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ABRÉVIATIONS 
A.N : acides nucléiques. 
AAV : virus associé à l’adénovirus. 
ADN :  acide désoxyribonucléique. 
ADNc : ADN complémentaire. 
ADNp :  acide désoxyribonucléique plasmidique. 
AdV : adénovirus. 
Ag :  antigène. 
AG :  appareil de Golgi 
APC : cellules présentatrice d’antigènes. 
ARN (m) :  acide ribonucléique (messager). 
ATP :  adénosine triphosphate. 
AUBP : protéines se liant aux AURE. 
AURE : séquences ARN riche en A et U. 
BAGE : antigène B du mélanome. 
BCL : protéine anti-apoptotique (« B-cell lymphoma protein »). 
BCR : récepteur des lymphocytes B. 
BMDC : cellules d’origine médullaire. 
Caf : facteur associé à Ccr. 
CASP-8 : caspase 8. 
Ccr : répresseur de catabolisme du carbone. 
CD : marqueur de différenciation (« Cluster of différenciation »). 
CDK4 :  cycline D kinase 4. 
CEA : antigène carcinoembryogénique. 
Cho :  cholestérol. 
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité. 
CMV : cytomégalovirus. 
CSFV : virus de la fièvre porcine. 
CTL :  lymphocytes T  cytotoxique. 
DAG :  diacylglycérol. 
DC : cellule dendritique. 
DEXs :  exosomes dérivés de DCs. 
DMSO : diméthylsulfoxyde. 
dp :  degré de polymérisation. 
EBV :  virus d'Epstein Barr. 
EDTA :  éthylène diamine tétraacétate de sodium. 
eIF : facteur d'initiation de la traduction. 
FBS :  sérum de veau foetal. 
FGF : facteur de croissance fibroblastique. 
FITC : isothiocyanate de fluorescéine. 
FLT3-L : ligand de la fms-like tyrosine kinase 3. 
GAGE :  antigène G du mélanome. 
GM-CSF : facteur de croissance des granulocytes-macrophages. 
gp100:  glycoproteine de 100 kDa. 
GPI : glycophosphatidylinositol. 
GTP: guanosine triphosphate. 
HDHE : L-histidine-(N,N-di-n-hexadécylamine)éthylamide.  
HER-2/neu : récepteur oncogène à l’EGF 
His :  histidine. 
HLA : antigènes des leucocytes Humain (« Human Leucocyte Antigens »). 
HoK :  oligolysine histidylée. 
HpK :  polylysine histidylée. 
HPV : papilloma virus humain. 
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HSV : virus Herpes simplex. 
hTERT :  sous-unité catalytique de la télomérase. 
i.d. :  intradermique. 
i.m. :  intramusculaire. 
i.n. :  intranodullaire. 
i.p.:  intrapéritonéale. 
i.v. :  intraveineuse. 
IFN : interféron . 
IKK : kinases spécifiques de la protéine IκB. 
IL :  interleukine. 
IP3 : inositol 1,4,5 triphosphate. 
IVT : transcrit in vitro. 
KLH :  adjuvant Keyhole Limpet Hemocyanine. 
LC :  cellule de Langerhans. 
Lipo :  lipides cationiques. 
LPD : complexe lipide-protamine-ADN. 
LPS :  lipopolysaccharides. 
LV :  lentivirus. 
MAGE :  "melanoma-associated antigen", antigène associé au mélanome. 
MAPK :  MAP kinase. 
MART1/MelanA:  "melanoma antigen recognized by T cells / melanoma antigen A", antigène A du 

mélanome. 
MEM : milieu minimum essentiel d’Eagle. 
Mo-DCs :  DC dérivées des PBMC. 
MOI : taux de particules virales par cellule. 
MUC1 : mucine 1. 
MyD88 :  protéine adaptatrice des TLRs dans la voie NFk-B. 
NK :  cellules « Natural Killer ». 
NLS :  signal de localisation nucléaire. 
ODN : oligodésoxynucléotides. 
OptiMEM : milieu optimisé pour les transfections. 
ORF : cadre ouvert de lecture. 
Pab :  protéine se liant à la queue poly(A) (levure). 
PABP :  protéine se liant à la queue poly(A) (eucaryotes supérieurs). 
Pan : ribonucléase poly(A)-spécifique PAB-dépendante. 
PARN :  poly(A) ribonucléase. 
PBMC :  cellules mononucléées du sang périphérique. 
PBS :  tampon phosphate salin pH = 7,4. 
pDC :  cellule dendritique plasmacytoïde. 
PEG : polyéthylène glycol. 
PEI : polyéthylèneimine. 
PEI-HIS : polyéthylèneimine histidylée. 
PET : PBS avec 0,02% d’EDTA et 2,5 µg/ml de trypsine. 
PFA :  paraformaldéhyde. 
PGE2: prostaglandine E2 
PI3K :  phospho-inositol-3 kinase. 
PIP2: phosphoinositol 2 phosphate. 
pK:  polylysine. 
PKA :  protéine kinase A. 
PKC :  protéine kinase C. 
PLC :  phospholipase C. 
pLK :  poly-L-lysine. 
pLK-His :  poly-L-lysine histidylée. 
PSA :  antigène membranaire spécifique de la prostate. 
PTM : ARN de pré-trans-épissage. 
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RE : réticulum endoplasmique. 
RHAMM :  récepteur pour l'acide hyaluronique. 
RLU :  unité de lumière relative. 
s.c :  sous-cutané. 
SCF : facteur de croissance des précurseurs hématopoeïtiques. 
SAB :  sérum albumine bovine. 
SmaRT :  épissage en trans médié par le spliceosome. 
SV40 : virus simien 40. 
SVF : sérum de veau fœtal. 
TAA  : antigène associé aux tumeurs. 
TAP :  transporteur associé à la présentation antigénique. 
TCR : récepteur des lymphocytes T. 
TEXs :  exosomes dérivés de cellules tumorales. 
TF : facteur de transcription. 
TGF-β : facteur de croissance transformant β. 
Th :  lymphocytes T auxiliaire (" helper "). 
TIL :  lymphocytes T infiltrés. 
TLR :  recepteur Toll-like. 
TNF : facteur de nécrose des tumeurs. 
TRP : enzyme du mélanosome (DOPA chrome tautomérase, "tyrosinase-related protein"). 
UTR : région non transcrite. 
VIH : virus d'immunodéficience humaine. 
VIS : virus d'immunodéficience simienne. 
VV : virus de la vaccine. 
XIAP : inhibiteur de caspase (“X-linked mammalian inhibitor of apoptosis“). 
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INTRODUCTION 

 

La thérapie génique est une nouvelle approche de traitement ou de prévention des 

maladies qui utilise les acides nucléiques comme médicaments. Elle consiste, en particulier, 

au transfert d’une information génétique dans certaines cellules du patient afin de corriger un 

gène endogène déficient, de moduler l'expression de gènes endogènes connus ou 

d’éradiquer des cellules cancéreuses. C’est dans ce dernier domaine d’application que se 

mobilise la majorité des essais cliniques actuels (http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/). La 

thérapie génique trouve une place toute particulière en cancérologie tant au niveau des 

enjeux de santé publique qu’au niveau de la diversité des techniques de traitements 

possibles. En effet, l’émergence de la génomique et de la protéomique a permis une 

meilleure compréhension des mécanismes de prolifération et d’invasion des cellules 

tumorales. Ces approches ont conduit à l’identification de certains acteurs des processus 

tumoraux, mais également à la détermination de marqueurs spécifiques, laissant ainsi 

entrevoir les cibles thérapeutiques des médicaments anti-cancéreux de demain. De ces 

nouvelles connaissances, deux stratégies sont actuellement développées. La première 

consiste au transfert dans les cellules cancéreuses de gènes spécifiques (gènes 

suppresseurs de tumeur, gènes suicides) agissant directement sur ces cellules. L’expression 

de tels transgènes conduit à la restauration d’un phénotype normal des cellules ou à leur 

mort. La seconde stratégie vise à stimuler le système immunitaire du patient pour éradiquer 

la tumeur. En effet, les progrès récents en immunologie cellulaire et moléculaire ont mis en 

évidence le rôle crucial dans le contrôle de la croissance tumorale de certains types de 

cellules immunes. L’ensemble de ces découvertes a alors ouvert un nouveau champ 

d’investigation pour la thérapie génique qui se confond désormais avec la thérapie cellulaire. 

L’objectif est de modifier ces cellules clefs en vue d’éduquer le système immunitaire pour 

une reconnaissance des cellules cancéreuses et le déclenchement d’une réponse immune 

adaptée. 

Dans les mécanismes complexes de la réponse antitumorale, on peut distinguer les 

cellules qui sont initiatrices et celles qui sont effectrices de la réponse immune. Parmi ces 

effecteurs, les lymphocytes B qui sont acteurs de la réponse humorale conduisant à la 

sécrétion d’anticorps, mais surtout les lymphocytes T auxiliaires (Th) et cytotoxiques (CTL) 

qui sont responsables de la réponse cellulaire semblent avoir un rôle prépondérant. En effet, 

en présentant des peptides antigéniques à leur surface, les cellules tumorales peuvent être 

perçues comme étrangères (“non-soi”) par le système immunitaire. Ces peptides sont 

générés dans le cytoplasme par l’action protéolytique d’un complexe multimérique, le 

protéasome. Ils sont transférés du cytoplasme au réticulum endoplasmique où ils s’associent 
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aux molécules natives du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I). 

L’ensemble est ensuite transporté à la surface de la cellule. Ces peptides antigéniques ainsi 

apprêtés sont reconnus et les cellules tumorales lysées par les CTLs, après liaison du 

complexe CMH-I/peptide au récepteur T (TCR) des CTLs. Cependant ces lymphocytes naïfs, 

générées dans le thymus, doivent être activés afin d’acquérir ces propriétés effectrices. Les 

cellules présentatrices d’antigènes professionnelles (APCs) et plus particulièrement les 

cellules dendritiques (DCs), présentant le complexe CMH-I/peptide approprié sont capables 

d’activer de tels CTLs, et ainsi d’induire la lyse de toute cellule somatique présentant un 

complexe CMH-I/peptide identique. Un autre acteur, le lymphocyte Th, est nécessaire à une 

réponse anti-tumorale adaptée. En effet, l’expansion clonale des CTLs et le maintien de la 

réponse à médiation cellulaire nécessitent l’activation et la coopération des lymphocytes 

CD4+ auxiliaires, avec notamment la sécrétion d’interleukine-2 (IL-2). Cette activation des Th 

se fait également par les APCs, seules cellules à exprimer les molécules CMH de classe II 

indispensables à la présentation des peptides antigéniques au TCR des lymphocytes CD4+. 

A partir de ces connaissances, deux types d’approches peuvent être entreprises dans 

le cadre de l’immunothérapie antitumorale. L’immunothérapie « passive » ou « adoptive » est 

basée sur le transfert de lymphocytes T fonctionnels, spécifiques de la tumeur et cultivés ex 

vivo en milieu adéquat. Cette première technique développée dès 1985 par le groupe de 

Steven Rosenberg, consiste en une isolation, une amplification et une réinjection de 

lymphocytes T infiltrés (TILs) isolés des tumeurs de patient ou de clones T spécifiques 

d’antigène. Une autre approche prometteuse est la vaccination ou immunothérapie 

« active », qui consiste à introduire un ou plusieurs antigènes tumoraux sous une forme 

immunogène. L’objectif étant cette fois-ci de stimuler une réponse immunitaire T in vivo. Les 

efforts de recherche se focalisent en particulier sur le « chargement » des cellules 

dendritiques (DCs) avec des antigènes. Les DCs sont des cellules initiatrices et non 

effectrices de la réponse immune agissant comme des « chefs d’orchestre ». Classiquement, 

on peut distinguer deux stratégies. La première, dite stratégie in vivo, consiste en une 

injection directe du ou des antigène(s) immunogène(s) chez le patient. La seconde, dite  

stratégie ex vivo, consiste au prélèvement de cellules précurseurs, à leur différenciation en 

DCs, à leur chargement avec les antigènes, à leur maturation et à leur réinjection chez le 

patient. La réponse immunitaire T n’est ici aussi stimulée qu’in vivo. Dans cette approche 

d’immunothérapie active, les antigènes immunisants utilisés se déclinent sous diverses 

formes telles que des cellules tumorales entières ou fractionnées (lysats, corps apoptotiques, 

exosomes), des protéines immunogènes entières, des peptides immunogènes ou enfin des 

acides nucléiques (A.N.) codant pour ces protéines.  

C’est dans cette dernière application que la thérapie génique rejoint la thérapie 

cellulaire. Cependant, peu de solutions existent à l’heure actuelle pour transférer 
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efficacement et en toute sécurité des gènes dans les DCs du patient. L’introduction de 

l’information génétique conduisant à une expression correcte de l’antigène dans les DCs 

nécessite l’emploi de vecteurs. Ceux-ci peuvent être d'origine virale ou synthétique. Les 

vecteurs viraux sont de différentes natures. Des virus ont été modifiés pour introduire un 

transgène dans leur génome et atténués afin de transférer avec le plus de sécurité possible 

le matériel génétique souhaité dans les cellules du patient. Dans une approche non virale, 

des techniques physiques ont été développées mais leur application est soit restreinte à une 

transfection in vitro (cas de l’électroporation), soit d’une efficacité limitée in vivo (cas du 

bombardement de gènes). Des vecteurs chimiques, tels que des polymères cationiques ou 

des lipides cationiques, ont été parallèlement activement développés. L'efficacité du transfert 

de gène dépend alors de la capacité du complexe A.N./vecteur à franchir plusieurs barrières 

intra et extracellulaires. Lors d’une administration systémique (en intra veineuse), le 

complexe doit faire face aux composants du sang, traverser la paroi des vaisseaux pour 

entrer dans les organes et atteindre les cellules cibles. Ensuite, viennent les étapes 

intracellulaires telles que l'internalisation des A.N. dans la cellule, le passage et la diffusion 

dans le cytosol, l'importation dans le noyau cellulaire et l'accessibilité à la machinerie 

nucléaire pour l'expression du gène (Figure 1). Cependant, le passage de l’enveloppe 

nucléaire dans le cas de cellules quiescentes ne pouvant se faire efficacement que lors de 

l’entrée en mitose, le transfert d’ADN plasmidique trouve actuellement ses limites . Au 

contraire, le processus de transcription ayant lieu dans le cytosol, l’expression d’un 

transgène à partir de son ARN messager (ARNm) n’est pas affectée par cette dernière 

étape. L’utilisation de l’ARNm présente donc un avantage considérable par rapport celle de 

l’ADN plasmique pour la transfection de cellules différenciées ne se divisant plus ou peu 

telles que les cellules dendritiques. C’est cette dernière approche que j’ai choisi de 

développer pour l’introduction d’antigènes tumoraux dans des DCs utilisables en 

immunothérapie anti-cancéreuse et pour la génération d’un vaccin antitumoral. 

AAAA

mG

AAAA

mG

ARNm

ADN

 
Figure 1 : Représentation du transfert de l’ADN plasmidique ou de l’ARNm dans les DCs. 
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Au laboratoire des polymères et des lipides cationiques présentant des radicaux 

histidyles sont développés. Les polymères cationiques sont à base de polylysine et forment 

des complexes électrostatiques avec des A.N. chargés négativement qui sont appelés 

polyplexes. Ceci permet une compaction, facilitant la résistance des A.N. vis-à-vis des 

nucléases et leur pénétration dans les cellules. Ces complexes A.N./polymère cationique. 

Des lipides cationiques histidylés ont eux été élaborés à partir du cholestérol et du (N,N-di-n-

hexadécylamine)éthylamide.Utilisés sous forme de liposomes, ils forment des lipoplexes en 

interagissant avec des A.N. Enfin, il est également possible de combiner un polymère 

cationique et un lipide cationique à des A.N. pour former des lipopolyplexes. La particularité 

des vecteurs développés réside dans la présence de radicaux histidyles qui leur confèrent 

des propriétés fusiogènes vis-à-vis des membranes cellulaires en milieu acide, tel que la 

lumière des endosomes, favorisant la délivrance des A.N. dans le cytosol après endocytose.  

Après avoir exposé les mécanismes généraux de la réponse immune et le principe de 

vaccination, je présenterai les cellules dendritiques et leur utilisation en immunothérapie anti-

cancéreuse. Je décrirai les différentes techniques et vecteurs utilisés actuellement pour la 

transfection, ainsi que l’intérêt thérapeutique de l’ARN messager dans ce domaine. Je 

présenterai par la suite mes travaux sur l’optimisation des extrémités 5’ et 3’ de l’ARN 

messager et son transfert dans les DCs isolées. Puis, j’exposerai les résultats obtenus sur la 

caractérisation de complexes ARNm/polymères histidylés/liposomes histidylés 

(lipopolyplexes) et l’effet vaccinal anti-cancéreux obtenu chez la souris après injection 

systémique de lipopolyplexes contenant un ARNm d’antigène tumoral. Après une conclusion 

générale, j’annoncerai différentes perspectives offertes par ces travaux. 
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CHAPITRE I :  MÉCANISMES GÉNÉRAUX DE LA RÉPONSE 

IMMUNE ET VACCINATION. 
 

Un antigène se définit comme une molécule reconnue de manière spécifique par un 

récepteur clonal du système immunitaire. Ces récepteurs peuvent être des anticorps, des 

récepteurs des cellules B (BCR) pour les antigènes B, ou encore des récepteurs des cellules 

T (TCR) pour les antigènes T. Le motif de l’antigène reconnu par ces récepteurs est appelé 

« épitope » ou « déterminant antigénique ». Parmi ces antigènes certains sont 

immunogènes, c’est-à-dire capables d’induire une réponse immunitaire spécifique. Pour 

cela, les déterminants antigéniques sont présentés aux cellules effectrices du système 

immunitaire par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) en présence 

de molécules de costimulation.  

 

Les cellules dendritiques (DCs) constituent avec les macrophages et les lymphocytes 

B activés, une catégorie cellulaire spécialisée dans cette initiation de la réponse adaptative 

appelées « cellules présentatrices d’antigène » ou « antigen-presenting cells » (APCs). En 

effet, leur fonction première est de dégrader les protéines de pathogènes ou de cellules 

mortes, et d’exposer les fragments peptidiques résultants à leur surface combinés aux 

molécules du CMH. La réponse immune induite dépend donc étroitement de la façon dont 

ces antigènes sont apprêtés par les APCs. 

 

I. Les voies de la présentation antigénique.  
 

Classiquement on distingue deux types de voies de présentation ou apprêtement de 

l’antigène par les APCs en fonction de son origine. 

Les peptides antigéniques issus d’un pathogène intracellulaire (bactéries, virus) ou 

d’une protéine anormale (antigènes endogènes) sont obtenus après dégradation par le 

protéasome puis transportés du compartiment cytosolique vers le réticulum endoplasmique 

(RE). Le peptide est alors fixé sur les molécules du CMH de classe I. Le complexe ainsi 

formé est ensuite adressé à la membrane où il pourra stimuler les lymphocytes cytotoxiques 

antigène-spécifiques, ou CTLs, après reconnaissance du complexe CMH-I/peptide par le 

TCR. Les CTLs activés iront par la suite détruire les cellules infectées ou anormales qui 

présentent le même couple CMH-I/peptide. 

Les pathogènes extracellulaires sont endocytés ou phagocytés par les APCs et 

dégradés dans des compartiments vésiculaires (lysosomes, phagoso-lysosomes). Les 
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fragments peptidiques produits ne sont pas transportés vers le RE, mais fixés sur les 

molécules du CMH de classe II présentes dans ces compartiments. Les complexes CMH 

classe II/peptide retournent à la surface cellulaire et participent à la stimulation des 

lymphocytes T auxiliaires, ou T helper. Ces lymphocytes organisent par la suite une réponse 

immune à médiation cellulaire et/ou humorale contre le pathogène reconnu. 

 

I-A. Les molécules du complexe majeur d’histocompat ibilité.  

 

Les molécules du CMH sont donc des structures reporteurs qui indiquent en 

permanence au système immunitaire si l’intégrité du « soi » est affectée ou non. Dénommé 

HLA chez l’homme et H-2 chez la souris, le CMH comporte 3 classes de gènes notées I, II et 

III. Les protéines codées par les gènes de classe I et II appartiennent à la superfamille des 

immunoglobulines.  

Les gènes de classe I codent pour la chaine lourde α de 44 kDa des molécules 

d’histocompatibilité de classe I. Cette chaine lourde porteuse de la variabilité allélique est 

organisée en 3 domaines extracellulaires α1, α2 et α3, une partie transmembranaire et une 

courte queue cytoplasmique (Figure 2). Elle est associée de façon non covalente à la β2 

microglobuline (β2m), une chaîne légère invariante de 12 kD, codée par un gène non inclus 

dans le CMH (chr. 15 chez l’homme, chr. 2 chez la souris). Les loci humains HLA-A, -B, 

ou -C (chr. 6) et murins H-2K, -D ou -L (chr. 17) présentent une expression quasi ubiquitaire 

et un grand polymorphisme allélique qui témoignent de leur adéquation avec la fonction des 

CTLs. Au niveau structural, la molécule du CMH-I peut-être décomposée en 2 parties: une 

« tige » formée par le domaine α3 de la chaîne lourde qui interagit avec la β2-microglobuline. 

Cette tige assure la connexion avec la portion intracellulaire courte de la molécule et 

supporte du côté extracellulaire la « tête » de la molécule formée des domaines αl et α2 de la 

chaîne lourde. Ces domaines α1 et α2 forment un plateau constitué par le rapprochement de 

8 plis β antiparallèles surmonté de deux hélices α. Plateau et hélices, tous deux porteurs de 

la variabilité allélique, délimitent une cavité de 25 Å de long et 10 Å de large fermée à ses 

deux extrémités. C’est à ce niveau que se fixent les peptides de 8 à 10 résidus issus de la 

dégradation de l’antigène dans le cytosol pour être présentés au  TCR des CTLs (positives 

pour le co-récepteur CD8). D’autres types spécialisés de lymphocytes, les cellules NK, 

reconnaissent également le CMH-I. Dans certaines conditions, les NK sont capables de lyser 

des cellules qui n'expriment plus les chaînes de classe I. 
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Figure 2: La molécule du CMH de classe I 

 

Les gènes de classe II codent pour les chaines α (33 kDa) et β (29 kDa) des 

molécules du CMH de classe II (Figure 3). Toutes deux possèdent 2 domaines 

extracellulaires α1 α2 et β1 β2, avec des parties transmembranaires et intracytoplasmiques 

très courtes. Les loci humains HLA-DR, -DQ, ou -DP (chr. 6) et murins H-2E ou -2A (chr. 17) 

présentent également un fort polymorphisme allélique, mais leur expression est restreinte 

aux APCs et aux cellules épithéliales du cortex thymique (cTEC). La structure des molécules 

du CMH-II est assez proche de celle des molécules du CMH-I. Le « pied » est ici composé 

par l’association des domaines α2 et β2. Il supporte une  « tête » formée par α1 et β1, où 

chaque domaine contribue à une demi-plateforme de 4 brins et d’une hélice α. Leur 

association définit le site de liaison peptidique. Cependant, comparer aux molécules du 

CMH-I, ce site est plus superficiel et reste ouvert à ses deux extrémités. Ainsi, les peptides 

présentés de 16 à 25 acides aminés issus de la dégradation lysosomiale dépassent 

largement ce site. Les lymphocytes capables de reconnaître ces complexes CMHII/peptide 

expriment le co-récepteur CD4. 

 

 

 

 

 

Schéma représentatif d’une  molécule du CMH-I  Modélisation de la reconnaissance du 
complexe CMH-I/peptide par le TCR 
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Figure 3: La molécule du CMH de classe II 

Enfin, les gènes de classe III composent un ensemble hétérogène. Certains gènes 

codent pour des protéines à fonction immunologique telles que des protéines des sous- 

unités LMP-2, LMP-7 du protéasome, les transporteurs peptidiques TAP-1 et TAP-2, ou 

encore les molécules du complément C4A et C4B.  D’autres gènes codent pour des 

protéines sans intérêt immunologique direct comme l’hydrolase 21 des hormones 

stéroïdiennes. 

 

1. Voie endogène de présentation sur les molécules du CMH de 

classe I.  

 

Les mécanismes régissant la présentation des antigènes sur les molécules du CMH 

de classe I sont les mieux connus (Figure 4). Ils utilisent le système de dégradation 

protéique le mieux conservé au cours de l’évolution : la voie ubiquitine-protéasome. Les 

protéines antigéniques endogènes, comme les protéines endogènes de l’hôte, vont être 

associées à une chaîne de polyubiquitine qui favorisera leur entrée dans le protéasome 

(Rock, York et coll. 2002). 

Les DCs ont la particularité de posséder un « immunoprotéasome » inductible par 

l’interféron-γ (IFN-γ) (Groettrup et Schmidtke 1999). Comparé au protéasome standard 

constitutivement exprimé, l’immunoprotéasome clive préférentiellement les protéines après 

des acides aminés hydrophobes et basiques, et non après des résidus acides. Le type de 

résidu retrouvé en C-terminal chez la plupart des peptides antigéniques complexés aux 

molécules du CMH-I semble indiqué que cet immunoprotéasome est plus efficace que le 

protéasome standard pour la présentation d’antigène (Sijts, Ruppert et coll. 2000; Sijts, 

Schéma représentatif d’une molécule du CMH-II  Modélisation de la reconnaissance du complexe 
CMH-II/peptide par le TCR 
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Standera et coll. 2000). Les peptides de dégradation font de 4 à 24 aminoacides et ceux de 

plus de 8 résidus pourront être réduits par des peptidases. Les peptides antigéniques libérés 

sont ensuite transportés jusqu’à la membrane externe du RE et transloqués dans la lumière 

du RE grâce à des ATPases appelées TAP (« Transporter associated with antigen 

presentation »).  

Au niveau de la membrane interne du RE, le repliement correct de la chaîne lourde 

du CMH-I et du complexe chaîne lourde du CMH-I/β2 microglobuline est assuré 

respectivement par la calnexine et le couple calréticuline/Erp57 respectivement. La fixation 

des peptides est facilité par l’interface crée par la Tapasine entre ce complexe et les TAP. Se 

forme alors une molécule de CMH de classe I chargée et stable. Cette molécule est 

transportée par ensuite à la membrane plasmique par la voie de sécrétion classique. 

 

        

 

                           Abréviations : RE : réticulum endoplasmique, AG : appareil de Golgi. 

 

2. Voie exogène de présentation sur les molécules d u CMH de 

classe II.  

 

La présentation par le CMH de classe II est plus complexe (Figure 5). En effet, les 

molécules de CMH de classe II sont localisées initialement à la membrane interne du RE où 

elles sont une forme inactive car complexées à la molécule invariante Ii (CD74)(Bryant, 

Lennon-Dumenil et coll. 2002). La partie intracytoplasmique de cette dernière comprenant le 

motif dileucine permet l’adressage du complexe via l’appareil de Golgi vers les vésicules de 

la voie endocytaire que constituent sles endosomes précoces, les endosomes tardifs et les 

Figure 4: Représentation de la voie endogène présentation sur les molécules du CMH-I 



 

 21 

lysosomes. La dégradation de la chaîne invariante Ii par les protéases contenues dans les 

endosomes tardifs génère un fragment de 21 acides aminés appelé CLIP (class II associated 

Ii peptide). Ce peptide reste associé au site de fixation peptidique de la molécule de CMH-II.  

Arrivé dans un compartiment endosomique spécialisé, CLIP est relargué par l’action 

de la molécule HLA-DM (H2-M chez la souris). Ceci supprime le signal de rétention dans les 

endosomes et libère le site de fixation qui devient alors accessible aux peptides présents 

dans ce compartiment. L’accumulation de molécules CMH de classe II néosynthétisées 

observable dans cet endosome tardif spécialisé à conduit à la dénomination de « MIIC » 

(CMH class II-rich compartment), ou « CIIV » (class II vesicule). Les molécules CMH de 

classe II véhiculées vers la surface peuvent être endocytées et recyclées. 

         

 

 

 

3. « Présentation croisée » ou voie exogène de prés entation sur 

les molécules du CMH de classe I.  

 

Plus récemment, il a été montré que les APCs, et plus particulièrement les DCs, possèdent 

aussi la capacité de présenter des antigènes exogènes sur les molécules de classe I 

(Ackerman et Cresswell 2004). Ce mécanisme cassant le dogme « antigène endogène-

CMH-I / antigène exogène-CMH-II » est appelé « présentation croisée » (cross-présentation 

ou cross-priming). Cette voie semble nécessaire pour une réponse CTL contre certains 

pathogènes exogènes et virus n’ayant pas de tropisme pour les APCs et aussi contre 

certaines cellules cancéreuses. Le phagosome contenant les corps étranger fusionne avec 

Figure 5: Représentation de la voie exogène présentation sur les molécules du CMH-II 

Abréviations : RE : réticulum endoplasmique, AG : appareil de Golgi, MIIC  : vésicule de classe II 
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le RE pendant, ou juste après, l’englobement du pathogène. Ceci permet ainsi la localisation 

dans le phagosome de protéines normalement présentes au niveau du RE (Guermonprez, 

Saveanu et coll. 2003). Parmi celles-ci, la protéine Sec61 joue un rôle essentiel. Dans ce 

contexte, ses fonctions d’import des protéines néosynthétisées dans le RE, d’export et 

d’adressage des protéines du RE vers le protéasome, sont utilisées pour permettre la 

libération des protéines antigéniques dans le compartiment cytosolique (Figure 6). Les 

protéines TAP et les molécules du CMH-I sont également présentes dans ce compartiment 

suite à la fusion RE/phagosome. Il a été montré par ailleurs que l’immunoprotéasome se lie à 

la face cytosolique du phagosome (Houde, Bertholet et coll. 2003).   

 
  Figure 6: Représentation des mécanismes de cross-présentation 

                       D’aprés Houde M (Houde, Bertholet et coll. 2003) 

 

Le mécanisme de présentation croisée est donc défini à l’heure actuelle comme le 

transport des protéines exogènes du phagosome à travers le canal Sec61 et leur 

dégradation à la face cytosolique de ce compartiment par l’immunoprotéasome. Les peptides 

antigéniques résultants sont alors réinjectés dans la lumière du phagosome où ils sont pris 

en charge par les molécules du CMH-I présentes à la membrane interne. Cependant des 

travaux récents montrent que l’immunoprotéasome ne permet plus la génération de certains 

antigènes tumoraux endogènes ou dérivés de protéines exogènes qui empruntent la voie de 

présentation « croisée » (Van den Eynde et Morel 2001). En effet, le peptide antigénique 

MelanA27-35 (Annexe I) des cancers à mélanome n’est pas maturé de façon optimale par 

l’immunoprotéasome et n’est plus présenté à la surface des DC (Morel, Levy et coll. 2000). 
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I-B. Reconnaissance de l’antigène par les Lymphocyt es T. 

 

Les lymphocytes T expriment à leur surface un récepteur susceptible de reconnaître 

spécifiquement un peptide antigénique présenté par la molécule de CMH. Ce récepteur T ou 

TCR (T Cell Receptor) est un récepteur hétérodimèrique α/β à activité tyrosine kinase 

particulier. En effet, les fonctions d’interaction avec le ligand, de phosphorylation et de 

transduction du signal du TCR sont dissociées et portées par différentes protéines. 

Les chaînes α et β présentent une structure de type immunoglobuline possédant une 

partie constante et une partie variable (Figure 7). Certains domaines hypervariables, 

nommés CDR1, 2, et 3 (Complementarity Determining Region), sont impliqués dans la 

reconnaissance de l’antigène (Davis et Bjorkman 1988). Un complexe associé appelé CD3 

(γ, δ, ε et ζ) permet la transduction du signal de reconnaissance de l’antigène et l’expression 

des chaînes αβ à la surface du lymphocyte.  

La molécule « corécepteur » CD8 exprimée par les lymphocytes T cytotoxiques 

CD8+,  ou CD4 exprimée par les lymphocytes T auxillaires, est associée au récepteur T et 

reconnaît une partie conservée au niveau de la « tête » du CMH. Cette molécule permet de 

stabiliser l’interaction des composants αβ du TCR avec le complexe peptide-CMH (Davis, 

Boniface et coll. 1998).  

 

 
 

 
 
 
 

Figure 7: Schéma représentatif du récepteur des lymphocytes T (TCR) 
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La structure macromoléculaire au point de contact entre le lymphocyte et la cellule 

cible ou l’APC est désignée sous le terme de « synapse immunologique » (Grakoui, Bromley 

et coll. 1999; Lanzavecchia et Sallusto 2000). L’engagement du TCR par le complexe 

CMH/peptide conduit à une réorganisation moléculaire de la synapse immunologique, 

nécessaire à l’activation du lymphocyte (Lanzavecchia et Sallusto 2000). La reconnaissance 

du complexe peptide-CMH par le TCR est extrêmement sensible et la présentation d’une 

centaine de complexes CMH/peptide à la surface de la cellule présentatrice suffit à cette 

activation (Harding et Unanue 1990; Christinck, Luscher et coll. 1991). 

Le modèle le plus répandu pour expliquer ce mécanisme postule l'existence de 2 

signaux (Figure 8). Le premier signal est fourni par le TCR des lymphocytes. Dans le cas des 

lymphocytes T CD4+, ce signal 1 est obtenu quand le TCR interagit avec un complexe 

Ag/CMH-II présenté par les APCs (Cantrell 1996). Il s’agit bien sûr de la reconnaissance du 

complexe Ag/CMH-I dans le cas des lymphocytes T CD8+. Le signal 2, dit de co-stimulation, 

est lui fourni par l'interaction entre les molécules B7.1 (CD80) sur l’APC et CD28 sur le 

lymphocyte T. Ce signal 2 ne peut être fourni que par une APC activée. De ce fait, au début 

d'une réponse antigénique, l'activation d'un lymphocyte T nécessite vraisemblablement un 

premier contact avec une DC. En l'absence de ce signal 2, le signal 1 rend les lymphocytes 

T réfractaires à une activation subséquente, c’est le stade d’anergie (Lenschow, Walunas et 

coll. 1996). Un signal 2 délivré sans le signal 1 est un événement neutre. Ces 2 signaux 

conduisent à la production de cytokines et à une sélection clonale, c’est-à-dire à l’induction 

spécifique de la prolifération du lymphocyte activé par le déterminant antigénique présenté. 

Au cours de cette phase d’expansion se différencient des lymphocytes effecteurs 

proprement-dit et des lymphocytes mémoires. Lors d’une seconde rencontre avec l’antigène, 

ces derniers permettront une réponse immune, dite secondaire, plus rapide et plus efficace 

que lors du premier contact. Ces lymphocytes mémoires sont à la base du mécanisme de 

vaccination. 

Suite à ce mécanisme d’activation, un lymphocyte T CD4+ activée pourra prendre le 

relais et amplifier la réponse immunitaire grâce aux cytokines qu’il sécrète et à l’expression 

de nouvelles molécules de surface. Ainsi, en exprimant le CD40 ligand (CD40L) qui va 

reconnaître le CD40 sur une APC au repos, le lymphocyte provoque l’expression de CD80 

(B7.1) et CD86 (B7.2) à la surface de cette dernière. Ces 2 molécules de costimulation sont 

les ligands du récepteur CD28 qui est constitutivement exprimé à la surface des T CD4+, y 

compris des T CD4+ naïfs. Ainsi, l’APC stimulée par les lymphocytes T CD4+ activés va être 

à son tour capable de recruter des T CD4+ naïfs pour les activer.  

Cependant l’ampleur de la réponse immunitaire est finement régulée. Par exemple, 

les molécules B7 peuvent également être reconnues par CTLA-4. Cet homologue de CD28, 

de plus haute affinité pour les molécules B7, induit un signal antiprolifératif aux lymphocytes 
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T CD4+. Son expression est régulée au niveau de l’ARNm ainsi que par des mécanismes 

post-transcriptionels. Il n’apparaît à la surface des cellules T CD4+ que 24 à 36h après leur 

stimulation. 

 

 

 

 

I-C. Reconnaissance de l’antigène par les Lymphocyt es B.  

 

Les lymphocytes B expriment à leur surface un récepteur susceptible de reconnaître 

spécifiquement un antigène libre ou apprêté par la molécule du CMH-II. Ce récepteur B, ou 

BCR (B Cell Receptor), correspond à une molécule d’immunoglobuline membranaire (mIg) 

fixant l’antigène et de deux hétérodimères Ig-α/Ig-β transducteurs du signal (Reth 1995). 

L’immunoglobine de membrane, comme toute immunoglobuline, est constituée par 

l’association de deux chaînes lourdes (chaîne H pour « Heavy ») et deux chaînes légères 

(chaîne L pour « Light ») (Figure 9). Ces chaînes peuvent être décomposées en domaine de 

110 résidus amino acides (domaine Ig) contenant une boucle de 60 acides aminés formée 

par un pont disulfure intrachaîne. Elles contiennent un domaine N-terminal variable (V), dont 

l’association VL/VH est porteuse de la spécificité vis-à-vis de l’antigène. Le reste de chaque 

chaîne de l’Ig a une variation limitée. Ce sont ces parties dîtes constantes (C) qui définissent 

les deux sous-types de chaîne légère (λ, κ) et les cinq sous-classes de chaîne lourde (µ, γ, 

α, δ ou ε). Ces parties constantes permettent la liaison entre la chaîne lourde et lègère d’un 

Figure 8: Schéma de la présentation d’antigène par une APC à un lymphocyte T CD4+. 
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l’hétérodimère. Celle-ci s’effectue par formation d’un pont disulfure entre les domaines CH1 et 

CL. Les chaînes lourdes possèdent enfin une région charnière riche en proline, entre CH1 et 

CH2,  permettant la liaison des hétérodimères H/L entre eux par un pont disulfure. Seules les 

chaînes lourdes de types µ et ε sont dépourvues de cette région charnière qui est remplacée 

par un domaine supplémentaire au milieu de la molécule. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Récepteur des lymphocytes B (BCR) 

 

L’immunoglobine de membrane présente à la surface des lymphocytes B matures et 

naïfs est de type IgM ou IgD. Ces Ig possèdent une partie intracellulaire de 3 amino acides 

insuffisante pour la transduction du signal d’activation (Figure 10). Au contraire, la chaine Igα 

a une longue queue cytosolique de 61 acides aminés. La chaîne Igβ en contient 48. 

Chacune de ces chaînes comporte un motif ITAM (immuno-receptor tyrosine base activation 

motif) de 18 acides aminés permettant l’interaction avec plusieurs protéines de signalisation 

à activité tyrosine kinase de la famille Src (Fyn, Blk, Lck). Les lymphocytes B ont également 

à leur surface un corécepteur formé de 3 protéines : CD19/CD21/CD81 (Figure 9). CD19 est 

un récepteur de la superfamille des immunoglobulines possédant trois domaines 

extracellulaires immunoglobuliniques et une longue partie intracytoplasmique. Le récepteur 

CR2 (CD21) est un récepteur du produit de dégradation du système du complément C3d. 

Enfin, le corécepteur se compose également d’une protéine à 4 domaines 

transmembranaires appelée TAPA-1 (CD81). 

 

Afin de contrôler plus finement l’activation des lymphocytes B, le BCR est associé de 

manière constitutive au récepteur CD22 qui délivre un signal négatif. Le signal d’activation 

ne survient qu’avec le pontage de deux mIg, associées à leur couple Igα/Igβ, par un 

antigène. Les tyrosines présentent dans les motifs ITAM des parties cytosoliques des 
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CH1

CH2

CH3

CH4
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chaînes Igα/Igβ, vont être phosphorylées par les protéines Fyn, Blk ou encore Lck. Ces 

tyrosines phosphorylées permettent l’ancrage et l’activation de la kinase Syk qui continuera 

la transduction du signal vers les voie de la phospholipase Cγ2 (et donc du DAG et de l’IP3 ), 

de Ras (et donc des voies MAP Kinases), ou encore de NF-κB. 

 

 

 

 

Figure 10: Transduction du signal activateur du BCR 

D’après Goldsby R. et coll. (2000) 

 

Le corécepteur CD19/CR2/TAPA-1 permet une amplification de ce signal activateur. 

En effet, le récepteur CR2 se lie au complexe antigène/C3d capté par la mIg du lymphocyte 

B et ancre ainsi le corécepteur à proximité du BCR. Rapprochant ainsi CD19, les 6 tyrosines 

présentent dans sa partie intracytoplamique deviennent des substrats majeurs de l’activité 

kinase médiée par le BCR activé. Leur phosphorylation permet l’ancrage de nombreuses 

molécules de signalisation et l’amplification du signal transmis par le BCR.  

Cependant, l’activation des lymphocytes B par un antigène protéique soluble 

nécessite une coopération avec des cellules T auxiliaire (Th) et la formation d’un conjugué 

T-B. Une fois fixé à la mIg, l’antigène est internalisé par le lymphocyte B puis apprêté en 

peptides par la voie exogène de présentation antigénique. La fixation de l’Ag par le 
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lymphocyte B conduit à un premier signal d’activation induisant l’expression des molécules 

du CMH de classe II et de costimulation B7 (CD80 et CD86). Le lymphocyte B activé devient 

alors une APC présentant les peptides de l’Ag internalisé au lymphocyte T auxiliaire. Le Th 

reconnait le complexe antigène-molécule du CMH-II à la surface du lymphocyte B. Cette 

reconnaissance, associée à un signal de costimulation par interaction entre les molécules B7 

du lymphocyte B et le CD28 du Th, conduit à l’activation du lymphocyte T. En réponse, celui-

ci exprime CD40L (CD154) à sa surface qui se lie au CD40 présent à la surface du 

lymphocyte B. C’est le second et dernier signal activateur pour le lymphocyte B. Ainsi activé, 

le lymphocyte B exprime alors divers récepteurs aux cytokines à sa surface et notamment à 

l’IL-2, l’IL-4 et IL-5 sécrétées par le lymphocyte Th. Les cytokines induisent l’entrée en 

mitose du lymphocyte B nécessaire au mécanisme d’expansion clonale. 

 

II. Les réponses immunitaires de type Th1 et Th2.  
 

La réponse immunitaire spécifique contre la plupart des antigènes est dépendante de 

lymphocytes T helper CD4+ (Th). Deux sortes de réponses immunitaires peuvent être 

générées par les lymphocytes T CD4+. Le premier type dépend des lymphocytes Th1, et le 

deuxième des lymphocytes Th2. Le type d'APC, les cytokines présentes lors de la 

stimulation initiale des T CD4+, l'affinité de la liaison Ag/CMH-II, et le type de molécules 

impliquées dans le signal 2 déterminent si une réponse immunitaire va être de type Th1 ou 

Th2. 

 

II-A. La réponse de type Th1.  

 

Une réponse immunitaire de type Th1 est dirigée contre un antigène intracellulaire, 

comme rencontré lors d’une infection virale ou d’un processus oncogène. Une APC 

(macrophage ou DC) présente des peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4+ sur les 

molécules du CMH-II. La production de l’interleukine-12 (IL-12), stimulent les lymphocytes T 

CD4+ vers une réponse de type Th1. Les DCs ayant ce potentiel sont appelées DC1. Les 

lymphocytes Th1 produisent à leur tour de l’IL-2 et de l’IFN-γ. Ces 2 cytokines stimulent les 

lymphocytes T CD4+ et CD8+, ainsi que les APCs et amplifient la réponse immunitaire. L’IL-2 

favorise l’expansion clonale des T activés après la reconnaissance de l’antigène. L’IFN-γ 

permet induire une réponse antivirale dans les autres cellules de l’organisme, qui sont saines 

mais exposées à cette cytokine. Parallèlement, les APCs présentent des peptides 

antigéniques aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sur les molécules du CMH-I. Associée à 

la stimulation par les T CD4+, via les cytokines, cette présentation active les lymphocytes T 
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CD8+. Les clones lymphocytaires T CD8+ cytotoxiques sont maintenant capables de 

reconnaître et de les lyser les cellules tumorales ou infectées par un virus présentant le 

peptide antigénique complexé au CMH-I. Au moins 2 mécanismes différents sont impliqués 

dans l’éradication des cellules cibles. Le premier consiste en une sécrétion de perforines par 

les T CD8+. Ces protéines s’insèrent dans la membrane de la cellule cible en formant des 

pores. Ces pores permettent l’entrée des enzymes protéolytiques du lymphocyte CD8+ dans 

le compartiment intracellulaire de la cellule cible. Une de ces enzymes, le granzyme B, induit 

l’entrée en apoptose de la cellule cible en activant directement les caspases effectrices. Un 

second mécanisme implique le système Fas-Fas ligand (FasL). Il conduit également au 

déclenchement de l’apoptose de la cellule cible par l’activation de la voie de la caspase 8 

(Golstein, Ojcius et coll. 1991). 

 

II-B. La réponse de type Th2.  

 

La réponse Th2 est caractérisée par une étroite collaboration dans la lutte contre le 

même Ag entre les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes B. Les lymphocytes B jouent un 

rôle prépondérant en tant qu’APC. Lors d’une réponse de type Th2, les lymphocytes T CD4+ 

produisent les intreleukines IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13 et favorisent la commutation de 

classe et la production d'anticorps. Ceci conduit à une réponse immunitaire de type 

humorale. Le mélange d’IL-2, IL-4 et IL-5 induit la prolifération des lymphocytes B activés. 

L’IL-6 favorise la différenciation terminale en plasmocytes sécréteurs d’anticorps. Le cocktail 

IL-4/IL-5, en absence d’IFN-γ dans le microenvironnement, induit la commutation de classe 

d’immunoglobuline vers l’IgE. Or l’IL-4 produit par les lymphocytes Th2 conduit également à 

la prolifération des mastocytes. Ces cellules sont sensibles à la liaison des IgE à leur 

surface. Cette liaison d’IgE conduit à la dégranulation et la libération d’histamine et d’autres 

substances médiant les réactions allergiques. 

 

III. Les autres cellules effectrices de la réponse 

antigénique.  

 

D’autres cellules que les DCs, les lymphocytes B, les lymphocytes T CD4+ et les 

lymphocytes CD8+ sont impliquées dans l’orientation de la réponse immune et la réponse 

antitumorale. 

 

III-A. Les cellules NK et  NKT.  
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Les cellules NK (Natural Killer), sont des cellules effectrices de l’immunité innée 

servant de première ligne de défense à l’organisme. Elles éliminent les cellules cibles sans 

sensibilisation préalable. Elles sont dépourvues de TCR et de spécificité vis-à-vis d’un 

peptide antigénique donné. Les cellules NK peuvent être activées par les DCs et produire 

des cytokines de type I et II et ainsi participer au transfert d’une réponse innée immédiate à 

une réponse acquise (Zitvogel 2002). En tant que cellules effectrices, elles lysent les cellules 

présentant une absence ou un faible taux de CMH-I à leur surface (infection virale ou 

cancer) ou un CMH-I de type allogénique (transplantation, grossesse) (Miller 2001). Leur 

activité cytotoxique est étroitement régulée par une communication complexe de récepteurs 

activateurs et inhibteurs reconnaissant des ligands à la surface des cellules cibles (Long 

1999; Soloski 2001). Le mécanisme de reconnaissance des molécules du CMH de ces 

cellules cibles se fait par des glycoprotéines membranaire de type I et par des récepteurs 

apparentés aux immunoglobulines à la surface des NK. Dans des conditions physiologiques, 

les cellules présentant un CMH syngénique induisent un signal inhibiteur dominant dans les 

NK (Lanier 1998). Il en résulte donc une préservation des cellules du soi normales et une 

élimination des cellules exprimant un CMH de classe I abérrant (Karre, Ljunggren et coll. 

1986; Kim, Iizuka et coll. 2000). Dans le cas de tumeurs exprimant peu ou pas les molécules 

du CMH-I, l’activité cytotoxique des cellules NK semble être le mécanisme de défense 

prédominant (Cerwenka, Baron et coll. 2001). 

Les cellules NKT (Natural Killer T)ont la particularité de co-exprimer le TCR, 

caractéristique des cellules T, et le récepteur NK1.1, caractéristique des cellules NK (Porcelli 

et Modlin 1999). Comme les cellules NK, les NKT peuvent être activées par les DCs et 

participent au transfert de la réponse innée vers la réponse adaptative. Elles sont capables 

d’une sécrétion rapide, forte et de façon très polarisée de cytokines de type I (IFN-γ) et II (IL-

4). Les cellules NKT reconnaissent un nombre limité d’antigènes. Ces antigènes sont 

présentés par les molécules non-polymorphiques apparentées au CMH et appelées CD1. 

Ces molécules de CD1 sont fortement exprimer à la surface des DCs immatures et lient un 

ensemble restreint d’épitopes inhabituels et essentiellement glycolipidiques. Les cellules 

NKT sont capablent de contrôler le développement de la tumeur, voire d’induire son rejet 

(Cui, Shin et coll. 1997; Smyth, Thia et coll. 2000). Cependant, leur rôle dans une réponse 

antigène-spécifique reste à établir. Les cellules NKT semblent être importantes dans les 

phases d’initiation de la réponse immune et dans l’orientation Th1/Th2 de celle-ci. 

 

 

III-B. Les lymphocytes T régulateurs.  
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Les lymphocytes T régulateurs (T reg) sont des suppresseurs professionnels de la 

réponse immune. Représentant 5 à 10% des T CD4+, ils ont la particularité d’exprimer 

constitutivement le CD25. Ce récepteur n’est exprimé dans les autres lymphocytes T CD4+ 

qu’après reconnaissance de l’antigène et activation du TCR. Les lymphocytes T reg, 

constitutivement CD4+CD25+, inhibent les cellules T autoréactives, prévenant ainsi des 

maladies autoimmunes mais également des réponses antitumorales (Shevach 2001). Les 

T reg présentent certaines caractéristiques très conservées au cours de l’évolution. Ils ont 

une capacité limitée à proliférer, expriment de façon constitutive le récepteur CTLA-4 à leur 

surface et produisent des cytokines immunosuppressives telles que l’IL-10 et le TGF-β. Un 

autre type de lymphocyte T reg, cette fois-ci apparenté aux T CD8+, a également été isolé et 

exprime CD8 en absence de CD28 (Ciubotariu, Colovai et coll. 1998). 

 

IV.  La vaccination.  
 

Le principe de l’immunisation active, c’est-à-dire la mise en place d’une immunité 

protectrice et d’une mémoire immunitaire, a été découvert par les pratiques de variolisation 

dès le XIe siècle en Chine. Au XVIIIe siècle en Europe, Daniel Bernoulli démontra que 

malgré les risques la généralisation de cet acte médical allongeait de 3 ans l’espérance de 

vie à la naissance. Il avait été également observé, sans se l'expliquer, que les vachers 

atteints de vaccine, une maladie bénigne transmise par leur vache, étaient protégés contre la 

variole. Ainsi en 1796, Edward Jenner inocule le virus de la vaccine à un enfant. Celui-ci 

s’avèrera immunisé contre la variole après 3 mois d’incubation. Le premier « vaccin » était 

né. Il faudra attendre les travaux de Robert Koch sur la relation entre microbes et infections, 

puis ceux de Louis Pasteur et de ses collaborateurs Roux et Duclaux, pour que le principe 

d’action de la vaccination soit établit. En 1881, Pasteur vaccine un troupeau de moutons 

contre le choléra, et en 1885 il met au point le vaccin contre la rage. Depuis, de nombreux 

autres principes vaccinaux ont été développés. En fonction du type de principe actif utilisé, 

on peut distinguer les vaccins antiviraux ou antibactériens utilisant : 

des organismes pathogènes entiers : 

- virus ou bactéries atténués : Bacille de Calmette-Guérin ou BCG 

(Mycobacterium bovis) contre la tuberculose, 

- virus ou bactéries inactivés par la chaleur ou par voie chimique comme 

l’utilisation du formaldéhyde : Coqueluche, 

des macromolécules purifiées : 

- polysaccharides : Méningite, pneumonie à pneumocoques, 
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- toxoïdes : tétanos, 

- protéines recombinantes : Hépatites B (HBsAg), 

- peptides synthétiques,  

- acides nucléiques : ADN ou ARN, 

des organismes modifiés : 

- virus dérivés de la vaccine, du canarypox, du polyovirus, 

- souches bactériennes atténuées dérivées de Salmonella typhimurium, 

- cellules dendritiques chargées. 

Les progrès de la médecine laissent envisager aujourd’hui deux grandes familles de 

vaccins : les vaccins préventifs et les vaccins thérapeutiques. L'objectif d‘un vaccin préventif 

est de protéger la population contre la maladie avant tout contact avec le pathogène. Il s’agit 

donc d’éduquer le système immunitaire pour qu’il reconnaisse un pathogène avant 

l’apparition de symptôme et qu’il puisse l'éliminer définitivement. Il est donc administrer à un 

sujet « sain » afin que son intégrité soit préservée. Le vaccin thérapeutique est lui administré 

dans un contexte pathologique. Il a lui pour objectif de guérir le sujet atteint en stimulant son 

système immunitaire pour permettre d'enrayer la progression de la maladie, voire de 

l’éradiquer. 

Enfin dans les stratégies vaccinales, deux approches distinctes peuvent être 

envisageables. La première consiste à l’injection directe de particules antigéniques au sujet. 

Cette stratégie (in vivo), simple dans son acte, est la plus commune et la plus adaptée aux 

vaccins préventifs. La seconde stratégie, (ex vivo) plus contraignante, est plus dédiée aux 

vaccins thérapeutiques. Par exemple, dans le cas d’une immunothérapie cellulaire, elle 

consiste à prélever les DCs ou leurs précurseurs du patient et les mettre en culture afin de 

procéder aux étapes de différenciation, de maturation et de chargement par l’antigène. Ces 

DCs modifiées sont ensuite réinjectées au patient. Cette approche est actuellement utilisée 

pour le développement de vaccins antitumoraux. 
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CHAPITRE II :  LES CELLULES DENDRITIQUES. 

 

L’amélioration des connaissances sur la mise en place d’une mémoire immunitaire, 

base du principe de vaccination, a mis en avant l’importance des cellules dendritiques (DCs). 

Ceux sont des cellules présentatrices d’antigènes professionnelles qui initient et régulent les 

réponses immunes. Elles peuvent être considérées comme les « chefs d’orchestre » de ces 

régulations complexes et toute action vaccinale agit par l’intermédiaire de ce type cellulaire.  

 

I. Découverte et caractérisation des DCs.  

 

Les DCs ont été décrites initialement par Paul Langerhans en 1868 dans l’épithélium 

de la peau. Puis en 1973, Steinman et Cohn isolent un type rare de cellules spléniques 

impliquées dans l’induction des réponses immunes (Steinman et Cohn 1973). La difficulté à 

isoler des DCs à partir de tissu fut pendant longtemps un facteur limitant à leur 

caractérisation. Ce n’est que dans les années 90, avec les progrès dans le domaine des 

cultures primaires, que la production in vitro de DCs humaines et murines a pu être 

entreprise, facilitant ainsi leurs études. Plusieurs sous-populations de DCs peuvent être 

caractérisées en fonction de leur morphologie, de leur profil d’expression de marqueurs et de 

sécrétion de cytokines, de leur localisation tissulaire, de leur besoin en facteurs de 

croissances et de leur réponse à des stimuli activateurs. Bien que le modèle murin soit un 

modèle d’excellence en immunologie, il existe des différences notables entre les DCs 

isolables chez la souris et chez l’homme. Les marqueurs pour un même type fonctionnel de 

DCs peuvent variés entre ces deux espèces, et l’équivalent murin d’une sous-population de 

DCs humaines n’est pas forcément isolable. 

Cependant, les correspondances inter-espèces sont suffisantes pour définir deux 

modèles explicatifs de la génération des sous-populations de DCs (Figure 10). Le « modèle 

de plasticité fonctionnelle » considère que toutes les sous-populations de DCs (DCA ou DCB) 

correspondent à des états d’activation différents d’un seul type de lignée de DCs. Ses divers 

états sont exclusivement sous la dépendance de l’environnement et de signaux locaux. Au 

contraire, le « modèle des lignées spécialisées » suggère que des signaux précoces 

agissent au niveau d’un précurseur (préDCA ou préDCB) induisant une séparation en divers 

lignages cellulaires. Chacun de ces lignages aboutissant à un type spécialisé de DCs.  
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Figure 11 : Modèles explicatifs de la génération des sous-populations de DCs 

 

En réalité, les données recueillies quant au développement et à la différenciation des 

DCs semblent indiquer qu’il s’agit d’un mélange complexe de ces deux modèles. Ces 

mécanismes laissent part à une large plasticité tant au niveau des précurseurs qu’au niveau 

des DCs.  

A l’origine, les similitudes entre des DCs spléniques isolées par Steinman et Cohn 

(Steinman et Cohn 1973) et les monocytes-macrophages ont conduit à leur attribuer une 

origine myéloïde. Ces DCs myéloïdes engendrent deux grandes sous-populations qui sont 

se retrouvent dans tous les tissus, les DCs intersticielles (int-DCs), ou au niveau de 

l’épiderme, les cellules de Langerhans (LCs). Cette origine myéloïde des DCs fut confirmée 

par l’obtention de DCs à partir de monocytes ou de précurseurs intermédiaires chez la souris 

et l’homme (Caux, Vanbervliet et coll. 1996; Caux, Massacrier et coll. 1997). Les int-DCs et 

les LCs présentent la capacité de sécréter d’importante quantité d’IL-12 en réponse aux 

stimuli activateurs et d’induire la prolifération de lymphocytes T CD4+ naïfs. Cependant, 

seules les int-DCs sécrètent l’IL-10 nécessaire à la différenciation terminale des lymphocytes 

B en plasmocytes sécréteurs d’anticorps (Caux, Vanbervliet et coll. 1996; Caux, Massacrier 

et coll. 1997). Les LCs semblent particulièrement efficaces pour l’activation des lymphocytes 

T CD8+ cytotoxiques. 
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D’autres expériences in vitro et in vivo ont conduit à attribuer une origine lymphoïde à 

certaines sous-populations de DCs. En effet, au niveau du thymus existent des précurseurs 

thymiques capables de générer les lymphocytes B et T ainsi que des cellules NK, mais pas 

de cellules myéloïdes. En recherchant l’origine des DCs présentent dans le thymus, Ardavin 

C. et coll. (Ardavin, Wu et coll. 1993) ont démontré la capacité de ces précurseurs thymiques 

murins à générer l’ensemble de la population tissulaire de DCs. Les mêmes observations ont 

pu être faites pour les DCs thymiques humaines. Ces DCs lymphoïdes représentent 

également la majorité des DCs spléniques.  

Les DCs d’origine myéloïde et lymphoïde ont cependant en commun l’expression du 

marqueur de différenciation CD11c. Leur ségrégation chez la souris se fait classiquement 

selon l’expression d’un autre marqueur, le CD8α. Ainsi les DCs d’origine myéloïde sont 

CD11c+, CD8α- et les DCs d’origine lymphoïde CD11c+, CD8α+ (Banchereau, Briere et coll. 

2000). Des travaux récents ont montré qu’une classification des DCs ne pouvait pas être 

aussi simpliste. En effet, les deux types de cellules précurseurs sont capables de générer in 

vitro aussi bien des DCs CD8α- que des CD8α+ et semblent dériver d’un progéniteur 

hématopoïétique commun de la moëlle osseuse (Traver, Akashi et coll. 2000; Manz, Traver 

et coll. 2001). 

La population des DCs plasmacytoïdes (pDCs) semble toute fois encore plus délicate 

à classer. Découvertes dans des ganglions lymphatiques pathologiques humains, les pDCs 

présentent un aspect morphologique de plasmocytes et sont capables de sécréter très 

rapidement de grande quantité d’une cytokine antivirale, l’IFN-α, en réponse à une infection 

virale (Siegal, Kadowaki et coll. 1999) ou à une stimulation par des ADN à motifs CpG 

(Bauer, Redecke et coll. 2001; Nakano, Yanagita et coll. 2001). Les pDCs représentent donc 

la première barrière antivirale et agissent comme acteur de l’immunité innée. Mais leur 

activation conduit également à l’induction d’une réponse immune et agissent à ce titre 

comme acteur de l’immunité adaptative (Kadowaki, Antonenko et coll. 2000). Récemment, 

l’équivalent murin des pDCs humaines a été isolé et caractérisé (Nakano, Yanagita et coll. 

2001). 



 

 36 

II. Les DCs murines.  
 
 

Les DCs murines peuvent être classées en plusieurs sous-catégories en fonction de 

l’expression de différents marqueurs de surface. Les DCs murines matures expriment 

CD11c, les molécules de co-stimulation CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2), ainsi qu’un niveau 

variable de molécules du CMH-II. D’autres marqueurs sont également utilisés tels que 

CD11b (chaîne αM de Mac-1), CD4, CD8α ou encore CD205 (DEC 205, DC-SIGN). Sur la 

base de ces marqueurs, 5 sous-populations de DCs murines ont pu être identifiées dans les 

organes lymphoïdes (Tableau 1). Trois d’entre-elles sont localisées au niveau de la rate: 

CD4-CD8+, CD4+CD8- et CD4-CD8-. La zone marginale de la rate contient majoritairement 

des CD8- (Vremec, Pooley et coll. 2000), alors que la zone T est préférentiellement colonisée 

par les CD8+. Toutefois une infiltration de CD8- dans cette dernière région splénique est 

observable dans un contexte infectieux (De Smedt, Pajak et coll. 1996). La sous-population 

CD11b-CD4-CD8+CD205hi, bien qu’isolable dans les ganglions lymphatiques et la rate, 

représente la grande majorité des DCs thymiques. La population de DCs CD11b+CD4-CD8- 

est présente dans tous les ganglions lymphatiques, avec une expression variable de CD205 

(Anjuere, Martin et coll. 1999). Enfin, au niveau de la peau on trouve la population 

CD11b+CD4-CD8lowCD205hi, également caractérisée par sa forte expression de langherine, 

et qui correspond aux cellules de Langherans (Henri, Vremec et coll. 2001). 

 

Tableau 1 : Répartition des DCs murines in vivo.  

CD11b- 

DCs « lymphoïdes » 

CD11b+ 

DCs « myéloïdes » 

CD4+ CD4- 

CD8- CD8low 

    

         Phénotype  

 

 

Localisation 

CD4-CD8+CD205hi 
CD8-CD205- 

CD205- CD205+ CD205high 

Rate 
++ 

(Zone T) 

+++ 

(Zone marginale) 
+ - - 

Thymus +++ - - - - 

Ganglions 

lymphatiques 
+ - +++ ++ - 

Peau + - + + +++ 

 

L’approche la plus courante pour l’obtention de DCs murine in vitro consiste à la mise 

en culture des précurseurs en présence de GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
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stimulating factor) et de TNF-α (Tumor necrosis factor α) (Figure 12). Ainsi, les précurseurs 

du sang périphérique, ou les cellules souches Lin- isolées de la moelle osseuse (BM), 

cultivés en présence de GM-CSF et d’IL-4, puis mis en maturation en présence de GM-CSF 

et de TNF-α, permettent l’obtention de DCs matures phénotypiquement homogènes, 

n’exprimant pas CD8α (Schreurs, Eggert et coll. 1999). La culture de ces mêmes 

précurseurs Lin- en présence de GM-CSF, de SCF (stem cell factor) et de TNF-α, suivi d’une 

maturation en GM-CSF et TNF-α, conduit à 2 types de DCs. On peut ainsi distinguer un type 

s’apparentant aux DCs des organes lymphoïdes et issues de DCs immatures 

CD11b+CD11c+, et un autre s’apparentant aux LCs, issues des CD11b-CD11c+ (Zhang, 

Harada et coll. 1998). Les précurseurs Lin- c-kit+ mis en présence de GM-CSF, de TNF-α et 

de TGF-β suivi d’une maturation en GM-CSF et TNF-α, aboutissent également à la 

génération de LCs (Zhang, Zhang et coll. 1999). Enfin la culture de cellules Lin- en présence 

uniquement de FLT3-L (fms-like tyrosine kinase 3 ligand) suivi d’une maturation par LPS 

(Lipopolysaccharide), ou IFN-α, donne des DCs CD11c+CD11bhiCD8α- et 

CD11c+CD11blowCD8α+. Ces DCs se rapprochent le plus de celles isolables in vivo (Brasel, 

De Smedt et coll. 2000). 

 

 
Figure 12 : Voies de différenciation in vitro des DCs murines. 
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III.  Les DCs humaines.  
 

Le sang est la principale source des DCs humaines étudiée. Son contenu en DCs est 

très hétérogène, allant de précurseurs aux DCs immatures. Leur phénotypage met en 

évidence plusieurs états d’activation différents plus qu’une ségrégation de lignées (Hart 

1997). La comparaison avec les études plus poussées effectuées chez la souris est limitée 

par l’absence d’expression du marqueur CD8 sur les DCs humaines. Ainsi l’équivalent des 

DCs murines matures CD8+ n’a pu encore être identifié. Les LCs se distinguent en un type 

particulier de DCs, CD1a+E-cadh+langerin+, présentant des granules de Birbeck. Les études 

des DCs présentent dans les organes lymphoïdes ont montré une grande hétérogénéité 

dans l’expression des marqueurs CD4, CD11b et CD11c (McIlroy, Autran et coll. 1995), mais 

la phylogénie reste difficile à établir. C’est au niveau thymique que l’identification de 

différentes populations de DCs est la plus évidente. La majorité des DCs thymiques ont en 

effet une absence de marqueurs myéloïdes avec un phénotype CD11c+CD11b-CD45ROlow. 

Ces caractéristiques tendent à les rapprocher des DCs CD8+ thymiques murines, dites 

« lymphoïdes ». Une minorité de DCs thymiques humaines sont au contraire de type 

CD11chiCD11b+CD45ROhi et expriment des marqueurs myéloïdes, ce qui les caractériserait 

comme l’équivalent des DCs « myéloïdes » CD8α- murines. 

Deux grands types de préparations de DCs humaines in vitro sont utilisés (Figure 13). 

On pratique la différenciation des cellules mononucléées du sang périphérique (peripheral-

blood monocytes cells ou PBMC) ou de précurseurs hématopoïétiques CD34+ (bone-marrow 

derived cells ou BMDC). Après une première phase de différenciation, elles sont 

classiquement suivies d’une phase de maturation. Des DCs immatures sont obtenues par 

culture de monocytes en présence de GM-CSF et d’IL-4. Leur maturation est obtenue à 

l’aide de GM-CSF et de TNF-α (Sallusto et Lanzavecchia 1994). Cette maturation peut 

également être effectué avec du LPS, de l’IFN-γ ou encore du CD40L. Cependant ces stades 

de différenciation et de maturation semblent réversibles comme il a été observé lorsque des 

cytokines étaient éliminées du milieu de culture (Romani, Reider et coll. 1996; Nelson, Strobl 

et coll. 1999). La culture des monocytes en présence de GM-CSF, d’IL-4 et de TGF-β donne 

à des cellules de types LCs. Leur maturation s’effectue par incubation dans du milieu 

complémenté en GM-CSF, TNF-α et IL-1. Le même type de différenciation peut être obtenu 

à partir de DCs CD11c+CD1a+ isolées du sang périphérique (Geissmann, Prost et coll. 1998; 

Ito, Inaba et coll. 1999). 

 Les précurseurs hématopoïétiques CD34+ sont obtenus à partir du sang de cordon 

ombilical (Caux, Vanbervliet et coll. 1996) ou de la moelle osseuse (Caux, Dezutter-

Dambuyant et coll. 1992). En les cultivant en présence de GM-CSF et de TNF-α, ils génèrent 
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2 types de DCs immatures identifiables par leur expression mutuellement exclusive de CD14 

et CD1a. Dans les mêmes conditions de culture, les précurseurs CD14+CD1a- évoluent vers 

un phénotype de DCs matures n’exprimant pas la molécule d’adhésion E-cadhérine 

(E-cadh-), semblables à celles du derme ou des organes lymphoïdes. Leur capacité à donner 

également des macrophages en présence de M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor) 

indique une origine myéloïde de ces précurseurs (Caux, Vanbervliet et coll. 1996). La mise 

en culture en présence de TGF-β de la population CD11b- de ces précurseurs conduit leur 

différenciation en LCs (Jaksits, Kriehuber et coll. 1999). Les intermédiaires CD14-CD1a+ 

génèrent quant à eux directement des DCs matures E-cadh+langerin+ semblables aux LCs 

lorsqu’ils sont cultivés en présence de GM-CSF et de TNFα. Enfin, il a été montré que parmi 

les précurseurs CD34+, la sous-population CD45R-IL-3Rα- peut donner des DCs de type 

plasmacytoïde en présence de FLT3-L seul (Blom, Ho et coll. 2000). Leur maturation peut 

être induite à l’aide d’IL-3 accompagné de TNF-α ou de CD40L (Grouard, Rissoan et coll. 

1997; Kohrgruber, Halanek et coll. 1999). 
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Figure 13: Voies de différenciation in vitro des DCs humaines. 
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IV. La génération de DCs en vue d’applications clin iques.  

 

De part la nécessité d’un grand nombre de cellules nécessaires pour une approche 

de thérapie cellulaire, la génération de DCs in vitro est un facteur prépondérant et qui doit 

être parfaitement maitrisé. Actuellement, la voie la plus utilisée dans cette stratégie consiste 

à obtenir des DCs immatures à partir de monocytes sanguins (Mo-DCs, Monocytes derived-

dendritic cells) cultivés en présence de GM-CSF et d’IL-4. Cette approche permet l’obtention 

d’une population homogène de DCs immatures la maturation est induite par l’ajout de TNF-α. 

Or cette étape de maturation semble cruciale dans l’utilisation des DCs en immunothérapie. 

Il a été montré qu’une réponse immune efficace nécessite l’injection de DCs matures 

(Thurner, Haendle et coll. 1999) et que dans ce contexte, une amplification de la fonction des 

CD8+ et une orientation des CD4+ vers la sécrétion d’IFN-γ était observable (Schuler-

Thurner, Schultz et coll. 2002). Au contraire, l’injection de DCs immatures peut conduire à la 

mise en place d’une tolérance périphérique vis-à-vis de l’antigène (Dhodapkar, Steinman et 

coll. 2001).  

L’optimisation de cette étape de maturation est donc un enjeu thérapeutique majeur 

et de nombreux facteurs de maturation sont apparus dans les protocoles de culture. Ainsi, on 

peut citer l’utilisation de ligands des récepteurs Toll-like (TLRs) tels que le poly I:C (Kalady, 

Onaitis et coll. 2002), pour le TLR3, les ADN CpG, pour le TLR9, ou encore l’utilisation 

d’activateurs de reconnaissance antigénique tel que CD40L (Banchereau, Briere et coll. 

2000). Les TLRs stimulés induisent une voie de signalisation commune impliquant la 

protéine adaptatrice MyD88 et conduisant à l’activation des facteurs de transcription NF-κB 

et AP1 via l’intermédiaire d’un certain nombre de protéines telles que MyD88, IRAK et 

TRAF6 (Figure 14). Certains TLRs, comme le TLR3, peuvent également activer le facteur de 

transcription IRF3 par l’intermédiaire de la protéine adaptatrice TRIF. Les facteurs de 

transcription ainsi activés permettent l’expression des cytokines telles que l’IL-1, l’IL-6, le 

TNFα et les IFN-α et -β. 
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 La réinjection de DCs implique également de connaître leur biodistribution dans 

l’organisme receveur. La migration des DCs est guidée par les interactions entre ses 

récepteurs aux chimiokines et leurs ligands. Ainsi, l’expression de CCR7 sur les DCs 

matures et leur capacité à répondre à des chimiokines tels que CCL19 et CCL21 est un 

paramètre important pour la colonisation de la zone T des ganglions lymphatiques (Sallusto, 

Schaerli et coll. 1998; Thurner, Roder et coll. 1999; Caux, Vanbervliet et coll. 2002; 

Scandella, Men et coll. 2002). La prostaglandine E2 (PGE2) semble être un facteur important 

dans l’expression de CCR7 par les Mo-DCs. Cependant l’IL-4 utilisée dans lors de la 

préparation des DCs interfére avec la production de PGE2 et réduit ainsi la mobilité des DCs 

(Scandella, Men et coll. 2002). La PGE2 malgré cet atout est suspectée d’induire des DCs à 

orientation de type Th2, et n’est donc pas systématiquement utilisée dans les protocoles de 

maturation. Des études récentes ont mis en évidence in vivo une forte collaboration entre les 

DCs et les cellules NK. Ces observations ont permis de démontrer que la production d’IFN-γ 

par les NK oriente efficacement les DCs vers un profil de DC1 et donc une réponse Th1 

(Mailliard, Son et coll. 2003; Martin-Fontecha, Thomsen et coll. 2004). Un nouveau protocole 

de maturation des Mo-DCs utilisant un cocktail TNF-α, IL-1β et INF-γ a donc été proposé 

Figure 14: TLR et voies de signalisation 

D’après Akira et Takeda (Akira et Takeda 2004) 



 

 43 

(Mailliard, Wankowicz-Kalinska et coll. 2004). Il a été montré que la maturation des DCs 

après transfert de gène permet d’augmenter l’efficacité de présentation antigénique quelque 

soit la technique de transfert utilisée (Van Tendeloo, Ponsaerts et coll. 2001; Kalady, Onaitis 

et coll. 2002; Onaitis, Kalady et coll. 2003). Une stratégie de maturation séquentielle a été 

développée par Kalady et coll. La première étape de maturation après transfection permet 

d’augmenter l’expression de CD40 et des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 à la 

surface des DCs. Une deuxième étape de maturation par stimulation à l’aide de CD40 ligand 

soluble (sCD40L) permet d’augmenter l’immunogénicité (Kalady, Onaitis et coll. 2004) 

Un autre point important dans l’utilisation de DCs en thérapie cellulaire est la voie 

d’administration à utiliser pour obtenir la meilleure réponse immune possible. Différentes 

voies ont pu être testées : en intradermique (i.d.), en sous-cutanée (s.c.), en intraveineuse 

(i.v.), en intranodullaire ou encore en intratumorale (Mullins, Sheasley et coll. 2003). Les 

injections i.v. permettent une distribution préférentielle dans le foie et à moindre degré dans 

la rate et le foie. Une injection i.d. induit la colonisation par les DCs des ganglions 

lymphatiques afférents (Mackensen, Krause et coll. 1999). Malgré une proportion inférieure à 

10% des cellules injectées colonisant les ganglions lymphatiques, l’administration en i.d. est 

plus efficace que les injections en s.c. et i.v. pour l’obtention d’une réponse Th1 

anticancéreuse (Schuler, Schuler-Thurner et coll. 2003). L’injection intranodullaire, plus 

délicate à effectuer, permet de s’affranchir de l’étape de migration. De plus elle semble plus 

performante que la voie i.d. pour une sensibilisation des T (Bedrosian, Mick et coll. 2003). 
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CHAPITRE III :  LES ANTIGENES TUMORAUX. 
 

Quelque soit la stratégie envisagée dans le développement d’un vaccin antitumoral, 

la détermination de l’antigène qui sera la cible du système immunitaire est un point essentiel. 

Il est donc nécessaire de connaître les mécanismes d’oncogenèse et les profils d’expression 

des antigènes tumoraux.  

Les cellules tumorales sont caractérisées par une expression dérégulée de gènes ou 

des mutations affectant leur fonction. Selon les cas, ces gènes conduisent à une production 

de protéines anormales, à la surexpression de protéines normales ou encore à l’expression 

de nouvelles protéines. Le protéasome des cellules cancéreuses va dégrader ces protéines 

et permettre de présenter des peptides lié au CMH-I à leur surface. Parallèlement, les corps 

apoptotiques issus des cellules cancéreuses mortes vont être phagocytés par les APC. Des 

peptides seront présentés par le CMH-II selon la présentation exogène classique et par le 

CMH-I dans le cas de la présentation croisée. Ces mécanismes d’apprêtement permettront 

l’initiation de la réponse immune. Trois grandes catégories d’antigènes associés à des 

tumeurs ou TAAs (Tumor-associated antigens) peuvent être définies en fonction des types 

de dérégulation et de leur profil d’expression. 

 

I. Les antigènes codés par des gènes mutés  

ou anormalement exprimés.  

 

La catégorie la plus commune d’antigènes tumoraux correspond à des protéines 

issues de gènes mutés ou anormalement exprimés. Ces gènes sont classiquement associés 

à un phénotype « malin ».  

 

I-A. Les antigènes « uniques » codé par des gènes m utés.  

 

Ces antigènes ont été identifiés au niveau de la séquence de protéines impliquées 

dans la régulation du cycle cellulaire (CDK4) (Wolfel, Hauer et coll. 1995), le contrôle de la 

prolifération (β-caténine) (Robbins, El-Gamil et coll. 1996) ou l’induction de l’apoptose 

(CASP-8) (Mandruzzato, Brasseur et coll. 1997). Certaines mutations au niveau des produits 

du proto-oncogène ras ou du gène suppresseur de tumeurs p53 sont reconnues par des 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Gedde-Dahl, Eriksen et coll. 1992; Gedde-Dahl, Spurkland et 

coll. 1992; Theobald, Biggs et coll. 1995; Gjertsen, Buanes et coll. 2001).  
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D’autres antigènes de cette catégorie sont les protéines virales. En effet, certains 

virus sont liés à l’apparition de tumeurs. Le papilloma virus humain (HPV) peut être impliqué 

dans le cancer du col de l’utérus (protéines E6 et E7) (Tindle 1996), le virus d’Epstein Barr 

(EBV) dans les lymphomes (protéines BARF0, LMP2) (Khanna, Burrows et coll. 1998; 

Roskrow, Suzuki et coll. 1998) ou encore le virus de l’hépatite B dans les tumeurs 

hépatiques. Ces antigènes associés aux tumeurs issus de mutations ou d’origine virale 

pourraient être des candidats intéressants pour l’immunothérapie. Cependant, la mise en 

place d’un tel traitement doit être faite au cas-par-cas et nécessité d’identifier la protéine 

mutée l’antigène viral au niveau de la tumeur de chaque individu. Le développement d’un 

vaccin antitumoral à grande échelle n’est donc pas envisageable dans ce contexte. 

 

I-B. Les antigènes non mutés surexprimés.  

 

Ces antigènes ubiquitaires sont surexprimés spécifiquement dans un nombre 

important de cellules tumorales d’origines variées. Ils sont produits dans les cellules 

normales à des niveaux particulièrement faibles, dits « cryptiques ». Pour cette raison, les 

CTL spécifiques de ces antigènes reconnaissent les cellules tumorales mais pas les cellules 

saines. En effet, un seuil d’expression minimal de l’antigène semble être nécessaire pour la 

reconnaissance par les CTL (Lethe, van der Bruggen et coll. 1997). Un antigène typique de 

cette catégorie est la protéine HER-2/neu dont le gène est exprimé dans les tissus normaux 

et surexprimé dans environ 30% des cancers du sein et de l’ovaire (Pauletti, Godolphin et 

coll. 1996; Press, Bernstein et coll. 1997). Récemment, des antigènes ont été identifiés, par 

une approche prédictive. Notamment la sous-unité catalytique hTERT de la télomérase se 

trouve surexprimée dans plus de 85% des cancers (Vonderheide, Hahn et coll. 1999; 

Ayyoub, Migliaccio et coll. 2001). Des résultats précliniques intéressants permettent 

d’envisager pour cette catégorie d’antigènes, une immunothérapie contre de nombreux types 

de cancers d’origines histologiques variées (Nair, Heiser et coll. 2000). L’expression 

ubiquitaire de ces antigènes nécessite cependant une étude attentive de l’induction de 

réactions auto-immunes. 

 

II. Les antigènes tumeur-spécifiques.  
 

Cette catégorie d’antigènes se caractérise par une expression restreinte à un 

contexte tumoral. Ces marqueurs « parfaits » d’atteinte tumorale restent cependant rares et 

les plus connus sont ceux de la famille MAGE : MAGE (Melanoma-associated antigen) 1, 2 

et 3 (van der Bruggen, Traversari et coll. 1991), BAGE (B melanoma antigen) (Boel, 
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Wildmann et coll. 1995), GAGE (G antigen) (Van den Eynde, Peeters et coll. 1995),  RAGE 

(Renal tumor antigen). La plupart des antigènes MAGE ont été décrits initialement dans les 

cancer à mélanome mais de nombreux types de tumeurs d’origines histologiques variées les 

expriment également. C’est le cas pour les carcinomes de la zone tête/cou, les carcinomes 

hépatiques et mammaires. Par exemple, 48% des mélanomes et 80% des carcinomes 

hépatiques expriment MAGE-1(Van den Eynde et van der Bruggen 1997). Ils ne se trouvent 

pas dans les tissus sains à l’exception des cellules germinales testiculaires ou de la rétine. 

Cette expression spécifique des gènes MAGE pourrait être liée à une hypométhylation de 

l’ADN génomique (Weber, Salgaller et coll. 1994).  

De par leur expression dans un nombre important de tumeurs d’origines variées, ces 

antigènes sont des candidats privilégiés pour l’immunothérapie antitumorale. Leur 

expression constitutive dans les testicules et la rétine n’est pas génante puisque, n’exprimant 

pas ou peu de molécules du CMH, ces cellules ne peuvent pas présentés les épitopes de 

MAGE au système immunitaire. 

 

III.  Les antigènes de différenciation.  
 

La plupart de ces antigènes ont été décrits dans les mélanomes. Ils correspondent à 

la réexpression d’une protéine caractéristique d’un stade plus précoce de la différenciation 

cellulaire. Au cours du développement embryonnaire, les cellules neuroectodermiques qui se 

différencient en mélanocytes expriment de nouvelles protéines. Leur expression va 

s’éteindre durant les étapes successives de différenciation vers les mélanocytes matures. 

Dans le cas du mélanome, on constate une augmentation ou une production anormale de 

ces protéines de la lignée mélanocytaire, et la mise en place d’une réponse cellulaire 

cytotoxique anti-mélanome dirigée contre certains de leurs épitopes. Les protéines 

MART-1/Melan-A (Kawakami, Eliyahu et coll. 1994; Castelli, Storkus et coll. 1995), gp100 

(Kawakami, Eliyahu et coll. 1995), tyrosinase (Topalian, Rivoltini et coll. 1994), ou encore 

TRP-1 et TRP-2 (Wang, Appella et coll. 1996) font partie de ces antigènes spécifiques. La 

réponse immune déclenchée peut affecter des mélanocytes sains et engendrer une 

décoloration de la peau (Duhra et Ilchyshyn 1991; Anichini, Maccalli et coll. 1993; Kawakami, 

Eliyahu et coll. 1994; Kawakami, Eliyahu et coll. 1995). Cette réponse auto-immune associée 

à la présence de CTLs réactifs chez des individus sains témoigne d’un mécanisme de 

rupture de la tolérance périphérique (van Elsas, van der Burg et coll. 1996; Pittet, Valmori et 

coll. 1999). En absence de pathologie, ces protéines sont exprimées de façon cryptique (non 

présentées au système immunitaire ou présentées en absence de costimulation) et induisent 

une tolérance périphérique par anergie des lymphocytes T réactifs. Lors de leur 
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surexpression, une présentation associée aux molécules de costimulation conduit à une 

activation, ou à la ré-activation, des cellules T et à la mise en place de la réponse immune. 

Les effets auto-immuns observés se limitent à une dépigmentation de la peau, les antigènes 

de cette catégorie sont particulièrement intéressants pour une immunothérapie du 

mélanome. Par conséquent, divers essais cliniques de stratégie vaccinale sont menés sur ce 

modèle (Jaeger, Bernhard et coll. 1996; Rosenberg, Yang et coll. 1998; Rosenberg, Zhai et 

coll. 1998; Scheibenbogen, Schmittel et coll. 2000). D’autres antigènes lignée-spécifiques 

ont également été décrits dans les cancers de la prostate comme le PSA (prostate-specific 

membrane antigen), le PAP (prostatic alkaline phosphatase) ou encore le PSMA (prostate-

specific membrane antigen)  (Correale, Walmsley et coll. 1997; Ghosh et Heston 2004). 
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CHAPITRE IV :  IMMUNOTHÉRAPIE CELLULAIRE ET 

VACCINATION GÉNIQUE ANTI-CANCÉREUSE. 

 

I. Thérapie cellulaire.  

 

Une fois effectuée la production en grande quantité de DCs et l’identification de TAAs 

potentiellement intéressants, reste à réaliser le chargement des DCs avec les  Ag.  

 

I-A. Chargement exogène.  
 

On peut distinguer le chargement nécessitant une étape d’internalisation 

(endocytose, phagocytose) de l’antigène de celui qui consiste à fixer des peptides 

antigéniques agonistes des molécules du CMH à la surface des DCs. 

Dans le premier cas, la présentation des déterminants antigéniques s’effectuera sur 

les molécules du CMH-II par la voie exogène classique et via celles du CMH-I grâce aux 

propriétés de présentation croisée des DCs. La voie de présentation classique sur les 

molécules de CMH-I des antigènes endogènes ne peut être pas sollicitée. Dans le deuxième 

cas, la présentation antigénique sera restreinte au CMH présents à la surface des APCs 

pour lequel l’épitope peptidique a été optimisé. 

 

1. Les corps apoptotiques.  

 Des corps apoptotiques de cellules tumorales autologues sont phagocytés par les 

DCs. (Albert, Darnell et coll. 1998; Albert, Pearce et coll. 1998; Jenne, Arrighi et coll. 2000). 

Les épitopes antigéniques résultant de leur dégradation sont présentés selon la voie du 

CMH-II et la présentation croisée. Il y a donc dans ce cas une activation des lymphocytes T 

CD4+ et T CD8+, tous deux nécessaires pour une réponse antitumorale efficace. Cependant, 

cette approche présente des contraintes. Il s’agit ici d’une approche à visée thérapeutique 

puisque l’obtention des corps apoptotiques nécessite une biopsie de la tumeur établie.  

 

2. Les exosomes.  

Les exosomes sont de petites vésicules de 50 à 100 nm de diamètre, sécrétées par 

de nombreux types cellulaires, tels que les hématies, les lymphocytes B et T cytotoxiques, 

les mastocytes, les plaquettes, les fibroblastes, les cellules épithéliales, les cellules 

tumorales et les DCs immatures (Zitvogel, Regnault et coll. 1998; Thery, Boussac et coll. 

2001). Les exosomes dérivants de DCs ou DEXs (DC-derived exosomes) sont riches en 
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molécules du CMH-I et CMH-II, ainsi qu’en molécules de costimulation. La stratégie de 

chargement des DCs matures avec ces exosomes permet l’activation de lymphocytes T 

CD8+. Les exosomes dérivés de tumeur ou TEXs (Tumor-derived exosomes) peuvent 

également être utilisés pour charger des DCs matures. Riches en TAAs, ils peuvent induire 

une réponse cellulaire efficace contre la tumeur d’origine grâce à la voie de présentation 

croisée (Chaput, Taieb et coll. 2005). Cependant, il s’agit également d’une approche 

thérapeutique et l’utilisation des TEXs nécessite une biopsie de la tumeur. 

3. Les protéines antigéniques.   

 
 Les protéines antigéniques entières sous forme soluble peuvent être utilisées (Paglia, 

Chiodoni et coll. 1996). Cette stratégie permet de présenter au système immunitaire tous les 

déterminants antigéniques possibles d’un TAA donné. Malgré les propriétés de présentation 

croisée des DCs, la voie principale de présentation des protéines exogènes reste celle du 

CMH-II. Ceux sont donc des lymphocytes T CD4+ qui seront majoritairement stimulés, 

produisant d’importantes quantités d’IL-2 et d’IFN-γ, au détriment d’une stimulation 

nécessaire et efficace des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. 

 
4. Les peptides antigéniques.  

Les DCs peuvent également être chargées ou « pulsées » avec des peptides 

synthétiques (Celluzzi, Mayordomo et coll. 1996) ou naturels (Zitvogel, Mayordomo et coll. 

1996) dérivant de TAAs connus. Ce mode de chargement est le plus utilisé dans les essais 

cliniques. On retrouve des peptides dérivés de MUC1, Her-2/neu, la survivine, la télomérase, 

le CEA (carcinoembryogenic antigen), p53, MAGE et Melan-A/MART1. Le choix des 

épitopes est déterminé par leur immunogénicité et leur capacité de liaison au CMH-I 

(essentiellement HLA-A2) ou CMH-II. De nombreux peptides sont actuellement 

commercialisés et utilisables en clinique. Cependant, l’inconvénient majeur rencontré dans 

cette approche concerne la restriction allélique. En effet, les peptides sont optimisés pour un 

seul type allélique du CMH et leur efficacité devient moindre, voire nulle, dans un contexte 

allélique différent. De plus, l’utilisation de peptides agonistes du CMH-I ne permet pas de 

stimuler les lymphocytes Th qui reconnaissent le CMH-II et dont le rôle dans l’initiation et le 

maintien de la réponse antitumorale est essentiel. Un second problème se situe dans le 

risque d’échappement des cellules tumorales. La restriction des épitopes déclenchant la 

réponse antitumorale, et donc des clones lymphocytaires activés, augmente le risque 

d’échappement dans le cas d’une diminution de l’expression de l’antigène par les cellules 

tumorales. Enfin, la quantité de peptides antigéniques exposés à la surface des DCs et de 

leur durée de vie, souvent faible, sont des paramètres limitant l’obtention d’une présentation 

antigénique optimale in vivo (van der Burg, Visseren et coll. 1996). 
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Le Tableau 2 donne quelques exemples d’essais cliniques réalisés avec ce type de 

chargement des DCs.  

 

Tableau 2 : Essais cliniques en immunothérapie cellulaire anti-cancéreuse par transfert de DCs chargées en 

antigènes de façon exogène. 

Type de cancer Antigènes Type de 
DCs 

Voie 
d'admnistration  

Nombre 
de 

patients  
Référence  

i.v. 4 
(Fujii, 

Shimizu et 
coll. 2001) Leucémie Corps apoptotiques MaMo 

i.d. 9 (Hus, Rolinski 
et coll. 2005) 

Lymphome cutané à 
cellules T Lysat cellulaire MaMo i.n. 10 

(Maier, Tun-
Kyi et coll. 

2003) 

Mélanome 
(stade IV) 

MAGE 3 Melan 
A/MART 1 gp100 

et/ou lysat cellulaire 
MaMo s.c. (+ IL-2 + 

Temozolomide) 2 
(Andersen, 
Keikavoussi 
et coll. 2001) 

Mélanome Lysat cellulaire + 
KLH ImMo i.d. 14 

(Chang, 
Redman et 
coll. 2002) 

Mélanome 
métastatique 

Lysat cellulaire MaMo i.d. 19 
(O'Rourke, 
Johnson et 
coll. 2003) 

Mélanome 
métastatique 

MART, Tyrosinase, 
gp100 et influenza 

matrix ou 
Lysat cellulaire + 

KLH 

ImMo i.n. 33 
(Hersey, 

Menzies et 
coll. 2004) 

Mélanome 
métastatique Lysat cellulaire MaMo i.d. 10 

(Nagayama, 
Sato et coll. 

2003) 

Mélanome 
métastatique Lysat cellulaire MaMo i.d. 17 

(Chakraborty, 
Sporn et coll. 

1998) 

Mélanome 
métastatique Lysat cellulaire MaMo i.n. 11 

(Vilella, 
Benitez et 
coll. 2004) 

Cancer ovarien 
(Progressif ou 

récurrent) 
Lysat cellulaire MaMo s.c./ i.d. 6 (Murphy, Tjoa 

et coll. 1996) 

Carcinome rénal 
métastatique Lysat cellulaire MaMo i.d. 5 

(Pandha, 
John et coll. 

2004) 

Cancer médullo- 
thyroïdien Lysat cellulaire MaMo i.n. 10 (Stift, Sachet 

et coll. 2004) 

Cancer hépathique Lysat cellulaire MaMo i.n. 10 
(Rains, 

Cannan et 
coll. 2001) 
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Type de cancer Antigènes Type de 
DCs 

Voie 
d'admnistration  

Nombre 
de 

patients  
Référence  

Cancer du Pancréas 
(Neuroendocrine) Lysat cellulaire MaMo s.c. 1 

(Schott, 
Feldkamp et 
coll. 2001) 

Gliome Lysat cellulaire + 
KLH ImMo i.d. 0 

(Yamanaka, 
Abe et coll. 

2003) 

Gliome Lysat cellulaire MaMo s.c. 14 (Yu, Liu et 
coll. 2004) 

Gliome Lysat cellulaire MaMo i.d. ou i.d./i.t 24 
(Yajima, 

Yamanaka et 
coll. 2005) 

Neuroblastoma Lysat cellulaire + 
KLH BDC i.v. (& IL-2) 12  

(Morisaki, 
Matsumoto et 

coll. 2003) 

Mélanome 
(Pretraité Stade IV) 

Lysat ou melange +  
KLH 

peptide (HLA-A1: 
MAGE1/MAGE3;  
HLA-A2: Melan A, 
tyrosinase, gp100) 

ImMo 
(+FCS) i.n. 16 

(Nestle, 
Alijagic et 
coll. 1998) 

Mélanome 
(stade IV) 

 

Peptide MAGE 3A1 
(HLA-A1) MaMo s.c., i.d. puis i.v. 11 

(Thurner, 
Haendle et 
coll. 1999) 

Mélanome 
(métastatique) 

Peptides Mart-1; gp 
100 ImMo i.v. (+ IL-2) 10 

(Panelli, 
Wunderlich et 

coll. 2000) 

Mélanome 
(stade IV) 

Peptide MAGE-1, 
MAGE-3 (HLA-A1), 

Melan A, gp100, 
Tyrosinase (HLA-

A2) 

CD34+ i.v. 14 
(Mackensen, 
Herbst et coll. 

2000) 

Mélanome 
(stade IV) 

Peptides MAGE 3 
(HLA-A1 or HLA A2) MaMo s.c. puis i.v. 8 

(Schuler-
Thurner, 

Dieckmann et 
coll. 2000) 

Mélanome 
(stade IV) 

Peptides Mart-1, 
Tyrosinase, gp100 

ImMo i.v. 16 (Lau, Wang 
et coll. 2001) 

ImMo v 
Mélanome 
(stade IV) 

Peptides Melan A 
ou MAGE-1 MaMo 

i.n. 11 

(Jonuleit, 
Giesecke-

Tuettenberg 
et coll. 2001) 

Mélanome 
métastatique 

Peptides Gp 100 et 
tyrosinase ImMo i.v.  / s.c. 23 

(Slingluff, 
Petroni et 
coll. 2003) 

Mélanome 
métastatique 

Peptides Mélanome 
Class I/II + KLH MaMo i.d. 24 

(Hersey, 
Menzies et 
coll. 2004) 

i.v. 

i.n. 
Mélanome 

métastatique 

Peptides Class I 
(MART, gp100, 

tyrosinase) 

MoDC 
avec 

calcium 
ionophore, 
IL2 et IL12 

s.c. 

27 
(Bedrosian, 
Mick et coll. 

2003) 
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Type de cancer Antigènes Type de 
DCs 

Voie 
d'admnistration  

Nombre 
de 

patients  
Référence  

Cancer du sein 
métastatique Peptide antigénique MaMo i.v. 1/11 

(Yamaguchi, 
Ohta et coll. 

2005) 

Cancer du sein Peptide CEA (CAP-
1) MaMo i.v. 5/21 (Morse, Deng 

et coll. 1999) 

Cancer du sein 
métastastique 

peptide HLA-A2 
restreint hTERT + 

KLH 
MaMo s.c. 2 

(Dees, 
McKinnon et 
coll. 2004) 

Cancer du sein 
métastastique 

Peptide p53 MaMo s.c. 6/9 
(Svane, 

Pedersen et 
coll. 2004) 

Cancer ovarien 
 

Peptide CEA 
(CAP1) 

MaMo i.v. 3/21 
(Hernando, 
Park et coll. 

2002) 

Cancer ovarien 
(stade II) 

Peptides Her 2/Neu 
ou MUC-1 MaMo s.c. 3/10 

(Brossart, 
Wirths et coll. 

2000) 

i.v., s.c. 
Cancer de la prostate mPAP BDC 

s.c., GM-CSF Ag 
13 (Burch, Breen 

et coll. 2000) 

Cancer de la prostate rPSA MaMo i.v. 127 (Lee 2003) 

Cancer de l’oesophage Peptide MAGE MaMo s.c. 7 
(Sadanaga, 

Nagashima et 
coll. 2001) 

Cancer gastrique Peptide MAGE ImMo i.v. 3 

Cancer gastrique 
(métastatique) 

Peptide Her-2/neu 
HLA-A2 ImMo i.v. 6 

(Kono, 
Takahashi et 

coll. 2002) 
 

Cancer gastrointestinal Peptide CEA HLA-
A24 restreint BDC i.d. / s.c. 8 (Itoh, Ueda et 

coll. 2002) 

Cancer colorectal Peptide MAGE ImMo i.d. / s.c. 13 
(Hirschowitz, 
Foody et coll. 

2004) 

Cancer du poumon Peptide CEA HLA-
A24 restreint BDC i.d./ s.c. 2 (Ueda, Itoh et 

coll. 2004) 

Cancer du poumon 
métastatique Peptide antigénique MaMo i.v. 1/11 

(Yamaguchi, 
Ohta et coll. 

2005) 

Cancer avancé du 
pancréas 

Peptide ras ImMo i.v. 5 
(Gjertsen, 

Bakka et coll. 
1996) 

Gliome avancé Peptides - s.c. 21/25 
(Yajima, 

Yamanaka et 
coll. 2005) 

 
Données issues du Mater Medical Research Institute (http://www.mmri.mater.org.au/).  
Abréviations: ImMo: DCs immatures derivées de monocytes,   MaMo: DCs matures derivées de monocytes, 
BDC: DCs isolées du sang, KLH : Keyhole Limpet Hemocyanine (adjuvant), i.d: injection intradermique, i.n: 
injection intranodullaire, i.v: injection intraveineuse, i.t:  injection intratumorale, s.c: injection sous-cutanée  
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I-B. Chargement endogène.  
 
 

Les approches par transfert dans les DCs d’acides nucléiques (A.N.), ADN ou ARN, 

qui codent un TAA permettent l’expression in cellulo de la protéine antigénique. Celle-ci dans 

sa forme native est ainsi dégradée par l’immunoprotéasome et tous les déterminants 

antigéniques possibles seront apprêtés. On lève aussi la restriction allèlique du CMH et du 

répertoire des clones T réactifs. On prolonge aussi le temps et la quantité de peptides 

exposés. La mise au point de DCs ainsi génétiquement modifiées permettra d’activer une 

forte réponse antitumorale et de surpasser la tolérance périphérique établie dans le cas 

d’antigènes du soi surexprimés (Liu 1998; Nair 1998). Cependant, les A.N. pénètrent très 

difficilement dans les cellules et sont facilement dégradés par les nucléases. De nombreuses 

méthodes virales et non virales ont été testées afin d’augmenter leur pénétration. 

 

1. Vecteurs viraux.  

 

1.1  Les virus de la vaccine (VV).  

  Les souches atténuées de VV permettent une haute efficacité de transduction des 

DCs pour de faibles taux de particules virales par cellule (MOIs) : 60% de transduction des 

DCs pour une MOI de 2,5 de. De plus aucune expression des gènes viraux tardifs n’a été 

observée (Gunter, Khan et coll. 1993; Jenne, Hauser et coll. 2000). Cependant, les VV sont 

toxique pour les DCs modifiées (Jenne, Hauser et coll. 2000) et les DCs immatures infectées 

perdent leur capacité de maturation in vitro (Engelmayer, Larsson et coll. 1999).  

 

1.2  Les Herpes virus (HSV).  

Les vecteurs viraux issus du virus Herpes simplex de type 1 (HSV-1) sont très peu 

utilisés pour la transduction des DCs humaines. Ils sont fortement toxiques pour les DCs 

immatures (Kruse, Rosorius et coll. 2000), affectent leur fonctions cellulaires et leur font 

perdre la capacité de maturation in vitro (Salio, Cella et coll. 1999).  

 

1.3  Les virus associés aux adénovirus (AAV).  

Les AAV ont été les premiers mis en avant pour le tranfert de gènes dans les DCs. Ils 

ont un tropisme particulier pour les DCs immatures. Ils pénètrent dans ces cellules après 

reconnaissance de l’intégrine αvβ5. Toutefois une MOI très élevée est nécessaire pour la 

transduction des DCs, on observe plus de 90% de DCs immatures transduites en utilisant 

une MOI de 100. Ces fortes doses infectieuses ne semblent pas affecter les fonctions 
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immunologiques des DCs, mais réduisent leur viabilité (Zhong, Granelli-Piperno et coll. 1999; 

Gruber, Kan-Mitchell et coll. 2000). 

 

1.4 Les Rétrovirus et Lentivirus (LV).  

Dans la famille des Retroviridae, les rétrovirus présentent un inconvénient majeur. En 

effet, leur mécanisme de réplication ne leur permet pas d’infecter des cellules quiescentes. 

Leur utilisation est cependant possible au niveau des précurseurs CD34+ servant à la 

génération des DCs in vitro. Leur efficacité de transduction est alors de 10 à 20%, et les 

précurseurs modifiés gardent leur capacité de différenciation (Bello-Fernandez, Matyash et 

coll. 1997; Szabolcs, Gallardo et coll. 1997). Les Lentivirus (LVs) sont eux capables 

d’infecter des cellules ne se divisant pas. De plus, les LVs tels que le VIH (virus 

d’immunodéficience humaine) ou le VIS (virus d’immunodéficience simienne) ont un 

tropisme naturel pour les DCs. Avec une MOI de 50, des vecteurs dérivant du VIH peuvent 

transduire 50% des DCs immatures. Ces DCs modifiées gardent leur capacité de maturation, 

restent phénotypiquement identiques aux DCs non modifiées et leur viabilité n’est pas 

affectée (Gruber, Kan-Mitchell et coll. 2000).  

 

Quelque soit le type de virus utilisé pour infecter les DCs, deux problèmes essentiels 

de sécurité sanitaire restent récurrents. Le premier est le risque d'intégration du génome viral 

dans le génome de la cellule hôte. Il a été montré dans d’autres types cellulaires qu’il peut 

engendrer l'activation de proto-oncogènes ou l'inactivation de gènes suppresseurs de 

tumeurs (Gunter, Khan et coll. 1993; Hacein-Bey-Abina, Von Kalle et coll. 2003). Le second 

est le  développement indésirable d’une réponse antivirale par la présentation d'antigènes du 

vecteur à la surface des DCs infectées. Cette réponse pouvant conduire à des maladies 

auto-immunes comme des hépatites E1-induites (Yang, Ertl et coll. 1994; Yang, Nunes et 

coll. 1994). Aussi, bien que les vecteurs viraux tiennent jusqu’à présent une place importante 

dans les essais cliniques en thérapie génique, ils sont peu utilisés en immunothérapie 

cellulaire (Tableau 3). Des vecteurs synthétiques, non immunogènes et dont la synthèse est 

parfaitement contrôlée, sont s’affichent comme une alternative à une vectorologie virale 

lourde et dangereuse. 

 



 

 55 

Tableau 3 : Essais cliniques impliquant des vecteurs viraux en immunothérapie cellulaire anti-cancéreuse 

par transfert de DCs. 

 

Type de cancer Vecteur Voie 
d’admission  

Phase 
clinique 

Investigateur 
Etablissement référent 

Cancer colorectal 
fowlpox-CEA-MUC-
1-TRICOM +/- GM-

CSF 
s.c. et i.d. II 

Michael A. Morse, MD 
Duke University 

Cancers solides 
(sein, prostate, 
poumon, colon) 

fowlpox-CEA-
TRICOM vaccine + 
toxine diphtérique 

s.c. et i.d. II 
Michael A. Morse, MD 

Duke University 

Cancer du poumon 
Chimiotherapie + 
adenovirus p53 s.c. et i.d. I/II 

Scott Antonia, MD 
H. Lee Moffitt , PhD 
Cancer Center and 
Research Institute 

Cancers solides 
métastatiques 

avancés 

fowlpox-CEA-
TRICOM+ peptide 
CMV pp65 + toxine 

tétanique 

s.c. et i.d. I 
Herbert Kim Lyerly, MD 

Duke University 

Cancer du sein 
(stade II et III) 

Chimiothérapie + 
adenovirus p53 

s.c. I/II 
Elizabeth C. Reed, MD 
University of Nebraska 

Données issues de l’U.S National Institutes of Health (http://clinicaltrials.gov/ct/gui ) 
Abréviations: i.d: injection intradermique, s.c: injection sous-cutanée  
 

2. Méthodes physiques.  

 

2.1 L’électroporation.  

L’électroporation consiste à appliquer un champ électrique sur des DCs mises en 

présence d’A.N. nus pour déstabiliser la membrane plasmique et permettre l’internalisation 

des A.N. C’est une méthode très efficace pour le transfert de gène dans les DCs (Van 

Tendeloo, Ponsaerts et coll. 2001; Kalady, Onaitis et coll. 2002; Van Meirvenne, Straetman 

et coll. 2002; Grunebach, Muller et coll. 2003), ou leurs précurseurs hématopoïétiques (Van 

Tendeloo, Snoeck et coll. 1998; Van Tendeloo, Willems et coll. 2000). Appliquée au transfert 

d’ARNm, elle permet une expression du transgène comparable à celle obtenue par 

transduction de CD34+ avec des rétrovirus ou des Mo-DCs avec des adénovirus (Lundqvist, 

Noffz et coll. 2002).  

La performance et la fiabilité de l’électroporation a conduit au développement de 

stratégies de criblage d’épitopes antigéniques par transfert d’ARNm différentiels. Cette 

technique a été éprouvée dans le cas des infections à cytomégalovirus (CMV) (Britten, 

Meyer et coll. 2005) et des tumeurs stromales (Fassnacht, Lee et coll. 2005) chez l’homme, 

ou encore du virus de la peste porcine (CSFV) chez le porc (Ceppi, de Bruin et coll. 2005). 

Les approches cliniques sont toutes aussi performantes avec la mise en place de stratégies 



 

 56 

haut-débit pour la culture et le transfert de gènes (Mu, Lazarova et coll. 2004; Ueno, 

Tcherepanova et coll. 2004) et de nombreux essais sont menés depuis les 5 dernières 

années (Tableau 4). 

 

Tableau 4 : Essais cliniques en immunothérapie cellulaire anti-cancéreuse par transfert de DCs chargées par 

électroporation avec des ARNm. 

 

Type de cancer Antigène Voie 
d’admnistration 

Phase 
clinique Investigateur 

Prostate 
(métastatique) 

ARNm PSA - I 
(Heiser, Coleman et 

coll. 2002) 

Colon 
(metastatique) 

ARN tumoral total 
autologue 

- I 
(Nair, Morse et coll. 

2002) 

Cancer  
+  

Colon 
(métastatique) 

exprimant le CEA 

ARNm CEA i.v. I/II 
(Morse, Nair et coll. 

2003) 

Prostate 
ARNm tumoral 

total allogénique  
i.n. et i.d. I 

(Mu, Kyte et coll. 
2005) 

Melanome 
ARNm tumoral 
total autologue 

i.d. ou i.n. I/II 
(Kyte, Mu et coll. 

2006) 

Prostate 
(métastatique) 

ARNm hTERT ou  
hTERT-LAMP1 

i.d. I 
(Su, Dannull et coll. 

2005) 

Rein ARN tumoral total  i.v.  et i.d. I 
(Su, Dannull et coll. 

2003) 

Neuroblastome 
métastatique ARN tumoral total  i.d. ou  i.v. I 

(Caruso, Orme et 
coll. 2005) 

Tumeur cérébrale ARN tumoral total  i.v. et i.d. I 
(Caruso, Orme et 

coll. 2004) 

 
Données issues de l’U.S National Institutes of Health (http://clinicaltrials.gov/ct/gui ) et National Library of 
Medicine (NLM, http://www.nlm.nih.gov/). Abréviations: i.d. : injection intradermique, i.n.: injection 
intranodullaire, i.v. : injection intraveineuse  
 
 
 

2.2 Le bombardement de gène ou « gene gun ».  

Cette méthode utilise des particules d’or de très faible taille (~ 2µm) ayant de l’ADN 

plasmidique adsorbé à leur surface. Ces particules recouvertes sont ensuite propulsées sur 

des DCs en culture afin d’y être internalisées (Tuting, Wilson et coll. 1998). Cette technique 
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permet l’obtention de DCs transfectées transitoirement et capables d’induire une stimulation 

des cellules T autologues.  

 

3. Méthodes chimiques.  

 

Les acides nucléiques sont des macromolécules polyanioniques que rien ne 

prédispose à traverser une membrane cellulaire présentant de nombreuses charges 

négatives. Ce problème peut être résolu en les compactant grâce à des molécules 

polycationiques. Le complexe ainsi formé protège également de la dégradation par les 

nucléases. Pour qu’il soit internalisé spécifiquement, le vecteur peut contenir un signal 

reconnu par des récepteurs spécifiques capables d'induire une endocytose. De plus, le 

vecteur doit posséder un signal de translocation cytosolique permettant de franchir la 

membrane plasmique et/ou celle des vésicules d'endocytose pour délivrer l’A.N. dans le 

cytosol. Dans le cas d’un ADN, un signal de localisation nucléaire (NLS) porté par le 

plasmide peut être ajouté pour favoriser la pénétration de celui-ci dans le noyau cellulaire. 

Une fois le plasmide dans le compartiment nucléaire, il est possible de favoriser l’expression 

du gène en utilisant des promoteurs ou des enhancers particuliers. Dans le cas d’un ARN 

messager, la traduction se faisant dans le cytosol, il n’est pas nécessaire d’avoir un NLS. 

Les vecteurs chimiques sont de deux types : 

 

3.1 Les lipides cationiques.  

 

Ils ont été développés pour la première fois par Felgner en 1987 avec le DOTMA 

(1,2-dioléoyloxypropyl-3-triméthylammonium) (Felgner, Gadek et coll. 1987). Les lipides 

cationiques sont utilisés sous forme de liposomes et sont généralement associés avec un 

co-lipide neutre qui peut avoir des propriétés fusiogènes (DOPE) vis à vis des membranes 

cellulaires ou de stabilisation des liposomes (cholestérol). Par exemple, la Lipofectine est 

une solution de liposomes cationiques constituée de DOPE 

(dioléoylphosphatidyléthanolamine) et de DOTMA dans un rapport massique 1 : 1 

(Figure 15). 
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Les A.N. en solution réagissent spontanément avec les liposomes cationiques pour 

former des complexes A.N./liposomes cationiques (lipoplexes) capables de transfecter de 

façon stable ou transitoire différents types cellulaires. Ces complexes ont des tailles 

comprises entre 300 et 500 nm. A ce jour, de nombreux lipides cationiques ont été 

synthétisés. Une liste non exhaustive est donnée dans le Tableau 5.  

 

Tableau 5: Lipides cationiques. 

Abréviation Nom  
 DODAB Bromure de dioctadecyldiméthylammonium 
 DOTMA Chlorure de N-[1-(2,3-Dioléoyloxy)propyle]-N,N,N-triméthylammonium 
 DOTAP 1,2-Dioléoyloxy-3-(triméthylammonio)propane 
 DMRIE Bromure de 1,2-Dimyristoyloxypropyle-3-diméthylhydroxyéthylammonium 

 DOSPA Acide trifluoroacétique de 2,3-Dioléoyloxy-N-[2-
(sperminecarboxamido)éthyle]-N,N-diméthyle-1-propanaminium  

 GAP-DLRIE Bromure de (±)-N-(3-aminopropyle)-N,N-diméthyl-2,3-bis(dodecyl oxy)-1-
propanaminium 

 DORI Bromure de 1,2-Dioléoyloxypropyle-3-diméthylhydroxyéthylammonium 
 EDMPC Chlorure de 1,2-Dimyristoyle-sn-glycéro-3-éthylphosphocholine 
 DOGS Dioctadecylamidoglycospermine 
 DC-Chol 3 β-[N-(N’,N’-diméthylaminoéthane)carbamoyle] cholestérol 
 BGTC Bis-guanidinium-tren-cholestérol 
 DPPES Dipalmytoylphosphatidyléthanolamidospermine 
 ELMPC Chlorure de 1,2-Dilauroyle-sn-glycéro-3-éthylphosphocholine 
 EOMPC Chlorure de 1,2-Dioléoyle-sn-glycéro-3-éthylphosphocholine 
 DODAC Chlorure de Dioléoyldiméthylammonium 

 DOTIM Chlorure de 1-[2-(Oléoyloxy)-éthyle]-2-oléoyle-3-(2-hydroxyéthyle) 
imidazolinium 

 DOSPER Acétate de 1,3-Dioléoyloxy-2-(6-carboxyspermyle) propylamide 4 

Chlorure de N-[1-(2,3-Dioléoyloxy)propyl]-N,N,N triméthylammonium 

Dioléoyl L-αααα-phosphatidyléthanolamine 

Figure 15: Formule chimique du DOTMA et du DOPE. 
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 SAINT-n Une série de dialkyle pyridinium-alkyles halides 
 GLB43 Phosphonolipide 
 KLN-5 Lipophosphoramide 

 
D’après Templeton et Lasic (2000).  
 

La plupart de ces lipides cationiques sont constitués d’un corps de type glycérol 

substitué par une partie hydrophobe comportant deux chaînes d’acides gras en C14, C16 ou 

C18 insaturés ou saturés (Figure 16). La tête hydrophile mono cationique est le plus souvent 

un ammonium quaternaire qui permet d’interagir avec les charges négatives portées par les 

phosphates des A.N. D’autres lipides cationiques de type phospholipide tels que les 

phosphonolipides (GLB43) (Floch, Delepine et coll. 2000) et les lipophosphoramides (KLN-5) 

(Montier, Delepine et coll. 2004) ont été développés. 

 

 

 

 

Des dérivés cationiques du cholestérols tels que le 3β-[N-(N'',N'-

diméthyllaminoéthane) carbanoyl] cholestérol ou DC-Cho (Gao et Huang 1991), le bis-

guanidinium-spermine-cholestérol ou BGSC, le bis-guanidinium-trencholestérol ou BGTC et 

le bis-guanidinium-diacétylène ou BGDA forment également des vecteurs efficaces lorsqu’ils 

sont associés au DOPE (Vigneron, Oudrhiri et coll. 1996; Pitard, Oudrhiri et coll. 1999; Patel, 

Vivien et coll. 2001). 

Les lipopolyamines sont des lipides multicationiques obtenus par couplage avec de la 

spermine ou de la polylysine. Les travaux de Behr  ont donné la dioctadecyl-amidoglycyl-

spermine (DOGS) et la dipalmitoyl-phosphatidyl-éthanolamido-spermine (DPPES) (1989; 

Demeneix, Abdel-Taweb et coll. 1994). La polylysine de faible degré de polymérisation (20 

résidus) substituée par du N-glutaryl-1, 2-dioléoyl-phosphatidyl-éthanolamine, est également 

efficace pour le transfert de gènes dans les cellules adhérentes (Zhou, Klibanov et coll. 

1991). Cependant, les lipopolyamines sont assez cytotoxiques à des concentrations élevées 

(Staedel, Remy et coll. 1994). Dans le Tableau 6, sont regroupés un certain nombre de 

liposomes cationiques commercialisés.  

Queue 
hydrophobe 

Tête 
hydrophile 

Bras  
espaceur 

Linker 

Figure 16 : Structure générale d’un lipide cationique 

+ 
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Tableau 6: Liposomes cationiques commercialisés. 

Nom Composition Distributeur 

Lipofectine DOTMA:DOPE 1/1 m/m Gibco BRL 

DOTAP DOTAP Roche 

LipofectAMINE DOSPA:DOPE 3/1 m/m Gibco BRL 

LipofectAMINE PLUS LipofectAMINE:PLUS reagent 
3/2 v/v Gibco BRL 

CLONfectine Dimiristoyle-amidine Clontech 

DMRIE-C DMRIE:Cho 1/1 M/M Gibco BRL 

Transfectame DOGS ProMega 

LipofectAce DODAB:DOPE 0,5/5 m/m Gibco BRL 

DC-Chol DC-Chol:DOPE 3/2 m/m Sigma 

DOTAP:Chol DOTAP:Chol 1/1 m/m Sigma 

Transfectall Cholestéryl-spermidine Apollon 

CLONfectine Dimiristoyle-amidine Clontech 

TransFast 

(+)-N,N [bis (2-hydroxyethyl)]-
N-methyl-N- [2,3-
di(tetradecanoyloxy)propyl] 
ammonium iodide : DOPE 

Promega 

DAC-30 

3beta-[N-(N,N'-
dimethylaminoethane)-
carbamoyl]-cholesterol (DAC-
Chol) : DOPE 

Eurogentec 

Tfx-50 

[N,N,N´,N´-tetramethyl-N,N´-
bis(2-hydroxyethyl)-2,3-
di(oleoyloxy)-1,4-
butanediammonium iodide] : 
DOPE 

Promega 

GenePORTER GenePORTER reagent : 
DOPE 

Galentis-Gene Therapy 
Systems 

 
D’après Templeton et Lasic, 2000 (Lasic 2000), Rughetti A. (Rughetti, Biffoni et coll. 2000) et Strobel I. 
(Strobel, Berchtold et coll. 2000) 
 

Les premiers travaux témoignant de l’utilisation de lipides cationiques pour le transfert 

d’ADN plasmidique dans les DCs ont été publiés en 1994 par Rouse et coll. avec l’utilisation 

du DOTAP (1994). Ces travaux portant sur l’Herpes virus (HSV) montrent que le transfert de 

l’ADN plasmique codant la glycoprotéine B ou l’ICP27 dans les DCs permet une réponse 
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cellulaire antigène-spécifique in vitro. Dans le modèle du mélanome, la Lipofectine a permis 

une expression suffisante du transgène MART1 ou de la  tyrosinase dans les DCs humaines 

pour stimuler des cellules T CD8+ et induire une réponse CTL antitumorale in vitro (Alijagic, 

Moller et coll. 1995; Philip, Brunette et coll. 1998). Dans une approche in vivo, Yang et coll. 

(1999) montrent chez la souris l’induction d’une réponse cellulaire CD4+ et CD8+ antigène-

spécifique après réinjection de DCs transfectées par l’ADN codant la gp100 à l’aide de 

Lipofectine. Des résultats encourageants ont également été obtenus avec ce vecteur pour le 

transfert de l’ADN plasmidique codant pour l’antigène MUC1. Pecher et coll. (2001) ont en 

effet rapporté que des DCs transfectées à l’aide de Lipofectine étaient aussi efficaces que 

les DCs transduites par des adénovirus recombinants pour la stimulation in vitro de 

lymphocytes autologues circulants. La performance de cette approche a pu être confirmée 

par la suite in vivo au cours d’un essai clinique de phase I/II (Pecher, Haring et coll. 2002). 

Afin de déterminer le vecteur lipidique le plus approprié pour le transfert d’ADN 

plasmidique dans les DCs, Strobel et coll. (2000) ont réalisé des travaux comparatifs portant 

sur l’efficacité de transfection du TransFast, du DAC-30, du DMRIE-C, du DOTAP, de la 

LipofectAMINE PLUS, de la Lipofectine, du Tfx-50 et du Gene Porter. Ils ont montré avec 

des DCs dérivées de monocytes du sang périphérique (PBMCs) que seuls le TransFast et le 

DAC-30 donnaient des résultats satisfaisants pour le transfert du plasmide codant le gène 

rapporteur GFP (green-fluorescent protein). Les taux de transfection de 10% sont 

comparables à ceux obtenus par leur méthode d’électroporation. Ces données montrent 

également que la lipofection d’un plasmide codant l’antigène M1 du virus de la grippe à l’aide 

du TransFast conduit à une présentation antigénique efficace.  

  Rughetti et coll. ont publié en même temps un autre essai comparatif de transfection 

d’ADN dans des DCs humaines issues de PBMCs avec la DMRIE-C, la LipofectAMINE,  la 

LipofectAMINE PLUS, la Lipofectine, le DOTAP et la CLONfectin (Rughetti, Biffoni et coll. 

2000). Il est rapporté une forte toxicité (≥ 40%) de l’ensemble de ces liposomes, en 

particulier de la CLONfectine et de la Lipofectine. Dans leurs conditions, seuls le DOTAP et 

la LipofectAMINE PLUS ont donné des résultats satisfaisants au niveau morphologique et 

phénotypique malgré l’induction d’un stress cellulaire. Ces travaux ont mis en évidence que 

la lipofection de DCs humaines induit la surexpression de marqueurs de surface tels que 

CD25, CD83, CD86 et HLA-DR, témoignant d’un état d’activation des DCs transfectées. Les 

lipides peuvent donc agir comme « adjuvants naturels » en mimant un signal de danger 

potentiel pour les DCs. Enfin, seule l’utilisation de la LipofectAMINE PLUS a permis d’obtenir 

un état fonctionnel et une expression du transgène suffisante pour induire une présentation 

antigénique efficace. Rughetti et coll. ont également montré une efficacité comparable, voire 

supérieure, du FuGENE 6 (formulation non-liposomale, Roche) pour le transfert d’ADN 

plasmidique dans les DCs humaines. 
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Plus récemment, Tan P. et coll (2005) ont étudié l’efficacité de transfection du Tfx-50, 

de la Lipofectine, de la LipofectAMINE 2000, de l’Effectene (Qiagen), du DOTAP, du 

FuGENE 6, de l’X-treme Gene Q2 (Roche) et de la CLONfectine. Les résultats confirment 

une très forte toxicité (50-70%) de ces agents de transfection pour les DCs immatures et 

matures dérivées de PBMCs, et rapportent un très faible pourcentage de transfection (< 4%). 

Ici aussi, un effet sur la stimulation allogénique des DCs par les vecteurs lipidiques a été mis 

en évidence. 

 

Dans le cas du transfert d’ARNm Boczkowski et coll. montrent que les DCs, murines 

ou humaines, transfectées à l’aide de DMRIE par de l’ARNm tumoral amplifié sont capables 

d’induire une réponse cytotoxique in vitro (Boczkowski, Nair et coll. 2000). D’autres équipes 

ont préféré l’utilisation du DOTAP pour vectoriser l’ARNm des antigènes hTERT (Su, Vieweg 

et coll. 2002) et de la survivine (Zeis, Siegel et coll. 2003) dans les DCs humaines. Dans un 

modèle d’immunothérapie cellulaire chez la souris, Koido et coll. montrent que la lipofection 

de DCs murine avec l’ARNm MUC1, à l’aide de DOTAP, et leur réinjection induit la mise en 

place d’une réponse antitumorale antigène-spécifique (Koido, Kashiwaba et coll. 2000). 

Dans un modèle leucémique murin, le transfert de l’ARNm de la survivine et la réinjection 

des DCs modifiées induit un effet protecteur à long terme (Zeis, Siegel et coll. 2003). 

 

3.2 Les polymères cationiques.  

 
Les polymères cationiques condensent fortement les A.N. et les complexes A.N./ 

polymères cationiques résultants (polyplexes) sont également capables de transfecter de 

façon stable ou transitoire différents types cellulaires. Les molécules utilisées comme 

vecteurs sont la polylysine (pK), la  polyéthylènimine (PEI), les protéines histone, les 

proteines ou peptides riches en arginine (la protamine ou le peptide TAT du VIH), et les 

dendrimères cationiques (Brown, Schatzlein et coll. 2001; Thierry, Abes et coll. 2006). 

Le polymère cationique le plus courament utilisé est la polyéthylèneimine (PEI) 

(Figure 17). Les polyplexes formés sont très efficaces in vitro aussi bien dans les cellules 

adhérentes ou en suspension (Boussif, Lezoualc'h et coll. 1995). L’efficacité de ce polymère 

tient à ses capacités à condenser l'A.N. et à neutraliser le pH acide des endosomes en 

piégeant les protons grâce à ses nombreux groupements azotés protonables à pH 

légèrement acide. Ceci induit une hypertonicité endosomique engendrant la lyse des 

endosomes et donc la libération de l’A.N. dans le cytosol (Boussif, Lezoualc'h et coll. 1995; 

Kichler, Leborgne et coll. 2001). L’excès de charges cationiques des polyplexes favorise 

l’interaction non spécifique avec la membrane cellulaire. Cependant, un trop fort excès de 

charges cationiques dans les polyplexes induit une toxicité cellulaire importante due à la PEI 
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libre qui représente 80% de la PEI totale (Clamme, Azoulay et coll. 2003). Différentes tailles 

de PEI ont été utilisées ainsi que des formes branchées ou linéaires.  

 

 

Tan P. et coll  ont étudié l’efficacité de transfection de la PEI branchée de 25 kDa 

(Sigma), de la PEI linéaire (ExGen 500, TCS Cellworks) et du SuperFect (Qiagen) (Tan, 

Beutelspacher et coll. 2005). Les résultats obtenus montrent une très forte toxicité (40-80%) 

de ces vecteurs pour les DCs immatures et matures dérivées de PBMCs, et un très faible 

pourcentage de transfection (< 2%). 

Bos et coll. se sont également attachés à l’étude du transfert d’ADN plasmidique à 

l’aide de la PEI et d’autres polymères cationiques dans des DCs lymphoïdes ou myéloïdes 

de rat : pDMAEMA, pTMAEMA, pDMAEMA-co-NVP, pDMAEMA-co-MAA, pDMAEMA-co-

PEG (bloc), pDMAEMA-co-PEG (greffé), pDAMA (Bos, Kanellos et coll. 2004). Aprés 

transfection du plasmide codant le gène rapporteur β-galactosidase, une expression de 

l’ARNm correspondant a pu être détectée mais aucune activité enzymatique portée par la 

protéine correspondante n’a pu être mise en évidence. Comme rapporté par Tan P. et coll. 

avec les DCs humaines, le transfert d’ADN plasmidique dans les DCs de rat induit 

également une trés faible expression protéique. De plus, Bos et coll. montrent que la nature 

myéloïde ou lymphoïde des DCs influence l’efficacité de transfection des polymères 

cationiques.  

L’utilisation du vecteur cationique non lipidique Transmessenger Transfection 

Reagent (Qiagen) pour le transfert d’ARNm a permis une transfection de 40-50% des DCs 

matures et une meilleure présentation antigénique de MART1, en terme de qualité et de 

PEI branchée 

PEI linéaire  

Figure 17: Structure de la PEI 
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durée, que la technique de chargement peptidique (Liao, Li et coll. 2004). Dans le cas du 

transfert de l’ARNm de l’antigène RHAMM (Receptor for hyaluronan-mediated motility) dans 

les DCs murines suivi de leur réinjection permet la mise en place d’une réponse antitumorale 

(Fukui, Ueno et coll. 2006). 

D’autres vecteurs non viraux de type polymère ont été élaborés en tirerant partie des 

fonctions cellulaires des DCs. Ainsi, Diebold et coll. ont utilisé la présence du récepteur 

mannose à la surface des DCs pour cibler le transfert d’ADN plasmidique en utilisant la PEI 

mannosylées (ManPEI) (Diebold, Kursa et coll. 1999). La grande capacité de phagocytose 

des DCs a également été exploitée. Des microparticules cationiques de poly(lactide-co-

glycolide) (PLGA) permettant l’adsorption de l’ADN plasmidique à leur surface, ont été 

utilisées (Denis-Mize, Dupuis et coll. 2000; Jilek, Merkle et coll. 2005). Après internalisation, 

la plupart des microparticules se concentrent dans les endosomes. L’ADN est relargué dans 

le compartiment cytosolique et transloqué dans le noyau où il permet l’expression de 

l’antigène. Les DCs ainsi modifiées permettent in vitro une présentation efficace des 

peptides antigéniques. 

 

Le tableau 7 rappèle l’ensemble des résultats concernant l’utilisation des vecteurs 

non-viraux pour la transfection in vitro des DCs. 
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Tableau 7 : Lipides et polymères cationiques utilisés in vitro pour le transfert d’acides nucléiques 

dans les DCs. 

Vecteur Nature de 
l'A.N. Protéine codée  Origine des 

DCs Référence 

DAC-30 ADN GFP humaine Strobel et coll. 2000 
ADN GFP humaine Strobel et coll. 2000 
ADN MUC1 humaine Rughetti et coll. 2002 DMRIE-C 

ARNm 
CEA et 
tumorales 

humaine et 
murine 

Boczkowski et coll. 2000 

ADN 
gpB et ICP27 
de l'HSV 

murine Rouse et coll. 1994 

ADN GFP humaine Strobel et coll. 2000 
ADN MUC1 humaine Rughetti et coll. 2002 
ADN GFP humaine Tan et coll. 2005 

ARNm hTERT humaine Su et coll. 2002 
ARNm survivine murine Zeis et coll. 2003 

DOTAP 

ARNm MUC1 murine Koido et coll. 2000 
Effectene ADN GFP humaine Tan et coll. 2005 

ADN MUC1 humaine Rughetti et coll. 2002 
FuGENE 6 

ADN GFP humaine Tan et coll. 2005 
Gene Porter ADN GFP humaine Strobel et coll. 2000 

LipofectAMINE 
2000 ADN GFP humaine Tan et coll. 2005 

ADN GFP humaine Strobel et coll. 2000 LipofectAMINE 
Plus ADN MUC1 humaine Rughetti et coll. 2002 

ADN 
MART1 et 
tyrosinase 

humaine 
Alijagic et coll. 1995; Philip 
et coll. 1998 

ADN gp100 murine Yang et coll. 1999 

ADN MUC1 
humaine et 
murine 

Pecher et coll. 2001, 2002 

ADN Strobel et coll. 2000 
 

GFP humaine 
Tan et coll. 2005 

Lipofectine 

ADN MUC1 humaine Rughetti et coll. 2002 
ADN Strobel et coll. 2000 

Tfx-50 
 

GFP humaine 
Tan et coll. 2005 

ADN GFP humaine Strobel et coll. 2000 
TransFast 

ADN 
Ag M1 du virus 
influenza humaine Strobel et coll. 2000 

X-treme Gene 
Q2 

ADN GFP humaine Tan et coll. 2005 

ADN GFP humaine Tan et coll. 2005 
PEI branchée 25 

kDa ADN 
béta-
galactosidase 

rat Bos et coll. 2004 

ExGen 500 (PEI 
linéaire) 

ADN GFP humaine Tan et coll. 2005 

SuperFect ADN GFP humaine Tan et coll. 2005 

ARNm MART-1 humaine Liao et coll. 2004 Transmessenger 
Transfection 

Reagent ARNm RHAMM murine Fukui et coll. 2006 

ManPEI ADN 
GFP et 
Ovalbumine 

humaine et 
murine 

Diebold et coll. 1999 

PLGA ADN p55 VIH murine Denis-Mize et coll. 2000 
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II. Vaccination génique.  
 

Il a été montré que l’injection directe d’un plasmide codant un antigène tumoral induit 

une réponse immune spécifique (Conry, LoBuglio et coll. 1995; Bright, Beames et coll. 

1996), et un effet protecteur (Manickan, Kanangat et coll. 1997). De ces premiers travaux est 

née l’idée d’une immunisation directe par transfert d’ADN contre plusieurs variétés de 

pathogènes (bactéries, parasites, virus) ou de tumeurs (Gregoriadis 1998; Lewis et Babiuk 

1999). En plus de servir de principe actif dans ce type de vaccin, l’ADN plasmidique possède 

des propriétés immunostimulatrices intrinsèques dues à la présence de motifs CpG (Sato, 

Roman et coll. 1996; Klinman, Yamshchikov et coll. 1997) qui se lient et activent les Toll-like 

receptor 9 (TLR9) (Hemmi, Takeuchi et coll. 2000). Cette stimulation des TLR9 conduit à la 

sécrétion d’IL-6, d’IL-12, de TNF-α, d’IFN-α et -γ, et induit la polarisation des T CD4+ en Th1 

(Wagner 1999). Cependant, comme il a été démontré par des expériences sur des modèles 

de souris invalidées pour ce récepteur (TLR9-/-), la présence de CpG n’est pas indispensable 

à la fonction vaccinale et se limite donc à une fonction d’adjuvant (Spies, Hochrein et coll. 

2003). Il a été rapporté que l’ARNm a également une activité d’adjuvant en activant les DCs 

via les TLR3, TLR7 et TLR8 par ses régions double-brin ou ses séquences riches en GU 

(Diebold, Kaisho et coll. 2004; Heil, Hemmi et coll. 2004; Kariko, Ni et coll. 2004).  

 

II-A. Injection des A.N. nus.  

 

En 1998 , Schreurs et coll. montrent que l’injection de l’ADN nu codant la protéine 

antigènique gp100 a un effet protecteur vis-à-vis du développement tumoral du mélanome et 

permet la mise en place d’une réponse cytotoxique spécifique  (Schreurs, de Boer et coll. 

1998). L’injection du plasmide codant l’antigène MUC1 conduit à la sécrétion d’anticorps 

spécifiques et prévient en partie d’une invasion métastatique des poumons. Kamata et coll. 

ont  démontré un rôle majeur des cellules NK dans cet effet protecteur (Kamata, Denda-

Nagai et coll. 2002). Chez le macaque rhesus, l’immunisation à l’aide d’un plasmide codant 

le PSA humain (prostate specific antigen) induit une réponse humorale et une réponse 

cellulaire de type Th1 (Kim, Yang et coll. 2001). 

L’immunisation de souris par injection intramusculaire d’un ARNm chimérique codant 

le rapporteur luciférase et l’antigène CEA (human carcinoembryonic antigen) a permis une 

réponse humorale spécifiquement dirigée contre l’antigène tumoral (Conry, LoBuglio et coll. 

1995). En utilisant l’ARN tumoral total Granstein et coll. ont montré également la mise en 

place d’une réponse antitumorale chez la souris après une triple injection par voie 

intradermique (Granstein, Ding et coll. 2000).  
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Cependant des quantités importantes d’A.N. nu sont nécessaires dans ce type 

d’approche (1,5 mg  chez le macaque rhesus) et une vectorisation efficace permettrait de 

diminuer les doses injectées tout en augmentant la réponse immune. 

 

II-B. Méthodes physiques.  

 

1. Electroporation.  

 

La peau est la première barrière contre les pathogènes environnants, contient de 

grande quantité de DCs (cellules de Langerhans) servant de sentinelles au système 

immunitaire. Une stratégie qui augmente l’efficacité du transfert de gène dans les cellules 

par voie intradermique, telle que l’électroporation, permet donc de favoriser la transfection 

des DCs (Somiari, Glasspool-Malone et coll. 2000). Nomura et coll. montrent que 

l’électroporation au niveau du derme d’un ADN plasmidique codant la nucléoprotéine du 

virus influenza A conduit à une réponse CTL spécifique de l’antigène pour lequel il code 

(Nomura, Nakata et coll. 1996). Les travaux de Drabrick et coll. dans le modèle porcin 

montrent que les cellules transfectées par électroporation au niveau de la peau sont des 

DCs, mais que d’autres cellules monocytaires, des adipocytes, des fibroblastes et des 

cellules endothéliales sont aussi transfectées. Dans le modèle murin, l’électroporation du 

plasmide codant le super-antigène (sAg) de l’HBV conduit à une réponse plus importante 

que celle obtenue par son injection i.d. Contrairement à l’injection de la protéine 

correspondante, qui induit une réponse exclusivement Th2, les auteurs montrent que 

l’électroporation du gène conduit à la mise en place d’une réponse essentiellement Th1 

(Drabick, Glasspool-Malone et coll. 2001). Kalat et coll. démontrent l’électroporation 

appliquée d’un ADN plasmidique codant un épitope chimérique de la TRP-2 (tyrosinase-

related protein-2) a un effet protecteur contre l’invasion pulmonaire et le développement 

tumoral du mélanome (Kalat, Kupcu et coll. 2002).  

 

2. Bombardement de gènes ou « gene gun ».  

 

En utilisant la technique de « gene gun » sur l’épiderme de souris, il a été démontré 

que l’efficacité de la présentation antigénique, qui se produit au niveau des ganglions 

lymphatiques drainant la zone cible, est essentiellement due aux DCs directement 

transfectées et ayant migrées (Porgador, Irvine et coll. 1998). Dans le cas de l’injection 

intramusculaire, ces DCs transfectées ne sont pas observables (Boyle et Robinson 2000). 

Chez l’homme, la transfection des cellules de Langerhans de la couche basale de l’épiderme 
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à l’aide du plasmide codant l’antigène MART-1 a permis l’activation d’un clone T spécifique 

(Larregina, Watkins et coll. 2001). Dans le modèle murin du mélanome B16, Steitz et coll. 

ont montré que l’immunisation à l’aide d’un plasmide chimérique codant la TRP2  permet une 

protection contre l’invasion métastatique des poumons (Steitz, Britten et coll. 2006). 

L’efficacité de la réponse immune antitumorale peut être potentialisée par la co-injection de 

plasmides codant pour des protéines anti-apoptotiques (BCL-xL, BCL-2, XIAP, caspase-9Neg 

ou caspase-8Neg). Ces protéines exprimées en même temps que l’antigène augmentent la 

durée de vie des DCs transfectées et donc la présentation antigénique in vivo (Kim, Hung et 

coll. 2003). Cependant, les travaux récents de Lauterbach et coll. sur l’efficacité de cette 

technique indiquent que les DCs transfectées seules ne suffisent pas à induire de réponse 

cellulaire antitumorale (Lauterbach, Gruber et coll. 2006).  

Dès 1996, la stratégie du « gene gun » est également appliquée au transfert ARN. 

Après deux rappels au niveau de l’épiderme de souris, une forte sécrétion d’anticorps dirigés 

contre l’antigène codé par l’ARN « bombardé » est obtenue (Qiu, Ziegelhoffer et coll. 1996).  

 

II-C. Méthodes chimiques.  

 

U’Ren et coll. ont vectorisé de l’ADN plasmidique à l’aide de liposomes formés de 

DOTIM et de cholestérol (U'Ren, Kedl et coll. 2006). Ils constatent d’abord que l’injecion i.v. 

permet d’aboutir à une meilleure réponse immune que par les voies i.d. ou i.m. Cette 

injection induit la production d’IL-12 par les DCs et augmente l’expression de leurs molécules 

de costimulation ainsi que la sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK. En complexant un 

plasmide codant l’antigène p55 gag du VIH-1 par une émulsion cationique de MF59/DOTAP, 

Ott et coll. obtiennent une réponse humorale supérieure à celle induite avec de l’ADN nu, 

tout en conservant une réponse cellulaire de même ampleur (Ott, Singh et coll. 2002). 

L’utilisation par Cui et Mumper de nanoparticules à base de chitosan, un polysaccharide 

cationique, pour vectoriser de l’ADN antigénique permet également la mise en place d’une 

réponse immune spécifique de l’antigène (Cui et Mumper 2001). Cette équipe a également 

développé, à partir de cire et de bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB), des 

nanoparticules sphériques d’environ 100 nm de diamètre capables d’adsorber de l’ADN 

plasmidique à leur surface. L’addition d’un lipide endosomolytique, comme le DOPE, ou d’un 

ligand permettant le ciblage des DCs, tel que le mannane, permettent d’augmenter 

l’efficacité de la réponse immune après injection par voie sous-cutanée (Cui et Mumper 

2002). La présence de récepteurs mannose à la surface des DCs et des macrophages est 

également exploitée par Kawakami et coll. en développant des liposomes cationiques 

mannosylés (Kawakami, Sato et coll. 2000). En injection intra-péritonéale ou intramusculaire, 
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ces lipoplexes mannosylés sont plus efficaces que l’ADN nu pour induire une réponse CTL 

spécifique (Hattori, Kawakami et coll. 2006)  

En 1993, la première injection directe de liposomes (Chol/PC/PS) contenant l’ARNm 

d’un antigène viral est rapportée par Martinon et coll (1993). L‘ARNm codant la 

nucleoprotéine (NP) du virus de la grippe permet l’obtention d’une réponse cellulaire 

cytotoxique. Zhou et coll. montrent que l’injection directement dans la rate de souris de 

lipoplexes contenant l’ARNm codant la gp100 humaine aun effet protecteur et induit une 

résistance vis-à-vis de la prolifération tumorale du mélanome (Zhou, Hoon et coll. 1999). En 

utilisant des liposomes formés à partir du mélange DOTAP/Chol, Hess et coll. optimisent la 

réponse CTL spécifique de l’antigène codé par l’ARNm ovalbumine vectorisé en réalisant 

une co-injection de l’ARNm codant le GM-CSF (Hess, Boczkowski et coll. 2006). Hoerr et 

coll. ont comparé chez la souris la capacité de l’ARNm nu ou complexé à la protamine ou au 

mélange protamine/liposomes à induire une réponse CTL spécifique de l’antigène (Hoerr, 

Obst et coll. 2000). Par injection intradermique unique de 30µg d’ARN, les trois formulations 

permettent d’obtenir des CTLs. Seul l’ARNm formulé avec de la protamine et des liposomes 

permet d’obtenir une réponse cytotoxique spécifique par voie intraveineuse et sous-cutanée. 

Le tableau 8 rassemble les résultats rapportés dans l’utilisation de vecteurs non-

viraux pour le transfert d’A.N in vivo. 
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Tableau 8 : Lipides et polymères cationiques utilisés in vivo en immunothérapie par transfert 

d’acides nucléiques. 

  

Vecteur Nature de 
l'A.N. Protéine codée  Voie 

d'administration Référence 

DOTIM:Cho ADN 
ovalbumine et  
β-galactosidase 

i.d., i.m., i.v.  U'Ren et coll. 2006 

MF59:DOTAP ADN p55 gag du VIH transabdominale Ott et coll. 2002 

chitosan ADN β-galactosidase transcutanée Cui et coll. 2001 

CTAB:DOPE +/-
Man ADN β-galactosidase s.c. Cui et coll. 2002 

Man-C4-Chol +/- 
DOPE +/- DC-Chol 

ADN luciférase i.p., i.m., i.v.  Kawakami et coll. 2000 

Chol/Pc/PS ARNm 
NP du virus 
influenza - Martinon et coll. 1993 

Liposomes HVJ 
(HAU/PC/Chol/DC-
Chol) 

ARNm gp100 intra-splénique Zhou et coll. 1999 

DOTAP:Cho ARNm ovalbumine  i.d., i.v. Hess et coll. 2006 

LPD ARNm β-galactosidase i.v., s.c. Hoerr et coll. 2000 

 
Abréviations: i.d. : injection intradermique, i.n.: injection intranodullaire, i.v.: injection intraveineuse , s.c. : 
injection sous-cutanée, i.m. : injection intramusculaire 
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CHAPITRE V :  L’ARN MESSAGER, CIBLE 

THÉRAPEUTIQUE ET PRINCIPE ACTIF. 

 

Dans le contexte d’une cellule eucaryote, l’ARNm se défini comme étant un polymère 

monocaténaire d’acides nucléiques ayant pour fonction de transférer l’information génétique 

contenue au niveau du noyau jusqu’aux ribosomes cytoplasmiques, où s’effectuera la 

synthèse protéique. Ce concept de « messager » fut évoqué par F.Jacob et J.Monod en 

1961 (Jacob et Monod 1961). L’ARNm est généré lors du processus de transcription par 

l’ARN polymérase II. Cette polymérisation s’effectue dans le sens 5’ vers 3’ de façon 

complémentaire et antiparallèle à la séquence ADN qui sert de matrice (brin « antisens »). 

Les nucléotides utilisés diffèrent de ceux de l’ADN avec un remplacement du désoxyribose 

par un ribose et de la thymine (T) par l’uracile (U). Le processus de transcription du gène 

conduit à une forme « précurseur » non fonctionnelle, l’ARN pré-messager ou pré-ARNm, 

correspondant à une copie intégrale du gène. Ce pré-messager contient une succession 

d’exons, séquences à exprimer, et d’introns, séquences intercalées. Cette molécule va donc 

devoir subir plusieurs étapes de maturation afin de passer à une forme fonctionnelle : 

l’ARNm « mature » ou l’ARNm proprement dit. A la fin de ce processus de maturation, 

l’ARNm est composé, de son extrémité 5’ vers son extrémité 3’, de 3 régions distinctes : 

- la région 5’ non-codante, ou 5’ UTR (5’ UnTranslated Region), qui est 

impliquée dans la stabilité, l’exportation nucléaire et le contrôle de la traduction. 

- la région codante, ou cadre ouvert de lecture, ORF (Open Reading 

Frame) qui se définit en unités fonctionnelles de trois nucléotides appelées codons. Ces 

codons seront chacun traduit par les ribosomes pour positionner un acide aminé 

correspondant.  

- la région 3’ non-codante, ou 3’ UTR, qui est impliquée au niveau du 

cytosol dans des mécanismes de régulation de la stabilité de l’ARNm, de son adressage à 

des ribosomes spécialisés et de sa traduction.  
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I. Synthèse, maturation et régulation de l’ARN mess ager.  

 

I-A. Synthèse de l’ARN messager ou processus de tra nscription.  

 

1. La transcription chez les eucaryotes.  

 

La transcription est le mécanisme par lequel l’information génétique est transférée de 

l’ADN vers l’ARN. Ce processus se déroule en trois étapes que sont l’initiation, l’élongation 

et la terminaison. Elle est en partie concomitante avec le processus de maturation. 

L’initiation de la transcription (Figure 17) est essentiellement sous le contrôle de la 

région 5’ non-transcrite de l’ADN, en amont du premier nucléotide transcrit (point +1). Dans 

une région d’environ 100 pb se définit un « promoteur proximal ». Il contient des boîtes cis-

régulatrices permettant la reconnaissance et la liaison des facteurs trans-régulateurs de la 

synthèse d’ARNm. Ainsi, située 25 à 30 bases en amont du point +1 de la transcription, se 

retrouve dans presque tous les gènes la « TATA box ». Mais des séquences telles que la 

« CCAAT box » ou encore la « GC box » peuvent également être retrouvés. L’ARN 

polymérase II ne se fixe pas directement sur le brin ADN à transcrire, mais par l’intermédiaire 

d’un complexe multiprotéique formé de TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF. Séquentiellement, 

l’initiation de la transcription se fait par la reconnaissance et la fixation de TFIID sur la TATA 

box. Puis TFIIA se fixe au complexe TFIID-ADN afin de le stabiliser. L’ARN polymérase II, 

associée au facteur TFIIB, se fixe ensuite au complexe TFIID-TFIIA. Enfin TFIIF aurait une 

activité hélicase conduisant à la dénaturation de l’ADN au point d’initiation de la transcription. 

C’est cet ensemble ARN polymérase II/facteurs TF qui constitue le complexe d’initiation de la 

transcription et qui catalyse la première liaison phosphodiester des deux premiers 

nucléotides de l’ARNm. Il existe d’autres séquences cis-régulatrices, le plus souvent distales 

dans la région 5’ non-transcrite, où viennent se fixer des facteurs trans-régulateurs. Ces 

facteurs trans sont pour la plupart des protéines produites par d'autres gènes. Le couple lié 

élément cis-régulateur/ facteur trans-régulateur entre en contact avec le complexe d'initiation 

de l’ARN polymérase par l'intermédiaire d'un ensemble de protéines appelé « médiateur ». 

La liaison du régulateur et du médiateur nécessite un repliement de l’ADN du promoteur. De 

telles interactions peuvent induire une amplification (« enhancers »), ou au contraire, une 

diminution (« silencers ») du taux de transcription. Cette complexification du système permet 

de moduler plus finement l’expression d’un gène en fonction des besoins cellulaires.  
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Au cours de la phase d’élongation qui suit, la ARN polymérase II  est assistée par des 

facteurs d'élongation qui modifient la chromatine pour permettre l'avancée de l'enzyme, 

empêchant ainsi la formation d'obstacles structuraux comme des épingles à cheveux. 

La terminaison de la transcription ne semble pas s’effectuer en un point précis du 

gène. Des signaux de terminaison sont cependant localisés dans la partie transcrite de 

l’ADN, impliquant non pas des séquences consensus, mais des structures tridimensionnelles 

conservées riches en GC, immédiatement suivies de séquence riches en AT. L’ARN 

polymérase II de détache alors du brin matrice d’ADN et relargue l’ARN pré-messager 

néosynthétisé. 

 

2. La transcription in-vitro.  

 

L’ARNm d’un gène donné peut-être isolé et rétro-transcrit en un ADN double-brin 

appelé ADN complémentaire (ADNc). Cette séquence a pour caractéristique de 

correspondre à une copie parfaite d’un ARNm mature (exception faite de la cap), c’est-à-dire 

dépourvue d’introns. Ainsi l’insertion de cette séquence dans un plasmide, en aval d’une 

séquence promotrice permet une synthèse d’ARNm in-vitro (IVT-mRNA). Pour cette 

technique, des ARN polymérases phagiques sont mises à contribution. Les plus utilisées 

Figure 17: Schéma de l’initiation de la transcription chez les eucaryotes. 
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sont celles du phage SP6 de Salmonella typhimurium ou du phage T7 d'Escherichia coli. 

Ces ARN polymérases sont très spécifiques des promoteurs correspondants.  

 

I-B. Maturation de l’ARNm.  

 

1. Modification en 5’ : ajout de la coiffe ou « cap ping».  

 

Le processus de maturation des transcrits primaires commence dès la phase 

d’élongation de la transcription, avec l’addition de la « coiffe », ou « cap », à l’extrémité 5’ du 

pré-messager (Figure 18 et 19, étape A). Cette première étape de maturation intervient très 

précocement, avant même l’assemblage des 30 premiers nucléotides du futur transcrit. Le 

cap correspond à une 7-méthyl-guanine monophosphate (7mGMP) reliée au premier 

nucléotide du transcrit primaire par une liaison anhydre d’acide. 

 

 

 

2. Modification en 3’ : la polyadénylation.   

 

Une autre étape de maturation intervient après le relargage du transcrit primaire par 

l’ARN polymérase II. A son extrémité 3’, l’ARN pré-messager va être amputé d’une vingtaine 

de nucléotides en aval d’une séquence consensus AAUAAA dite de « polyadénylation ». 

Après cette coupure,  la poly(A) polymérase va ajouter en 3’, et sans matrice, une 

succession de 100 à 250 A (Figure 19, étape B). Seuls font exception les ARNm d’histone 

qui sont dépourvus de cette queue poly(A). 

 

3. Le processus d’épissage.  

 

Enfin, la dernière phase de maturation de l’ARN pré-messager est l’épissage (ou 

« splicing »). Ce mécanisme critique abouti à l’excision des introns et la réunion des exons 

« Cap » 

ARNm 

Figure 18: Représentation de la coiffe d’un ARNm 
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tout en conservant le cadre de lecture (Figure 19, étape C). Il est catalysé par un 

assemblage nucléoprotéique complexe, le spliceosome, qui se positionne au niveau de 

l’intron à éliminer. Il peut être décomposé en 2 étapes et fait intervenir 3 sites majeurs que 

sont : 

- le doublet GU, ou « site donneur d’épissage », présent à l’extrémité 5’ de tous 

les introns. 

- le doublet AG, ou « site accepteur d’épissage », présent à l’extrémité 3’ des 

tous les introns. 

- le « site de branchement du lasso », ou « A de branchement », correspondant 

à un AMP situé à environ -30 nucléotides de l’extrémité 3’ de l’intron. 

Séquentiellement, il y a tout d’abord un clivage en 5’ de l’intron en amont du doublet 

GU. Le GMP engage son 5’P dans une liaison covalente avec le 2’OH du A de branchement, 

formant ainsi une structure en lasso ou « lariat ». S’en suit un clivage en 3’ du doublet AG de 

l’intron et une liaison du 3’OH de l’exon amont avec le 5’P de l’exon aval. 
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Figure 19 : Représentation des différentes étapes de maturation d’un ARNm 
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I-C. Régulations de l’ARNm.  

 

Afin de contrôler plus finement le transfert de l’information génétique contenue au 

niveau du compartiment nucléaire jusqu’aux ribosomes, plusieurs étapes de régulations des 

ARNm interviennent. Le mécanisme principal de régulation est la dégradation. La plupart des 

acteurs de ce processus ont été mis en évidence en utilisant le modèle de levure. 

Classiquement, la dégradation intervient après le clivage de la queue poly(A). La 

déadénylation de l’extrémité 3’ se fait par deux voies redondantes. La première dépend du 

complexe Pan2/ Pan3 qui forme la poly(A) nucléase. Ce complexe se lie à l’ARNm via la 

Pab-1 (Poly(A)-binding protein1) avant même son exportation nucléaire (Brown et Sachs 

1998) et catalyse la déadénylation au niveau cytoplasmique (Boeck, Tarun et coll. 1996; 

Brown, Tarun et coll. 1996). La deuxième implique le complexe Ccr4/Caf1 (Carbone 

catabolite repression 4/ Ccr4-associated factor 1) également défini comme régulateur de la 

transcription. Cependant si ce complexe optimise l’activité poly(A) nucléase, il ne possède 

pas d’activité de déadénylation (Tucker, Valencia-Sanchez et coll. 2001). 

Dans la partie 5’, la 7mGMP évite à l’ARNm d’avoir une extrémité 5’ phosphate libre 

qui serait sensible aux phosphatases et aux 5’ exonucleases. Outre cette fonction 

protectrice, le cap est indispensable dans les cellules eucaryotes à l’initiation de la 

traduction. Dans le mécanisme de dégradation, le « decapping » intervient très vite après la 

déadenylation. Il est réalisé chez la levure par Dsp1 mais fait intervenir de nombreux autres 

facteurs tels que Dcp2, Vps16, Pat1 et les protéines Lsm (Dunckley et Parker 1999; Zhang, 

Williams et coll. 1999; Bonnerot, Boeck et coll. 2000). Suite à cette étape, le transcrit devient 

sensible à la 5’ exonucléase Xrn1 car il possède un groupement phosphate exposé à son 

extrémité 5’(Hsu et Stevens 1993). 

Chez les eucaryotes supérieurs, bien que le décapping soit également une étape 

importante dans la dégradation déadénylation-dépendante, le découplage entre les fonctions 

stabilisatrices des extrémités 5’ et 3’ semble moins évident (Gao, Wilusz et coll. 2001). Cette 

difficulté à différencier le rôle de chacune d’entre-elles vient de leur étroite collaboration dans 

les différentes étapes du processus. En effet, la queue poly(A) inhibe la dégradation de 

l’ARNm en interagissant avec les PABP (Poly(A)-Binding Protein). Ces dernières se lient au 

facteur d’initiation de la traduction eIF4G, lui-même interagissant avec un autre facteur de 

cette famille, eIF4E, lié à la coiffe du transcrit. Il en résulte une circularisation de l’ARNm. 

Cette structure facilite l’entrée en traduction du messager et le stabilise en évitant sa 

déadénylation par la PARN (Poly(A)RiboNuclease) et son décapping (Wells, Hillner et coll. 

1998; Dehlin, Wormington et coll. 2000; Gao, Fritz et coll. 2000). 
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 D’autres éléments cis-régulateurs sont impliqués dans la stabilité des ARNm. Ainsi 

dans la partie 3’ UTR de certains ARNm codant pour des cytokines, des facteurs de 

croissances et des proto-oncogènes, se retrouvent des séquences riches en A et U appelées 

AREs ou AUREs (A+U-Rich Elements) (Chen et Shyu 1995). Ces AREs peuvent être 

classés en fonction de leur homologie de séquence et de leur capacité à induire une 

dégradation rapide du transcrit  par déadénylation. De nombreuses protéines, les  AUBPs 

(AURE-Binding Proteins), se lient sur ces séquences et agissent ainsi sur la localisation 

intracellulaire des ARNm, leur stabilité et leur traduction.   

 

II. L’ARNm en thérapie : de la cible au principe ac tif.  
 

L’idée utiliser l’ARN à des fins thérapeutiques apparaît dès 1969 avec la découverte 

des propriétés immunostimulantes de l’ARN double-brin (Absher et Stinebring 1969). Puis 

des résultats prometteurs en thérapie anti-cancéreuse chez l’homme (Pimm et Baldwin 

1976; Pimm, Embleton et coll. 1976; Carter, Hubbell et coll. 1985; Carter, Strayer et coll. 

1985) ont conduit aux premiers essais cliniques (phase I/II) chez l’homme (Brodsky, Strayer 

et coll. 1985). Depuis ces quinze dernières années, les progrès de la biologie moléculaire et 

une meilleure connaissance des fonctions biologiques des ARNs, n’ont fait qu’augmenter 

l’intérêt pour ce type d’acides nucléiques. Les ARNs peuvent en effet permettre des 

interactions ARN-ARN, ARN-ADN ou ARN-protéine, ou encore, être des centres catalytiques 

autonomes. Concernant l’ARN messager, il est devenu une cible aussi bien qu’un outil dans 

les stratégies thérapeutiques. On peut distinguer trois grandes orientations impliquant 

l’ARNm : l’inhibition de l’expression gènique, la correction de gène et enfin 

l’immunostimulation. 

 

II-A. Inhibition de l’expression génique.  

 

Une première stratégie d’inhibition de l’expression d’un gène par un ARN est basée 

sur la complémentarité de l’ARN thérapeutique dit « anti-sens » avec l’ARNm cible et sur la 

formation d’un duplex ARN-ARN. Ce processus naturel d’extinction de gène a été découvert 

chez les procaryotes (Green, Pines et coll. 1986) et a d’abord été utilisé chez les bactéries 

(Coleman, Green et coll. 1984; Pestka, Daugherty et coll. 1984), puis les cellules eucaryotes 

(Izant et Weintraub 1985). Les études ainsi menées ont montré que l’efficacité de cette 

méthode est tributaire d’un excès d’ARN antisens par rapport à son ARNm cible. 
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Une autre méthode dite d’« ARN interférence » (ARNi) consiste à l’utiliser un ARN 

double-brin (ARNdb) correspondant à la séquence de l’ARNm cible. On peut utiliser un 

ARNdb de taille égale à la cible et transcrit par l’ARN polymérase III, ou un duplex 

d’oligonucléotides synthétiques de 21 à 23 nucléotides (Hannon 2002). 

Les ribozymes sont des ARN qui possèdent une séquence capable de s’hybrider 

avec l’ARNm cible et une séquence catalytique permettant de couper celui-ci. Le 

développement de ribozymes trans-actifs résistants aux nucléases a permis d’augmenter 

leur stabilité dans les fluides biologiques. Trois de ces molécules ont ainsi pu accéder à des 

essais cliniques pour lutter contre le cancer et ont permis d’obtenir des résultats 

encourageants (Usman et Blatt 2000). 

Enfin le transfert d’introns mobiles du groupe II repose sur l’extinction de l’expression 

génique par interaction ARN-ADN. Les introns ARN s’insèrent par complémentarité de bases 

et inactivent la transcription du gène pathogène (Guo, Karberg et coll. 2000). L’avantage de 

cibler l’ADN plutôt que l’ARNm est que chaque évènement d’hybridation induit la disparition 

de tout ARNm correspondant au gène éteint. 

 

II-B. Correction de l’expression génique.  

 

En agissant pendant la maturation de l’ARN pré-messager au niveau de l’épissage 

des séquences introniques, deux grandes stratégies de correction  de l’expression génique 

peuvent être envisagées. Ce sont des approches par « épissage en trans » (trans-splicing). 

La première stratégie utilise les propriétés catalytiques des ribozymes pour substituer la 

séquence mutante de l’ARN cible par la séquence sauvage apportée par le ribozyme 

(Watanabe et Sullenger 2000). La seconde approche, appelée « SmaRT » (spliceosome-

mediated RNA trans-splicing), conserve un épissage par le spliceosome. Un ARN de pré-

trans-épissage (PTM) est exprimé dans la cellule et un duplex PTM/pré-ARNm cible se 

forme au niveau de la partie intronique du pré-ARNm. L’épissage par le spliceosome conduit 

au remplacement de la séquence mutante de l’ARN cible par la séquence sauvage apportée 

par le PTM. Cependant ces deux techniques présentent des faiblesses dans la spécificité 

vis-à-vis de leur ARN cible qu’il reste à surmonter (Kikumori, Cote et coll. 2001). 

 

II-C. Immunostimulation.  

 

Les ADN plasmidique sont les plus utilisés dans les approches non-virales de 

transfert de gène et la vaccination. Cependant, une limitation majeure dans le transfert 

d’ADN dans les cellules quiescentes et en particulier les DCs est la nécessité de passer de 
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l’enveloppe nucléaire pour obtenir l’expression de l’antigène. Les techniques de production 

et de purification sont peu couteuses comparer aux autres approches, notamment 

peptidique, mais la production normalisée à grande échelle pour des applications cliniques 

reste délicate (Schleef et Schmidt 2004) et les résultats chez l’homme sont moins 

encourageants que ceux obtenus chez la souris (Ulmer 2001). De plus, un risque 

d’intégration au génome et d’induction d’anticorps anti-ADN a été rapporté (Klinman, Takeno 

et coll. 1997; Donnelly, Berry et coll. 2003). Dès 1996, Boczkowski et coll. rapportent que le 

transfert d’ARNm des tumeurs dans les DCs permet l’induction d’une réponse immune 

antitumorale in vitro et in vivo (Boczkowski, Nair et coll. 1996). La délivrance de l’ARNm dans 

le cytosol des DCs est suffisante pour la synthèse de la protéine codée. L’absence de 

promoteur et de gènes de résistance aux antibiotiques rend cette approche plus sécurisante 

que le transfert d’ADN. Les résutats accumulés depuis ces 10 dernières années confirment 

l’efficacité de cette stratégie.  

Les premiers travaux sur la comparaison d’efficacité d’expression d’un transgène 

aprés transfert d’ARN ou d’ADN dans des DC humaines sont ceux de Strobel et coll. (2000). 

Les taux de transfection obtenus par des liposomes commerciaux sont supérieurs à 20% de 

cellules transfectées, contre 10% pour l’ADN plasmidique correspondant. Ils montrent de 

plus que la lipofection d’un ARNm codant l’antigène M1 du virus de la grippe conduit à une 

présentation antigénique plus efficace qu’avec l’ADN. En 2001, Van Tendeloo et coll. ont 

rapporté que le transfert d’ARNm dans les DCs par électroporation est plus efficace pour 

l’expression protéique du transgène que le transfert de l’ADN correspondant (Van Tendeloo, 

Ponsaerts et coll. 2001). Plus de 50% des DCs sont modifiées, et ceci quelque soit leurs 

origines (dérivées de monocytes, de précurseurs CD34+ ou différenciées en cellules de 

Langerhans). La viabilité des cellules est également améliorée. L’électroporation des DCs 

avec l’ARNm MelanA/MART-1 permet in vitro une forte stimulation HLA-restreinte de clones 

T CD8+. Au contraire, aucune induction de CTL n’est observable après transfert de l’ADN 

plasmidique correspondant. 

L’ARNm transféré par électroporation dans les DCs humaines est détectable dès 

15 min après traitement. Une expression protéique du transgène est observable au bout de 

4h (Eppler, Horig et coll. 2002), ou 3h dans le cas des DCs murines, et ceci de manière 

dose-dépendante (Van Meirvenne, Straetman et coll. 2002). Un fort taux d’expression peut 

se maintenir pendant 5 jours après transfert (Saeboe-Larssen, Fossberg et coll. 2002). 

En fonction des stratégies thérapeutiques envisagées, plusieurs sources d’ARNm 

peuvent être exploitées. Lorsqu’aucun TAA n’est identitifié ou si une réponse immune contre 

plusieurs antigènes d’une tumeur donnée est désirée, les ARNm totaux de la tumeur 

peuvent être utilisés. En 1996, les travaux de Gilbao et Nair montrent que seule la 

composante « ARNm » des ARN tumoraux totaux est nécessaire et suffisante pour une 
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réponse immune in vitro et in vivo (Boczkowski, Nair et coll. 1996). Ces ARNm totaux issus 

de la tumeur d’un patient peuvent être simplement isolés (Boczkowski, Nair et coll. 1996; 

Heiser, Maurice et coll. 2001) ou bien amplifés (Boczkowski, Nair et coll. 2000). Ils peuvent 

également être obtenus à partir de lignées cellulaires modèles (Mu, Kyte et coll. 2005). Si 

une réponse immune contre un TAA connu est souhaitée, une approche par transfert 

d’ARNm transcrit in vitro, ou IVT-mRNA (In Vitro Transcripted mRNA) sera la plus adaptée. 

L’ARNm transcrit peut correspondre à la séquence propre de l’antigène natif (Koido, 

Kashiwaba et coll. 2000) ou à une séquence modifiée. Ces modifications peuvent porter sur 

l’ajout d’une séquence signal permettant un adressage préférentiel de l’antigène produit vers 

la voie de dégradation lyzosomique et donc une présentation des peptides résultants sur les 

molécules du CMH-II (Nair, Boczkowski et coll. 1998; Su, Vieweg et coll. 2002; Bonehill, 

Heirman et coll. 2004). Elles peuvent aussi permettre d’optimiser l’épitope majoritairement 

présenté au système immunitaire (Abdel-Wahab, Kalady et coll. 2003).  

 



 

 81 

CHAPITRE VI :  LES VECTEURS HISTIDYLÉS. 

 

I. Polymères et peptides cationiques riches en hist idine.  

 

Des peptides non chargés à pH neutre n’interagissant ni avec la membrane 

plasmique ni avec les protéines sériques mais ayant des propriétés fusiogènes uniquement 

en milieu acide sont d’un grand intérêt pour assurer le passage d’A.N. au travers des 

compartiments d’endocytose. De tels peptides ou polypeptides peuvent être élaborés en 

utilisant l’histidine. En 1984, Wang et Huang ont mis en évidence les propriétés fusiogènes 

en milieu acide de la poly-L-histidine vis-à-vis de liposomes anioniques (Wang et Huang 

1984). Ces propriétés fusiogènes, très supérieures à celles de la poly-L-lysine, sont induites 

après la protonation du noyau imidazole des histidines lorsque le pH est inférieur à  6 (Uster 

et Deamer 1985). En transposant ces résultats aux membranes cellulaires, les résidus 

histidine pourraient être utilisés pour favoriser la délivrance des A.N. dans le cytosol lors de 

leur passage dans les compartiments acides tels que les endosomes. Sur ce principe, des 

vecteurs riches en histidines ont été développés par l’équipe du Dr Patrick Midoux. 

Le peptide H5WYG (GLFHAIAHFIHGGWHGLIHGWYG) a été conçu sur le modèle de 

fragment N-terminal de la sous-unité HA2 de l’haemagglutinine du virus de la grippe 

(Midoux, Kichler et coll. 1998). Il correspond à l’analogue histidylé du peptide anionique 

E5WYG  qui a des propriétés fusiogènes en milieu acide comme le fragment N-terminal de 

l’haemagglutinine du virus de la grippe (Kichler, Freulon et coll. 1999). H5WYG perméabilise 

les membranes cellulaires à pH 6,8 correspondant au pH des endosomes précoces. Cette 

valeur de pH est inférieure d’environ 1 unité à celle de l'analogue anionique E5WYG. 

Contrairement aux peptides anioniques qui forment une hélice α en milieu acide, le peptide 

H5WYG ne s’organise pas en une telle structure ordonnée. L'utilisation de H5WYG à 10 µM 

avec des polyplexes formés de polylysine glycosylée augmente significativement l’efficacité 

de transfection dans plusieurs lignées cellulaires. A l'inverse des peptides anioniques, l’effet 

du peptide H5WYG n’est pas altéré en présence de sérum. 

Sur la base des résultats obtenus avec le peptide H5WYG, une polylysine 

partiellement histidylée (HpK) a été élaborée (Figure 20). Ce polymère cationique combine à 

la fois les propriétés de condensation de l’ADN de la polylysine pour former des polyplexes 

et la capacité de déstabiliser des membranes intracellulaires en milieu acide par les 

histidines. 
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Figure 20: Structure de la polylysine histidylée (HpK). 

D‘aprés Pichon et coll.(Pichon, Goncalves et coll. 2001).  
dp: degré de polymérisation. 

 

A pH neutre, les polyplexes histidylés formés dans un rapport de charges N/P de 3,4 

ont un potentiel de charge globale (ζ) de + 18 mV. A pH inférieur à 6, leur potentiel ζ 

augmente jusqu’à + 40 mV du fait de la protonation des groupes imidazoles (Bello Roufai et 

Midoux 2001). Ceci suggère qu'une fois internalisés, une augmentation du nombre de 

charges cationiques peut se faire dans la lumière des endosomes engendrant ainsi une 

déstabilisation acide-dépendante des membranes. L’ADN plasmidique complexé à une 

polylysine d’un degré de polymérisation (dp) de 190 substituée de 109 résidus histidine 

forme des toroïdes de diamètre moyen égal à 130 nm mesuré à la fois par diffusion de la 

lumière en milieu quasi élastique (QELS: Quasi Elastic Light Scattering) et par microscopie 

électronique à transmission. Cependant, dans les conditions de force ionique 

physiologiques, les polyplexes forment des agrégats. La taille de ces polyplexes peut être 

stabilisée à 100 nm et à 50 nm en présence respectivement de 10% et 50% de sérum. De 

plus, la charge globale des polyplexes histidylés en présence de sérum passe à - 25 mV, ce 

qui a pour conséquence une diminution des interactions non spécifiques avec la surface des 

cellules. Comme il a été décrit pour d’autres polymères cationiques, la fixation d’une 

molécule de polyéthylène glycol (PEG) de masse molaire de 5 kDa par molécule de HpK 

empêche la formation d’agrégats dans les conditions physiologiques en sels et réduit le 

potentiel ζ à + 6 mV (Figure 21a) (Erbacher, Bettinger et coll. 1999; Ogris, Brunner et coll. 

1999). Une version plus courte HoK (polylysine de dp 19) et plus substituée en résidus 

histidylés a été développée pour transférer efficacement des oligonucléotides de 20 à 30 

bases (Pichon, Roufai et coll. 2000). Les complexes obtenus forment des sphères d’environ 

35 nm de diamètre (Figure 21b). 
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Depuis ces travaux, d’autres équipes ont développé des polymères et des peptides 

cationiques riches en histidine pour la transfection des cellules (Tableau 9). Il a notament été 

préparé un polymère de N-Ac-poly(L-Histidine) greffé à de la polylysine (Benns, Choi et coll. 

2000). Putnam et coll. ont utilisé la polylysine et la polylysine PEGylée substituée par des  

noyaux imidazoles (ImpK) et non d’histidine (Putnam, Gentry et coll. 2001; Putnam, Zelikin et 

coll. 2003). Kichler et coll. ont utilisé un peptide antibiotique riche en histidine [LAH]4 (Kichler, 

Leborgne et coll. 2003). L’équipe de L.W. Seymour a mis au point le polymère HIS6 RPC  

(Read, Singh et coll. 2005). C’est un polymère d’une cinquantaine de monomères 

(CHHHHHHKKKHHHHHHC) reliés par des ponts disulfures entre les cystéines. Chaque 

monomère étant trop court pour condenser l’ADN, la réduction des ponts disulfures peut 

induire un relargage de l’ADN du vecteur dans le cytosol. Ce polymère s’est montré plus 

efficace que la PEI branchée de 25 kDa tout en étant très peu toxique. Ce vecteur permet 

également le transfert d’ARNm et de ARNi. Nous citerons aussi les peptides CHKHKHHKHC 

et le CHK6HC développé par McKenzie et coll. qui utilisent les cystéines pour stabiliser les 

polyplexes (McKenzie, Smiley et coll. 2000).  

Des polymères formés avec des peptides riches en histidines HK ou HHK, linéaires 

ou branchés, ont été développés par Chen (2000; 2001; 2002), Aoki (2001) et Leng (2005) 

(Figure 22). Certains ont été substitués par un ligand tel que le peptide cyclique RGD pour 

transfecter plus efficacement des tumeurs in vivo. Nous noterons l’approche originale 

développée dans ce sens par Hatefi et coll. avec la production d’une protéine chimérique 

correspondant au facteur de croissance bFGF2 fusionné à une polylysine histidylée 

(KHKHKHKHKK)6 (Hatefi, Megeed et coll. 2006). Le bFGF2 permettant dans ce cas un 

ciblage des cellules cancéreuses qui surexpriment le récepteur correspondant. D’autres 

Figure 21: Images de microscopie électronique à transmission des polyplexes ADNp/PEG-HpK.(a) 
et des polyplexes oligonucléotide/PEG-HoK (b).  

Échelle = 100 nm. Les observations ont été réalisées au microscope électronique à transmission. 
D’après Pichon et coll. (2001). 
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stuctures plus complexes ont été élaborées tels que les dendrimères KGH6 (Figure 23) 

(Okuda, Sugiyama et coll. 2004). Des microsphères substituées par une polylysine histidylée 

K10H6 ont été utilisées pour une transfection efficace in vitro de DCs murines par de l’ADN 

plasmidique (Jia, Kovacs et coll. 2006). Pour finir, un polymère (CDPim) contenant de la 

cyclodextrine-β et des résidus imidazoles a été développé par Davis et coll. (Davis, Pun et 

coll. 2004). Il présente une meilleure efficacité de transfection dans les cellules HeLa, BHK-1 

et 293 que le produit (CDP) dépourvu d’imidazole.  

 

Tableau 9: Peptides riches en histidines 

 

Séquences peptidiques  Références  

HpK (Midoux et Monsigny 1999) 

HoK (Pichon, Roufai et coll. 2000) 

PLH-g-PLL (Benns, Choi et coll. 2000) 

ImpK et ImpK-PEG (Putnam, Gentry et coll. 2001; 
Putnam, Zelikin et coll. 2003) 

CHKHKHHKHC; CHK6HC (McKenzie, Smiley et coll. 2000) 

LAH4= K2AL2ALALH2LAHLALHLALALK2A  (Kichler, Leborgne et coll. 2003) 

Dendrimère KGH6 (Okuda, Sugiyama et coll. 2004) 

HK et HHK4b : [KHKH2KH2KH2KH2KH2KH2]4K3 
(Chen, Zhang et coll. 2000; Chen, 
Zhang et coll. 2001; Chen, Zhang 
et coll. 2002) 

HHHK8b (Leng, Scaria et coll. 2005) 

cRGD-(H)KKKK6 
(Aoki, Hosaka et coll. 2001; Yu, 
Pirollo et coll. 2004) 

CDPim = β-cyclodextrine histidylée (Davis, Pun et coll. 2004) 

MS(O10H6) = Microsphères substituées par K10H6   (Jia, Kovacs et coll. 2006) 

(KHKHKHKHKK)6-FGF2 (Hatefi, Megeed et coll. 2006) 

HIS6 RPC = (CHHHHHHKKKHHHHHHC)n  (Read, Singh et coll. 2005) 
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Fig 22: Structure des peptides HK  

D’après Leng et coll.(2005) 

 

 

 
Fig 23: Stucture des dendrimères KG6H 

D’après Okuda et coll. (2004) 
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II. Lipides cationiques riches en histidine.  
 

Les premiers lipides cationiques contenant des résidus imidazolynium ont été 

développés par Solodin et coll. (1995) et plus particulièrement étudiés par le groupe de 

Debs R. (Gaensler, Tu et coll. 1999; Liu, Thor et coll. 1999; Meuli-Simmen, Liu et coll. 1999). 

Ainsi le DOTIM (Figure 24), associé au cholestérol et au DOPE, a montré de bons résultats 

pour transférer des gènes in vivo. Budker et coll. ont développé une série de lipides pH-

sensibles contenant un noyau imidazole protonable (Figure 24). Le DPIm associé à la 

DOPE, forme des liposomes qui permettent un transfert de gènes plus efficace que le 

DOTMA dans des cellules en culture (3T3) suite à la protonation de l’imidazole dans les 

endosomes (Budker, Gurevich et coll. 1996). 

 

      
Figure 24 : Structure du DOTIM et du DPIm 

D’après Solodin et coll. (1995) et Budker et coll. (1996). 

 

Suite aux bons résultats obtenus avec les polymères histidylés, l’équipe du Dr 

P.Midoux a développé des lipides cationiques histidylés en collaboration avec le Dr 

A.Chaudhuri en Inde. Ainsi la L-histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)éthylamide (HDHE) 

associée au cholestérol forme des liposomes cationiques fusiogènes en milieu acide 

(5 <pH< 7) (Kumar, Pichon et coll. 2003) (Figure 25). Ces liposomes ont une taille de 78 

(± 24) nm et une charge globale de surface de + 32 (± 1,5) mV à pH neutre. Leur 

combinaison avec de l’ADN plasmidique conduit à la formation de lipoplexes de 490 (± 20) 

nm ayant un potentiel ζ de - 2,5 mV. Cette formulation a une efficacité de transfection 

comparable à celle du FuGENE 6 et au DC-Chol/DOPE sur les lignées cellulaires A549, 

293T7 et HeLa, et supérieure dans le cas des cellules HepG2. 
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Fig 25: Structure de la HDHE 

D’après Kumar et coll. (2003) 
 
 

La susbstitution du N-N-di-n-hexadecylamine éthylamide par 2 et 3 résidus histidylés 

a été réalisée afin de voir si l’efficacité de transfection était augmentée par rapport à la mono 

substitution (lipide HDHE) (Karmali, Majeti et coll. 2006). Les résultats rapportés ne semblent 

pas indiquer d’augmentation spectaculaire de l’efficacité de transfection avec les lipides di- et 

tri-histidylés par rapport au HDHE. 

Le L-histidine-cholestéryl-éthylamide (HIS-Chol, Figure 26) a également été 

synthétisé (Singh, Goncalves et coll. 2004). L’utilisation de DOPE comme colipide conduit à 

la formation de liposomes avec un potentiel ζ de - 8 (± 2) mV à pH 7. L’ajout d’ADN 

plasmidique, dans un rapport molaire lipide/ADN de 3,6,  forme des lipoplexes de 205 (± 60) 

nm ayant un potentiel ζ de - 44,5 (± 6) mV à pH7 et de + 18 (± 12) mV à pH 5,4. Ces 

lipoplexes permettent un transfert de gènes efficace et de façon pH-sensible dans différentes 

lignées cellulaires (A549, 293T7 et HeLa) avec une absence de toxicité. 

  

Figure 26: Structure du HIS-Chol  

D’après Singh et coll. (2004) 
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1ère PARTIE  

Transfert de l’ARNm d’un antigène tumoral dans les 

cellules dendritiques. 

 

RÉSUMÉ 

 

L’utilisation de l’ARN messager (ARNm) codant pour une protéine présente un 

avantage considérable par rapport à celle de son ADN pour la transfection des cellules 

différenciées ne se divisant pas ou peu telles que les cellules dendritiques (DCs). En effet, le 

mécanisme de traduction de l’ARNm en protéine s’effectuant dans les cellules au niveau du 

cytosol, son utilisation permet de s’affranchit du passage de l’enveloppe nucléaire 

indispensable pour obtenir l’expression du gène à partir de l’ADN. Cependant, pour 

transfecter des DCs, il est nécessaire de développer des formulations permettant une 

introduction efficace de l’ARNm et une expression maximale de la protéine antigénique 

codée. Dans ce sens, nous avons cherché à optimiser d’une part le transcrit d’ARNm, et 

d’autre part les vecteurs permettant leur délivrance dans les DCs. Ces dernières étaient des 

DCs de lignée murine JAWSII, des DCs humaines dérivées de précurseurs 

hématopoïétiques CD34+ ou de monocytes du sang périphérique. 

 

I. Modifications des extrémités 5’ et 3’ non codantes de l’ARNm et 

leur effet sur l’expression de la protéine après tr ansfection.  

 

Nous nous sommes attachés dans un premier temps à modifier les parties 5’ et 3’ 

non-codantes de l’ARNm afin d’obtenir une expression protéique maximale. Les résultats 

sont présentés sous la forme d’un article publié dans Biochemical and Biophysical Research 

Communications en 2006. Pour la synthèse in vitro d’ARNm, nous avons utilisé le 3’-O-

méthyl-m75’Gppp5’G, un analogue de la coiffe appelé ARCA (anti-reverse cap analogue) à la 

place de la 7-méthyl-guanine classique (CAP). Cet analogue ARCA évite la mise en place 

d’une coiffe en orientation inverse, anomalie rendant la traduction de l’ARNm inactive. Après 

transfection dans des DCs murines (cellules JAWSII) à l’aide de la lipofectAMINE, l’ARNm 

possédant la coiffe ARCA et codant la luciférase (Luc) permet une expression protéique 20 

fois supérieure à celle obtenue avec un ARNm muni de la coiffe CAP. En ajoutant en cis au 

niveau de la queue poly(A) de l’ARNm, 100 adénosines au lieu de 64, le taux d’expression 

de la protéine rapporteur est augmenté d’un facteur 30. Cette partie 3’-terminale de l’ARNm 
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est connue pour jouer un rôle important dans la stabilité et la traduction des ARNm. Enfin, 

l’association de ces deux modifications en 5’ et 3’ conduit à la synthèse d’un ARNm nommé 

ARCA-Luc-A100 qui s’avère 700 fois plus efficace que la version CAP-Luc-A64. La 

supériorité de ce transcrit est également démontrée pour un ARNm codant l’antigène tumoral 

MelanA/MART-1. Nous montrons aussi que la co-transfection de séquences poly(A) libres et 

de l’ARNm ARCA-Luc-A100 permet de doubler le niveau d’expression de la luciférase dans 

les DCs murines. 

L’effet de ces modifications 5’ et 3’ de l’ARNm est conservé lors de la transfection de 

DCs humaines (hDCs) dérivées de précurseurs CD34+. Bien que les valeurs obtenues soient 

plus faibles que pour les DCs murines, nous montrons qu’effectivement la transfection de 

l’ARNm ARCA-Luc-A100 permet une activité luciférase 12 fois supérieure à celle observée 

avec l’ARNm CAP-Luc-A100 dans les hDCs matures. Nous notons que la transfection des 

hDCs matures est supérieures à celle des hDCs immatures. 

Nous avons donc optimisé un transcrit d’ARNm (ARCA-ARNm-A100) qui permet une 

expression protéique efficace dans les DCs après lipofection. Un tel transcrit trouve un 

intérêt tout particulier en immunothérapie cellulaire antitumorale. En effet, il permettra un 

chargement correct des hDCs avec l’ARNm d’antigènes tumoraux pour une présentation 

antigénique et une réponse antitumorale efficace. 

 

II. Transfection des cellules dendritiques humaines par  des 

complexes ARNm/vecteur histidylé.  

 

 Dans un deuxième temps, nous nous sommes donc attachés à évaluer l’efficacité 

des vecteurs histidylés pour le transfert de l’ARNm ARCA-MART1-A100 dans les hDCs. 

Nous avons plus particulièrement testé deux types de vecteurs cationiques : le polymère 

PEI-HIS, un dérivé histidylé de la polyéthylèneimine) et les liposomes HDHE : Cho, un 

mélange de L-histidine-(N,N-di-n-hexadécylamine)éthylamide et de cholestérol. Des 

polyplexes (ARNm/polymère), des lipoplexes (ARNm/liposome) et des lipopolyplexes 

(ARNm/polymère/liposomes) ont été préparés. Nous montrons que les lipoplexes et les 

lipopolyplexes ne permettent pas une expression correcte de la protéine antigénique MART1 

dans les hDCs. Au contraire, le polyplexe ARNm/PEI-HIS s’avère particulièrement efficace 

dans les hDCs matures. En optimisant le protocole de culture cellulaire, il est possible 

d’obtenir environ 50% de hDCs matures exprimant la protéine MART1 en utilisant les 

polyplexes PEI-HIS/ARNm MART1. Cependant, le polymère cationique PEI-HIS semble 

inopérant pour le transfert dans les hDCs immatures. Des études menées pour connaitre 

l’internalisation des polyplexes ARNm/PEI-HIS mettent en évidence un trafic intracellulaire 
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différent selon l’état de maturation des hDCs. La voie d’endocytose suivie par les polyplexes 

dans les hDCs immatures ne semble pas passer par des vésicules acides, ce qui rend donc 

inactives les propriétés fusiogènes pH-sensibles qui caractérisent le polymère cationique 

histidylé pour délivrer l’ARNm dans le cytosol. 
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Modifications des extrémités 5’ et 3’ non codantes de 

l’ARNm et leur effet  

sur l’expression de la protéine après transfection.  
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 101 

 

Transfection des cellules dendritiques humaines par  des 

complexes ARNm/vecteur histidylé 

 

Introduction 

 

Actuellement, la technique la plus efficace pour le transfert in vitro d’ARNm codant 

des antigènes tumoraux dans les cellules dendritiques (DCs) est l’électroporation. 

Cependant cette méthode est difficilement applicable à grande échelle. Des vecteurs non 

viraux efficaces qui lèveraient en partie cette contrainte technique sont donc activement 

recherchés. A l’exception du Transmessenger Transfection Reagent (Qiagen) qui permet 

une transfection de 40 à 50% des DCs matures [1],  il a été montré que les polymères 

cationiques tels que la PEI branchée (25kDa), l’ExGen 500 et le SuperFect, induisent une 

très forte toxicité sur ce type de cellules, les rendant actuellement ces vecteurs inutilisables 

[2]. Les vecteurs lipidiques, tels que le DOTAP [3, 4], le TransFast [5] ou encore la 

lipofectAMINE [6], se sont révélés moins toxiques, mais ne permettent pas d’induire une 

expression protéique du transgène dans les DCs comparable à celle obtenue par 

électroporation [5, 7, 8]. Des polymères et des lipides cationiques histidylés apparaissent 

potentiellement intéressants pour le transfert d’ARNm d’antigènes tumoraux. En effet, ces 

molécules semblent particulièrement adaptées à la délivrance des molécules d’ARNm dans 

le cytosol de par leur propriété fusiogène vis-à-vis des membranes cellulaires à pH acide. De 

plus, des travaux antérieurs ont montrés que ces vecteurs n’induisent qu’une faible 

cytotoxicité [9, 10]. 

Au cours de ce travail, nous avons optimisé les conditions de culture durant la 

transfection des DCs humaines matures afin de limiter la toxicité de l’opération. Puis nous 

avons testé deux types de vecteurs cationiques histidylés, le polymère PEI-HIS et les 

liposomes HDHE :Cho pour le transfert de l’ARNm MART1 dans les DCs humaines. Cet 

ARNm a été vectorisé sous forme de polyplexe (ARNm/polymère), de lipoplexes 

(ARNm/liposomes) et de lipopolyplexes (ARNm/polymère/liposomes) et l’efficacité de 

transfection a été analysée pour différents rapports  massiques des partenaires. Les 

résultats obtenus indiquent que le polymère PEI-HIS est un bon vecteur. Ils confirment 

également que les DCs immatures ne sont pas transfectées, ce qui peut être relié à un trafic 

intracellulaire différent de celui rencontré dans les DCs matures. 
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MATERIEL et METHODES 

 

Sauf si mentionné, l’ensemble des produits utilisés provenaient de Sigma (St Quentin 

Fallavier, France). 

Cellules dendritiques  humaines 

Des monocytes du sang périphérique CD14+ nous ont été fournis par le Pr. Pascale 

Jeannin (INSERM U564, Angers) et le Dr Marc Grégoire (INSERM U419, Nantes). Ils sont 

préalablement purifiés par élutriation sur colonne CD14 (Miltenyi Biotec, Paris, France). Pour 

cela, les cellules du sang périphérique sont incubées avec des billes couplées à l’anticorps 

anti-CD14 aimantées puis chargées sur une colonne placée dans un séparateur magnétique. 

Les cellules CD14+ marquées magnétiquement sont retenues sur la colonne. Celle-ci est 

ensuite retirée du champ pour éluer les cellules. Après réception, les monocytes purifiés sont 

mis en culture à l’étuve (37°C, 5% de CO 2) dans des plaques 24 puits traitées avec 300 µl de 

poly(2-hydroxyéthyl méthacrylate) dans l’éthanol. Les cellules sont distribuées à raison de 

106 cellules dans 1ml un milieu RPMI contenant de la glutamine (2mM), de la pénicilline (100 

U/ml), de la streptomycine (100 µg/ml), 1% Pyruvate de sodium, 10% de sérum de veau 

fœtal décomplémenté et différents facteurs de croissance et cytokines :  

- pour la phase de différentiation (4 jours): GM-CSF humain (20 ng/ml, R&D 

Systems, Lille, France) et IL-4 humain (20 ng/ml, R&D) (milieu hDCs complet) 

- pour la phase de maturation (2 jours) : GM-CSF humain (20ng/ml), IL-4 

humain (20 ng/ml), TNF-α (10 ng/ml, R&D), poly I:C (50 µg/ml, R&D). 

Le traitement des boites de culture au poly(2-hydroxyéthyl méthacrylate) empêche 

l’adhésion des DCs sur le plastique. Les DCs matures sont récupérées et lavées au PBS 

puis comptées sur cellules de Malassez à l’aide de bleu trypan.  

La proportion de DCs matures est évaluée en cytométrie en flux par l’absence du 

marquage CD1a dont l’expression est spécifique des DCs immatures. Brièvement, les 

cellules sont lavées et traitées au PBS contenant 1% de SAB pour réduire l’adsorption non 

spécifique des anticorps. Les cellules sont incubées à l’obscurité pendant 30 min avec 5 µl 

d’anticorps anti-CD1a couplé à la phycoérythrine (clone HI149, BD Pharmingen, San Diego, 

CA). Les cellules sont lavées et reprises dans 400 µl de liquide de gaine (PBS, NaF 15.4 mM 

et phénoxyéthanol 0.2%). L’intensité de fluorescence est mesurée par cytométrie en flux 

après excitation de 488 nm et émission à 585 nm. Le nombre de DCs matures est estimé en 

comptant le nombre de cellules dépourvues de CD1a. 

Plasmides  

Le plasmide pGEM-4Z/LUC/A64 codant le gène de la luciférase de la luciole sous le 

contrôle du promoteur de la ARN-polymérase T7 du bactériophage λ,  a été construit à partir 
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du plasmide pCMV2Luc (Dr. A. Legrand, CNRS Orléans, France) comme précédemment 

décrit [11]. 

Le plasmide pGEM-4Z/MART-1/A64 codant pour l’antigène MART-1, nous a été 

gracieusement fourni par  le Dr. K. Thielemans (Ecole de Médecine de l’Université Libre de 

Bruxelle VUB, Bruxelle, Belgique).  

Polymère PEI-HIS   

Le polyéthylèneimine de 25 kDa (PEI ; Aldrich) est précipité par addition de soude. Le 

précipité est récupéré par centrifugation, repris dans l’eau et la solution est neutralisée par 

une solution d’acide para-toluène sulfonique (Tos) à 10% dans l’eau. Après lyophilisation, on 

obtient une poudre de PEI-Tos parfaitement soluble dans le DMSO. Un certain nombre de 

fonctions amines primaires est couplé à un résidu histidyle selon le protocole suivant. Le 

PEI-Tos (100 mg) est dissout dans 5 ml de DMSO et 35 µl de diisopropyléthylamine sont 

ajoutés. L’histidine [(Boc)2His-Osu] (58 mg ; Bachem) protégé sur les fonctions aminées et 

sous forme d’ester actif est ajoutée à la solution. La réaction de couplage est laissée 

pendant 24 h à température ambiante.  Les fonctions aminées des histidines sont 

déprotégées par traitement acide pendant une nuit à 4°C après addition de 10 ml d’un 

mélange eau/acide trifluoroacétique (1/1 ; v:v). Après évaporation partielle, le polymère est 

précipité avec 100 ml d’acétate d’éthyle. Le précipité est lavé à l’acétate d’éthyle et séché. 

Après reprise dans l’eau bidistillée, le polymère est dialysé contre de l’eau bidistillée puis 

lyophilisé. Un dosage colorimétrique par la méthode de Pauli permet de déterminer qu’une 

molécule de PEI est substituée par 30 résidus histidyles.  

Liposomes HDHE : Cho   

Un film lipidique est préparé par évaporation à sec d’une solution éthanolique à 

5,4 mM en L-histidine-(N,N-di-n-hexadécylamine)éthylamide (HDHE) et cholestérol (rapport 

molaire 1:2) [9]. Ce film est hydraté avec 1 ml d’eau stérile RNase-free, mélangé fortement 

pendant 3 min et conservé 2 h à 4°C. Le mélange est  ensuite mélangé fortement et soniqué 

pendant 15 min à 37 kHz avec un bain à ultrasons (Bioblock Scientific, Illkirch, France).  

Synthèse in vitro de l’ARNm 

Les ARNm ont été synthétisés comme décrit précédemment [11]. Brièvement, les 

plasmides pGEM-4Z/LUC/A64 et pGEM-4Z/MART-1/A64 sont linéarisés par SpeI 

(InVitrogen, Cergy Pontoise, France), purifiés puis servent de matrice pour la transcription in 

vitro. Les ARNm ARCA-A64 sont obtenus après transcription à l’aide du kit mMessage 

mMachine T7 Ultra (Ambion, Oxfordshire, UK) permettant l’ajout d’une coiffe 3’-O-méthyl 

m75’Gppp5’G. La polyadénylation des ARNm ARCA-A64 par le Poly(A) tailing kit (Ambion) 

abouti à l’obtention des ARNm ARCA-A100. La purification des ARNm est effectuée par 

digestion à la DNase I, suivie d’une extraction à l’aide du mélange phénol/chloroforme/alcool 

isoamylique puis d’une extraction avec du chloroforme seul. Les ARNm sont précipités avec 
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de l’isopropanol et lavés à l’éthanol 70%. Après séchage, ils sont solubilisés dans de l’eau 

RNase-free. Leur concentration est déterminée par mesure de l’absorbance à  260 nm (1UA 

= 40 µg/ml). Leur qualité est contrôlée par électrophorèse sur gel d’agarose 1% après 

dénaturation à 65°C pendant 10 min dans une solutio n de formaldéhyde. Enfin, ils sont 

conservés par congélation de petits aliquots à -80°C dans des cryotubes en polypropylène. 

Pour les expériences d’internalisation, un marquage de l’ARNm ARCA-LUC-A100 par 

la fluorescéine a été effectué en utilisant le kit Label IT (fluorescein nucleic acid labeling kit, 

MIRUS, Madison, WI, USA) conformément au protocole du fournisseur.  

Evaluation de la toxicité des conditions de culture  des hDCs matures 

Après maturation, 1,5 x 105 hDCs sont mises dans 1 ml d’OPTIMEM, d’OPTIMEM 

+10% SVF ou d’OPTIMEM + 2% SAB (serum albumine bovine). Les différents supports 

testés sont  des puits de plaques de culture à 24 puits et des tubes en polypropylène. Ces 

supports sont traités ou non avec du polyméthacrylate. Après 4h, le milieu est éliminé après 

centrifugation (5 min, 800g) et les cellules sont incubées dans le milieu hDCs complet 

pendant 20h à 37°C à l’étuve 5% de CO 2. 

Les cellules cultivées dans les puits de plaques de culture non traitées qui adhèrent 

sur le plastique sont décollées avec la Trypsine/EDTA, puis lavées avant d’être reprises 

dans 500 µl de liquide de gaine (PBS, NaF 15.4 mM et phénoxyéthanol 0.2%).  

La viabilité des DCs est évaluée à 4h et à 24h par cytométrie en flux en présence 

d’Iodure de propidium (5 ng/ml). La fluorescence des cellules est mesurée avec une 

longueur d’onde d’excitation de 488 nm et d’émission de 610 nm. Les cellules mortes 

émettent une fluorescence rouge suite à l’intercalation de l’iodure de propidium dans l’ADN 

nucléaire après passage de la membrane plasmique fragilisée. 

Transfection de hDCs matures 

Le jour de la transfection, les hDCs sont récupérées puis lavées avec du PBS et 

comptées. Les cellules sont ensuite réparties dans des tubes à raison de 106 cellules par 

tube.  

- Formulation des polyplexes : 

5 µl d’ARNm (1 µg/µl) sont mis dans 200 µl d’OPTIMEM. Le polymère PEI-HIS 

(1 µg/µl) est mis dans 200µl d’Hépès 10mM, pH 7.4. L’ARNm est déposé goutte-à-goutte sur 

le polymère et le tout est laissé 30 min à température ambiante. Le volume de la solution de 

transfection est ajusté à 1 ml avec de l’OPTIMEM. 

- Formulation des lipoplexes : 

5 µl d’ARNm (1 µg/µl) sont mis dans 200µl d’OPTIMEM. Les liposomes HDHE : Cho 

(1 µg/µl) sont mis dans 200 µl d’OPTIMEM puis ajoutés à la solution d’ARNm et le tout est 

incubés 15 min à température ambiante. Le volume de la solution de transfection est ajusté à 

1 ml avec de l’OPTIMEM et la molarité à 150 mM avec une solution aqueuse NaCl 5 M. 
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- Formulation des lipopolyplexes : 

5 µl d’ARNm (1 µg/µl) sont mis dans 70 µl d’OPTIMEM. Le polymère PEI-HIS (1 µg/µl) est 

mis dans 50 µl d’Hépès 10 mM, pH 7.4. L’ARNm est déposé goutte à goutte sur le polymère 

et le tout est laissé 30 min à température ambiante. Les liposomes HDHE : Cho (1 µg/µl) 

sont mis dans 200 µl d’OPTIMEM puis injectés dans les polyplexes et incubés 15 min à 

température ambiante. Le volume de la solution de transfection est ajusté à 1 ml avec de 

l’OPTIMEM et la molarité à 150 mM avec une solution aqueuse NaCl 5 M. 

 

Pour chacune des formulations, 500 µl de solution de transfection (soit 2,5µg 

d’ARNm) sont déposés dans des tubes contenant 106 hDCs. Après une incubation de 4h à 

37°C, le milieu de transfection est éliminé et remp lacé par 1 ml de milieu complet, 

correspondant à du RPMI contenant de la glutamine (2mM) de la pénicilline (100 U/ml), de la 

streptomycine (100 µg/ml), 10% de SVF, 1% Sodium-Pyruvate, du GM-CSF humain (20 

ng/ml) et de l’IL-4 humain (20 ng/ml). Les cellules sont ensuite incubées à 37°C dans une 

étuve à 5% de CO2. 

Détection de la protéine MART1 

Après deux lavages dans du PBS, les cellules sont fixées et perméabilisées en 

reprenant le culot cellulaire dans 1 ml de méthanol/PBS (9/1 ; v :v) à -20°C pendant 30 min. 

Elles sont ensuite lavées et traitées au PBS contenant  1% de SAB pour réduire l’adsorption 

non spécifique des anticorps. Les cellules sont incubées à l’obscurité pendant 30 min avec 5 

µl d’anticorps anti-MART1 couplé à la phycoérythrine (clone A103, Tebu-bio, Le Perray en 

Yvelines, France). Les cellules sont lavées et reprises dans 400 µl de liquide de gaine. 

L’intensité de fluorescence est mesurée par cytométrie en flux après excitation de 488 nm et 

émission à 585 nm. 

Internalisation de l’ARNm 

Les hDCs sont ensemencées dans des tubes à raison de 106 cellules par tube puis 

transfectées à l’aide du polymère PEI-HIS par l’ARNm ARCA-Luc-A100 marqué ou non à la 

fluorescéine. L’ARNm non marqué étant utilisé comme contrôle. Après 4h d’incubation dans 

la solution de transfection, les DCs sont traitées à la Trypsine/EDTA qui permet d’éliminer 

une grande partie des polyplexes fluorescents fixés sur la membrane plasmique. Les hDCs 

sont ensuite lavées avec du PBS froid, reprises dans 400 µl de liquide de gaine et incubées 

30 min à  4°C en présence ou non de monensine (50 µ M) [12, 13]. L’intensité de 

fluorescence est mesurée par cytométrie en flux avec une excitation à 488 nm et une 

émission à 520 nm. 
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RESULTATS 

 

Influence des conditions de cultures sur la viabili té des DCs humaines. 

 

La mise en cultures de DCs matures dans des boites de culture en plastique traitées 

au polyméthacrylate évite l’adhésion des cellules, alors qu’elles adhèrent fortement en 

absence de traitement. En s’affranchissant ainsi d’une étape de décollement de cellules par 

la trypsine, cette méthode facilite les manipulations ultérieures des hDCs prévues pour être 

réinjectées chez le patient. Afin d’optimiser et de standardiser ces conditions en vue des 

transfections, nous avons testé l’influence sur la viabilité des hDCs de différents milieux et 

supports (tubes ou puits de culture cellulaire) avec ou sans traitement de surface 

(Figure 1A). 

Les résultats présentés dans la Figure 1B ne montrent pas de variation importante 

entre les différentes conditions testées. Après 4h, le taux le plus faible de cellules positives à 

l’iodure de propidium (IP), correspondant à des cellules mortes ou non viables, est obtenu 

pour une incubation dans les puits traités. Ce taux d’environ 20% reste proche de celui le 

plus élevé observé avec les tubes traités (25%). Après 24h de culture dans du milieu 

complet, les hDCs incubées au préalable 4h dans l’OPTIMEM seul et sur un support traité 

avant et après le changement de milieu, présentent le taux de mortalité le plus élevé. On 

note également comme à 4h, que la présence de SAB ou de sérum diminue d’environ 5% la 

cytotoxicité. Dans aucune des conditions de culture testées, nous n’avons observé de 

mortalité cellulaire supérieure à 35%. 

Nous constatons que les conditions de culture en tube non traité avec les cellules dans 

du milieu OPTIMEM seul pendant 4h, n’engendrent pas, après 24h, de cytotoxicité 

significativement supérieure aux autres conditions. De plus, nous savons que l’efficacité de 

transfection est généralement diminuée par la présence de SAB ou de sérum. Par 

conséquent, le protocole de transfection utilisant du milieu OPTIMEM seul, des tubes non 

traités et un changement de milieu après 4h d’incubation, a été conservé pour les 

expériences ultérieures. 
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Figure 1: Evaluation de la toxicité des conditions de culture des hDCs. (A) Schéma explicatif des 
conditions de culture. Les hDCs matures ont été mises en culture pendant 4h dans 1 ml d’OPTIMEM, 
OPTIMEM + 10% SVF ou OPTIMEM + 2% SAB, sur plaque de 24 puits traitées (rouge) ou non au 
méthacrylate, ou dans des tubes traités (vert) ou non (bleu) au polyméthacrylate. Après 4h, le milieu a été 
remplacé par du milieu hDCs complet. Selon les conditions, le support de culture a été également changé. (B) 
La toxicité a été analysée en cytométrie en flux en présence d’iodure de propidium.  Les cellules marquées par 
l’iodure de propidium étant considérée comme mortes ou non viables. 
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Transfection des hDCs avec l’ARNm complexé avec les  vecteurs histidylés.  

 

Nous avons transféré l’ARNm codant la protéine antigénique MelanA/MART1 

humaine dans des hDCs, immatures ou matures, à l’aide des différents vecteurs. 

L’expression de l’antigène a été évaluée en cytométrie en flux 24h après transfection. 

Comme le montre la Figure 2A, aucune expression de l’antigène MART-1 n’est détectée 

dans les hDCs immatures transfectées avec les polyplexes ARNm-MART1/PEI-HIS. Au 

contraire, avec les DCs matures on observe une fluorescence nettement supérieure après 

transfection de l’ARNm MART1 qu’après transfection de l’ARNm Luc, témoignant de 

l’expression de MART1 dans ces cellules (Figure 2B). Le polymère PEI-HIS semble donc 

être efficace pour transfecter uniquement les hDCs à l’état mature. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Transfection  des hDCs par l’ARNm MART-1 à l’aide du polymère PEI-HIS. Les 
ARNm ARCA-MART1-A100 (rouge) ou ARCA-Luc-A100 ont été complexés avec le polymère PEI-
HIS (rapport ARNm/Polymère 1/ 3, µg :µg). Les polyplexes obtenus ont été incubés 4h avec les 
hDCs immatures (A) ou matures (B). Le milieu de transfection a été éliminé et les cellules cultivées 
pendant 24h dans du milieu complet. La détection de la protéine MART1 a été effectuée par 
cytométrie en flux après marquage avec l’anticorps anti-MART1. 
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Nous nous sommes donc attachés au suivi de l’expression de la protéine antigénique 

MelanA/MART1 humaine dans les hDCs matures à différents temps après transfert de 

l’ARNm correspondant. La transfection a été effectuée à l’aide de la PEI histidylée ou la PEI, 

mais également avec les liposomes HDHE : Cho et le mélange des deux vecteurs. Afin de 

déterminer les conditions optimales d’efficacité de transfert, nous avons fait varier les 

rapports massiques des partenaires dans les polyplexes ARNm/polymère, les lipoplexes 

ARNm/liposomes et les lipopolyplexes ARNm/polymère/liposomes. Les DCs transfectées ont 

ensuite été fixées, perméabilisées et marquées avec un anticorps anti-MART1 couplé à la 

phycoérythrine, après 4h, 7h ou 24h de transfection. La détection de MART1 a été effectuée 

par cytométrie en flux.  

Comme le montre la Figure 3A, on peut observer une expression de la protéine 

MART-1 dès 4h dans environ 45% des cellules lorsque la transfection est réalisée avec le 

polymère PEI-HIS au rapport 1/0,5 (ARNm/PEI-HIS ; µg :µg). Cette expression est la même 

après 7h et 24h. Un rapport 1/1 conduit à 20% de cellules exprimant MART1 entre 4h et 7h 

et passe à 35% à 24h. Avec un rapport 1/2, c’est à 7h que l’expression de MART1 est la plus 

forte (40%). La trop forte toxicité de la PEI non histidylée n’a pas permis de transfecter des 

hDCs matures (résultats non montrés).  

Les transfections avec les liposomes seuls ne permettent pas de transfecter les hDCs 

matures de façon reproductible et ce quelque soit le rapport ARNm/HDHE : Cho testé 

(Figure 3B).  

Lorsque les transfections sont effectuées avec les lipopolyplexes, un maximum de 

20% de cellules exprimant la protéine MART1 est observable, mais seulement à 24h 

(Figure 3C). C’est le rapport 1/ 0,5/0,5  qui donne le meilleur résultat.  

Ces résultats indiquent tout d’abord que parmi les formulations de vecteurs histidylés 

testées, seul le polymère PEI-HIS permet une transfection efficace des hDCs matures par 

l’ARNm MART1. Le rapport 1/0,5 (ARNm/Vecteur, µg :µg) étant le plus approprié. 

Cependant, on ne constate pas de relation directe entre le rapport ARNm/vecteur (µg :µg), 

qui peut être assimilé au degré de condensation de l’ARNm par le polymère cationique, et la 

durée d’expression de la protéine antigénique. Ce résultat diffère quelque peu de ce que 

nous avons pu observer lors de la transfection des cellules de la lignée de DCs murines 

JAWSII à l’aide des mêmes polyplexes. En effet, nous avons constaté que plus le rapport 

ARNm/vecteur était élevé, plus l’expression maximale de l’antigène MART1 dans les cellules 

JAWSII était précoce : 4h pour un rapport 1/1, 8h pour le rapport 1/2 et 24h pour le rapport 

1/3. Les liposomes HDHE : Cho sont inefficaces pour la délivrance d’ARNm dans les hDCs 

matures et leur mélange avec le polyplexe ne permet pas d’augmenter l’efficacité de 

transfection par rapport au PEI-HIS. En effet, l’utilisation des lipopolyplexes conduit a une 

faible expression de la protéine, voire à une diminution par rapport à celle observée pour le 
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polymère seul à 24 h (20% au rapport 1/ 0,5/0,5 contre 45% au rapport 1/0,5 

respectivement). 
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Figure 3: Transfection  des hDCs matures par l’ARNm MART-1 à l’aide du polymère PEI-HIS 
et/ou des liposomes HDHE-Cho. L’ARNm ARCA-MART1-A100 a été complexé avec le polymère 
PEI-HIS (A), les liposomes HDHE-Cho (B) ou le mélange des deux vecteurs (C). L’ARNm ARCA-
Luc-A100 est utilisé comme contrôle. Les polyplexes, lipoplexes et lipopolyplexes respectivement 
obtenus ont été incubés 4h avec les cellules avant un changement de milieu. La détection de la 
protéine MART1 a été effectuée à 4h, 7h ou 24h après marquage avec un anticorps anti-MART1 par 
cytométrie en flux. 
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Internalisation des polyplexes PEI-HIS/ARNm dans le s hDCs.  

 

Aucune expression de la protéine MART1 n’a été détectée dans les DCs immatures 

alors que le polymère PEI-HIS permet une transfection efficace des DCs matures. Nous 

avons essayé de comprendre les raisons de cette différence d’efficacité de transfection entre 

les deux stades de maturation des hDCs. Une des causes première pouvant se situer au 

niveau de l’internalisation des polyplexes PEI-HIS/ARNm. Pour cela, les hDCs matures et 

immatures ont été incubées à 37°C en présence d’ARN m ARCA-LUC-A100 marqué ou non 

avec la fluorescéine et complexé avec le PEI-HIS. L’ARNm non marqué étant utilisé comme 

contrôle. Après 4h d’incubation, l’intensité de fluorescence des hDCs a été mésurée par 

cytométrie en flux après traitement ou non en présence de monensine. Cet ionophore 

carboxylique monovalent échange un sodium contre un proton et permet de neutraliser le pH 

des compartiments cellulaires acides tels que les endosomes et les lysosomes. Par rapport 

aux cellules incubées avec l’ARNm Luc non fluorescent, un marquage des deux types de 

hDCs est observable après 4h d’incubation en présence des polyplexes PEI-HIS/ARNm 

fluorescent (Figure 4). Après traitement à la monensine, on constate une augmentation de la 

fluorecence seulement pour les hDCs matures (Figure 4B). Au contraire, la monensine n’a 

pas d’effet sur l’intensité de fluorescence des hDCs immatures (Figure 4A). L’internalisation 

de l’ARNm a donc une composante pH-dépendante dans le cas des hDCs matures indiquant 

un transfert de l’ARNm dans les compartiments acides. 
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Figure 4 : Internalisation des polyplexes PEI-HIS/ARNm dans les hDCs. Les hDCs immatures (A) ou 
matures (B) ont été transfectées, à l’aide du polymère PEI-HIS, par un ARNm marqué à la fluorescéine. 
L’ARNm non marqué a été utilisé comme contrôle (noir). La formation des polyplexes a été effectuée dans un 
rapport ARNm/polymère de 1:3 (µg:µg). Les cellules ont été incubées 4h dans la solution de transfection puis 
30min à 4°C en présence (vert) ou non (rouge) de monensine (50µM). L’intensité de fluorescence des cellules a 
été analysée en cytométrie en flux. 
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DISCUSSION 

 

La transfection de DCs avec l’ARNm d’un antigène tumoral présente un intérêt 

certain dans le cadre de protocole de vaccination anticancéreuse impliquant la manipulation 

de ces cellules ex vivo et leur réinjection chez le patient.  

Afin de générer une réponse immune correcte, et éviter la mise en place d’une 

tolérance vis à vis de l’antigène, il est recommandé d’injecter chez le patient des DCs 

matures plutôt que des DCs immatures [14]. Bien que les DCs immatures aient une plus 

grande capacité de phagocytose, les DCs matures acquièrent des propriétés de migration 

vers les ganglions lymphatiques, de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de 

présentation antigéniques leur permettant une meilleure stimulation des CTLs. Cependant, le 

stade de maturation auquel les DCs doivent être modifiées dans les protocoles 

d’immunothérapie reste un paramètre important, qui nécessite d’être déterminer en fonction 

du type de vectorisation utilisée. En effet, dans les approches virales, il a été rapporté que 

les AAV ont un tropisme particulier pour les DCs immatures qui expriment l’intégrine αvβ5. 

Dans ce cas la transduction des hDCs est suivie de leur mise en maturation [15]. Dans le 

cas de l’électroporation d’ARNm, il n’a pas été observé de différences au niveau de 

l’expression de la protéine antigénique en fonction de l’état de maturation des DCs [16].  

Nous avons pu établir un protocole de transfection des hDCs matures par l’ARNm de 

l’antigène MART1 en utilisant le PEI-HIS. Ce protocole conduit à une bonne expression de la 

protéine antigénique. Une évaluation des conditions de culture des cellules pour cette 

dernière étape a montré une toxicité de 20 à 25%, ce qui est acceptable pour les utilisations 

ultérieures. A l’inverse de la PEI qui génère une toxicité élevée, le PEI-HIS apparait peu 

toxique dans les hDCs matures. Il semblerait donc que la substitution de quelques fonctions 

amines primaires de la PEI par l’histidine réduise fortement la toxicité du polymère 

cationique. Il est également apparu que les polyplexes ARNm/PEI-HIS sont plus efficaces 

que les lipoplexes ou les lipopolyplexes correspondants. Dans les meilleures conditions, 

environ 50% des hDCs expriment la protéine MART1. Par contre, aucune expression de 

l’antigène n’a pu être détectée dans les DCs immatures avec l’utilisation de polyplexes 

ARNm/PEI-HIS. Les résultats que nous avons obtenus en utilisant la lipofectamine avaient 

déjà montré une plus faible expression de la luciférase dans les hDCs immatures que dans 

les hDCs matures [11]. Nous avons également constaté qu’en fonction des lots de cellules 

dendritiques utilisées, le nombre de cellules matures transfectées variait. Cette variation est 

à mettre en relation avec celle du rendement de maturation des hDCs. En effet, nos vecteurs 

se sont avérés moins efficaces pour la transfection des hDCs immatures et selon les lots 

cette catégorie représentait 20% à 50% des cellules totales. Ce taux de hDCs immatures 

n’étant pas négligeable, il serait donc intéressant de développer des vecteurs également 
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performants dans le transfert d’ARNm dans les DCs immatures afin de s’affranchir de ce 

paramètre. Ces vecteurs pourraient aussi favoriser leur maturation comme cela a été 

rapporté pour certains lipides cationiques [2, 6]. La conception de tels vecteurs pourra être 

entreprise avec une connaissance plus approfondie du mécanisme d’internalisation des 

polyplexes dans les DCs immatures. En effet, une étude préliminaire de ce processus 

indique que l’ARNm transite dans les hDCs matures au niveau de vésicules acides alors que 

ce n’est pas le cas pour les hDCs immatures. A l’état mature, le PEI-HIS peut donc induire 

une déstabilisation membranaire. Cette déstabilisation peut résulter d’une perméabilisation 

de la membrane des vésicules acides, après protonation du noyau imidazole des résidus 

histidyles et/ou d’un effet tampon d’ « éponge à proton » comme pour les amines 

secondaires de la PEI, conduisant à un gonflement et une fragilisation des vésicules [17]. 

Ceci favorisant un passage de l’ARNm dans le cytosol où la traduction peut être effectuée. 

Au contraire, dans les hDCs immatures la délivrance de l’ARNm dans le cytosol est faible, 

voire inefficace. Ces résultats d’internalisation semblent donc en accord avec le niveau 

d’expression protéique obtenu après transfection. 

L’efficacité de stimulation d’une réponse immune par des DCs matures transfectées 

avec des lipopolyplexes ARNm MART1/PEI-HIS sera évaluée in vitro par des expériences 

d’activation de CTLs. 
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2ème PARTIE 

Vaccination anti-cancéreuse par injection directe d e l’ARNm 

d’un antigène tumoral. 
 
 

RÉSUMÉ 
 

L’injection directe d’un antigène tumoral est la voie la plus simple pour susciter une 

réponse immune anticancéreuse. Dans ce contexte, l’utilisation d’un ARNm codant pour cet 

antigène apparait comme une stratégie prometteuse pour obtenir une vaccination contre le 

cancer. Cependant, la délivrance de l’ARNm dans les cellules immunocompétentes 

nécessite le développement de vecteurs efficaces pour son transfert et sa traduction en 

protéine. Le caractère pH-sensible des vecteurs histidylés les rend parfaitement adaptés 

pour accomplir cette fonction. En effet, ils acquièrent des propriétés fusiogènes vis-à-vis des 

membranes cellulaires en milieu acide tel que celui de la lumière des endosomes. Ils 

favorisent ainsi un transfert efficace de l’ARNm dans le cytosol. Cependant, le caractère 

cationique des polymères en général (polylysine, PEI, etc) conduit à la formation d’agrégats 

de polyplexes dans les conditions physiologiques en sels. De plus, ils se concentrent 

essentiellement au niveau des poumons lors d’une administration par voie systémique. Il a 

précédemment été montré au laboratoire que la fixation d’une molécule de polyéthylène 

glycol (PEG) de masse molaire de 5 kDa par molécule de HpK empêche cette agrégation 

(Pichon, Goncalves et coll. 2001). Des résultats obtenus par scintigraphie avec de l’ADN 

plasmidique ont montré que cette PEGylation évite également une accumulation au niveau 

pulmonaire et permet une distribution hépato-splénique des polyplexes injectés en i.v. 

(résultats non publiés du laboratoire). Pour ces raisons, nous avons donc utilisé la polylysine 

histidylée et PEGylée, au lieu de la HpK ou de la PEI-HIS, pour le transfert d’un ARNm 

d’antigène tumoral in vivo. 

Dans le premier manuscrit présenté que nous avons soumis à « Journal of the 

American Chemical Society » pour publication, nous décrivons les synthèses d’un dérivé 

PEGylé de polylysine histidylée (HpK-PEG) et du lipide histidylé [HDHE (L-histidine-(N,N-di-

n-hexadecylamine)éthylamide] ainsi que la caractérisation physicochimique des complexes 

obtenus avec un ARNm synthétisé par transcription in vitro. Les résultats obtenus montrent 

que les complexes ternaires polymère/ARNm/liposomes correspondent à des polyplexes 

ARNm/HpK-PEG encapsulés dans les liposomes HDHE :Cho. Dans une approche vaccinale 

par injection systémique de l’ARNm MART1 (ARCA-MART1-A100) dans des souris 

C57BL/6, nous montrons que seule sa vectorisation sous forme de lipopolyplexes induit un 
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effet protecteur, spécifique et significatif (p <0,01), de la progression tumorale cutanée du 

mélanome d’origine B16F10. L’injection de l’ARNm seul ou complexé sous forme de 

polyplexes ou de lipoplexes n’induit aucun effet protecteur.  

Dans le second manuscrit, que nous avons soumis à « Cancer Immunology, 

Immunotherapy » pour publication, nous rapportons que cette vaccination est également 

efficace contre le développement de métastases pulmonaires B16F10. Dans le modèle 

cutané du mélanome, nous montrons que seule l’administration de lipopolyplexes contenant 

un ARNm MART-1 munis d’une queue poly(A) de 100 résidus adénosine permet d’observer 

cet effet protecteur. Nous montrons également qu’aucune inhibition de la croissance 

tumorale n’est observée après injection de l’ADN plasmidique codant l’antigène MART1. La 

dose optimale en ARNm ARCA-MART1-A100 a été déterminée à 12,5 µg. Nous décrivons 

aussi les mécanismes immunitaires induits par l’injection systémique de l’ARNm MART-1. La 

mise en place d’une réponse humorale avec la sécrétion d’anticorps anti-B16F10 n’a pu être 

détectée. Au contraire, la production de cytokine de type IFN-γ ainsi qu’une activité T 

cytotoxique, toutes deux caractéristiques d’une réponse immune de type Th1, sont mises en 

évidence dans les splénocytes et les ganglions lymphatiques des souris immunisées. Enfin, 

l’injection conjointe de l’ARNm MART1 avec une version sig-MART1-LAMP1 permettant un 

adressage aux vésicules de classe II des présentatrices d’antigènes, permet d’augmenter la 

réponse anti-mélanome. 

L’ensemble des résultats obtenus avec le mélanome murin B16 montrent l’efficacité 

des lipopolyplexes histidylés pour délivrer in vivo l’ARNm d’un antigène tumoral aux cellules 

immunocompétentes et induire une réponse antitumorale spécifique. 
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Les lipopolyplexes de polylysine PEGylée riche en 

histidine/ L-histidine-(N,N-di-n-hexadécylamine)éth ylamide/

ARNm comme vecteur efficace pour une délivrance in vivo 

d’un antigène tumoral. 
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ABSTRACT 

 

The injection of genetic material encoding tumour antigen appears to be a promising 

vaccine strategy for cancer. For this purpose, the occurrence of translation mechanism in the 

cytosol offers advantages to mRNA transfer over DNA-based transfection in non-dividing 

cells. We synthesized a PEGylated derivative of histidylated polylysine and L-histidine-(N,N-

di-n-hexadecylamine)ethylamide in order to vectorize mRNA. The originality of these pH-

sensitive histidylated molecules concerns their fusogenic property in an acidic medium such as 

the lumen of endosomes favouring the cytosolic delivery of nucleic acids and their low toxicity. 

We characterized the size, charge and shape of their complexes with an in vitro transcribed 

tumor antigen mRNA. We showed that the ternary polymer / lipids / nucleic acid complexes 

termed lipopolyplexes exhibited a size of 125 nm and 325 nm in size and a ζ potential of 17 

mV. The mRNA/polymer complexes were encapsulated by the liposomes. We found that 

systemic injections of the melanoma-associated antigen MART1 mRNA formulated as 

lipopolyplexes protected specifically and significantly (p < 0.01) mice against B16F10 

melanoma tumour progression. Comparatively, no significant protection was obtained with a 

plasmid DNA encoding MART1. The distinguished features of the mRNA-lipopolyplex 

formulation described herein and most importantly the findings that successful anti-B16 

immunization was realized only with mRNA lipopolyplexes make these novel class of 

lipopoplexes important next generation non-viral vectors for future use in mRNA-based tumor 

vaccination.   
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INTRODUCTION 

 

Patient injection with genetic material encoding tumour as well as viral antigen or 

genetically modified antigen presenting cells (APC) expressing tumour or viral antigen 

appear to be promising vaccine strategies for cancer and infectious diseases.1-6 The 

introduction of genetic material encoding an antigenic protein into APC will allow antigen 

expression in its native state, its processing and will direct the presentation of all the 

epitopes. Although injecting patients with dendritic cells (DCs) transfected ex vivo with DNA 

encoding antigen appears to be a promising approach, this form of cellular immunotherapy 

still requires improvements and will remain expensive and patient dependent. Direct 

immunization with genetic material encoding antigen will be more comfortable but the 

efficiency of DNA-based transfection of APC is still limited except when lentivirus-derived 

vectors are used.7 Therefore, it is desirable to improve vaccine safety potential by using non 

viral vectors and by limiting a DNA integration in the host genome which could induce 

deregulation in gene expression, eventually leading to tumours. For vaccine applications, the 

immediate expression of a selected protein over a limited time (e.g. a few hours) is needed. 

For these reasons, mRNA instead of DNA as a nucleic acid-based strategy offers several 

advantages. mRNA are quickly translated in all cell types and allow a transient expression of 

the antigenic protein. Furthermore, there is no uncontrolled long-term expression of the 

antigen as might occur with the integration of DNA-vaccine in the cell genome. Moreover, 

mRNA do not bear any regulatory DNA sequences (promoters, terminators, enhancer, etc) 

and no antibiotic-resistance genes are injected in the vaccinated population. Finally, the 

occurrence of translation mechanism in the cytosol offers advantages to mRNA transfer over 

DNA-based transfection in non-dividing cells.  It has been clearly demonstrated over recent 

years that a CTL-mediated anti-tumour and anti-viral response can be induced by dendritic 

cells transfected ex vivo with either mRNA from tumour cells or in vitro transcribed (IVT) 

mRNA of tumour-activated antigen and viral antigen.8-10 Currently, direct immunization with 

IVT mRNA concerns few reports. Cationic liposomes and cationic peptide have been used to 

condense mRNA allowing protection against nucleases. The injection of liposomes/influenza 

virus nucleoprotein mRNA,11 liposomes/human melanoma-associated antigen gp100 

mRNA,12 liposome/ovalbumin mRNA 13 and protamine/β-galactosidase mRNA14 complexes 

were found to prime CTL responses in mice. We have designed Histidine-rich cationic 

polymers and histidylated cationic lipids which are efficient for the transfection of various cell 

types.15-17 Their originality concerns the fusogenic properties that they exhibit in an acidic 

medium such as in endosomes favouring the cytosolic delivery of nucleic acids. Recently, we 

have optimised an mRNA construct (termed ARCA-mRNA-A100) allowing a high level of 

protein upon lipofection of dendritic cells.18 This mRNA was capped with 3’-O-methyl-
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m75’Gppp5’G (Anti-Reverse Cap Analogue; ARCA) and bore a Poly(A) tail of at least 100 

adenosines in cis. It increased by 700-fold the protein level into DCs compared to a mRNA 

classically capped with m75’Gppp5’G and bearing a Poly(A) tail of 64 adenosines.  

Here, we report on the use of the above-mentioned mRNA construct and the lipopolyplex 

vectors in immunizing mice against B16F10 melanoma directly with the IVT mRNA of the 

human melanoma MART1 (MelanA) antigen. We described the synthesis of a PEGylated 

derivative of histidylated polylysine, L-histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)ethylamide and the 

characterization of MART1 mRNA complexes with either the cationic polymer (polyplexes), 

the histidylated liposomes (lipoplexes) or the mixture of both (lipopolyplexes). We showed 

that lipopolyplexes comprised mRNA polyplex encapsulated by the liposomes. Finally, we 

found that only IVT MART1 mRNA formulated as lipopolyplexes exhibited a significant delayed 

B16 melanoma growth. 
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EXPERIMENTAL SECTION 

All reagents were purchased from Sigma (St Quentin Fallavier, France) unless stated 

otherwise.  

PEG-HpK synthesis 

Histidylated polylysine (HpK) was prepared as previously described.19 Poly-L-lysine of 

190 lysyl residues (pK; Bachem feinchemikalien, Bubendorf, Switzerland) (1g in 200 ml H2O) 

was passed through an anion-exchange column (Dowex 2x8, -OH form, 20-50 mesh) to 

remove bromide ions. The eluate was neutralized with a 10% p-toluensulfonic acid solution in 

water and freezed-dried. pK, p-toluenesulfonate salt (400 mg) in 30 ml DMSO in the presence 

of diisopropylethylamine (190 µl) was reacted overnight at 20°C with (Boc)His(Boc)-Osu (345 

mg in 2 ml DMSO). The N-protecting Boc groups were removed by acidic treatment in 

H2O/TFA mixture (1:1; v/v) for 24h at 20°C. Water and  TFA were removed under reduced 

pressure. The polymer was precipitated by adding 10 volume of an isopropanol/ethyl acetate 

mixture (1:1; v/v), spun down by centrifugation (1800 g for 15 min), solubilized in distilled 

water and freezed–dried.  HpK (250 mg; 3.5 µmol in 3 ml DMSO) was coupled with one 

mPEG molecule of 5 KDa upon reaction for 4h at 20°C  with the N-hydroxysuccinimide 

derivative of the mPEG-propionic acid (29 mg; 5 µmol) (mPEG-SPA, Shearwater, Huntville, 

AL, USA) in the presence of DIEA (116 µl; 850 µmol). The polymer was precipitated in ethyl 

acetate, spun down by centrifugation (1800 g for 15 min), solubilized in distilled water and 

freezed–dried. 1H NMR spectroscopy (500 MHz in D2O at acidic pH) : δ/ppm = 1.3-1.9 [m, 6H, 

-CH-CH2-CH2-CH2-CH2-NH3
+]; 2.4 [s, methyl of tosyl]; 2.75 [s, trace of DMSO]; 2.94 [s, 2H, -

CH-CH2-CH2-CH2-CH2-NH3
+]; 3.1 [s, 2H, -CH-CH2-CH2-CH2--CH2-NH-]; 3.3 [d, 2H, CH(NH3

+)-

CH2-C=CH-]; 3.65 [s, 4H, -O-CH2-CH2-]; 4.15-4.25 [m, 3H, -NH-CH-CO-+ - CO –

CH(NH3
+)CH2- + -CH2-CH-CO-]; 7.25 [s, 1H, -N=CH-NH-]; 7.3 [d, 2H of tosyl ring]; 7.37 [s, 1H, 

-N=CH-NH-]; 7.65 [d, 2H of tosyl ring]; 8.6 [s, 1H, -NH-CH=C-]; 8.7 [s, 1H, -NH-CH=C-].  

HDHE synthesis 

L-histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)ethylamide was prepared as previously 

described.16 Briefly, a mixture of (Boc)His(Boc)-OH (0.68 g; 1.9 mmol), 

dichlorohexylcarbodiimide (0.41 g; 2 mmol) and N-hydroxysuccinimide (0.27 g; 2.3 mmol)  

was dissolved in 8 ml of dry N,N-dimethyl-formamide and stirred for 1h at 20°C. N-2-

aminoethyl-N,N-di-n-hexadecylamine (1 g; 2 mmol) in 2 ml of dry dichloromethane was 

added slowly to the mixture at 0°C and stirred fro 24h. Then, 50 ml of dichloromethane was 

added to the reaction mixture, and the mixture was washed with water (3x100 ml) and dried 

with anhydrous sodium sulfate. Silica gel column chromatography (using 60-120 mesh size 

silica and 0.5-1% methanol in chloroform, v/v, as the eluent) of the residue afforded 1.1 g of 
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pure coupled product (Rf = 0.6, 5 : 95 MeOH : CHCl3, v/v)). The N-protecting Boc groups 

were removed by acidic treatment with 2N HCl in dioxane at 20°C. The product was purified 

by silica gel column chromatography (using 60-120 mesh size silica and 10-15% methanol in 

chloroform, v/v, as the eluent). 1H NMR spectroscopy (500 MHz in CDCl3) : δ/ppm = 0.9 [t, 

6H, CH3-(CH2)13-]; 1.2-1.3 [m, 52H, CH3-(CH2)13-]; 1.6-1.7 [m, 4H, -CH2-CH2-N
+-]; 3.0 [m, 5H, 

-CH2-CH(NH3
+)CO]; 3.3 [m, 4H, -N+-CH2-(CH2)14-CH3]; 3.5 [m, 2H, -N+-CH2-CH2-NH-CO]; 3.7 

[m, 2H, -N+-CH2-CH2-NH-CO]; 4.3 [m, 1H, -CH(NH3
+)CO-]; 7.2 [s, 1H, -NH-CH=C-]; 8.3 [s, 

1H, -N-CH=N-]; 9.3 [s, 1H, -NH-CO-]. FAB Mass Spectrum : m/z: 647 (40%). 

Liposomes  

A lipid film was prepared under N2 by drying an ethanol solution of 5.4 mM of L-

histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)ethylamide and cholesterol (molar ratio of 1 : 2). The film 

was hydrated with 1 ml sterile 10 mM Hepes buffer, pH 7.4, vortexed for 3 min and allowed 

to stand for 2 h at 4°C. The mixture was then vorte xed and subjected to sonication for 15 min 

at 37 kHz using a Bioblock ultrasonic bath (Bioblock Scientific, Illkirch, France).  

Plasmid DNA 

The pGEM4Z-[MART1]-A64 plasmid encoding the MelanA/MART1 antigen under the 

T7 RNA polymerase promoter of λ-bacteriophage was kindly given by Dr A Bonehill and Dr 

K. Thielemans (Laboratory of Molecular and Cellular Therapy, Medical School of the Vrije 

University of Brussel, Belgium).20 The pGEM4Z-[LUC]-A64 plasmid encoding the firefly 

luciferase gene (LUC) under the T7 RNA polymerase promoter of λ-bacteriophage was 

constructed as described.18 pCMV-MART1 plasmid encoding the MelanA/MART1 antigen 

gene under control of the promoter of the human cytomegalovirus was kindly given by Dr 

Van den Eynde (Ludwig Institute for cancer research, Brussels, Belgium).  

In vitro transcribed mRNA  

pGEM4Z-[MART1]-A64 and pGEM4Z-[LUC]-A64 were linearized with SpeI, purified 

using PCR purification kit (Qiagen) and used as templates for in vitro transcription. IVT 

mRNA were prepared with a 3’ ARCA (Anti-Reverse Cap Analog) cap and a 5’ Poly(A) tail of 

100 adenosines. We found that such IVT mRNA preparation allowed very efficient 

transfection into dendritic cells.18 IVT mRNA was capped by using the mMessage 

mMachine® T7 Ultra kit (Ambion, Oxfordshire, UK) which allows a capping with 3’-O-methyl 

m75’Gppp5’G (Anti-Reverse Cap Analog).21 Then, polyadenylation of IVT mRNA was 

performed with the Poly(A) tailing kit (Ambion). The length of the Poly(A) tail of IVT mRNA 

was determined as described by the manufacturer (Ambion). Briefly, Poly(A) tailing reaction 

was traced by using [α-32P] ATP and after the reaction was complete, an aliquot of the 

transcription reaction was precipitated with TCA. The percentage of adenosine incorporated 

into the transcript mRNA was calculated by using [TCA precipitate (cpm)/ Total cpm] x 100. 

The total length of Poly(A) in IVT mRNA preparation was found to be 100A. Purification of 
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mRNA was performed by DNAse I digestion, followed by a phenol/chloroform/isoamylic 

alcohol and a chloroform extraction, a precipitation in isopropanol and a washing in 70% 

ethanol. mRNA was solubilized in RNAse free water and the quality was checked by 1% 

agarose gel electrophoresis upon IVT mRNA denaturation at 65°C for 10 min. The IVT 

mRNA concentration was determined by absorbance at 260 nm using 1UA = 40 µg/ml. IVT 

mRNA was stored at –80°C in small aliquots in polyp ropylene cryotubes.  

Endotoxin 

The presence of endotoxin in polymer, lipids and mRNA was less than 0.1 EU/ml as 

evaluated by Limulus Amebocyte lysate test method using QCL-1000 kit (Cambrex, 

Walkersville, USA).  

Polyplexes 

PEG-HpK (75 µg in 50 µl water) was added to mRNA or pDNA (25 µg in 125 µl 

water), vortexed for 4 sec and stood for 30 min at 20°C. For injection in mice, the solution 

was diluted to 300 µl with water and adjusted to 0.15 M NaCl with a 3 M NaCl solution. 

Lipoplexes 

mRNA (25 µg in 125 µl water) was added to 25 µl liposomes (50 µg in 10 mM Hepes 

buffer, pH 7.4) and the solution was stood for 15 min at 20°C. For injection in mice, the 

solution was diluted to 300 µl with water and adjusted to 0.15 M NaCl with a 3 M NaCl 

solution. 

Lipopolyplexes 

Liposomes (25 µl; 50 µg) was added to the polyplexes preparation, mixed gently and 

kept for 15 min at 20°C. For injection in mice, the  solution was diluted to 300 µl with water 

and adjusted to 0.15 M NaCl with a 3 M NaCl solution. 

ζ potential measurement 

The global surface charge of liposomes, polyplexes, lipoplexes and lipopolyplexes 

was measured by electrophoretic mobility using a ZetaSizer 3000 (Malvern Instruments, 

Orsay, France) with the following parameters: viscosity, 0.89 cP; dielectric constant, 79; 

temperature, 25 °C; Smoluchowsky constant F(ka), 1. 50; maximum voltage of the current, 15 

V. The system was calibrated using DTS5050 Electrophoresis Standard beads (Malvern). 

The measurement was performed ten times in aqueous deep cell on 0.6 ml samples 

containing a final mRNA concentration of 10 µg/ml. 

 

 

Size measurement 

The size of liposomes, polyplexes, lipoplexes and lipopolyplexes was determined by 

quasi-elastic laser light scattering (QELS) using a ZetaSizer 3000 with a sample refractive 

index of 1.59; viscosity, 0.89 cP. The system was calibrated using 204 nm Nanosphere™ 
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Size Standards beads (Duke Scientific Corp., Palo Alto, CA). Measurements were performed 

10 times on 1.4 ml of sample at 10 µg/ml mRNA. The size corresponds to an average size 

calculated by using the automatic analysis mode. 

Transmission electron microscopy (TEM) 

TEM measurements were carried out by means of a LEO-Zeiss 902 electron 

microscope operating at 80kV, equipped with an electron spectrometer filtering out inelastic 

electrons for better imaging. Five µl of mRNA or polyplexes were deposited on carbon-

coated grid activated by a glow-discharge in the presence of pentylamine, washed with 2% 

uranyl acetate, blotted and dried. For liposomes and lipopolyplexes, a negative contrast 

staining was used. In this case, 5 µl of samples were deposited on carbon-coated grid 

activated by a glow-discharge and 10 µl of 2% aqueous phosphotungstic acid solution (pH 

adjusted to 7.3 using 1N NaOH) was employed as staining solution. Observation was done in 

the dark-field mode.  

Mice immunization 

All experiments were conducted according to French regulations on animal 

experimentation. IVT mRNA and pDNA formulations (300 µl, 25 µg) were injected at day 0 

and day 7 intravenously in the tail vein of 9 weeks old C57BL/6 mice. Then, B16F10 cells (5 

x 105 cells in 100 µl) were grafted subcutanously on the back of mice at day 14. The volume 

of the tumour (V=L x l2/2) was measured every 2 days by measurement of the short axis (l) 

and the long axis (L). Experiments were stopped at Day 26 when the tumor size of control 

mice reached 200 mm3. 

 Statistical analysis. 

Statistical evaluation of differences between the experimental groups was determined 

by Mann-Witney “U” test using Prism software. p values of < 0.05 were statistically 

significant.  
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RESULTS 

 

PEGylated Histidine-rich polylysine (PEG-HpK).  

The ε-amino group of lysine residues of polylysine were reacted with the activated 

ester of (Boc)His(Boc)-OH, resulting in the introduction of histidine residues via an amide 

linkage into the side chain of polylysine. Fifty percent of the lysyl residues (90 residues) of 

the polymer were coupled to an histidine residue as estimated from the 1H NMR peak 

intensity ratio of the methylene proton at 2.94 ppm (b) of the free ε-amino group of lysine 

residues to the one at 3.1 ppm (b’) of the histidine-substituted lysine side chains (Figure 1). 

HpK was then reacted with 1.4 moles of the active ester of the mPEG-propionic acid. About 

0.8 PEG molecule was bound per polymer molecule as calculated from the 1H NMR peak 

intensity ratio of the methylene protons (h) at = 3.5 ppm of PEG to the methylene protons (a) 

of the lysyl side chain at 1.2-1.3 ppm.  The presence of small peaks at 7.25 and 8.6 ppm 

corresponding to the imidazole protons of the unPEGylated polymer provided further 

evidence that there was only 0.8 PEG molecule per polymer.  

 
Figure 1. 1H NMR spectrum of PEG-HpK (solvent D2O) 
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Synthesis of L-histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)e thylamide (HDHE).  

N-2-aminoethyl-N,N-di-n-hexadecylamine was reacted with the activated ester of 

(Boc)His(Boc)-OH to introduce one histidine residue via an amide linkage into the amino 

group of cationic amphiphile (Figure 2). 

 

 
Figure 2. 1H NMR spectrum of HDHE (solvent CDCl3) 

 

Characterization of MART1 mRNA complexes.   

The in vitro transcribed mRNA of MART1 exhibited a size of 850 bases corresponding 

to the T7 transcription initiation and the multiple cloning sites of the 5’ untranslated region (60 

nucleotides) followed by the coding region for hMART1 (690 nucleotides) and the 100 

Adenosines representing the polyA stretch nucleotides at its 3’ untranslated end (Figure 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 129 

 
Figure 3. RNA electrophoresis: (a) 2µg of RNA Century Size Markers-plus and (b) 2 µg of MART1-mRNA 
transcript were electrophoresed on a 6M urea, 8% PAGE gel in TBE and stained with ethidium bromide.  

 

A TEM analysis indicated that mRNA molecules exhibited a faint contrast and 

appeared as small fragments with sometimes small microaggregates (Figure 3a). This 

mRNA shape is a typical feature of a single stranded nucleic acid molecule.22 mRNA 

polyplexes were formed with PEG-HpK at a mRNA / polymer weight ratio of 1 / 3 (µg : µg). 

This ratio corresponded to a N:P (ratio of the amino groups of PEG-HpK to mRNA 

phosphates) of 3 and allowed the absence of mRNA migration in an agarose gel 

electrophoresis (data not shown). As shown in Figure 3b, small aggregates were observed 

due to interaction between mRNA and PEG-HpK. The aggregates were dense and spherical 

as comparable to those observed for polyA and NCp7.22 The size, the charge (ζ potential) 

and the shape of polyplexes were evaluated by DLS, electrophoretic migration 

measurements and TEM, respectively. Table I summarizes the mean diameters and the 

charge of the particles. 
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Figure 4. Transmission Electron Microscopy observations of (A) MART1-mRNA, (B) MART1-mRNA/PEG-
HpK complexes, (C) HDHE:chol liposomes and (D) MART1-mRNA/PEG-HpK/HDHE: chol complexes. TEM 
images were recorded after adsorption of molecules on activated carbon films and (A and B) uranyl acetate or (C 
and D) phosphotungstic acid staining, as described under “Material and Methods”. Bars represent 200 nm. 

 
  

Table I:  Size and charge measurements of liposomes and mRNA complexes 
 

 
DLS Size 

(nm) 

TEM size 

(nm) 

ζ potential 

(mV) 

Polyplexes 145 ± 5 52 ± 10 7 ± 1 

Liposomes 
85 ± 5 (31 %) 

268 ± 4 (69 %) 

61 ± 11 

109 ± 25 
31 ± 2 

Lipoplexes 
348 ± 61 (43 %) 

1690 ± 210 (57 %) 
ND - 37 ± 1 

Lipopolyplexes 
125 ± 15 (48 %) 

325 ± 20 (52 %) 

57 ± 12 

100 ± 10 
17 ± 1 

 

DLS measurements indicated that polyplexes in solution exhibited a spherical shape 

of ~145 nm in diameter. Polyplexes were weakly positively charged due to the linkage of 

PEG to the cationic polymer reducing the apparent complex charge. Moreover, PEGylation 

prevents the aggregation of particle in the presence of physiological salt concentration and 

diminishes the interactions with serum proteins.23 Liposomes formed with HDHE and 
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cholesterol (molar ratio of 1 : 2) appeared as two populations of 85 nm and 270 nm in 

solution which were highly positively charged. As shown by TEM, liposomes appeared as 

unilamellar vesicles (Figure 3c). When mixed with mRNA, the size of vesicles increased and 

large aggregates appeared. Surprisingly, the ζ potential was negative (-37 mV). This might 

indicate that the interaction of mRNA with liposomes was weak or a part of the nucleic acid 

charges was exposed at the vesicle surface. Ternary complexes between mRNA, PEG-HpK 

and liposomes (termed lipopolyplexes) were prepared by mixing liposomes with pre-formed 

mRNA/PEG-HpK polyplexes at a mRNA / polymer / lipids weight ratio of 1 / 3 / 2 (µg : µg : 

µg). DLS measurements of the lipopolyplex solution indicated that there was also two vesicle 

populations of 125 nm and 325 nm. The observed size enhancement was probably due to 

the entrapment of polyplexes by liposomes. Indeed, TEM showed that the mixture of 

polyplexes with liposomes lead to vesicles with a dense core in their middle. Empty vesicles 

corresponding to the excess of liposomes were also present in the mixture but empty 

polyplex particles were not observed. The global charge of the lipopolyplexes was less 

(17 mV) positive than that of free liposomes. It is noticeable that the diameter of particles 

determined by DLS was lower than that found by TEM (Table I). 

 

Immunization with MART1 mRNA lipopolyplexes prevent s tumour growth. 

Mice were immunized with two i.v. injections of 25 µg mRNA at day 0 and day 7. 

Seven days later, mice were challenged with a s.c. injection of a tumorigenic dose of B16F10 

cells. Appearance and size of the tumour were determined and experiments were stopped at 

day 26 for ethical reason. Figure 4 summarizes the volume of the tumour at day 26 as a 

function of treatment. There was a significant and specific (p < 0.01) protection against the 

tumour growth only in mice immunized with MART1 mRNA lipopolyplexes. The average 

tumour volume in these mice was only 39 mm3 whilst it was 158 mm3 when mice were 

immunized with LUC-mRNA lipopolyplexes and that of non-immunized mice 217 mm3. No 

protection (p > 0.5) was obtained upon injection of free MART1 mRNA (170 mm3). Moreover, 

the vaccination efficiency was vector dependent. Indeed, no protection was observed when 

MART1 mRNA was complexed either with the polymer (211 mm3) or the liposomes (208 

mm3). The immunization effect of MART1 mRNA was compared to that of a plasmid DNA 

encoding MART1 antigen (pCMV-MART1). The average tumour volume was only reduced by 

29 % (p > 0.1) in mice immunized with pCMV-MART1 lipopolyplexes whereas it was reduced 

by 87% (p < 0.05) in mice immunized with MART1 mRNA lipopolyplexes as compared to non 

vaccinated control mice. Thus, the significant inhibition of the tumour growth obtained with 

lipopolyplexes containing MART1 mRNA was not seen with those containing pCMV-MART1 

plasmid. 



 

 132 

 

Figure 5. Induction of anti-tumour immunity. Mice received on day 0 and day 7 an i.v. injection of 25 µg 
MART1-mRNA or MART1-mRNA complexed with either PEG-HpK (polyplex), HDHE:chol liposomes 
(lipoplex) or PEG-HpK and HDHE:chol (lipopolyplex). Control mice received sodium chloride. On day 14, mice 
were subcutaneously challenged with B16F10 cells. Tumour volumes were measured and compared on day 26. 
Data represent individual mice and mean of tumour volume (n = 8 – 12 mice per group from 2 – 3 independent 
experiments). ** p < 0.01. 
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DISCUSSION 

 

We demonstrate here that IVT MART1 mRNA complexed with a PEGylated histidine-

rich polylysine and encapsulated in histidylated liposomes (termed lipopolyplexes) was 

capable of inducing immunization and reduced B16F10 tumour growth in mice. The novelty 

of our work concerns i) mRNA formulation with a PEGylated histidine-rich polylysine and L-

histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)ethylamide liposomes, ii) generation of mRNA 

lipopolyplexes and iii) their use to vectorize mRNA encoding a tumour antigen allowing 

immunization of mice against tumour growth. We formulated MART1 mRNA with two pH-

sensitive histidylated carriers to increase the protection of mRNA from nuclease digestion, to 

prolonge its stability in the blood circulation and to promote its cytosolic delivery in APC. 

Histidine residues carried both by the cationic polymer and liposomes probably mediate 

endosome escape of mRNA. We found that MART1 mRNA condensed with PEGylated 

histidine-rich polylysine and then encapsulated in histidylated liposomes (lipopolyplexes) 

gave the most consistent vaccination of mice against B16F10 melanoma. mRNA 

lipopolyplexes were much more effective than mRNA formulated with either the polymer or 

the liposomes alone. The mouse B16F10 melanoma is a poorly immunogenic and highly 

metastatic tumour model. B16F10 cells express the murine counterpart of the human 

MelanA/MART1 antigen, sharing a 68.6% amino acid sequence identity.24 MART1, an 

intracellular membrane protein located in the endoplasmic reticulum, is evidenced only upon 

permeation of B16F10 cells. The human MART1 antigen is capable to induce an immune 

response against the murine B16 melanoma. Indeed, mouse dendritic cells genetically 

modified to express the human MART1 antigen have been reported to generate potent 

murine MART1-specific protective responses to B16 melanoma.25-27 Based on the absence 

of any observed effect with MART1 mRNA/PEG-HpK or MART1 mRNA/liposomes, the 

transfection reagents (i.e. PEG-HpK and HDHE:chol liposomes) are  supposed to induce no 

adjuvant effect to the immunogenicity of the above mRNA vaccine. The weak effect observed 

with Luc mRNA lipopolyplexes might come from an adjuvant effect of the polymer/liposomes 

combination or a non specific immune response due to the expression of the firefly 

luciferase. Moreover, a Toll-like receptor-dependent activation induced by the RNA molecule 

per se could generate a non-specific immunostimulation too.28 Compared to MART1 mRNA 

lipopolyplexes, no significant inhibition of tumour growth was obtained with lipopolyplexes 

containing pCMV-MART1 plasmid DNA. This data documents the advantages of mRNA 

transfer and the occurrence of translation mechanism in the cytosol over DNA-based 

transfection in non-dividing cells requiring the nuclear machinery for MART1 gene 

expression. 
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mRNA/PEG-HpK polyplexes in solution exhibited a spherical shape of ~145 nm in 

diameter. While this size was similar to that measured for complexes between a 5kb plasmid 

DNA and PEG-HpK, the resulting mRNA polyplexes did not form rods and toroids.15 The size 

and structure of the mRNA molecules, different from those of a plasmid DNA, could explain 

such difference in shape. Knowing that 100 - 150 nm DNA/polylysine and DNA/PEI 

polyplexes may contain up to four plasmid molecules, PEG-HpK is also likely to condense 

several mRNA molecules.29,30 The structural analysis of lipopolyplexes by electron 

microscopy showing dense inside core concludes to encapsulation of mRNA-polyplexes 

within the aqueous compartments of the liposomes. According to DLS and TEM size 

measurements, encapsulation of one mRNA-polyplex particle is likely to occur. However, 

compaction of mRNA may also occur and could lead to encapsulation of more than one 

polyplex. Entrapment of mRNA/PEG-HpK polyplexes into the cationic HDEH:chol liposomes 

was due to the weakly positive polyplex charge, consequent to the presence of PEG 

molecule on the cationic polymer. Therefore, cationic liposomes can interact with polyplexes 

leading to their entrapment. Similar polyplex entrapment has been reported with positively 

charged DNA/polylysine complexes and anionic liposomes.31 In contrast, repulsive forces are 

unlikely to favour interaction between cationic polyplexes and cationic liposomes and thus 

polyplex encapsulation. Indeed, we did not observe vesicles containing a high electron 

density core under TEM upon mixing mRNA/HpK complexes with HDEH:chol liposomes 

(data not shown). The diameter of particles determined by DLS was lower than that found by 

TEM. In fact, DLS measurements were obtained with hydrated particles whereas they are 

dried for TEM which gives only qualitative information on the complex morphology. Indeed, 

size changes can occur during drying. Moreover, the apparent smaller size on TEM may also 

come from interaction of particles on the carbon film promoting dissociation in some smaller 

aggregates. For polyplexes, acidification during uranyl acetate treatment could increase 

mRNA condensation due to the presence of a higher number of cationic charges on the 

polymer upon imidazole protonation. Polyplex entrapment presumably reduced the global 

charge of the resulting vesicles because the ζ potential of the lipopolyplex solution containing 

both empty and full liposomes decreased. Compared to empty liposomes or lipoplexes, the 

biodistribution of lipopolyplexes with a reduced charge is likely modified. Based on the 

biodistribution of radiolabeled DNA, we have found that the DNA was blocked in the lung 

once DNA/HpK complexes or DNA/HDHE:chol complexes were injected in tail vein of mice 

(our unpublished results). In contrast, DNA passed the lung and concentrated in the liver and 

spleen with DNA/PEG-HpK or DNA/PEG-HpK/HDHE:chol complexes (our unpublished 

results). Thus, mRNA lipopolyplexes and PEG-HpK polyplexes can be captured by hepatic 

and splenic APC.  
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The mRNA transfection efficiency not only depends on the amount of mRNA 

delivered in the cytosol of APC but also on whether the mRNA molecule is released from the 

vectors. Histidine-rich polypeptides and HDHE:chol liposomes promote membrane 

permeation and fusion in acidic medium.16,29,32 With mRNA/PEG-HpK/HDHE:chol 

lipopolyplexes, a synergistic membrane destabilization effect could increase the endosome 

escape of mRNA inside APC. Histidine containing polymers such as [His-Lys]19-29 

polypeptides have been reported to increase DOTAP liposome-mediated DNA transfection 

upon intratumor injection in mice.33,34 The absence of immunization with MART1 

mRNA/PEG-HpK polyplexes could come from either their capture in non acidic vesicles or 

the high stability of these electrostatic complexes. Bettinger et al., have reported that 

polyethyleneimine (PEI) of high degree of polymerisation failed to mediate substantial levels 

of mRNA transfection.35 PEI as well as HpK polymers with a high number of positive charges 

may form too stable complexes to undergo translation of the mRNA. In contrast, mRNA 

complexed with a PEI of low degree of polymerisation mediated substantial levels of mRNA 

transfection.  

Lipopolyplexes appear to be promising vectors for nucleic acids delivery. Huang et 

al., have developed Liposome-Polycation-DNA (termed LPD) particles for gene delivery: e.g. 

either cationic liposomes (DOTAP:cholesterol) plus protamine sulfate 36,37  or pH-sensitive 

liposomes (DOPE/cholesteryl hemisuccinate) plus polylysine.31LPD has been also used as a 

carrier and adjuvant for protein-based vaccines.38-41 When the human papillomavirus E749-

57 peptide epitope or the 16E7 protein was incorporated in LPD particles both anti-cancer 

immunization and eradication of tumour established in mice has been obtained.38,39 In these 

cases, plasmid DNA containing CpG motifs acted as a TLR9-mediated adjuvant. Concerning 

mRNA immunization with lipopolyplexes, there was only one report showing that Liposomes 

(Unifectin)/protamine/mRNA complexes primed CTL responses against E. Coli β-

galactosidase.14  

 

 

CONCLUSION 

 

The distinguished features of the mRNA-lipopolyplex formulation described herein 

and most importantly the findings that successful anti-B16 immunization was realized only 

with mRNA lipopolyplexes make these novel class of lipopoplexes important next generation 

non-viral vectors for future use in mRNA-based tumor vaccination.  Studies aimed at 

characterizing the anti-B16 melanoma immune response induced by MART1 mRNA/PEG-

HpK/HDHE:Chol lipopolyplexes are currently in progress. 
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Abstract 

 

The injection of mRNA encoding tumour antigen appears to be a promising vaccine 

strategy for cancer. For this purpose, the melanoma-associated antigen MART1 mRNA was 

formulated as histidylated lipopolyplexes made with a PEGylated derivative of histidylated 

polylysine and L-histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)ethylamide. The ternary 

polymer/lipids/nucleic acid complexes comprised one mRNA/polymer complex encapsulated 

by the liposomes. The originality of these pH-sensitive histidylated molecules concerns their 

fusogenic property in an acidic medium such as in the lumen of endosomes which favours the 

cytosolic delivery of nucleic acids, and their low toxicity. Mice challenged with B16F10 

melanoma cells were specifically and significantly  (P < 0.01) protected against tumour 

progression after vaccination by systemic injections of MART1 mRNA lipopolyplexes. This 

protective effect was induced only with mRNA carrying a poly(A) tail length of 100 adenosine 

residues at an optimal mRNA dose of 12.5 µg. No significant protection was obtained with 

lipopolyplexes containing a plasmid DNA encoding MART1 antigen. MART1 mRNA 

lipopolyplexes vaccine elicited a Th1 immune response characterized by a production of 

IFN-γ and an induction of cytotoxic T cell activity. Finally, using sig-MART1-LAMP1 mRNA to 

target to the MHC class II compartments together with MART1 mRNA, the anti-melanoma 

response was enhanced. These studies demonstrate that mRNA histidylated lipopolyplexes 

are of interest and must be considered for mRNA-based cancer vaccine.   
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Introduction 

 

The injection of genetic material encoding tumour antigen appears to be a promising 

vaccine strategy for cancer (For reviews see: [1]). The antigen expression in its native 

molecular state into APC will allow its processing and direct the presentation of all peptide 

epitopes. The peptides that associate with MHC class I molecules for presentation to CD8+ 

lymphocytes are expected to promote specific cellular responses against tumour cells. For 

this purpose, the occurrence of translation mechanism in the cytosol offers advantages to 

mRNA transfer over DNA-based transfection in non-dividing cells. mRNA are quickly 

translated in all cell types and allow the immediate expression of the selected protein over 

few hours. No uncontrolled long-term expression of the antigen is expected to occur as with 

the integration of DNA-vaccine in the cell genome. Moreover, mRNA do not bear any 

regulatory DNA sequences (promoters, terminators, enhancer, etc) and no antibiotic-

resistance genes are injected. Over recent years, it has been clearly demonstrated that a 

CTL-mediated anti-tumour response is induced by dendritic cells transfected ex vivo with 

either mRNA from tumour cells or in vitro transcribed (IVT) tumour-activated antigen mRNA 

(For a review see [2, 3]). Conversely, little has been reported concerning direct immunization 

with IVT mRNA. First, mRNA which is less nuclease resistant than DNA must be protected 

from degradation, and their cellular uptake and transfection efficiency improved. To address 

this purpose, the use of cationic liposomes/mRNA and cationic peptide/mRNA complexes 

has been reported. The injection in mice of liposomes/influenza virus nucleoprotein mRNA 

[4], liposomes/human melanoma-associated antigen gp100 mRNA [5], liposome/ovalbumin 

mRNA [6] and protamine/ β-galactosidase mRNA [7] complexes were found to prime CTL 

responses. We have designed histidine-rich cationic polymers (For a review see: [8]) and 

histidylated cationic lipids [9, 10] to deliver nucleic acids. Their originality concerns their 

fusogenic property in an acidic environment such as the lumen of endosomes favouring the 

cytosolic delivery of nucleic acids. Recently, we have optimised an mRNA construct (termed 

ARCA-mRNA-A100) allowing a high level of protein upon lipofection of dendritic cells [11]. 

This mRNA was capped with 3’-O-methyl-m75’Gppp5’G (Anti-Reverse Cap Analogue; ARCA) 

and bore a Poly(A) tail of at least 100 adenosines in cis.  

Here, we report on the use of the above-mentioned mRNA construct and the histidylated 

vectors in immunizing mice against B16F10 melanoma directly with the IVT mRNA of the 

human melanoma MART1 (MelanA) antigen. The mouse B16F10 melanoma is a poorly 

immunogenic and highly metastatic tumour model in C57BL/6 mice. B16F10 cells express 

the murine counterpart of the human MART-1/Melan-A (MART-1) antigen, sharing a 68.6% 

amino acid sequence identity [12]. The human MART-1 antigen has been reported to induce 

an immune response against the murine B16 melanoma. Indeed, mouse dendritic cells 
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genetically modified to express the human MART-1 antigen were able to generate potent 

murine MART-1-specific protective responses to B16 melanoma [13-15]. 

We found that only IVT MART-1 mRNA formulated as lipopolyplexes (i.e. a mRNA 

complexed with a PEGylated histidine-rich polylysine and encapsulated by histidylated 

liposomes) exhibited a significant delayed B16 melanoma growth. This protective effect varied 

with the mRNA dose and with its poly(A) tail length. No significant tumour growth inhibition was 

obtained with lipopolyplexes containing plasmid DNA encoding MART1 antigen indicating 

that mRNA-transfer was more efficient than DNA-transfer. The immune response induced by 

MART1 mRNA lipopolyplexes was characterized by a CTL-mediated anti-B16 melanoma 

response. Finally, the anti-melanoma response was enhanced when was used the mixture of 

MART1 mRNA and MART1 mRNA encoding the antigen targeted to the MHC class II 

compartments by the lysosomal sorting signal of human LAMP1 protein.  
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Materials and Methods 

 
All reagents were purchased from Sigma (St Quentin Fallavier, France) unless stated 

otherwise. 

Animals and cell lines 

Nine to eleven-week old C57BL/6 (H-2Kb) adult mice were bred in a specific 

pathogen-free animal facility. Mice were kept in isolated ventilated cages and all experiments 

complied with the French Government's ethical and animal experiment regulations. B16/F10 

cells (ATCC CRL 6475) were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Life 

Technologies, Cergy Pontoise, France) containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum 

(FCS) (Life Technologies), 2 mM L-glutamine (Life Technologies), 1 mM sodium pyruvate 

(Life Technologies), 100 Units/ml penicillin (Life Technologies) and 100 Units/ml 

streptomycin (Life Technologies).  

Plasmids 

pGEM-4Z/MART1/A64 and pGEM-4Z/sig-MART1-LAMP1/A64 plasmids DNA 

encoding the human MelanA/MART-1 melanoma antigen under the T7 RNA polymerase 

promoter of λ bacteriophage were kindly given by Dr A. Bonehill and Dr K. Thielemans 

(Medical School of the Vrije Universiteit Brussels, Brussels, Belgium). pGEM-4Z/sig-MART1-

LAMP1/A64 encodes the chimeric MART1 protein carrying the peptide signal and lysosomal 

sorting signal of human LAMP1 protein. Those signal sequences have high homology with 

those of mice [16, 17]. pGEM-4Z/LUC/A64 encoding the firefly Luciferase gene under the T7 

RNA polymerase promoter of λ bacteriophage was constructed as previously described [11]. 

pCMVMART-1 plasmid DNA encoding the human MelanA/MART-1 antigen under control of 

the human cytomegalovirus promoter was kindly given by Dr Van den Eynde (Ludwig 

Institute for cancer research, Brussels, Belgium). Plasmids were propagated in DH5α 

supercompetent Escherichia coli (InVitrogen, Cergy Pontoise, France) and were purified on 

endotoxin-free Qiagen-tip 500 columns (Qiagen S.A, Courtaboeuf, France). 

In vitro mRNA transcription 

Plasmids were linearized with SpeI (InVitrogen) and used as DNA templates for the in 

vitro transcription reaction as previously described [11]. Briefly, ARCA-mRNA were obtained 

after transcription with the T7 mMessage mMachine kit (Ambion, Oxfordshire, UK) allowing a 

capping with 3’-O-methyl m75’Gppp5’G. mRNA polyadenylation was performed with the 

Poly(A) tailing kit (Ambion). mRNA was purified by DNAse I digestion, followed by a 

phenol/chloroform/isoamylic alcohol extraction and an isopropanol precipitation. mRNA were 

dissolved in RNAse-free water at 1 mg/ml. The quality was checked by 1% agarose gel 

electrophoresis upon mRNA denaturation at 65°C for 10 min in formaldehyde-glycerol 
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loading buffer. The RNA concentration was determined by absorbance at 260 nm using 

1UA=40 µg/ml. RNA was stored at –80°C in small aliq uots in polypropylene cryotubes. 

PEG-HpK 

Histidylated polylysine (HpK) (250 mg; 3.5 µmol in 3 ml DMSO) prepared as 

previously described [18] was coupled with mPEG molecule of 5 KDa upon reaction for 4h at 

20°C with the N-hydroxysuccinimide derivative of th e mPEG-propionic acid (29 mg; 5 µmol) 

(mPEG-SPA, Shearwater, Huntville, AL, USA) in the presence of DIEA (116 µl; 850 µmol). 

The polymer was precipitated in ethyl acetate, spun down by centrifugation (1800 g for 15 

min), solubilized in distilled water and freezed–dried. About 0.8 PEG molecule was bound 

per polymer molecule as calculated from the 1H NMR peak intensity ratio of the methylene 

protons at = 3.5 ppm of PEG to those of the lysyl side chain at 1.2-1.3 ppm. 

HDHE:chol liposomes  

A lipid film was prepared under nitrogen by drying an ethanol solution of 5.4 mM of L-

histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)ethylamide (HDHE) and cholesterol (molar ratio of 1 : 2) 

[9]. The film was hydrated with 1 ml sterile RNase-free water (Sigma), vortexed for 3 min and 

allowed to stand for 2 h at 4°C. The mixture was th en vortexed and sonicated for 15 min at 

37 kHz using a Bioblock ultrasonic bath (Bioblock Scientific, Illkirch, France).  

Endotoxin 

The presence of endotoxin in polymer, lipids and mRNA was less than 0.1 EU/ml as 

evaluated by Limulus Amebocyte lysate test method using QCL-1000 kit (Cambrex, 

Walkersville, US).  

Polyplexes, Lipoplexes and Lipopolyplexes   

Formulations were done in polypropylene tubes. mRNA (1 mg/ml) sample were 

completed to 150 µl with RNase-free water. Polyplexes were prepared at a RNA / polymer 

ratio of 1:3 (µg : µg) by adding PEG-HpK (75 µg in 50 µl water) to mRNA or pDNA (25 µg in 

125 µl water), mixed for 4 sec and stood for 30 min at 20°C. Lipoplexes were obtained at a 

RNA / lipids ratio of 1 / 2 (µg : µg) by adding mRNA (25 µg in 125 µl water) to 25 µl 

liposomes (50 µg in 10 mM Hepes buffer, pH 7.4) and the solution was stood for 15 min at 

20°C. Lipopolyplexes were formed at a RNA / polymer  / lipids ratio of 1 / 3 / 2 (µg : µg : µg) 

by adding liposomes (25 µl; 50 µg) to the polyplex preparation, mixed gently and kept for 15 

min at 20°C. For injection in mice, the solutions w ere diluted to 320 µl with water and 

adjusted to 0.15 M NaCl with a 3 M NaCl solution.  

Tumour and metastasis challenge experiments 

Polyplexes, lipoplexes, lipopolyplexes or NaCl 0, 9% were injected twice at 1-week 

intervals into the tail vein of the mice. One week after the second injection, mice were 

challenged subcutaneously in the back with 105 B16/F10 cells in 100 µl of PBS. Mice were 

monitored every 2 days and tumour size was measured using a calliper. Tumour volume (V) 
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was expressed as the half of the square of the smallest diameter (l) multiplied by its largest 

diameter (L): V = L x l² / 2. Animals that developed tumours with L > 10 mm were euthanized 

for ethical’s reasons. Lung metastases were generated by i.v. injection of 105 B16/F10 cells 

in 100 µl of PBS one week after the second immunization. Mice were killed 14 days after 

challenge and the number of macroscopically visible melanoma metastases on the surface of 

the lungs was counted and measured in a blind fashion by two different experimenters.   

Anti-B16 antibody detection. 

B16/F10 cells were harvested, washed with PBS, permeabilized and fixed for 30 min 

at –20°C in 9 volumes of cold methanol.  After seve ral washings with PBS containing 1% 

BSA, cells were incubated for 20 min at 20°C in PBS , BSA 1% containing 1/50 diluted serum 

from pre- or post-B16/F10 challenged mice. Then, cells were washed twice in PBS, BSA 1% 

and incubated for 20 min at 20°C in PBS, BSA 1% con taining Cy5-labelled anti-mouse IgG 

(H+L) secondary antibodies (Jackson Immunoresearch Laboratories, Baltimore, US) diluted 

at 1/250. After washing, the fluorescence intensity of cells was measured by flow cytometry 

(emission wavelength = 680 nm; excitation wavelength = 633 nm). 

CTL response  

Single cell suspensions from afferent lymph node (LN) and spleen from mice were 

obtained 7 days after immunization by passing on Histopaque 1.083 gradient. Freshly 

isolated cells (107 cells) were restimulated by co-cultured at 37°C in 6-well plates with 

B16/F10 cells (106 cells) previously inactivated by incubation for 1h at 37°C in the presence 

of 50 µg/ml mitomycin C. Cells were cultured in 5 ml RPMI-1640 medium containing 10% 

FCS (Life Technologies), 2 mM L-glutamine (Life Technologies), 1 mM sodium pyruvate (Life 

Technologies), 1 mM amino acids (Life Technologies), 100 Units/ml penicillin/streptomycin 

(Life Technologies) and 50 Units/ml mouse recombinant IL-2 (R&D Systems, Minneapolis, 

US).  

The CTL response was measured after 3 days restimulation. Serial dilutions of 

effectors (splenocytes and LN cells) were incubated in triplicate for 5 h at 37 ºC and 5% CO2 

in the presence of 5x103 untreated B16/F10 cells (target cells) in 100µl medium in 96-well, U-

bottomed plates. The cytotoxicity of the supernatant was then measured by using the lactate 

deshydrogenase (LDH) colorimetric assay according to the manufacturer’s instructions 

(CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega). Briefly, supernatants (50 µl) 

were mixed with 50 µl of reconstituted substrates in each well of a 96-well plate and the 

incubation was carried out for 30 min at room temperature in the dark. The absorbance at 

490 nm was measured using a microplate spectrophotometer (1420 Multilabel Counter 

Victor, Wallac). The percentage of lysis was calculated from the formula: 100 x (S-M) / (W-

M), where M and S were the absorbance in the presence of the medium alone and of the 
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supernatant, respectively. W was the maximum release determined by adding 10 µl of Triton 

X-100 lysis solution before collecting supernatant. 

IFN-γγγγ secretion   

Freshly isolated LN and spleen cells (107 cells) were co-cultured with 106 B16/F10 

cells for 20h at 37°C in 6-well plates. The IFN- γ secretion assay was performed using 

Miltenyi Biotec mouse IFN-γ secretion assays-detection kit according to the manufacturer’s 

protocol (Miltenyi Biotec, Paris, France). Non-adherent cells were collected and washed with 

PBS containing 0.5 % BSA and 2mM EDTA (PSE). Cells (106) were incubated for 10 min at 

4°C in cold culture medium containing 10 µl of IFN- γ catch reagent. Coated cells were then 

incubated for 45 min at 37°C in 1ml medium.  After several PSE washings, cells were 

incubated for 10 min at 4°C in PSE containing FITC- labelled anti-mouse CD4 antibodies 

(clone GK1.5, Miltenyi Biotec) diluted ten times or FITC-labelled anti-mouse CD8 antibodies 

(clone 53-6.7, BD Pharmingen, San Diego, CA) diluted 100 times and PE-labelled anti-

mouse IFN-γ antibodies (Miltenyi Biotec) diluted 10 times. The cell fluorescence intensity was 

analysed by flow cytometry. The lymphocyte population was gated on the Forward-Scatter 

and Size-Scatter, and fluorescence intensity of 10.000 cells was measured at 520 nm and 

585 nm upon excitation at 488 nm. 

Statistical analysis 

Statistical evaluation of differences between experimental groups was determined by 

Mann-Witney “U” test for non-viral vectors comparison experiments and Student’s t-test for 

other data using Prism software. P values < 0.05 were statistically significant. 
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Results 
 

MART1 mRNA lipopolyplexes induce protection against  B16 melanoma. 

To determine the vaccine effect of IVT MART1 mRNA against melanoma cancer, 

ARCA-MART1-A100 mRNA construct was complexed with histidine-rich polylysine 

(PEG-HpK) and histidylated liposomes (HDHE:chol) to protect it from nuclease digestion in 

serum and to enhance its cytosolic delivery in APC. The size and ζ potential of the resulting 

electrostatic complexes indicated that polyplexes and lipoplexes exhibited a size (ζ potential) 

of ~145 nm (7 mV) and ~350 nm (-37 mV), respectively ; the global charge of lipopolyplexes 

was 17 mV and there were two types of vesicles of 125 nm and 325 nm in diameter (Mockey 

et al., submitted). Polyplexes, lipoplexes or lipopolyplexes were injected in mice on days 0 

and 7 by i.v. injections of 25 µg of either naked MART1-mRNA or the above-mentioned 

MART1-mRNA formulations. LUC mRNA (ARCA-LUC-A100) encoding LUCiferase was used 

as irrelevant mRNA and similar formulations containing this mRNA were also injected as 

controls. At day 14, mice were subcutaneously challenged with 105 B16/F10 cells and the 

tumour growth was measured every 2-days up to 28 days post-mRNA injection. The tumour 

volume increased with time in control mice and reached a large volume at day 28 when the 

mice were sacrificed (Figure 1A). A protective effect against the tumour growth occurred in 

mice receiving MART1 mRNA lipopolyplexes. There was no significant difference between 

control mice and those which received LUC mRNA lipopolyplexes. This protective effect was 

specific and dependent on the mRNA sequence because no significant protection was 

observed in LUC mRNA lipopolyplex-treated mice.  

Figure 1B summarizes the tumour volume at day 26 as a function of the injected 

mRNA formulations. Neither naked MART1 mRNA nor MART1 mRNA complexed with PEG-

HpK or HDHE:chol liposomes had significant effect on the tumour growth compared to the 

control group. An inhibition of the tumour proliferation was clearly obtained when mice 

received MART1 mRNA complexed with both PEG-HpK and HDHE:chol liposomes. 

Altogether, these results indicated that systemic injections of MART1 mRNA lipopolyplexes 

induced a specific protection against B16 melanoma growth. 
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Figure 1: Antitumoral efficiency of MART1 mRNA hist idine-rich polyplexes, lipoplexes or lipopolyplexes. 
(A) Mice were immunized i.v. on days 0 and 7 with PEG-HpK/HDHE:chol lipopolyplexes containing 25 µg of 
ARCA-MART1-A100 (filled square) or irrelevant ARCA-LUC-A100 open square) mRNA. Solution of NaCl 
0.9 % was used as control (open circle). On day 14, mice were subcutaneously challenged with 105 B16/F10 
cells and tumour volumes were measured every 2-days. Data of individual mice and mean (curve) of volume 
tumour are shown and are from n = 8 mice per group from two independent experiments.  
(B) Summary of tumour volumes measured on day 26 for individual mice or mean of n = 8 mice from two 
independent experiments. Mice were immunized with either a NaCl 0.9 % solution (open circle), naked ARCA-
MART1-A100 mRNA (open square) or ARCA-MART1-A100 mRNA complexed with PEG-HpK polymers 
(closed diamond), HDHE:chol liposomes (closed triangle) or with polymer and liposomes (closed circle). On 
day 14, mice were subcutaneously challenged with 105 B16/F10 cells. Statistical analysis was performed (Mann-
Whitney test):  * p≤0.05, ** p ≤ 0.01.  
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We then assessed whether MART1 mRNA lipopolyplexes would protect mice from 

lung metastases. Seven days after the second injection of mRNA lipopolyplexes, mice were 

intraveinously challenged by 105 B16/F10 cells known to promote lung invasion. Mice were 

killed 14 days later, the lungs removed, and macroscopically visible metastasis counted and 

measured. As shown in Figure 2, immunization with MART1 mRNA lipopolyplexes drastically 

reduced by 75% the total number of lung metastases. In the control group (LUC mRNA 

lipopolyplexes) a mean of 119 (± 13) melanoma lung metastases was counted versus 29 (± 

15) in the MART1 mRNA-treated group. The reduction of the metastasis number did not 

affect the size distribution of metastases between those two groups. Indeed, 80% (± 10) of 

small metastases (< 2 mm) were found in the control group and 73% (± 6) in the MART1 

group. Overall, these data showed that the immunization with MART1 mRNA lipopolyplexes 

was also able to reduce lung metastasis formation. 

 
Figure 2: Protection against lung melanoma metastases by MART1 mRNA lipopolyplexes. 
Mice were immunized i.v. on days 0 and 7 with PEG-HpK/HDHE:chol lipopolyplexes containing 25µg of 
ARCA-MART1-A100 or ARCA-LUC-A100 mRNA (control mRNA) and i.v. challenged by 105 B16/F10 on 
day 14. Insert : mRNA-treated mice lungs were removed on day 28. (a) and (b) are representative lung from 
mice immunized with MART1 and LUC mRNA, respectively. Then, the number of total (filled bar), small (< 2 
mm, hashed bar) and large (> 2 mm, open bar) macroscopically visible metastasis were counted by two different 
experimenters. Data are the average of counting (± S.D) of four mice per group.  

 

Influence of mRNA Poly(A) tail length on tumour pro tective effect.  

The length of the Poly(A) tail of mRNA which is important for both mRNA translation 

and stability could influence the level of the antigenic protein production, the level of the 

antigen presentation and the immune response. Indeed, we have reported that in vitro 

mRNA-lipofection of dendritic cells was more efficient with mRNA containing a poly(A) tail 

length of 100 adenosine residues than one with 64 adenosine residues (Mockey et al., 2006). 

Thus, we wondered if the Poly(A) tail length of MART1 mRNA could also influence in vivo the 
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protection against B16 melanoma. Mice were immunized with lipopolyplexes containing 25µg 

MART1 mRNA with a poly(A) tail of 100 adenosines (ARCA-MART1-A100) or 64 adenosines 

(ARCA-MART1-A64). The immunization was more efficient with ARCA-MART1-A100 than 

with ARCA-MART1-A64 indicating that the effectiveness of the mRNA was strictly dependent 

on the Poly(A) tail length (Fig. 3). 

 

Effectiveness of mRNA versus DNA vaccine 

The immunization effect of MART1 mRNA was further compared to that of a plasmid 

DNA (pCMV-MART1) encoding MART1 antigen. Data in Figure 3 show that no significant 

inhibition of tumour growth was obtained after administration of lipopolyplexes containing 

pCMV-MART1, indicating that mRNA transfer was more efficient than DNA transfer.  

 

 
Figure 3: Influence of mRNA Poly(A) tail length and compared efficiency of mRNA versus DNA. 
Mice were immunized on days 0 and 7 with isotonic solution (open triangle), lipopolyplexes containing 25 µg of 
ARCA-MART1-A100, ARCA-MART1-A64 or pCMV-MART1 as DNA vaccine. On day 14, mice were 
subcutaneously challenged with 105 B16/F10 cells. Tumour volumes were measured on day 26. Data of 
individual mice and mean of tumour volume from four mice per group are shown. Statistical analysis was 
performed (Student’s t test ) : *  p ≤ 0.05. 
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Optimisation of MART1 mRNA dose administration  

Dose-response experiments were performed to check how the tumour protective 

effect was dependent on the amount of MART1 mRNA injected. Mice were injected two 

times with lipopolyplexes containing 6.25 µg, 12.5 µg, 25 µg or 50 µg of ARCA-MART1-

A100. A significant inhibition of the tumour volume was obtained with 12.5 µg, 25 µg and 

50 µg of MART1 mRNA (Fig. 4). In contrast, no protection was obtained with 6.25 µg of 

MART1 mRNA. Therefore, 12.5 µg ARCA-MART1-A100 mRNA seemed to give an optimal 

tumour protective response. 

 

 
 
Figure 4: MART1 mRNA dose response efficiency. 
Tumour volumes measured on day 26 after mice immunization on days 0 and 7 with variable doses of MART1 
mRNA lipopolyplexes and a 105 B16/F10 cells subcutaneous challenge on day 14. Data of individual mice and 
mean of volume tumor of four mice groups are shown. Statistical analysis was performed (Student’s t test ) : 
* p ≤ 0.05. 
 

MART1 mRNA lipopolyplexes do not induce antibody re sponse. 

The presence of serological anti-B16/F10 antibodies in mice injected twice with either 

MART1 mRNA lipopolyplexes, LUC mRNA lipopolyplexes or isotonic solution was checked in 

the sera collected on day 14. Anti-B16/F10 antibodies were also tested in the sera of 

immunized mice collected on day 28 after the B16/F10 cells challenge. We found that 

B16/F10 cells were not labelled with any day 14 pre-challenged mouse sera either from 

control, LUC or MART1 immunized groups (Fig. 5). In contrast, B16-specific antibodies were 

detected on day 28 in the sera of non-immunized control mice bearing the tumour, 

demonstrating that a B16-specific humoral response corresponding to an IgG secretion 

occurred after the tumour challenge. Immunization with MART1 or LUC mRNA lipopoplexes 

did not increase the level of anti-B16 antibodies detected in the sera of post-challenged mice 
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on day 28. The mean of the fluorescence intensity of B16/F10 cells was 12.5 (± 0.3), 11.1 

(± 1) and 9 (± 0.2) with sera of control, LUC and MART1 groups, respectively.   

 

 
Figure 5 : Detection of anti-B16 antibodies in mice before and after challenge with tumour cells.  
Mice were immunized on days 0 and 7 by i.v. injection of either a NaCl 0.9 % solution (Control), 25 µg ARCA-
MART1-A100 mRNA lipopolyplexes (MART1) or 25 µg ARCA-LUC-A100 mRNA lipopolyplexes (LUC) and 
subcutaneously challenged on day 14 with 105 B16/F10 cells. Pre- (open bar) and Post-challenge serum (filled 
bar) were collected on day 14 and 28, respectively. Diluted mice sera were incubated with methanol-fixed 
B16/F10 cells and then with Cy5-labelled anti-mouse IgG secondary antibodies. The fluorescence intensity of 
cells was measured by flow cytometry. The mean fluorescence intensity values (± SD) of n = 8 mice are shown 
and are from two independent experiments. Statistical analysis was performed (Student’s t test ) :  * p ≤ 0.05. 

 

MART1 mRNA lipopolyplexes induce a cellular immune response. 

To evidence that MART1 mRNA immunization induced a cellular immune response 

priming, a cytotoxicity assay and the measurement of IFN-γ secretion were conducted. 

Seven days after the second injection of mRNA lipopolyplexes, splenocytes and afferent 

lymph node cells were collected and restimulated for 3 days with mitomycin-inactivated 

B16/F10 cells. Anti-B16 cytotoxic T lymphocytes were specifically induced by MART1 mRNA 

lipopolyplexes (Fig.6). No lysis was obtained with effector cells from the LUC mRNA group. 

The secretion of IFN-γ by T cells further confirmed the induction of a cell-mediated response 

by MART1 mRNA lipopolyplexes (Table 1). After 20 h ex vivo re-stimulation by B16/F10 

cells, no significant IFN-γ labelling was detected in CD8+ and CD4+ cells from mice treated 

with LUC mRNA whereas a positive IFN-γ staining was observed in cells isolated from mice 

treated with MART1 mRNA (Table 1). In the latter group, 3.5 % (± 1.1) and 3.8 % (± 0.9) of 

total LN isolated cells were CD4+ and CD8+ IFN-γ positive cells, respectively. In spleen, 

these proportions were 2.3 % (± 0.2) and 5.9 % (± 1.2) of the total splenocytes, respectively. 
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Altogether, these data indicated that immunization by systemic injection of MART1-mRNA 

lipopolyplexes induced an anti-B16 specific cell-mediated response. 

 
Figure 6 : MART1 mRNA lipopolyplexes induce a cellular immune response. 
Groups of three mice were immunized on days 0 and 7 by i.v. injection of 25 µg  ARCA-MART1-A100 mRNA 
lipopolyplexes (filled triangle), ARCA-LUC-A100 mRNA lipopolyplexes (filled square) or isotonic solution 
(filled diamond). Spleen and afferent lymph node cells were isolated on day 14 and co-cultured for 3 days with 
mitomycin-inactivated B16/F10 cells. Then, serial dilution of stimulated effector cells (E) were incubated for 5 h 
in triplicate with 5 x103 live B16/F10 target cells (T) and the cytotoxicity of supernatant was assayed by 
colorimetric measurement of lactate dehydrogenase release. Data are mean values expressed in pourcentage of 
lysis from experiment carried out in triplicate.  
 
 
Table I : MART1 mRNA lipopolyplexes induced the priming of B16 specific CD4+ and CD8+ T cells. 
 

  IFNγγγγ positive cells (%) 
Lymphocyte origin T cell population LUC mRNA MART1 mRNA 

CD4 0.2 ± 0.05 3.5 ± 1.1 LN 
CD8 0.1 ± 0.03 3.8 ± 0.9 
CD4 0.2 ± 0.08 2.3 ± 0.4 Splenocytes 
CD8 0.3 ± 0.06 5.9 ± 1.2 

 
Groups of three mice were immunized on days 0 and 7 by i.v. injection of 25 µg ARCA-MART1-A100 mRNA 
lipopolyplexes, ARCA-LUC-A100 mRNA lipopolyplexes or isotonic solution. Spleen and afferent lymph node 
cells were isolated on day 14 and re-stimulated ex vivo by mitomycin-inactivated B16/F10 cells for 20 h 
incubation at 37°C. Lymphocytes CD8+ and CD4+ cells were assayed for IFNγ secretion by flow cytometry. 
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Synergic effect of MHC class I and class II present ation pathways in the melanoma 

immune response. 

MART-1 mRNA lipopolyplexes elicited a CTL immune response indicating that 

MART-1 follows the MHC class I presentation pathway. Indeed, MelanA/MART1 is a type III 

signal-anchor protein that is mainly located to the endoplasmic reticulum and the transGolgi 

network [19]. We wanted to check if MART1 orientation to the MHC class II antigen 

presentation pathway could also induce a B16 protection. For this purpose, mice were 

injected with lipopolyplexes containing 12.5 µg of the ARCA-A100 mRNA version of either 

MART1, sig-MART1-LAMP1 corresponding to MelanA/MART1 mRNA carrying the lysosomal 

sorting signal from LAMP1 protein or a mixture of both (6.25 µg : 6.25 µg). On day 26, no 

protective effect was observed for mice treated with sig-MART1-LAMP1 compared to control 

mice while as described above, 12.5µg of MART1 mRNA lipopolyplexes was sufficient to get 

this protection (Fig.7). Surprisingly, the anti-tumour response was significantly higher with 

lipopolyplexes containing the mixture of MART1 mRNA and sig-MART1-Lamp1 mRNA than 

with MART1 mRNA lipopolyplexes. Altogether, these observations indicate that exclusive 

targeting of MART-1 protein to MHC class II presentation pathway was not efficient to induce 

a B16 melanoma growth protection. However, the immunization with MART-1 targeting both 

class I and class II pathways augmented significantly the tumour protection.  
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Figure 7: Synergic protective effect of sig-MART1-LAMP1 mRNA lipopolyplexes. 
Mice were immunized i.v. on days 0 and 7 with lipopolyplexes containing 12.5 µg of ARCA-sig-MART1-
LAMP1-A100, ARCA-MART1-A100 or a mixture of 6.25 µg of both mRNA. Injection of isotonic solution was 
used as control. Mice were subcutaneously challenged on day 14 with 105 B16/F10 cells. Tumour volumes were 
measured on day 26. Data of individual mice and mean of tumour volume of five mice per group are shown. 
* p ≤ 0.05. 
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Discussion 
 

Here, we report that MART-1 mRNA lipopolyplexes effectively generate an immune 

response and in vivo protection against B16 melanoma growth. The originality of this work 

concerns the use of specific motifs (ARCA and 100 A residues at the 5’ and 3’ end, 

respectively) of the mRNA transcript and the combination of a histidine-rich cationic polymer 

and a histidylated lipid for mRNA vectorization. Most of studies reporting direct mRNA 

transfer have been done with conventional liposomes such as 

cholesterol/phosphatidylcholine/phosphatidylserine [4] or DOTAP/cholesterol [6]. For our 

part, we have exploited the combination of polymer and lipid to form mRNA particles (termed 

lipopolyplexes). First, mRNA was condensed with PEGylated histidylated polylysine before 

adding L-histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)ethylamide liposomes. As we have observed by 

transmission electronic microscopy, the combination resulted to the polyplex entrapment by 

liposomes (Mockey et al., submitted). This encapsulation by cationic liposomes was possible 

because the polyplex charge was weakly positive consequently to the presence of PEG on 

the cationic polymer. The anti-tumour protection is specific because lipopolyplexes 

containing LUC mRNA used as irrelevant mRNA were inefficient. Lipoplex nor polyplex 

formulations did not induce a significant inhibition of the melanoma growth proving the 

positive synergic effect of the polymer and lipid combination. Both the mRNA polyplex 

entrapment by liposomes increasing mRNA protection against nuclease digestion and the 

synergic effect of the pH-sensitive histidylated polymer and liposomes mediating endosome 

escape of mRNA inside APC can explain the benefit of the lipopolyplex formulation over the 

others.  

The immunization was more efficient with an IVT mRNA bearing a poly(A) tail length 

of 100 adenosine residues than with one carrying a tail of 64 adenosine residues. This is in 

agreement with our previous findings on the in vitro mRNA lipofection of dendritic cells and is 

probably due to an increase of the intracellular mRNA stability with the longer Poly(A) tail 

[11]. The effect of IVT mRNA immunization was much more higher than of DNA 

immunization. This is also consistent with the fact that MART-1 antigen expression upon 

DNA-transfection of APC requires the nuclear machinery and consequently the plasmid 

import in the nucleus. Although, the histidine-rich vectors favoured a delivery of nucleic acids 

in the cytosol which is enough for mRNA translation, they did not achieve an efficient nuclear 

delivery of the plasmid DNA. 

We cannot also exclude that mRNA primary and secondary structures might have an 

impact on the immune system activation. Indeed, several groups have demonstrated that DC 

can be activated by double stranded or GU-rich sequence of mRNA via TLR7 and TLR8 Toll-

like receptors [20, 21]. The activation seemed to occur when stretches of double stranded 
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mRNA were present in the 3’UTR end. Such structures are able to bind and to activate 

Protein Kinase R (PKR) [22]. It was reported that action of double stranded RNA stretches on 

PKR signalling  [23] or on TLR 3 [24] could be responsible in the induced DC activation. It 

has also been reported that guanine nucleoside analogues, particularly with purine ring 

substitution at the 7-position, stimulated TLR7 [25]. TLR7/TLR8 activation could also 

contribute as an additional natural adjuvant generating a powerful protection when 

plasmacytoid DC are involved. The contribution of TLR activation for this novel vaccine 

strategy has to be explored using gene deficient mice. 

Overall, our data indicate that an immune response involving antigen presentation via 

MHC-I occurs. Indeed, a CTL-mediated anti-B16 melanoma response was induced by 

MART-1 mRNA lipopolyplexes while LUC mRNA ones did not. This is in agreement with data 

obtained upon injection of electroporated DC with IVT tumour and viral antigen mRNA [26, 

27] as well as on mice immunization with liposomes encapsulated IVT tumour antigen mRNA 

[4, 6]. The eliciting of a CD8 positive T cell response i.e. the orientation of the immune 

system towards the Th1 response allows the induction of potent protection against the 

melanoma growth. It has been reported that Th1-associated cytokines and CTL response 

play a critical role in melanoma tumour specific therapy, whereas Th2 induction may 

enhance tumor growth [28, 29]. No humoral response i.e. a specific antibody secretion was 

found. After the challenge, the absence of an increase of specific antibodies to MART1 

following mRNA vaccination was also found. This could be ascribed to a weak involvement of 

the Th2 response consequently to the Th1 response establishment. 

MelanA/MART1 is a type III signal-anchor protein that is mainly located to the 

endoplasmic reticulum and the transGolgi network [19]. Upon their degradation by the 

immunoproteasome, the antigen presentation of such endogenous proteins mainly activates 

CD8+ T-cell population. However, it has been demonstrated that CD4+ T-helper cells play a 

key role in the establishment of the CTL response [30-32]. There are several lines of 

evidence showing that the antigen targeting to the MHC class II pathway mediated a specific 

CD4+ T-cell response. The transfection of DCs in vitro with mRNA sig-MelanA-LAMP1, sig-

MAGE-LAMP1 and sig-CEA-LAMP1 encoding chimeric MART1, MAGE and CEA redirected 

via the LAMP1 lysosomal compartment targeting signal to the MHC class II pathway have 

promoted induction of an antigen specific CD4+ T-cell response [33-35]. In mice, DNA 

vaccines encoding sig-E7-LAMP1-16 of the human papillomavirus 16 antigen have 

generated simultaneous CD4+ and CD8+ T cell responses [36-38]. In clinical trial, injection of 

hTERT-LAMP1 mRNA transfected DCs lead to an enhancement of antigen-specific CD4+ 

and CD8+ T cells against metastatic prostate cancer [39]. We found that the injection of sig-

MART1-Lamp1 mRNA lipopolyplexes did not protect mice against B16 melanoma. 

Surprisingly, a higher protection was obtained when MART1 mRNA was mixed with sig-
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MART1-Lamp1 mRNA than with MART1 mRNA lipopolyplexes alone. This suggested that i) 

MHC class I presentation involved with MART1 mRNA alone was required for establishment 

of anti-B16 melanoma immune response, ii) MHC class II presentation with MART1-LAMP1 

mRNA alone did not and iii) a simultaneous MHC class I and class II presentation of MART1 

and MART1-LAMP1 can enhance it. A low transfection level in APC with a 12.5 µg mRNA 

dose can explain the absence of protection with sig-MART1-Lamp1 mRNA lipopolyplexes 

alone. Indeed, high expression of the chimeric antigen might lead to MHC class I and class II 

presentations while a low expression is likely to mediate only a MHC class II presentation 

due to the complete antigen rerouting. This might be overcome by increasing the sig-

MART1-LAMP1 mRNA lipopolyplexes dose.  

Data obtained from dose ranging and kinetic experiments showed that two doses of 

12.5 µg of mRNA were sufficient to induce the tumour protection persisting till 26 days post-

injection. Increasing the mRNA amount did not improve the effect in terms of growth delay 

suggesting that this mRNA formulation gave an optimal immune response. Poly I:C and DNA 

containing CpG motifs are widely used to improve the cancer vaccine potency via activation 

of TLR3 and TLR9, respectively [40, 41]. Thus, adding these nucleotide adjuvant to mRNA in 

lipopolyplexes will be of interest to increase the anti-B16 immune response. The effect of 

MART1 mRNA lipopolyplexes on reducing by 75% B16 lung metastasis invasion validates 

the strength of the melanoma growth protection obtained. A complete blockade of the lung 

metastasis invasion was however not reached suggesting that once implanted, the immune 

response was not able to eradicate the tumour growth. Again, the enhancement of the 

immune defense via the activation of the innate immunity by powerful adjuvant as TLR 

nucleotide agonists will be of further help. 

Although the cells that took up mRNA lipopolyplexes were not identified, the induction 

of an immune response suggests that specific populations of cells have been reached. The 

tracking of such particles in mice is not well documented. For example, that of lipoplexes 

made of fluorescent cationic liposomes complexed with poly I:C or CpG oligonucleotides has 

been reported recently [42]. Shortly upon intra peritoneal injection, lipoplexes were very 

rapidly taken up in draining lymph node. Lipoplexes have been located only into mediastinal 

lymph node but not in spleen nor other lymph nodes and phenotype studies revealed that 

macrophages, neutrophils and monocytes but not classical DC were stained. It is clear that 

different cell types can be involved for the induction of the immune response. Our vaccine 

approach with MART1 mRNA differs not only on the injection route (i.v.) and the nucleic acid 

type but also on the particle type (lipopolyplexes). When i.v. injected. lipid-protamine-DNA 

complexes are distributed to all major organs including spleen [43]. It is worth to note that 

DNA/PEG-HpK/HDHE:chol complexes containing radiolabelled DNA or liposomes were 

distributed inside the liver and the spleen upon i.v. injection in mice (unpublished data). Thus, 
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MART1 mRNA lipopolyplexes are supposed to be captured by hepatic and splenic APC 

including macrophages and dendritic cells. However, other circulating immune cells such as 

plasmacytoid DC or monocytes could be also reached. Lipofection can activate DCs as 

demonstrated by the up regulation of activation markers including CD80, CD86, MHC class I 

and MHC class II ([44, 45] and our unpublished data) and the production of cytokines as 

TNF-α and type I IFN. Such effects might occur in vivo and contribute to the activation and 

differentiation of APC leading to the powerful induction of immune response by MART1 

mRNA lipopolyplexes.  

In conclusion, two major findings emerge from this work: i) MART-1 mRNA 

lipopolyplexes made with a PEGylated histidine-rich polylysine and histidylated liposomes 

are potent vaccine against B16 melanoma growth by eliciting a cellular immune response 

and ii) the additional expression of MART-1 targeted to MHC class II presentation pathway 

increases the immune protection. The specific features of the mRNA-lipopolyplex formulation 

and most importantly the findings that successful anti-B16 immunization was realized only 

with mRNA lipopolyplexes make these novel class of lipopolyplexes important next 

generation non-viral vectors for future use in mRNA-based tumor vaccination. Experiments 

conducted to enhance the immune protection by activation of innate immunity through 

physically association of TLR nucleotide agonists with MART1 mRNA lipopolyplexes are 

currently in progress.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 

Nos travaux confirment que l’ARNm d’un antigène tumoral est une forme de 

l’antigène intéressante pour une vaccination antitumorale. Ils montrent que des vecteurs 

histidylés participent efficacement à son transfert dans les cellules immunocompétentes, tant 

ex vivo avec les polyplexes dans les cellules dendritiques humaines matures, qu’in vivo lors 

de l’injection systémique des lipopolyplexes histidylés. Ces résultats appelent quelques 

commentaires et offrent de nombreuses perspectives sur le plan fondamental et appliqué. 

 

I. Stratégie ex vivo   

 

Les premiers résultats présentés démontrent que le transfert dans les cellules 

dendritiques murines et humaines d’un ARNm de type ARCA-A100, optimisé en 5’ et 3’ pour 

sa stabilité et sa traduction, permet une expression protéique plus importante que celle 

obtenue par transfert d’un ARNm synthétisé de façon classique. L’étude de transfection des 

DCs humaines par les vecteurs histidylés rapportent que le polymère PEI-HIS est 

particulièrement adapté au transfert de l’ARNm d’un antigène tumoral dans les hDCs 

matures. Cette efficacité semble être reliée au fait que les complexes ARNm/PEI-His 

transitent dans les hDCs matures par des vésicules acides, qui confère au polymère des 

propriétés fusiogènes vis-à-vis les membranes cellulaires. Le processus d’internalisation 

dans les hDCs au stade immature ne semble pas suivre cette voie empruntant des vésicules 

acides. Un facteur limitant le rendement de transfection est donc le taux de maturation des 

hDCs au cours de leur préparation. Or, une maturation insuffisante est également 

incompatible avec une réinjection des DCs chez le patient. En effet, une maturation correcte 

des cellules est nécessaire à l’expression des molécules du CMH et de costimulation 

indispensables à une présentation antigénique efficace. Mais elle est également nécessaire 

à l’expression de certains récepteurs aux chimiokines (ex : CCR7) qui permettent leur 

migration et la colonisation des ganglions lymphatiques. Il est donc souhaitable d’augmenter 

le rendement de maturation des hDCs avant l’étape de transfection avec l’ARNm de 

l’antigène tumoral. Pour cela nous pourrons ajouter au cocktail de cytokines (GM-CSF, IL-4, 

TNF-α) déjà utilisé l’IL-6, l’IL-1β, ,l’IFN-γ ou le CD40 ligand soluble comme proposé par 

Kalady et coll. (Kalady, Onaitis et coll. 2004). 

Une étude plus approfondie de l’internalisation des polyplexes PEI-HIS/ARNm dans 

les hDCs pourra déterminer leur trafic intracellulaire et comprendre pourquoi le transfert de 

l’ARNm dans les hDCs immatures avec le polymère PEI-HIS est inefficace. Pour cela, un 

ARNm et un polymère marqués par deux fluorochromes différents pourront être utilisés, afin 



 

 166 

de suivre par microscopie confocale le devenir des complexes mais également celui de 

chaque partenaire. Des molécules agissant spécifiquement sur les processus 

d’internalisation pourront également être utilisées : la cytochalasine D (rupture des 

microfilaments d’actine), le nocodazole (dépolarisation des microtubules), la méthyl-β-

cyclodextrine, la filipine (action sur le cholsetérol, inhibition des cavéoles) et la 

chlorpromazine (inhibition des voies clathrine-dépendantes). Des marqueurs des différents 

compartiments cellulaires permettront de préciser le routage des molécules d’intérêt : l’AP-2 

(vésicules à clathrine), le EEA1 (endosomes précoces), le Rab-11 (vésicules de recyclage), 

le couple Rab-7/ Rab-9 (endosomes tardifs) et le couple CMH-II/LAMP-1 (vésicules de 

classe II). Ces travaux pourront orienter le développement de nouveaux vecteurs histidylés 

ou de nouvelles formulations afin d’obtenir une délivrance efficace de l’ARNm dans les hDCs 

immatures.  

Une analyse de l’influence de l’origine de hDCs sur l’efficacité de transfection pourra 

également être réalisée. En effet, certaines différences ont été rapportées lors de l’utilisation 

des DCs dérivés de monocytes sanguins (Mo-DCs) et celles dérivées de précurseurs 

hématopoïétiques CD34+ (BMDC). Ainsi, le transfert d’ARNm par électroporation semble 

légèrement plus efficace dans les Mo-DCs que dans les DCs dérivées de BMDCs 

(Lundqvist, Noffz et coll. 2002).  

Une évaluation de l’effet vaccinal ou thérapeutique de la réinjection de DCs 

transfectées avec un ARNm d’antigène tumoral pourra être effectuée chez la souris en 

utilisant la lignée murine de cellules dendritiques JAWSII. En effet, ces cellules sont de 

souche C57BL/6, ce qui permet un transfert syngénique dans les souris utilisées pour le 

modèle B16. De plus, nous avons montré dans le premier manuscrit que la transfection des 

cellules JAWSII par l’ARNm ARCA-MART1-A100 conduit à une forte expression de la 

protéine antigénique. Enfin, il a été rapporté que ces cellules chargées en antigène 

permettent d’induire in vivo une réponse de type Th1 avec une augmentation de la sécrétion 

d’IFN-γ (Chamarthy, Kovacs et coll. 2003). Il sera donc possible par transfert adoptif 

d’évaluer in vivo l’efficacité de la présentation antigénique des cellules JAWSII transfectées 

in vitro et d’analyser une éventuelle réponse antitumorale. Des expériences préliminaires en 

utilisant les polyplexes PEI-HIS/ARCA-MART1-A100 ont donné des résultats encourageants. 

 

II. Stratégie in vivo  

 

En ce qui concerne l’utilisation de l’ARNm d’antigène tumoral directement in vivo, 

nous avons montré que l’injection intraveineuse de lipopolyplexes histidylés contenant 

l’ARNm ARCA-MART1-A100 permet d’obtenir une protection, spécifique et significative, 
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contre la progression du mélanome B16F10. Ces lipopolyplexes histidylés correspondent à 

une nouvelle formulation à trois partenaires PEG-HpK/ARNm/HDHE :Cho qui 

structurellement sont des polyplexes PEG-HpK/ARNm encapsulés dans des liposomes 

HDHE :Cho. Il a précedement été démontré que la fixation d’une molécule de polyéthylène 

glycol (PEG) de masse molaire de 5 kDa par molécule de HpK empêche la formation 

d’agrégats dans les conditions physiologiques en sels (Pichon, Goncalves et coll. 2001). Les 

résultats obtenus avec de l’ADN plasmidique ont montré que les lipopolyplexes ADN/PEG-

HpK/HDHE:chol passent la barrière pulmonaire pour se concentrer dans le foie et la rate où 

ils peuvent être capturés par des APC (résultats non publiés). En ce qui concernant les 

particules PEG-HpK/ARNm/HDHE :Cho leur biodistribution dans l’organisme et le type de 

cellules transfectées à l’origine de cette réponse antitumorale restent à déterminer.  

Pour cela, en utilisant des lipopolyplexes contenant l’ARNm ARCA-LUC-A100 codant 

la luciférase, nous pourrons déterminer la localisation des cellules transfectées et établir une 

cinétique d’expression de l’ARNm. Deux approches sont envisageables. La première 

consiste à sacrifier les souris traitées, prélever, isoler et broyer les différents organes pour 

détecter l’expression de la luciférase par son activité luminescente dans le lysat de chacun 

d’eux. Bien que très sensible, cette technique devient vite contraignante pour une analyse 

cinétique de l’expression de l’ARNm. La seconde approche, non invasive mais moins 

sensible, serait plus adaptée aux études cinétiques. Après injection de luciférine dans les 

souris traitées, l’activité de la luciférase exprimée dans les cellules transfectées et 

conduisant à l’émission de photons lumineux peut être détectée par une caméra 

ultrasensible. Cependant, cette technique ne peut pas être effectuée avec des souris 

C57BL/6, les photons étant fortement absorbés par leur pelage noir. Elle pourra se faire sur 

des souris blanches telles que les BALB/c. 

Une approche histochimique pourra également être réalisée sur les organes 

lymphoïdes des souris C57BL/6 vaccinées. A l’aide d’ARNm marqué par un fluorophore, il 

sera possible de localiser in situ les cellules transfectées ayant internalisé l’ARNm après 

injection. La récupération des cellules permettra d’effectuer un phénotypage afin de 

déterminer à quel type cellulaire elles appartiennent. Ainsi Dileo et coll. ont montré que les 

acides nucléiques vectorisés sous forme de LPD (Lipide-Protamine-ADN) s’accumulent au 

niveau de la zone marginale de la rate dans des cellules présentatrices d’antigènes (DCs, 

macrophages) (Dileo, Banerjee et coll. 2003). Enfin avec l’utilisation d’un ARNm codant pour 

un antigène tel que MART1, une approche immunohistochimique avec l’utilisation d’un 

anticorps anti-MART1 permettra de localiser les cellules exprimant l’antigène dans les 

organes isolés. On s’intéressera alors non pas la distribution de l’ARNm mais l’expression de 

la protéine codée par cet ARNm.  
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Le protocole de vaccination contre le mélanome B16 utilisé au cours de mes travaux 

est basé sur deux injections intraveineuses à 7 jours d’intervalle des lipopolyplexes 

contenant l’ARNm ARCA-MART1-A100 et l’inoculation des cellules tumorales au 14ème jour. 

Dans ces conditions, un effet protecteur est observable aussi bien dans le modèle de tumeur 

cutanée que de métastases pulmonaires du mélanome. Cependant, une protextion totale 

n’est pas obtenue. Il sera intéressant de tester l’effet d’une troisième injection ou des temps 

d’intervalle plus long, afin de voir si une augmentation de la protection antitumorale est 

obtenue. Différentes voies d’injection des lipopolyplexes pourront également être 

comparées, notamment en intradermique (i.d.), en sous-cutanée (s.c.) mais aussi 

intrapéritonéale (i.p.) ou intramusculaire (i.m.). Enfin, une protection dans un contexte 

thérapeutique après mise en place de la tumeur sera recherchée. 

 

Au niveau des mécanismes de la réponse immune, les résultats obtenus ne montrent 

pas la mise en place d’une réponse humorale. Seule une réponse cellulaire anti-B16F10 de 

type Th1 a été mise en évidence. Afin de confirmer ces résultats et déterminer les différents 

types cellulaires (lymphocytes T, B et cellules NK) impliqués dans la réponse antitumorale 

rapportée, l’effet vaccinal sera évalué avec des souris transgéniques déficientes pour les 

gènes RAG et γc. Les gènes RAG codent pour les recombinases indispensables aux 

réarrangements des gènes d’immunoglobuline et du TCR. L’absence de ces réarrangements 

bloque totalement la différenciation lymphocytaire T et B, et induit un déficit immunitaire 

sévère. Les expériences sur ces souris démontreront donc le rôle des lymphocytes dans 

l’effet protecteur observé. Le gène γc code la chaîne protéique gamma-c commune aux 

récepteurs des interleukines 2, 4, 7, 9 et 15. Combiné à une déficience des gènes RAG, 

cette mutation empêche le développement des lymphocytes T, B et des cellules NK. Les 

expériences de vaccination sur des souris doublement invalidées permettront donc de 

déterminer l’implication de ces 3 types cellulaires dans la réponse antitumorale. La 

comparaison des résultats obtenus entre les simples et les doubles invalidations révèlera la 

part propre aux cellules NK. Nous pourrons également évaluer la mise en place d’une 

mémoire immunitaire par transfert de splénocytes de souris vaccinées dans des souris non 

vaccinées. Après ce transfert adoptif, des cellules tumorales B16F10 seront inoculées dans 

les souris receveuses et la réponse antitumorale sera évaluée. Enfin, pour préciser les 

mécanismes immunitaires induits lors de la vaccination par injection des lipopolyplexes 

contenant l’ARNm MART1, il sera intéressant d’effectuer une étude des clones 

lymphocytaires T CD8+ réactifs par marquage à l’aide d’un tétramère MART-1. Cette 

technique consiste en un marquage direct du TCR avec un complexe de quatre unités de 

CMH de classe-I préalablement chargées de l'épitope d'intérêt. La fixation de ce tétramère 

couplé à un fluorochrome est ensuite évaluée par cytométrie en flux. Nous pourrons ainsi 
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déterminer si ces CD8+ réactifs sont dirigés ou non contre l’épitope majoritairement présenté 

chez la souris de la protéine antigénique MART-1 (peptide EAAGIGILIV, position 26-37). 

 

Pour améliorer la réponse antitumorale obtenue, nous pourrons envisager de stimuler 

la réponse immunitaire innée en utilisant des agonistes des récepteurs Toll-like 

(TLRs)(Becker 2006). Parmi ces agonistes certains sont de nature nucléique et pourront 

donc être incorporés dans la formulation des lipopolyplexes. Ainsi, des oligonucléotides 

synthétiques à motifs CpG se liant et activant le TLR9 ont déjà été utilisés comme adjuvants 

dans les traitements par radiothérapie du mélanome (Mason, Ariga et coll. 2005) ou de 

lymphomes non-Hodgkiniens (Paul 2003). Des ARN double-brin synthétiques tels que les 

Poly I :C sont agonistes du TLR3 et actuellement utilisés dans la maturation des DCs. Leur 

utilisation en complément d’un traitement par chimiothérapie des cancers ovariens s’est 

montrée très bénéfique (Adams, Navabi et coll. 2005). Leur rôle dans la réponse immune 

obtenue pourra être envisagé en utilisant des souris C57BL/6 déficientes pour un ou 

plusieurs de ces récepteurs, voire pour la protéine adaptatrice MyD88 médiant leur signal.  

 

Nous avons obtenu un effet vaccinal antitumoral par transfert de l’ARNm d’un seul 

antigène. Les ARNm de plusieurs antigènes tumoraux pourront être utilisés afin de limiter le 

risque d’échappement des cellules tumorales. Dans le modèle du mélanome, des 

expériences ont rapporté des résultats intéressants avec d’autres antigènes, tels que la 

gp100 (Zhou, Hoon et coll. 1999), la tyrosinase (Alijagic, Moller et coll. 1995) ou encore 

MAGE-3 (Marchand, van Baren et coll. 1999). L’ARNm codant pour ces antigènes tumoraux 

pourra être ajouté à celui de MART1 ou injectés séparément dans les lipopolyplexes. 

  

 Enfin, la formulation contenant l’ARNm pourra être améliorée. De nouveaux vecteurs 

pourront être élaborés sur la base des lipopolyplexes histidylés afin d’améliorer l’efficacité du 

transfert de l’ARNm d’antigène tumoral in vivo et de la réponse antitumorale. Ainsi, nous 

pouvons envisager de greffer des ligands spécifiques sur les liposomes HDHE :Cho, comme 

du mannose ou des chaines d’oligomannose, qui permetteront de cibler les cellules 

présentatrices d’antigènes (Kawakami, Sato et coll. 2000; Hattori, Kawakami et coll. 2006). 

Un polymère réductible permettant une délivrance plus facile de l’ARNm dans le cytosol 

pourra aussi être utilisé (Pichon, LeCam et coll. 2002). 
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ANNEXE 1 :  

Séquence et épitopes immunodominants de l’antigène 

MelanA/MART1 chez l’homme et la souris. 

 

 

TM

27 47

1 118

COOHNH2

26 35

A.

 
MPQEDI HF- -GYPRKGHRRSYVTAEEAAGIGIL IVVLGI ALLIGCW
MPREDAHFIYGYPKKGHGHSYTTAEEAAGIGIL TVILGVLLLIGCW

YCRRRSGYRTLMDKRRHI GI QKTSRERCSCESPDHQDSRLSSQE
YCRRRNGYRALMDKSLHVGTQCALTRRCPQEGFDHRDSKVSLQE

KSHQPVVPNAPPAYEKLS - - - SPPPYSP
KNCEPVVPNAPPAYEKLS AEQSPPPYSP

mMART-1 :
hMART-1 :

B.

 
 

La protéine MelanA/MART-1 :  MelanA/MART-1 est une protéine transmembranaire de type III de 
118 acides aminés et de 13 kDa (A). Elle se localise principalement au niveau du réticulum 
endoplasmique et du réseau transgolgien du mélanocyte. La comparaison des séquences protéiques 
chez l’homme (hMART-1) et la souris (mMART-1) montre une identité de séquence de 69% et un 
épitope immunodominant (résidus 26 à 35) qui se situe essentiellement dans la partie 
transmembranaire (TM) et ne varie que d’un acide aminé entre les deux espèces (B). 
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ANNEXE 2 :  

Carte du plasmide pGEM-4Z/LUC/A64 
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ANNEXE 3 :   

Carte du plasmide pGEM-4Z/MART1/A64 

 

 

 

Carte du plasmide pGEM-4Z/sig-MART1-LAMP1/A64 
 

 


