdent CCR2 et CCR5 et 

acquièrent CCR7, mais sans augmenter l’expression de CD86 ni des molécules HLA de classe 

II(Verbovetski et al., 2002). Ces DC seraient acteurs de la tolérance périphérique. Chez la souris, 

les DC de la zone marginale des follicules de la rate utilisent les récepteurs CR3 (CD11b/CD18) 

et CR4 (CD11c/CD18) pour endocyter les cellules apoptotiques. L’interaction d’iC3b avec CR3 

participe à l’inhibition de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires IL-1α, IL-1ß, IL6, et 

TNF-α, et d’IL-12. Les DC orienteraient alors la réponse vers la voie Th2(Morelli et al., 2003).  

En revanche, une endocytose médiée par les récepteurs aux parties Fc des Ig serait plutôt 

bénéfique pour l’induction d’une réponse immune. En effet, les Ac auraient pour effet de 

favoriser la cross-présentation d’Ag cellulaires(Dhodapkar et al., 2002a) et solubles(Rodriguez et 

al., 1999). Les données sur l’effet des Ac sur la maturation des DC sont cependant 

contradictoires. Dans la plupart des travaux, les auteurs ajoutent un adjuvant pour faire maturer 

les DC qui ont phagocyté des cellules opsonisées(Dhodapkar et al., 2002a; Shaif-Muthana et al., 

2000). D’autres études suggèrent que le cross-linking des récepteurs CD32(Banki et al., 2003) et 

la capture de cellules opsonisées auraient pour effet la maturation des DC chez l’homme(Selenko 
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et al., 2001) et chez la souris(Akiyama et al., 2003). Les DC peuvent alors générer des 

CTL(Akiyama et al., 2003; Dhodapkar et al., 2002a). 

Les lysats  

Les lysats peuvent contenir des molécules comme HMGB, et les HSP qui pourront avoir 

un rôle activateur sur les APC. Plusieurs travaux ont montré qu’une réponse efficace médiée par 

les lymphocytes T CD4 et CD8 pouvait être activée en utilisant des DC chargées avec un lysat de 

cellules tumorales, enrichi en HSP(Wen et al., 2002; Zeng et al., 2003).  

La cross-présentation d'Ag provenant de cellules entières  

Les cellules apoptotiques semblent donc moins aptes pour activer une réponse que les 

cellules nécrotiques. Cependant des études ont montré que des cellules apoptotiques permettaient 

une cross-présentation d'Ag par les APC. Albert et al ont montré que les DC pulsées avec des 

monocytes apoptotiques infectés par le virus de l’influenza étaient capables de cross-présenter 

des Ag(Albert et al., 1998). Cependant, dans cette étude, le virus peut jouer un rôle activateur, en 

se liant aux TLR des APC, compensant l’effet anti-inflammatoire des cellules apoptotiques. Une 

autre étude montre l’activation de lymphocytes T CD8 avec des moDC chargées avec des 

cellules apoptotiques d’une lignée de carcinome du pancréas humain maturées en présence de 

TNF-α et de PGE2 (Schnurr et al., 2002). Dans la littérature, on trouve plusieurs autres études 

qui montrent une activation efficace de CTL antitumoraux avec des DC pulsées avec des cellules 

apoptotiques (Hoffmann et al., 2001b; Kokhaei et al., 2003; Rovere et al., 1999; Shaif-Muthana 

et al., 2000) contredisant d’une certaine façon les travaux qui montrent l’effet inhibiteur des 

cellules apoptotiques. Les cellules nécrotiques pourraient être moins efficaces que les cellules 

apoptotiques dans l’activation des lymphocytes (Shaif-Muthana et al., 2000). Concernant 

l’utilisation de lysat, les données sont encore contradictoires. Une étude a montré qu’il était 

possible de générer des CTL antitumoraux à partir des lymphocytes des patients et de lysats de 

cellules tumorales autologues avec des moDC (Wen et al., 2002; Zeng et al., 2003). D'autres 

montrent que le lysat est moins efficace que les cellules apoptotiques pour induire la cross-

présentation d'Ag (Hoffmann et al., 2000; Schnurr et al., 2002), voire complètement inefficace 

(Ferlazzo et al., 2000). 

Nécessité d’activer les APC  

Les DC peuvent donc cross-présenter des Ag provenant des cellules entières, mais le 

chargement seul des DC ne suffit pas pour induire une réponse efficace. Dans certain cas, une 

tolérance pourrait être instaurée, au lieu d’une activation. En effet, la tolérance périphérique à 

certains Ag pourrait être mise en place et maintenue grâce aux DC immatures(Steinman et al., 

2000), et permettrait de rendre tolérants les lymphocytes T autoréactifs. Dans le contexte de 
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l’immunothérapie antitumorale, il est absolument nécessaire d’éviter ces DC « tolérogènes ». 

L’utilisation de DC immatures n’est pas appropriée dans l’immunothérapie 

Plusieurs études suggèrent que les DC immatures sont tolérogènes. Des essais in vivo 

chez l'homme ont été réalisés et ont montré que des DC immatures pulsées avec un peptide de la 

protéine matricielle (MP) du virus de l’influenza induisent la perte de la fonction effectrice des 

lymphocytes T CD8 et l'apparition de cellules productrices d'IL-10 CD8+ (Dhodapkar et al., 

2001). Des lymphocytes T naïfs CD4+ activés par des DC allogéniques immatures ne prolifèrent 

pas, et augmentent l'expression de CTLA-4, d’ICOS et la sécrétion d'IL-10, molécules connues 

pour intervenir dans la tolérance (Jonuleit et al., 2000). Une autre étude chez la souris montre 

l'effet tolérogène de DC immatures chargées avec des cellules apoptotiques contenant de 

l'ovalbumine. Les auteurs ont vérifié que les DC endocytaient ces cellules injectées, mais 

qu’elles ne maturaient pas in vivo. Les lymphocytes T des souris injectées avec les cellules 

apoptotiques seules ne répondaient pas à une stimulation ultérieure par l’ovalbumine, tandis que 

ceux des souris co-injectées avec du CD40L répondaient (Liu et al., 2002).   

Si le rôle tolérogène des MDC immatures semble largement admis, le rôle des PDC dans la 

tolérance est encore loin d’être clair. Les PDC jouent peut-être un rôle dans la tolérance comme 

le montrent certains articles (Gilliet and Liu, 2002; Kuwana et al., 2001; Moseman et al., 2004) 

mais rien n’est encore bien établi, il est possible qu’elles possèdent elles-aussi une certaine 

plasticité qui pourrait leur permettre d’induire des réponses T différentes selon le contexte. 

Quels adjuvants utiliser ? 

On peut penser éviter l’effet tolérogène des APC en utilisant des adjuvants. On regroupe 

sous le terme d’adjuvant différentes molécules comme des chimiokines, des cytokines, ou des 

composés bactériens (Chen, 2003). Ce sont des molécules qui vont favoriser la réponse immune, 

en agissant par exemple sur la maturation des DC, ou sur la prolifération ou l’activation des 

lymphocytes. 

Adjuvants et macrophages 

Les mΦ ont déjà été utilisés dans des thérapies antitumorales non pas pour leur capacité 

de présentation de l’Ag, mais plutôt pour leurs effets cytotoxiques (Bartholeyns et al., 1991). En 

effet, une fois activés par de l’IFNγ, ils peuvent sécréter : des anions superoxides, des peroxides 

d’hydrogènes, du NO ou encore des enzymes protéolytiques (Oberling, 1997). Ils sont appelés 

alors MAK (macrophage activated killer).  Ils pourraient cependant dans certaines conditions 

exercer des fonctions APC, ce qui a été montré dans des études chez la souris. Le lipide A 

monophosphorylé associé au squalène active les macrophages qui peuvent alors cross-présenter 

des Ag (Wijburg et al., 1998). Les macrophages peuvent aussi être activés par des ligands aux 
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TLR, comme le LPS qui les active via TLR4 (Nau et al., 2003). Le LPS est cependant trop 

toxique pour être utilisé en clinique. Mais d’autres composés, comme le CWS (Cell Wall 

Skeleton) de Mycobatrium Bovis (BCG.CWS) pourraient activer les mΦ via les TLR2 et 4 

(Azuma and Seya, 2001). 

Adjuvant, cellules dendritiques et réponse immune 

Plusieurs types d’adjuvants peuvent être utilisés dans l’immunothérapie employant les 

DC, nous n’en citerons ici que quelques uns, certains sont approuvés pour l’utilisation en 

clinique : le AS02 qui consiste de saponine QS21, et du lipide A monophosphorylé (un composé 

bactérien), et le Montanide composé d’huile minérale et d’octadécanoate de mannitol anhydre 

(Romero et al., 2002). Parmi les autres adjuvants, les cytokines ont été largement étudiées et 

utilisées seules ou en association avec des DC (Dranoff, 2004). La KLH, une protéine très 

immunogène, couplée à des peptides favorisera la réponse immune contre ces derniers 

(Timmerman et al., 2002). 

Certains adjuvants sont donc choisis pour leur action sur les DC : le TNF-α est employé 

pour la maturation des DC utilisées dans l'immunothérapie des tumeurs solides comme celles du 

pancréas, du foie, ou de la thyroïde (Stift et al., 2003). Les ligands des TLR activent aussi 

efficacement les DC. Les bactéries comme Mycobacterium bovis Bacillus Calmette Guérin 

(BCG) sont déjà utilisées dans le traitement des carcinomes de la vessie avec succès 

(Alexandroff et al., 1999). Le BCG.CWS est utilisé en clinique (Morales et al., 2001) ; il active 

les DC via les TLR2 et 4 (Azuma and Seya, 2001). Le poly [I] :poly [C12U] (produit par 

Ampligen®) induit, via le TLR3, la maturation des DC, et leur production d’IL-12, favorable à 

la réponse de type Th1 (Adams et al., 2003). Certaines équipes proposent aussi une association 

de TNF-α et de poly [I :C] pour induire la maturation de moDC chargées avec des cellules 

tumorales apoptotiques(Gregoire et al., 2003). D’autres adjuvants activant plutôt les PDC sont en 

cours d’évaluation. L’imiquimod, qui se lie au TLR7 (Bong et al., 2002; Geisse et al., 2004; 

Shackleton et al., 2004) est proposé pour le traitement de mélanomes ou de carcinomes de la 

peau. Le développement d’ODN CpG, ligands de TLR9 fait l’objet de recherches menées par 

l’industrie (Paul, 2003). Ces deux types d’adjuvants pourraient agir en partie en activant la 

sécrétion d’IFNα par les PDC (Gibson et al., 2002; Klinman, 2004) qui oriente vers une réponse 

Th1. 

D’autres adjuvants auront plutôt pour cible les lymphocytes. Par exemple, de l’IL-2 peut 

être injectée à faible dose aux patients en plus des DC chargées avec des peptides ou des lysats 

cellulaires (Slingluff et al., 2003; Stift et al., 2003). L’IL-2 favorisera la prolifération des 

lymphocytes T et activera les cellules NK et CD8. Mais elle pourrait parallèlement activer la 
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prolifération des lymphocytes Treg, ce qui serait préjudiciable pour la réponse antitumorale 

(Malek and Bayer, 2004). L'instauration d'une réponse immune dépend en effet fortement des 

cytokines présentes lors de la rencontre entre les DC et les lymphocytes T, comme nous l'avons 

évoqué précédemment.  

Dans le contexte de l’immunothérapie des cancers, il faut aussi envisager que des 

lymphocytes Treg présents peuvent entraver l’activation de nouveaux lymphocytes T. Une étude 

de Pasare et al. chez la souris a montré que l’activation des DC par les TLR4 et 9 permettait de 

juguler l’effet des Treg, par un mécanisme impliquant L’IL-6 (Pasare and Medzhitov, 2003). 

L’activation produite par un virus pourrait avoir des effets similaires (Yang et al., 2004). 

Cependant, l’activation des DC via leur TLR doit être d’une durée suffisament longue pour 

obtenir une activation des lymphocytes T en présence de lymphocytes Treg (Yang et al., 2004). 

Les données de tous ces modèles précliniques permettent donc d’envisager de nombreuses voies 

d’immunothérapie des cancers, mais il est difficile d’en tirer des conclusions définitives sur la 

meilleure stratégie à adopter. 

4 Quelques données de l’immunothérapie 

De nombreux protocoles sont testés en clinique à travers le monde et il est difficile d’être 

exautif. On peut citer deux revues regroupant différents essais : la publication de Rosenberg qui 

recence les essais de l’institut national du cancer (NCI) entre 1995 et 2004, et celle de Figdor à la 

suite du congrés à Amsterdam réunissant 240 experts en immunothérapie de plusieurs pays 

(Figdor et al., 2004; Rosenberg et al., 2004).  
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Types de cancer  Nombre d'études Pourcentage 
1- mélanome métastatic 27 40
2- carcinome renal 7 10 
3- cancer de la prostate 5 7 
4- cancers avancés 3 4 
5- cancer du col de l'utérus 3 4 
6- carcinome du foie 3 4 
7- cancer colorectal 2 3 
8- cancer gastrointestinal 2 3 
9- cancer exprimant l'Ag CEA 2 3 
10- mélanome localisé 2 3 
11- cancer du sein 1 1 
12- myélome multiple 1 1 
13- leucémie myéloïde aigue 1 1 
14- leucémie myéloïde chronique 1 1 
15- leucémie lymphoïde chronique 1 1 
16- lymphome B 1 1 
17- sarcome 1 1 
18- cancer de la vessie 1 1 
19- gliome malin 1 1 
20- mésothéliome 1 1 
21- neuroblastome 1 1 

Tableau 6: Les différents types de cancers traités par immunothérapie utilisant les DC.  
D’après les données supplémentaires de(Figdor et al., 2004). 
 

Comme le montre le tableau 6, les mélanomes sont les cancers les plus traités par 

immunothérapie à l’aide de DC, suivis des carcinomes rénaux. Les résultats du NCI confirment 

cette tendance. Il n’y a que peu d’essais dans les autres types de cancers, un seul protocole 

concerne les lymphomes B.  
 

Méthode de chargement Nombre d'études Pourcentage 

lysat cellulaire 24 38 
peptides 24 38 
transfection ARN 4 6 
protéines recombinantes 2 3 
cellules tumorales in situ 2 3 
a-galactosylcéramide 2 3 
idiotype 2 3 
fusion cellules tumorales/DC 1 2 
cellules apoptotiques 1 2 
exosomes et peptides 1 2 

Tableau 7: Modes de chargement des DC. 
D’après les données supplémentaires de(Figdor et al., 2004). 

 

Ces essais cliniques suivent des protocoles très différents les uns des autres. Pour le 

chargement des DC, on peut noter que les lysats cellulaires et les peptides sont les plus souvent 

utilisés. On peut remarquer deux études utilisant l’idiotype et une utilisant des cellules 

apoptotiques. Celles-ci sont peu utilisées du fait de leur effet tolérogène potentiel. Les cellules 
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nécrotiques et les cellules opsonisées ne sont pas du tout utilisées.  

Sur les 541 protocoles de vaccination du NCI, on peut noter que les réponses complètes 

ne représentent que 1% des cas et les réponses partielles que 2% (Rosenberg et al., 2004). 

Cependant, malgrè une absence de réponses cliniques satisfaisantes, les patients développent des 

réponses immunologiques. 

Quelques données dans le mélanome 

Dans le mélanome, il a été possible de montrer que des lymphocytes antitumoraux sont 

générés après la vaccination. Grâce aux peptides et à la technologie des tétramers, on peut 

facilement suivre l’évolution de la réponse antitumorale. L’équipe de Roméro et al. a montré que 

les patients ont initialement des lymphocytes T CD8 antitumoraux anti-Melan-A de phénotype 

naïf. Après vaccination avec le peptide additionné d’un adjuvant, les lymphocytes T 

antitumoraux présentent un phénotype « mémoire effecteur ». Ex vivo, les CTL sont capables de 

lyser des cellules de lignées qui expriment Melan-A dans un contexte HLA correct. Des résultats 

cliniques ont pu être observés : diminution ou stabilisation de la masse tumorale, mais pas de 

rémission complète (Romero et al., 2002). Une autre équipe (Coulie et al., 2002) rapporte des 

résultats semblables. Les résultats cliniques ne sont cependant pas souvent corrélés à l’apparition 

de lymphocytes T CD8 dirigés contre le peptide utilisé dans la vaccination. 

Dans les lymphomes et myélomes 

Existence de lymphocytes antitumoraux in vitro 

Dans les lymphomes, on ne dispose pas de tétramer pour montrer la présence de 

lymphocytes antitumoraux. Mais dans notre laboratoire, nous avons montré que les lymphocytes 

T antitumoraux des patients étaient capables de répondre dans des conditions favorables 

d’activation (Chaperot et al., 2000b). Dans le myélome, des lymphocytes CD8+ antitumoraux 

peuvent aussi être activés in vitro par des DC chargées avec des cellules tumorales autologues ou 

un lysat cellulaire et acquièrent des capacités cytolytiques(Dhodapkar et al., 2002b; Wen et al., 

2002). L’utilisation d’un lysat permet de générer des lymphocytes T cytotoxiques CD8+ 

spécifiques, dirigés contre l’idiotype(Wen et al., 2002). Ces données montrent donc que des 

lymphocytes antitumoraux sont présents chez les patients et qu’ils peuvent être activés pour lyser 

les cellules tumorales.  

Vaccination  

Dans les lymphomes et myélomes plusieurs protocoles de vaccination avec l’idiotype (Id) 

ont été testés. Dans les myélomes multiples, des essais cliniques ont été réalisés tout d’abord par 

injection de l’Id. Les DC étaient mobilisées grâce à une injection de GM-CSF pour certains 

patients. Pour favoriser l’induction d’une réponse lymphocytaire Th1, de l’IL-12 et le facteur M 
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du sérum autologue étaient ajoutés pour tous les patients de l’étude. Les auteurs ont observé une 

réduction du clone de cellules B malignes circulant par PCR en temps réel (Rasmussen et al., 

2003). Un protocole de phase I basé sur l’injection de moDC pulsées par l’idiotype et la KLH a 

récemment été publié dans le myélome. Il montre la génération d’une réponse humorale et 

cellulaire chez certains patients (Reichardt et al., 2003). 

Le premier essai de vaccination avec des DC pulsées avec l’idiotype a été publié par 

Hsu(Hsu et al., 1996) dans les LNHB. Les résultats étaient encourageants pour 

l’immunothérapie, avec des réponses cliniques partielles ou totales. Cette étude a été poursuivie, 

incluant 35 patients atteints de LNHB folliculaires qui présentaient des métastases. Les DC ont 

été prélevées par cytaphérèse puis pulsées avec l’Id couplé à la KLH qui sert de protéine 

« porteuse » et augmente la réponse immune anti-Id. Les auteurs ont montré qu’une réponse 

humorale était générée et que des CTL étaient activés. Ils ont observé également une régression 

de la masse tumorale dans certains cas (Timmerman et al., 2002).  

 

L'ensemble de ces résultats cliniques dans le lymphome et le mélanome suggère qu'il est 

possible d'activer une réponse efficace antitumorale. Les peptides sont les plus utilisés dans les 

protocoles de vaccination utilisant des DC. Cependant, dans le lymphome, il n'est pas possible 

d'utiliser des peptides, comme dans le traitement des mélanomes, car aucun TAA n'a pu être 

isolé, sauf la télomérase et l'idiotype. Pour pulser les APC dans une vaccination dans le 

lymphome, nous proposons donc d’utiliser les cellules tumorales entières comme source 

d’antigènes. Malgré un nombre important d’études cliniques rapportées, aucun protocole ne 

semble vraiment plus efficace qu'un autre pour l'induction d'une réponse antitumorale. Les DC 

sont souvent utilisées, mais les mΦ sont aussi capables d'activer une réponse lymphocytaire. 

Quant aux PDC, elles semblent également intéressantes. Quelle APC devrait-on utiliser 

préférentiellement pour obtenir une réponse antitumorale optimale? Quelle préparation pour les 

cellules tumorales doit-on utiliser afin de charger efficacement les APC dans un protocole 

clinique ?   

Dans une étude préliminaire, notre équipe a montré que des MDC et des MΦ fonctionnels 

pouvaient être générés dans des conditions thérapeutiques à partir des monocytes circulants des 

patients porteurs d’un LNHB(Chaperot et al., 2000a). Il nous restait à définir comment les 

utiliser dans le cadre d'une vaccination dans le LNHB. Nous avons également étendu notre étude 

aux PDC, encore peu étudiées pour leur capacité de capture de cellules entières et de cross-

prrésentation d’Ag. Les PDC sont des cellules peu abondantes dans le sang, et leur purification à 

partir du sang ne permet pas d’obtenir de grandes quantités. Pour notre étude nous avons utilisé 

une lignée de PDC obtenue à partir de cellules de leucémie à DC plasmacytoïdes(Chaperot et al., 
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2001), générée dans notre laboratoire. Grâce à ces différents outils, nous avons étudié le potentiel 

des trois types d’APC dans le contexte de l’immunothérapie des LNHB, et de la réponse 

antivirale.  
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O b j e c t i f s  d u  t r a v a i l  

Parmi plusieurs protocoles possibles de vaccination, nous avons choisi de générer et de 

charger les APC ex vivo, avec des cellules entières de lymphomes B. Ces APC pourraient 

ensuite être injectées chez les patients pour activer des lymphocytes T. Dans cette optique, la 

première étape a consisté à recueillir les cellules B de lymphomes, qui constituent notre source 

d’antigènes, à partir de biopsies d'organes lymphoïdes envahis. Travaillant en collaboration avec 

le service d’hématologie du CHU, nous avons eu accès aux biopsies qui nous ont été données 

avec le consentement éclairé des patients. Nous avons commencé par valider les techniques de 

séparation de cellules B de lymphome et de préparations des cellules B utilisables en clinique 

(Article 1). Nous nous sommes attachés à montrer que les cellules tumorales selon leur 

préparation (induction en nécrose, ou en apoptose, ou opsonisation par le Rituximab) sont 

phagocytées par les APC (macrophages et moDC). Puis nous avons étudié la cross-présentation 

des Ag contenus dans les lymphocytes B par les APC dans un modèle allogénique de cellules 

infectées par le virus de l'influenza puis dans un modèle autologue de réponse antitumorale 

(Article 2). Enfin nous avons amorcé une étude semblable sur les PDC. Sont-elles capables, elles 

aussi, de capturer du matériel provenant de cellules entières et d’en cross-présenter les Ag aux 

lymphocytes T (Article 3)?  

 

 

A côté de ces travaux qui seront détaillés, le laboratoire a développé d'autres projets de 

recherches qui sont présentés en annexe. Nous avons étudié les mécanismes d'action du 

Rituximab (Article 4), l'utilisation d'anticorps anti α-Gal en immunothétapie (Article 5), et la 

caractérisation de la lignée GEN2 (Article 6).  
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A r t i c l e  1  :  P u r i f i c a t i o n  d e  c e l l u l e s  B  p o u r  

c h a r g e r  l e s  c e l l u l e s  p r é s e n t a t r i c e s  

d ’ a n t i g è n e s .   

Introduction et objectifs : Le principe des nouvelles approches d’immunothérapie dans 

le cancer est de solliciter in vivo une réponse immunitaire antitumorale en injectant des cellules 

présentatrices d’antigènes chargées in vitro avec des antigènes tumoraux. Dans plusieurs types 

de cancers, des peptides tumoraux sont utilisés. Dans le cas du lymphome B, on ne connaît pas 

d'antigène tumoral facilement accessible et largement exprimé. L’utilisation de la cellule 

tumorale entière peut représenter dans ce cas une alternative et être une source d'antigènes 

tumoraux. Dans l'objectif d'une mise point d'un protocole clinique, l'obtention d'une grande 

quantité de cellules tumorales B purifiées dans des conditions utilisables en thérapeutique est 

nécessaire. Dans un deuxième temps, il est nécessaire de définir le type de traitement (apoptose, 

nécrose, opsonisation, …) qui sera utilisé pour les préparations cellulaires vaccinales. 

Méthodes : Le système de séparation commercialisé par NEXELL (ISOLEX 300SA) 

déjà validé pour un usage en clinique a été utilisé. Nous avons mis au point une technique de 

séparation négative qui utilise des anticorps anti-CD2 et des billes magnétique. Le dispositif 

consiste en un circuit clos de poches reliées entre elles, permettant de travailler dans des 

conditions stériles. Plusieurs préparations de cellules tumorales ont été obtenues selon les 

stratégies suivantes ; chauffage pour l'obtention de cellules nécrotiques, congélation-

décongélation suivie d’une filtration pour le lysat cellulaire, irradiation γ pour les cellules 

apoptotiques, et incubation avec le Rituximab (anti-CD20 déjà utilisé en clinique) pour opsoniser 

les cellules. 

Résultats : Le système ISOLEX permet de travailler avec des grandes quantités de 

cellules (en moyenne 590 millions) et d'enrichir la suspension cellulaire en cellules B de 

lymphome. Nous obtenons un rendement moyen de 74%. La pureté obtenue est de 87% contre 

52% avant la séparation. Nous avons ensuite mis au point les conditions de préparation des 

suspensions cellulaires compatibles avec un usage clinique : nécrose (chauffage 45 min à 56°C), 

apoptose (irradiation γ à 45 Gy puis incubation pendant 18 heures), opsonisation (Rituximab à 



 65

1μg/ml), lysat cellulaire (5 cycles de congélation/décongélation). Nous avons ensuite montré que 

les cellules nécrotiques, apoptotiques, et opsonisées étaient phagocytées par des macrophages. 

Conclusion : Des suspensions cellulaires enrichies en cellules tumorales peuvent être 

obtenues à partir de biopsies ganglionnaires et spléniques en utilisant le système de séparation 

ISOLEX. Les cellules tumorales purifiées peuvent être induites en nécrose, apoptose, et 

opsonisées et sont phagocytées ensuite par les cellules présentatrices d’antigènes.  
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Résultats complémentaires et discussion 

Identification des cellules contaminantes 

La technique de séparation des cellules B repose sur une sélection négative des cellules 

qui expriment la molécule CD2. Cependant à la fin de la séparation il reste un certain 

pourcentage de cellules contaminantes que nous avons voulu identifier. Alors que le marquage 

CD2+ est fort et homogène sur les cellules avant purification (figure R1A), les résultats ont 

montré que les cellules contaminantes étaient des lymphocytes T CD3+ qui exprimaient 

faiblement la molécule CD2 (Figure R1B). Cette faible expression n'a pas permis une rétention 

assez forte sur les billes pour éliminer ces cellules. Un second passage sur les billes pourrait 

peut-être améliorer la pureté de la suspension finale mais au détriment du rendement. 

A B 

  
Figure R1: Phénotype des cellules avant séparation (A) et après séparation (B). 
Avant séparation, les cellules sont marquées avec un Ac secondaire anti-souris IgG afin de détecter les cellules 
ayant fixées le CD2. Après séparation, les cellules sont marquées par un CD3 couplé au FITC, et un CD2 
couplé au PE. Les cellules contaminantes apparaissent CD3 + et CD2 faible.  
  

Préparation des cellules B et Paramètres de phagocytose 

Les caractéristiques de l’apoptose induite 

Cinétique d’induction d’apoptose 

Pour l'obtention des cellules apoptotiques, les cellules sont irradiées à 45 Gy puis 

incubées à 37°C pendant 18 heures. Nous avons étudié la répartition des cellules en apoptose 

précoce et en nécrose secondaire en suivant la cinétique de fixation de l'Annexine V (An) sur les 

phosphatidylsérines et de l'incorporation de l'Iodure de Propidium (IP, un intercalant de l’ADN) 



 67

(Figure R2A). Les cellules vivantes (An-/IP-) diminuent au cours du temps après irradiation 

(Figure R2B). A partir de 2 heures d'incubation, nous observons une augmentation du 

pourcentage des cellules qui fixent l'An à la surface et gardent leur intégrité membranaire 

(cellules An+/IP-). Ce sont des cellules en apoptose précoce. Ce pourcentage atteint une valeur 

plateau d'environ 10 % entre 2 et 4 heures, tandis le pourcentage des cellules An+/IP+ augmente 

de façon constante, ce sont des cellules dites en nécrose secondaire. Les cellules B de 

lymphomes induites en apoptose par irradiation à 45 Gy ne restent donc pas longtemps au stade 

d’apoptose précoce et perdent rapidement leur intégrité membranaire.  

 

A B 

 

 
Figure R2 : Evolution des différentes populations cellulaires lors de l’apoptose.  
(A) Dot plot représentant les différentes populations cellulaires. Les cellules sont marquées à l'Annexine V (An) 
et à l'Iodure de Propidium (IP), un intercalant de l'ADN. Les cellules vivantes sont An-/IP-, les cellules en 
apoptose précoce sont An+/IP-, et les cellules en nécrose secondaire An+/IP+. (B) Cinétique d'apoptose. Les 
cellules ont été irradiées à 45 Gy puis incubées à 37°C pendant 2, 4 ou 6 heures, puis marquées à l’Annexine V 
et à l’Iodure de Propidium. (résultat représentatif de deux expériences) 

 

Implication des caspases 

Nous avons ensuite confirmé que l’irradiation γ entraînait bien un processus apoptotique 

par la mise en évidence du clivage des caspases potentiellement impliquées. Dans la figure R3, 

nous montrons que l’irradiation des cellules tumorales de lymphomes entraîne le clivage de la 

caspase-9 et de la caspase-3 contrairement au traitement induisant la nécrose ou à celui utilisé 

pour obtenir des lysats cellulaires. Les cellules Jurkat traitées dans des conditions similaires et en 

présence de Fas sont utilisées comme contrôles. Pour la condition témoin des cellules du patient 

« Leo », on peut remarquer un faible un clivage de la caspase-9, dû vraisemblablement à de 

l’apoptose spontanée.  
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Figure R3 : Clivage des caspases 9 et 3 dans les différentes préparations cellulaires.  
Les cellules tumorales d’un patient (Leo) et de la lignée Jurkat sont soit : non traitées (Te), incubées avec un Ac 
anti-Fas (7C11), irradiées à 45Gy, induites en nécrose par chauffage à 56°C pendant 45min, ou lysées par 5 
cycles de congélation-décongélation puis filtrées. L’expression des caspases 9 et 3 a été examinée par Western 
Blot. 

 

Les paramètres de l’opsonisation 

Nous avons déterminé que 1 µg/ml est une concentration de Rituximab suffisante pour 

obtenir une bonne opsonisation des cellules tumorales. Nous voulions ensuite vérifier la stabilité 

de la fixation de l’anticorps sur sa cible. Après incubation avec le CD20, nous avons incubé les 

cellules opsonisées pendant 1, 2 et 3 heures à 37°C en milieu puis révélé la présence de l’anti-

CD20 avec un anticorps secondaire. Les résultats présentés dans la figure R4 montrent que 

l’intensité du marquage anti-CD20 diminue constamment dès 1h en conservant malgré tout un 

niveau important de molécules fixées (MFI ≥ 150). D’après des résultats récents(Teeling et al., 

2004), cette diminution s’expliquerait par une dissociation de l’anticorps sur sa cible. Cette 

dissociation du Rituximab est importante dans le cadre des mécanismes d’action in vivo de 

l’anticorps injectés et en particulier pour les mécanismes de cytotoxicité dépendante du 

complément (CDC) et de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) comme nous 

l’avons montré in vitro dans une étude récente(Manches et al., 2003). Dans notre étude où 

l’endocytose des cellules opsonisées par les cellules présentatrices d’antigènes aurait lieu in 

vitro, ce phénomène ne devrait pas avoir d’incidence sur le niveau de phagocytose. 
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Figure R4 : Stabilité de l’opsonisation.  
Les cellules de 3 patients sont opsonisées en milieu 10% SVF avec l’anti-CD20 (Rituximab). Après lavage, elles 
sont incubées pendant 1, 2, ou 3h à 37°C. Le CD20 est ensuite révélé par un marquage secondaire avec un Ac 
anti-IgG humaines. Les moyennes de fluorescence (MFI) sont obtenues en soustrayant la moyenne de 
fluorescence du témoin (cellules sans Ac primaire). 

 

Les paramètres de la phagocytose 

Récepteurs impliqués et influence du sérum 

L’analyse en microscopie optique des macrophages montre des images de phagocytose 

des cellules traitées. Les cellules B apparaissent comme contenues dans une vésicule, qui est 

appelée phagosome en théorie. Ce phagosome fusionnera avec des lysosomes, vésicules chargées 

d’enzymes protéolytiques qui dégraderont les cellules tumorales. Ce mécanisme est initié par 

l’interaction de récepteurs avec leurs ligands. Les récepteurs qui peuvent le mieux induire la 

phagocytose des cellules opsonisées par des anticorps sont les récepteurs aux IgG : les molécules 

CD16 (FcγRIII), CD32 (FcγRII), et CD64 (FcγRI) exprimées toutes les trois par les 

macrophages. Cependant, tous les récepteurs Fc ne sont pas inducteurs de la phagocytose ; 

FcγRIIB a un effet inhibiteur sur la phagocytose via FcγRIIA en particulier, mais influence 

moins l’internalisation via les autres récepteurs(Hunter et al., 1998).   

Nous avons observé que selon le sérum utilisé, la phagocytose était plus ou moins importante 

(Figure R5).  
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Figure R5 : Phagocytose par le macrophage dans des sérums différents.  
Les cellules sont préparées puis incubées avec les macrophages pendant 3 heures, en milieu 10% SVF ou 10% 
SH décomplémenté. La phagocytose est évaluée par un comptage au microscope optique. (expérience 
représentative de 2 expériences) 
 

En effet, en sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté, la phagocytose des cellules 

opsonisées est plus importante qu’en sérum humain (SH) décomplémenté. La diminution de la 

phagocytose de cellules opsonisées pourrait être expliquée par la présence d’IgG humaines qui se 

fixeraient sur les récepteurs Fc, bloquant ainsi la reconnaissance des cellules opsonisées. Nous 

avons montré par des expériences d'inhibition, que les récepteurs responsables de l'internalisation 

sont différents suivant le sérum utilisé (Figure R6). Dans les deux types de sérum, le CD16 de 

faible affinité pour les IgG ne semble pas être impliqué dans la phagocytose. Alors que le CD64 

joue un rôle prédominant lorsque les expériences sont réalisées en SVF, en SH, c'est la 

phagocytose via CD32 qui est plus importante. Le CD64 a une forte affinité pour les IgG 

humaines. Lorsque les macrophages sont mis en milieu RPMI 10% SH, les molécules CD64 

seraient rapidement bloquées par les IgG humaines. La partie constante du CD20 ne pourrait 

donc pas accéder à ces récepteurs saturés. Il reste donc à la surface des macrophages les 

molécules CD32 fonctionnelles, de moyenne affinité pour les IgG qui joueraient alors un rôle 

prépondérant. En SVF, il n'y a pas cette compétition et la partie constante du Rituximab peut lier 

le récepteur de forte affinité CD64 en priorité.  
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Figure R6: Inhibition de la phagocytose des cellules opsonisées.  
Les cellules sont opsonisées par le Rituximab, lavées, puis incubées pendant 3 heures à 37°C avec les 
macrophages, en RPMI avec 10% de sérum humain (SH) ou de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémentés, en 
absence ou en présence d’Ac bloquant anti CD16, CD32 et CD64 à une concentration de (5µg/ml). La 
phagocytose est évaluée en microscopie optique. Puis le taux d’inhibition est calculé de la façon suivante : (% de 
phagocytose sans Ac - % de phagocytose avec Ac)/% de phagocytose sans Ac * 100. Ces résultats sont les 
moyennes de deux expériences.  

 

Pour les autres types de cellules (nécrotiques ou apoptotiques) les molécules impliquées 

dans la phagocytose sont différentes. Pour les cellules apoptotiques, les molécules αvß3, et 

CD36 pourraient être impliquées(Fadok et al., 1998b). Les cellules apoptotiques et vivantes sont 

peu phagocytées par les macrophages en SVF comme en SH. En revanche, la phagocytose des 

cellules nécrotiques semble aussi être diminuée en SH (résultats non montrés). CD36 et αvß3 

pourraient se complexer avec d'autres molécules comme la trombospondine et ainsi être 

bloquées(Moodley et al., 2003). 

Conclusion  

Nous avons donc mis au point une technique de séparation des cellules B de lymphomes, 

et plusieurs préparations de cellules tumorales pour obtenir des cellules apoptotiques, 

nécrotiques ou opsonisées compatibles avec un usage en clinique. Il nous faut maintenant étudier 

la capture de ces cellules par les DC et les macrophages, puis la capacité de ces APC à cross-

présenter des Ag tumoraux afin de comparer l’efficacité des deux types d’APC et l’utilisation 

des différentes préparations dans  la cross-présentation. Nous pourrons ainsi définir plus 

précisément quelle APC et quelle préparation cellulaire seraient les plus adaptées à 

l’immunothérapie dans le lymphome.  
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A r t i c l e  2  :  L e s  c e l l u l e s  e n t i è r e s  

p e r m e t t e n t  l a  c r o s s - p r é s e n t a t i o n  d ’ A g  

a s s o c i é s  a u x  t u m e u r s  

Introduction et objectifs : Malgré les progrès en chimiothérapie et en radiothérapie, 

certaines formes de lymphomes sont résistantes aux traitements classiques. Des stratégies 

d’immunothérapie utilisant des cellules présentatrices d’antigènes (APC) ont été proposées aux 

patients résistants aux traitements. Les APC jouent un rôle clef dans l’initiation de la réponse 

immune. Cellules sentinelles, elles sont capables de capturer et de présenter les antigènes pour 

activer les lymphocytes T naïfs. Dans l’optique d’une application clinique, nous avons étudié la 

possibilité d’utiliser des cellules présentatrices d’antigènes (macrophages et cellules 

dendritiques) pulsées avec des cellules entières de lymphomes B traitées de différentes façons 

afin de générer une réponse antitumorale dans le lymphome B non Hodgkinien. 

Méthodes : Nous avons étudié la phagocytose de cellules B tumorales, préparées comme 

précédemment décrit(Lui et al., 2004), par les APC en cytométrie en flux et en microscopie 

optique. Pour étudier la présentation d'Ag aux lymphocytes T CD8+, nous avons ensuite mis en 

place deux modèles : un modèle allogénique utilisant le virus de l’influenza pour étudier la cross-

présentation d’antigènes viraux provenant de cellules B infectées, et un modèle autologue 

utilisant une lignée cellulaire dérivée des cellules tumorales primaires n’exprimant pas les 

molécules HLA afin de montrer la cross-présentation d'Ag tumoraux. La présentation aux 

lymphocytes CD8 est évaluée grâce à un dosage d’IFNγ. 

Résultats : Les APC endocytent de façon différente les cellules B. Les macrophages sont 

bien plus efficaces dans la phagocytose de cellules tumorales entières que les DC. La cytométrie 

en flux est plus performante que la microscopie optique pour mesurer la phagocytose car elle 

permet de visualiser à la fois la capture de cellules entières mais aussi la capture de fragments 

cellulaires plus petits, non visibles en microscopie optique. Les cellules opsonisées sont les 

mieux phagocytées par le macrophage et la cellule dendritique. Les cellules vivantes non 

opsonisées peuvent servir également de source d’Ag, de même que les cellules nécrotiques ou 

apoptotiques. Les dosages d’IFNγ secrété par les lymphocytes CD8 montrent que les cellules 
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dendritiques cross-présentent les antigènes des lymphocytes B vivants, apoptotiques, et 

opsonisés mais pas ceux provenant des cellules nécrotiques. Quant aux macrophages, ils ne 

cross-présentent pas d’Ag quelle que soit la préparation des cellules B. 

Conclusion : Nos résultats réalisés in vitro sont donc en faveur de l’utilisation des DC en 

immunothérapie. Nous avons également étudié la possibilité d’employer les mΦ, mais ceux-ci se 

sont révellé être peu efficace pour la cross-présentation d’Ag, et ne sont donc pas recommandés 

dans le cadre d’une induction d’une réponse lymphocytaire CD8+. Pour le chargement des DC, 

contrairement aux cellules nécrotiques, les cellules apoptotiques, opsonisées et même non 

préparées permettent la cross-présentation d’Ag tumoraux par le DC et représentent des sources 

potentielles d’Ag tumoraux pour les DC.  

.  
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Résultats complémentaires et discussion  

Les paramètres de la phagocytose 

Stabilité du marquage PKH26 

Pour étudier de façon plus précise l’endocytose de matériel de lymphocytes B par les 

APC, nous avons choisi de marquer nos cellules malignes avec un marqueur membranaire 

fluorescent le PKH26, molécule hydrophobe qui s’insère dans la bicouche lipidique des 

membranes. Avant d’utiliser les cellules marquées au PKH26, nous avons vérifié la stabilité du 

marquage après le chauffage, et l'induction de l'apoptose (figure R7). Les cellules sont marquées 

par le PKH26, avant de subir les différentes préparations. Après chauffage à 56°C pendant 45 

minutes, ou irradiation suivie d’une incubation à 37°C pendant 18 heures, les cellules 

apoptotiques et nécrotiques restent marquées avec la même intensité de fluorescence que les 

cellules qui n’ont pas subi de traitement. Ce marquage permet de montrer une capture de 

membrane non visible en microscopie optique. 

 

 
Figure R7 : Stabilité du marquage au PKH 26 après traitement.  
Les cellules de lymphomes sont soit -non marquées (notées B PKH 26-), -marquées au PKH26 (notées B 
PKH26+, elles correspondent aux cellules T0) selon le protocole du fabricant. Les cellules sont ensuite soit 
chauffées à 56°C pendant 45 minutes, pour les cellules nécrotiques, ou irradiées puis incubées pendant 18 heures 
à 37°C, pour les cellules apoptotiques. La fluorescence est ensuite analysée par cytométrie en flux.  
 
 

Les différentes voies d’endocytose 

Les cellules présentatrices d'antigènes sont capables d’endocyter, c’est-à-dire 

d’internaliser des antigènes solubles ou particulaires. Cette endocytose peut avoir lieu, selon 

plusieurs modes : la pinocytose et la phagocytose. La pinocytose est la voie qui permet l’entrée 

de liquide ou d’antigènes solubles dans la cellule. La phagocytose met en jeu le cytosquelette 

d’actine et permet la capture de particules. Les récepteurs jouent un rôle important dans la 

phagocytose des pathogènes, pour leur reconnaissance et l’induction de leur internalisation, en 
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guidant la formation des pseudopodes autour de la particule à ingérer, mécanisme dit 

« zipper »(Swanson and Baer, 1995). Dans ce travail, nous avons considéré que la voie 

d’endocytose utilisée par les macrophages et les cellules dendritiques était de la phagocytose en 

raison de la nature des éléments à endocyter (des cellules). Cependant, la démonstration de 

l’endocytose de matériel cellulaire de cellules non traitées par les MØ et les DC ainsi que 

l’observation microscopique en fluorescence révélant la capture de matériel cellulaire sous forme 

vésiculaire plus ou moins importante rappelle un phénomène appelé « nibbling » ou 

« grignotage » décrit pour les DC(Harshyne et al., 2001). Ce processus a été décrit dans plusieurs 

systèmes et correspond à une capture de matériel cellulaire par des cellules dendritiques à partir 

de cellules vivantes par un mécanisme encore mal compris(Harshyne et al., 2001; Russo et al., 

2000). Contrairement à d’autres(Harshyne et al., 2001), nous montrons dans cette étude que les 

macrophages sont aussi capables d'acquérir des fragments de membrane de cellules B. La 

comparaison est cependant difficile en fonction des systèmes utilisés. En effet, la nature 

lymphoïde et les capacités potentielles d’endocytose des cellules tumorales de lymphomes 

rendent notre système tout à fait particulier. Récemment, l’équipe de Harshyne a montré que les 

SRA jouaient un rôle dans ce phénomène(Harshyne et al., 2003). Notre étude pourrait se 

poursuivre en identifiant les molécules impliquées dans ce transfert de membrane entre 

macrophages, DC et cellules B.  

L’endocytose de matériel cellulaire à partir des cellules tumorales « préparées » est plus 

attendue, mais le phénomène de grignotage pourrait aussi être impliqué en particulier pour les 

DC. Pour les cellules apoptotiques, l’apoptose induit à la surface de la cellule des molécules 

spécifiques de la mort cellulaire qui favorisent leur reconnaissance et le « grignotage » par les 

APC. Dans cette hypothèse ce serait les récepteurs aux phosphatidylsérines qui entreraient en 

jeu, ou d’autres récepteurs qui sont nombreux (présentés dans l’introduction), comme αvß5 ou 

CD36. L’internalisation de fragment de membrane des cellules B opsonisées pourrait se faire 

peut-être via les récepteurs aux Fc. Les DC générées à partir de monocytes n’expriment que le 

CD32(Banki et al., 2003; Chaperot et al., 2000a)(résultat non montré). Il est probable que 

d’autres récepteurs interviennent aussi, et permettent non pas la phagocytose mais le 

« grignotage » de cellules opsonisées. Une expérience d’inhibition à l’aide d’anticorps bloquants 

pourrait permettre de déterminer le(s) récepteur(s) d’intérêt. 

Effets de la capture des cellules B sur le phénotype des DC et 

macrophages 

Il a été décrit que l’activation ou la maturation des cellules présentatrice d’antigènes 
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pouvait être modulée après incubation avec certaines préparations cellulaires(Chen et al., 2004b; 

Rovere et al., 1998; Sauter et al., 2000; Selenko et al., 2001). Nous avons voulu savoir si l’on 

retrouvait ces observations dans notre modèle. Après incubation pendant 24 heures avec les 

différentes préparations de lymphocytes B malins, les DC et les macrophages ont été marqués 

pour étudier l’expression de marqueurs d’activation.  

Activation des macrophages 

La figure R8 montre les phénotypages réalisés sur les macrophages dans différentes 

conditions. Par rapport aux macrophages cultivés en milieu, l’expression de HLA-I et de HLA-

DR n’augmente pas en présence de cellules B quelle que soit la préparation des cellules B. Pour 

les molécules de costimulation, il n’y a pas de modification marquante de l’expression de CD40 

et de CD8O. L’expression du CD86 semble diminuer un peu en présence de cellules nécrotiques 

et apoptotiques, et plus fortement en présence de cellules B vivantes.  

En présence de cellules B, les macrophages ne semblent donc pas être activés. Il n’y a pas 

augmentation de leur capacité de présentation d’Ag par une augmentation d’expression des 

molécules du CMH de classe I et II, ni de leur capacité à activer les lymphocytes T par 

l’expression des molécules de costimulation en particulier de CD40. En revanche on peut 

remarquer une diminution de l’expression de CD86 en présence de cellules vivantes. Il y a peut-

être là un effet inhibiteur des cellules vivantes de lymphomes B sur les macrophages. Il faudrait 

faire d’autres expériences pour vérifier ces résultats et évaluer l’effet de la diminution de CD86 

sur l’activation des lymphocytes T.  



 77

 

Figure R8: Effet des différentes préparations cellulaires sur les macrophages.  
Les MØ sont obtenus à partir de monocytes. Les MØ et les cellules B de patients, préparées comme précédemment décrit, 
sont incubés pendant 24 heures, à une concentration de 1*106 cellules/ml. Les cellules sont ensuite marquées avec des Ac 
puis l’analyse en cytométrie de flux est faite sur les macrophages qui se distinguent des lymphocytes grâce à leur taille et 
granularité. Ces résultats sont les moyennes de 2 expériences avec des cellules B et des macrophages de patients et de 
donneurs différents. 

 

Les macrophages influencent la réponse lymphocytaire T générée par les cytokines qu’ils 

sécrètent. Dans une étude(Anderson and Mosser, 2002) chez la souris, les auteurs montrent en 

effet que des macrophages pulsés avec l’ovalbumine sous forme soluble induisaient des 

lymphocytes Th1 tandis que sous forme de complexes immuns, ils généraient des lymphocytes 

Th2. L’engagement des récepteurs Fc semblent donc favoriser une réponse Th2. Ils ont 

également montré que les cytokines, comme l’IL-12 et l’IL-10, étaient impliquées dans 

l’orientation Th1 et Th2 respectivement. D’après les travaux de Fadock et al., les cellules 

apoptotiques auraient un effet anti-inflammatoire et induiraient la production de prostaglandine 

E2, TGF-ß et de PAF (platelet-activating-factor) par les macrophages(Fadok et al., 1998a). Nous 

avons fait deux expériences de dosage de cytokines, pour déterminer le profil des cytokines 

sécrétées, mais nous n’avons pas pu obtenir de résultats significatifs.  

Pour maîtriser l’immunothérapie, il est important de connaître quel type de réponse 

immune les macrophages vont induire, et leur capacité à recruter les autres cellules de 

l’immunité, les lymphocytes T ou des cellules de l’immunité innée comme les cellules NK ou les 

monocytes, de même que leur capacité de migration vers le ganglion, grâce à l’expression de 

CCR7. Il serait donc important de compléter cette étude par le dosage de cytokines comme l’IL-

12, l’IL-10, TGF-ß, de chimiokines comme CCL18 qui attire les lymphocytes naïfs(Adema et 

al., 1997). D’autre part, il nous faudrait par la suite tester les effets de la préactivation des 

macrophages en présence d’interféron γ sur leurs capacités de phagocytose et de présentation 

d’antigène. 
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Activation des cellules dendritiques 

Nous avons étudié l’expression de la molécule de costimulation CD40, et de CD83, 

marqueur de la maturation des DC en coculture avec les différentes préparations de cellules B, 

en présence de CD40L et en milieu (Figure R9). Les DC en présence de cellules B seules ne sont 

pas activées : il n’y a pas d’augmentation marquante de l’expression de CD83 ni de CD40. En 

présence de CD40L, les DC maturent avec une augmentation de CD40 et de CD83 quelle que 

soit la préparation des cellules B. La présence des cellules B ne modifie donc pas la maturation 

des DC.  

 

 
Figure R9 : Phénotypage des DC après incubation avec les cellules B.  
Les DC sont générées à partir de monocytes en présence d’IL-4 et de GM-CSF. Les cellules de lymphomes sont 
préparées comme décrit précédemment et mises en culture pendant 24 heures en présence de DC (1*106 
cellules/ml) dans un rapport DC/B=1/5. Les DC sont ensuite marquées avec les Ac puis les résultats sont 
analysés par cytométrie en flux. Les moyennes de fluorescence ont été obtenues sur la population de DC isolée 
grâce à leur taille et granularité. Cette expérience a été faite deux fois. L’absence de maturation en présence des 
différentes préparations de cellules B, et l’activation des DC en présence du CD40L sont reproductibles d’une 
expérience à l’autre. 

 

Une étude montre que le cross-linking de CD32 grâce à des Ac immobilisés permet la 

maturation des moDC par la voie NF-κb (Banki et al., 2003). Nous n’avons pas observé de 

maturation des DC en présence des cellules B opsonisées. La différence provient peut-être de 

l’utilisation d’anticorps anti-CD32, qui donne un signal différent des cellules opsonisées. En 

revanche notre étude corrèle avec les résultats de Dhodapkar (Dhodapkar et al., 2002a) qui 

montre que la phagocytose de cellules de myélome opsonisées n’induit pas la maturation des DC 

générées à partir de monocytes. Nous n’avons pas pu montrer non plus d’effet activateur des 

cellules nécrotiques contrairement aux résultats de plusieurs travaux de la littérature. Les cellules 

nécrotiques ont été décrites comme étant une source d’Ag et de signaux de « danger » parce 

qu’elles expriment différentes sortes de molécules activatrices des DC. Sauter et al. ont montré 

que le surnageant de cellules nécrotiques (obtenues par 5 cycles de congélation-décongélation) 
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était capable de donner un signal de maturation(Sauter et al., 2000), contrairement aux cellules 

apoptotiques qui ne faisaient pas maturer les DC. Basu et al. proposent que les molécules 

pouvant activer les DC seraient les Heat Shock Protein (HSP), générées lors de l’induction de la 

nécrose (Basu et al., 2000), non produites lors de l’apoptose. Dans ces deux travaux, les auteurs 

induisent la nécrose par la congélation-décongélation. Dans notre étude, nous avons chauffé les 

cellules B à 56°C, température qui est trop élevée certainement pour la production de novo de 

HSP, ou les détruit si elles sont présentes dans les cellules tumorales. D’autres travaux montrent 

la synthèse et la libération de molécules comme l’acide urique, dont la production augmente 

lorsque les cellules sont abîmées et stressées par des UV ou la cycloheximide, mais pas 

lorsqu’elles sont chauffées 20 minutes à 45°C(Shi et al., 2003). L’acide urique, résultat de la 

dégradation de l’ADN par des enzymes, ne serait donc pas produit à 56°C. On pourrait penser 

que parmi les molécules libérées lors de la lyse, HMGB, molécule liant l’ADN, pourrait être 

présente dans le surnageant et activer les DC(Scaffidi et al., 2002). Les travaux ont montré que 

les cellules en nécrose secondaire ne libéraient pas cette molécule, car elle serait déjà utilisée 

dans la condensation de l’ADN lors de l’apoptose. Dans la nécrose primaire induite par 

congélation-décongélation les cellules libèrent HMGB. Les cellules chauffées deviennent 

rapidement perméables à l’IP, perdent leur intégrité membranaire au moins cytoplasmique mais 

gardent leur forme générale. Comme HMGB est une protéine nucléaire, la destruction de la 

structure cellulaire par chauffage n’est peut-être pas suffisante pour la libération de cette 

molécule, la membrane nucléaire et la structure cellulaire ne seraient pas assez endommagées. Le 

mode d’induction de la nécrose joue donc un rôle important dans l’immunogénicité des cellules. 

Le chauffage à 56°C ne permettrait donc pas la libération des molécules activatrices décrites 

dans la littérature.   

Plusieurs travaux ont montré que les cellules apoptotiques sont phagocytées par les DC, et 

certains suggèrent que cette phagocytose entraîne la maturation des DC(Rovere et al., 1999). 

Cependant la plupart des auteurs ajoutent un adjuvant pour faire maturer les DC(Albert et al., 

1998; Shaif-Muthana et al., 2000; Subklewe et al., 2001). Les cellules apoptotiques peuvent 

induire une augmentation de la sécrétion d’IL-10 in vitro(Voll et al., 1997) ou in vivo chez la 

souris(Ronchetti et al., 1999). A l’opposé, les cellules nécrotiques peuvent libérer des molécules 

comme HMGB qui induit la sécrétion d’IL-12(Messmer et al., 2004). Il serait donc intéressant de 

doser les cytokines secrétées par les DC en présence des différents populations de cellules 

tumorales pour mieux comprendre quel type de réponse est générée, pro ou anti–inflammatoire.  

La cross-présentation 

Notre étude compare la capacité des DC et des macrophages à cross-présenter des Ag 



 80

contenus dans les lymphocytes B. Les macrophages sont capables de phagocyter plusieurs 

cellules B en particulier les cellules opsonisées, mais en revanche ils ne cross-présentent pas les 

antigènes. Nous avons analysé les capacités de dégradation des cellules ingérées en fonction du 

temps en comparant les résultats provenant de l’observation microscopique et de la cytométrie 

(Figure R10). En microscopie optique, le pourcentage de phagocytose augmente jusqu’à 6h, les 

macrophages pouvant phagocyter plusieurs lymphocytes B à la fois. A 18h, on n’observe plus de 

cellules B phagocytées par des macrophages, celles-ci ayant été vraisemblablement dégradées. 

En cytométrie en flux, le pourcentage de doubles positifs augmente de façon continue jusqu'à 

18h où l’on retrouve 80% de phagocytose. Ce résultat indique que le matériel cellulaire 

provenant des lymphocytes B non visible en microscopie optique est conservé dans les MØ après 

dégradation. 

 

Figure R10: Les macrophages dégradent les cellules phagocytées.  
Les cellules B sont marquées par le PKH26 et opsonisées par le CD20, puis incubées avec les macrophages. 
Après différents temps d’incubation, une partie des cellules (A) est marquée avec le CD11b couplé au FITC pour 
marquer les macrophages, et analysée en cytométrie de flux, les cellules ayant phagocyté sont les cellules 
CD11b+/PKH26+, l’autre partie (B) est centrifugée sur des lames, et colorée en MGG. Le pourcentage de 
macrophages ayant phagocyté est alors déterminé par comptage. 
 

Les cellules B donc sont donc phagocytées et digérées par les macrophages, mais les Ag 

ne sont pas cross-présentés. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par Albert et al. (Albert 

et al., 1998). Il est possible cependant que les macrophages puissent cross-présenter des Ag après 

activation avec l’IFNγ(Houde et al., 2003). L’IFNγ a pour effet d’induire la formation de 

l’immunoprotéasome ainsi que son association avec le phagosome. Il serait intéressant de voir si 

les macrophages pulsés avec des cellules de lymphomes et activés avec l’IFNγ peuvent cross-

présenter des antigènes viraux et tumoraux et quel type de réponse immune ils engendrent.  

Concernant les cellules dendritiques, nous avons montré que les DC pouvaient cross-

présenter aux lymphocytes T CD8+, les Ag viraux et tumoraux provenant de cellules vivantes, 

opsonisées et apoptotiques mais pas de cellules nécrotiques. Il semblerait que le traitement par 
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chauffage empêche les protéines des cellules nécrotiques d’être cross-présentées, peut-être parce 

qu’elles ne peuvent emprunter la voie de la cross-présentation, du fait de la dénaturation causée 

par la chaleur. Compte tenu du mode d’induction de la nécrose et du mode de génération des DC, 

notre étude corrèle avec une autre étude où les cellules nécrotiques de mélanome sont induites en 

nécrose par chauffage(Shaif-Muthana et al., 2000). Cette étude montre aussi que les DC pulsées 

avec des cellules nécrotiques sont moins efficaces que les cellules apoptotiques dans la 

génération de lymphocytes T antitumoraux.  

Conclusion  

Nous montrons que les macrophages non-activés ne sont pas intéressants pour un vaccin 

antitumoral, car ils ne cross-présentent pas les Ag provenant des cellules tumorales entières. 

L’évaluation d’une activation par l’IFNγ reste cependant à faire. En revanche, les DC sont 

capables de cross-présenter des Ag de cellules vivantes, opsonisées ou apoptotiques mais pas des 

cellules nécrotiques. Il semble important maintenant d’étudier la réponse CD4 ainsi que la 

capacité des cellules présentatrices d’antigènes à générer in vitro l’induction de lymphocytes T 

antitumoraux après capture de matériel tumoral. L’analyse de la réponse générée (Th1, Th2 ou 

Treg) est également à envisager. 

Si une application clinique devait se mettre en place, le schéma thérapeutique serait de 

préparer des suspensions cellulaires vaccinales composées de cellules dendritiques chargées avec 

une préparation purifiée de cellules tumorales. D’après nos résultats, l’utilisation de cellules 

nécrotiques est exclue. En revanche, nous pouvons proposer d’utiliser simplement les cellules 

tumorales irradiées suivies d’une incubation de 3h avec les DC pour permettre la capture d’Ag. 

L’irradiation γ des cellules éviterait en effet de ne pas avoir à purifier secondairement la 

préparation DC/B tumoraux  pour éliminer les cellules tumorales non phagocytées. 
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A r t i c l e  3 :  L e s  c e l l u l e s  d e n d r i t i q u e s  

p l a s m a c y t o ï d e s  c r o s s - p r é s e n t e n t  d e s  A g  

v i r a u x  i s s u s  d e  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  

Introduction et objectifs : Nous avons montré précédemment que les MDC étaient 

capables de cross-présenter des Ag cellulaires (viraux et tumoraux). Les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes sont aussi des APC. Elles sont retrouvées en particulier au niveau des sites 

tumoraux sans que l'on connaisse pour le moment leur rôle exact dans la réponse antitumorale. 

Nous avons donc voulu connaître les capacités de capture et de présentation d'Ag des PDC dans 

une optique de réponse immune antitumorale. L’absence de méthode d’obtention de PDC in 

vitro en grande quantité ainsi que la difficulté d’en purifier à partir de prélèvements sanguins ou 

ganglionnaires freinent le développement de la connaissance des fonctions de ces cellules. Notre 

laboratoire a généré deux lignées cellulaires à partir de cellules tumorales d’un patient atteint 

d'une leucémie à PDC (Chaperot et al., 2001). Grâce à l’utilisation d’une de ces lignées, appelée 

GEN3, nous avons voulu poursuivre notre étude sur l’endocytose des différentes préparations de 

cellules tumorales par les APC et la cross-présentation d’Ag cellulaires. Nous avons pu mieux 

définir les capacités d’endocytose des PDC normales vis à vis d’Ag solubles et cellulaire ainsi 

que leur propriété de cross-présentation d’antigènes viraux provenant de cellules infectées. 

Méthode : Nous avons tout d'abord étudié le phénotype des PDC en ciblant sur les 

molécules pouvant être impliquées dans l'endocytose et la présentation d'Ag. Puis les capacités 

de pinocytose de la lignée GEN3 et des PDC normales ont également été évaluées en utilisant 

des marqueurs tels que le Lucifer Yellow (LY), le dextran couplé au FITC (Dex) et l'ovalbumine 

couplée au FITC (OVA). La phagocytose de cellules a ensuite été évaluée comme décrit 

précédemment en utilisant des lymphocytes B marquées au PKH26 et traités de différentes 

façons (apoptose, nécrose, opsonisation). Enfin, les lymphocytes B ont été infectés par le virus 

de l'influenza et la cross-présentation d'Ag viraux par les PDC aux lymphocytes T CD8+ anti-

influenza a été évaluée par un dosage d'IFNγ. 

Résultats : Les PDC normales et les cellules de la lignée GEN3 expriment les molécules 

HLA-I et HLA-II mais pas ou peu les molécules CD1a, CD1c et CD1d. En ce qui concerne les 
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récepteurs potentiellement impliqués dans l’endocytose, les PDC expriment faiblement CD32 et 

αvß5, et plus fortement CD36. Les molécules CD16, CD64, le récepteur au mannose (MR), DC-

SIGN, CD11b, CD11c et CD91 sont pas ou très faiblement exprimés. L’expression de l'intégrine 

αvß3 diffère entre la lignée PDC (positive) et les cellules normales (négative). En terme 

fonctionnel, les deux types de cellules présentent des capacités de pinocytose faibles comparées 

aux macrophages et aux cellules dendritiques myéloïdes. Contrairement aux DC myéloïdes, les 

PDC ne phagocytent pas les cellules tumorales ou non tumorales entières qu’elles soient non 

traitées ou induites en apoptose, en nécrose ou opsonisées. En revanche, nous montrons que les 

PDC et GEN3 sont capables d’endocyter des fragments cellulaires à partir de cellules infectées 

par le virus de l'influenza. De façon tout à fait intéressante, cette endocytose s’accompagne d’une 

activation cellulaire et permet la cross-présentation d’antigènes viraux.  

Conclusion : Comme certains travaux le suggèrent, nous montrons que les PDC ont de 

faibles capacités d’endocytose mais ne sont pas capables d'endocyter du matériel cellulaire. En 

revanche, quand ces cellules sont en présence de cellules infectées par le virus de l'influenza, les 

PDC sont capables d’endocyter du matériel cellulaire et de présenter les antigènes viraux aux 

lymphocytes T.  
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Résultats complémentaires et discussion 

 

Nous avons vu précédemment que les cellules de la lignée GEN3 avaient un phénotype 

semblable à celui des PDC normales. Les deux types de PDC expriment les molécules HLA, 

mais pas les molécules de la famille CD1 et peu de molécules potentiellement impliquées dans 

l'endocytose. Les PDC normales peuvent s’activer en présence d’IL-3 ou de virus. Nous avons 

voulu savoir si l’activation de notre lignée GEN3 par ces activateurs, pouvait modifier 

l’expression des molécules de présentation d’antigènes ou des récepteurs impliqués dans 

l’endocytose ainsi que leur capacité d'endocytose elle-même.  

Effet de l'IL-3 et du virus de l'influenza sur phénotype de la 

lignée PDC 

Les cellules de la lignée GEN3 ont été incubées en présence d'IL-3 ou du virus de 

l'influenza pendant 18 heures , puis l'expression de différentes molécules a été examinée par 

cytométrie en flux. Contrairement aux molécules de présentation d’antigène (figure R11), 

l’expression des récepteurs d’endocytose (CD16, CD32, CD64, MR, DC-SIGN, CD11b, CD11c, 

CD36, αvß3 et αvß5  et CD91) n’est pas modifiée (résultats non montrés). La figure R11 montre 

l’augmentation forte de l'expression de CD1a en présence d’IL-3 (54% de cellules CD1a +) 

tandis que le virus n’induit qu’une faible expression (10% de cellules CD1a +) comme en milieu. 

Les molécules HLA de classe I sont augmentées en présence de virus, ce qui est bien associé à 

leur capacité de présentation d’antigènes viraux (Fonteneau et al., 2003). 

 

 
Figure R11 : Effet de l'IL-3 et du virus sur le phénotype des cellules de la lignée GEN3. 
 Les PDC ont été incubées en milieu ou en présence d’IL-3, ou de virus de l’influenza inactivé pendant 18 
heures, à une concentration de 1*106 cellules/ml. Les cellules fraîches sont également étudiées (J0). L’expression 
de CD1a et HLA-I est analysée en cytométrie de flux.  
 

L'augmentation de l’expression de la molécule CD1a sous l’effet de l’IL-3 est 
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intéressante dans le contexte de la présentation d'antigènes lipidiques. On sait que cette molécule 

peut présenter des lipides provenant de bactéries comme Mycobacterium Leprae, ou 

Tuberculosis après endocytose(Hunger et al., 2004; Moody et al., 2004). Ainsi, les PDC 

pourraient jouer un rôle dans la réponse anti-bactérienne. Il n’y a pas à notre connaissance de 

travaux décrivant l’interaction entre PDC et bactéries. Nous avons essayé d’étudier les capacités 

de phagocytose de bactéries par la lignée PDC, mais nous n’avons pas pu mettre au point sur ces 

cellules avec le test commercial disponible. Du fait de la faible expression de CD1a, la PDC 

pourrait également présenter d’autres types de lipides comme les sulfatides, qui sont des 

glycosphingolipides présents chez l'homme. Les lipides présentés par les molécules CD1 peuvent 

activer des cellules comme les lymphocytes NK T(Brigl and Brenner, 2004). 

Effet de l’IL-3 et du virus sur les capacités d’endocytose 

Dans l’expérience présentée dans la figure R12, nous avons préincubé les GEN3 en 

présence d’IL-3 et du virus de l’influenza pendant 18 heures, puis examiné leur capacité de 

pinocytose. Les résultats montrent que ni la culture, ni l’activation par l'IL-3 ou le virus n'ont 

d'effet sur les capacités de pinocytose des molécules telles que le Lucifer Yellow ou 

l’Ovabumine-FITC. L’absence d’endocytose du dextran est à rapprocher de l’absence 

d’expression du récepteur au mannose. Ces résultats opposent les PDC aux DC myéloïdes qui 

diminuent leur capacité d'endocytose et de phagocytose lors de la maturation(Sallusto et al., 

1995). Cependant, il faut rappeler que les DC myéloïdes ont des propriétés d’endocytose 

nettement plus importantes.  

 
Figure R12 : Effet du virus et de l’IL-3 sur la capacité d’endocytose des cellules de la lignée 
GEN3.  
Les PDC ont été préincubées avec de l'IL-3 (10 ng/ml) ou du virus de l'influenza inactivé pendant 18 heures. Les 
cellules ont été lavées puis mises en présence de dextran (dex), d’Ovalbumine (OVA) (les deux couplés au FITC 
à 0,1 µg/ml), et de lucifer yellow (LY) (1µg/ml) pendant 2 heures. (résultats représentatifs de 2 expériences) La 
fluorescence est analysée en cytométrie de flux.  
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Effet du virus de l’influenza sur la capacité de capture de cellules 

entières 

Nous avons voulu savoir si un signal de maturation fort comme l’infection par le virus de 

l’influenza pouvait modifier les capacités d’endocytose de matériel cellulaire des cellules 

infectées par les PDC. Sous l’action du virus, les cellules de la lignée GEN3 s’activent et 

expriment les molécules CD40 et CD83 (en figure R13A). Après activation des PDC dans ces 

conditions pendant 18h, les cellules B infectées marquées au PKH26 sont ajoutées. Les PDC 

matures présentent alors une capacité bien plus faible d’endocytose de matériel cellulaire : le 

pourcentage de PDC/PKH26+ chutant de 50% pour les PDC non activées à 16% pour les PDC 

activées (figure R13A).  

 
Figure R13 : Effets de l’activation des PDC sur leur capacité d’endocytose.  
(A) Les cellules de la lignée GEN3 sont activées ou non en présence de virus de l’influenza pendant 18h, puis 
marquées par CD40 et CD83 et analysées en cytométrie de flux. (B) Les PDC activées ou non sont mises en 
présence de lymphocytes B infectés et marqués au PKH26. Les cellules sont ensuite marquées avec le CD36 
FITC pour identifier les PDC, et avec le CD20 et CD19 couplés au PC5 pour identifier les lymphocytes B. 
L’analyse des cellules PKH26+ est réalisée sur les cellules CD36+CD20-CD19-, comme détaillé dans l’article 3. 
Ces résultats sont représentatifs de 2 expériences. 
 

Il apparaît ainsi que les cellules de la lignée PDC, sous l’effet de l'activation par un virus 

aient une capacité diminuée d'endocytose de cellules infectées. Nous avons montré que cette 

endocytose dépendait de l’hémagglutinine sans déterminer toutefois la nature de la molécule 

exprimée par les PDC fixant l’hémagglutinine. Des études réalisées sur les cellules NK ont 

montré que celles-ci étaient activées par l’interaction de l’hémagglutinine avec les molécules 

activatrices NKp46 et NKp44, molécules de la superfamille des Ig(Mandelboim et al., 2001) 

(Arnon et al., 2001; Pessino et al., 1998). Cette reconnaissance repose sur l’interaction de 

l’hémagglutinine avec les acides scialiques des molécules NKp(Arnon et al., 2004). 

L'observation que le récepteur NKp44 est internalisé après liaison avec son ligand sur les cellules 

NK est intéressante(Campbell et al., 2004). Des données très préliminaires semblent indiquer que 
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la molécule NKp44 est exprimée sur les cellules de la lignée GEN3. Ceci laisse penser que cette 

molécule pourrait être responsable de l'endocytose des cellules infectées en fixant 

l'hémagglutinine. Des expériences d’inhibition utilisant un anticorps bloquant sont envisagées 

pour confirmer cette hypothèse. D’autre part, la diminution de l'expression de NKp44 à la 

surface des PDC infectées directement suite à l'interaction avec l'hémagglutinine du virus ou 

indirectement par internalisation suite à l'activation pourrait expliquer la perte des capacités 

endocytaires des PDC. Là encore, des expériences complémentaires sont nécessaires et 

envisagées. Il serait intéressant d’étudier l’effet de l’activation  par une autre voie comme la voie 

du TLR9 du CpG ODN sur ces capacités d’endocytose.  

La cross-présentation d'Ag viraux par les GEN3 

Nous avons ensuite montré que les cellules de la lignée GEN3 étaient capables de cross-

présenter des peptides viraux (provenant de cellules infectées) aux lymphocytes CD8+. De façon 

un peu surprenante la production d'IFNγ dans ce dernier cas était plus importante que celle 

obtenue avec les PDC directement infectées. Cette différence de production n’est pas reliée à 

l'expression des molécules du CMH de classe I similaire dans les 2 cas. En revanche, nous 

savons que l'activation par le virus entraîne une mortalité des PDC qui n'a pas lieu quand les 

PDC sont mises en contact avec les cellules infectées. On peut alors penser que l'activation trop 

forte entraînant une certaine mortalité cellulaire nuirait à l'efficacité de présentation.  

Par ailleurs, nous avons évoqué la possibilité que la cross-présentation observée ne serait 

pas la conséquence d'une endocytose de matériel cellulaire de cellules infectées mais d'une 

capture de virus "collé" aux cellules B. Cependant les expérimentations présentées dans l'article 

2 concernant l'infection des cellules B, ont montré à l'aide d'un anticorps anti-nucléoprotéine 

(NP) de la matrice virale, un marquage cytoplasmique et non membranaire excluant la présence 

de virus simplement collé à la membrane.  

Nous avons montré une cross-présentation d’Ag viraux par les cellules de la lignée GEN3. Il 

serait intéressant de savoir si les PDC sont aussi capables de cross-présenter des Ag tumoraux; ce 

qui serait particulièrement intéressant dans l’immunothérapie antitumorale. Le mécanisme et les 

signaux inducteurs de la cross-présentation par les PDC n’ont pas encore été étudiés mais, 

comme le suggèrent plusieurs études dans d'autres modèles(Datta et al., 2003; Le Bon et al., 

2003), les voies des l’IFNα/ß-récepteurs et des TLR sont certainement impliqués dans les PDC. 
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Sécrétion d'IFNα après endocytose de matériel de cellules 

infectées 

De façon intéressante, nous avons observé (dans une expérience préliminaire qui reste à 

confirmer) la production d'IFNα par les cellules de la lignée GEN3 après endocytose de matériel 

cellulaire de lymphocytes B infectés. Cette sécrétion est spécifique des conditions où le virus est 

présent. Des études récentes ont montré que le TLR-7 était impliqué dans l’induction de la 

sécrétion d’IFN de type I et que son ligand naturel était l’ARN simple brin contenu dans le virus 

(Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004). Lors de l'endocytose de matériel cellulaire, il est fort 

probable que, dans des cellules présentatrices d'antigènes que sont les PDC, certains éléments 

viraux comme les ARN soient orientés vers les compartiments endosomaux contenant le TLR-7, 

induisant ainsi une cascade de signaux de transcription aboutissant notamment à la sécrétion 

d’IFNα.. Ces hypothèses restent toutefois à vérifier, en particulier sur les PDC normales. 

 

Figure R14 : Sécrétion d'IFNα après contact avec des lymphocytes B infectés.  
Les cellules B sont infectées (Bv) ou non (B), pendant 18 heures par le virus de l’influenza. Après infection, les 
cellules B sont lavées et incubées avec les GEN3 (GEN+B, GEN+Bvirus) pendant 24 heures puis les 
surnageants sont récupérés pour un dosage d’IFNα par ELISA (résultats représentatifs de deux expériences). 

 

Conclusion  

Nous avons montré dans cette étude que les PDC ont une capacité d’endocytose faible, 

comparée aux macrophages ou aux MDC. Cette particularité est associée à l’absence 

d’expression de nombreux récepteurs potentiellement impliqués dans cette endocytose. Les DC 

et les mΦ sont capables de capturer des Ag de cellules non infectées. Les PDC au contraire ne 

sont pas capables de capturer des Ag de cellules non-infectées, ce qui suggère qu’elles ne 

peuvent pas être utilisées suivant les mêmes protocoles que mis au point pour les MDC rn 
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immunothérapie antitumorale. En revanche, nous avons observé que les PDC sont capables 

d’endocyter du matériel de cellules infectées par le virus de l’influenza. Cette endocytose est 

dépendante du calcium et semble impliquer l’hémagglutinine du virus. Le mécanisme de cette 

endocytose : phagocytose ou nibbling est encore à définir. De façon tout à fait intéressante, nous 

montrons que les PDC s’activent secondairement à cette endocytose et qu’elles sont capables de 

processer les antigènes viraux pour les présenter efficacement à des lymphocytes T CD8+. Cette 

propriété permet d’attribuer aux PDC un rôle crucial dans la capture des Ag viraux à partir de 

cellules infectées et leur présentation au système immunitaire. Ceci est particulièrement 

intéressant quand on sait que les PDC ne sont pas résidentes dans les muqueuses ou la peau, site 

d’entrée des virus. Cependant, elles ont la capacité de migrer rapidement du sang vers les tissus 

périphériques au cours d’une inflammation ou vers les organes lymphoïdes secondaires. Ainsi les 

PDC recrutées au niveau du site d’entrée du virus pourraient même en absence de virus libre 

"scanner" les cellules présentes et détecter l’infection par la reconnaissance de molécules virales, 

comme l’hémaglutinine, exprimées par les cellules infectées. Cette reconnaissance entraînerait 

l’endocytose de matériel cellulaire contenant les particules virales afin de processer les antigènes 

viraux et les présenter aux lymphocytes T pour déclencher la réponse adaptative. Comme après 

endocytose les cellules s’activent et expriment CCR7 en particulier, elles pourraient alors migrer 

dans les organes lymphoïdes secondaires et stimuler les lymphocytes T naïfs. Enfin, la sécrétion 

d’IFNα après endocytose permettrait de polariser la réponse vers la voie Th1. Ces propriétés 

d'endocytose, de cross-présentaiton, de migration, et de sécrétion d'IFNα sont des propriétés 

intéressantes et exploitables en immunothérapie pour activer des lymphocytes T cytotoxiques. 

L'utilisation de ces données pour une application antitumorale pourrait être envisagée lorsqu'on 

connaîtra mieux les mécanismes responsables de la capture d'Ag.  

 

Il serait également intéressant d’élargir cette étude en utilisant d’autres virus, comme par 

exemple un autre virus de la famille des orthomyxoviridae dont le virus de l’influenza fait 

partie(Dimitrov, 2004), ou un virus d’une autre famille, comme le HSV (Herpes simplex Virus), 

pour confirmer ce rôle des PDC dans diverses infections virales.  

 

Nous avons essentiellement montré un rôle des PDC dans l'immunité anti-virale, mais 

leurs propriétés pourraient être utilisées en immunothérapie antitumorale. 
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P e r s p e c t i v e s  e t  c o n c l u s i o n  

Perspectives 

Utilisation de DC myéloïdes dans les LNHB 

Notre étude a pour objectif à terme la mise au point d’un protocole de vaccination dans 

les LNHB utilisant des cellules présentatrice d’antigènes « pulsées » avec des cellules entières. 

Cette stratégie de vaccination utilisant les cellules entières est particulièrement intéressante dans 

le LNHB car, mis à part la télomérase, aucun antigène tumoral commun n’a été isolé dans le 

lymphome.  

D’après nos résultats, l’utilisation de DC myéloïdes apparaît plus appropriée que celle 

des macrophages, car les DC présentent mieux les antigènes. En terme de préparation cellulaire 

il semble intéressant d’utiliser simplement des cellules  irradiées. La génération d’APC et la 

purification de cellules tumorales semblent facilement être réalisables en conditions cliniques 

puisqu’il existe déjà des systèmes validés. Un contact cellulaire de 2h dans un rapport 

DC/cellules tumorales de 1/3 avant injection pourrait être proposé. Bien sûr, il reste encore à 

valider un certain nombre de paramètres pour un protocole clinique:  par exemple la voie, la dose 

et la fréquence d’injection, le suivi immunologique des patients, … Depuis le premier essai 

clinique utilisant les DC pulsées avec l’idiotype, qui date de 1996(Hsu et al., 1996), les résultats 

réalisés dans les lymphomes (et dans les autres types de cancers également) sont assez décevants. 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ces données. Dans la plupart des études cliniques, les 

patients présentent des métastases et sont en stade très avancé de la maladie. Ils ont souvent subi 

d’autres traitements (chimiothérapie, radiothérapie, traitement hormonal, chirurgie (Rosenberg et 

al., 2004)) qui ont affaibli leur système immunitaire. Ce sont donc des situations où le malade 

n’est peut-être plus en état de monter une réponse immune efficace. Une meilleure sélection des 

patients capables de répondre semble être nécessaire en fonction par exemple de leur « statut » 

immunitaire mais aussi du stade de leur maladie et de la nature des traitements reçus au 

préalable. 

Dans un certain nombre de patients atteints de cancers traités par DC, des réponses 

immunologiques comme la production d’anticorps ou la génération de lymphocytes T 
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cytotoxiques ont pu être détectées (Reichardt et al., 2003) sans pour autant obtenir des réponses. 

Cela suggère que les cellules malignes ont développé des moyens d’échappement aux différentes 

voies de destruction cellulaire, ou que les effecteurs ne peuvent pas accéder aux sites tumoraux. 

Plus récemment, le rôle de lymphocytes T régulateurs dans l’inhibition d’une réponse 

antitumorale efficace est fortement suspectée(Curiel et al., 2004b; Viguier et al., 2004). Dans 

notre travail, si nous avons montré une cross-présentation d’antigènes tumoraux, des études 

complémentaires restent à réaliser afin de déterminer quel type de réponse immune les DC 

chargées avec les cellules vont induire et en particulier s’assurer que l’utilisation de cellules 

tumorales irradiées permettra de générer des lymphocytes CD4+ Th1 plutôt que des lymphocytes 

CD4+ régulateurs.  

Les lymphocytes T régulateurs, par des mécanismes encore mal connus, inhiberaient 

l’action des lymphocytes effecteurs. Dans quelques études cliniques, en même temps que 

l’injection de DC, de l’IL-2 est ajoutée comme adjuvant. Or l’IL-2 pourrait activer les 

lymphocytes Treg qui expriment le CD25, la chaîne α du récepteur à l’IL-2. Des études chez la 

souris ont bien montré que l’IL-2 était particulièrement importante pour les lymphocytes Treg, 

tandis que les lymphocytes T CD8 et CD4 pouvaient proliférer en présence d’autres cytokines 

lors d’une réponse immune(Malek and Bayer, 2004). Les travaux de Rosenberg réalisés dans les 

tumeurs solides reposant sur le transfert adoptif de lymphocytes T CD8 antitumoraux générés ex 

vivo sont assez instructifs. Dans leur protocole, les lymphocytes préexistants des patients (en 

particulier les Treg) sont éliminés avant l’injection des lymphocytes T effecteurs. Ils ont observé 

une longue survie des lymphocytes injectés associée à une réponse clinique antitumorale : 

diminution marquante de la masse tumorale et des métastases, ainsi que des signes 

d’autoimmunité (Dudley et al., 2002). Une autre étude de la même équipe montre que 

l’élimination de lymphocytes Treg avec à l’aide d’un Ac anti CTLA-4 avant et pendant la 

vaccination peut améliorer la réponse lors d’une vaccination avec des peptides. Deux rémissions 

complètes et plusieurs réponses partielles (diminution de la taille des tumeurs) ont été observées. 

Parallèlement les patients développent des symptômes d’autoimmunité témoignant de la 

génération de lymphocytes T cytotoxiques reconnaissant des antigènes aussi exprimés sur les 

cellules normales(Phan et al., 2003).  

Ces études suggèrent que la présence de lymphocytes T régulateurs serait un obstacle de 

plus à franchir pour l’induction d’une réponse antitumorale efficace. Il y a certainement plusieurs 

mécanismes empêchant la génération d’une immunité antitumorale. Comme la figure ci-dessous 

l’illustre, plusieurs stratégies peuvent être utilisées pour améliorer la réponse immune lors d’une 

vaccination avec des DC : inhiber les lymphocytes Treg, en bloquant des molécules de 

costimulation de comme CTLA-4 et PD-1 impliquées dans la tolérance, favoriser l’arrivée des 
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cellules effectrices sur les sites tumoraux et métastatiques par des signaux pro-inflammatoires, 

inhiber la prolifération des cellules tumorales et l’action des molécules anti-apoptotiques… 

 

 
Figure 10 : Multiples points d’intervention pour l’amélioration de l’immunothérapie antitumorale. 
De (Pardoll and Allison, 2004). On peut intervenir à différents moments de la réponse immune pour favoriser une 
réponse efficace, du chargement des DC (Ag couplé à des molécules pour cibler les DC), à la migration des cellules 
effectrices aux sites tumoraux (favoriser la vascularisation pour permettre l’arrivée des cellules effectrices) en 
passant par l’induction de la réponse lymphocytaire (inhiber les lymphocytes Treg).  

 

Utilisation des PDC en thérapie ? 

Parmi les APC, les PDC sont également des cellules capables de présenter des antigènes, 

en particulier des antigènes viraux(Fonteneau et al., 2003). Leur utilisation en thérapeutique n’est 

pas d’actualité pour plusieurs raisons : il n’existe pas aujourd’hui de système simple et peu 

coûteux d’obtention de PDC en quantité suffisante pour une utilisation clinique, et leur capacité à 

induire des réponses « tolérogènes » dans certaines situations(Gilliet and Liu, 2002; Moseman et 

al., 2004) appelle à la prudence.  

Néanmoins, une activation/maturation des PDC in situ par des adjuvants bien choisis est 

peut-être plus facilement envisageable. Ainsi, il a été décrit à plusieurs reprises chez l’homme 

l’utilisation d’imiquimod comme adjuvant de l’immunité dans des tumeurs cutanées comme le 

carcinome baso-cellulaire et le mélanome(Geisse et al., 2004; Shackleton et al., 2004; Steinmann 

et al., 2000). L’imiquimod est une molécule chimique aux propriétés anti-virales qui se fixe au 

TLR7 qui est exprimé chez l’homme sur les PDC mais pas sur les DC myéloïdes. Les PDC 

activées par des ligands du TLR7 s’activent et produisent de l’IFNα ainsi que d’autres facteurs 

solubles capables d’activer la réponse immunitaire(Heil et al., 2004; Ito et al., 2002; Jurk et al., 

2002). Ainsi l’imiquimod pourrait être utilisé comme adjuvant pour une vaccination avec des 

antigènes tumoraux afin de stimuler efficacement l’immunité antitumorale in vivo comme le 



 93

propose l'équipe de Shackleton (Shackleton et al., 2004).  

Nous avons montré que les PDC étaient capables d’endocyter du matériel cellulaire de 

cellules infectées et de cross-présenter des antigènes viraux. Il nous reste à définir si un tel 

système est capable d’induire une réponse naïve de type Th1. On peut cependant déjà se 

demander si les capacités antivirales des PDC ne pourraient pas être mises à profit dans 

l’immunité antitumorale. Les PDC infectées par des virus sécrètent des chimiokines comme 

CXCL10 et CCL4 qui induisent la migration des T activés et des NK(Bendriss-Vermare et al., ; 

Megjugorac et al., 2004). D’autre part, en réponse à l’infection virale les PDC sécrètent de 

grandes quantités d'IFNα, cytokine qui augmente la cytotoxicité des NK(Orange and Biron, 

1996), augmente l’expression des molécules HLA(Luft et al., 2002) et active la réponse T 

adaptative(Le Bon et al., 2003). Les PDC pourraient donc être intéressantes par leur capacité de 

cross-présentation des antigènes et le recrutement d’autres cellules de l’immunité. Nous sommes 

par exemple en train de tester l'utilisation de virosomes-Melan-A sur les PDC. Les virosomes 

sont en quelques sortes des virus d'Influenza vides dans lesquels on peut ajouter des peptides 

tumoraux (Poltl-Frank et al., 1999). Ils conservent en particulier l'expression des molécules 

d'hémagglutinine qui semble importante pour l’entrée de la particule virale dans la cellule. 

 

Si la génération ex-vivo des PDC apparaît pour le moment difficile(Blom et al., 2000), il 

a été décrit que l’utilisation de Flt-3 ligand ((Maraskovsky et al., 2000; Shackleton et al., 2004)) 

ou de G-CSF(Arpinati et al., 2003) in vivo permettait d'augmenter à la fois le nombre DC 

myéloïdes et de PDC dans le sang. Ainsi, il est peut-être envisageable, après traitement 

cytokinique de solliciter les PDC soit in vivo par injection de préparations vaccinales adéquates, 

soit in vitro après purification et manipulation cellulaires afin de réaliser un vaccin cellulaire. Les 

résultats à venir sur la physiologie des PDC et leur rôle dans l'immunologie antitumorale 

permettront peut-être de choisir une des 2 stratégies. Chez les patients atteints de mélanome, les 

PDC des patients restent fonctionnelles(Salio et al., 2003). Pulsées avec des peptides ex vivo 

elles sont capables d’activer des lymphocytes T(Salio et al., 2003). Ces travaux laissent supposer 

que les PDC ont un rôle à jouer en immunologie antitumorale.  

Conclusion 

Bien que les résultats des essais cliniques restent décevants, une meilleure compréhension 

du système immunitaire pourra permettre d’améliorer les protocoles de vaccination pour une 

amélioration de la survie des patients atteints de cancers.  

Les travaux que nous avons réalisés dans ce travail permettent d’envisager un protocole 

de traitement basé sur l’utilisation de cellules dendritiques myéloïdes et de cellules tumorales 
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irradiée dans le lymphome B. Cependant, il sera peut-être difficile de mobiliser les 

hématologistes pour mettre en place un tel protocole. En effet il y a deux obstacles majeurs à la 

réalisation d’un tel projet : 1) la déception des cliniciens face à l’espoir énorme qu’avait suscité 

les premiers essais de vaccination avec les cellules dendritiques dans le lymphome en particulier 

et 2) l’efficacité certaine du traitement par le Rituximab, l’anticorps chimérique anti-CD20. 

Cependant, le traitement par le Rituximab, n’entraîne pas de guérison et un certain 

nombre de patients restent réfractaires aux traitements ou sont en échec thérapeutique. D’autres 

stratégies thérapeutiques peuvent être proposées. Ainsi l’activation des cellules dendritiques in 

vivo pourrait être une nouvelle piste de recherche. 
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