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Introduction 

Préambule 

Le cancer est une cause majeure de décès dans le monde. La découverte et la 

caractérisation des mécanismes moléculaires de l’oncogenèse ont permis l’élaboration de 

thérapies anti-tumorales telles que la chimiothérapie ou la radiothérapie. Cependant, les 

cellules malignes échappent souvent à ces traitements, rendant ainsi nécessaire le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Depuis 20 ans, on assiste à l’émergence de plusieurs de ces thérapies innovantes. En 

particulier, la mise en évidence du rôle du système immunitaire dans le contrôle et 

l’apparition des tumeurs, a permis l’apparition de nombreuses immunothérapies, qui ont pour 

but de mobiliser le système immunitaire du patient contre sa propre tumeur. Ces 

immunothérapies ont donné lieu à de nombreux essais cliniques, à plusieurs autorisations de 

mise sur le marché, et représentent une véritable révolution dans la prise en charge des 

patients atteints de cancer.  

Parmi ces immunothérapies, la vaccination thérapeutique a pour but d’induire une 

réponse cytotoxique dirigée contre un antigène tumoral. Pour permettre l’induction d’un telle 

réponse immune, les cellules dendritiques sont des cibles de choix car elles sont spécialisées 

dans la présentation d’antigènes et l’activation de la réponse immune adaptative.  

Mon projet de thèse porte sur une stratégie de vaccination thérapeutique dont le but est 

justement de cibler les cellules dendritiques, par le biais de résidus mannoses présentés à la 

surface de lipopolyplexes encapsulant des ARN codant des antigènes tumoraux, afin de leur 

faire exprimer ces antigènes tumoraux, et de permettre l’induction d’une réponse cytotoxique 

spécifiquement dirigée contre ces antigènes. 
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Première partie : Développement des cancers  

 

1. Oncogenèse  

La cellule eucaryote est régie par une multitude de gènes ayant pour fonction de 

maintenir l’intégrité du génome, de contrôler la prolifération cellulaire et de réguler son 

métabolisme. Certaines instabilités génétiques et épigénétiques peuvent amener à des 

mutations de ces gènes, entraînant une dysfonction de la cellule et sa transformation en cellule 

tumorale. Les sources d’instabilité génétique amenant de telles transformations sont 

nombreuses et regroupent, entre autres, les rayonnements ionisants, les protéines virales 

oncogènes, mais aussi un état métabolique altéré, résultant de l’accumulation de facteurs 

oxydants (Alexandrov et al., 2013).  

Les altérations génétiques ainsi présentées par les cellules tumorales leur permettent 

d’acquérir de nouvelles capacités, et ses capacités ont été décrites par R. Weinberg comme 

des caractéristiques intrinsèques des cellules tumorales (Hanahan and Weinberg, 2011). Parmi 

ces caractéristiques, on retrouve un potentiel prolifératif illimité, une insensibilité aux signaux 

inhibant la croissance, une capacité d’invasion tissulaire et un potentiel métastatique, une 

insensibilité aux signaux pro-apoptotiques, une autosuffisance en signaux de croissance, une 

dérégulation du métabolisme énergétique, un échappement immunitaire et une induction de la 

néo-angiogenèse.  

Ces caractéristiques sont plus ou moins importantes en fonction des tumeurs et de 

leurs histoires naturelles, et aboutissent à des degrés variés d’agressivité ainsi qu’à des 

capacités variables d’invasion métastatique, de néo-angiogenèse et de résistance au système 

immunitaire. 
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2. Antigènes tumoraux 

Du fait de leur altération génétique, les cellules tumorales expriment donc des 

protéines qui diffèrent des protéines du soi, normalement exprimées par les cellules saines.  

Ces protéines mutées peuvent être qualitativement différentes des protéines non mutées, mais 

peuvent aussi résulter d’une surexpression d’une protéine normale. Dans ces deux cas, elles 

peuvent être considérées comme des antigènes tumoraux. Les antigènes tumoraux sont classés 

en plusieurs catégories, selon leur spécificité vis-à-vis de la tumeur, leur immunogénicité et 

leur origine. 

 

 

Figure 1 : Caractéristiques des cellules tumorales. D’après (Hanahan and Weinberg, 2011) 
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P. van der Bruggen et al. ont élaboré une base de données ayant pour objectif de  

rassembler les nombreux antigènes ainsi mis en évidence. Cette base de donnée est disponible 

sur internet (Bruggen et al., Peptide Database, Cancer Immunity, 

http://cancerimmunity.org.gate2.inist.fr/peptide/), et est régulièrement mise à jour (dernière 

mise à jour : octobre 2015).  

On y distingue plusieurs classes d’antigènes : les antigènes associés aux tumeurs 

(TAA), qui sont les protéines du soi surexprimées par les cellules tumorales mais dont 

l’expression n’est pas restreinte à la tumeur ; et les antigènes spécifiques des tumeurs (TSA) 

qui sont, pour leur part, absents des cellules non malignes. 

Les TAA sont très nombreux, ils peuvent être des protéines surexprimées, des 

protéines de différenciation, ou des protéines dont l’expression est altérée. Les principaux 

TAA sont repris dans le tableau suivant  (Tableau 1) : (Zarour et al., 2003) 
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Catégorie Exemples Histologie Travaux princeps 

 HLA-DOβ Plusieurs types (Kang et al., 2013) 

 Hepsine Plusieurs types (Guo et al., 2013) 

 WT1 Leucémies (Inoue et al., 1994) 

Protéines surexprimées BING-4 Mélanome (Rosenberg et al., 2002) 

  
Calcium-activated 

chloride channel 2 
Cancer du poumon (Konopitzky et al., 2002) 

  Cyclin-B1 Plusieurs types (Yu et al., 2002) 

  9D7 Cancer du rein (Klade et al., 2002) 

  Ep-CAM Cancer du sein (Gastl et al., 2000) 

  EphA3 Plusieurs types (Chiari et al., 2000) 

  Her2/neu 
Cancer du sein (et autres 

types)  

(Fisk et al., 1995; 

Peoples et al., 1995) 

  Telomerase Plusieurs types (Vonderheide, 2002) 

  Mesotheline Cancer du pancréas (Argani et al., 2001) 

 5T4 Plusieurs types (Hole and Stern, 1990) 

  SAP-1 Cancer colorectal (Seo et al., 1997) 

  Survivine Plusieurs types (Ambrosini et al., 1997) 

Protéines de 

différenciation 

associées aux tumeurs 

Melan-A/MART-1 Mélanome (Kawakami et al., 1994) 

  Gp100 Mélanome (Bakker et al., 1994) 

  Tyrosinase Mélanome (Brichard et al., 1993) 

  TRP-1/-2 Mélanome 
(Kawakami et al., 1998; 

Wang et al., 1996) 

  polypeptide P Mélanome (Touloukian et al., 2001) 

  

  

MC1R Mélanome 
(Salazar-Onfray et al., 

1997) 

CEA Cancers colorectaux (Kantor et al., 1992) 

Mammaglobine A Cancer du sein (Jaramillo et al., 2002) 

NY-BR-1 Cancer du sein (Wang et al., 2006) 

NY-MEL-1 Mélanome (Walton et al., 2006) 

OA1 Mélanome (Touloukian et al., 2003) 

PSA Cancer de la prostate (Alexander et al., 1998) 

PAP Cancer de la prostate (Olson et al., 2010) 

Protéines comportant 

des altérations post-

transcriptionelles 

MUC1 Cancer du pancréas, rein 

(Finn et al., 1995; 

Jerome et al., 1991; 

Kufe, 2010) 

Tableau 1 : Différentes catégories des antigènes associés aux tumeurs (TAA) adapté de 

(Zarour et al., 2003 ; Linley et al., 2011 ; Bruggen et al., 2015) 
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Les TSA, ensuite, peuvent être de plusieurs origines différentes :  

- Les antigènes de la famille cancer testis, souvent assimilés aux TSA, sont 

normalement exprimés par les cellules d’origine testiculaire et les cellules 

placentaires. Cependant, ces tissus sont des sites immunoprivilégiés et n’expriment 

pas de molécules de classe I du CMH à la surface de leurs cellules. NY-ESO-1, 

PRAME, CT83, SSX2 et la famille MAGE, sont les principaux représentants de 

cette famille et sont partagés par de nombreux types de tumeurs (Chen et al., 1997; 

Ikeda et al., 1997; Smith and McNeel, 2010). Le premier antigène tumoral décrit 

chez l’homme dans le mélanome (MAGE-1) appartient à cette catégorie (Bruggen 

et al., 1991).  

- Les antigènes viraux : plusieurs virus, tels que le papillomavirus (HPV) de 16 ou 

18 pour le cancer du col de l’utérus ou le virus de l’hépatite B pour les carcinomes 

hépatocellulaires, sont impliqués dans la transformation maligne des cellules 

infectées, via les onco-protéines virales. Ces protéines peuvent être apprêtées et 

présentées par les cellules néoplasiques, constituant ainsi des antigènes 

spécifiquement associés aux tumeurs (Boon et al., 1997). Les protéines E6 et E7 

d’HPV 16, par exemple, sont exprimées par les cancers HPV-induits. 

 

- Les néoantigènes, qui sont des protéines mutées hautement spécifique de la 

tumeur. Ils incluent les protéines mutées CDK4, p53, β-caténine, p53 ou caspase 8 

(Ito et al., 2007; Mandruzzato et al., 1997; Robbins et al., 1996; Wölfel et al., 

1995) dont les fonctions physiologiques permettent la régulation du cycle 

cellulaire, la prévention de l’apparition de tumeurs, de la survie cellulaire ou de 

l’apoptose. Lorsque ces protéines sont mutées, le risque de cancer est fortement 

accru, faisant d’elles des antigènes largement répandus dans plusieurs types de 

cancers. Par exemple, plus de 50% des cancers présentent une mutation de p53 

(Surget et al., 2013). Dans certains cancers bronchiques, le gène codant l’ALK, par 

ailleurs fréquemment muté dans les lymphomes (Passoni and Gambacorti-

Passerini, 2003), subit une fusion avec le gène EML4, aboutissant à la synthèse 
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d’un récepteur tyrosine kinase modifié ALK-EML4, dont l’expression est 

spécifique des cellules tumorales (Soda et al., 2007), ce qui confère à la tumeur 

une plus grande sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine kinases (Shaw et al., 2013). 

De même, on observe dans les leucémies myéloïdes chroniques une translocation 

entre la tyrosine kinase ABL et le gène BCR, aboutissant à la formation d’une 

protéine chimérique BCR-ABL, constituant un néoantiène spécifique des cellules 

tumorales présentant à la fois un intérêt diagnostique et thérapeutique. 

 

Parallèlement, le séquençage comparatif d’ADN tumoral versus ADN sain du même 

patient a permis l’identification de nouveaux néoantigènes. Après identification génomique, 

ces épitopes sont synthétisés sous forme de peptides puis utilisés pour générer des tétramères 

permettant l’identification de lymphocytes T spécifiques dans le sang du patient, malgré des 

fréquences très faibles (Cohen et al., 2015a). L’identification de lymphocytes T spécifiques de 

ces antigènes montre qu’ils sont bien immunogènes. Ces nouveaux néoantigènes sont 

hautement variables entre les individus, et doivent être caractérisés pour chaque patient. Ils 

ouvrent la possibilité d’obtenir pour chaque patient un spectre d’antigènes spécifique de leur 

propre tumeur, permettant la mise en place d’immunothérapies personnalisées. 

De plus, la quantification de ces néoantigènes peut être associée pour chaque patient à 

un pronostic de survie (Schumacher and Schreiber, 2015). En effet, les tumeurs présentant un 

nombre important de mutation uniques, sont associées à un meilleur pronostic, et à une 

meilleure réponse aux chimiothérapies (McGranahan et al., 2016). 

On voit ici que la variété des antigènes tumoraux est très importante, et que chacun de 

ces antigènes a des propriétés immunogéniques et une distribution inter- et intra-individuelle 

qui lui est propre.  

Il est donc essentiel dans le cadre d’immunothérapies ciblées de choisir l’antigène en 

fonction de toutes ces propriétés (immunogénicité et spécificité), afin d’obtenir la meilleure 

réponse thérapeutique possible, tout en induisant le moins possible d’effets indésirables. Dans 
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ce contexte, les TSA sont particulièrement intéressants, de par leur haute spécificité vis à vis 

de la tumeur et leur immunogénicité (Wang and Wang, 2017).  

 

3. Concept d’immunosurveillance  

Malgré l’existence d’antigènes tumoraux, le rôle du système immunitaire dans le 

développement et le contrôle des cellules tumorales n’a pas toujours été consensuel. C’est P. 

Ehrlich le premier qui a proposé l'idée d’un contrôle exercé par le système immunitaire sur les 

tumeurs cancéreuses (Ehrlich, 1909). Cette idée était alors supportée par les travaux de W. 

Coley qui montraient que l’inoculation d’une toxine, composée de Streptococcus pyogenes et 

de Serratia marcescens, induisait un taux de réponse de 10% chez les patients atteints de 

sarcome des tissus mous (Coley, 1906). Parallèlement, D.M. Scott montra qu’il était 

impossible de transplanter une tumeur dans des souris immunocompétentes. Cependant, les 

travaux de W.H. Wolgom démontrèrent que le rejet observé était dû à la reconnaissance d’un 

tissu allogénique plutôt qu’à un rejet spécifique de la tumeur (Wolgom, 1929).  

Le concept d’immunosurveillance est réapparu dans les années 1950 avec le 

développement de souches consanguines de souris, permettant de s’abstraire de la réaction 

allogénique. Les souris, préalablement immunisées contre les virus oncogènes tel que SV40, 

développaient une résistance à la greffe syngénique de tumeurs induites par ce virus, mais 

restaient sensibles à l’apparition de tumeurs induites par un autre virus (Prehn and Main, 

1957), montrant ainsi que l’induction préalable d’une réponse immunitaire spécifique 

d’antigènes associés à la tumeur, permettait de prévenir l’apparition des tumeurs exprimant 

ces antigènes. 

Intégrant ces nouvelles connaissances, M. F. Burnet a reformulé le principe proposé 

par P. Ehrlich de la façon suivante : « Le système immunitaire peut éliminer des néoplasies 

émergentes si elles expriment un néoantigène, protégeant ainsi l’organisme de l’apparition de 

cancers » (Burnet, 1957) 
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À la même époque, L. Thomas suggéra que l’immunité à médiation cellulaire avait 

pour rôle de protéger de néoplasies émergentes, afin de maintenir l’homéostasie tissulaire 

dans les organismes pluricellulaires complexes (Thomas, 1959). 

Ces notions ont finalement abouti à l'élaboration du concept d’immunosurveillance, 

proposé par M. F. Burnet selon laquelle le système immunitaire permettait l'élimination ou 

l'inactivation des cellules mutantes potentiellement dangereuses, et que les lymphocytes y 

jouaient le rôle de sentinelles (Burnet, 1971). 

Avec le développement des souris nude athymiques, comme premiers modèles de 

souris immunodéficientes, apparurent les premières controverses quant au rôle du système 

immunitaire sur le contrôle des tumeurs. En effet, si les souris nude - dépourvues de 

lymphocytes T - présentaient une susceptibilité accrue aux cancers viro-induits et aux 

lymphomes, l’incidence des autres tumeurs, spontanées ou induites par un carcinogène, était 

la même que chez les souris de phénotype sauvage (Burstein and Law, 1971; Grant and 

Miller, 1965). Il apparut rapidement que la fréquence élevée des tumeurs viro-induites 

reflétait en fait une plus grande sensibilité des souris nude aux agents infectieux. Il fut aussi 

proposé que l’augmentation de l’incidence de lymphomes était en réalité due à la stimulation 

anormale des lymphocytes, dans un contexte d’infections chroniques (Stutman, 1975).  

Par ailleurs, R.T. Prehn montra qu’il existait une corrélation entre la dose de 

carcinogène administré et l’immunogénicité de la tumeur (Prehn, 1975). Puisque les cancers 

humains résultent le plus souvent d’une longue exposition à de faibles doses d’agents 

carcinogènes, l’idée selon laquelle les tumeurs émergentes n’étaient pas ou peu immunogènes 

fut alors proposée.  

Le concept d’immunosurveillance fut abandonné, et L. Thomas reconnut que les 

modèles animaux disponibles à l’époque ne permettaient pas de montrer formellement 

l’existence d’une immunosurveillance du cancer (Thomas, 1982).  
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4. De l’immunosurveillance à l’immunoédition  

Les décennies qui suivirent virent l’apparition de nombreux modèles expérimentaux, 

avec en particulier de nouvelles souris immunodéficientes. Ces modèles permirent de combler 

les lacunes des souris nude, dont seuls les lymphocytes T thymo-dépendants étaient absents, 

et de conclure quant au rôle du système immunitaire dans le contrôle des tumeurs. En effet, 

l’équipe de Schreiber montra en 2001 que les souris RAG2 -/- STAT1 -/-, qui présentent un 

déficit en lymphocytes B et T ainsi qu’en IFNγ, sont plus sensibles aux sarcomes induits par 

le methylcholanthrene (MCA) et aux tumeurs épithéliales spontanées (Shankaran et al., 2001). 

Ces travaux permirent également de monter que les tumeurs spontanées issues de souris 

immunocompétentes étaient moins immunogènes que celles issues de souris 

immunodéficientes RAG2 -/- STAT1 -/-.  

Ces nouveaux résultats amenèrent R. Schreiber à reconsidérer la notion 

d’immunosurveillance et à proposer la notion nouvelle d’immunoédition. L’Immunoédition 

décrit la double capacité du système immunitaire à éliminer les cellules tumorales tout en 

exerçant sur elles une pression de sélection favorisant finalement les mécanismes 

d’échappement (Dunn et al., 2002). Ce rôle ambivalent du système immunitaire permet 

d’expliquer l’apparent paradoxe de la formation de tumeurs dans des individus 

immunocompétents. Le concept d’immunoédition fut formalisé en « théorie des trois E » 

selon laquelle le système immunitaire joue d’abord un rôle d’Élimination, avant d’entrer en 

Équilibre avec la tumeur qui finit par développer des mécanismes d’Échappement (Dunn et 

al., 2004).  
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Fig. 2 : Théorie des trois E. Le système immunitaire exerce un rôle d’Elimination sur les lésions 

prémalignes. Cette pression de sélection entre en équilibre avec les cellules tumorales qui entrent dans 

une voie d’oncogenèse. La tumeur échappe ensuite au système immunitaire et se développe de 

manière non contrôlée. Adapté de (Tesniere et al., 2009). 

 

5. Controverse de l’immunosurveillance 

Suite au modèle décrit par R. Schreiber, T. Blankenstein répondit qu’il n’existait 

aucune preuve formelle de l’apparition précoce de lymphocytes T effecteurs (Teff) dans le 

contexte de tumeurs spontanées (Blankenstein, 2007), ainsi que de leur supposée efficacité,  

remettant ainsi en cause le rôle de l’immunoédition dans la survenue de cancers.  

Ses critiques visaient en premier lieu le modèle expérimental des sarcomes induits par 

exposition au MCA, arguant que la susceptibilité accrue des souris immunodéficientes aux 

tumeurs induites par le MCA pouvait être causée par un défaut de réparation tissulaire après 

exposition au MCA, plutôt qu’à l’absence de Teff. Il rappela aussi que la susceptibilité accrue 

des souris immunodéficientes aux pathogènes pouvait induire un état inflammatoire chronique 

favorisant le développement de tumeurs (Enzler et al., 2003; Erdman et al., 2003).  
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De plus, dans une réponse à l’article de Dunn et al., il montra que les souris Rag-/- 

maintenue et élevées dans les mêmes conditions que les souris immunocompétentes ne 

montraient significativement pas plus de tumeurs chimio-induites que les souris 

immunocompétentes (Qin and Blankenstein, 2004). 

Enfin, Blankenstein montra, dans un modèle de tumeurs spontanées, que les cellules 

tumorales ayant subi un long processus d’oncogenèse étaient toujours immunogènes (elles 

étaient rejetées après transplantation chez une souris immunocompétente), et que même si 

elles permettaient la mise en place de réponses cellulaires et humorales spécifiques, ces 

réponses immunes étaient non-fonctionnelles ; démontrant ainsi que l’immunogénicité de la 

tumeur n’était pas directement liée à l’efficacité de la réponse immune (Willimsky and 

Blankenstein, 2005). 

Parallèlement, un modèle de tumeur pancréatique spontanée montre que, 

contrairement à l’idée proposée par Schreiber, les lymphocytes T spécifiques de la tumeur 

restent naïfs au début de l’oncogenèse (Lyman et al., 2004) et s’activent lorsque la tumeur 

grossit, grâce à l’augmentation de la quantité d’antigène disponible (Nguyen et al., 2002). 

Cependant, les Teff ainsi activés ne sont plus capables de contrôler efficacement la tumeur car 

cette dernière est réfractaire à l’infiltration et/ou a déjà induit des phénomènes 

immunosuppressifs locaux. 

Chez l’Homme, une méta-analyse a permis la caractérisation de 28 types de cancers 

différents chez des patients immunodéprimés, qu’ils soient transplantés rénaux ou séropositifs 

pour le VIH (Grulich et al., 2007). Selon la théorie de l’immunosurveillance, les patients 

immunodéprimés devraient présenter un risque accru pour tout type de cancers. Or, les 

résultats ont montré que seuls les cancers viro-induits ou reliés à une cause infectieuse, et les 

lymphomes, présentaient une apparition significativement plus importante chez ces patients. 

Ces résultats semblent donc contredire la théorie de l’immunosurveillance, car l’augmentation 

d’apparition des cancers liés à un agent infectieux peut s’expliquer par la plus grande 

sensibilité des patients à ces dits agents infectieux, et l’augmentation des lymphomes peut 

quant à elle être liée à la stimulation anormale des lymphocytes, dans un contexte d’infections 
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chroniques. En effet, plusieurs études mettent en avant le rôle pro-tumoral de la réponse 

inflammatoire chronique (Balkwill et al., 2005). Celle-ci peut favoriser la progression 

tumorale en stimulant l’angiogenèse, et en sécrétant des facteurs solubles comme le TNFα 

(Karin et al., 2006) ou l’IL6 (Naugler et al., 2007). Différentes études montrent d’ailleurs que 

l’inflammation chronique chez l’Homme est un facteur de risque pour l’apparition de 

plusieurs cancers (Coussens and Werb, 2002). 

Finalement, Blankenstein conclut qu’ « il importe peu que l’immunosurveillance du 

cancer existe ou non, si les composants du système immunitaire peuvent être manipulés afin 

d’agir efficacement contre le cancer » (Blankenstein, 2007). Pour aller dans ce sens, je vais à 

présent aborder les différents mécanismes immunitaires pouvant agir contre les cellules 

tumorales. 
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Deuxième partie : Immunité antitumorale 

1. Mécanismes non spécifiques d’antigènes 

1.1 Cellules NK 

Les cellules NK (CD56+CD3-) sont divisées en 2 sous-populations : la première 

représente environ 10% des cellules NK, et est caractérisée par l’absence d’expression du 

marqueur CD16 et par la forte expression de CD56 (CD56brightCD16-). Cette population est 

essentiellement présente dans les ganglions ; elle est spécialisée dans la production de 

cytokines, en particulier d’IFNγ, et possède une forte capacité de prolifération.  

La deuxième population est majoritaire et correspond aux NK cytotoxiques que l’on 

connaît, caractérisées par la double expression de CD56 et du marqueur CD16 

(CD56dimCD16+). De manière intéressante, les cellules NK CD16- peuvent se différencier en 

cellules NK cytotoxiques (Chan et al., 2007).  

Les cellules NK cytotoxiques expriment un large répertoire de récepteurs inhibiteurs 

ou activateurs permettant la discrimination de cellules présentant un « soi » altéré. La plupart 

de ces récepteurs appartiennent à la superfamille des immunoglobulines ou des lectines de 

type C. Les récepteurs inhibiteurs sont hautement polymorphiques et reconnaissent de 

nombreux variants alléliques du CMH de classe I (Lanier, 2005; Waldhauer and Steinle, 

2008).  

Les récepteurs activateurs parmi lesquels on peut citer Nkp30, NKp44, NKp46 et 

NKG2D, reconnaissent d’autres variants du CMH I dont l’expression est sensible au stress 

cellulaire. Le marqueur CD16, qui reconnaît la partie constante des anticorps et qui intervient 

dans le mécanisme de cytolyse médiée par les anticorps (ADCC), est lui aussi un récepteur 

activateur des cellules NK. 

C’est l’équilibre entre les signaux activateurs et les signaux inhibiteurs qui détermine 

si la cellule NK va s’engager ou non dans une voie de cytolyse. Dans le contexte tumoral, 
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l’inhibition de l’expression du CMHI, d’une part, et l’expression de marqueurs de stress par 

les cellules tumorales d’autre part, participent à la mise en place d’une réponse cytotoxique 

par les cellules NK. Cette cytotoxicité est médiée par les voies perforine et granzyme, ainsi 

que par l’expression de FasL et la sécrétion de TNFβ. 

 

 

 

 

 

 

L’analyse du microenvironnement tumoral a pu montrer que, dans ce contexte, 

l’infiltration de la tumeur par les cellules NK est associée à un meilleur pronostic dans 

plusieurs carcinomes et adénocarcinomes (Lundgren et al., 2016; Wagner et al., 2016; 

Villegas et al., 2002; Ishigami et al., 2000).  

Fig. 3 : Mécanisme d’action des cellules NK. Les cellules NK cytotoxiques discriminent les 

cellules du « soi » par le biais de nombreux récepteurs activateurs ou inhibiteurs. C’est l’équilibre 

entre ces récepteurs qui va décider si la cellule entre dans une voie de cytolyse ou non. 

Parallèlement, les cellules NK CD56bright participent à l’instauration d’un contexte 

proinflammatoire en sécrétant de l’IFNγ 
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Les cellules NK sont en effet particulièrement efficaces pour lyser des cellules 

tumorales n’exprimant plus les molécules du CMH de classe I. Leur rôle peut donc apparaître 

complémentaire à celui des lymphocytes T CD8 nécessitant l’expression du CMH de classe I 

sur sa cible. De plus, les cellules tumorales peuvent exprimer des signaux de dangers, 

reconnus par les récepteurs activateurs des cellules NK, ce qui favorise l’action cytotoxique 

des NK. 

1.2 Cellules NKT 

Comme les lymphocytes T, les cellules NKT expriment le marqueur CD3 ainsi qu’un 

TCR αβ. Leur TCR a la spécificité d’être semi-invariant et de reconnaitre des antigènes 

glycolipidiques présentés sur la molécule de CMH I non classique CD1d. Les NKT expriment 

aussi de nombreux marqueurs typiques des cellules NK comme le récepteur NKG2D, le 

CD16 et le CD56. (Altman et al., 2015) 

Après activation, les NKT peuvent induire une cytotoxicité de la cellule cible par 

l’intermédiaire des voies granzyme perforine ainsi que par l’expression des molécules FasL et 

TRAIL.  

Par ailleurs, l’expression de CD40L par les NKT leur permet d’interagir avec le CD40 

des cellules présentatrices d’antigènes (CPA), et de sécréter un large éventail de cytokines 

proinflammatoires comme l’IFNγ, l’IL2 et l’IL12 qui vont agir sur le microenvironnement 

tumoral. La nature des cytokines sécrétées dépend de l’antigène reconnu par les NKT. L’α-

Galactosylceramide (α-GalCer), par exemple, induit une forte réponse IFNγ (Sullivan et al., 

2010).  

Dans le contexte tumoral, les NKT ont montré un rôle dans le développement d’un 

modèle murin de carcinome hépatique. Ainsi, les souris privées de NKT fonctionnelles 

présentaient une tumeur plus agressive (Anson et al., 2012), suggérant que les NKT peuvent 

jouer un rôle dans le contrôle des cellules tumorales. 
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Dans le contexte tumoral,  

 

2. Mécanismes spécifiques d’antigènes 

2.1 Immunité à médiation cellulaire 

Je vais à présent décrire les mécanismes effecteurs de la réponse immunitaire, 

spécifique d’antigène, en abordant tout d’abord la réponse à médiation cellulaire dont les 

effecteurs principaux sont les lymphocytes T CD8 cytotoxiques (CTLs). 

Les CTLs sont spécialisés dans la reconnaissance et la lyse des cellules infectées ou 

transformées. Via leur TCR (T cell receptor), ils peuvent en effet reconnaître les antigènes 

présentés sur le CMH I des cellules tumorales et, s’ils ont été correctement activés, engager 

une réponse de type cytotoxique. Cette réponse est médiée par les voies granzyme et 

perforine, ainsi que par les molécules proapoptotiques TRAIL (CD253) et FasL (CD178).  

Fig. 4 : Mécanisme d’action des cellules NKT. Les cellules NKT peuvent reconnaître des 

antigènes glycolipidiques via un TCR αβ. Après activation, elles engagent une réponse cytotoxique 

contre la cellule cible. 
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Leur état d’activation est essentiel pour la mise en place d’une réponse cytotoxique 

efficace, et ce sont les cellules dendritiques (DC) qui jouent un rôle central dans cette 

activation. Elles capturent les antigènes présents dans le microenvironnement tumoral, et les 

présentent aux lymphocytes T effecteurs. Si cette présentation est associée à l’expression de 

molécules de costimulation (CD80, CD86, CD40) et à la sécrétion de cytokines 

proinflammatoires par les DC, alors les lymphocytes T effecteurs vont pouvoir acquérir un 

phénotype activé, avec toutes les fonctions cytotoxiques qui y sont liées. 

 

 

 

Dans le contexte tumoral, l’état de maturation des DC est donc primordial pour 

l’orientation et l’efficacité de la réponse T cytotoxique. Malheureusement, et comme je vais 

l’aborder plus loin, ce contexte n’est pas toujours propice à l’activation des DC. 

Des analyses de différents microenvironnement tumoraux ont pu montrer par ailleurs 

que la forte densité de CTLs au sein du microenvironnement tumoral est associée à un 

meilleur pronostic dans de nombreux types de cancers comme le mélanome, le cancer du sein, 

les cancers des voies aérodigestives supérieures, le cancer colorectal, et le cancer du poumon 

(Fridman et al., 2012). 

Fig. 5 : Mécanisme d’action des lymphocytes T CD8. Les lymphocytes T CD8 reconnaissent 

l’antigène tumoral via leur TCR, et engagent une réponse cytotoxique contre la cellule cible. 
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  2.2 Immunité humorale 

Les mécanismes suppresseurs de tumeurs peuvent aussi reposer sur les anticorps, qui 

permettent la mise en place de mécanismes cytotoxiques comme l’ADCC et la lyse par le 

complément.  

 Les anticorps spécifiques d’antigènes sont synthétisés par des plasmocytes. Ces 

plasmocytes sont des lymphocytes B activés qui, après une reconnaissance de l’antigène via 

leur BCR (B cell receptor), et une costimulation des lymphocytes T CD4 helper Th2, ont pu 

subir au niveau des centres germinatifs une hypermutation somatique et une maturation 

d’affinité. Les plasmocytes sécrètent de grandes quantités d’anticorps de différentes classes 

isotypiques, en particulier des IgG. 

Au sein du microenvironnement tumoral, les IgG ainsi sécrétées se fixent sur les 

cellules tumorales et permettent le recrutement des cellules NK via leur récepteur à la partie 

constante des anticorps (récepteur Fc), le CD16. Le CD16 ainsi activé va permettre d’orienter 

la cellule NK vers une voie de cytotoxicité. Les macrophages peuvent eux aussi être recrutés 

via leur récepteur Fc, et participer à l’élimination des cellules tumorales par phagocytose. 

En plus de recruter des cellules cytotoxiques, les IgG1 et les IgG3 permettent la 

fixation de la protéine C1. Cette protéine initie la voie classique du complément, dont la 

cascade d’évènements aboutit à la formation d’un complexe d’attaque membranaire 

permettant la lyse des cellules tumorales. 

Dans le contexte tumoral, des IgG spécifiques d’antigènes tumoraux ont été retrouvés 

dans le sérum de nombreux patients (Garranzo-Asensio et al., 2016; Ghalamfarsa et al., 2017; 

Wandall et al., 2010), et leur présence peut être associée à un meilleur pronostic, dans le 

cancer gastrique en particulier (Kurtenkov et al., 2007; Smorodin et al., 2013). 
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2.3 Rôle central des cellules dendritiques  

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigènes professionnelles. 

Elles sont caractérisées par leur capacité à capturer des antigens, à les apprêter et à les 

présenter sous forme de peptides associés au CMH de classe I ou de classe II, permettant ainsi 

l’activation des lymphocytes T CD4 et CD8. Elles possèdent de plus des capacités migratoires 

importantes. 

Toutes ces caractéristiques lui confèrent un role central dans l’immunosurveillance, 

puisque, comme illustré sur la figure 6, les mécanismes cytotoxiques, qu’ils soient cellulaires 

ou médiés par les anticorps, sont contrôlés directement ou indirectement par la cellule 

dendritique.  
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Figure 6 : Rôle central de la cellule dendritique pour l’induction de la réponse immune. La 

cellule dendritique peut directement activer les cellules NKT, les cellules NK, ainsi que la réponse 

adaptative T CD4 et T CD8. Indirectement, elle participe à l’activation de la réponse B, par le biais 

des lymphocytes T CD4 helper.  
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2.3.1 Ontogénie et sous-populations de DCs 

Les cellules dendritiques (DCs) ont été décrites pour la première fois par R. Steinman 

en 1973 (prix Nobel, 2011). Elles constituent une famille très hétérogène de cellules, tant au 

niveau de leur morphologie qu’à celui de leur phénotype, de leur fonction, de leur localisation 

et de leur origine hématopoïétique.  

Comme les autres cellules de la lignée hématopoïétique, les DCs se développent à 

partir de cellules souches hématopoïétiques. Pendant longtemps, il a été admis que les DCs 

dérivaient d’un progéniteur myéloïde commun, à l’exception des DCs plasmocytoïdes, qui 

dérivaient quant à elles d’un progéniteur lymphoïde (Shortman and Heath, 2010). Cependant 

des travaux récents montrent que l’ontogénie des DCs est plus complexe, et que les sous-

populations de DCs, et en particulier les pDCs, peuvent partager plusieurs origines à la fois 

myéloïdes et lymphoïdes (Merad et al., 2013; Shortman et al., 2013). La plasticité des DCs à 

se différencier à partir de deux types de précurseurs est, à ce jour, une caractéristique 

exclusive des DCs. Cette caractéristique leur permet d’adapter le nombre et la nature des DCs 

au sein d’un tissu, en fonction de l’état d’inflammation de ce dernier, et fait des DCs une 

population importante dans la mise en place et dans la régulation de la réponse immune. 

Les sous-populations de DCs, initialement établies en fonction de leurs origines 

ontogéniques, sont maintenant principalement caractérisées par leur phénotype, leur fonction 

et leur localisation. Ces différentes sous-populations ainsi que les marqueurs les caractérisant, 

sont repris dans le tableau ci-après (Figure 7).  
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Fig. 7 : Caractéristiques phénotypiques des sous-populations de DCs. Les DCs peuvent être 

classées en différents sous-types définis selon leur phénotype, leur ontogénie et leur localisation. 

Adapté de (Merad et al., 2013). 

 

Les DCs plasmocytoïdes (pDCs) sont spécialisées dans la production d’IFN de type I 

en réponse aux infections virales. Elles ont des capacités de capture et de présentation 

antigénique plus restreintes.  

Les DCs conventionnelles (cDCs) sont composées de deux principaux groupes, 

caractérisés par des phénotypes différents. En fonction de leur localisation et de leur état 

d’activation, chacun de ces deux groupes peut être assimilé à des DCs résidentes ou des DCs 

 

pDCs cDCs infDCs 
cellules de 
Langerhans 

DCs du 
derme 

      

      

      

 
            

       

humain 

CD11c - BDCA3+ BDCA1+ CD206+ CD207+ CD209+ 

BDCA2+ CD141+ CD1c+ CD1c+ E-cadherine+ CD11c+ 

CD123+ CLEC9A+ CD1a+ CD1a+ CD1a+ CD11b+ 

  XCR1+ CD11b+ CD14+   CD14+ 

      CD64+     

  Batf3         

              

              

              

souris 

CD11c+ XCR1+ CD11b+ CD11c+ CD207+ CD172+ 

SiglecH+ CD8α+ CD11c+ Ly6C+ E-cadherine+ Dectin1+ 

DEC205+ CLEC9A+ CD172+ CD64+   Ly6C+ 

  DEC205+         

            

  Batf3 IRF4       
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migratoires. Les DCs résidentes sont principalement situées dans les organes lymphoïdes 

secondaires, où elles vont rester de manière durable. Les DCs migratoires sont présentes dans 

les tissus périphériques et, après activation, vont migrer jusqu’au ganglion lymphatique le 

plus proche. (O’Keeffe et al., 2015) 

Les DCs inflammatoires (infDCs) sont absentes des tissus en dehors du contexte 

inflammatoire. En réponse aux cytokines pro-inflammatoires produites lors de la mise en 

place de la réponse innée, les monocytes du sang se différencient en infDCs, qui migrent alors 

jusqu’au ganglion drainant. Les infDCs ont des capacités importantes de présentation 

antigénique et d’activation des lymphocytes T (Segura and Amigorena, 2013). 

Les cellules dendritiques naturellement présentes au niveau de la peau sont les cellules 

de Langerhans, dans l’épiderme, et les DCs du derme. Elles sont aussi capables de migrer 

jusqu’au ganglion drainant en cas d’inflammation. 

2.3.2 Biologie des DCs 

En tant que cellules présentatrices d’antigène (CPA) professionnelles, les DCs jouent 

un rôle central dans l’induction des réponses immunes et assurent le lien entre système 

immunitaire innée et adaptatif. 

A l’état immature, les DCs sont spécialisées dans la capture d’antigènes. Cette capture 

est médiée par des mécanismes très variés comme la phagocytose, la micro- et la macro-

pinocytose, ainsi que l’endocytose qui peut faire intervenir de nombreux récepteurs comme 

les récepteur Fc, les récepteurs au complément, les intégrines, les lectines de type C, les 

récepteurs aux corps apoptotiques mais aussi les récepteurs scavengers (Sabado et al., 2017).  

Les antigènes sont ensuite présentés par la voie exogène sur le CMH de classe II, ce 

qui permet d’activer les lymphocytes T CD4. Alternativement, les antigènes exogènes 

peuvent aussi être pris en charge par la voie de cross-présentation afin d’être présenté sur le 

CMH de classe I, permettant l’activation des lymphocytes T CD8 (Segura and Amigorena, 

2015). 
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Après exposition aux stimuli activateurs, les DCs engagent une série de changements 

phénotypiques et fonctionnels aboutissant à leur maturation. Ces stimuli activateurs sont 

souvent liés à la capture d’antigènes et sont perçus par des récepteurs comme les TLR (Akira 

and Takeda, 2004), les récepteurs intracellulaires comme RIG-I, GAS (Kato et al., 2006) ou 

l’inflammasome (Pedra et al., 2009). Ils peuvent aussi être médiés par différents facteurs 

comme l’ATP, l’ADN, HMGB1 ou les protéines de choc thermique dont le relargage dans le 

milieu extracellulaire est perçu comme un signal de danger  (Gallo and Gallucci, 2013). 

Le processus de maturation est caractérisé par la surexpression de récepteurs aux 

chimiokines (CCR7), de molécules d’adhésion, de molécules de costimulation (CD80, CD86), 

des molécules de CMH I et II, et des immunoprotéasomes. Les immunoprotéasomes sont des 

protéasomes modifiés permettant la dégradation des protéines en une plus grande quantité de 

peptides de différentes natures (Nandi et al., 2006). De même, la maturation s’accompagne de 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFNγ, l’IL2 et l’IL12. Toutes ces 

molécules permettent aux DCs d’une part de migrer jusqu’aux tissus lymphoïdes, d’autre part 

de correctement apprêter les antigènes, et activer la réponse adaptative.  

En effet, les lymphocytes T CD4 et CD8, via leur TCR, vont reconnaître les peptides 

présentés respectivement sur les CMH de classe II et I ; parallèlement, les molécules de 

costimulation exprimées par les DCs fourniront aux LT le deuxième signal d’activation ; et 

les cytokines pro-inflammatoires leur fourniront le troisième signal d’activation (Sabado et 

al., 2017). 

Les DCs, via leur sécrétion d’IL12 et d’IFN de type I, sont aussi capables d’activer les 

cellules NK (Fernandez et al., 1999), qui jouent un rôle majeur dans la réponse cytotoxique. 

De même, elles peuvent activer les cellules NKT grâce à l’expression de la molécule CD1c 

permettant la présentation d’antigènes glycolipidiques.  

Cependant, quand les DCs ne subissent pas ce processus de maturation, elles peuvent 

induire une tolérance périphérique (Waisman et al., 2016; 2003). Les travaux de Hawiger et 

al. montrent que lorsqu’on cible les DC via un anticorps anti-DEC205 fusionné à un peptide 

antigénique, celles-ci présentent l’antigène mais ne montrent aucune surexpression ni du 
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CMH II ni de CD80. En réponse à cette présentation antigénique, les auteurs ont relevé une 

prolifération de lymphocytes T spécifiques, ne sécrètant pas d’IFNγ, et qui disparaissent en 7 

jours. A contrario, lorsque l’anticorps de fusion est injecté conjointement à un agoniste de 

CD40, dans le but de faire maturer les DCs, la réponse T mesurée est persistante (Hawiger et 

al., 2001).  

De même, un modèle Cre/Lox mis au point dans l’équipe de M. Van Der Broek et 

permettant l’expression et la présentation d’un antigène du cytomegalovirus (CMV) par près 

de 8% des DCs CD11c+ a pu montrer que la présentation antigénique par des DCs non 

matures induit une forte tolérance périphérique vis-à-vis du CMV. Cette tolérance se traduit 

par une absence de LT CD8 fonctionnels, et elle ne peut être rompue même après une 

infection ultérieure par le CMV, pourtant connu pour son immunogénicité (Probst et al., 

2003).  

Ces DCs ainsi « reprogrammées » qui présentent des peptides antigéniques sans subir 

de processus de maturation sont dénommées DCs tolérogènes et sont caractérisées par 

l’expression de plusieurs molécules de co-inibition comme PDL-1 et PDL-2 (Davidson et al., 

2013; Probst et al., 2005; Yogev et al., 2012). Ces molécules, en remplaçant les molécules de 

co-stimulation CD80 et CD86, vont inhiber le récepteur CD28 des lymphocytes T et/ou vont 

activer leur récepteur inhibiteur PD1. Les DCs tolérogènes vont aussi sécréter des facteurs 

immunosuppresseurs comme l’IL-10, le TGF-β, l’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), l’IL-

27, l’arginase I, et le monoxyde d’azote (NO) (Li and Shi, 2015). 

2.3.3 Récepteurs exprimés par les DCs 

Le ciblage des cellules dendritiques, tel qu’envisagé dans mon projet de thèse, passe 

nécessairement par le ciblage de molécules exprimées à leurs surface, et en particulier des 

récepteurs associés aux DCs. Les récepteurs constitutivement exprimés par les DCs sont 

nombreux et variés. On trouve parmi eux la famille des TLR (Toll like recepteur), celle des 

lectines de type C (CLR), ainsi que les récepteurs de type NOD (NLR). Tous ces récepteurs 

sont spécialisés dans la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogènes.  
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Les lectines de type C, en particulier, sont des molécules glycosylées, reconnaissant 

des ligands carbohydrogénés, et cette reconnaissance est médiée par un mécanisme dépendant 

du calcium. Les CLR exprimées à la surface des DCs comprennent de nombreux récepteurs 

comme le récepteur au mannose (CD206), DC-SIGN (CD209, récepteur humain sans 

équivalent murin), la langérine (CD207), dectin-1 (CLEC7A), DGNR-1 (CLEC9A), dectin-2, 

DEC-205 (CD205), le récepteur dendritic-cell-associated lectin-1 (DCAL-1), le récepteur 

myeloid-DAP12-associating lectin (MDL-1), le récepteur macrophage C-type lectin (MCL), 

le récepteur Macrophage inducible Ca2+-dependent lectin (MINCLE), SIGN-R1 (CD209b, 

récepteur murin sans équivalent humain) et le MGL (CD301) (Cummings and McEver, 2009). 

La plupart de ces lectines de type C possèdent de fortes capacités d’endocytose et certaines 

sont associées à des capacités d’induction de la maturation des cellules dendritiques. 

Le récepteur au mannose, en particulier, possède d’importantes capacités d’endocytose 

et reconnaît une large variété de ligands carbohydrogénés regroupant les motifs bactériens et 

viraux mais aussi des ligands endogènes tels que des protéines de la matrice extracellulaire ou 

des hormones glycosylées (Linehan et al., 2001). Il est exprimé par les macrophages, les 

cellules dendritiques et les cellules endothéliales non vasculaires (Martinez-Pomares, 2012). 

Chez l’Homme, l’expression du récepteur au mannose par les cellules dendritiques est 

souvent associée à l’état de maturation de ces dernières. Ainsi, on observe une surexpression 

du CD206 par les cellules dendritiques dans des conditions infammatoires (Gazi and 

Martinez-Pomares, 2009; Martinez-Pomares, 2012; Wollenberg et al., 2002). Les pDCs, à 

l’inverse, ne montrent pas d’expression du récepteur au mannose (Meyer-Wentrup et al., 

2008). Par ailleurs, ce récepteur est associé à une activité de cross-présentation et une capacité 

de polarisation Th1 qui le rendent particulièrement intéressant dans le cadre de la vaccination 

thérapeutique (Singh et al., 2011). 

D’autres lectines comme MINCLE et CLEC9A peuvent reconnaître, via l’exposition 

de fibres d’actines, les cellules nécrotiques en général et les cellules tumorales en particulier 

(Ahrens et al., 2012; Sancho and Reis e Sousa, 2013; Zhang et al., 2012). CLEC9A, qui est 

particulièrement exprimé par les cDCs BDCA3+, est essentiel à la cross-présentation des 
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antigènes tumoraux ainsi endocytés, et à la mise en place d’une réponse Th1 dirigée contre 

ces antigènes (Sancho et al., 2008, 2009). 

Enfin les lectines telle que DC-SIGN et la langérine sont plus spécifiquement 

associées à certaines sous-populations de cellules dendritiques comme les DCs du derme et 

les cellules de Langerhans, respectivement. DC-SIGN, qui reconnait des ligands associés au 

mannose ou au fucose, est associée à de fortes capacités d’endocytose, ainsi qu’à une capacité 

de maturation des cellules dendritiques (Svajger et al., 2010). La langérine, quant à elle, 

permet l’endocytose de ligands mannosylés. Leur internalisation est associée à la formation 

de granules de Birbeck, qui sont tout à fait spécifiques de la langérine et des cellules de 

Langerhans (Chabrol et al., 2015; Valladeau et al., 2000).  Ces structures sont des sous-

domaines des compartiments d’endocytose et permettent la présentation des antigènes ainsi 

capturés par des voies non classiques de présentation (Mc Dermott et al., 2002). Si ces deux 

récepteurs sont capables de reconnaître des ligands de type sucrés, les mécanismes de cross-

présentation associés à chacun de ces récepteurs sont différents. Ainsi, certains ligands qui 

vont être reconnus à la fois par DC-SIGN et par la langérine, ne seront adressés vers la cross-

présentation que par l’un ou l’autre de ces récepteurs, en fonction de la longueur de leur 

glycosylation (Fehres et al., 2015). 

Toutes ces propriétés font des lectines de type C des cibles de choix pour une stratégie 

vaccinale visant à favoriser la capture et la présentation antigénique ainsi que l’induction 

d’une réponse immune optimale.   

 

2.3.4 Les DCs dans le contexte tumoral 

Différentes études se sont intéressées à la quantité et la qualité des DCs infiltrant la 

tumeur. Plusieurs de ces études montrent en particulier la corrélation entre le nombre de DCs 

infiltrantes et un pronostic favorable chez les patients atteints de cancer du pancréas 

(Yamamoto et al., 2012) et de cancer ovarien (Zhang et al., 2015b). Dans le cancer 



 

40 

 

 

bronchique, la présence de DCs matures au sein de la tumeur est aussi associée à un meilleur 

pronostic (Remark et al., 2016).  

Cependant, dans certains types de lymphomes, l’évolution défavorable de la maladie 

est associée à un plus grand nombre de DCs infiltrantes (Zhang et al., 2014). Dans ce contexte 

particulier, les cellules dendritiques sont caractérisées comme étant immatures, suggérant une 

altération phénotypique des DCs dans le contexte tumoral. 

Parallèlement, des altérations fonctionnelles et quantitatives des DCs circulantes ont 

aussi été observées dans différents types de cancers. Par exemple, une diminution du nombre 

de DCs myeloïdes circulantes a pu être observée dans plusieurs cancers dont le cancer du sein 

(Della Bella et al., 2003), le cancer métastatique de la prostate (Sciarra et al., 2007), le 

carcinome hépatique (Ormandy et al., 2006), les cancers de la tête et du cou (Sakakura et al., 

2006), la leucémie myéloïde chronique (Boissel et al., 2004), le myélome multiple (Ratta et 

al., 2002) et le cancer du pancréas (Yamamoto et al., 2012).  

Au niveau fonctionnel, une plus faible sécrétion d’IL12 par les mDCs a été relevée 

dans le cancer du sein (Della Bella et al., 2003) et dans le carcinome hépatique (Ormandy et 

al., 2006), tandis qu’une plus faible expression du CMH II a été relevée dans les cancers de la 

tête et du cou (Sakakura et al., 2006), mais aussi dans le myélome multiple, associée à la 

diminution des marqueurs CD80 et CD40 (Ratta et al., 2002). Enfin, l’expression du récepteur 

inhibiteur CD85k a été relevée sur les mDCs de patients atteints de cancer colorectal (Orsini 

et al., 2014). Pour le mélanome, les données publiées sont assez contradictoires, avec des 

études montrant une diminution des DCs circulantes, en particulier des pDCs (Failli et al., 

2013), une augmentation des mDCs (McCarter et al., 2007) ou bien une absence de différence 

avec les sujets sains (Charles et al., 2010). Ces études montrent cependant une variabilité des 

résultats en fonction du stade du mélanome, ce qui pourrait refléter l’évolution des 

populations de DCs au cours de l’histoire de la maladie.  

Dans un modèle murin de cancer de l’ovaire, par exemple, l’évolution de la maladie 

est corrélée au changement phénotypique des DCs vers un  profil de DCs tolérogène avec, en 

particulier, une diminution d’expression du CMH II, de CD40, et une surexpression de PDL-1 
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(Scarlett et al., 2012). De plus, la déplétion des DCs, qui accélère la progression de la maladie 

lorsqu’elle est réalisée à un stade précoce, entraine à l’inverse un retard de croissance 

tumorale lorsqu’elle est réalisée à un stade avancé. Dans deux autres modèles murins, les DCs 

circulantes, mais aussi celles présentes au niveau du ganglion drainant la tumeur montrent une 

surexpression des molécules de co-inhibition PDL-1 et PDL-2 (Idoyaga et al., 2007; 

McDonnell et al., 2010).  

Afin de comprendre cette polarisation des DCs vers un profil tolérogène, Liu et al. ont 

placé en coculture des cellules tumorales murines fraichement isolées et des DCs saines. Ils 

ont montré que les cellules tumorales sont capables d’induire chez les DCs une diminution 

d’expression du CMH II, ainsi qu’une sécrétion d’IL-10, de NO, de VEGF, et d’arginase I. De 

plus, les DCs ainsi cultivées sont incapables d’induire une prolifération de lymphocytes T 

(Liu et al., 2009).  

Des résultats similaires sont obtenus avec des cellules humaines en culture (Dumitriu 

et al., 2009). Ces données suggèrent que la tumeur est directement à l’origine de cette 

polarisation tolérogène des DCs d’autant plus que la tumeur secrète de nombreux facteurs 

solubles comme le VEGF (Gabrilovich et al., 1996), l’IL6, le G-CSF (Bharadwaj et al., 2007), 

le M-CSF (Menetrier-Caux et al., 1998) le TGF-β (Wang et al., 2013) et les gangliosides GD-

3 et GM-3 (Péguet-Navarro et al., 2003) qui inhibent la maturation des DCs, ainsi que la 

différenciation des monocytes et des précurseurs hématopoïétiques en DCs. 

Cependant, les cellules tumorales peuvent aussi sécréter des facteurs permettant 

l’activation des DCs. Plus particulièrement, certaines chimiothérapies induisent la sécrétion 

d’ATP par la tumeur, via des mécanismes d’apoptose (Martins et al., 2009), et cet ATP peut 

jouer un rôle activateur des DCs, via le récepteur P2Y2 (Boyd-Tressler et al., 2014). De plus, 

et comme détaillé précédemment, certaines lectines de type C peuvent reconnaître les cellules 

tumorales nécrotiques (Ahrens et al., 2012; Sancho and Reis e Sousa, 2013; Zhang et al., 

2012), facilitant ainsi la capture et la présentation des antigènes tumoraux. Les protéines de 

choc thermique, qui peuvent elles aussi être secrétées par les cellules tumorales, sont 
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reconnues par les TLR 2 et 4 présents à la surface des DCs et peuvent orienter le système 

immunitaire vers une réponse pro-inflammatoire (Chalmin et al., 2010; Shi et al., 2016).  

On voit ici que l’équilibre entre signaux activateurs et tolérogènes des DCs est 

particulièrement important dans le contexte tumoral, et qu’il est directement associé à la 

valeur pronostic des DCs. Comme toutes les cellules du microenvironnement tumoral, les 

DCs sont soumises aux facteurs solubles sécrétés par la tumeur, et la sécrétion de facteurs 

immunosuppresseurs, favorisant l’orientation tolérogène des DCs, peut faire partie des 

mécanismes d’échappement mis en place par la tumeur. Il est donc essentiel de contourner ces 

mécanismes d’échappement pour restaurer l’état de maturation des DCs, car cet état est un 

préalable nécessaire à toute tentative de restauration de la réponse adaptative antitumorale. 

Dans les chapitres suivants, j’aborderais donc les différents mécanismes d’échappement mis 

en place par les cellules tumorales, avant d’aborder les stratégies d’immunothérapies qui ont 

pu être élaborées pour les contourner. 

 

3. Mécanismes d’échappement tumoral 

3.1 Diminution de l’expression des molécules de CMH par les cellules tumorales 

L’absence partielle ou totale d’expression des molécules du CMH est un mécanisme 

fréquemment observé dans de nombreux types de cancers comme le mélanome ou le 

carcinome du côlon (Algarra et al., 1997). Différents mécanismes moléculaires peuvent être à 

l’origine de cette déficience, comme la dérégulation des composantes du protéasome telles 

que LMP-2 et LMP-7, des transporteurs peptidiques comme TAP1 et TAP2, ou bien même de 

la chaîne β2-microglobuline du CMH (Atkins et al., 2004; So et al., 2005). 

Cette absence d’expression conduit à une résistance aux mécanismes de cytotoxicité 

médiés par les lymphocytes T CD8, qui ont besoin du CMH I pour engager leur TCR. 

Cependant, la perte du CMH I conduit aussi à l’activation des cellules NK, par 

désengagement de leurs récepteurs inhibiteurs.  
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3.2 Résistance aux mécanismes cytotoxiques 

Plusieurs mécanismes de résistance tumorale aux fonctions cytotoxiques des CTLs et 

des cellules NK, impliquant particulièrement la voie perforine/granzyme et celle des 

récepteurs apoptotiques, ont été décrits à ce jour.  

L’interaction Fas/FasL par exemple se traduit par l’activation d’une cascade de 

caspases impliquant notamment la caspase 8. Certaines tumeurs expriment la protéine cFLIP, 

un inhibiteur de la caspase 8, les rendant ainsi résistantes à l’apoptose induite par Fas 

(Belharazem et al., 2015). Un autre mécanisme d’échappement consiste en la surexpression 

d’un inhibiteur de serine protéase PI-9, qui conduit au blocage de la voie perforine/granzyme 

(Medema et al., 2001). De plus, l’expression par la tumeur de protéines régulatrices du 

complément (CRPs), comme le CD46 (MCP), le CD55 (DAF), le CD35 (CR1) ou le CD59, 

lui confère une résistance aux mécanismes d’ADCC. L’expression de ces CRPs par les 

cellules tumorales est hautement variable, en fonction du type de cancer et de son origine 

histologique (Fishelson et al., 2003). Enfin, les cellules tumorales peuvent sécréter des ligands 

solubles du récepteur NKG2D, limitant ainsi l’activité cytotoxique des cellules NK (Morvan 

and Lanier, 2016).  

 3.3 Immunosuppression  

D’autres mécanismes d’échappement passent par une suppression active de la réponse 

immunitaire. 

3.3.1 Synthèse d’indoleamine 2,3 dioxygénase (IDO) 

L’indoleamine 2,3 dioxygénase (IDO) est produite par les cellules tumorales, dans de 

nombreux cancers comme les carcinomes hépatiques, les mélanomes, les cancers du col de 

l’utérus ou du poumon (Schalper et al., 2016; Uyttenhove et al., 2003). Le mécanisme 

d’action de cette enzyme repose sur une réduction locale de la concentration en tryptophane, 

due à sa conversion en kynurénine, et à la production de métabolites de tryptophane pro-

apoptotiques (Grohmann et al., 2003). Elle inhibe la prolifération et favorise l’apoptose des 
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lymphocytes T (Uyttenhove et al., 2003), elle limite l’activité cytotoxique des cellules NK 

(Morvan and Lanier, 2016) et altère la fonctionnalité des DCs, en limitant leur maturation 

(Hwang et al., 2005). 

3.3.2 Dérégulation des « immune checkpoints » 

Les immune checkpoints sont des récepteurs inhibiteurs naturellement exprimés à la 

surface des lymphocytes T. Ils jouent un rôle essentiel dans la régulation de la réponse 

immune et dans le maintien de la tolérance. Les immune checkpoints principalement étudiés 

sont les récepteurs CTLA-4 et PD-1. Le récepteur CTLA-4 est exprimé par les lymphocytes 

T, rapidement après leur activation. Il entre en compétition avec le récepteur activateur CD28 

pour se lier aux molécules de costimulation CD80 et CD86, et transmet un signal inhibiteur au 

lymphocyte T. Sa fonction biologique est d’éviter un emballement de la réponse T effectrice. 

Il est aussi exprimé constitutivement par les lymphocytes T régulateurs, et stimule leur 

fonction immunorégulatrice (McCoy and Le Gros, 1999).  De la même manière, PD-1 est 

exprimé par les lymphocytes T effecteurs rapidement après leur activation, ainsi que par les 

lymphocytes T régulateurs. Il reconnaît le ligand PDL-1 exprimé par les cellules 

présentatrices d’antigène et transmet un signal inhibiteur au lymphocyte (Pardoll, 2012). Le 

récepteur Tim-3 est lui aussi exprimé par les lymphocytes T. Il est associé à une fonction 

immunorégulatrice et son ligand est la galectin-9 (Anderson, 2014). Enfin, le récepteur 

inhibiteur TIGIT, nouvellement décrit, est exprimé à la surface des lymphocytes T activés, 

des Tregs et des cellules NK (Liu et al., 2016). 

Il a été montré que de nombreuses tumeurs expriment à leur surface le ligand PDL-1, 

dérégulant ainsi le mécanisme de maintien de la tolérance périphérique, et permettant 

l’échappement des cellules tumorales face au système immunitaire (Pardoll, 2012). La 

surexpression de PDL-1 par les cellules tumorales est associée à un microenvironnement 

plutôt immunosuppresseur et à un pronostic plus sombre dans différents cancers comme celui 

du pancréas (Birnbaum et al., 2016), de l’estomac (Tamura et al., 2015) ou dans le carcinome 

rénal (Thompson et al., 2004).  
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Parallèlement, la surexpression des récepteurs PD-1 et CTLA-4 par les lymphocytes 

du microenvironnement tumoral est aussi associée à un pronostic plus sombre dans de 

nombreux cancers (Deng et al., 2015; Fourcade et al., 2014; Gao et al., 2012; Kim et al., 

2013; Zhang et al., 2016; Liu et al., 2016). Des anticorps ciblant ces « immune checkpoints » 

représentent une évolution majeure dans le traitement des patients atteints de cancer, avec une 

grande efficacité clinique que je détaillerais dans la deuxième partie de mon introduction.  

Enfin, il semblerait que les tumeurs expriment la molécule FasL à leur surface, ce qui 

induit la mort par apoptose des LT spécifiques de la tumeur exprimant le récepteur Fas lors de 

leur interaction avec les cellules tumorales (Igney and Krammer, 2005). 

3.3.3 Sécrétion de cytokines immunosuppressives  

La composition cytokinique du microenvironnement tumoral joue un rôle essentiel 

dans l’échappement tumoral. En effet, les cellules malignes produisent de nombreuses 

cytokines et chimiokines comme l’IL6, l’IL10, l’IL13, le VEGF et le TGF-β. Ces molécules 

vont instaurer un contexte immunosuppresseur au sein du microenvironnement tumoral.  

Plus particulièrement, la maturation et la fonctionnalité des cellules dendritiques vont 

être altérées, notamment en orientant les DCs vers un profil tolérogène, avec une perte 

d’expression des récepteurs de co-stimulation CD80 et CD86, comme indiqué précédemment 

dans le chapitre dédié aux cellules dendritiques.  

Toutes ces cytokines immunosuppressives peuvent aussi inhiber l’activation et la 

prolifération des lymphocytes T effecteurs (Della Porta et al., 2005; Ghiringhelli et al., 2005; 

Ohm et al., 2003; Zitvogel et al., 2006). Le TGF-, par exemple, est reconnu par les 

lymphocytes T effecteurs via leur récepteur TGFIIR et induit une régulation des gènes 

médiant la fonction cytotoxique des T CD8, dont le granzyme A, le granzyme B, l’IFNγ et 

Fas ligand (Thomas and Massagué, 2005). Il inhibe aussi la voie MAP-K, assoicée à la 

signalisation du TCR (di Bari et al., 2009).  
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Les cytokines telles que l’IL10 et le TGF- jouent aussi un rôle dans la polarisation de 

la réponse T CD4 vers un profil Th2 au détriment du profil Th1 (Maeda and Shiraishi, 1996). 

La polarisation Th2 a été associée à des potentiels métastatiques plus importants et des 

pronostics plus sombres dans différents types de cancer comme le cancer du sein ou les 

cancers ORL (Gaur et al., 2014; Zhang et al., 2015a). 

Les cellules NK peuvent elles aussi être affectées par ce microenvironnement 

cytokinique et en particulier par le TGF-β qui induit une diminution d’expression de leurs 

récepteurs activateurs NKp30 et NKG2D (Castriconi et al., 2003; Lee et al., 2004; Morvan 

and Lanier, 2016).  

En plus d’inhiber directement les fonctions et/ou le recrutement des cellules 

immunitaires présentes au sein du microenvironnement tumoral, les cytokines 

immunorégulatrices sécrétées par la tumeur conduisent au recrutement de plusieurs autres 

populations régulatrices comme les Tregs, les TAMs ou les MDSCs, dont les effets pro-

tumoraux ont déjà été évoqués. Le CSF-1 par exemple, qui est exprimé dans plus de 70% des 

cancers du sein, induit le recrutement des TAMs, et est associé à un mauvais pronostic (Lin et 

al., 2002). De même, le VEGF induit le recrutement de TAMs (De Palma, 2012).  

3.3.4 Recrutement de cellules immunorégulatrices 

  3.3.4.1 Tregs 

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs), caractérisés par l’expression du facteur de 

transcription Foxp3, sont spécialisés dans le contrôle de la réponse immunitaire. Ils agissent 

sur les cellules effectrices en exprimant des molécules inhibitrices comme le récepteur 

CTLA4 et la Galectin-1, ainsi qu’en sécrétant diverses cytokines immunorégulatrices comme 

l’IL10 et le TGFβ, et en consommant préférentiellement l’IL2 (Shevach, 2009). 

Il est assez difficile d’associer l’infiltration de Tregs dans la tumeur à une valeur 

pronostique, car les études traitant de ce sujet sont contradictoires et dépendent du type de 

cancer (Fridman et al., 2012). Par exemple, les Tregs sont associés à un mauvais pronostic 

dans le cancer de l’ovaire (Curiel et al., 2004), le cancer du sein (Gobert et al., 2009) et le 
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cancer hépatique (Gao et al., 2007a) ; mais associés à un meilleur pronostic dans d’autres 

études portant sur le cancer de l’ovaire (Leffers et al., 2009), le cancer de la vessie (Winerdal 

et al., 2011), les cancers oropharyngés (Lukesova et al., 2014) et le cancer colorectal (Tosolini 

et al., 2011). 

Ces résultats contradictoires sont étonnants mais plusieurs pistes peuvent être 

proposées pour les expliquer : tout d’abord, il est important de noter que l’identification des 

Tregs peut parfois être rendue difficile par la présence de lymphocytes T activés, exprimant 

transitoirement le marqueur Foxp3. Ensuite, il est important de rappeler que l’inflammation 

chronique peut exercer une activité pro-tumorale. Dans ce cas, des Tregs pourraient, en 

diminuant cette inflammation, exercer un rôle anti-tumoral, aussi paradoxal que cela puisse 

paraître. Cette hypothèse expliquerait que les Tregs soient plutôt de bon pronostic dans les 

cancers muqueux, où l’inflammation est souvent très importante (Tanchot et al., 2013) 

Une étude réalisée dans un modèle murin de cancer du poumon rapporte que les 

structures lymphoïdes tertiaires (TLS) jouent un rôle important dans l’immunosuppression 

induite par les Tregs (Joshi et al., 2015). Les TLS sont des structures lymphoïdes présentant 

de fortes analogies structurales avec les organes lymphoïdes secondaires. Elles se forment à 

proximité de la tumeur, et dans le cancer du poumon, il a été montré que la densité des TLS 

était associée à une signature immunitaire intratumorale caractérisée par une infiltration 

massive de LT CD8+ et une expression coordonnée des gènes de l’immunité à médiation 

cellulaire. De plus, la forte infiltration de LT CD8+ dans les tumeurs bronchiques semble être 

corrélée à un pronostic de survie favorable, ceci uniquement lorsqu’elle est associée à la 

présence de TLS (Goc et al., 2014).  

Cependant Joshi et al. ont montré dans leur modèle murin que les Tregs jouent un rôle 

inhibiteur sur la réponse cytotoxique mis en place au niveau des TLS, en limitant la 

présentation par les DCs et la prolifération des lymphocytes T CD8. Ainsi, cibler les Tregs au 

sein des TLS pour en inhiber les mécanismes immunosuppresseurs, pourrait être un moyen 

d’orienter la réponse immune vers une réponse cytotoxique. 
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  3.3.4.2 Macrophages 

Dans le contexte tumoral, les macrophages (tumor infiltrating macrophages ou TAMs) 

ont un profil fortement immunosuppresseur. Ils sécrètent de nombreuses cytokines comme 

l’IL10 et le TGF-β et des chimiokines comme CCL2, CCL5, CCL22 et CCL20 (Guo et al., 

2016), ayant pour conséquence d’induire et de recruter des Tregs. Par ailleurs, CCL2 induit le 

recrutement de monocytes inflammatoires qui, en relarguant du VEGF, vont promouvoir les 

métastases tel qu’observé dans le cancer du sein (Qian et al., 2011). Parallèlement, les TAMs 

facilitent la survie des cellules tumorales lors de leur migration vers les poumons (Chen et al., 

2011). Enfin, ils participent à la mise en place de la transition épithélio-mésenchymateuse, 

favorisant ainsi les métastases comme observé dans le carcinome hépatique (Gupta et al., 

2014) et dans le cancer du pancréas (Liu et al., 2013). Les TAMs jouent aussi un rôle pro-

lymphangiogénique pro-angiogénique, en particulier par l’expression de VEGF, ce qui 

constitue un facteur de risque supplémentaire pour l’apparition de métastases (Guo et al., 

2016). 

Il a d’ailleurs été montré que l’infiltration de la tumeur par les TAMs est associée à un 

moins bon pronostic et/ou à un risque accru de métastases dans de nombreux cancers comme 

le cancer du sein (Gwak et al., 2015), de la prostate (Hu et al., 2015), de la vessie (Takayama 

et al., 2009), du poumon à petites cellules (Li et al., 2015) et de la cavité orale (Wang et al., 

2014). 

Enfin, leur présence est aussi corrélée à une plus faible réponse aux traitements 

classiques que sont la chimiothérapie et la radiothérapie (Guo et al., 2016). 

 

  3.3.4.3 Cellules myéloïdes suppressives (MDSCs) 

Les MDSCs sont des cellules myeloïdes immatures de diverses natures, 

essentiellement des granulocytes, monocytes et cellules dendritiques immatures, exerçant une 

activité immunosuppressive. Elles sont caractérisées, chez l’Homme, par l’expression 
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conjointe de CD11b, CD15 et CD33, ainsi que par une absence d’expression du CMHII, et 

une activation du facteur de transcription STAT3 (Hargadon, 2013). 

Leur activité immunosuppressive est principalement médiée par deux enzymes : 

l’oxyde nitrique synthase et l’arginase, qui sont connues pour altérer la fonctionnalité des 

lymphocytes T. Plus précisément, l’action combinée de ces deux enzymes inhibe la traduction 

de la chaîne ξ du CD3, la synthèse d’IL2 et favorise l’apoptose des lymphocytes T. De plus, 

les MDSCs sécrètent diverses cytokines immunosuppressives qui participent au recrutement 

des Tregs (Bronte and Zanovello, 2005). 

Différentes études ont montré que la présence de MDSCs au sein du 

microenvironnement tumoral, des ganglions drainants la tumeur, ou même dans le sang 

périphérique, était associé à un mauvais pronostic (Diaz-Montero et al., 2009; Vasquez-

Dunddel et al., 2013). 
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Troisième partie : Immunothérapies antitumorales 

Les immunothérapies antitumorales ont pour but d’éliminer activement les cellules 

tumorales via les mécanismes immunitaires décrits dans le chapitre précédent. Plus 

précisément, les immunothérapies peuvent agir de deux manières : elles peuvent, d’une part, 

activer ou restaurer les mécanismes effecteurs anti-tumoraux comme l’immunité à médiation 

cellulaire ; et, d’autre part, contrer les signaux inhibiteurs permettant l’échappement tumoral. 

Les immunothérapies ne sont pas exclusives entre elles et peuvent agir en synergie. De 

nombreux essais cliniques combinant différentes immunothérapies sont actuellement en court 

et l’étude de ces combinaisons est d’ailleurs un champ de recherche particulièrement 

dynamique (Kunii et al., 2009). 

1. Immunothérapies non spécifiques 

1.1 Cytokines  

L’injection de cytokines est une immunothérapie passive non spécifique dont le but est 

de stimuler la réponse préexistante, et de favoriser la mise en place d’une éventuelle réponse 

spécifique.  

 Les thérapies par injection d’IL2 ont été mises au point dès les années 1990, où elles 

ont montré des capacités à activer les réponses Th1 et NK, ainsi que la sécrétion d’IL12 

(Nishimura et al., 1986). Des résultats cliniques modestes ont été montrés dans le mélanome 

et le carcinome rénal (Alva et al., 2016; Gill et al., 2016), et l’IL2 est aujourd’hui indiquée 

dans la prise en charge de l’adénocarcinome rénal métastatique. La principale critique de 

l’immunothérapie par IL2 est le risque de favoriser la prolifération des Tregs (Saadoun et al., 

2011), ainsi que la toxicité cardiovasculaire induite (Lissoni, 2016). En effet, si l’IL2 est, à 

forte dose, un facteur de croissance essentiel à l’activation T, elle exerce une fonction 

immunorégulatrice en activant préférentiellement les Tregs lorsqu’elle est présente à faible 

dose (Waldmann, 2015). 
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Le TNFα est quant à lui indiqué dans le sarcome des tissus mous de membres, où il 

exerce une activité anti-angiogénique en induisant l’apoptose des cellules endothéliales 

associées à la tumeur (Rüegg et al., 1998). De plus, il augmente la perméabilité de la 

vascularisation tumorale, permettant l’accumulation au sein de la tumeur des molécules 

thérapeutiques telles que la chimiothérapie (Folli et al., 1993; van der Veen et al., 2000). 

Enfin, l’IFNα est indiqué dans différents cancers dont les leucémies, lymphomes 

folliculaires et myélome multiple, où il est principalement utilisé comme traitement adjuvant. 

Son efficacité reste cependant assez modeste (Lee and Margolin, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’autres cytokines, comme l’IFNγ, le GM-CSF, le FLT-3 ligand et l’IL12 sont des 

outils thérapeutiques potentiels, de par leur nature immunoactivatrice. Le FLT-3 ligand a 

montré une efficacité thérapeutique (Lynch et al., 1997) dans un modèle préclinique, et l’IL12 

a été testée dans les carcinomes de la tête et du cou, où elle a permis d’orienter la réponse 

immune locale vers un profil Th1 (van Herpen et al., 2004). 

Cytokine Nom commercial Indication 

IL2 PROLEUKIN adénocarcinome rénal métastatique 

TNFα BEROMUN sarcome tissus mous des membres 

IFNα2b INTRONA 
leucémie à tricholeucocytes; leucémie myéloïde 

chronique; myélome multiple; lymphomes 
folliculaires; tumeurs carcinoïdes; mélanome malin 

IFNα2a ROFERON 

leucémie à tricholeucocytes; leucémie myéloïde 
chronique; lymphome cutané T; lymphomes 
folliculaires non-hodgkinien; cancer du rein; 

mélanome malin stade II 

Tableau. 2 : Autorisations de mise sur le marché (AMM) accordées pour des traitements 

cytokiniques. 3 cytokines font l’objet de traitement approuvés, il s’agit de l’IL2, du TNFα et de 

l’IFNα. 
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1.2 Agonistes de TLR & Adjuvants      

Basés sur la même démarche d’immuno-stimulation non spécifique que les cytokines, 

les agonistes de TLR sont une immunothérapie active, qui induit une reconnaissance de 

signaux de dangers par les cellules de l’immunité innée, et peut aider à réorienter le système 

immunitaire vers une élimination des cellules tumorales.  

Différentes stratégies d’immunothérapies utilisent des agonistes de TLR seuls ou 

combinés avec d’autres approches thérapeutiques (Vacchelli et al., 2013).  

Le CpG oligodésoxynucléotide (CpG-ODN), par exemple, est un agoniste du TLR 9 

qui a montré une efficacité clinique dans le glioblastome (Carpentier et al., 2010). 

L’imiquimod, un agoniste du TLR 7, montre une efficacité clinique dans les carcinomes 

basocellulaires superficiels de l’adulte (Bath-Hextall et al., 2014) et permet de réduire le 

risque de métastases cutanées dans le cancer du sein (Adams et al., 2012). D’autres travaux 

ont montré que le GLA-SE, un agoniste du TLR4, limitait le risque de métastases chez la 

souris et le rat (Matzner et al., 2016).  

L’efficacité de ces stratégies d’immunostimulation non spécifique reste relativement 

modeste. Cela peut s’expliquer par le fait que le microenvironnement des cancers de stade 

avancés est souvent fortement orienté vers l’immunosuppression, et qu’une application 

d’adjuvant ou l’injection d’une cytokine immunoactivatrice n’est pas suffisante pour inverser 

cette polarisation.  

De plus, il a récemment été montré que les cellules tumorales exprimaient elles aussi 

certains TLR. En particulier, les TLR2, 4 et 9 sont exprimées dans le cancer du pancréas, et 

leur activation est associée à plus forte prolifération tumorale, ainsi qu’une activation de la 

signalisation VEGF (Grimmig et al., 2016).  
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1.3 Anticorps monoclonaux  

1.3.1 Principes de conception des anticorps monoclonaux 

Ces anticorps, comme toutes les immunoglobulines, sont constitués d’une partie 

variable (V) et d’une partie constante (C). Les séquences d’acides aminés responsables de la 

reconnaissance de l’antigène sont les séquences hautement variables CDR, comprises dans la 

partie variable (V), comme indiqué sur le schéma (figure 8).  

Les toutes premières tentatives d’injection de anticorps murins dirigés contre un 

antigène humain se sont vite confrontées à la neutralisation de ces anticorps par le système 

immunitaire du patient, due à la reconnaissance des motifs murins. Pour surmonter cet écueil, 

les anticorps chimériques ont été mis au point, comprenant une région constante humaine 

avec une région variable murine. Avec cette technique, la fréquence d’induction d’une 

réponse anti-anticorps était considérablement diminuée.  

Pour diminuer encore l’immunogénicité des anticorps chimériques, les anticorps 

humanisés ont été développés. Dans les anticorps humanisés, toutes les séquences d’acides 

aminés provenant de la souris sont remplacées par des séquences humaines, à l’exception des 

CDR responsables de la formation de l’antigène. Aujourd’hui, l’utilisation de souris 

transgéniques a permis l’élaboration d’anticorps entièrement humains, empêchant ainsi tout 

risque de réponse contre l’anticorps lui-même (Figure 8). 

  

 

 

 

 

Figure 8 : Structure des différentes immunoglobulines de synthèses. Les anticorps 

monoclonaux peuvent être chimériques (–ximab), humanisés (–zumab) ou humains (–umab) selon 

l’origine de leurs différentes chaînes. Les chaînes murines sont représentées ici en bleu, et les 

chaînes humaines en rouge. 

anticorps chimérique  anticorps humanisé    anticorps humain 

-ximab        -zumab          -umab 
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Les anticorps monoclonaux peuvent être utilisés de deux manières : ils peuvent 

directement cibler les cellules néoplasiques et induire des mécanises cytotoxiques, ou bien 

inhiber les mécanismes d’échappement mis en place par la tumeur et jouer un rôle 

immunomodulateur.  

1.3.2 Anticorps monoclonaux ciblant des cellules tumorales 

Historiquement, ce sont d’abord les anticorps ciblant les cellules tumorales qui ont été 

mis au point. Ces anticorps sont spécifiques d’un antigène tumoral donné, et possèdent des 

mécanismes d’actions variés, dépendant de l’antigène ciblé. De manière générale, le but est de 

bloquer un récepteur naturellement exprimé par la tumeur afin de limiter le métabolisme des 

cellules tumorales, et donc leur croissance. Dans certains cas, ils peuvent aussi induire des 

mécanismes de lyse des cellules tumorales, par ADCC.  

Le rituximab, premier anticorps mis sur le marché aux USA, est une IgG1 ciblant le 

CD20, qui est un marqueur spécifique des lymphocytes B. Son mécanisme d’action repose sur 

la lyse des lymphocytes B malins par ADCC, via le complément ou par induction d’apoptose. 

Il est indiqué pour les lymphomes et leucémies B où il montre de très bons résultats 

thérapeutiques (Prica et al.).  

De la même manière, le trastuzumab permet la reconnaissance de récepteur Her-2. 

Her-2 est surexprimé dans près de 15% des cancers du sein, et son action est bloquée par la 

fixation de l’anticorps, inhibant ainsi le métabolisme des cellules tumorales. Il est indiqué 

dans le cancer du sein Her-2 positif où il montre de très bons résultats thérapeutiques (Yeo et 

al., 2015).  

D’autres anticorps ont suivi comme ceux dirigés contre le récepteur à l’EGF 

(cetuximab, panitumumab), dont l’expression par la tumeur lui permet d’augmenter ses 

capacités de prolifération. La voie de signalisation associée au récepteur est ainsi perturbée et 

la croissance de la tumeur est inhibée. Ces anticorps sont indiqués dans certains cancers 

colorectaux où l’EGF est largement surexprimé (Seymour et al., 2013; Spano, 2005), ainsi 

que des carcinomes de la tête et du cou.  
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Enfin, l’anticorps anti-VEGF (bevacizumab) permet de neutraliser le VEGF, facteur 

clé de la vasculogenèse et de l'angiogenèse. Ces mécanismes étant essentiels au 

développement des tumeurs, leur inhibition permet donc de très bons résultats thérapeutiques. 

Il est indiqué dans différents cancers comme les cancers colorectaux et bronchiques. 

1.3.3 Anticorps monoclonaux immunomodulateurs ou « inhibiteurs de 

checkpoints » 

Dans un second temps, les anticorps immunomodulateurs ont été mis au point. Leur 

but est de cibler les points de contrôle immunitaires qui sont, comme décrit précédemment, 

dérégulés au sein du microenvironnement tumoral ; ils possèdent différents mécanismes 

d’action selon leur molécule cible et leur isotype. De manière générale, leur rôle est de 

bloquer les récepteurs inhibiteurs des lymphocytes ou leurs ligands. Leur développement 

constitue une véritable révolution dans la prise en charge des patients atteints de cancer. 

L’anticorps anti-CTLA-4 (ipilimumab) est le premier inhibiteur de checkpoint ayant 

montré une efficacité clinique dans le mélanome (Hodi et al., 2010). Il permet l’inactivation 

du récepteur inhibiteur CTLA-4 présent à la surface des LT effecteurs. Son efficacité clinique 

est malheureusement associée à des effets secondaires de type auto-immun assez importants, 

probablement dus à l’expression ubiquitaire de CTLA-4 (Yang et al., 2007). 

Les anticorps ciblant l’axe PD-1/PD-L1 montrent eux aussi d’excellents résultats 

thérapeutiques dans différents types de cancer.  

En particulier, des anticorps anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) et anti-PD-L1 

(atezolizumab, durvalumab) sont aujourd'hui indiqués pour la prise en charge en situation 

métastatique des mélanomes (Robert et al., 2015), des cancers bronchiques (Borghaei et al., 

2015), de carcinomes à cellules rénales et de certains lymphomes (Ansell et al., 2015). 

D’autres cibles thérapeutiques sont étudiées à l’heure actuelle comme le récepteur 

activateur OX40 pour lequel l’utilisation d’un anticorps agoniste en essai de phase I montre 

une efficacité clinique dans plusieurs cancers solides métastatiques (Curti et al., 2013) ; le 
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récepteur au TNF CD137 pour lequel l’utilisation d’un anticorps agoniste (urelumab) est en 

cours d’évaluation clinique (Segal et al., 2016) ; ou le récepteur inhibiteur des cellules NK 

(KIR) pour lequel un anticorps antagoniste (lirilumab) montre une efficacité préclinique dans 

un modèle de lymphome murin (Kohrt et al., 2014). Très récemment, le lirilumab a montré 

une efficacité clinique de près de 25% dans les carcinomes de la tête et du cou dans le cadre 

d’un essai de phase I/II où il était associé au nivolumab (SITC Communication, 2016).  

 

1.4 Thérapies cellulaires 

Si les inhibiteurs de checkpoints permettent de moduler la réponse immune 

préexistante en contrant l’immunosuppression du contexte tumoral, ils ne permettent pour 

autant pas la mise en place d’une réponse spécifique contre la tumeur.  

Le principe des thérapies par transfert adoptif autologue est justement, de cultiver ex 

vivo les lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) du patient afin de les amplifier et de stimuler 

leur activité antitumorale, avant de les réinjecter au patient. Le but de cette stratégie 

thérapeutique est donc d’exploiter la spécificité naturelle des TILs, tout en potentialisant leur 

efficacité. Les approches classiques d’amplification et d’activation des lymphocytes sont 

basées sur une culture dans un milieu enrichi en IL2, et ont montré une bonne efficacité dans 

le mélanome métastatique (Besser et al., 2013; Rosenberg et al., 2011) et le carcinome rénal 

métastatique (Figlin et al., 1997).  

Les cellules NK ont elles aussi fait l’objet de thérapies cellulaires, avec la réinjection 

de cellules NK autologues, qui n’ont cependant pas montré d’efficacité dans le cadre d’essais 

de phase I menés dans le cancer colorectal, le mélanome métastatique ou le carcinome rénal. 

Dans ce contexte, les cellules NK réinjectées présentaient un profil peu activé, avec un faible 

niveau d’expression de NKG2D (Krause et al., 2004; Parkhurst et al., 2011), ce qui peut 

expliquer l’absence d’efficacité clinique. D’autres équipes ont donc cherché à injecter des NK 

allogéniques haploidentiques, associées à des chimiothérapies lymphodéplétives. Même si la 

sécurité de cette stratégie a été validée dans le cadre de plusieurs essais de phase I/II (Geller et 
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al., 2011; Iliopoulou et al., 2010) les patients ainsi traités montrent un degré de chimérisme 

NK, malgré la lymphodéplétion, et l’efficacité thérapeutique n’est pas clairement démontrée. 

 

1.5 CAR-T-cells 

Afin d’améliorer l’efficacité des thérapies cellulaires basées sur les TILs, une nouvelle 

approche a été mise au point, basée sur des modifications génétiques permettant l’expression 

par les lymphocytes de récepteurs antigéniques chimériques (CARs). Ces récepteurs sont 

constitués pour leur domaine extracellulaire d’un anticorps dirigé contre un antigène tumoral, 

couplé à la chaine  du domaine intracellulaire du TCR, qui en s’associant à la protéine 

ZAP70, permet l’induction d’un signal activateur.  

Cette approche a montré une très bonne efficacité clinique dans le lymphome non 

hodgkinien, la leucémie lymphoïde chronique et la leucémie lymphoblastique aïgue, où elle 

représente une avancée thérapeutique majeure (Kochenderfer et al., 2015).  

Dans les tumeurs solides cependant, ils sont souvent associés à une cardiotoxicité 

résultante d’une cross-réactivité auto-immune des TCR modifiés (Linette et al., 2013), du au 

fait que les antigènes cibles sont moins spécifiques que ceux associés aux cancers 

hématologiques. Récemment cependant, une étude de cas a montré une réponse complète 

chez un patient atteint de glioblastome et traité avec des CAR-T-cells dirigés contre le 

récepteur à l’IL13, sans cardiotoxicité majeure.  

Pour améliorer la stratégie des CAR-T-cells dans les tumeurs solides, Roybal et al. ont 

mis au point des lymphocytes transgéniques exprimant deux CARs différents, chacun 

spécifique d’un antigène donné. Les lymphocytes T ainsi modifiés ne peuvent s’activer de 

manière complète que face à une cellule cible présentant les deux antigènes à sa surface. Ce 

système permet une très bonne discrimination des cellules tumorales et induit, dans le modèle 

murin, une excellente efficacité thérapeutique (Roybal et al., 2016). 
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 Malheureusement, toutes ces stratégies de transfert adoptif restent lourdes à mettre en 

place, en particulier à cause des étapes de culture cellulaire. En effet, les cellules de chaque 

patient doivent être isolées, cultivées, amplifiées voire modifiées génétiquement avant d’être 

prêtes à être réinjectées au patient. Ces différentes étapes, en plus d’être coûteuses, 

représentent des délais assez longs, affectant directement la prise en charge des patients.  

2. Vaccination thérapeutique  

Un autre moyen de stimuler la réponse immune spécifique des antigènes tumoraux, 

repose sur la vaccination thérapeutique. La vaccination thérapeutique a en effet pour but 

d’induire in vivo une réponse cytotoxique spécifiquement dirigée contre la tumeur, et ne 

présente pas les contraintes techniques de production cellulaire préalablement abordées. De 

plus, les préparations vaccinales présentent généralement de bonnes facilités de synthèse et de 

stockage, ce qui permet de s’adapter à une prise en charge rapide des patients. Ainsi, la 

vaccination thérapeutique représente une voie particulièrement intéressante pour la mise en 

place d’immunothérapies immuno-activatrices, utilisables à grande échelle. C’est cette voie 

que je vais développer à présent. 

2.1 Choix de l’antigène  

Comme je l’ai abordé précédemment, les antigènes tumoraux peuvent être classés en 

deux grandes catégories : les antigènes associés aux tumeurs (TAA), qui sont des protéines du 

soi, et les antigènes spécifiques des tumeurs (TSA) qui sont, pour leur part, absents des 

cellules non malignes. 

Les lymphocytes T spécifiques des TAA étant spécifiques du soi, ils ont 

théoriquement un TCR de faible affinité, car les TCR de forte affinité sont éliminés au cours 

de la sélection thymique négative. Pour ces raisons, il semble difficile de cibler les TAA dans 

le cadre d’immunothérapies car, en plus de présenter un risque de toxicité auto-immune 

important, la valeur thérapeutique des lymphocytes T possédant un TCR de faible affinité est 

incertaine (Blankenstein et al., 2012). 
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Les TSA, par contre, présentent une très bonne spécificité tumorale, un potentiel 

immunogène beaucoup plus élevé et un risque de toxicité auto-immune beaucoup plus faible 

que les antigènes précédemment décrits. Leur utilisation dans le cadre d’immunothérapies 

semble donc plus appropriée. 

Parmi les nombreux TAA déjà identifiés et décrits dans un chapitre précédant, il est 

important de remarquer que les antigènes de différenciation et les protéines surexprimées sont 

mal adaptés à une stratégie vaccinale, car ils sont souvent peu immunogènes et associés à un 

risque élevé de toxicité auto-immune de par cette faible spécificité.  

Parmis les TSA, les néoantigènes sont cibles pertinentes car, en plus d’être hautement 

spécifiques, ils sont souvent issus de protéines essentielles au métabolisme des tumeurs, et 

donc moins concernées par les mécanismes d’échappement tumoral par perte d’expression 

(loss variants antigens) (So et al., 2005). Plus spécifiquement, les néoantigènes issus du 

séquençage comparatif, et caractérisés pour chaque patient, possèdent un haut degré de 

spécificité (Wang and Wang, 2017). De plus, leur expression par la tumeur et leur 

immunogénicité est validée au moment de la caractérisation (Cohen et al., 2015a), ce qui fait 

aussi d’eux d’excellents antigènes candidats. Deux essais cliniques de phase I sont en cours, 

afin de tester une vaccination personnalisée chez des patientes atteints de cancer du sein triple 

négatif. Après le diagnostic, une biopsie est réalisée afin de caractériser les néoantigènes de 

chaque patiente, puis la patiente est orientée vers les thérapies conventionnelles 

(chimiothérapie et chirurgie). Pendant les semaines de traitement, le vaccin personnalisé est 

élaboré soit sous forme d’ADN (NCT02348320), soit sous forme d’un long peptide 

(NCT02427581) (Zhang et al.). A l’issue du traitement conventionnel, le vaccin est 

administré aux patientes, dans le but de limiter les rechutes qui sont très fréquentes pour ce 

cancer. Ce type de stratégie est très prometteur mais représente un coût extrêmement 

important car le vaccin doit être mis au point pour chaque patient, et n’est donc pas 

envisageable à une très large échelle. Etant donné le délai de mise au point, cette stratégie ne 

peut pas être proposée en première ligne, mais peut par contre parfaitement s’associer aux 

thérapies conventionnelles, comme immunothérapie d’entretien.  
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Les antigènes viraux sont eux aussi très spécifiques de la tumeur, et, même si leur 

fonction n’est pas toujours nécessaire au métabolisme des tumeurs, on retrouve leur 

expression chez de nombreux patients atteints de cancers, ce qui permet d’élaborer des 

formules vaccinales administrables à une plus large population. Les onco-protéines E6 et E7 

d’HPV16, par exemple, sont exprimées par tous les cancers induits par l’HPV16. De plus, 

leur immunogénicité a été validée dans plusieurs essais de vaccination peptidique (Vici et al., 

2016). Le virus HPV est responsable de près d’un tiers des cancers viro-induits, en particulier 

les cancers du col de l’utérus et les cancers ORL viro-induits. Son rôle dans la carcinogenèse 

est médié par les onco-protéines E6 et E7 qui agissent sur les dégradations respectives du 

facteur de transcription p53 et de la protéine suppressive de tumeur pRb (Chung and Gillison, 

2009). 

2.2 Vaccination cellulaire 

Comme je l’ai déjà développé dans le chapitre dédié, les DCs représentent la 

population centrale dans la mise en place de la réponse immune, et sont donc des cibles 

particulièrement intéressantes dans le cadre des stratégies de vaccination thérapeutique. 

Permettre la présentation par ces dernières de l’antigène d’intérêt, c’est s’assurer de la mise en 

place d’une réponse immune optimale faisant intervenir à la fois les lymphocytes T CD4 et 

CD8 spécifiques de l’antigène cible.  

C’est pour s’appuyer sur ces propriétés des DCs que plusieurs stratégies ont consister 

à réaliser des transferts adoptifs de DCs préalablement chargées avec un ou des antigènes 

tumoraux. 

Ces thérapies cellulaires, ou vaccins cellulaires, reposent sur la culture ex vivo de 

précurseurs de DCs, directement isolés à partir du sang du patient, puis cultivés de manière à 

obtenir des DCs fonctionnelles. Ces DCs sont ensuite induites à la maturation et chargées 

avec des peptides antigéniques, avant d’être réinjectées au patient. Les DCs obtenues ex vivo 

peuvent être générées à partir de deux populations cellulaires cultivées avec différentes 

cytokines et facteurs de croissance : les monocytes CD14+ (Nair et al., 2012) ; ou les cellules 

souches hématopoïétiques CD34+ (Ratta et al., 1998).  
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Chez des sujets sains, une seule injection de DCs chargées suffit pour induire une 

rapide prolifération de lymphocytes T spécifiques (Dhodapkar et al., 2014), là où l’injection 

d’un peptide seul ne permet pas ce genre de réponse. Dans le contexte clinique, la stratégie de 

vaccination par cellules dendritiques dérivées de monocytes a montré son efficacité dans 

différents cancers comme le mélanome métastatique, le neuroblastome, le sarcome et le 

lymphome (Abediankenari et al., 2013; Bol et al., 2014; Krishnadas et al., 2015; Wilgenhof et 

al., 2011).  

Un seul vaccin de ce type a pu obtenir une autorisation de mise sur le marché, il s’agit 

du Sipuleucel-T, indiqué aux Etats-Unis depuis 2011 dans le cancer de la prostate où il 

montre une augmentation de la survie moyenne, sans effet sur l’évolution clinique (Graff and 

Chamberlain, 2015). Il a depuis fait l’objet de nombreuses critiques méthodologiques (Huber 

et al., 2012). 7 essais cliniques de phase III en cours (NCT02546102, NCT02111577, 

NCT01983748, NCT02993315, NCT02503150, NCT01582672, NCT00045968) dans 

plusieurs cancers comme le mélanome, le glioblastome, le cancer colorectal, rénal ou celui de 

la prostate. 

Cependant, la vaccination cellulaire n’en reste pas moins une technique lourde, 

coûteuse et difficile à standardiser, de par l’étape indispensable que représente la culture 

cellulaire, là où la vaccination cherchait justement à s’affranchir de toutes ces contraintes. 

Pour surmonter ces écueils, il a été proposé de délivrer l’antigène aux DCs directement in 

vivo, via des vecteurs qui peuvent être synthétiques ou dérivés de micro-organismes.  

2.3 Vaccins non cellulaires 

Parmi les nombreuses formulations vaccinales qui peuvent exister, la stratégie de 

vaccination thérapeutique doit reposer sur une formulation capable de correctement cibler et 

activer les DCs.  Un vaccin qui n’est pas capable de correctement activer les DCs n’a en effet 

que peu de chances d’induire une réponse efficace, même avec un antigène spécifique et 

immunogénique. Dans le contexte tumoral, il est d’autant plus important d’apporter aux DCs 

des signaux de maturation, que ces dernières sont déjà souvent orientées vers un profil 

tolérogène.  
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2.3.1 Vaccins peptidiques 

La vaccination peptidique a consisté en l’une des premières stratégies de vaccination 

thérapeutique. Le choix du peptide antigénique qui sera administré en tant que vaccin prête à 

de nombreuses considérations.  

Ainsi, les peptides peuvent être de différentes tailles, ce qui impacte directement la 

manière dont ils vont être présentés. L’injection de peptides imunodominants courts (9 acides 

aminés) leur permet de se lier directement sur le CMHI des cellules présentatrices d’antigène, 

sans aucune nécessité d’être endocyté et présenté par les voies habituelles de présentation et 

de cross-présentation. Cela a pour avantage de favoriser la reconnaissance du peptide 

antigénique par le TCR des lymphocytes T CD8 cytotoxiques. Cependant, ceci implique aussi 

que les peptides ne vont pas activer la maturation des cellules dendritiques, et qu’ils peuvent 

même se fixer sur les CMHI des cellules avoisinantes, risquant ainsi d’induire une réponse 

tolérogène. Des peptides plus longs ont donc été développé, dans le but de limiter d’une part 

leur dégradation par les endo- et les exopeptidases, et de favoriser d’autre part leur endocytose 

par les DCs et donc leur présentation par les voies classiques (Slingluff, 2011). 

L’inconvénient majeur de cette stratégie de peptide unique, qu’il soit court ou long réside 

dans la restriction HLA qui lui est associée. Ainsi, un peptide donné ne pour être administré 

qu’aux seuls patients présentant un HLA pour lequel le peptide est restreint. 

D’autres stratégies ont consisté à administrer plusieurs peptides de différentes natures, 

immunodominants ou non, avec par exemple, des restrictions HLA différentes mais aussi des 

antigènes différents, permettant d’induire une réponse polyclonale et variée. Ces stratégies de 

peptides multiples, cependant, posent la question de la compétition entre les peptides pour la 

présentation par les DCs (Slingluff, 2011).  

Quasiment systématiquement associés aux vaccins peptidiques, les adjuvants sont des 

composés permettant d’augmenter ou de potentialiser l’immunogénicité d’un antigène. Ils 

sont nécessaires pour l’induction d’une réponse vaccinale optimale et pérenne. Les adjuvants 

peuvent être classés en deux grandes catégories : les carriers qui n’ont pas d’activité 

immunogénique mais qui potentialisent l’immunogénicité intrinsèque des antigènes en les 
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transportant jusqu’aux cellules immunitaires ; et les adjuvants immunostimulateurs qui vont 

eux-mêmes activer les récepteurs de l’immunité innée.  

Parmi les adjuvants carriers on trouve les liposomes neutres et les microsphères, alors 

que les adjuvants immunostimulateurs peuvent être des ligands de TLR, de CLR ou de NLR 

ainsi que des saponines (Guy, 2007).  

Du fait du très grand nombre d’adjuvants qui peuvent être exploités, il est essentiel de 

déterminer la combinaison optimale qui permet d’activer au mieux les récepteurs de 

l’immunité innée et d’orienter les DCs vers la maturation, sans pour autant risquer de 

déclencher des effets indésirables de type auto-immuns, ou bien d’amplifier les effets 

délétères de l’inflammation chronique qui est souvent associée aux tumeurs. De manière 

générale, l’efficacité de ces combinaisons est testée de manière empirique sur les modèles 

murins (O’Hagan and Fox, 2015).   

Les vaccinations peptidiques MAGE-A3 et MUC1, par exemple, ont été développées 

respectivement dans des modèles de cancer du poumon et de mélanome. Elles consistent en 

l’injection du peptide MAGE-A3 ou MUC1 couplés à différentes associations d’adjuvants 

immunostimulateurs. Ces stratégies ont permis l’obtention de réponses T et B spécifiques, 

ainsi qu’une diminution significative des tailles tumorales (Gérard et al., 2014; Lu et al., 

2015).  

78 essais cliniques sont actuellement en cours (https://clinicaltrials.gov ; peptide 

vaccine cancer). Malheureusement, les résultats qui ont été rapportés dans différents cancers 

comme le mélanome, le lymphome et différents carcinomes (Aranda et al., 2013; Pol et al., 

2015; Vacchelli et al., 2012) ne sont pas concluants.  

Sur ce même principe vaccinal, d’autres composés ont pu être étudiés comme l’α-

GalCer qui a été testé dans la cadre d’un essai de phase I. L’α-GalCer est un antigène 

glyoclipidique reconnu par les cellules NKT, comme abordé précédemment. Il a été injecté 

sous forme libre ou pré-chargé sur des cellules dendritiques (DCs) matures. Les résultats de 

ces études ont montré une augmentation du nombre de NKT ainsi qu’une promotion de la 

https://clinicaltrials.gov/
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réponse inflammatoire antitumorale, permettant une stabilisation de la maladie chez plusieurs 

patients atteints de tumeurs solides comme des carcinomes ou des myélomes. (Chang et al., 

2005; Giaccone et al., 2002; Ishikawa et al., 2005; Kunii et al., 2009) 

2.3.2 Vaccins nucléiques 

Une autre stratégie vaccinale consiste en l’injection d’acides nucléiques codants pour 

l’antigène. Dans le cas de la vaccination ADN, le plasmide portant le gène codant pour 

l’antigène tumoral est injecté au patient en association avec un procédé permettant la capture 

de l’ADN par les cellules (gene-gun, électroporation ou réactif de transfection). L’antigène est 

ensuite exprimé par les cellules transfectées, qui peuvent être des cellules présentatrices 

d’antigènes mais aussi des cellules épithéliales ou musculaires, selon la route d’injection du 

vaccin. Cette stratégie permet l’induction d’une réponse immune spécifique chez l’animal 

dans de nombreux modèles (Bloy et al., 2015; Ulmer et al., 1993). Dans le cancer cervical, un 

essai de phase 2/3 portant sur l’électroporation d’ADN codant pour les antigènes viraux E6 et 

E7 montre une régression tumorale chez près de 50% des patientes traitées (contre 30% des 

patientes sous placebo) (Trimble et al., 2015). Comme pour les vaccins peptidiques, 

cependant, de nombreux autres essais cliniques ont été réalisés dans différents cancers comme 

le mélanome, le cancer du sein ou le cancer colorectal  et montrent une efficacité très limitée 

(Yang et al., 2015).  

L’ARN peut lui aussi être administré comme antigène vaccinal. Malgré une plus 

grande fragilité que l’ADN, il représente un risque d’intégration génomique beaucoup plus 

faible et une imunogénicité propre qui lui valent depuis plusieurs années un retour en force 

dans les stratégies vaccinales précliniques (Benteyn et al., 2015; Lint et al., 2015). 

Récemment, un essai de phase I réalisé chez des patients atteints de mélanome métastatique a 

montré que l’utilisation d’un ARNm couplé à des liposomes permet de monter une réponse T 

spécifique de l’antigène ainsi codé (Kranz et al., 2016). 
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2.3.3 Inconvénients des formulations peptidiques et nucléiques 

Malgré des résultats précliniques souvent encourageants, l’efficacité thérapeutique des 

vaccinations peptidiques et nucléiques peine toujours à être démontrée. Cet échec apparent 

peut s’expliquer par différentes raisons. Tout d’abord, ces vaccins ne permettent pas de cibler 

les DCs, ce qui limite la quantité d’antigène réellement disponible pour être ensuite présenté 

par les DCs. De plus, le vaccin n’a pas d’immunogénicité propre. Il est donc co-administré 

avec des adjuvants. Cependant, adjuvants et antigènes ne sont pas nécessairement capturés par 

les mêmes cellules, ce qui implique que certaines DCs peuvent recevoir l’antigène sans les 

signaux de maturation, et donc aboutir à une présentation tolérogène. Enfin, certains 

adjuvants utilisés ne sont pas forcément adaptés au contexte tumoral. Des essais ont par 

exemple été réalisés avec de l’IL12 comme adjuvant, associé à un vaccin ADN (Bloy et al., 

2015). Malheureusement, cette technique d’adjuvantisation, qui a été mise au point la 

première fois dans un modèle infectieux (VIH) (Boyer et al., 2000), n’a pas montré 

d’efficacité dans le contexte tumoral. Le contexte tumoral est en effet souvent fortement 

immunosuppresseur, et la stratégie adjuvante à mettre en place pour lever cette 

immunosuppression doit être particulièrement réfléchie et adaptée. Pour permettre la levée de 

cette immunosuppression, d’autres stratégies ont cherché à délivrer les antigènes directement 

aux DCs, par le biais de vecteurs délivrant par la même occasion des signaux de maturation 

aux DCs ainsi ciblées. Ces stratégies permettent ainsi de délivrer spécifiquement l’antigène 

aux DCs, tout en favorisant leur orientation vers une voie immuno-activatrice, dans le but 

d’induire une réponse immune cytotoxique spécifique de l’antigène tumoral. 

2.3.4 Vecteurs dérivés de microorganismes 

Les vecteurs vivants, qu’ils soient bactériens ou viraux, possèdent des propriétés 

adjuvantes intrinsèques et, dans certains cas, des capacités de ciblage des cellules 

dendritiques. Dans le contexte des stratégies d’immunothérapies des cancers, ces vecteurs 

sont associés aux antigènes tumoraux principalement sous forme nucléique. 

Les vecteurs bactériens les plus utilisés sont Listeria monocytogenes, Shigella 

dysenteriae, Bordetella pertussis, et le BCG. Les souches bactériennes sont génétiquement 
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modifiées pour ne plus exprimer de gènes de virulence, mais synthétiser des antigènes 

tumoraux. Les vaccins basés sur l’utilisation de Listeria monocytogenes se sont révélés 

efficaces pour l’induction de réponses immunes T CD8 spécifiques de nombreux antigènes 

tumoraux et montrent une efficacité thérapeutique dans différents modèles précliniques 

comme ceux des cancers du pancréas, du sein, de la prostate et du poumon (Souders et al., 

2007; Wood and Paterson, 2014).  

Différents vaccins basés sur Salmonella ont fait l’objet de plusieurs essais cliniques 

(Toussaint et al., 2013). Par ailleurs, il a été montré que la sous-unité β de la toxine Shiga de 

Shigella dysenteriae interagit avec le glycolipide Gb3, préférentiellement exprimé par les DCs 

et les lymphocytes B. Quand cette sous-unité est couplée à des antigènes tumoraux tels que 

l’ovalbumine (OVA) ou la protéine E7, elle est capable de délivrer l’antigène aux DCs et 

d’induire une forte réponse T CD8, permettant une réponse thérapeutique dans le modèle 

préclinique EG7 (Vingert et al., 2006).  

Enfin, la stratégie vaccinale reposant sur l’adénylate cyclase de Bordetella pertussis, 

associée à différents antigènes, a montré des capacités de ciblage du Cd11c présent à la 

surface des DCs, ainsi que et des capacités d’activation de la voie TLR4/TRIF, aboutissant à 

la maturation de ces dernières. Finalement, cette stratégie a permis l’induction d’une forte 

réponse T CD8 spécifique (Dadaglio et al., 2014). 

D’autres travaux se sont basés sur l’utilisation de vaccins dérivés de virus comme le 

virus de la vaccine, le virus modifié Ankara, les poxyvirus, les adénovirus, ou les virus de la 

famille de l’herpès. Les vecteurs viraux, en plus de leurs propriétés adjuvantes, possèdent 

l’avantage d’exprimer des molécules leur permettant dans de nombreux cas de cibler les 

cellules dendritiques.  

Beaucoup de ces vaccins ont fait l’objet d’essais cliniques de phase I/II dans différents 

cancers comme le mélanome, le cancer du rein, du poumon ou de la prostate, montrant des 

bonnes capacités d’induction de réponse immune, et une augmentation modeste de la survie 

des patients, limitée à certains essais (Eder et al., 2000; Larocca and Schlom, 2011; Marshall 

et al., 2000). Un essai de phase III basé sur l’utilisation d’un virus de vaccine modifié et 
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portant l’antigène oncofoetal 5T4 a été réalisé chez des patients atteints de cancer rénal 

métastatique. Malheureusement, cet essai n’a pas montré d’effet significatif sur la survie des 

patients (Amato et al., 2010). De même, un essai de phase III portant sur le vaccin 

PROSTVAC, basé sur le poxvirus et ciblant l’antigène spécifique de la prostate PSA, est en 

cours chez des patients atteints de cancer de la prostate (NCT01322490). L’essai de phase II 

associé montre des résultats assez encourageants (Kantoff et al., 2010, 2016). 

Cependant, les stratégies vaccinales reposant sur l’utilisation de virus présentent 

généralement des inconvénients importants. En particulier, les vecteurs vaccinaux induisent 

souvent la production d’anticorps neutralisants dirigés contre la capside virale, limitant la 

possibilité de continuer les injections de ce même vaccin chez le patient (Dharmapuri et al., 

2009; Larocca and Schlom, 2011). Dans certains cas, une réponse anticorps préexiste même à 

la première injection, ce qui rend inefficace toute la stratégie vaccinale. Par ailleurs, certains 

de ces virus possèdent des propriétés de neurotropisme ce qui pose un problème majeur en 

termes de sécurité. De même, l’intégration génomique des gènes d’intérêt peut représenter un 

risque pour le patient. Enfin, la plupart des virus utilisés sont lytiques et induisent donc une 

lyse rapide de la cellule cible après sa transfection. Dans le cas des cellules dendritiques, cela 

limite fortement leur capacité d’induction d’une réponse immune (Larocca and Schlom, 

2011). 

2.3.5 Vecteurs non viraux  

Contrairement aux vecteurs viraux, les vecteurs non viraux sont des constructions 

synthétiques, plus faciles à produire, à manipuler, à stocker et n’étant pas considérés comme 

des OGM. Dans le contexte de la vaccination thérapeutique, deux grandes approches de 

vectorisation synthétique ont été élaborées. Premièrement, différentes constructions 

protéiques ont été mises au point dans le but de cibler spécifiquement les cellules 

dendritiques. Deuxièmement, des constructions lipidiques (liposomes) ont été élaborée, 

permettant l’encapsulation d’antigène sous différentes formes, et pouvant être fonctionnalisés 

avec différents groupements permettant le ciblage et/ou la maturation des DCs. 
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2.3.5.1 Ciblage des DCs via des constructions protéiques 

   2.3.5.1.1 Constructions basées sur des anticorps 

Les protéines de fusion associent des anticorps spécifiques des récepteurs associés aux 

DCs, et un peptide ou une protéine antigénique. Les récepteurs ciblent très souvent des 

lectines de type C. En effet, ces récepteurs sont largement répandus au sein des différentes 

populations de cellules dendritiques. Comme expliqué précédemment, leur fonction de 

reconnaissance des motifs carbohydrogénés est souvent associée à des capacités d’endocytose 

et de maturation. Ils représentent donc des cibles de choix pour une stratégie vaccinale visant 

à favoriser la capture et la présentation antigénique ainsi que l’induction d’une réponse 

immune optimale (Geijtenbeek and Gringhuis, 2009). Pour autant, toutes les lectines ne sont 

pas aussi efficaces en termes de capture et de présentation. De la même manière, la qualité de 

la réponse induite varie en fonction des lectines ciblées (Palucka and Banchereau, 2013).  

Les travaux répertoriés et reposant sur des stratégies de ciblage des DCs in vivo via 

des anticorps spécifiques des lectines de type C, couplés à des peptides ou des protéines 

antigéniques, sont rassemblées dans le tableau suivant (Tableau 3). La majorité de ces travaux 

sont réalisés chez la souris. Ils montrent de bons résultats, en termes d’induction de la réponse 

immune spécifique de l’antigène, mais aussi d’efficacité thérapeutique, dans différents 

modèles tumoraux. Seules deux stratégies sont actuellement testées en clinique. La première 

stratégie repose sur l’injection d’une protéine de fusion entre l’antigène NY-ESO-1 et un 

anticorps monoclonal anti DEC205, couplée à l’injection de différents agonistes de TLR. Elle 

permet l’induction d’une réponse à la fois cellulaire et humorale et, dans le cadre d’un essai 

de phase 1, une efficacité clinique a déjà été relevée dans différents cancers (Dhodapkar et al., 

2014). Plusieurs autres essais de phase 1 ou 2 sont en cours. La deuxième stratégie repose sur 

la protéine de fusion entre la β-hCG et un anticorps anti CD206. Un essai de phase 1 a déjà 

montré l’efficacité de ce vaccin pour induire une réponse cellulaire et humorale dans plusieurs 

cancers. L’essai de phase 2/3 est en cours (Morse et al., 2011). 
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Tableau 3 : Stratégies reposant sur le ciblage in vivo des DCs via des anticorps spécifiques 

des lectines de type C.  

 

 

 

 

LECTINES CIBLES 

 

STRATEGIE DE 

CIBLAGE 

 

INDUCTION 

REPONSE IMMUNE 

? 

 

EFFICACITE 

THERAPEUTIQUE ? 

 

RÉFÉRENCES 

Dectin-1 humain 

protéine de fusion 

MART1/anticorps anti 

Dectin-1 

induction réponse 
cellulaire  

 (Ni et al., 2010) 

DCIR humain 
protéine de fusion 

Flu/anticorps antiDCIR 

induction réponse 

cellulaire 
 

(Klechevsky et al., 

2010) 

CLEC9A 
protéine de fusion 

OVA/anticorps antiCLEC9A 

induction réponse 

humorale 
- 

(Lahoud et al., 2011) 

(Caminschi et al., 2012) 

CLEC9A 
protéine de fusion peptide 

MUC1 /anticorps anti 

CLEC9A 

- 
modèle MC38 : inhibition 

pousse tumorale 
(Picco et al., 2014) 

MR (CD206) anticorps antiCD206 
dépend des adjuvants 

utilisés 
- (He et al., 2015) 

DEC205 (CD205) 

protéine de fusion 

HER2neu/anticorps anti 
DEC205  

modèle  D2F2/E2 HER2/neu 

positif : regression tumorale 

quand couplé à la 
cyclophosphamide 

  

modèle de tumeurs mammaires 

spontanées BALB-neuT : 

inhibition pousse tumorale 

(Cao et al., 2013) 

DEC205 (CD205) 
protéine de fusion 

gp100/anticorps anti DEC205 
induction réponse 

cellulaire 

modèles B16F10 et RET : 

inhibition de la pousse 

tumorale 

(Johnson et al., 2008) 

CLEC9A 
protéine de fusion peptide 

OVA/anticorps anti CLEC9A 

induction réponse 

cellulaire 

modèle B16 : éradication des 

métastases pulmonaires 
(Sancho et al., 2008) 

DEC205 (CD205) 
protéine de fusion 

OVA/anticorps anti DEC205 

induction réponse 

cellulaire 
 (Bonifaz et al., 2002) 

DEC205 (CD205) 
protéine de fusion NY-ESO-

1/anticorps antiDEC205 
Induction réponse 

cellulaire et humorale 

essai clinique phase 1 : 

régression tumorale pour 20% 
des patients / augmentation 

médiane durée de vie de 6 

mois 
 

autres essais phase ½ en cours 

(Dhodapkar et al., 

2014) 
 

ClinicalTrial 
NCT00948961 

 
NCT02166905 

 NCT01834248 

 NCT01522820 
 NCT02129075 

MR (CD206) 
protéine de fusion  

hCG-β/anticorps antiCD206 

Induction réponse 

cellulaire et humorale 
essai phase 2/3 en cours 

(Morse et al., 2011) 
 

ClinicalTrial 
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Cependant, les stratégies décrites ici sont tout à fait spécifiques d’une lectine de type C 

donnée, et ne permettent donc pas de délivrer l’antigène à de larges populations de DCs. De 

plus, elles n’ont pas d’effet adjuvant propre, et doivent donc être associées à des adjuvants. 

Enfin, l’antigène doit être associé de façon covalente à l’anticorps, ce qui limite l’adaptabilité 

de ces stratégies. 

   2.3.5.1.2 Constructions basées sur des dérivés de microorganismes 

D’autres stratégies de ciblage consistent à utiliser des protéines dérivées de microorganismes, 

dont les capacités de ciblage et de maturation des DCs sont déjà connues. Vingert et al., par 

exemple, ont décrit l’efficacité thérapeutique préclinique de la sous-unité B de la toxine 

Shiga, associée à la protéine OVA comme antigène et ciblant les DCs (Vingert et al., 2006). 

Yang et al. ont quant à eux développé un vecteur lentiviral (LV) exprimant une glycoprotéine 

modifiée du virus Sindbis afin de cibler les DCs via leur récepteur DC-SIGN. Ce LV semble 

capable d’induire une maturation des DCs in vivo et montre lui aussi une efficacité 

thérapeutique dans un modèle murin de lymphome (Yang et al., 2008). Cependant, les 

glycoprotéines de ce LV étant d’origine virale, le risque de développer des anticorps 

neutralisants après plusieurs injections ne peut pas être exclut (Larocca and Schlom, 2011), ce 

qui limite de fait la possibilité de réaliser des injections répétées au même patient.  

Comme pour les constructions basées sur les anticorps, ces stratégies présentent comme 

inconvénient de nécessiter des liaisons covalentes avec l’antigène, ce qui limite de fait leur 

adaptabilité. 

2.3.5.2 Ciblage des DCs via des liposomes 

Pour faciliter l’association vecteur/antigène, d’autres approches ont été étudiées, et en 

particulier, les stratégies basées sur l’utilisation de liposomes. 

Les liposomes sont des bicouches lipidiques de quelques dizaines de nanomètres de 

diamètre, particulièrement efficaces pour délivrer des molécules dans le cytosol des cellules 

cibles, et qui peuvent être ou non fonctionnalisés avec des résidus protéiques ou 
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glycolipidiques. Contrairement aux vecteurs viraux et bactériens décrits précédemment, les 

liposomes ne sont pas immunogènes et ne risquent donc pas d’induire d’anticorps 

neutralisants.  

Les travaux princeps de J. Kantor ont montré qu’ils étaient efficaces comme adjuvants 

dans le cadre de stratégies de thérapies antitumorales (Bei et al., 1998). Un essai clinique, 

basé sur l’encapsulation de peptides immunodominants de la survivine dans des liposomes a 

par ailleurs montré la sécurité de ce type de formulation (Berinstein et al., 2015).  

Depuis, différentes stratégies ont pu être mise au point, avec notamment les travaux de 

Neeland et al. qui montrent que des liposomes utilisés comme vecteurs vaccinaux permettent 

l’induction d’une réponse immune adaptative, et que l’incorporation d’ARN poly(I :C) au 

sein des liposomes améliore la capture de l’antigène par les cellules dendritiques, leur 

maturation, et la réponse humorale spécifique de l’antigène vectorisé (Neeland et al., 2014). 

De manière générale, l’ARN est reconnu comme un signal de danger par les DCs, ce qui lui 

confère un pouvoir immunostimulateur intrinsèque (Benteyn et al., 2015; Lint et al., 2015).  

D’autres formulations liposomales ont été mises au point et, en particulier, des 

liposomes cationiques permettant l’encapsulation d’une séquence d’ADN (lipoplexe) et son 

relarguage dans le cytosol. L’équipe de X. Gao a aussi montré que l’utilisation d’un liposome 

polycationé en association avec un polymère de poly-L-lysine (lipopolyplexe) améliore 

l’efficacité de la transfection (Midoux and Pichon, 2015; Gao and Huang, 1996). En effet, le 

polymère de poly-L-lysine permet la condensation de l’acide nucléique au sein du liposome.  

Plus récemment, Kranz et al. ont montré que des lipoplexes vectorisant un ARNm 

codant pour l’antigène d’intérêt étaient capables de cibler les cellules dendritiques selon un 

mécanisme dépendant de leurs charge. Cette approche vaccinale permet l’induction d’une 

réponse de type IFNα, qui a été validée en clinique (Kranz et al., 2016).  

Pour améliorer le ciblage des cellules dendritiques, d’autres approches ont consisté à 

fonctionnaliser ces liposomes avec des résidus mannose, qui sont des ligands des lectines de 

type C précédemment décrites et particulièrement intéressantes dans le cadre des stratégies de 
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ciblage des DCs. Thomann et al., par exemple, ont mis au point des liposomes dont les lipides 

sont associés de manière covalente à des peptides antigéniques, mais aussi à des résidus 

mannose et à des agonistes de TLR comme adjuvants. Cette construction a montré une bonne 

efficacité dans un modèle de cancer du sein exprimant Her2 (Thomann et al., 2011). 

Malheureusement, la nécessité de lier les peptides de manière covalente aux lipides formant le 

liposome impacte fortement l’adaptabilité et la versatilité de cette stratégie. 

2.3.5.3 Stratégie de lipopolyplexes à ARNm (LPR) mannosylés 

Afin d’associer les capacités de ciblage des liposomes mannosylés à l’intérêt de 

l’ARNm, l’équipe de P. Midoux a mis au point des liposomes cationiques mannosylés 

permettant l’encapsulation d’un ARNm. En plus de ses capacités immunoactivatrices 

précédemment décrites et de l’adaptabilité qu’il représente, car n’importe quel antigène peut 

théoriquement être traduit en ARNm, le choix de vectoriser l’antigène sous forme d’ARNm 

repose sur des avantages forts en termes d’applicabilité chez l’Homme. En effet, la 

transfection d’ARNm diminue fortement le risque d’intégration génomique par rapport à une 

transfection d’ADNc. De plus, elle ne nécessite pas l’utilisation de séquences promotrices et 

enhancer, et n’est pas considérée comme une substance soumise à la réglementation sur les 

OGM. De fait, cette approche est beaucoup plus sécurisante. Toutes ces raisons font de 

l’ARNm un choix particulièrement intéressant dans le cadre de la vaccination thérapeutique 

par ciblage des DCs. 

Dans le cadre de la stratégie développée par Midoux et al., la mannosylation est 

directement réalisée sur les lipides constituant le liposome et peut être simple ou triple (3 

résidus mannose disposés en trident) (Barbeau et al., 2016). Le but de la trimannosylation est 

de s’approcher au mieux de la conformation naturelle des ligands naturels des CLR (Figure 

9). 
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Figure 9 : Structure du lipide trimannosylé. D’après (Barbeau et al., 2016) 

 

Ce type de ciblage est beaucoup moins spécifique que les protéines de fusion 

antigène/anticorps telles que décrites dans la figure 7, mais possèdent l’avantage considérable 

de ne pas se restreindre à une fraction des DCs. Le ciblage large des CLR permet d’ailleurs 

aux LPR d’être théoriquement reconnu par les autres cellules présentatrices d’antigène, à 

savoir les macrophages et les lymphocytes B. Enfin, en activant les CLR avec un ligand 

conformationnel, proche de leurs ligands naturels, les LPR sont susceptibles d’activer la 

signalisation propre aux CLR, qui est souvent associée à des capacités d’endocytose et de 

maturation (Geijtenbeek and Gringhuis, 2009). 

Afin de vectoriser l’ARNm, les liposomes sont associés à des polymères cationiques 

(polyplexes) permettant la condensation d’un acide nucléique au sein du liposome et son 

relargage dans le cytosol de la cellule cible. Le polymère utilisé est de la poly-L-lysine 

histidylée et PEGylée (Poly ethylen glycol), ce qui permet la condensation de l’ARN en 

nanoparticules de 50 nm et sa protection contre les dégradations enzymatiques. D’autre part, 

les liposomes élaborés par Midoux et al. contiennent aussi des résidus histidine. La double 

histidinylation du liposome et du polymère confère à ces derniers la capacité de fusionner à 

pH légèrement acide (pH 6), ce qui permet le transfert de l’ARNm dans le cytosol des cellules 

à partir des vésicules d’endocytose (Figure 10). (Yang et al., 2008) 



 

74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’efficacité de la formulation utilisant des LPR monomannosylés a été démontrée 

dans un modèle murin de mélanome (B16F10) avec une stratégie vaccinale préventive ciblant 

l’antigène MART1 exprimé par la tumeur (Perche et al., 2011). Dans cette étude, la 

vaccination préventive ainsi réalisée est efficace pour protéger les souris de l’apparition de 

tumeurs. 

 

Figure 10 : Structure des lipopolyplexes à ARNm (LPR) mannosylés. L’ARNm codant 

l’antigène est associé à un polymère de lysine, et le complexe est encapsulé dans un liposome 

mono- ou tri-mannosylé 
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Objectifs de thèse 

L’objectif général de mon travail de thèse est de développer une nouvelle stratégie 

thérapeutique des cancers basée sur la vaccination thérapeutique par lipopolyplexes à ARNm 

(LPR) mannosylés. 

Le premier objectif de mon travail était de tester la capacité des LPR mannosylés à 

être capturés par des cellules exprimant des lectines de type C en général, et des cellules 

dendritiques en particulier. Pour cela, nous avons placé des LPR fluorescents en coculture 

avec des cellules exprimant des lectines de type C d’une part, et des cellules dendritiques 

d’autre part, et nous avons mesuré le degré de fixation des LPR. Nous souhaitions aussi tester 

la correcte expression de l’antigène dans la cellule après translocation de l’ARNm, et nous 

avons pour cela utilisé des LPR vectorisant l’ARNm de la GFP, afin de tester l’expression de 

cet antigène. Nous avons enfin étudié la biodistribution des LPR injectés in vivo, ainsi que 

leur colocalisation avec les cellules dendritiques. 

Mon deuxième objectif était d’étudier la réponse immune induite in vivo par les LPR 

mannosylés. Pour répondre à cette question, nous avons injecté à des souris des LPR 

spécifiques d’un antigène tumoral et nous avons mesuré la réponse T spécifique de l’antigène 

au niveau systémique. Nous avons aussi caractérisé la réponse inflammatoire induite 

localement au point d’injection et au niveau du ganglion drainant. 

Le troisième objectif de ce travail, était de tester l’efficacité thérapeutique de la 

stratégie LPR dans différents modèles tumoraux, ce que nous avons pu réaliser dans le 

modèle de carcinome TC1, le modèle de mélanome B16 et le modèle de lymphome EG7. 

Enfin, le quatrième objectif de mon projet de thèse était d’étudier la capacité de 

fixation des LPR par les cellules humaines, et plus particulièrement par les cellules 

dendritiques. Nous avons donc placé des cellules mononucléées de sang périphérique 

(PBMCs) ainsi que des cellules dendritiques humaines cultivées en présence de LPR 
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fluorescents, et nous avons mesuré leur degré de fixation. Nous avons aussi testé sur des 

cellules dendritiques issues de monocytes l’expression de la GFP vectorisée dans des LPR. 
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Résultats 

Evaluation préclinique de la vaccination thérapeutique LPR  

Mon travail de doctorat portant sur l’évaluation de la stratégie LPR comme thérapie 

vaccinale antitumorale a donné lieu au dépôt d’un brevet intitulé « DIÉTHERS D'ARCHAEA 

LIPIDES SYNTHÉTIQUES » le 9 juin 2016, et à la rédaction d’une publication soumise à 

Cancer Research. Cette publication est présentée ci-après. 

Résumé 

L’élimination des cellules tumorales par le système immunitaire repose sur la capacité 

des cellules dendritiques à correctement présenter l’antigène aux cellules effectrices. Nous 

avons donc développé une stratégie de vaccination thérapeutique basée sur des lipopolyplexes 

à ARNm (LPRs) : l’ARNm codant pour l’antigène, associé à un complexe de polylysine 

histidylée est incorporé dans un liposome trimannosylé afin de mieux cibler les cellules 

dendritiques. En effet, les cellules dendritiques expriment largement les lectines de type C, 

qui sont des récepteurs reconnaissant principalement des résidus mannose. 

Dans le travail présenté ici, nous montrons que les LPR trimannosylés sont capables 

de se fixer sur les cellules dendritiques humaines et murines. De manière très intéressante, 

nous montrons aussi que les LPR trimannosylés injectés chez la souris induisent le 

recrutement et l’activation de cellules dendritiques dans le ganglion drainant. De plus, quand 

les LPR trimannosylés vectorisent un ARNm codant pour l’antigène tumoral E7, ils sont 

capables d’induire une réponse T spécifique d’E7 au niveau systémique. 

Enfin, les LPRs trimannosylés permettent une réponse thérapeutique lorsqu’ils sont 

utilisés dans trois différents modèles de tumeurs : le modèle TC1 de carcinome exprimant E7, 

le modèle B16 de mélanome exprimant MART1 et le modèle EG7 de lymphome exprimant 

OVA. Cette stratégie apparaît donc prometteuse comme thérapie innovante anti-cancer. 
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Abstract: 

Proper delivery of tumor antigens to Dendritic Cells (DCs) is crucial for successful 

therapeutic cancer vaccine. C-type Lectins are considered good targets in DCs based 

vaccination due to their capacity in triggering signals that induce their maturation. 
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Nanoparticles mRNA lipopolyplexes encoding tumor antigens have been shown to be suitable 

vehicles for DCs transfection. In this present work, we evaluate a newly formulated vaccine, 

composed of tumor antigen encoding mRNA lipopolyplexes functionalized with Trimeric 

Mannose residues, to target C-type Lectins (triMN-LPRs). TriMN-LPRs encoding GFP 

preferentially bind CD209/DC-SIGN and CD207/Langerin expressing cell-lines, as compared 

to mono-mannosylated LPR (MN-LPRs). When delivered to human and mouse DCs, triMN-

LPRs exert a better capacity to fixate and target them among other hematopoietic cell 

populations. We next evaluated immune responses in C57BL/6 mice. In vivo DC targeting by 

triMN-LPRs induces a local inflammatory response two days after intradermal delivery to 

mice, followed by a recruitment and activation of DCs in the corresponding draining lymph 

nodes. This was accompanied by the skin production of CCR7 and CXCR4 at vaccination 

sites, two chemokines needed to drive DC migration. At the T cell level, tumor specific 

cytotoxic cells produced more IFN-gamma against E7-peptide loaded splenocytes after E7 

mRNA triMN-LPRs vaccinations. Finally, the anti-tumoral properties of triMN-LPRs were 

evaluated in three therapeutic pre-clinical mice tumor models by using E7-expressing TC1 

cells, OVA-expressing EG7 cells and MART-1-expressing B16F10 tumor cells in C57BL/6 

animals. TriMN-LPRs, when combined with proper mRNA antigens, exert significantly late 

curative responses in vaccinated mice seven days after initial tumor inoculation. Together, 
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these encouraging results demonstrated that DC targeting with triMN-LPRs gave a sufficient 

stimulatory response to mount a therapeutic anti-cancer immune response, and could be 

considered for anti-cancer vaccine in Humans. 

 

 

Abbreviations:  

APC, Antigen presenting cell; CTL, Cytotoxic T lymphocyte; DC, Dendritic cell; DC-

LAMP, Dendritic cell lysosome-associated membrane glycoprotein; DC-SIGN, DC-specific-

ICAM3-grabbing-nonintegrin; DLN, Draining Lymph-Nodes; ID, Intradermal; GM-CSF, 

granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor; MINCLE, Macrophage inducible Ca2+-

dependent lectin; MN-LPR, monomannosylated mRNA lipopolyplexe ; Mo-DCs, Monocyte-

derived dendritic cells; PAMPs, Pathogen Associated Molecular Pattern; PBMCs, Peripheral 

blood mononuclear cells; PEGHpK, PEGylated histidylated polylysine; PRRs, Pattern 

Recognition Receptors; SC, Subcutaneous; triMN-LPR, trimannosylated mRNA 

lipopolyplexe  
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Introduction: 

Despite the progress made for improving the care of patients with cancer, new 

therapies are needed. Among them, therapeutic vaccination that consists of triggering an 

effective cytotoxic immune response directed against tumor cells may be a promising 

approach (1–3). 

In order to mount such cytotoxic CD8+ T cell (CTL) responses, antigens should be 

taken in charge by professional antigen presenting cells (APC), which dendritic cells (DCs) 

being the most powerful APC. When delivered properly to DCs, antigens are uptaken, 

processed and presented to T-cells for priming. Selective delivery of vaccines to DCs is thus 

an attractive method for vaccination therapies (3–7). Since the pioneering works of R. 

Steinmann on DCs, many expectations have been made for developing DC-based vaccination. 

However, cellular DC vaccines represent a labor intensive and costly in-vitro procedure (2). 

For such a reason, DC-based vaccines cannot be an option to vaccinate a large population 

against infectious diseases or to treat cancers.  

More recently, several strategies have been explored to present defined antigens 

directly to DCs in vivo. The targeting of these cells can be achieved with ligands that are 
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selectively recognized by surface receptors, and then will permit their endocytosis (6). Pattern 

Recognition Receptors (PRRs) bind molecular motifs (Pathogen Associated Molecular 

Pattern or PAMPs) expressed on viruses, bacteria, yeast, fungi or parasites. PAMPs may be 

composed of oligosaccharides comprising mannose and/or fucose, lipopolysaccharide, 

peptidoglycans, lipoproteins, and beta-glucans. C-Type Lectin Receptors is a large family of 

PRRs that binds carbohydrates. They encompass several lectins expressed by DCs that 

preferentially bind to Mannose, like the Mannose-Receptor/CD206, DC-specific-ICAM3-

grabbing-nonintegrin/CD209 (also known as DC-SIGN) or Langerin/CD207. Mannose-

containing structures can also bind to other receptors like the FcγR associated Dectin-2, 

MINCLE or Dectin-1 expressed on DCs but also on other APC such as monocytes, 

macrophages, and B-cells. Most of the DC’expressed lectins that bind mannose structures 

possess endocytic activity, and have been shown to induce in many instances DC maturation 

and potent immune responses. Thus, carbohydrate-based targeting seems a valuable manner 

to induce antigen uptake, antigen presentation, and following immune responses (8,9).  

Several natures of antigens have been used in vaccine formulations as preventive or 

therapeutic agents. Of note, antigens could be proteins, polypeptides, but also nucleic acids 

like DNA or mRNA (10). Interestingly, clinical trials with direct administration of synthetic 

mRNAs encoding tumor antigens demonstrated safety and induction of tumor-specific 
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immune responses (11,12). Then, synthetic mRNAs can become bio-pharmaceutics allowing 

an innovative safe vaccination strategy against cancer. Of note, as compared to DNA-based 

vaccines, mRNA does not require its delivery in the nucleus to translate into transiently 

expressed antigens, does not contain promoters or anti-bacterial genes, and has no risk to 

integrate the genome.  

We had previously showed that mRNA vaccine formed of ternary complexes designed 

with cationic liposomes (L)/cationic polymer (P)/mRNA (R) called lipo-polyplexes (LPRs), 

functionalized with monomeric mannose residues to favor mRNA delivery and DCs targeting, 

demonstrated efficient preventive protection against MART-1 expressing B16F10 mice 

melanoma (13). 

In order to improve DC-targeting and vaccine efficacy, we designed new LPRs 

particles by adding to the formulation trimers of mannose residues (14).  

In this study, we explore the effect of this new formulation in term of DC targeting, 

and induction of both immune and therapeutic response in different experimental tumor 

models. 
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Material and methods: 

 Plasmids. Plasmids used are pCEV4M-langerin, pcDNA3-E7, pcDNA3-GFP, 

pcDNA3-OVA, pGEM4Z-Sig-E7-LAMP, pGEM4Z-Sig-GFP-LAMP, pGEM4Z-Sig-OVA-

LAMP, pGEM4Z-MART1 and pGEM-Sig-MART1-LAMP. pcDNA3-E7 was obtained by 

insertion of ΔE7 sequence into pcDNA3 plasmid (15). pCEV4M-langerin is a kind gift from 

Dr Franck Fieschi (Institut de biologie structural, Grenoble France). pcDNA3-OVA is a kind 

gift from Dr. Bertrand Bellier (UPMC, UMR-S INSERM U959, Paris, France). pGEM4Z-

MART1 and pGEM-Sig-MART1-LAMP were produced by Dr. Patrick Midoux (Orléans, 

France) using pGEM4Z-Sig-LAMP plasmid kindly given by Pr. Kris Thielemans (Vrije 

Universiteit Brussel, Brussels, Belgium). pGEM4Z-Sig-GFP-LAMP, pGEM4Z-Sig-E7-

LAMP and pGEM4Z-Sig-OVA-LAMP were made by insertion of ΔE7 sequence or OVA into 

the pGEM4Z-Sig-LAMP plasmid. Plasmids were inserted by electroporation into E. coli 

TOP10 electro-competant bacteria (Invitrogen, France), and then isolated and purified with 

NuceloBond Xtra Maxi EF Kit (Macherey-Nagel, Germany) after bacteria amplification. 

 

mRNA production. pGEM4Z-Sig-E7-LAMP, pGEM4Z-Sig-GFP-LAMP, pGEM4Z-

Sig-OVA-LAMP, pGEM4Z-MART1 and pGEM-Sig-MART1-LAMP plasmids were 



 

87 

 

 

linearized with SpeI; pcDNA3-E7, pcDNA3-GFP and pcDNA3-OVA plasmids were 

linearized with BglII. Linearized plasmids were used as a template for in vitro transcription 

using the T7 mMessage mMachine ultra kit (Ambion, United Kingdom) to produce anti-

reverse cap analog (ARCA)-A100 mRNAs. The mRNA obtained by this means had an ARCA 

modified cap and a 100-adenosine poly(A) tail. The RNA concentration was determined by 

absorbance at 260 nm. Non-coding polyU RNA was purchased from Invivogen (San Diego, 

USA). 

 

Murine cell lines. TC1, B16-F0 and EG7-OVA cell lines were purchased from ATCC. 

TC1 cells are transformed murine (H-2b) epithelial cells co-transfected with HPV-16 E6/E7 

genes and the activated human Ha-ras (G12V) oncogene DNA. B16-F0 and EG7-OVA cells 

are transformed murine (H-2b) tumor cells that expressed MART1 and OVA, respectively. 

DC2-4 cells is a murine dendritic cell line. All cell lines are maintained in RPMI (Gibco, 

USA) supplemented with 10% FCS, glutamine (2mM), penicillin (100 U/mL) and 

streptomycin (100 µg/mL) in humidified air with 5% CO2 at 37°C. Cells were tested for 

Mycoplasma. 
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Human cells. HEK-293T (293T) cell line was obtained from ATCC (American Type 

Culture Collection, USA) and 293T-DC-SIGN cell line was made in our laboratory by 

transducing 293T cells using a lentiviral vector encoding the DC-SIGN human lectin 

(CD209), a kind gift from O. Schwartz (Pasteur Institut, Paris, France). 293T-DC-SIGN cells 

are 99% CD209 positive. Both 293T and 293T-DC-SIGN cell lines were grown in DMEM 

(Gibco, USA) supplemented with 10% FCS, glutamine (2mM), penicillin (100 U/mL) and 

streptomycin (100 µg/mL) in humidified air with 5% CO2 at 37°C. 293T-langerin cells were 

obtained by transducing 1.106 293T cells with 3 μg of langerin encoding plasmid. 

Transduction was performed by electroporation (90 Ω; 300 V; 150 μF), and transduction rate 

evaluated by flow cytometry was 20-25% of langerin-expressing cells at 24h. 

PBMCs were isolated from leukapheresis residues (EFS, Paris, France) collected from 

healthy volunteers after informed written consent, by using a Ficoll gradient (Biochrom, 

Berlin, Germany). Monocyte-derived dendritic cells (Mo-DCs) were obtained as previously 

described (16): briefly, CD14-positive cells were isolated from PBMCs using a magnetic cell 

sort (Miltenyi Biotec, France) and maintained in RPMI plus 10% human AB serum (hABS), 

glutamine (2mM), penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 µg/mL) in humidified air 

with 5% CO2 at 37°C. Culture medium was also supplemented with granulocyte-

macrophage-colony-stimulating factor (GM-CSF, 100 ng/mL; Gentaur, France) and IL-4 (10 
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ng/mL; Miltenyi Biotec, France) for 5 days. At day 5, Mo-DCs were used for further 

experiments.  

 

Mice. Female C57BL/6J (H-2b) mice were purchased from Janvier Labs (Le Genest-

Saint-Isle, France) and were 7-weeks old at beginning of experiments. Female C57BL/6J (H-

2b) CD11c-YFP transgenic mice were kindly provided by Dr. Alexandre Boissonas (CIMI-

Paris, Paris, France). Mice were maintained under specific pathogen-free conditions, and 

manipulations were performed according to European Economic Community guidelines and 

approved by the local ethics committee.  

 

LPR preparation. Lipopolyplexes were prepared as following: 15 µg PEGHpK (in 10 

μL 10 mM HEPES buffer, pH 7.4) to 5 μg mRNA (in 25 μL 10 mM HEPES buffer, pH 7.4). 

After 4 seconds of mixing by vortex, the solution was kept at 20°C for 30 minutes. Then, 

lipopolyplexes were formed by adding 10 μg of liposomes (5 μL at 5.4 mM in 10 mM HEPES 

buffer, pH 7.4) to polyplexes by up-down pipetting. Liposomes were either mono-, tri-

mannosylated, labeled or not with FITC or rhodamine fluorochrome. The solution was kept at 

20°C for 15 minutes before use. 



 

90 

 

 

 

LPR binding assays. Cells (2 x 105 in 0.2 mL) in suspension were incubated with 

fluorescent LPR at indicated final concentrations, at 37°C for 3 hours. Then, cells were 

washed with PBS, and cell-associated fluorescence intensity was measured with a flow 

cytometer analyzer (LSRII, Becton Dickinson, USA). Raw data were analyzed with FlowJo 

software (FlowJo LLC, USA). Results are presented as percentages of LPR+ cells and as 

mean fluorescence intensity (MFI) ratio (MFI of LPR incubated cells divided by MFI of 

control cells). 

 

LPR vaccinations. For LPR immunization, shaved and anesthetized mice (3% 

isoflurane) were two or three times (day 0, day 2, day 9) ID injected with 50 µL of LPR in the 

back. In some experiments, mice were immunized either by IV (150 µL of LPR) or SC (50 µL 

of LPR) routes. Immune responses were evaluated 14 or 21 days after the first vaccination. 

Spleen and lymph nodes were collected for further use. In some experiments, skin samples 

and lymph nodes were also collected at day-2 following immunization, and then frozen in 

OCT. For CD11c-YFP transgenic mice, organs were first immersed in 4% paraformaldehyde 
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at 4°C during 24 hours, and then in a 30% sucrose solution at 4 °C during 24 hours before 

freezing. 

For therapeutic vaccination, mice were first inoculated SC with 1.105 of TC1 or B16-

F0, or 1.106 EG7-OVA cells. Seven days after cell injection, mice were ID vaccinated using 

50 µL of LPR at day 7 and day 9. Tumor growth was monitored every 2 or 3 days. Tumor 

volumes were determined by measuring the largest diameter (L) and smallest diameter (l) and 

calculated according to the formula: 0.5 x (L x l x l). Mice were euthanized when they 

reached a tumor volume of 2000 cm3. 

 

Multiparameter flow cytometry. Murine cell suspensions were obtained from lymph 

nodes or spleen by enzymatic dissociation using 1 mg/mL of collagenase IV (Sigma-Aldrich) 

and 0.2 mg/mL of DNase (Roche). After counting, cells were stained using Fixable Viability 

Dye eFluor 780 at 2-8°C during 10 minutes and incubated with appropriate combinations of 

monoclonal antibodies (mAbs) described below. Human PBMCs were isolated from 

leukapheresis residues as described above. 

All cell suspensions were stained at 4°C during 20 minutes according to 

manufacturer’s recommendations using the following directly labeled mAbs: APCH7-anti-
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CD14 (560180, BD Pharmingen), PERCP-efluor710-anti-human CD19 (J3129, ebioscience), 

vioblue-anti-human HLA-DR (130095293, Miltenyi), BV650-anti-human CD3 (UCHT1, BD 

Horizon), PE-anti-human CD56 (A07788, Beckman Coulter), APC-anti-human CD15 

(130091371, Miltenyi), PE-anti-human CD207 (PN IM3577, Beckman Coulter), PE-anti-

human CD209 (12-2099-73, ebioscience), PC7-anti-mouse Ly6C (560593, BD Pharmingen), 

AF700-anti- mouse CD11b (56-0112-82, ebioscience), PE-anti-mouse Ly6G (551461, BD 

Pharmingen), APC-anti-mouse CD11c (550261, BD Pharmingen), APC-efluor780-anti-

mouse CD19 (47-0193-80, affymetrix ebioscience), v500-anti-mouse IA/IE (562366, BD 

Horizon), FITC-anti-mouse CD3 (553062, BD Pharmingen) and FITC-anti-mouse NKp46 

(560756, BD Pharmingen). For analysis of E7RAHYNIVTF/H-2 Db complex expression, PE-

dextramers (JA 2195, Immudex) were used. After washes, cells were analyzed using an LSRII 

(Becton Dickinson, USA) and raw data were analyzed with FlowJo software (FlowJo LLC, 

USA). 

 

EliSpot assays. E7-specific IFN-γ production by splenocytes of immunized mice was 

determined in a standard murine ELISPOT assay (Mabtech, Sweden) as described previously 

(17). Briefly, splenocytes (5.105 cells per well) were stimulated for 48 hours with a 5 µg/ml 

concentration of H-2b-restricted immunodominant HPV-16 E7 peptides (49-57; AnaSpec, 
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Canada). Spots were counted with an AID ELISPOT reader (ELR03; AID Autoimmun 

Diagnostika, Germany). Results, expressed as spot-forming units (SFU) per 106 cells, 

represent the mean ± SEM of triplicates. 

 

RT-qPCR analysis. RNA was extracted from tissues following ReliPrep RNA Tissue 

Miniprep system (Z6112, Promega), and then retrotranscribed into cDNA using GoScript 

Reverse Transcription system (A5000, Promega). Sybergreen RT-qPCR was performed by 

the iGenSeq platform (Pitié Salpêtrière Hospital, Paris, France) using the primers described in 

Table 1. Results were analyzed with the 1536 Lightcycler software (Roche, Basel, Suisse). 

Quantification of gene expression was determined by the comparative ΔΔCt method. The 

mRNA expression was normalized to β-actin and GAPDH (Glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase) housekeeping genes references.  

 

Immunohistochemistry and microscopy. OCT frozen tissues (skin samples and lymph 

nodes) were cut into 6 nm-thick cryosections and stained either by routine hematoxylin-eosin 

coloration or by immunohistochemistry staining as described:  tissues were first saturated 

with 1% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) during 30 minutes. Rat anti-CD169 antibody 
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(ab53443, Abcam) was then incubated 1 hour, followed by secondary AF647-anti-rat 

(112605003, Jackson Immunoresearch) staining during 1 hour. Finally, nuclei were stained 

with Hoechst coloration (Invitrogen). Slides were analyzed with a 20X macroscope (AZ100, 

Nikon) or a confocal microscope (SP2, Leica). Cyto-centrifugation of dendritic cells was 

performed with 100 μL of a suspension of 5.106 cells/mL centrifuged onto cytospin slides in 

a cytocentrifuge (Cytospin 3, Shandon). Cytospin preparations were stained with Hoechst 

coloration (Invitrogen) and slides were analyzed with an epifluorescence microscope (DMI 

6000B, Leica). 

 

Statistical analysis. Student t-test or one-way ANOVA with Tukey's correction was 

used for normally distributed data. Kaplan-Meier log-rank analysis was used to evaluate the 

survival differences between groups. Statistical analysis was conducted using Prism 6.0 

software (GraphPad). Only p values < 0.05 were considered as significant. Results are 

presented as mean ± SEM of n separate experiments.  

Results: 

TriMN-LPR exerts a better efficacy than MN-LPR to fixate C-type lectin-

expressing cells, resulting in effective mRNA antigen delivery.  
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The structure of triMN-LPR is more similar to C-type lectin natural ligands than 

original MN-LPR (13). For such a reason, we first studied the ability of triMN-LPR to fixate 

cells expressing or not C-type lectins such as DC-SIGN (CD209) or Langerin (CD207), by 

comparison to MN-LPR. Thus, FITC-labeled MN- and triMN-LPR were mixed at different 

concentrations with 293T cells or 293T-DC-SIGN cells. For LPR concentrations ranged from 

0.6-2.5 µg/mL, significantly higher percentages of fluorescent-positive cells were observed 

when 293T-DC-SIGN cells were mixed with triMN-LPR, as compared to other conditions 

(Figure 1A right panel). Because the percentage of fluorescent-positive cells also increased in 

a concentration-dependent manner whatever the expression of DC-SIGN and/or of the degree 

of LPR mannosylation, a binding mechanism independent of DC-SIGN should be evoked. By 

using LPR at 5 µg/mL, the percentage of fluorescent-positive 293T-DC-SIGN cells were 

equally high using MN or triMN-LPR but still remained significantly higher than percentages 

observed using 293T cells. This suggests that the expression of DC-SIGN by 293T cells gives 

a binding advantage over 293T cells for both MN- and triMN-LPR at this concentration. By 

measuring the mean fluorescence intensity (MFI) that indirectly reflects the number of 

fluorescent LPR molecules attached to the cells, we confirmed that triMN-LPR better and 

more specifically fixate 293T-DC-SIGN cells in a concentration-dependent manner (Figure 

1A left panel). Langerin, another C-type lectin expressed by Langerhans cells, is also known 
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to bind mannose residues (18). For such a reason we transiently transfected 293T cells with a 

plasmid encoding the human langerin, and we tested the ability of FITC-labeled MN- and 

triMN-LPR used at 5µg/mL to fixate 293T cells expressing or not langerin. Figure 1B left 

panel shows a representative FACS analysis of langerin-transfected 293T cells. Analysis of 

langerin+ and langerin- 293T cells indicate that triMN-LPR significantly better fixate 

langerin+ 293T cells as compared to other conditions both regarding percentages and MFI 

(Figure 1B middle and right panels). These data indicate that the tri-mannosylated 

formulation of LPR conferred them the advantage to target C-type lectins expressing cells.  
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Figure 1: Fixation of mannosylated LPR on C-type lectins expressing cells (A and B), 

and antigen delivery (C). FITC-labeled MN-LPR or triMN-LPR were incubated at different 

concentrations with A: 293T cells stably expressing or not the human DC-SIGN lectin (data 

from 5 independent experiments) or B: 293T cells transiently expressing the human langerin 

lectin (data from 2 independent experiments). A representative FACS analysis showing the 

expression of the human langerin by transfected 293T cells is presented. The fixation of MN-

LPR and triMN-LPR, based on FITC fluorescence, was analyzed by flow cytometry 3 hours 

after LPR incubation on 293T DC-SIGN+ cells, 293T Langerin+ cells, 293T Langerin- cells, 

and unmanipulated 293T cells as a negative control. Results, expressed as Mean ± SEM of 

different independent experiments, represent percentages of FITC-positive cells and Mean 

Fluorescence Intensity (MFI) ratio (MFI of cells incubated with LPR divided by MFI of cells 

incubated with PBS). Statistical analysis was performed using a 2-way ANOVA: ns = non-

statistically significant, p > 0.05; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001. C: Antigen 

delivery after LPR fixation: 293T DC-SIGN cells were incubated with rhodamine-labeled 

MN- or triMN-LPR carrying the GFP mRNA. Six hours later, nuclei were stained with 

Hoechst coloration, and GFP and rhodamine fluorescence were detected using an 

epifluorescent microscope. Percentages of rhodamine+ GFP+ cells were estimated by 

counting at least 200 cells. Representative photographs of rhodamine+ and GFP+ cells are 

shown.  

 

To ensure the ability of mannosylated LPR to deliver mRNA antigen after fixation, we 

incubated 293T-DC-SIGN cells with rhodamine-labeled MN- or triMN-LPR carrying the 

GFP mRNA, LPR being used at a concentration of 5µg/mL. Six hours later, nuclei were 

stained with Hoechst coloration and GFP and rhodamine fluorescence were analyzed by 

epifluorescent microscope. Higher percentages of rhodamine-positive 293T-DC-SIGN cells 

were observed when 293T-DC-SIGN cells were incubated with triMN-LPR, as compared to 

MN-LPR (Figure 1C, left panels).  Interestingly, GFP fluorescence (green) can be observed in 

all rhodamine-labeled cells (Figure 1 C, right panels). These data confirm the better fixation 
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of triMN-LPR on 293T-DC-SIGN, and furthermore indicate that the antigen mRNA is 

correctly translocated in the cytosol, and then translated into protein after LPR fixation. 

 

Advantage of triMN-LPR to better fixate in vitro and in vivo murine dendritic 

cells. 

In a first set of experiments, we studied the ability of MN- and tri-MN-LPR to fixate in vitro 

murine dendritic cells. Thus, we incubated FITC-labeled MN- and triMN-LPR at different 

concentrations with DC 2.4 cells, a murine dendritic cell line known to express different C-

type lectins such as DEC 205 and the mannose receptor (P. Midoux personal data). Fixation 

analyzed by flow cytometry shows that triMN-LPR significantly better fixate onto DC 2.4 

cells than MN-LPR in a concentration-dependent manner (Figure 2A, left panel). This was 

also further confirmed in term of MFI at high LPR concentrations (Figure 2A, right panel). 

 

 

 

 



 

99 

 

 

Figure 2: In vitro (A) and in vivo (B) fixation of mannosylated LPR on murine dendritic 

cells. A: FITC-labeled formulations of MN-LPR (■) and triMN-LPR (■) were incubated with 

DC 2.4 murine dendritic cells at indicated concentrations for 3 hours. Then, fixation of FITC-

labeled LPR was analyzed by flow cytometry. Results, expressed as Mean ± SEM of 3 

independent experiments,  represent percentages of FITC-positive cells and MFI ratio (MFI of 

cells incubated with LPR divided by MFI of cells incubated with PBS). Statistical analysis 

was performed using a 2-way ANOVA: ns = non-statistically significant, p > 0.05; * = p < 

0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001. B: C57BL/6 YFP-CD11c transgenic mice were 

intradermally injected with PBS or rhodamine-labeled triMN-LPR. Mice were euthanized 36 

hours after the injection. Draining lymph nodes were collected, and OCT frozen tissue 

sections were prepared for immunohistochemistry. Subcapsular macrophages were stained 

with CD169 mAbs and a secondary AF647 mABs, and nuclei were stained with Hoechst 

coloration. Slides were analyzed by confocal microscopy at 20X magnification: CD169 cells 

(gray), CD11c-YFP cells (green), Nuclei (blue) and LPR (red). Right panels show 

representative co-localizations of triMN-LPR (Red) on CD11c-YFP cells (green) at x150 

magnification.  

 

In a second set of experiments, we evaluated the in vivo targeting of DCs by 

trimannosylated LPR. For this purpose, YFP-CD11c transgenic mice were ID immunized 

with rhodamine-labeled triMN-LPR. Thirty-six hours later, mice were euthanized and frozen 

sections from draining lymph nodes were analyzed by immunofluorescence after CD169 

staining. The ID route for immunization was chosen according to preliminary data indicating 

that LPR immunization using the ID route gave better antigen-specific immune response than 

using the SC or IV route consuming even less amount of RNA (see supplemental Figure S1). 

Histological examination of draining lymph nodes indicates that triMN-LPR can reached the 

subcapsular area, characterized by the presence of resident CD169+ macrophages (19), 36 

hours only after injection (Figure 2B, lower left panel). Furthermore, we could observe at 
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higher magnification that triMN-LPR co-localized in vivo with CD11c-YFP+ CD169- 

dendritic cells (Figure 2B, right panels). These data demonstrate the ability of triMN-LPR to 

reach draining lymph nodes and to be captured by APCs in vivo after ID immunization. 

TriMN-LPR immunizations induce local inflammatory reaction resulting in a 

higher recruitment of lymph node DCs and a better antigen-specific systemic response 

than MN-LPR. 

 In order of using mannosylated LPR as vaccine candidates, C57BL6 mice were 

immunized with 7 µg of E7-coding MN- or triMN-LPR at day 0, 2 and 9, and then monitored 

for local and systemic immune response.  
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Figure 3: TriMN-LPR immunizations induce local inflammatory reactions.C57BL/6 

mice were intradermally injected at day 0, day 2 and day 9 with PBS, MN-LPR or triMN-

LPR, both containing E7-coding mRNA. A: Macroscopic local reactions on the skin of mice 

(3 mice per group) euthanized 2 days after injection; B: Analysis of skin (upper panels) and 

draining lymph nodes (lower panels) after hematoxylin and eosin coloration using a 20X 

macroscope, tissues being collected from euthanized mice 2 days after injection. A 

representative out of 3 separate experiments is shown. C: RT-qPCR analysis performed on 

skin and lymph nodes collected from mice 14 days after immunizations. Quantification of 

gene expression was determined by the comparative ΔΔCt method. The mRNA expression 

was normalized to β-actin and GAPDH genes used as endogenous housekeeping reference 

genes. Results, obtained from 3 mice per group, are presented in term of relative gene 

expression reported to gene expression average in PBS-injected mice . D and E: Analysis by 

flow cytometry of CD11c+ DCs (A) and inflammatory Ly6c+ DCs (B). Cell suspensions were 

obtained from draining lymph nodes collected from mice, 14 days after injections of PBS (●), 

MN-LPR (▼) or Tri-MN LPR (♦). Data were generated from 5 to 7 mice per group. 

Statistical analysis was performed using the Student t-test: ns = non-statistically significant, p 

> 0.05; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001; ****= p<0.0001. 

 

To our surprise, MN and triMN-LPR vaccinations resulted in a macroscopic 

induration at the vaccination’ sites. However, triMN-LPR induces largest and ulcerative 

lesions in ~50% of mice (n=20), as soon as 24 hours after the first injection (Figure 3A, 

middle and right panel). To better analyze this reaction, mice were euthanized to collect skin 

and draining lymph nodes. Tissues were stained with hematoxylin and eosin and analyzed 

with a 20X macroscope 2 days after immunization. A dermal infiltration by inflammatory 

cells was observed when mice were immunized with triMN-LPR (Figure 3B, upper right 

panel). This local inflammatory reaction was associated with a lymph node enlargement 

(Figure 3B, lower right panel). Macroscopic inflammatory reactions were not found in mice 

immunized with MN-LPR or receiving PBS. RT-qPCR performed onto skin samples showed 
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a significant increase of CCR7 and CXCR4 transcripts (Figure 3C), these chemokine’ 

receptors being known to be associated with the migration of dendritic cells from the skin to 

draining lymph nodes (20,21). RT-qPCR analysis also revealed an up-regulation of MMP9, 

IL1β and PGE2R genes, which are involved in inflammatory responses (22–24). FACS 

analysis of cell suspensions obtained from draining lymph nodes 14 days after LPR 

immunizations showed that triMN-LPR immunizations led to a significant increase and 

recruitment of CD11c+ DCs, as compared to MN-LPR or PBS (Figure 3D). More 

particularly, we focused on inflammatory monocyte-derived DCs (Mo-DCs), which have been 

described by Beatriz León et al. as Ly6c+ CD11c+ CD11b+ dendritic cells (25). These Mo-

DCs included DCs derived from dermal monocytes and from monocytes recruited by the 

lymph nodes, and are induced by inflammatory responses. Interestingly, only triMN-LPR 

immunizations were able to significantly induce the recruitment of inflammatory Mo-DCs in 

draining lymph nodes (Figure 3E). Our findings, observed by using LPR containing either E7 

RNA or non-coding sspolyU, strongly suggest that triMN-LPR exerts, by themselves, an 

adjuvant effect. 
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Figure 4: Analysis of antigen-specific immune responses after LPR vaccinations. 

C57BL/6 mice (4-5 mice per group) were intradermally vaccinated at day 0, day 2 and day 9 

with PBS (●), MN-LPR (▼) or Tri-MN LPR (♦) containing E7 coding mARN. At day 14, 

mice were euthanized and splenocytes were isolated. E7-specific immune response was 

measured on splenocytes A: by IFNγ-ELISpot after restimulation with E7 peptide and B: by 

flow-cytometry using E7 dextramers. Statistical analysis was performed using the Student t-

test: ns = non-statistically significant, p > 0.05; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001; 

****= p<0.0001. 

 

When considering the systemic immune response analyzed by IFNγ EliSpot assay on 

splenocytes, an E7-specific immune response was measured after both MN- and triMN-LPR 

immunization, albeit significantly much higher using triMN-LPR (Figure 4A). Cytometric 

analysis using E7-dextramers confirmed these results by showing significant higher 

percentages of E7-specific CD8 T cells in the spleen of mice immunized with triMN-LPR 

(Figure 4B).  
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Used as a therapeutic vaccine, triMN-LPR induce antitumoral responses in 

different tumor models.  

To investigate the therapeutic effect of LPR, we vaccinated mice bearing TC1 tumors 

with non-coding sspolyU or E7-coding MN- or triMN-LPR. Vaccinations were performed at 

day 7 and 9 after TC1 inoculation. Results showed that E7-coding triMN-LPR was the most 

efficient formulation for inducing a therapeutic anti-tumor response (Figure 5A-E) with a 

significant long-term survival rate of 55%, as compared to the E7-coding MN-LPR 

formulation (Figure 5F). Interestingly, non-coding sspolyU triMN-LPR were also able to 

induce a therapeutic anti-tumor response with a survival rate of 30%. By comparison, non-

coding sspolyU MN-LPR had no therapeutic effect. This non-antigen specific tumor response 

might be explained by the inflammatory effects observed when mice are vaccinated by using 

triMN-LPR (see Figure 3). 
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Figure 5: Anti-tumor effect of E7 mannosylated LPR vaccinations using TC1 tumor 

model. C57BL/6 mice were subcutaneously injected on the back with 105 TC1 tumor cells, 

and vaccinated at day 7 and 9 after cells injection with PBS (A); MN-LPR containing non-

coding ssPolyU RNA (ssPolyU MN-LPR) (B); MN-LPR containing E7-mRNA (E7 MN-

LPR) (C); triMN-LPR containing non-coding ssPolyU RNA (ssPolyU triMN-LPR) (D); 

triMN-LPR containing E7-mRNA (E7 triMN-LPR) (E). Tumor development was monitored 

every two days. Results that represent the development of TC1 tumors were pooled from at 

least 2 separate experiments for a total number of 9-10 mice per group as indicated. F: 

Kaplan-Meier survival curve. Statistical analysis between each group of mice was performed 

using log-rank test: ns = non-statistically significant, p > 0.05; * = p < 0.05; ** = p < 0.01.  

 

To confirm the benefit of triMN-LPR as a therapeutic vaccine, two other tumor 

models were tested: the melanoma model of MART1-expressing B16F0 cells, and the 

lymphoma model of OVA-expressing EG7 cells. Thus, mice bearing B16F0 tumors or EG7 

tumors were vaccinated using either MART1 or OVA-coding triMN-LPR, or MART1 or 
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OVA-coding MN-LPR, or PBS. Results (Figure 6) showed that only MART1 and OVA-

coding triMN-LPR trigger a significant delay in B16F0 and EG7 tumor growth, respectively. 

Thus, all these results allow us to consider that triMN-LPR would be an interesting strategy 

for anti-cancer vaccine therapies. 

 

 

 

 

Figure 6: TriMN-LPR therapeutic vaccinations induce an early antitumoral effect in 

both MART1-B16F10 (A) and EG7-OVA (B) tumor models. C57BL/6 mice (n=10 per 

group) were subcutaneously injected on the back with (A): MART1 expressing B16F0 tumor 

cells (105 cells per mice) or (B): OVA-expressing EG7 tumor cells (106 cells per mice). Mice 

were vaccinated at day 7 and 9 after cell injection with PBS (●),ssPolyU triMN-LPR (◊) or 

triMN-LPR containing MART1 or OVA mRNA (♦). Tumor development was monitored 

every two days. Results represent the development of MART1-B16F10 (A) and EG7-OVA 

(B) tumors. Statistical analysis between each group of mice was performed using a log-rank 

test: ns = non-statistically significant, p > 0.05; * = p < 0.05; ** = p < 0.01. 

 

Selective advantage of triMN-LPR to bind human dendritic cells, and to deliver 

an effective coding mRNA. 
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In order to demonstrate that triMN-LPR may have an advantage over MN-LPR to 

better fixate human antigen presenting cells and/or DCs, FITC-labeled MN- and triMN-LPR 

were co-cultured with human PBMCs for 3 hours. Then, the degree of fixation in term of 

percentages of FITC-positive cells within different gated cell subsets were analyzed by 

FACS. We first observed that monocytes and B cells as antigen presenting cells better fixate 

both triMN- and MN-LPR, with a slight advantage, but non-significant, for triMN-LPR, while 

other blood subsets likewise granulocytes, NK and T cells did almost not bind LPR (Figure 

7A, left panel).  Furthermore, we evaluated the fixation of LPR onto blood DCs defined as 

lineage-negative, HLA-DR+ cells. While blood DCs represent a very small population among 

other PBMC, we found that triMN-LPR significantly better fixates blood DCs than MN-LPR 

(Figure 7A, right panel). 

In another set of experiments, human Mo-DCs were generated and also tested for their 

ability to bind mannosylated LPR. As shown in figure 7B, triMN-LPR significantly better 

fixates Mo-DCs than MN-LPR. 
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Figure 7: Fixation of mannosylated LPR on human blood cells (A), human dendritic 

cells (B), and antigen delivery (C, D). FITC-labeled MN- (▲) and triMN-LPR (♦) were 

incubated with A: human PBMCs (six independent experiments) at 2.5µg/mL or B: human 

monocytes derived dendritic cells (Mo-DCs) at different concentrations (three independent 

experiments). The fixation of MN-LPR and triMN-LPR, based on FITC fluorescence, was 

analyzed by flow cytometry 3 hours after LPR incubation on (A) different blood subsets i.e 

monocytes (CD14+ cells), B cells (CD19+ cells), granulocytes (CD15+ cells) NK cells (CD3-

CD56+ cells), T cells (CD3+ cells), and blood DCs (Lin-negative, HLA-DR+ cells), and on 

(B) Mo-DCs. Results, expressed as Mean ± SEM of different independent experiments, 

represent percentages of FITC-positive cells, and also for Mo-DCs as MFI ratio (MFI of cells 

incubated with LPR divided by MFI of cells incubated with PBS).  Statistical analysis was 

performed using the Student t-test: ns = non-statistically significant, p > 0.05; * = p < 0.05; ** 

= p < 0.01; *** = p < 0.001; ****= p<0.0001. (C, D): Antigen (GFP) delivery after LPR 

fixation. Mo-DCs were incubated with rhodamine-labeled MN- (▲) or triMN-LPR (♦) 

carrying the GFP mRNA. (C) GFP and rhodamine fluorescence were detected at different 

time points using an epifluorescent microscope. Percentages of rhodamine+ GFP+ cells were 

estimated by counting at least 200 cells. A representative experiment is shown. (D) 

Representative photographs of rhodamine+ and GFP+ cells are shown (at 3 hours time point), 

nuclei being stained with Hoechst coloration. 
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To ensure the ability of triMN-LPR to deliver antigen-coding mRNA to human 

dendritic cells, Mo-DCs were incubated with rhodamine-labeled triMN-LPR carrying the 

GFP mRNA. Then, Mo-DCs were monitored by FACS in order to detect GPF-positive cells. 

As soon as 2 hours following LPR incubation, GFP+ cells could be detected with MN-LPR 

and triMN-LPR. Percentages of GFP+ cells increased in a time-dependent manner. As 

expected, significantly higher percentage of GFP+ Mo-DCs were detected by using triMN-

LPR (Figure 7C). As illustrated in Figure 7D, triMN-LPR, once fixated onto Mo-DCs (red), 

are able to correctly translocated mRNA into the cytosol, mRNA being then translated into 

protein (green). 

Our data show that the triMN-LPR have a selective advantage over MN-LPR to fixate 

human antigen-presenting cells and more particularly DCs and to appropriately deliver 

antigens to the targeted cells.  
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Discussion 

In this paper, we have described a strategy of vaccination that is based on the use of 

triMN-LPR. We showed that triMN-LPR vaccination is associated with local inflammatory 

reactions, can induce antigen-specific CD8 immune responses, and results in therapeutic 

responses using three different tumor models. Thus, triMN-LPR vaccines appear as a valuable 

strategy for anti-cancer immunotherapy. Interestingly, the inflammatory reaction observed 

using triMN-LPR, that we have documented both at molecular and cellular levels, contributes 

to the therapeutic response, even in the absence of tumor-associated antigen (Figure 3). This 

strongly indicates that triMN-LPR have intrinsic adjuvant properties. The latter have not been 

described with other potential vaccines designed to target APCs or DCs such as Shiga toxin 

B-subunit constructs (26), DC-targeting antibodies constructs (27,28) or other mannosylated 

liposomes which need to be associated with TLR ligands as adjuvants to be efficient enough 

(29). Few years ago, Yang et al have developed engineered lentivector (LV) capable of 

targeting DCs for in vivo immunization (30). For this purpose, the viral glycoprotein from 

Sindbis virus was engineered to be DC-SIGN-specific. Although Sindbis-enginered LV can 

induce the maturation of DCs, inflammatory mechanisms were not deeply characterized. 

Because Sindbis viral glycoproteins are immunogenic, the risk of developing neutralizing 

antibodies directed against the vector itself (31) due to repeated immunizations cannot be 
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excluded. This point is crucial for the applicability of cancer vaccines. Thus, liposome-

derived vectors such as triMN-LPR that are known to be non-immunogenic (32) let us to 

considerate them as a very interesting vaccine vector. Because any tumor-associated antigen 

can be virtually encoded into mRNA, the LPR approach introduced here may be regarded as 

an universally applicable novel vaccine class of cancer therapy. Importantly, mRNA is not 

considered by regulatory agencies as a transgenic drug. This makes LPR a very adaptable 

vaccine vector. 

Even if our data showed that the triMN-LPR strategy was efficient to induce both 

immune and therapeutic response, the therapeutic effects we have obtained could be 

optimized. For this purpose, the vaccination schedule should be further investigated, but with 

caution. Indeed, by testing a more intensive vaccine regimen (3 vaccinations at 2-day 

intervals) using the TC1 tumor model, we unexpectedly observed a dramatic rebound of the 

tumor growth following the third triMN-LPR vaccinations, suggesting that intensive triMN-

LPR vaccinations could induce anergy or activating induced cell death (AICD) on T cells 

(33). Thus, an appropriate vaccine schedule should be established for triMN-LPR vaccines. 

Important recent advances have been made in cancer immunotherapy using immune 

checkpoint inhibitors (ICIs). Then, it might be interesting to combine ICIs with LPR vaccines. 

ICIs interact with tumor microenvironment and more particularly with T lymphocytes (34). 
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However, almost 70% of cancers do not have any T cells infiltrate, and responses to 

treatments may heavily depends on the immune contexture(35–37). Taking into account the 

fact that triMN-LPR vaccination, due to their adjuvants effects, will favor the recruitment of 

both innate and adaptive immune cells, one can expect that they may potentiate the efficacy of 

ICIs. Such an hypothesis should be validated using appropriate tumor models. Because LPR 

components can be also easily produced as clinical grade reagents, one could envision 

performing clinical trials in a very close future.  
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 Tables 

 

Table 1: primers used for Sybergreen RT-qPCR analysis 

Gene Primer Sequence

CCR7 left ACTCTCCATCCACCGAATTG

right CCTCATGTCAACCTGACTGG

CXCR4 left TCCAGAATGTGTGGTAAATTGAA

right TCGGAATGAAGAGATTATGCAG

IL1β left AGTTGACGGACCCCAAAAG

right AGCTGGATGCTCTCATCAGG

MMP9 left CCAGAGGTAACCCACGTCAG

right CTTCAAGTCGAATCTCCAGACA

PGE2R1 left TGGCTTCATATTCAAGAAACCAG

right GGTACACGCGTGACTTTCG

TNF left TTGTCTTAATAACGCTGATTTGGT

right GGGAGCAGAGGTTCAGTGAT

βactin  left AAGTCCCTCACCCTCCCAAAAG

  right AAGCAATGCTGTCACCTTCCC

GAPDH left GTATTGGGCGCCTGGTCACC

right CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG
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Supplementary Figure 1: Analysis of antigen-specific immune responses after 

LPR immunizations using different vaccination routes  

C57BL/6 mice (5 mice per group) were immunized at day 0, day 7 and day 14 with 

MN-LPR containing E7 mRNA injected either intravenously (IV), subcutaneously (SC, or 

intradermally (ID). For the IV route, MN-LPR containing 21µg of E7 RNA were injected; for 

the SC and ID routes, MN-LPR containing 7µg of E7 RNA were injected. As negative 

control, mice received PBS injected ID. At day 21, mice were euthanized and splenocytes 

were isolated. Antigen-specific T-cell response was measured by IFNγ-ELISpot after 

stimulating splenocytes with E7 peptide. Statistical analysis was performed using the Student 
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t-test: ns = non-statistically significant, p > 0.05; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001; 

****= p<0.0001. 
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Discussion 

Mon travail de doctorat a permis d’évaluer l’intérêt des LPR selon leur degré de 

mannosylation pour cibler les cellules présentatrice d’antigènes et induire des réponses 

immunes et anti-tumorales dans des modèles de tumeurs pré-établies chez la souris. 

L’ensemble du travail permet d’envisager les LPR mannosylés comme stratégie de 

vaccination thérapeutique dans le cadre de pathologies cancéreuses. 

Dans un premier temps, j’ai d’abord mis en évidence la capacité accrue des LPR 

trimannosylés à se fixer sur les cellules dendritiques. Cet avantage est observé in vitro sur 

différentes cellules dendritiques, qu’elles soient murines ou humaines, et elle est associée à 

une plus grande capacité de fixation des LPR trimannosylés sur les cellules exprimant les 

lectines de type C.  

In vivo, j’ai montré que les LPR trimannosylés se fixent sur les cellules dendritiques et 

permettent l'induction d'une réponse inflammatoire locale, caractérisée par la surexpression de 

facteurs pro-inflammatoires tels que CCR7, CXCR4, IL1β et MMP9 au niveau du site 

d’injection. Cette inflammation locale est associée à un recrutement important de cellules 

dendritiques, et plus particulièrement de cellules dendritiques inflammatoires, vers le ganglion 

drainant.  

J’ai aussi montré que les LPR vectorisant l'ARNm de E7 comme antigène modèle 

permettent l'induction d'une réponse immune systémique spécifique d’E7, caractérisée par 

EliSpot IFN et par marquage de dextramères. Cette réponse est quantitativement supérieure 

pour les LPR trimannosylés. 

 Enfin, j’ai montré l’efficacité thérapeutique des LPR trimannosylés dans 3 modèles 

tumoraux différents : le modèle de carcinome TC1, le modèle de mélanome B16 et le modèle 

de lymphome EG7. Ces résultats sont particulièrement prometteurs, et nous permettent 

d’envisager l'utilisation des LPR trimannosylés comme nouvelle stratégie thérapeutique dans 

le cancer. 
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Quel est, par rapport aux autres stratégies vaccinales, l’avantage des LPR 

trimmanosylés en termes de ciblage des DCs ? 

J’ai montré dans ce travail que les LPR trimannoyslés possèdent une excellente capacité de 

ciblage des DCs, comparativement aux LPR monomannosylés. Cette capacité est essentielle 

dans le cadre de notre stratégie puisque ce sont les DCs qui vont permettre la présentation de 

l’antigène vectorisé aux lymphocytes T. 

Cette capacité à cibler les DCs dans leur globalité, sans se restreindre à une seule sous-

population particulière, peut être un avantage par rapport aux autres stratégies de ciblage 

spécifiques. En effet, les constructions protéiques basées sur l’utilisation d’anticorps anti-

lectines de type C, par exemple, sont certes hautement spécifiques de la lectine cible, mais ce 

ciblage est limité aux sous populations de DCs qui expriment cette lectine.  

Dans certains cas, le ciblage d’une seule lectine peut toutefois offrir des résultats intéressants, 

comme c’est le cas pour les stratégies ciblant XCR1, lectine exprimée par les DCs CLEC9A+ 

XCR1+, qui sont spécialisées dans la cross-présentation et facilitent l’activation des 

lymphocytes T CD8, en leur permettant de recevoir plus facilement le signal « help » des 

lymphocytes T CD4 (Eickhoff et al., 2015). Nous n’avons pas pu démontrer clairement le 

ciblage de CLEC9A par les LPR trimannosylés mais CLEC9A faisant partie des lectines de 

type C, il semble important de mieux caractériser la manière dont cette lectine de type C est 

ciblée par les LPR trimannosylés. 

Dans une autre stratégie, Yang et al. ont développé un vecteur lentiviral (LV) exprimant une 

glycoprotéine du virus Sindbis afin de cibler les DCs via leur récepteur DC-SIGN (Yang et 

al., 2008). Ce ciblage est tout à fait efficace pour DC-SIGN, mais il ne permet pas de cibler 

les autres populations de DCs, en particulier les cellules de Langerhans qui ne présentent pas 

DC-SIGN à leur surface. De plus, l’utilisation in vivo de particules lentivirales avec une 

glycoprotéine d’enveloppe virale telle que Sindbis risque d’entrainer l’apparition d’anticorps 

neutralisants après plusieurs injections du fait de l’immunogénicité de l’enveloppe (Larocca 

and Schlom, 2011). La possibilité de réaliser des injections répétées est pourtant un aspect 



 

124 

 

 

essential de l’applicabilité des vaccins thérapeutiques. De manière intéressante, les liposomes 

sont connus pour ne pas induire de réponse anticorps dirigé contre le vecteur lui-même (Tros 

de Ilarduya et al., 2010).  

Au vu de toutes ces données, les LPR, et plus particulièrement les LPR trimannosylés, 

semblent particulièrement adaptés pour une stratégie de ciblage des DCs. Il serait donc 

pertinent d’aller plus loin encore dans la caractérisation de leurs capacités de ciblage des DCs, 

en particulier en caractérisant les différentes sous-populations de DCs ciblées ou non par les 

LPR, en fonction des récepteurs qu’elles expriment. 

 

Quel est, par rapport aux autres stratégies vaccinales, l’avantage des LPR 

trimmanosylés en termes d’induction de réponse immune inflammatoire ? 

Il a par ailleurs été montré au cours de ce travail que les LPR trimannosylés permettent 

l'induction in vivo d'une réponse inflammatoire locale, visible sur les images 

d’immunohistochimie objectivant un recrutement inflammatoire au niveau du derme et un 

élargissement ganglionnaire. Cette réponse a par ailleurs été caractérisée au niveau cellulaire 

par le recrutement de DCs inflammatoires au niveau du ganglion drainant, et au niveau 

transcriptomique par la surexpression des messagers des facteurs pro-inflammatoires CCR7, 

CXCR4, IL1β et MMP9 au niveau de la peau. Cette réponse n’est observée qu’avec les LPR 

trimannosylés, excluant probablement une implication de l’ARNm vectorisé, présent dans les 

trois types de formulations. 

De manière intéressante, les LPR trimannosylés induisent une réponse thérapeutique dans le 

contexte tumoral TC1, même lorsqu’ils vectorisent un ARN non codant tel le sspolyU (30% 

de survie). Cette efficacité est plus faible que celle des LPR trimannosylés codant E7 (60% de 

survie), mais est comparable à celle des LPR monomannosylés codant E7. Elle montre que 

l’effet adjuvant intrinsèque des LPR trimannosylés est suffisant pour induire une réponse 

thérapeutique, même en l’absence d’ARN codant l’antigène.  
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Ces résultats sont à mettre en relation avec les données obtenues récemment par Kranz et al. 

avec des lipopolyplexes à ARNm, basés sur des liposomes non mannosylés. Ces LPR ont 

montré une capacité d’induction de mécanismes inflammatoires médiés par l’ARNm lui-

même (Kranz et al., 2016), ce qui est cohérent avec les études montrant que l’ARNm est 

reconnu comme un signal de danger par la DCs (Benteyn et al., 2015; Lint et al., 2015). Dans 

notre modèle, on observe une très faible mobilisation inflammatoire chez les animaux traitées 

avec des LPR non mannosylés (données non publiées). Par contre, la trimannosylation 

augmente considérablement la réponse inflammatoire (caractérisée au niveau cellulaire et 

transcriptomique). Ces résultats montrent que la trimannosylation, telle qu’elle existe dans 

notre modèle, représente une force importante pour toute stratégie cherchant à mobiliser les 

DCs dans le but d’induire une réponse immunitaire. 

Les travaux de Kranz et al. nous permettent donc de valider la capacité fondamentale des 

lipopolylexes à ARNm à induire une réponse T spécifique chez l’Homme, mais surtout, ils 

nous poussent à aller plus loin dans l’évaluation des LPR-triMN, dont on connaît l’avantage 

qu’ils ont montré par rapport aux LPR non mannosylés, en terme de ciblage mais aussi en 

terme de qualité de réponse immune obtenue.  

Par ailleurs, cette capacité à induire une réponse inflammatoire locale est tout à fait inédite par 

rapport aux autres stratégies vaccinales élaborées dans le but de cibler les DCs in vivo, comme 

les protéines de fusion (Caminschi and Shortman, 2012; He et al., 2015) ou même les autres 

liposomes mannosylés (Thomann et al., 2011). Ces stratégies ont en effet besoin d’être 

associés à des adjuvants pour induire une réponse efficace.  

En particulier, la sous-unité B de la toxine Shiga décrite par Vingert et al. montre certes une 

efficacité thérapeutique dépendante des DCs, mais seulement une très faible proportion de ces 

dernières présentent un phénotype mature après expression de l’OVA (Vingert et al., 2006). 

Le lentivirus développé par Yang et al. et exprimant une glycoprotéine du virus Sindbis 

montre un capacité de maturation des DCs in vivo. Cependant, les mécanismes 

inflammatoires sous-jacents n’ont pas été caractérisés (Yang et al., 2008).  
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Par rapport à toutes ces stratégies déjà étudiées, les LPR-triMN se placent donc de manière 

très compétitive puisqu’ils possèdent une excellente capacité de ciblage des DCs, associée à 

une capacité inédite d’induction d’une réponse inflammatoire locale. 

Comment pourrait-on optimiser la réponse thérapeutique ? 

Cependant, même si les résultats thérapeutiques obtenus avec les LPR-triMN dans le 

modèle TC1 sont très encourageants, les effets observés dans les modèles B16 et EG7 restent 

relativement modeste. Par ailleurs, aucune réponse mémoire n’a pu être observée dans le 

modèle TC1 près de 6 mois après la première inoculation tumorale, et aucun des animaux n’a 

survécu à un deuxième challenge tumoral de cellules TC1.  

Schéma vaccinal 

Pour optimiser la réponse thérapeutique, nous avons d’abord cherché à optimiser la 

cinétique de vaccination. Nos résultats préliminaires montrant que la vaccination de souris 

naïves avec 3 injections (J0, J7 et J9) induit une meilleure réponse que celle avec 2 injections 

(J0 et J7), nous avons donc ajouté une 3e injection au schéma de vaccination thérapeutique 

dans le contexte TC1. Malheureusement, alors qu’à J7 (jour de la 3e injection) les tumeurs des 

souris vaccinées avec les LPR trimannosylés E7 étaient significativement plus petites, leur 

volume a considérablement augmenté suite à la 3e injection, jusqu’à devenir plus important 

que celui des souris contrôles.  

Ce phénomène de progression fulgurante pourrait être dû à une sur-stimulation des 

lymphocytes spécifiques d’E7, conduisant à leur anergie ou leur mort par AICD (Activation 

Induced Cell-Death). En effet, il a été montré que la durée et l’intensité de l’activation clonale 

jouent un rôle dans l’induction de l’anergie. Plus précisément, les lymphocytes T 

préalablement activés avec des faibles doses d’antigènes sont plus sensibles à une anergie par 

sur-activation ultérieure (Yamamoto et al., 2007).  

Ces données pourraient expliquer la différence de réponse observée entre les souris 

naïves (pour qui la 3e injection est bénéfique) et les souris porteuses de tumeurs (pour qui la 3e 
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injection est délétère), pour lesquelles les lymphocytes T ont déjà été activés. En effet, 

l’injection de TC1 induit à elle seule une réponse CD8 (ELISPOT IFN dirigée contre E7 

(Macedo et al., 2016).  Cette réponse basale peut, par ailleurs, diminuer le seuil du niveau 

d’antigène à partir duquel les mécanismes d’AICD se mettent en place. Pour surmonter ce 

problème, la troisième injection pourrait être proposée de façon plus tardive, ou bien associée 

à des LPR monomannosylés dont les capacités de stimulation de la réponse immunitaire 

semblent plus faibles, tout cela dans le but de moduler la réponse immune, afin qu’elle soit la 

plus efficace possible.  

Etude de l’effet de la vaccination sur le microenvironnement tumoral 

La mise en exergue des différences de réponse immune entre les souris naïves et les 

souris porteuses de tumeur soulignent à quel point il est essentiel d’étudier la réponse 

vaccinale dans le contexte tumoral. Pour cela, il serait judicieux de monitorer l’impact de la 

vaccination LPR sur chacune des composantes cellulaires et moléculaires du 

microenvironnement tumoral, surtout ceux qui, comme les T CD8, sont connus pour avoir une 

valeur pronostic importante (Gao et al., 2007b). De plus, cette étude permettrait de mieux 

caractériser les mécanismes d’action des LPR trimannosylés, en particulier en termes 

d’activation et de modulation de l’état de maturation des DCs au sein du contexte tumoral. 

Choix de l’antigène 

Au-delà de l’optimisation de la vaccination, la réponse thérapeutique peut aussi être 

améliorée en choisissant des antigènes contre lesquels le système immunitaire sera plus apte à 

répondre, même au sein du microenvironnement tumoral. Les néoantigènes privés, par 

exemple, répondent parfaitement à cette double exigence de spécificité et d’immunogénicité. 

Ils sont en effet hautement spécifiques de la tumeur, et sont sélectionnés pour leur 

immunogénicité par l’identification de lymphocytes T spécifiques dans le sang du patient 

(Cohen et al., 2015). Ils permettent la mise en place d’immunothérapies personnalisées. 

Comme indiqué précédemment, un des principaux avantages de la vaccination LPR réside 

dans sa grande adaptabilité antigénique, puisqu’à priori tous les antigènes doivent pouvoir 

être transcrits en ARNm, et encapsulés dans les LPR. Il serait donc tout à fait envisageable 
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d’intégrer à la vaccination LPR des ARNm issus des néoantigènes, isolés lors du séquençage 

comparatif sur lequel repose l’identification des néoantigènes privés. 

 

Quantité d’antigène disponible 

La quantité d’antigène délivrée peut elle aussi permettre d’optimiser la réponse 

thérapeutique. Dans notre stratégie vaccinale, et pour se placer dans les mêmes conditions que 

les premiers travaux l’équipe de P. Midoux, l’antigène d’intérêt était toujours associé à un 

antigène conjugué, qui consistait en l’antigène d’intérêt fusionné avec la séquence signal de la 

protéine DC-LAMP. Le but de cette conjugaison est d’adresser l’antigène aux endosomes, 

pour favoriser la cross-présentation antigénique. Toujours pour se placer dans les mêmes 

conditions que les premiers travaux l’équipe de P. Midoux, qui avait montré que cette 

association améliorait la réponse préventive obtenue (Perche et al., 2011), ces deux antigènes 

étaient associés dans un ratio de 1/1. Cependant, l’équilibre entre ces deux formes de 

l’antigène est supposé pouvoir modifier la qualité de la réponse obtenue et plus précisément 

l’orientation Th1 ou Th2. En effet, si la forme libre de l’antigène doit plutôt activer la réponse 

T CD8, la forme conjuguée avec DC-LAMP est supposée initier une réponse T CD4 (Saint-

Vis et al., 1998). Afin de mieux caractériser cet effet, et d’optimiser la réponse obtenue, il sera 

judicieux de définir clairement quel ratio antigène libre/antigène conjugué induit la meilleure 

réponse cytotoxique possible. Pour définir ce ratio, il faudra, par exemple, utiliser les modèles 

de souris OTI et OTII, qui permettent le monitorage respectif des réponses T CD8 et T CD4 

(Barnden et al., 1998; Clarke et al., 2000; Robertson et al., 2000). 

 

Voies et sites d’injection 

La voie et le site d’injection jouent eux aussi un rôle essentiel dans la mise en place de 

la réponse immunitaire thérapeutique. Ils déterminent entre autres, la nature des populations 

de DCs ciblées.  
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J’ai déjà montré que la vaccination par voie intra-dermique permettait une meilleure 

réponse systémique, ce qui est tout à fait cohérent avec les études récentes appuyant sur le 

rôle des DCs du derme dans la mise en place de la réponse systémique (Levin et al., 2014). 

Cependant, une optimisation de la réponse est envisageable en multipliant et en alternant les 

sites d’injection au sein du même schéma vaccinal, afin de mobiliser un plus grand nombre de 

DCs, et de limiter la persistance antigénique sur le site d’injection, qui peut orienter le 

système immunitaire vers une réponse tolérogène (Challa et al., 2016). 

 

Combinaisons thérapeutiques 

Une autre optimisation possible de l’efficacité thérapeutique des LPR consiste en son 

association avec d’autres stratégies d’immunothérapies. Chez l’Homme, les immunothérapies 

les plus étudiées sont les inhibiteurs de points de contrôle immunitaires, qui montrent une 

efficacité clinique dans près de 30% des cancers étudiés (Karaki et al., 2016). Comme décrit 

dans l’introduction, les inhibiteurs de points de contrôle interagissent avec le 

microenvironnement tumoral, et particulièrement avec les lymphocytes cytotoxiques, dans le 

but de les stimuler et/ou de limiter leur inhibition par la tumeur. Cependant, de récents 

travaux ont montré que près de 70% des cancers humains ne présentent pas ou peu d’infiltrat 

CD8 (Teng et al., 2015). Dans ce contexte, il semble particulièrement intéressant de coupler la 

vaccination thérapeutique aux inhibiteurs de checkpoints, puisqu’elle permet d’induire un 

recrutement inflammatoire qui potentialiserait l’effet des inhibiteurs de checkpoints. De plus, 

il a été montré que la vaccination thérapeutique induit l’expression de PD-1 par les 

lymphocytes T infiltrant la tumeur (Badoual et al., 2013; Fourcade et al., 2014). Dans ce 

contexte, c’est l’effet de la vaccination thérapeutique qui serait potentialisé par les inhibiteurs 

de checkpoints.  

On voit ici que les inhibiteurs de points de contrôle et la vaccination thérapeutique ont un 

potentiel de synergie très important, de par leurs mécanismes de fonctionnement. De 

nombreux travaux précliniques étudient cette combinaison, et rapportent des résultats très 

encourageants (Kleponis et al., 2015; Madan et al., 2012). 
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Vu le potentiel d’efficacité montré par la stratégie LPR en tant que vaccination 

thérapeutique, il serait très intéressant de la coupler à différents inhibiteurs de points de 

contrôle pour induire la meilleure réponse thérapeutique possible. 

En dehors des anti PD-1, PDL-1 et CTLA-4, de nouveaux inhibiteurs de checkpoints 

sont étudiés comme le récepteur OX40 qui a un impact différent sur les lymphocytes T 

effecteurs et les lymphocytes T régulateurs (Curti et al., 2013). Cette approche est très 

complémentaire de la vaccination LPR puisqu’elle potentialiserait la réponse T effectrice 

induite par les LPR, tout en limitant l’action des lymphocytes T régulateurs. Il serait donc tout 

à fait pertinent d’étudier l’association de ces deux stratégies. 

Il existe très peu d’essais cliniques rapportant l’utilisation d’une combinaison 

vaccination/inhibiteurs de checkpoints. Une étude pilote étudiant l’association d’une 

vaccination basée sur la thérapie cellulaire de cellules dendritiques avec le nivolumab 

administré la veille de la vaccination a montré deux réponses partielles sur sept patients 

atteints de cancer du pancréas métastatique (Nesselhut et al., 2016). Un essai de phase 2 a 

justement étudié l’association entre l’ipilimumab et un vaccin cellulaire nommé « TriMixDC-

MEL » (MoDCs transfectées avec de l’ARNm de protéine MAGE, de tyrosinase ou de gp100 

comme antigène). Les résultats obtenus sont encourageants car l’association des traitements 

est très bien tolérée. 

Par ailleurs, l’association de la stratégie LPR avec les thérapies classiques de chimio- 

ou radio-thérapie est aussi une perspective à étudier puisqu’il a été montré que ces thérapies 

permettent l’induction d’une mort immunogénique (Kroemer et al., 2013), qui peut 

potentialiser l’effet de la vaccination.  
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Caractérisation de la réponse immune induite sur cellules humaines 

L’étude des mécanismes immunitaires mis en œuvre par la vaccination LPR dans les 

modèles murins ne peut se suffire à elle-même, car les mécanismes propres à l’Homme sont 

nombreux, et nécessaires à appréhender avant d’envisager un essai clinique.  

De manière très préliminaire, nous avons donc cherché à caractériser la réponse 

immune induite par les LPR sur des cellules humaines. Pour cela, nous avons cultivé des 

PBMCs préalablement marqués au CFSE en présence de LPR mono- ou tri-mannosylés 

spécifiques de l’antigène humain MART1 (Fig. 8), et nous les avons maintenus en culture 

durant 7 jours. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 : prolifération de cellules NK en réponse aux LPR. 107 PBMCs totaux préalablement marqués au 

CFSE ont été cultivés en présence de LPR MN ou triMN codant pour l’antigène MART1. Après 8 jours de 

culture, les cellules ont été marqués avec un marqueur de viabilité ainsi qu’avec des anticorps anti CD3, anti 

CD4, anti CD8 et anti CD56. Les différentes sous-populations ont été analysées en terme de prolifération. 
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Les résultats obtenus sont surprenants puisqu’ils relèvent une prolifération de cellules 

NK, et une absence de division de lymphocytes T CD3. Si l’apparente absence de 

prolifération T peut s’expliquer par un nombre trop restreint de PBMCs initiaux, limitant la 

représentativité des clones spécifiques de MART1 dans chaque puit, la prolifération de NK 

est quant à elle tout à fait intéressante à noter. Elle est par ailleurs associée à une forte 

sécrétion d’IFNγ, mesurée par EliSpot à l’issu des 7 jours de culture, et indépendante de 

l’agent de restimulation utilisé (concanavalineA, peptide MART1, ou même absence de 

stimulant).  

Le rôle des NK dans la cytotoxicité antitumorale est essentiel, et de nombreuses études 

cliniques montrent que l’efficacité des immunothérapies peut être associée à une mobilisation 

des cellules NK (Terme et al., 2008).  

Il est tout à fait intéressant de noter que les LPR sont capables d’induire leur 

prolifération. Cependant, il existe plusieurs sous-population de cellules NK, et les cellules NK 

ayant des capacités de prolifération représentent seulement 10% des NK. Elles sont 

caractérisées par la forte expression du marqueur CD56 et l’absence d’expression de CD16 

(CD56brightCD16-) et sont spécialisées dans la production de cytokines, en particulier d’IL12 

et d’IFNγ, ce qui est tout à fait cohérent avec la forte sécrétion d’IFNγ, que j’ai pu mesurer 

par EliSpot.  

Toutefois, il est intéressant de noter que ces cellules NK prolifératives peuvent se 

différencier en cellules NK cytotoxiques CD56dimCD16+ (Chan et al., 2007), dans certaines 

conditions cytokiniques.  

La supposée activation de ces cellules NK pose beaucoup de questions, en particulier 

au niveau des mécanismes qui permettent aux LPR de les activer. Dans les précédentes 

expériences de fixation de LPR sur PBMCs humains, nous avons montré que ces derniers se 

fixaient assez peu sur les cellules NK, mais nous n’avons pas caractérisé les différences de 

fixation entre les sous-populations de NK. Nous ne pouvons donc pas conclure quant à la 

capacité des LPR à activer directement ces dernières. 
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Par contre, nous savons que les LPR se fixent de manière importante sur les DCs. De 

manière intéressante, il a été montré que les cellules NK peuvent être directement activées par 

les DCs (Fernandez et al., 1999), indiquant que les vaccination thérapeutiques ciblant les 

cellules dendritiques ne se contentent pas d’activer la réponse T spécifique, mais ont bien une 

action directe sur la réponse NK cytotoxique et cytokinique. Malheureusement, rares sont les 

publications étudiant la réponse NK dans le contexte de la vaccination thérapeutique, la 

grande majorité d’entre elles se concentrant sur la réponse T induite. Cependant, quelques 

travaux mettent en évidence cette réponse NK, et montrent qu’elle permet l’induction d’une 

meilleure réponse T cytotoxique, grâce à un rétrocontrôle positif des NKs sur les DCs, leur 

permettant d’induire plus efficacement une réponse T spécifique, et de sécréter de plus 

grandes quantités d’IL12 (Anguille et al., 2011; Kalinski et al., 2005).  

De manière très intéressante, plusieurs travaux précliniques portant sur l’évaluation 

d’une stratégie de vaccination par cellules dendritiques montrent que l’injection contrôle de 

DCs non chargées par un antigène spécifique est capable d’induire une réponse NK (Lion et 

al., 2012). De même, Rodriguez-Calvillo et al. ont montré que le rejet tumoral associé au 

vaccin par DCs est dépendant de la sécrétion d’IL12 et d’IFNγ (Rodríguez-Calvillo et al., 

2002).  

Chez l’Homme, di Nicola et al. ont mis en évidence une corrélation positive entre 

l’augmentation des cellules NK et l’efficacité de la réponse clinique dans un contexte de 

vaccination par DCs chez des patients atteints de lymphomes B indolents (Di Nicola et al., 

2009). 

Enfin, Besse et al. ont récemment montré lors d’un essai de phase 2 que l’utilisation 

d’exosomes dérivés de DCs (Dex), qui consistent en des vésicules de petites tailles, sécrétées 

par les DCs et présentant à leur surface de nombreuses molécules de co-stimulation (CD40, 

CD86), de présentation antigénique (CMHI/II), et d’adéhsion (ICAM), permettait une 

activation de cellules NK, médiée par le récepteur activateur NKp30 (Besse et al., 2015). Ces 

résultats sont très intéressants car ils confirment que des dérivés non cellulaires de DCs, 

mimant les signaux 1 et 2 d’activation sont suffisant pour induire une réponse NK. 
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Ces résultats ne doivent pas être négligés car les cellules NK représentent un pan très 

important de la réponse immune cytotoxique, et elles sont moins sensibles que les 

lymphocytes T au contexte immunosuppresseur. Ce sont des cellules à ne pas négliger dans le 

contexte tumoral. Nous avons donc prévu de continuer l’évaluation de la réponse immune 

induite par les LPR sur des cellules humaines, en étudiant en plus de la réponse T spécifique, 

la réponse NK induite, ainsi que la réponse humorale. 

 

Conclusion 

En conclusion, les LPR trimannosylés sont une approche particulièrement intéressante 

dans le contexte de la vaccination thérapeutique puisque, comparativement aux autres 

stratégies vaccinales récemment étudiées, ils permettent un ciblage efficace des sous-

populations de DCs, ainsi que l’induction d’une réponse inflammatoire de type adjuvant. Ces 

capacités intrinsèques sont associées dans le modèle murin à une bonne efficacité 

thérapeutique, qui peut encore toutefois être améliorée par différentes pistes comme 

l’optimisation du schéma vaccinal, de choix de l’antigène, ou des combinaisons 

thérapeutiques. 

 



 

135 

 

 

Conclusion 

Dans le contexte actuel, où les apparitions de cancers sont de plus en plus nombreuses 

et face à des échecs thérapeutiques fréquents, il est essentiel de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques antitumorales. Mon travail de doctorat a participé à l’élaboration 

d’une nouvelle stratégie de vaccination thérapeutique basée sur l’utilisation de LPR 

permettant le ciblage des cellules dendritiques.  

J’ai pu montrer que les LPR trimannosylés étaient les plus efficaces pour se fixer sur 

les cellules dendritiques, et qu’ils permettaient in vivo l’activation d’une réponse 

inflammatoire locale ainsi que d’une réponse T spécifique de l’antigène vectorisé. Dans trois 

modèles de cancers, les LPR trimannosylés montrent une efficacité thérapeutique. 

Ces résultats nous encouragent à continuer l’investigation de l’efficacité des LPR 

trimannosylés comme stratégie de vaccination thérapeutique, et pourraient nous conduire à 

envisager un essai clinique de phase 1. Cette stratégie pourrait aussi être couplée à d’autres 

immunothérapies telles que les inhibiteurs de checkpoints, qui ont déjà montré une efficacité 

clinique propre, et dont les effets sont potentiellement synergiques avec ceux de la 

vaccination thérapeutique.  

(Caminschi et al., 2012; He et al., 2015; Klechevsky et al., 2010; Lahoud et al., 2011; 

Ni et al., 2010; Picco et al., 2014; Shen et al., 2013) (Bonifaz et al., 2002; Cao et al., 2013; 

Johnson et al., 2008; Morse et al., 2011; Sancho et al., 2008; Thomann et al., 2011) 
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[Développement d’une stratégie de vaccination thérapeutique antitumorale basée sur 

l’utilisation de lipopolyplexes à ARN ciblant les cellules dendritiques] 

 

Résumé : 

L’élimination des cellules tumorales par le système immunitaire repose sur la capacité des cellules 

dendritiques à correctement présenter l’antigène aux cellules effectrices. Nous avons donc développé 

une stratégie de vaccination thérapeutique basée sur des lipopolyplexes à ARNm (LPRs) : l’ARNm 

codant pour l’antigène est associé à un complexe de polylysine histidylée, et incorporé dans un 

liposome trimannosylé afin de mieux cibler les cellules dendritiques. En effet, les cellules dendritiques 

expriment largement les lectines de type C, qui sont des récepteurs reconnaissant principalement des 

résidus mannose. Dans le travail présenté ici, nous montrons que les LPR trimannosylés sont capables 

de fixer les cellules dendritiques humaines et murines. De manière très intéressante, nous montrons 

aussi que les LPR trimannosylés injectés chez la souris induisent le recrutement et l’activation de 

cellules dendritiques dans le ganglion drainant. De plus, quand les LPR trimannosylés vectorisent un 

ARNm codant pour l’antigène tumoral E7, ils sont capables d’induire une réponse T spécifique d’E7 

au niveau systémique. Enfin, les LPRs trimannosylés permettent une réponse thérapeutique lorsqu’ils 

sont utilisés dans trois différents modèles de tumeurs : le modèle TC1 de carcinome exprimant E7, le 

modèle B16 de mélanome exprimant MART1 et le modèle EG7 de lymphome exprimant OVA. Cette 

stratégie apparaît donc prometteuse comme thérapie innovante anti-cancer.  

Mots clés : [vaccination thérapeutique, cancer, immunothérapie, cellule dendritique, lipopolyplexe à 

ARNm, LPR] 

 

[Preclinical Evaluation of Trimannosylated mRNA Lipopolyplexes as Therapeutic 

Cancer Vaccines Targeting Dendritic-Cells] 

 

Abstract: 

Elimination of cancer cells requires an efficient cytotoxic immune response. In order to obtain such a 

response, antigens need to be uptaken by dendritic cells (DCs) and correctly presented to effector 

cells. We developed a strategy based on RNA lipopolyplexes (LPRs): antigenic mRNA is associated 

with a histidine-polylysine polyplexe and incorporated in a trimannosylated liposome to better target 

dendritic cells (DCs) in vivo, as DCs express several C-Type lectin receptors that preferentially bind to 

mannose. Here, we report that trimannosylated LPRs are efficient to target both human and murine 

DCs. Interestingly, in vivo experiments reveal that trimannosylated LPRs not only target DCs but also 

induce their recruitment and activation in draining lymph nodes. Furthermore, when combined with 

mRNA encoding E7 oncoprotein from HPV16, trimannnosylated LPRs trigger specific T-cell response 

against E7. Finally, when used as therapeutic vaccines in three different tumors models, LPRs promote 

curative therapeutic responses in E7-expressing TC1 tumor, in OVA-expressing EG7 lymphoma and 

in MART-1-expressing B16 melanoma, when combined with E7, OVA or MART-1 mRNA, 

respectively. Altogether, these results comfort us to considerate the use of this strategy for anti-cancer 

vaccine therapies. 

Keywords: [therapeutic vaccination, cancer, immunotherapies, dendritic cell, mRNA lipopolyplexes, 

LPR] 


