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PROBLEMATIQUE  

 

Malgré la mise en place du dépistage, l’amélioration des techniques diagnostiques et 

le développement de thérapies innovantes, les cancers demeurent une cause majeure de 

mortalité dans le monde. Les derniers chiffres publiés par l’OMS montrent que les décès par 

cancer sont supérieurs à ceux du SIDA, de la tuberculose et du paludisme réunis. Pour 

l’année 2008, 7,6 millions de décès ont été relevés (soit 13% de la mortalité mondiale) et, 

d’après les projections publiées dans la base de données Globocan 2008, plus de 13 millions 

de personnes décèderont d’un cancer en 2030 (1). 

Les stratégies de traitement conventionnelles (chirurgie, chimiothérapie, radiothérapie) 

restent des piliers dans la prise en charge ; il faut d’ailleurs préciser que la chirurgie est dans 

beaucoup de cas le seul et unique traitement curatif à ce jour, mais nécessite une prise en 

charge précoce.  

L’évolution de nos connaissances sur la physiopathologie des tumeurs, et l’essor des 

biotechnologies, ont rendu possible le développement des thérapies ciblées (inhibiteurs de 

récepteurs à activité tyrosine kinase, anticorps monoclonaux) et des traitements 

personnalisés. Parmi ces approches prometteuses, l’immunothérapie anti-tumorale a 

bénéficié d’avancées majeures ces 20 dernières années (2). Elle consiste à moduler le 

système immunitaire, ou utiliser ses éléments, pour induire, amplifier ou restaurer une 

réponse anti-tumorale. Deux axes principaux ont été explorés : l’immunothérapie anti-

tumorale active, qui mobilise ou renforce les ressources du système immunitaire (vaccins, 

cytokines), et l’immunothérapie anti-tumorale passive (ou adoptive), qui apporte de manière 

exogène les effecteurs immunitaires humoraux (anticorps monoclonaux) ou cellulaires 

(transfert de lymphocytes T activés spécifiques de la tumeur).  

L’immunothérapie anti-tumorale active peut être subdivisée en approches spécifiques, 

consistant à générer une réponse immune de l’hôte vis-à-vis d’antigènes exprimés par la 

tumeur - ou non-spécifiques, ayant pour but d’amplifier une réponse immune existante par 

l’administration d’immunomodulateurs (figure 1). 
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Figure 1 : Vision actuelle de la segmentation des domaines de l’immunothérapie (adaptée du rapport de 

l’étude « Immunothérapie 2025 » des Entreprises du Médicaments (LEEM)) 

 

Le principe de vaccination antitumorale a été mis en avant par les travaux du chirurgien 

William B. COLEY (1893), qui a démontré les bénéfices de l’inoculation de bouillons de 

bactéries mortes, dans des cas de tumeurs inopérables (« Toxine de Coley » ou « Vaccin de 

Coley ») (3). L’injection in situ de bactéries tuées entraine une réponse indirecte du système 

immunitaire contre la tumeur. On utilise encore à ce jour des instillations intravésicales du 

bacille de Calmette et Guérin (BCG) dans le traitement adjuvant post-chirurgical du cancer 

de la vessie.  

Les progrès réalisés ensuite en immunologie ont permis de mieux caractériser les éléments 

nécessaires à l’obtention d’une réponse immunitaire spécifique et efficace vis-à-vis de la 

tumeur : 1) présence d’un signal de danger adéquat, favorisant l’orientation de la réponse 

immunitaire vers une réponse cellulaire ; 2) identification et choix d’antigènes associés ou 

spécifiques de la tumeur (message antigénique) ; 3) délivrance des antigènes tumoraux au 

système immunitaire de manière adaptée.  

Ces considérations prises en compte, plusieurs stratégies d’immunothérapie antitumorale 

active spécifique dites ex vivo (prélèvement et réinjection de cellules dendritiques activées) 

ou in vivo (lysats tumoraux, vecteurs d’antigènes variés, etc…) ont été mises au point. De 

nombreuses études cliniques et précliniques sont effectuées avec ces différentes approches 
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et un premier vaccin thérapeutique (sipuleucel-T, Provenge®) a obtenu une autorisation de 

mise sur le marché en 2010 pour le traitement du cancer de la prostate métastatique et 

résistant à l’hormonothérapie. Malgré un bénéfice limité pour le patient, nous pouvons nous 

réjouir de cette preuve de concept qui ouvre clairement la voie au développement de 

l’immunothérapie active dans le traitement du cancer (4,5). Plusieurs écueils sont encore à 

surmonter et des recherches sont menées afin de mieux comprendre le rôle du système 

immunitaire dans les différentes étapes du développement tumoral. Il semble qu’il soit en 

mesure de détruire la tumeur dans un premier temps mais qu’il favorise ensuite la 

progression tumorale en sélectionnant des variants cellulaires résistants, à l’origine de 

l’échappement de la tumeur. Cette sélection immunitaire (cancer immunoediting) est 

particulièrement à prendre en compte dans le cadre de l’immunothérapie antitumorale (6).  

Un autre défi important pour développer un vaccin efficace est d’obtenir un message 

antigénique fort et limité à la tumeur. Cependant les antigènes associés aux tumeurs sont 

dans la majorité des cas des protéines du soi qui peinent à induire une réponse immune, et 

ce, en raison des mécanismes d’immunosuppression mis en jeu dans la tolérance du soi. 

Cette rupture de tolérance vis-à-vis de l’antigène peut être obtenue par l’utilisation de 

vecteurs appropriés, capables à la fois, de stimuler la réponse immunitaire et de lui délivrer 

le message antigénique. 

Le laboratoire TheREx a mis au point une approche originale d’immunothérapie active 

capable de répondre à cette problématique. Elle consiste à injecter une bactérie atténuée 

(Pseudomonas aeruginosa) et modifiée pour délivrer des antigènes de tumeur au système 

immunitaire. Comme la plupart des bactéries Gram négatif, P. aeruginosa dispose d’un 

système de sécrétion de type III, permettant l’injection de toxines directement dans le 

cytoplasme de cellules eucaryotes, et jouant un rôle majeur dans la virulence de la bactérie. 

Ce système a été génétiquement modifié au laboratoire et asservi pour délivrer, non plus 

des toxines, mais des protéines antigéniques d’intérêt, directement dans les cellules cibles 

(cellules présentatrices d’antigènes majoritairement).     

Ce vecteur bactérien est en développement depuis presque 10 ans et a donné des résultats 

encourageants en modèle préclinique murin de mélanome et de glioblastome. Cependant, le 

principal obstacle au développement futur de ce traitement réside dans la toxicité inhérente 

à la bactérie. Un travail important a déjà été mené par notre équipe afin de diminuer le 

risque lié à l’utilisation d’un vecteur bactérien vivant, mais l’innocuité de souches atténuées 
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injectées à l’homme est très discutée. Il faut par ailleurs préciser que les patients malades 

peuvent être immunodéprimés en raison de l’administration de traitements lourds et du 

développement tumoral avancé. Les risques d’infection et de dissémination suite à 

l’injection de micro-organismes atténués paraissent donc plus nombreux que dans le cas 

d’une administration de vaccins prophylactiques chez des patients sains. 

L‘objectif de ce travail est de mettre au point et de valider une méthode d’atténuation 

innovante appelée « Killed But Metabolically Active Vaccine » (KBMA) répondant au besoin 

du laboratoire en termes de « sécurisation » du vecteur bactérien d’immunothérapie. 

Dans une première partie, nous décrirons les principes fondamentaux menant au 

développement d’une immunothérapie antitumorale active efficace. Nous présenterons 

ensuite le vecteur d’immunothérapie utilisé au laboratoire, ainsi que les travaux 

préalablement effectués, notamment sur l’atténuation de la virulence du vecteur bactérien. 

Après un chapitre Matériel et Méthodes, nous présenterons les premiers résultats obtenus 

in vitro et in vivo en modèle murin suite à l’élaboration d’une souche KBMA P. aeruginosa. 

Enfin nous discuterons des résultats, avant de conclure ce travail. 
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A. Activation et régulation de l’immunité antitumorale (7) 

 

1. La cellule dendritique : chef d’orchestre de la réponse immunitaire 

 

La mission du système immunitaire est de collecter des informations, les intégrer et 

déclencher ou non une réponse adaptée. Les cellules présentatrices d’antigènes,  et 

particulièrement la cellule dendritique, jouent un rôle central dans l’initiation et le contrôle 

de cette réponse. Il est donc fondamental de comprendre la biologie des cellules 

dendritiques (CD) et la manière dont elles régulent l’immunité innée et adaptative, 

spécialement dans le contexte de l’immunité antitumorale (8–10). 

 

 Origine et développement des cellules dendritiques (11) 

 

Les CD sont des cellules dérivées de la moëlle osseuse que l’on retrouve dans tous les tissus 

périphériques. A l’état immature, elles possèdent une très forte capacité de phagocytose et 

d’endocytose leur permettant « d’échantillonner l’environnement » et de transmettre de 

manière efficace les informations recueillies aux cellules du système immunitaire adaptatif 

(lymphocytes B et T) ; pour cette raison, on les nomme couramment « cellules 

présentatrices d’antigènes professionnelles ». 

On distingue 2 classes majeures de CD chez la souris et l’humain : les cellules dendritiques 

myéloïdes (CDm ou CD conventionnelles) et les cellules dendritiques plasmocytoïdes (CDp). 

Les CDp circulent dans le sang et sont capables de sécréter de grandes quantités d’IFNα en 

présence de particules virales, leur conférant un rôle prépondérant dans la réponse immune 

aux infections virales (12). Nous nous intéresserons principalement dans ce travail aux CDm 

que l’on retrouve sous la forme de cellules de Langherans (peau) ou de CD interstitielles 

(autres tissus) (9,13). 

 

Les CD immatures recrutées au niveau des tissus possèdent des propriétés uniques:  

 captation d’antigènes élevée 
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 faible expression membranaire des molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH), mais forte accumulation de molécules du CMH II dans le 

compartiment endosome-lysosome 

 expression intermédiaire de molécules de costimulation des lymphocytes T 

(CD80/CD86) et faible sécrétion de cytokines 

 expression de récepteurs de chemokines favorisant le « homing », c’est-à-dire la 

localisation tissulaire majoritaire des CD (et peu au niveau des organes lymphoïdes 

secondaires)      

 

Les CD immatures peuvent présenter des auto-antigènes (ou antigènes du soi) aux LT et 

induire une tolérance immune soit par délétion ou anergie des LT soit en favorisant 

l’expansion de LT régulateurs (T reg) (Figure 2). Seule l’exposition à des signaux de 

maturation va rendre possible l’acquisition de nouvelles fonctions effectrices.  

 

 

Figure 2 : Les cellules dendritiques immatures induisent la tolérance du système immunitaire vis-à-vis de 
l’antigène (9). Les CD « échantillonnent » en permanence l’environnement, capturent des antigènes et 
migrent, en faible nombre, vers les organes lymphoïdes secondaires. Sans réaction inflammatoire au site de 
capture, les CD restent à l’état immature et présentent les antigènes aux lymphocytes T dans les organes 
lymphoïdes secondaires. L’absence de signaux de costimulation conduit à la fois à une délétion des 
lymphocytes T et à l’activation de lymphocytes T régulateurs inductibles.  
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 Le signal de danger entraîne l’activation des cellules dendritiques et facilite 

leur migration vers les organes lymphoïdes secondaires  

 

La CD possède un panel de senseurs moléculaires spécifiques, nommés pattern recognition 

receptors (PRRs), capables de transduire les signaux de danger perçus. Les PRRs 

comprennent les familles des Toll-like receptors (TLRs) membranaires ou intracellulaires, des 

C-type lectin receptors (CLRs) membranaires ainsi que des NOD-like receptors (NLRs) 

intracellulaires. Les TLRs sont particulièrement bien caractérisés (14) et sont présents chez 

de nombreuses espèces. Chez l’homme, ils sont au nombre de 11 et sont exprimés en 

particulier par les cellules présentatrices d’antigènes, dont les macrophages, les 

polynucléaires et les cellules dendritiques. L’interaction des TLRs avec leurs ligands induit 

l’activation du facteur de transcription NF-кB et de la voie de signalisation des MAP kinases, 

stimulant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-12, TNFα) et l’expression des 

molécules de costimulation (15,16).  

La stimulation des TLRs (et plus généralement des PRRs) est donc une voie d’activation clé de 

la cellule dendritique. Elle va permettre la mise en place de l’immunité innée, en stimulant la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, et de l’immunité adaptative, en entraînant 

l’expression des molécules de costimulation (17). Notons que d’autres signaux permettent 

d’activer les CD dont le ligand CD40 (CD40L, ligand du recepteur CD40 des CD), molécule de 

costimulation retrouvée sur les lymphocytes T helper, et diverses cytokines.  

Les ligands des PRRs sont soit issus de pathogènes, regroupés en pathogen-associated 

molecular patterns (PAMPs), soit issus de dégradation cellulaire endogène (ADN, protéines 

cytoplasmiques ou nucléaires), rassemblés en danger-associated molecular pattern 

molecules (DAMPs) (17,18).   

Certains ligands des TLRs ont été identifiés, en voici quelques exemples : 

 - TLR2 reconnaît une variété de PAMPs (les lipoprotéines bactériennes, les 

peptidoglycanes et les acides lipotéïchoïque) et de DAMPs dont la protéine HMGB1 associée 

à la chromatine (high-mobility group box 1) et la famille des Heat Shock Proteins (HSP), 

impliquée dans le repliement des protéines.  

 -   TLR3 reconnaît des ARN double-brins d'origine virale ou parasitaire 

-   TLR4 est activé par les LPS bactériens, les glycoprotéines virales ainsi que les protéines 

HMGB1 et HSP. 
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-   TLR5 reconnaît la flagelline, protéine structurale majeure des bactéries flagellées. 

-  TLR9 reconnaît les motifs non-méthylés d'ADN CpG des bactéries ou des virus ainsi que 

l’ADN endogène relargué par la cellule. 

C’est seulement après avoir intégré ces signaux de maturation (= signaux de danger), 

conjointement à la capture d’antigènes, que la CD pourra initier une réaction immune 

adaptative, et ce, grâce à l’acquisition de propriétés nouvelles : 

 baisse d’activité de la capture d’antigènes 

 augmentation de l’expression membranaire des molécules du CMH et des molécules 

de costimulation des lymphocytes T 

 capacité à sécréter des cytokines immunostimulantes (en particulier l’IL-12)  

 expression de multiples récepteurs de chémokines (dont CCR7, CCR4 et CXCR4) 

favorisant la migration vers les organes lymphoïdes secondaires (rate, ganglions 

lymphatiques, etc…) (13). 

En fonction du signal de danger reçu (qui est fonction du type de PRRs activé) et de la 

réaction inflammatoire environnante (cytokines en présence), plusieurs phénotypes de CD 

matures peuvent être obtenus, et orienter la réponse immunitaire différemment (19,20). 

Nous verrons ultérieurement que la présence d’un signal de danger adapté favorisant 

l’activation des CD, en présence des antigènes de tumeur, est un élément indispensable pour 

le développement d’une immunité antitumorale cellulaire adaptative.  

 

 Interaction CD- lymphocytes T 

 

D’une manière générale, les CD activées migrent par les vaisseaux lymphatiques vers les 

organes lymphoïdes secondaires et présentent les peptides-épitopes aux lymphocytes T 

naïfs, via les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH).  

Les antigènes présents dans le cytoplasme des cellules dendritiques sont digérés en peptides 

par le protéasome, puis sont ensuite transportés par les molécules TAP (Transporter 

Associated with antigen Processing) vers le réticulum endoplasmique (RE). Les peptides sont 

alors associés aux molécules du CMH. Le complexe CMH-peptide migre finalement via 

l’appareil de Golgi pour être exprimé à la surface de la membrane plasmique, où il va être 

visible des lymphocytes T.  
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Les peptides présentés par le CMH I proviennent essentiellement du compartiment 

intracellulaire : il s’agit soit de peptides du soi, soit de peptides provenant de virus ou de 

bactéries à l’origine d’infections intracellulaires. Le CMH II présente des peptides d’origine 

exogène, phagocytés par la cellule, et ayant fait l’objet d’une dégradation dans le 

compartiment lysosomal (21). Toutefois, certains antigènes (du soi ou du non soi) d’origine 

exogène peuvent être présentés par le CMH I : il s’agit du mécanisme de cross-présentation. 

Ce terme désigne une voie de processing supplémentaire, propre à certains phénotypes de 

cellules dendritiques, qui permet à des antigènes internalisés d’être transportés et assemblés 

avec les molécules du CMH I (22).  

Les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ naïfs vont interagir avec les CD via une reconnaissance 

CMH-peptide – récepteur du lymphocyte T (TCR). Les lymphocytes T CD4+ naïfs vont 

reconnaître les molécules de CMH II couplées aux peptides alors que les lymphocytes T CD8+ 

naïfs vont s’associer aux complexes CMH I - peptides. En présence de molécules de 

costimulation (CD80/CD86 se liant à CD28) et de cytokines sécrétées, les lymphocytes T 

pourront se différencier en lymphocytes T effecteurs spécifiques de l’antigène (figure 3). 

L’ensemble de ces interactions constitue la « synapse immunologique » qui va conditionner 

la suite de la réponse immunitaire. 

Comme nous l’avons vu précédemment l’absence ou la faiblesse de la costimulation (état 

immature de la CD) entraîne le lymphocyte T vers un état d’anergie. Ce phénomène est 

nécessaire afin que les antigènes du soi ou du non soi collectés et présentés en l’absence de 

signal de danger ne soient pas à l’origine d’une réaction immunitaire non appropriée. Cette 

situation est valable dans le cas des antigènes tumoraux, appartenant majoritairement au soi 

ou au soi modifié. Nous verrons qu’il sera nécessaire de rompre cette tolérance par l’apport 

d’un signal de danger fort, conjointement au message antigénique, pour générer une 

réponse immunitaire dirigée contre ces antigènes. 
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Figure 3 : Les cellules dendritiques matures induisent l’immunité (9). L’inflammation (exemple d’une infection 
virale) au niveau des tissus induit la maturation des cellules dendritiques et leur migration en grand nombre 
vers les organes lymphoïdes secondaires. Les CD matures expriment les complexes CMH-peptide à leur surface  
ainsi que des molécules de costimulation appropriées. Cela permet la pré-activation des lymphocytes T CD4+ 
helper et des T CD8+ cytotoxiques (CTL), l’activation des lymphocytes B et l’initiation de la réponse immune 
adaptative. Pour contrôler la réponse immunitaire, les lymphocytes T régulateurs (CD4+ CD25+) sont aussi 
activés. ADCC : antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity ; NK : Natural Killer : TCR : T-cell receptor 

 

2. Orientation de la réponse T et régulation 

 

 Polarisation des lymphocytes T CD4+ 

 

Contrairement aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, l’activation et la différentiation des 

lymphocytes T CD4+ peut produire plusieurs types de réponses qui vont, soit favoriser la 

réponse immunitaire en l’amplifiant, soit l’inhiber. L’orientation de la réponse est liée au 

profil cytokinique des CD (plus largement des cellules présentatrices d’antigènes), dépendant 

de la manière dont elles ont été activées dans les tissus ou les organes lymphoïdes 

secondaires. 
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On distingue actuellement 4 réponses de types CD4+ T helper (Th1, Th2, Th17 et plus 

récemment TFH) et une réponse T regulatrice (Treg) (23,24) ; nous nous limiterons dans cette 

partie à une rapide  description de ces  voies de différenciation :       

- La réponse de type Th1 (orientation vers une immunité cellulaire) est recherchée pour le 

développement d’une immunité antitumorale. Elle est caractérisée par une sécrétion d’IFNγ 

et de TNF-β favorisant la différentiation et l’expansion clonale des lymphocytes TCD8+ en 

lymphocytes T cytotoxiques (CTL). L’IFNγ et le TNF-β activent les macrophages et 

déclenchent le recrutement de leucocytes au site inflammatoire. Cette réponse est 

impliquée dans le développement d’une réponse T mémoire favorable à une protection 

durable.  

- La réponse de type Th2 (orientation vers une immunité humorale) se définit par une 

sécrétion d’IL-4, -5 et -13 favorisant le développement d’une réponse des lymphocytes B 

(production d’anticorps) et des polynucléaires éosinophiles et basophiles. L’orientation vers 

ce type de réponse est plutôt défavorable pour l’immunothérapie antitumorale car la 

production d’anticorps contre des antigènes de tumeur ne semble pas jouer un rôle 

primordial dans la réponse contre la tumeur. 

- La réponse de type Th17, découverte récemment, oriente les lymphocytes T CD4+ vers la 

production d’IL-17, -21 et -22 et joue un rôle dans la protection contre certaines infections 

opportunistes (Candida, Staphylococcus…) et plus généralement contre les bactéries 

extracellulaires. Un développement excessif de cette réponse est à l’origine de nombreuses 

maladies autoimmunes (sclérose multiple, psoriasis, maladie de Crohn, etc…). Son rôle dans 

l’immunité antitumorale semble être multiple et est encore mal caractérisé. Selon le 

contexte, cette réponse pourrait favoriser la tumeur ou au contraire jouer un rôle protecteur 

vis-à-vis de la progression tumorale. La détermination exacte de la nature de la réponse Th17 

dans le contexte du microenvironnement tumoral sera probablement un facteur à considérer 

dans le développement de futures immunothérapies ciblées (25,26).  

- La réponse de type T follicular helper (TFH) a lieu dans les follicules B des organes 

lymphoïdes secondaires et aide les lymphocytes B à se différencier en plasmocytes 

(sécrétant les anticorps).  

Les TFH expriment le récepteur CXCR5 de manière constitutive ce qui facilite leur recrutement 

au niveau des follicules B (27,28). L’activation des lymphocytes B est favorisée par la 

sécrétion d’IL-21 et IL-4 (29). 



 

28 
 

- La réponse de type T régulatrice (Treg) va moduler la réponse immune (principalement 

Th1) en régulant la tolérance vis-à-vis des antigènes du soi ou du non soi et en évitant ainsi le 

développement de maladies autoimmunes. Les Treg produisent des cytokines 

immunosuppressives dont le TGF-β et l’IL-10 et expriment constitutivement le marqueur 

membranaire CD25 ainsi que le facteur de transcription Forkhead box P3 (FoxP3), qui permet 

la répression de la transcription d’un certain nombre de gènes clés suite à la stimulation du 

TCR. La fonction des Treg dans la modulation de la réponse antitumorale a été beaucoup 

étudiée ces dernières années. Leur rôle délétère dans le microenvironnement tumoral, où ils 

suppriment l’action des LT effecteurs par leur production de cytokines immunosuppressives, 

en fait une cible d’intérêt pour l’immunothérapie antitumorale (30,31).  

 

Bien que cette polarisation soit clairement établie par les immunologistes, de récents travaux 

proposent une vision moins stratifiée de la réponse T CD4+, suggérant  une certaine 

plasticité et flexibilité du profil de production de cytokines. Il semblerait, par ailleurs, que 

l’engagement vers la différentiation soit variable en fonction du phénotype T helper (les 

lymphocytes Th17 présenteraient une différentiation peu avancée leur conférant une forte 

plasticité) (figure 4)(23,24).   
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Figure 4 : Différentiation des lymphocytes T CD4+ (23). A. Vision classique des sous-types de LT helper ou T reg 
ainsi que leurs principaux facteurs de transcription et profils de sécrétion de cytokines. B. Vision plus récente 
prenant en compte la flexibilité et la plasticité des LT helper ou T reg (variation du profil de production de 
cytokines et expression transitoire de facteurs de transcription) 
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 Lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL)  

 

L’immunité antitumorale adaptative cellulaire est principalement médiée par la réponse 

cytotoxique obtenue via les lymphocytes T CD8+.  

Les LT CD8+ activés vont se différencier en  effecteurs T cytotoxiques (CTLs) et ensuite 

circuler dans les différents organes. Lors d’un contact entre le complexe TCR – CMH I-

peptide, plusieurs mécanismes vont provoquer la lyse de la cellule cible. La cytotoxicité 

engendrée par les CTLs est principalement médiée par l’induction de voies de l’apoptose des 

cellules cibles (32,33) :  

- la voie  perforine-granzyme : les CTLs libèrent des perforines qui créent des pores dans la 

membrane cellulaire. Le granzyme B, une sérine protéase internalisée par la cellule, active la 

voie des caspases responsable de l’apoptose de la cellule cible. 

- la voie des récepteurs de mort (Fas, TNFR1, TRAIL…) : un ligand d’origine lymphocytaire se 

lie à un récepteur de mort présent à la surface de la cellule cible dont les domaines vont 

interagir avec la molécule FADD (Fas Associated Death Domain), responsable de l’activation 

de la voie des caspases induisant l’apoptose. 

 

 Régulation des LT activés 

 

Les lymphocytes T possèdent plusieurs récepteurs de cosignalisation (costimulation ou 

coinhibition) qui vont réguler la signalisation du TCR et ainsi jouer sur l’activation des LT (34). 

Le répertoire des récepteurs de cosignalisation des LT est particulièrement varié et dépend 

de l’environnement tissulaire. Nous nous intéresserons ici aux voies de signalisation les 

mieux caractérisées, qui ont un intérêt pour l’immunothérapie antitumorale.  

Nous avons vu que pour obtenir une activation efficace des LT, l’interaction TCR-CMH-

peptide devait être accompagnée de signaux de costimulation, dont l’association CD28-

protéines B7 (CD80 ou CD86). Ces signaux permettent aux LT de proliférer, d’acquérir des 

fonctions effectrices, et éventuellement de migrer vers les tissus. Toutefois, la voie de 

signalisation du TCR induit aussi l’expression de CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated 

antigen 4), un homologue de CD28 spécifique des LT, qui possède une forte affinité pour les 

protéines B7 des cellules présentatrices d’antigènes. L’interaction de CTLA4 avec les 

protéines B7 peut ainsi inhiber l’activation des LT en entrant en compétition avec 
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l’interaction CD28-B7. CTLA4 est décrit comme un modulateur, capable de restreindre 

l’activité des LT afin de minimiser les lésions des tissus sains en cas de « suractivation » des 

LT.  

Une seconde molécule exprimée tardivement à la surface des LT activés, PD1 (programmed 

cell death 1), émet un signal inhibiteur lors de l’interaction avec son ligand PDL1 localisé à la 

surface des cellules présentatrices d’antigènes (35) (figure 5). 

Enfin d’autres voies régulatrices de l’activation des LT, incluant TIM3 (T cell immunoglobulin 

and mucin domain-containing protein 3) ou encore VISTA (V-domain immunoglobulin 

suppressor of T cell activation), ont été identifiées récemment. 

Ces voies de cosignalisation ont été exploitées pour le développement d’anticorps 

monoclonaux antagonistes capables d’inhiber l’interaction CTLA4-B7 ou PD1-PDL1 et ainsi 

favoriser l’activation et la survie des lymphocytes T spécifiques. L’anticorps ipilimumab 

(Yervoy®) anti-CTLA4 a notamment obtenu une AMM en 2011 dans le traitement du 

mélanome métastatique non opérable (36,37).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

Figure 5 : Mécanismes simplifiés de stimulation et d’inhibition des lymphocytes T et thérapies ciblant ces 
voies (adapté de Sharma et al.)(35). A. L’activation des LT débute par l’interaction entre le TCR des LT et 
l’association CMH-peptide sur les CPAg. Cette interaction est connue sous la dénomination « signal 1 ». Mais 
l’activation appropriée des LT requiert des signaux supplémentaires dont l’interaction CD28-B7 (signal 2).               
B. Cette activation est limitée par la molécule CTLA4, surexprimée sur les LT activés qui entre en compétition 
avec CD28. Une régulation est aussi effectuée par PD1, exprimée tardivement sur les LT activés, lors de la 
liaison avec PDL1. C. Stratégies pour maintenir l’activation des LT spécifiques de la tumeur, ciblant CTLA4 et 
PD1 pour neutraliser les récepteurs de coinhibition.    

 

A B C 
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3. Induire une immunité antitumorale : un challenge multi-étapes ?  

 

Suite à la description des évènements permettant d’activer et de réguler l’immunité 

adaptative cellulaire, au moins trois fondements conditionnant le développement d’une 

immunité antitumorale efficace se dessinent:  

1) Promouvoir l’activation des cellules dendritiques pour une présentation efficace de 

l’antigène tumoral aux cellules T 

2) Obtenir une (ou des) réponse(s) T protectrice(s) favorable(s) à l’élimination de la tumeur 

(réponses Th1 et CTL principalement) 

3) Surmonter l’immunosuppression présente dans le microenvironnement tumoral  

 

Ces éléments peuvent être obtenus en apportant un signal de danger fort, permettant la 

maturation de la cellule dendritique, conjointement à l’apport exogène ou endogène de 

l’antigène tumoral. Le choix d’un bon vecteur, capable de délivrer le message antigénique au 

système immunitaire, fait partie intégrante de la réussite d’une immunothérapie spécifique. 

L’orientation de la réponse T dépendra du signal de danger perçu par la cellule dendritique 

(type de PRRs stimulés), qui modulera l’expression des molécules de costimulation à sa 

surface.  

Bien que la réponse recherchée majoritairement dans l’immunothérapie antitumorale soit 

une réponse TCD8+ cytotoxique, il ne faudra pas négliger une réponse T CD4+ 

(principalement Th1) qui potentialise et consolide cette réponse cytotoxique puis permet 

une réponse mémoire et une protection durable. 

Enfin, les lymphocytes T activés et spécifiques de l’antigène devront pénétrer dans le 

microenvironnement tumoral peu favorable au développement de la réponse T. En effet, en 

plus d’un pool important de lymphocytes T régulateurs présents dans la tumeur, les cellules 

tumorales peuvent produire des cytokines immunosuppressives (TGF-β), exprimer des 

molécules coinhibitrices (PDL1) ou induire la mort par apoptose des cellules T activés (Fas 

ligand de Fas), et ainsi diminuer nettement l’activité des LT effecteurs (7) (figure 6).    
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Figure 6 : Activation et régulation de l’immunité antitumorale (7). NK : cellules Natural Killer, PD1 : 
programmed cell death 1, PDL1 : programmed cell death  ligand 1  

 

 

B. Message antigénique 

 

L’immunothérapie active spécifique a pour but de développer une réponse immune contre 

un ou des antigène(s) tumoral (aux) à l’aide de stratégies vaccinales adaptées. Un des 

éléments menant au succès de ces traitements est le choix d’un ou de plusieurs antigènes de 

tumeur comme cible thérapeutique.  

En pratique, toutes protéines nouvelles, mutées, surexprimées ou anormalement exprimées 

par les cellules tumorales peuvent être des antigènes cibles pour l’immunothérapie. Nous 

décrirons dans un premier temps les différents messages antigéniques qui peuvent être 

délivrés au système immunitaire, puis nous reviendrons ensuite sur le choix du « bon » 

antigène.  
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1. Antigènes multiples, non définis   

 

L’essor des technologies de séquençage haut-débit a permis d’identifier plus de 400 gènes 

mutés dans un large panel de cancers. En prenant en compte le nombre élevé d’antigènes 

de tumeurs potentiels, il paraît pertinent d’utiliser un lysat total de tumeur afin de n’exclure 

aucun antigène d’intérêt. L’injection de lysats tumoraux autologues (ou allogéniques) 

comme immunothérapie active a été évaluée dans plusieurs essais cliniques et sur différents 

tissus tumoraux (cancers colorectaux, mélanomes...). Initialement, l’efficacité de cette 

stratégie a été entravée par l’immunotolérance établie vis-à-vis d’antigènes du soi présents 

dans la tumeur. Des travaux ont ensuite été menés pour casser cette tolérance, notamment 

en ajoutant des adjuvants (signaux de danger) pour stimuler le recrutement et l’activation 

des cellules présentatrices d’antigènes (38). On ne peut par contre s’absoudre d’un risque de 

réponse autoimmune. 

 

2. Antigènes définis  

 

L’utilisation d’antigènes définis est une approche intéressante dans le but de focaliser la 

réponse immune à l’encontre d’un antigène de tumeur, limitant ainsi le risque de réponse 

autoimmune délétère contre des antigènes du soi (contrairement aux antigènes multiples).  

Depuis la découverte de MAGE-1, le premier gène codant un antigène de tumeur humain 

reconnu par les lymphocytes T cytotoxiques (39), plusieurs antigènes associés aux tumeurs 

ou uniques de la tumeur ont été identifiés et ont fait l’objet de multiples essais cliniques. 

Une classification des antigènes associés aux tumeurs a été établie par Novellino et al. en 

2004  (toujours d’actualité…) en fonction de leur restriction aux molécules du CMH (épitopes 

T CD4+ et/ou T CD8+ présenté par le CMH II et le  CMH I respectivement) et de leur origine : 

1) les antigènes associés aux tumeurs, retrouvés aussi sur les tissus sains, 2) Les antigènes 

uniques de tumeurs, totalement absents des tissus sains (40).  
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 les antigènes associés aux tumeurs, retrouvés de manières prédominantes 

dans la tumeur ou surexprimés par rapport aux tissus sains  

 

   -  Les cancer/testis (C/T) antigens ont été largement étudiés et testés en clinique, dans des 

vaccins antitumoraux, ces 20 dernières années. En tête de liste nous pouvons citer les 

antigènes MAGE, BAGE et GAGE ainsi que le très connu NY-ESO-1. Les C/T antigens sont 

exprimés dans les spermatocytes et rarement au niveau placentaire. L’expression tumorale 

résulte de la réactivation de gènes normalement « éteints » dans les tissus adultes. Le risque 

de réaction autoimmune à l’encontre des gamétocytes, dans le cadre d’immunothérapie 

avec ces antigènes, est faible, voire nul, car il s’agit d’un site immunoprivilégié (tolérance 

plus élevée du système immunitaire). 

  - Les antigènes de différenciation tissulaire sont retrouvés principalement dans les 

mélanomes, les cancers de la prostate et du colon. Ces protéines sont exprimées à la fois par 

le tissu sain et les cellules tumorales d’où est originaire la tumeur, alors qu’elles sont 

absentes des autres tissus de l’organisme. C’est le cas des antigènes de différenciation des 

mélanocytes (MART1/melan-A, gp100 ou Tyrosinase), de la prostate (prostate specific 

antigen, PSA) ou du colon (Carcinoma Embryonnary Antigen, CEA). Malgré le risque de 

réaction contre les tissus sains, ces antigènes ont été et sont toujours exploités pour le 

développement de nouveaux vaccins antitumoraux. 

 - Les antigènes surexprimés par la tumeur sont les antigènes les plus largement répandus. 

On les retrouve globalement dans de nombreux types de cancers, sans expression 

préférentielle liée à un certain tissu tumoral, ainsi que dans les tissus normaux, à des niveaux 

d’expression plus faibles. Il est souvent évoqué dans la littérature que l’expression ou la 

présentation de ces antigènes par le CMH du tissu normal est inférieure au seuil de 

reconnaissance par les cellules T. Inversement, dans les tissus tumoraux, un niveau 

d’expression et de présentation élevée de l’antigène favorise une réponse T. Parmi les 

antigènes surexprimés dans les tumeurs, les protéines anti-apoptotiques (survivin, livin), ou 

encore le facteur de croissance HER-2/neu ont fait l’objet de nombreuses études. 
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 les antigènes exprimés uniquement par la tumeur (41) 

 

- Les protéines du soi résultant de mutations génétiques (p53 mutée ou Ras mutée). L’intérêt 

de cibler ce type d’antigènes est qu’ils jouent un rôle majeur dans le développement tumoral 

car il s’agit d’oncogènes ; le risque d’échappement de la tumeur et d’immunosélection est 

donc absent si cette protéine est cruciale dans le maintien du statut tumoral. 

- Les protéines virales issues de virus oncogènes type Epstein Barr virus ou Human papilloma 

virus 16 et 18,  responsables de tumeurs viro-induites 

- Les protéines de fusion, produits de translocation chromosomique comme par exemple la 

translocation t(9 ;22) retrouvée dans la leucémie myéloïde chronique 

- Les protéines dont les modifications post-traductionnelles sont altérées ; c’est le cas de la 

protéine MUC1 dont l’absence de glycosylation démasque un nouvel épitope. Ces antigènes 

sont regroupés actuellement dans une nouvelle classe d’antigènes : les « tumor-associated 

carbohydrate antigens » (TACAs). Ces antigènes sont peu immunogènes en raison de leur 

similarité avec la protéine normale. Plusieurs essais sont actuellement effectués en clinique 

en association à des adjuvants pour accroître leur immunogénicité.  

 

3. La quête du « bon message antigénique» (42) 

 

Une étude réalisée par le National Cancer Institute a proposé une hiérarchisation de 75 

antigènes de tumeurs, en fonction d’un score calculé sur 9 critères d’importance 

décroissante, permettant de définir l’antigène de tumeur idéal pour l’immunothérapie active 

(tableau 1). L’objectif de cette étude était de promouvoir la recherche translationnelle 

(chaînon manquant entre la recherche fondamentale et la recherche clinique) en aidant les  

investigateurs dans leur choix d’une cible adaptée.  

Des sous-critères avaient ensuite été établis afin d’attribuer un score pour chaque critère.  
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Tableau 1 : Caractéristiques de l’antigène de tumeur idéal (42) 

 

Une réponse favorable déjà obtenue en clinique en utilisant l’antigène, l’immunogénicité 

(réponse cellulaire ou humorale spontanée ou obtenue lors d’essais cliniques), 

l’oncogénicité (persistance de l’expression, rôle dans le processus tumoral) et la spécificité 

étaient les 4 critères majeurs définis par les experts pour l’évaluation des antigènes 

tumoraux (tableau 2). 

 
 

Tableau 2 : Importance relative des critères majeurs définissant un antigène de tumeur idéal (42) 

 

Les résultats de cette étude ont été tout d’abord analysés en prenant en compte les 9 

critères, et les 75 antigènes ont été classés en fonction de leur score global (figure 7). Les 

scores les plus élevés sont attribués majoritairement aux antigènes de tumeurs découverts 

dans les années 90, qui ont été testés en clinique à plusieurs reprises, avec des modalités 

vaccinales adaptées pour améliorer leur immunogénicité. 

Dans une seconde analyse, plus adaptée à l’évaluation intrinsèque des antigènes, les auteurs 

ont effectué une classification en supprimant les facteurs d’efficacité thérapeutique et 

d’immunogénicité. En effet, ces deux critères sont potentiellement modulables, par la 
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réalisation de nouveaux essais cliniques pour le premier, ou par une formulation ou des 

modalités vaccinales plus adaptées pour le second. Par contre, les autres critères sont des 

critères biologiques qui ne peuvent être modifiés et qui définissent véritablement la 

« valeur » de l’antigène. La spécificité et l’oncogénicité ainsi que le niveau d’expression et le 

pourcentage de cellules exprimant l’antigène deviennent les critères majeurs de l’évaluation 

(figure 8). On observe que les antigènes classés parmi les plus pertinents lors de la première 

analyse sont rétrogradés à des scores plus faibles, laissant place aux antigènes uniques de 

tumeurs (protéines mutées, protéines virales…). 

En résumé, aucun des antigènes identifiés ne répond parfaitement à la définition de 

l’antigène de tumeur idéal. La plupart d’entre eux ne sont que d’une spécificité très relative 

(seulement 9 sur 75 obtiennent le score maximal pour le critère spécificité).  

Il est intéressant de constater que la phosphatase acide prostatique (PAP), le seul antigène 

utilisé dans le cadre d’une immunothérapie active ayant obtenu une autorisation de mise sur 

le marché (sipuleucel-T, PROVENGE®, 2011), se classe en 26ème et en 69ème position en 

présence ou en l’absence respectivement de prise en compte des critères d’efficacité 

thérapeutique et d’immunogénicité. Cette observation souligne un point important : le 

succès d’une immunothérapie active n’est pas nécessairement conditionné par la spécificité 

ou l’oncogénicité de l’antigène tumoral ; l’amélioration de son immunogénicité (par des 

adjuvants  par exemple…) peut en faire un bon antigène de tumeur.  

 

Si on tient compte de cette analyse d’experts, un facteur conditionnant la réussite d’une 

immunothérapie antitumorale est le choix d’une cible antigénique exprimée exclusivement 

par la tumeur (spécificité) et nécessaire à sa survie (oncogénicité). Une expression forte et 

universelle de l’antigène (tous types de patients et éventuellement tous types de tumeurs) 

fait partie des critères de choix.  
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Figure 7 : Hiérarchisation des antigènes de tumeurs effectuée à partir des critères prédéfinis par les experts. 
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Figure 8 : Classification des antigènes de tumeurs après exclusion des critères d’efficacité thérapeutique et 
d’immunogénicité. 
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C. Stratégies d’immunothérapie des cancers 

 

Actuellement, 234 essais cliniques sur tumeurs solides et 35 autres dans le cadre de 

leucémies ou de myélomes sont référencés dans la base de données « Cancer vaccines » du 

National Cancer Institute (NCI) (http://www.cancer.gov/clinicaltrials). Il nous sera difficile 

dans cette partie de détailler les différentes stratégies d’immunothérapies antitumorales de 

manière exhaustive, cependant nous décrirons les principales mises en œuvre dans les essais 

cliniques de phase II et III.     

L’antigène peut être soit injecté directement sans système de vectorisation, soit chargé dans 

les cellules dendritiques de manière exogène puis réinjecté, soit être vectorisé in vivo. 

 

1. Antigènes tumoraux non vectorisés  

 

Suite à l’identification des antigènes de tumeurs, une mise au point de 

« vaccins antitumoraux » comparables aux vaccins protéiques anti-infectieux (antigène HBs 

de l’hépatite B) ont été développés. Cette stratégie consiste à injecter directement des 

peptides ou des protéines antigéniques (simple ou combinés) conjointement à un ou des 

adjuvants capables d’activer les cellules présentatrices d’antigènes (GM-CSF, IL-12, IFN-α, 

CpG...). Des réponses partielles ou complètes ont été obtenues chez quelques patients avec 

une réaction lymphocytaire T spécifique, mais l’efficacité de ce type de vaccin reste très 

inconstante. Par ailleurs se pose le problème de la délivrance de l’antigène, dont la 

présentation par le CMH I n’est pas favorisée par ce type d’administration, hormis dans le 

cas de la cross-présentation.  

Plusieurs essais de phase II et III sont actuellement effectués avec des peptides ou des 

protéines recombinantes couplés à des cytokines (GM-CSF) ou à des ligands des TLRs 

(tableau 3).  

L’immunogénicité des protéines ou peptides antigéniques peut être améliorée par 

l’utilisation des Heat Shock Proteins (HSPs), protéines chaperones présentes dans 

pratiquement toutes les cellules eucaryotes. En conditions physiologiques, elles aident au 

repliement des protéines et au transport intracellulaire des peptides. Dans le cas d’un stress,  

choc thermique, inflammation, tumeurs etc… l’expression des HSPs peut être dérégulée. Il a 
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été démontré que l’utilisation des HSPs purifiées d’une tumeur pouvait entraîner une 

réponse contre cette tumeur lorsqu’elles étaient réinjectées. Couplées à des antigènes 

(peptides) de tumeurs elles permettent de générer une réponse T CD8+ spécifique des 

peptides tumoraux. Par ailleurs elles activeraient l’immunité innée par leur fixation aux TLRs, 

leur conférant des propriétés uniques pour l’immunothérapie antitumorale (43,44). 

Des peptides de tumeurs couplés à HSPgp96 sont en essais cliniques de phase II dans le 

traitement du glioblastome (tableau 3). 

 

2. Cellules dendritiques chargées en antigènes ex vivo puis réinjectées 

 

La cellule dendritique étant au centre de la réponse immune spécifique, les 

immunothérapeutes ont rapidement pensé à les utiliser pour obtenir une réponse 

antitumorale. Plusieurs moyens ont été développés pour produire les CD à partir de cellules 

mononucléées du sang périphérique (PBMC) obtenues par leucophérèse (séparation des 

globules blancs du sang). La méthode employée couramment consiste à différencier les 

PBMC en CD par l’utilisation de cytokines (GM-CSF, IL-4) puis à charger ces cellules en 

antigènes de tumeur soit par :  

 Transfection ou transduction (vecteur viral) de l’ADN ou l’ARNm codant celui-ci 

 Incubation dans une solution d’antigènes (phagocytés par la CD).  

L’activation des CD est effectuée de différentes manières (selon la recette du laboratoire) 

mais on retrouve généralement l’utilisation de LPS, GM-CSF, ligand CD40… Une fois les 

cellules dendritiques « éduquées », elles sont réinjectées au patient de manière répétée 

pour présenter les peptides épitopes via les molécules du CMH aux LT du receveur (figure 9). 

Sipuleucel-T (Provenge®), la première immunothérapie antitumorale active et spécifique 

ayant obtenu une AMM par la FDA, utilise des cellules dendritiques autologues chargées ex 

vivo par la protéine dimérique recombinante phosphatase acide prostatique (PAP)-GM-CSF 

(4).  
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Figure 9 : Approche vaccinale basée sur l’éducation ex vivo des cellules dendritiques puis la réinjection afin 
d’induire l’immunité antitumorale. (45) 

 

De nombreux essais cliniques de phase II et III reprenant cette stratégie sont en cours sur 

différentes tumeurs solides (tableau 3) ; ces essais ont donné de bons résultats dans 

plusieurs études, notamment pour DCVax®-Brain qui est en phase III. La voie ouverte par 

l’AMM du sipuleucel-T va certainement faciliter l’accès au marché de ce nouveau type de 

thérapies. 

 

3. Utilisation de vecteurs  

 

L’évolution des connaissance en microbiologie et en virologie a permis l’utilisation des 

mécanismes infectieux d’agents pathogènes pour le développement de l’immunothérapie. 

Des vecteurs atténués, injectés in vivo, capables de délivrer les antigènes tumoraux dans le 

compartiment cellulaire adapté, et de stimuler l’immunité innée par le signal de danger 

qu’ils apportent, ont été élaborés. 
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 Vecteurs plasmidiques (ADN nu)(46) 

 

Il s’agit de plasmides bactériens modifiés contenant l’ADNc d’un antigène de tumeur à cibler. 

La transcription du gène d’intérêt est sous le contrôle de promoteurs actifs dans les cellules  

mammifères (47). 

L’administration de l’ADN nu est généralement associée à des adjuvants divers pour 

augmenter l’immunogénicité du vaccin. Un ADN codant une cytokine est parfois même 

intégré directement au vecteur plasmidique (GM-CSF, IL-12). Le mode d’administration est 

variable selon les technologies développées, mais l’administration intramusculaire suivie 

d’une électroporation au site d’injection semble donner des résultats intéressants dans deux 

études de phase II (tableau 3). 

 

 Liposomes 

 

Les liposomes sont des vésicules composées d’une partie interne aqueuse et d’une ou 

plusieurs bicouches phospholipidiques externes. L’encapsulation en liposomes de peptides 

antigéniques est une stratégie permettant la délivrance directement dans le compartiment 

intracellulaire des cellules présentatrices d’antigènes (présentation aux lymphocytes T par le 

CMH I). Les résultats d’une étude clinique de phase III (Stimuvax®, BLP25) ont été publiés fin 

2012 et ne montrent malheureusement pas d’amélioration de la survie globale des patients 

traités (tableau 3) (48). 

 

  Vecteurs viraux (49) 

 

Les virus recombinants non réplicatifs peuvent infecter les cellules de l’organisme et utiliser 

la machinerie cellulaire pour produire des antigènes de tumeur. Ces vecteurs sont 

particulièrement intéressants car ils vont favoriser la présentation des antigènes produits 

par le CMH I, mimant la présentation des antigènes lors d’une infection virale naturelle. 

L’activation des TLRs intracellulaires va en plus faciliter la maturation de la cellule 

présentatrice d’antigène infectée. Cependant l’utilisation des virus, bien que non réplicatifs, 

pose toujours le problème de l’intégration non spécifique dans le génome des cellules, 

mettant en jeu la sécurité du vecteur. 
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Plusieurs types de virus sont étudiés en phase clinique, les plus couramment retrouvés étant 

les poxvirus.   

PROSTVAC® -VF TRICOM™, un virus de la vaccine recombinant contenant l’ADNc de la PSA 

(Prostate-Specific Antigen) et de 3 molécules de costimulation (B7-1, LFA-3 et ICAM-1), est 

en étude clinique de phase III en association avec GM-CSF dans le cancer de la prostate (50).  

L’entreprise française Transgène fait figure de leader dans ce domaine avec un virus 

recombinant de la vaccine contenant une séquence codant l’antigène MUC1 en association 

avec l’IL-2 en traitement du cancer des poumons non à petites cellules (tableau 3).  

 

 Vecteurs bactériens 

 

De par leurs caractéristiques intrinsèques, les bactéries peuvent être d’excellents vecteurs 

pour l’immunothérapie antitumorale (51). Elles ont été utilisées, et elles le sont encore dans 

le cadre de la BCG-thérapie, pour stimuler le système immunitaire de manière non 

spécifique. Il est maintenant acquis que de par leur forte capacité à stimuler les TLRs, les 

bactéries ou certains éléments bactériens (LPS) peuvent être d’excellents adjuvants naturels. 

La découverte des facteurs de virulence permettant l’injection intracytoplasmique de toxines  

(système de sécrétion de type III de bactéries Gram négatif) ou la libération du contenu 

phagosomal (listeriolysine de Listeria monocytogenes) a ouvert la voie à de nouvelles 

stratégies de délivrance intracellulaire d’antigènes. 

Ce type de vecteurs ainsi que leur développement clinique ont fait l’objet d’une courte revue 

publiée récemment par notre laboratoire (en annexe) (52). Nous ne décrirons ici que 

brièvement les différentes stratégies existantes :  

 

 Listeria monocytogenes et listeriolysine 

 

L. monocytogenes est une bactérie intracellulaire capable d’éviter la bactéricidie mise en 

place par les macrophages et les polynucléaires. Cet échappement est dû à la sécrétion par 

la bactérie de la listeriolysine, une toxine qui provoque la rupture de la membrane 

lysosomale. Les bactéries sont alors libérées dans le cytoplasme et les peptides issus de la 

dégradation de la bactérie vont être présentés aux lymphocytes T par la voie du CMH I. Ainsi 
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un vecteur bactérien exprimant la listeriolysine couplée à un antigène de tumeur permet 

d’activer in vitro et in vivo la production de lymphocytes T CD8+ spécifiques de cet antigène  

(53). L’utilisation en immunothérapie antitumorale a montré son intérêt chez la souris à de 

multiples reprises (54). Deux essais cliniques de phase II évaluent actuellement l’efficacité du 

vecteur bactérien Listeria monocytogenes atténué dans le traitement du cancer du col de 

l’utérus et du pancréas (en association avec GVAX, cellules tumorales irradiées et 

transfectées par GM-CSF) (tableau 3). 

 

 Bactéries Gram négatif et système de sécrétion de type III (SSTT) 

 

Le SSTT est principalement caractérisé chez les genres Salmonella, Yersinia, Shigella et 

Pseudomonas. Il s’agit d’un facteur de virulence majeur de ces bactéries, souvent comparé à 

une seringue, qui permet d’injecter des toxines spécifiques directement dans le cytoplasme 

de cellules cibles. L’intérêt d’exploiter cette voie de délivrance pour l’immunothérapie est la 

présentation par la voie du CMH I des protéines injectées (55). Il faut ajouter que les cellules 

cibles du SSTT sont majoritairement les cellules phagocytaires, recrutées par chimiotactisme 

au site inflammatoire (56). Nous décrirons plus précisément dans la partie suivante la 

vectorisation d’antigènes par le SSTT. 

Malgré le foisonnement d’études précliniques ayant testé et montré l’efficacité du vecteur 

Salmonella dans des applications variées, peu d’études cliniques ont été réalisées jusqu’à 

présent (57).  
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Tableau 3 : Immunothérapies antitumorales ayant obtenu une AMM ou en études cliniques de phase II ou III 
(recueil effectué à partir de la base de données d’essais cliniques du National Cancer Institute). 
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D. Immunothérapie antitumorale et Pseudomonas aeruginosa 

 

1. Pseudomonas aeruginosa 

 

P. aeruginosa est un bacille Gram négatif non fermentaire de l’environnement. Il s’agit d’une 

bactérie dont le pouvoir pathogène s’exprime dans des situations bien particulières : la 

mucoviscidose, l’immunodépression, les infections nosocomiales (chirurgie, réanimation, 

grand brûlés…), etc... P. aeruginosa devient un pathogène puissant lors d’une infection 

notamment parce qu’il est doté de nombreux facteurs de virulence : lipopolysaccharides 

(LPS), exotoxine A, protéases (élastases, collagénase) et phospholipases ainsi que diverses 

toxines sécrétées par plusieurs systèmes de sécrétion dont le système de sécrétion le type III 

(SSTT). Chez les patients immunocompétents, la bactérie est incapable de développer une 

infection notamment grâce aux barrières physiques (peau, muqueuses,…) mais aussi à 

l’immunité innée et adaptative.  

Plusieurs études ont décrit le SSTT comme élément primordial de la virulence aiguë de la 

bactérie. 

 

 Système de sécrétion de type III de P. aeruginosa  

 

Les bactéries Gram négatif possèdent 6 systèmes de sécrétion différents qui participent au 

transport de différentes protéines au travers de la membrane bactérienne. Nous nous 

limiterons ici à la description du SSTT dont la particularité est d’injecter des protéines, plus 

précisément des exotoxines, directement dans le cytoplasme des cellules eucaryotes (58,59). 

Le SSTT est constitué de plus de 20 protéines (60), dont la synthèse est sous la dépendance 

du facteur transcriptionnel ExsA (61), formant deux sous-unités : l’appareil de sécrétion et 

l’appareil de translocation (figure 10). 
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Figure 10 : Système de sécrétion de type III de Pseudomonas aeruginosa. Le SSTT s’apparente à une 
« seringue » traversant les deux membranes bactériennes et capable de s’enchasser dans la membrane de la 
cellule eucaryote cible pour y injecter des toxines directement dans le cytoplasme. OM : outside membrane ; 
IM : inside membrane ; PG : proteoglycan 

 

L’appareil de sécrétion est composé d’une première partie en forme d’anneau insérée dans 

la membrane interne bactérienne, constituée par les protéines PscD, PscR, PscS, PscT, PscT, 

PscU et PscV, puis d’une second élément, formé d’oligomères de PscC, inséré dans la 

membrane externe bactérienne. 

L’appareil de translocation est constitué d’un polymère de PsCF se terminant par la protéine 

PcrV. Lors du contact bactérie-cellule, deux protéines, PopB et PopD sont transportées 

depuis le cytoplasme bactérien jusqu’au niveau de la membrane cellulaire pour s’y insérer et 

former un pore indispensable à la translocation des toxines dans le cytoplasme de la cellule 

eucaryote. 

L’activation naturelle du SSTT se fait au contact des cellules, principalement les cellules de 

l’immunité et les cellules épithéliales. 
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 Effecteurs délivrés par le SSTT et rôle dans la virulence  de P. aeruginosa 

  

 Toxines  

 

Quatre toxines sont connues pour être sécrétées par le SSTT : ExoS, ExoT, ExoU et ExoY.  

ExoS et ExoT sont des enzymes à activité GTPase et ADP-ribosyltransferase sur des petites 

protéines G de la famille Ras. Elles ont une homologie importante et entraînent différentes 

perturbations du fonctionnement cellulaire, dont l’échappement à la phagocytose 

(destruction du cytosquelette) et l’induction de la mort cellulaire (62). Des travaux menés 

précédemment au laboratoire ont permis d’identifier les 54 acides aminés en N-terminal 

d’ExoS nécessaires à la sécrétion et à la translocation de la toxine (63). 

ExoU est une phospholipase dont l’action s’exerce principalement sur les membranes 

cellulaires, induisant une nécrose de la cellule cible. Cette toxine n’est pas toujours exprimée 

par P.aeruginosa. En l’occurrence, la souche CHA utilisée au laboratoire n’exprime pas cette 

toxine et bénéficie d’une toxicité réduite.  

Exo Y est une adénylate cyclase relativement bien conservée dans les différentes souches de 

P. aeruginosa et ne semble pas jouer un rôle prépondérant dans l’infection (64).  

 

 PopB et PopD   

 

Ces 2 protéines participent à l’ancrage du SSTT à la cellule eucaryote et à la translocation des 

protéines en formant un pore dans la membrane cellulaire. Une toxicité « pore-forming » (in 

vitro) est d’ailleurs attribuée au complexe PopB/PopD (65). Lors de l’activation artificielle du 

SSTT par déplétion calcique, elles sont relarguées dans le milieu, de la même manière que les 

exotoxines.   

 

 Rôle dans la virulence de la bactérie   

 

Le SSTT est impliqué dans l’induction de la nécrose et de l’apoptose de diverses populations 

cellulaires ainsi que dans l’altération de fonctions des phagocytes. Les cellules cibles du SSTT 

sont principalement les macrophages, les cellules dendritiques, les polynucléaires et les 

cellules épithéliales. Le contact entre les cellules et la bactérie active le SSTT et entraîne la 
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libération des effecteurs dans la cellule. La cytotoxicité envers les polynucléraires et les 

macrophages est clairement dépendante de l’activation du SSTT (66,67). Il s’agit d’un 

mécanisme de défense naturelle de la bactérie. 

 

 Régulation du SSTT  

 

Le SSTT est un système hautement régulé qui est activé in vivo lors de la phase aiguë de 

l’infection. Il est connu qu’en cas d’infection chronique le SSTT est régulé négativement, 

probablement pour échapper à la surveillance du système immunitaire (68). 

 La translocation des protéines est provoquée par le contact cellules-bactéries et la sécrétion 

est déclenchée in vitro par une déplétion calcique que l’on peut induire en présence d’un 

chélateur du calcium (EGTA), ce qui permet d’en étudier la fonctionnalité. La présence de 

sérum dans le milieu de culture semble aussi être un facteur activant le SSTT (60). 

L’ensemble des gènes codant les protéines de structure du SSTT et les toxines sécrétées, 

sont sous la stricte dépendance d’un activateur transcriptionnel : la protéine ExsA. Il s’agit 

d’un système très complexe de régulation à plusieurs composantes, jouant principalement 

sur l’inhibition d’ExsA, qui n’est libéré que dans les conditions citées précédemment (69). 

 

2.  Travaux précédemment menés au laboratoire 

 

Le SSTT de Pseudomonas aeruginosa est étudié depuis des années dans le laboratoire 

TheREx. Une souche atténuée (délétée des toxines ExoS/ ExoT) a été élaborée pour délivrer 

des protéines d’intérêt (antigènes) au travers du SSTT.  Une séquence minimale d’adressage 

des protéines d’intérêts a été identifiée. Il s’agit des 54 premiers acides aminés de la 

protéine ExoS (ExoS54), qui sont ajoutés par génie génétique (voir plasmide pEAi3S54) (63).  

 

 Asservissement du SSTT de P. aeruginosa 

 

La sécrétion in vitro et la translocation in vivo d’une protéine antigénique sont rendues 

possibles grâce au plasmide pEAi3 S54 (figure 11). 

Cette construction plasmidique a été mise au point en plaçant l’activateur transcriptionnel 

ExsA sous la dépendance d’un promoteur inductible (ptaq). En condition non-induite ptaq 



 

54 
 

est couplé au répresseur LacIQ  et la transcription d’exsA est inhibée. En présence d’un ligand 

de LacIQ (lactose, IPTG), l’inhibition de ptaq est levée et la transcription du gène exsA peut 

avoir lieu. 

Le gène codant la protéine d’intérêt est cloné à l ‘aide d’enzymes de restriction en aval de la 

séquence ExoS54 ; ExsA se fixe au promoteur d’ExoS et initie alors la transcription d’ExoS54-

protéine d’intérêt. De plus, la production d’ExsA dans P. aeruginosa va permettre 

l’assemblage du SSTT. 

 

Figure 11 : Plasmide pEAI3 S54. Un gène d’intérêt est cloné en aval de la séquence codant  ExoS54. La 
transcription d’exos54-protéine d’intérêt est sous la dépendance d’un promoteur inductible à ExsA. La 
production d’ExsA est elle-même régulée par un promoteur inductible à l’IPTG (ptaq). orf1 : gène codant la 
protéine chaperone d’ExoS ; RBS : ribosome binding site ; lacI

Q
 : gène codant un mutant du répresseur lac 

(transcription élevée) ; ColE1 ORI : origine de réplication utilisée par E.coli; bla : gène codant la β-lactamase 
(résistance à l’ampicilline) ; ori 1600 : origine de réplication utilisée par Pseudomonas ; repB : gène codant la 
protéine de réplication ; MCS : site de clonage multiple 

 

Les résultats obtenus ont montré que l’addition d’IPTG au milieu de culture d’une souche de 

P. aeruginosa transformée par le plasmide pEAi3 S54 induit la transcription de tous les gènes 

sous la dépendance d’ExsA. La sécrétion/translocation des protéines couplées à ExoS54 est 

effective seulement si on effectue une déplétion calcique du milieu de culture en présence 

d’IPTG, ou lors d’un contact avec une cellule cible. (63)  
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 Détoxification de la souche bactérienne   

 

La souche vaccinale de P. aeruginosa a été développée à partir de la souche clinique CHA 

(66), isolée d’un patient souffrant de mucoviscidose. La production de la toxine ExoU n’est 

pas retrouvée (le gène exoU n’est pas présent), ce qui en fait une souche naturellement 

moins toxique. Toutefois, les autres effecteurs du SSTT sont exprimés normalement (ExoS, 

ExoT, ExoY). 

Les gènes codant les exotoxines ExoS et ExoT ont été délétés de la souche CHA, donnant 

naissance à la souche CHA-OST (70) et réduisant ainsi la cytotoxicité de la bactérie de 50 % 

(mesurée sur des cellules en culture) (63). Enfin d’autres gènes des voies métaboliques (tel 

que aroA) ou participant à la virulence de la bactérie, tels que lasI et rhlI (gènes du Quorum 

Sensing), ont été ciblés pour obtenir les souches peu toxiques CHA-OA, CHA-OAL et CHA-ORL 

(71).  

 

 Optimisation de l’efficacité du vecteur 

 

Le développement de ces différentes souches comme vecteurs d’immunothérapie 

antitumorale  a été effectué ces dernières années et leur efficacité a été démontrée à la fois 

en modèle de mélanome et de glioblastome murins (63,72). 

Comme nous l’avons vu précédemment la particularité du vecteur P. aeruginosa par rapport 

aux stratégies d’immunothérapie conventionnelles est qu’il possède la capacité grâce au 

SSTT d’injecter des antigènes directement dans les cellules eucaryotes, y compris dans les 

cellules dendritiques. Les peptides antigéniques sont présentés aux lymphocytes T CD8+ 

grâce aux molécules de CMH I et aux T CD4+ via le CMH II (figure 12). Ce vecteur possède 

également la faculté d’induire un signal de danger par le biais de la stimulation des PRRs, 

propice à la rupture de tolérance immunitaire vis-à-vis de l’antigène injecté.  

Cette réponse lymphocytaire peut être améliorée et amplifiée en modifiant plusieurs 

paramètres qui ont été étudiés au laboratoire (73). La séquence PADRE (PAn HLA-DR 

Epitope), un épitope universel CMH II humain et murin, a notamment été ajoutée en aval de 

la séquence exoS54 pour favoriser la réponse T helper (74). 



 

56 
 

D’autre part un plasmide pEAi3 S54 capable d’exprimer 2 antigènes a été développé et le 

schéma de vaccination a été optimisé pour obtenir une réponse forte et durable (réponse 

mémoire)(73).  

 

 

 

Figure 12 : Concept de l’immunothérapie antitumorale utilisant le SSTT de P. aeruginosa 
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E. Sécurisation de la souche vaccinale 

 

1.  Quels sont les besoins en termes d’atténuation ? 

 

L’injection du vecteur bactérien atténué dans le cadre d’un futur traitement antitumoral 

peut être associée à des complications plus ou moins sévères chez des patients déjà 

fragilisés par leur cancer. Les principaux risques sont la multiplication et la dissémination de 

la souche dans l’organisme (infection) et dans l’environnement (contamination des 

populations et dissémination environnementale). 

L’utilisation de vecteurs bactériens est réglementée depuis peu par les agences de régulation 

(ANSM, EMEA), qui classifie ce genre de traitement dans « les médicaments de thérapie 

innovante ou de thérapie génique ». Ces traitements s’apparentent à une vaccination 

thérapeutique qui est encore peu représentée sur le marché. De plus, il s’agit dans la 

majorité des cas d’organismes génétiquement modifiés qui requièrent une autorisation du 

Haut Conseil des Biotechnologies (HCB) pour être utilisés et développés.  

Les travaux réalisés au laboratoire pour atténuer la toxicité du vecteur ont finalement 

conduit à un déclassement des souches CHA-OA et CHA-OAL en classe 1 (non pathogènes) 

des organismes génétiquement modifiés (validé par le HCB). Cette décision autorise leur 

manipulation en lieu de confinement peu contraignant et « valide » en quelque sorte 

l’innocuité de ces souches. Toutefois, il est nécessaire de ne pas atténuer excessivement la 

toxicité de la souche qui contribue en grande partie à l’efficacité de la réponse immune, et 

ceci en provoquant une réponse inflammatoire locale indispensable à l’activation de 

l’immunité adaptative. 

Idéalement, nous devons produire une souche conservant à la fois ses propriétés 

immunostimulantes et de vecteurs d’antigènes, et dont l’atténuation de la virulence 

s’effectue par l’inactivation de la réplication de la bactérie. Nous sécuriserons ainsi 

l’utilisation du vecteur en thérapeutique tout en limitant les risques de dissémination dans 

l’environnement. Enfin ce type de souche vectrice devrait être plus facilement accepté par 

les instances réglementaires. 
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2.  Le concept des bactéries « Killed But Metabolically Active »  

 

Brockstedt et al. ont mis au point une nouvelle classe de vaccins basée sur un traitement 

photochimique utilisé pour inactiver les pathogènes et les cellules nucléées des 

prélèvements plaquettaires et plasmatiques humains (75). Ce procédé a été repris par 

plusieurs équipes pour développer des vaccins anti-infectieux (76–79).  

 

 Principe du traitement photochimique et application  

 

Le concept INTERCEPT Blood System®, développé par Cerus Corporation, permet d’inactiver 

les contaminants bactériens, viraux et cellulaires dans les préparations de concentrés 

plaquettaires ou de produits plasmatiques, par l’utilisation conjointe de psoralène S-59 

(amotosalène-HCl, Intercept Blood System®, Cerus corporation) et d’UVA (rayons ultraviolets 

de grandes longueurs d’onde). Le psoralène S-59 (amotosalène) synthétique a la 

particularité d’être hautement réactif et moins toxique que le psoralène. 

Il s’agit d’une molécule qui a pour propriété de se fixer aux bases pyrimidiques de l’ADN et 

de l’ARN. Des pontages covalents irréversibles vont se former lors d’une exposition du milieu 

à des rayons ultraviolets de grande longueur d’onde (UVA). Ce traitement photochimique 

entraîne l’inactivation de la réplication cellulaire et bloque par conséquent la prolifération 

des différents contaminants (figure 13).  

 

 

Figure 13 : Principe du traitement photochimique (d’après Cerus Corporation. www.cerus.com) 
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L’efficacité du système a été validée pour de nombreuses bactéries, notamment P. 

aeruginosa ; les résultats sont résumés dans le tableau 4.  

 

Tableau 4 : Inactivation des bactéries par Intercept Blood System®. Traitement photochimique appliqué: 
150μM de psoralène S-59 et 3J/cm² d’UVA.  

 

  « Détournement de PCT »  

 

En réponse aux pontages multiples induits par un traitement photochimique, on observe 

une activation de la voie NER (Nucleotide Excision Repair), permettant la réparation de l’ADN 

et de l’ARN via l’exonucléase ABC de la bactérie. L’exonuclease ABC est constituée de 3 sous-

unités protéiques indissociables A, B et C codées par les gènes uvrA, uvrB et uvrC (ultraviolet-

light response genes) (80). 
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Le concept des vaccins KBMA est basé sur l’idée que des mutants bactériens délétés pour les 

gènes codant 2 sous-unités de l’exonuclease ABC (uvrA et uvrB) sont beaucoup plus sensibles 

au traitement photochimique et ainsi plus facilement inactivables. En effet, une faible 

exposition des mutants au PCT serait corrélée à l’apparition de rares pontages de psoralène 

S-59 sur l’ADN permettant de conserver intacte l’expression du génome et du protéome, 

tout en bloquant la réplication bactérienne (77). En théorie un seul pontage dans l’ADN 

suffirait à bloquer la réplication de la bactérie.  

Brockstedt et al. ont montré l’innocuité et l’efficacité de ce vecteur bactérien KBMA en 

immunothérapie antitumorale et anti-infectieuse avec la bactérie Listeria monocytogenes 

(77,81). Le procédé a été ensuite appliqué et validé sur Salmonella typhimurium et Bacillus 

anthracis  pour le développement de vaccins anti-infectieux (78,79). 

 

3. Objectifs du travail 

 

Pour rendre plus sûre l’utilisation du vecteur produit au laboratoire, nous avons envisagé la 

mise au point d’une 2ème génération de souches bactériennes vaccinales dites « tuées mais 

métaboliquement actives » (KBMA). Cette technique nous permettrait d’obtenir des 

bactéries, capables de produire la protéine antigénique et de la vectoriser mais incapables 

de se répliquer chez l’hôte et dans l’environnement ; donc d’une utilisation à niveau de 

risque le plus bas (82).  

 

Le travail présenté ici a consisté à produire et à débuter la caractérisation de cette nouvelle 

souche KBMA comme outil de vectorisation d’antigène. Plusieurs étapes ont été nécessaires:  

• La réalisation d’une inactivation de gène par une technique de biologie moléculaire 

maîtrisée au  laboratoire.   

• La mise au point et l’optimisation du traitement photochimique sur les souches mutées 

• Le contrôle de l’activité métabolique des souches KBMA in vitro.  

• Les tests préliminaires de toxicité et d’efficacité vaccinale in vivo en modèle murin. 
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A. Souches bactériennes et plasmides 

 

Souche Pseudomonas aeruginosa
Résistance 

antibiotique
Génotype/Phénotype Reference

CHA-OST - CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT   [70] 

CHA-OA - CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔaroA  [71]

CHA-OAL gentamycine CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔaroA ΔlasI::Gm  [71]

CHA-OAL - CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔaroA ΔlasI Ce travail

CHA-OST ΔuvrA gentamycine CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔuvrA::Gm Ce travail

CHA-OST ΔuvrA - CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔuvrA Ce travail

CHA ΔuvrA gentamycine CHA ΔuvrA::Gm Ce travail

CHA ΔuvrA - CHA ΔuvrA Ce travail

CHA-OST ΔuvrAB gentamycine CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔuvrA ΔuvrB::Gm Initiée dans ce travail

CHA-OST ΔuvrAB - CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔuvrA ΔuvrB Initiée dans ce travail

CHA-OAL ΔuvrA - CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔaroA ΔlasI ΔuvrA Ce travail

CHA-OST ΔuvrA                                                        

pEAI3 S54-PADRE-OVA
ampicilline

CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔuvrA transformée par le plasmide 

pEAI S54-PADRE-OVA
Ce travail

CHA-OST ΔuvrAB                                                            

pEAI3 S54-PADRE-OVA
ampicilline

CHA ΔexoS Δorf1 ΔexoT ΔuvrA ΔuvrB transformée par le 

plasmide pEAI S54-PADRE-OVA
Initiée dans ce travail

Souche Escherichia coli 
Résistance 

antibiotique
Génotype/Phénotype Reference

S17-1 - Rp-4-2tc::Mu aph::TN7 recA  [SmR] -

Plasmide
Résistance 

antibiotique
Caractéristiques Reference

pEAI3 S54-PADRE-OVA ampicilline
Vecteur contenant la séquence d'AA 234-386 du gène de 

l'ovalbumine
[63]

pEX100Tlink ΔHindIII ampicilline pEX100Tlink avec polylinker (sans le site HindIII )  [70] 

pEX100T mut uvrA
gentamycine 

ampicilline

Clonage dans pEX100TlinkΔHindIII de la cassette de

résistance à la gentamycine encadrée par deux séquences

lox  et les régions flanquantes en 5’ et 3 ‘ du gène uvrA

Ce travail

pEX100T mut uvrB
gentamycine 

ampicilline

Clonage dans pEX100TlinkΔHindIII de la cassette de

résistance à la gentamycine encadrée par deux séquences

lox  et les régions flanquantes en 5’ et 3‘ du gène uvrB

Ce travail

pCM157 tetracycline Contient la séquence codant la recombinase  cre [84]
 

 

Tableau 5 : Souches bactériennes et plasmides utilisés dans ce travail 
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B. Manipulation des bactéries   

 

1. Pseudomonas aeruginosa: 

 

 Culture  

 

Certaines des souches utilisées dans ce travail (CHA, CHA-OST) sont des pathogènes 

nécessitant une manipulation en laboratoire P2, avec des règles strictes de confinement. La 

culture se fait en milieu liquide riche (milieu LB) à 37°C sous agitation constante. La cinétique 

de croissance est contrôlée par la mesure de la densité optique (DO) à 600nm ; une unité de 

DO600nm correspond à 5.108 bactéries par millilitre de milieu. 

La culture sur milieu solide peut être réalisée sur milieu LB-Agar ou sur milieu PIA 

(Pseudomonas Isolation Agar®, Difco). 

Les milieux cités précédemment sont stérilisés par autoclavage avant utilisation. 

 

Concentrations des antibiotiques utilisés pour la sélection :  

- Carbénicilline : 300 μg/ml en milieu liquide, 600 μg/ml en milieu solide 

- Gentamicine : 200 μg/ml en milieu liquide, 400 μg/ml en milieu solide 

- Tétracycline : 250 μg/ml en milieu liquide et solide 

 

 Transformation par un plasmide  

 

A partir d’une culture O/N en milieu liquide, les bactéries sont centrifugées puis lavées 2 fois 

dans une solution de sucrose 300 mM et remises en suspension dans cette même solution. 

Les bactéries sont ensuite incubées 30 minutes sur glace avec environ 25 ng d’ADN 

plasmidique, puis soumises à électroporation (application d’un courant de 1800V pendant 5 

ms) dans une cuvette adaptée (système ElectroCell Manipulator ECM399 BTX, Genetronic 

Inc, San Diego, CA). 

Enfin les bactéries sont remises en culture 1 heure en milieu LB liquide avant étalement sur 

milieu solide, contenant l’agent de sélection approprié au gène de résistance porté par le 

plasmide. 
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2. Escherichia coli  
 

La souche DH5α library efficiency (Invitrogen) a été utilisée pour l’élaboration des plasmides 

(clonage) et la souche S17-1 (tableau 1) pour la conjugaison biparentale avec P. aeruginosa. 

 

 Culture  

 

La culture se fait en milieu liquide dans LB à 37°C sous agitation et en milieu solide sur LB-

agar. 

 

Concentrations des antibiotiques utilisés pour la sélection: (milieu solide et liquide)  

- Ampicilline : 100 μg/ml 

- Gentamicine : 10 μg/ml 

- Tétracycline : 20 μg/ml 

- Kanamycine : 50 μg/ml 

 

 Transformation d’E. coli par un plasmide  

 

Immédiatement après décongélation, les bactéries sont incubées sur glace pendant 15 

minutes avec un plasmide ou un produit de ligation. Un choc thermique de 30 secondes à 

42°C est effectué, puis les bactéries sont laissées 2 minutes sur glace avant d’être mises en 

culture dans du milieu LB liquide pendant 1 heure. On étale finalement les bactéries sur  

boite LB-agar contenant l’antibiotique de sélection correspondant à la résistance porté par le 

plasmide. 

 

C. Mutagenèse par échange allélique basée sur le système de 

recombinaison cre-lox 

 

Nous avons utilisé la méthode élaborée au laboratoire par L. Quénée, qui permet la 

mutation successive de différents gènes grâce à l’absence finale de marqueur de sélection 

(70). Cette technique consiste à déléter un gène d’intérêt par échange allélique et le 



 

65 
 

remplacer par une séquence d’ADN codant un marqueur de sélection (gentamicine dans le 

cas présent).  

Les mutants CHA-OSTΔuvrA puis CHA-OSTΔuvrAB ont été générés à partir de la souche de P. 

aeruginosa atténuée CHA-OST (délétée pour gènes codant les exotoxines ExoS et ExoT) 

produite précédemment au laboratoire (tableau 5).  

 

 Elaboration du plasmide d’échange allélique   

 

Le plasmide pEX100Tlink (figure 14) possède un site de clonage avec différents sites de 

restriction ainsi que 2 gènes de sélection conférant à la fois une résistance à l’ampicilline 

(bla) et une sensibilité au saccharose (sacB) aux bactéries transformées. Une origine de 

réplication pour la bactérie E.coli est présente dans la construction mais a été 

volontairement retirée pour P. aeruginosa (vecteur suicide).  

 

Figure 14 : Plasmide de mutagenèse pEX100Tlink. Bla3 (β-lactamase de type 3) code la résistance à 
l’ampicilline et à la carbenicilline. Le gène sacB confère à la souche une sensibilité à un métabolite toxique du 
sucrose lorsque la souche croît sur milieu LB-sucrose 5%. oriT est l’origine de transfert et ori correspond à 
l’origine de réplication du vecteur chez E. coli.  

 

En pratique, il faut définir la séquence que l’on souhaite éliminer du génome de la bactérie. 

On amplifie alors des fragments de 1000pb environ correspondant aux régions 

immédiatement adjacentes en amont et en aval du gène d’intérêt. Ces séquences sont 

amplifiées par PCR à partir d’ADN génomique de P. aeruginosa et à l’aide des amorces 

décrites dans le tableau 6. Les amorces ont été conçues à partir du génome de la souche de 

P. aeruginosa PAO1 (AE004740) publié dans la base de données www.pseudomonas.com 
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(83). La souche PAO1 est génétiquement très proche de la souche CHA que nous utilisons au 

laboratoire. 

uvrA Sens GTAAGCTTGCCGAGATGCCCCAGTCGCA CTGAATTCGGCCCCCCTCGTGCACCAGT 

Antisens CTGAATTCGGCGGACCACTGGAACCACC GTAAGCTTGCGCCCCACGAATCAGGATC 

uvrB Sens GAATTCGCGCAGCGTCTGGATCT AAGCTTGTTGTTGTTGCGCAGGTA

Antisens AAGCTTCATCGAGCAGGTGGTGCG GGATCCTTGGCGTCACAGCTCC

Sens

Antisens

Sens

Antisens

uvrA 

contrôle

uvrB 

contrôle

CCTCATGGAAGAAACCGCTG

CTGAATTCGGCGGACCACTGGAACCACC

AGGGTAGTCACCAGCACCC

GATGTGATCGACATCTTCCC

Gène Sens de l'amorce Séquence de l'amorce

Gène Sens de l'amorce
Séquence de l'amorce

Région flanquante en 5' du gène Région flanquante en 3' du gène

 

Tableau 6 : Amorces pour l’amplification des séquences utilisées pour la délétion des gènes uvrA et uvrB  et 
pour la vérification des mutants obtenus. 

 

Les séquences sont insérées (en conservant le même ordre que sur le génome) dans le 

plasmide pEX100Tlink. Enfin la séquence du gène de résistance à la gentamicine aacC1, 

encadrée des deux séquences lox que reconnaîtra ultérieurement la recombinase cre, est 

insérée entre les 2 fragments. On obtient ainsi les plasmides pEX100T mut uvrA et pEX100T 

mut uvrB. Après transformation dans les bactéries compétentes E.coli DH5α, les souches 

positives sont sélectionnées par gentamicine sur milieu LB solide et les plasmides contrôlés 

par digestion enzymatique, suite à une extraction de l’ADN plasmidique. 

 

 Conjugaison biparentale avec le plasmide pEX100T mut uvrA 

 

L’introduction du plasmide dans la souche CHA-OST se fait ensuite par conjugaison 

biparentale avec une souche d’E. coli S17-1 transformée par le plasmide pEX100T mut uvrA. 

Pour ce faire, les souches CHA-OST et E. coli S17-1 transformée sont cultivées séparément en 

milieu LB et LB-Gm respectivement, jusqu’en phase de croissance exponentielle, puis un 

mélange des 2 cultures (50µL de chaque) est déposé sous forme de goutte sur un milieu 

solide LB  sans NaCl (l’absence de NaCl favorise la conjugaison). 

Après 24h, la culture obtenue est prélevée et reprise dans 1ml de milieu LB. 100µL de cette 

suspension sont étalés sur milieu solide PIA-Gm puis incubés O/N à 37°C. Seules les clones 
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CHA-OST qui ont reçu le plasmide pEX100T mut uvrA lors de la conjugaison pourront croître 

sur le milieu PIA-Gm. Cependant il peut se produire une simple ou double recombinaison 

lors de l’échange allélique. 

 

 Sélection des double-recombinants 

 

Les colonies ayant réalisé une simple ou double recombinaison sont ensuite sélectionnées et 

repiquées sur différents milieux : PIA-Gm, PIA-sucrose 5% et PIA-Cb. 

En cas de simple recombinaison, seule une des deux régions flanquantes a fait l’objet d’une 

recombinaison, avec deux conséquences :  

- La séquence du plasmide est incorporée au chromosome, y compris les séquences 

sacB et bla3 (conférant une résistance à la carbenicilline et une sensibilité au sucrose 

5 %) 

- La séquence du gène non mutée est toujours sur le chromosome. 

En cas de double recombinaison, l’échange allélique est obtenu sur les deux régions 

flanquantes, et la séquence cible a été excisée et remplacée par le gène de résistance à la 

gentamicine. 

Seuls les mutants Gmr, Cbs, Sucroser, correspondant aux double-recombinants sont 

conservés. Une PCR sur ADN génomique est réalisée systématiquement afin de valider le 

double-recombinant obtenu.  

 

 Excision de la cassette de résistance 

 

Le mutant a intégré dans son génome la cassette de résistance à la gentamicine aacC1 

flanquées des séquences lox « en remplacement » du gène d’intérêt (figure 15). Afin de ne 

pas conserver une souche résistante à la gentamicine, le plasmide pCM157 (tableau 1, (84)) 

est intégré dans la souche mutée par électroporation. Ce plasmide contient les gènes de 

résistance à la tétracycline et le gène codant la recombinase Cre. Cette enzyme effectue une 

recombinaison entre les séquences lox permettant de supprimer le gène aacC1 et donc de 

perdre la résistance à la gentamicine (résumé figure 15).  

Les bactéries transformées par ce plasmide sont sélectionnées O/N sur PIA-Tc puis cultivées 

en milieu LB liquide 48h O/N et O/D avec un repiquage toutes les 12 heures afin de favoriser 
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la perte du plasmide pCM157 (et ainsi la perte de la résistance à la tétracycline). Enfin une 

PCR sur ADN génomique est effectuée ainsi qu’une culture en milieu LB-Gm (où les bactéries 

ne doivent pas pousser) pour « valider » le mutant CHA-OSTΔuvrA et la suppression de la 

cassette de résistance à la gentamicine. 

 

Figure 15 : Mutagenèse par échange allélique et élimination du marqueur de sélection. L’échange allélique 
conduit à une insertion de la cassette de résistance à la gentamicine aacC1 flanquée des séquences lox dans le 
génome de la bactérie. La suppression de cette cassette de résistance est ensuite effectuée par l’introduction 
du plasmide pCM157 exprimant la cre recombinase. La méthode peut ainsi être utilisée plusieurs fois pour 
produire différentes délétions de gènes. 

 

 

Vérifications par PCR 

Excision de la cassette  
gentamicine 

 

 

CHA-OST 
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Cette mutagénèse peut alors être répétée pour un autre gène d’intérêt (délétion uvrB à la 

suite de la délétion uvrA). 

 

D. Mise au point du traitement photochimique (PCT) pour obtenir la 

souche P. aeruginosa CHA-OST KBMA 

 

L’objectif de ce traitement est d’abolir la réplication bactérienne tout en maintenant 

l’activité métabolique de la souche. On réalise des pontages covalents dans l’ADN de la 

bactérie à l’aide de l’amotosalène (psoralène S-59, Intercept Blood System®, Cerus 

corporation), et d’une exposition aux UV de grandes longueurs d’onde (UVA : 320-400 nm), 

rendant les pontages dans l’ADN irréversibles (77).   

Les bactéries sont mises en culture la veille à 37°C sous agitation dans du milieu LB puis 

diluées le lendemain dans LB à une DO600 = 0,2. A DO600nm de 0,5, une concentration 

déterminée d’amotosalène est ajoutée puis les bactéries sont à nouveau cultivées jusqu’à 

DO600nm de 1.  

On transfère ensuite 1ml de culture dans une plaque de culture cellulaire 6 puits (Greiner Bio 

one®) que l’on expose aux UVA à l’aide d’un crosslinker Bio-link® (Vilber Lourmat). Afin de 

déterminer le traitement optimal, les cultures sont exposées à différentes énergies (en 

joules/cm²) et plusieurs concentrations d’amotosalène. 

Les bactéries sont finalement centrifugées puis lavées par du milieu LB. On dépose 

différentes dilutions sur milieu PIA O/N à 37°C pour déterminer le nombre de colonies/ml, 

correspondant au nombre de bactéries résiduelles ayant conservé une activité réplicative 

après traitement photochimique.  

 

E. Activité métabolique de CHA-OST KBMA : test de sécrétion d’un 

antigène vaccinal par le système de sécrétion de type III  

 

L’ovalbumine, ou une partie de la protéine (OVA), est fréquemment utilisée comme antigène 

vaccinal dans des modèles de tumeurs expérimentaux exprimant l’ovalbumine. Elle permet 

d’étudier l’immunothérapie sur une tumeur pour laquelle aucun antigène n’est caractérisé et 

elle facilite l’évaluation de l’immunogénicité d’un antigène dans un modèle de tumeur déjà 



 

70 
 

caractérisé. Enfin l’intérêt est que l’on connaît l’épitope dominant CMH I H2Kb (SIINFEKL, 

souris C57BL/6J) de l’ovalbumine et que de nombreux outils ont été développés en 

immunologie pour reconnaître le CMH I H2Kb couplé à ce peptide spécifique (clones 

lymphocytaires T spécifiques, tétramères…)   

 

1. Sécrétion de la protéine de fusion S54-PADRE-OVA par le SSTT (63)  

 

La souche CHA-OSTΔuvrA transformée par le plasmide pEAI3S54-PADRE-OVA est mise en 

culture dans du LB-Cb à 37°C sous agitation O/N. Les bactéries sont ensuite centrifugées puis 

repiquées à une DO600nm de 0,2 dans LB-Cb supplémenté par IPTG 0,5mM.  

A une DO600nm = 0,5, une concentration déterminée d’amotosalène est ajoutée directement 

dans la culture, puis à DO600nm = 1, on expose les bactéries aux UVA à une énergie choisie. 

Après une étape de centrifugation les bactéries sont lavées par du milieu LB puis mises en 

culture 3 heures à 37°C sous agitation dans du milieu LB-Cb, 0,5mM IPTG, 5mM EGTA et 

20mM MgCl2 afin d’induire la sécrétion par le SSTT (l’ajout d’ions Mg2+ apporte les ions 

divalents capable de pallier l’absence des ions Ca2+, induite par la déplétion calcique). 

 

2.  Etude du surnageant par SDS-PAGE  

 

Les surnageants de culture sont prélevés après centrifugation pendant 15 minutes à 10000g 

et traités par PCA 15% (acide perchloroacétique) O/N à 4°C afin d’obtenir la précipitation des 

protéines. 

Deux étapes successives de  centrifugation de 30 minutes (30000g) à 4°C après  lavage  à 

l’acétone -20°C  sont effectuées. Enfin après évaporation, les protéines sont reprises dans 

50µL de tampon dénaturant et traitées 5 minutes à 95°C. Une analyse par SDS-PAGE est 

ensuite réalisée sur gel gradient 4-15% (Ready gel®, Biorad) avec une migration à 110V dans 

un tampon Tris Glycine (Biorad), puis une coloration au bleu de Coomassie. 

La taille correspondant à la protéine de fusion S54-PADRE-OVA sécrétée est de 22kDa.  

Les contrôles négatifs et positifs sont respectivement représentés par une culture 

bactérienne similaire sans PCT puis tuée par la chaleur (100°C, 20minutes) et par une culture 

n’ayant pas subi de PCT et dont la sécrétion a été activée. Cette dernière culture est 
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conservée à température ambiante sur la paillasse pendant la durée de l’exposition aux UVA 

puis la sécrétion est induite en même temps que les souches traitées. 

  

F. Test de présentation des CD injectées par l’antigène S54-PADRE-

OVA  

 

Les cellules dendritiques (105 cellules) issues de la moelle osseuse (BMDC) de souris 

C57BL/6J sont cultivées O/N dans du milieu RPMI (supplémenté avec 10% SVF, 2mM 

glutamine), puis mises en contact pendant 3 heures à 37°C et 5% CO2 avec 5.105 bactéries 

(MOI 5:1) non traitées, traitées par PCT ou tuées par la chaleur (HK).  

La préparation des bactéries est similaire à l’expérience précédente mais sans ajout d’EGTA 

après PCT, afin de ne pas activer la sécrétion dans le milieu de culture. A la fin du traitement, 

les différentes souches sont remises en suspension, à la concentration adéquate, dans du 

milieu de culture cellulaire (sans antibiotique) avant interaction avec les BMDC.  

Lors du contact avec les BMDC, les bactéries dont le SSTT est fonctionnel vont injecter la 

protéine de fusion S54-PADRE-OVA. Les BMDC seront activées suite à la présence d’un signal 

de danger bactérien et présenteront le peptide SIINFEKL, issu de la dégradation de l’antigène 

OVA par le protéasome, sur leur CMH I.  

Après ajout de 250 µg/ml de gentamicine pendant 30min pour tuer les bactéries, les 

surnageants de culture sont éliminés. Les BMDC activées, et présentant le peptide, sont 

ensuite incubées en présence des cellules B3Z avec un ratio de 1:3. B3Z est un hybridome 

entre la lignée murine Z8, qui possède le gène de la β-galactosidase sous le contrôle du 

promoteur minimal de l’IL-2, et la lignée B3, qui es un clone lymphocytaire T CD8+ spécifique 

du peptide SIINFEKL de l’ovalbumine (OVA257-264) présenté par les molécules H-2Kb 

(équivalent du CMH I exprimées par les BMDC de souris C57BL/6) (85). 

L’interaction du TCR de l’hybridome B3Z avec le couple H-2Kb–SIINFEKL déclenche 

l’activation transcriptionnelle du promoteur NF-AT (nuclear factor of activated T cells) qui 

stimule non seulement la production d’IL-2 au sein de la cellule, mais aussi l’expression de 

lacZ.  lacZ déclenche la synthèse de la β-galactosidase qui peut être visualisée et quantifiée 

après lyse des B3Z en présence d’un substrat chromogénique, le CPRG. La quantité de CPRG 
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modifiée, mesurée à 570nm, permet d’apprécier la présentation de SIINFEKL par une cellule 

présentatrice d’antigène et aussi d’estimer son activation par le vecteur bactérien. 

 

G. Test de cytotoxicité de la souche KBMA sur les macrophages 

murins J774 

 

Les macrophages murins J774 (fournis par Christian Villiers ; Institut d'oncologie/ 

développement  Institut Albert Bonniot, BP170, 38042 Grenoble Cedex 9) sont mis en 

culture O/N dans du milieu DMEM Glutamax® (supplémenté avec 10% de SVF). 

 105 macrophages J774 / puits sont distribués dans une plaque 96 puits puis on laisse 

adhérer les cellules 4h à 37°C et 5% de CO2.  

Les bactéries produites (production similaire à l’expérience précédente) sont lavées puis 

reprises dans le milieu de culture cellulaire et mises en contact pendant 3h avec les 

macrophages à une MOI de 5:1 dans un candle jar à 37°C (volume final = 200µl). 

En fin d’incubation, 250μg/ml de gentamicine sont ajoutés pour éliminer les bactéries (30 

minutes de contact). La plaque est centrifugée puis on transfère 100μl de surnageant dans 

une nouvelle microplaque.  

La cytotoxicité des bactéries envers les macrophages est déterminée après mesure du 

relarguage de la LDH dans le surnageant de culture des cellules infectées à l’aide d’un kit de 

détection (Cytotoxicity Detection Kit (LDH)®, ROCHE). 

Le contrôle négatif est représenté par des macrophages non infectés et le contrôle positif 

par ces mêmes cellules lysées par Triton X100 1%. 

Le pourcentage de cytotoxicité est défini selon l’équation suivante : (valeur expérimentale - 

valeur du contrôle négatif) / (valeur du contrôle positif – valeur du contrôle négatif) x 100  

 

H. Etude de toxicité in vivo chez la souris 

 

Une expérience de toxicité du vecteur in vivo chez des souris femelles C57BL/6J (Janvier SA) 

âgées de 6-8 semaines a été effectuée. Les souris reçoivent par voie sous-cutanée, dans le 

flanc droit 5.106, 5.107 ou 5.108 bactéries CHA-OST KBMA pEAI3S54-PADRE-OVA dans un 

volume final de 100µL de PBS. On observe leur état clinique tous les 2 jours. 
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I. Détermination par immunomonitoring de la dose vaccinale 

efficace in vivo en modèle murin  

 

L’ELISpot (Enzyme-Linked Immunosorbent Spot) est une technique immunoenzymatique 

permettant de dénombrer des cellules à partir de leur sécrétion de cytokines.  

Nous souhaitons quantifier la réponse spécifique des lymphocytes T CD8+ après vaccination 

vis-à-vis du peptide SIINFEKL de l’ovalbumine. 

Pour ce faire, des souris C57BL/6J naïves sont vaccinées par 2 injections à 7 jours d’intervalle 

(J-14 et J-7) avec différentes souches et à différentes doses (tableaux 7 et 8). A J0, les souris 

sont sacrifiées puis on prélève la rate et on en extrait les splénocytes.  

 

 

Figure 16 : Principe du test ELISpot. Le peptide épitope SIINFEKL stimule les cellules T CD8+ spécifiques du 
peptide qui sécrètent de l’IFNγ. On quantifie les spots correspondant aux cellules sécrétant de l’IFNγ.  
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On distribue 4.105 splénocytes / puits (milieu RPMI + 10% SVF + 2mM glutamine) dans une 

plaque ELISpot (Millipore) pré-traitée par des anticorps anti-IFNγ murin. On ajoute 5µg/ml 

de peptide SIINFEKL par puits pour la restimulation les LT CD8+ et on incube pendant 16-18h. 

L’ajout du peptide dans le milieu va activer les lymphocytes T CD8+ spécifique du peptide 

SIINFEKL et induire la sécrétion d’IFNγ, qui se fixe aux anticorps. Le complexe est ensuite 

révélé par un anticorps biotinylé, puis par la streptavidine liée à une enzyme hydrolisant un 

substrat chromogène insoluble. La précipitation localisée de ce substrat génère des tâches 

colorées ou « immunospots » qui sont comptées par un automate (Bioreader 4000 Pro) 

(figure 16). On analyse finalement le nombre de spots obtenus pour 4.105 splénocytes. 

 

1. Préparation des doses vaccinales  

 

Groupe Mutant Nombre de souris
Dose injectée 

(bactéries)

1 CHA-OSTΔuvrA pEAi3S54-PADRE-OVA 3 5.106 

2
CHA-OSTΔuvrA pEAi3S54-PADRE-OVA         

tuées par la chaleur
3 5.106 

3 CHA-OST KBMA  pEAi3S54-PADRE-OVA 3 5.106 

 

Tableau 7 : Répartition des souris pour le premier test ELISpot : les groupes 1 (dose vaccinale définie par 
Epaulard (63)) et 2 correspondent à des contrôles. Le groupe 3 reçoit les bactéries traitées par PCT : 5µM 
d’amotosalène ; 7,2J/cm² 
 

Groupe Mutant Nombre de souris
Dose injectée 

(bactéries)

1 CHA-OST KBMA  pEAi3S54-PADRE-OVA 3 5.107 

2
CHA-OSTΔuvrA pEAi3S54-PADRE-OVA             

résiduelles après PCT/5.107
3 10²

3 CHA-OST KBMA  pEAi3S54-PADRE-OVA 3 2.108

4
CHA OSTΔuvrA pEAi3S54-PADRE-OVA             

résiduelles après PCT/2.108
3 4.102 

 

Tableau 8 : Répartition des souris pour le second test ELISpot : les groupes 1 et 3 reçoivent les bactéries 
traitées par PCT. Les groupes 2 et 4 correspondent respectivement au nombre de bactéries vivantes résiduelles 
après un PCT sur 5.10

7  
et 2.10

8  
bactéries. PCT : 5µM d’amotosalène ; 7,2J/cm² 
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- Souche CHA-OSTΔuvrA pEAI3S54-PADRE-OVA : après une culture O/N dans milieu LB-Cb, 

les bactéries sont centrifugées puis reprises dans du LB-Cb contenant 0,5mM IPTG à une 

DO600nm = 0,2. A DO600nm = 1, on centrifuge 1 ml de  culture (10000g, 3min) puis on lave 2 fois 

avec du tampon PBS stérile. Enfin le culot bactérien est repris dans 1 ml de PBS stérile et  

différentes dilutions sont réalisées pour obtenir le nombre de bactéries désiré (102, 4.102 ou 

5.106) dans 100µL de PBS stérile.  

 

- Souche CHA-OSTΔuvrA pEAI3S54-PADRE-OVA tuée par la chaleur (Heat-Killed, HK) : les 

mêmes bactéries concentrées à 5.106 bactéries/100µL de PBS sont soumises à une 

température de 100°C pendant 20 minutes. 

 

- Souche CHA-OST KBMA pEAI3S54-PADRE-OVA : après une culture O/N dans LB-Cb, les 

bactéries sont centrifugées puis reprises dans du LB-Cb contenant 0,5mM IPTG à une 

DO600nm de 0,2. A une DO600nm = 0,5, une concentration de 5µM d’amotosalène est ajoutée 

directement au milieu de culture puis la souche est à nouveau mise en culture. A une 

DO600nm de 1 on expose les bactéries aux UVA à une énergie de 7,2 joules/cm² puis on 

centrifuge (10000g, 3min) et on lave 2 fois les bactéries (1ml) avec du tampon PBS stérile. 

Enfin le culot bactérien est repris dans 1 ml de PBS stérile et différentes dilutions sont 

réalisées pour obtenir le nombre de bactéries souhaité (5.106, 5.107, 2.108) dans 100µL de 

PBS.  

 

2. Manipulation des  souris  

 

Les souris sont anesthésiées par isoflurane quelques secondes avant injection. 

Une observation quotidienne des souris est effectuée durant 15 jours à partir de la première 

injection afin de suivre leur état clinique. Ces souris sont certifiées indemnes de pathogènes 

spécifiques et alimentées en eau et nourriture au sein de la Plate-forme de Haute 

Technologie Animale (PHTA) de la Faculté de Médecine/Pharmacie de Grenoble. Elles sont 

maintenues en isolateur puis manipulées sous hotte à flux laminaire pour diminuer les 

contacts avec l’extérieur. Les expériences réalisées sont approuvées par le comité pour 

l’expérimentation animale de l’Université Joseph Fourier. 
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A. Le traitement photochimique bloque la réplication du mutant 

CHA-OSTΔuvrA 

 

L’élaboration du nouveau vecteur CHA-OST KBMA a consisté dans un premier temps à 

réaliser l’inactivation du système nécessaire à la réparation des lésions de l’ADN (système 

NER), par délétion du gène uvrA codant une sous-unité de l’exonuclease ABC. Nous avons 

fait le choix, dans un premier temps, d’inactiver uniquement le gène uvrA. Une fois cette 

souche CHA-OSTΔuvrA obtenue, le traitement photochimique a été optimisé pour inhiber la 

réplication de la souche. Nous avons entrepris par la suite de développer un mutant ΔuvrAB.  

1. Elaboration des mutants CHA-OST ΔuvrA et ΔuvrAB 

 

Dans un premier temps, seule la délétion ΔuvrA est effectuée. La mutation ΔuvrB sera 

réalisée ultérieurement sur le mutant CHA-OSTΔuvrA, afin de tester si cette délétion 

supplémentaire modifie l’efficacité du traitement photochimique.  

Les différentes étapes de production du mutant CHA-OSTΔuvrA ont été validées par PCR sur 

ADN génomique, à l’aide d’amorces contrôles situées de part et d’autres du gène uvrA 

(tableau 5)(figure 17) :  

1. Amplification d’un fragment de 3936pb pour la souche sauvage (WT) CHA-OST  

2. Mutant CHA-OSTΔuvrA non curé de la cassette de résistance à la gentamicine (GmR), 

caractérisé par une amplification de 2257pb  

3. Mutant final CHA-OSTΔuvrA curé de la cassette de résistance à la gentamicine (GmS), 

défini par un fragment de 1455pb 

  
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 17 : Analyse génotypique du mutant CHA-OSTΔuvrA en comparaison avec la souche sauvage. PCR de 
vérification sur ADN génomique puis migration du produit de PCR sur gel d’agarose. WT : wild-type 
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Nous avons contrôlé que la mutation ΔuvrA n’affectait pas la cinétique de croissance des 

bactéries en milieu liquide ainsi que le phénotype des colonies en milieu solide (résultats 

non illustrés).  

 

2. Mise au point du traitement photochimique  

 

La sensibilité du mutant au PCT a été déterminée en faisant varier à la fois l’énergie 

d’exposition aux UVA et la concentration d’amotosalène dans le milieu de culture. Ce 

traitement ayant déjà été optimisé pour la bactérie Gram-négatif Salmonella typhimurium 

ΔuvrAB, nous avons exposé les souches de P. aeruginosa CHA-OST et CHA-OSTΔuvrA de 

manière similaire (78).  

La réponse au PCT est évaluée par comptage des CFU/ml résiduelles après dépôt sur milieu 

PIA (spécifique à Pseudomonas) et culture O/N à 37°C. Les bactéries non traitées sont 

conservées à température ambiante le temps du traitement puis étalées de la même 

manière sur milieu PIA. Des dilutions sont effectuées avant dépôt en tenant compte des 

résultats obtenus lors des premiers essais de PCT, de manière à compter facilement les 

colonies résiduelles. 
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Figure 18 : Viabilité des bactéries après PCT en fonction de la concentration d’amotosalène pour les souches 
CHA-OST et CHA-OST∆uvrA. Exposition aux UVA=7,2 J/cm

2
. Expérience réalisée 5 fois en duplicat. Différence 

significative entre les 2 souches : * p<0,05, **p<0,01. Les barres d’erreur correspondent à la déviation standard 
(SD).  
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On observe une corrélation nette entre l’inactivation de la réplication bactérienne et la 

concentration d’amotosalène utilisée pour le PCT. La dose la plus faible pour obtenir une 

inactivation complète de la réplication est évaluée à 20µM pour le mutant CHA-OSTΔuvrA 

(figure 18), associée à une exposition aux UVA de 7,2 J/cm2. A cette concentration la souche 

mutante est 5 log10 plus sensible au PCT que la souche parentale (≈1 CFU/ml de  bactéries 

vivantes résiduelles versus 1,4.105 CFU/ml ± 1,4.104 respectivement, p<0,01), démontrant 

l’efficacité du PCT sur le mutant ∆uvrA, et confirmant l’inactivation de l’exonuclease ABC. 

Une concentration supérieure d’amotosalène ne paraît pas avoir d’impact sur la souche 

sauvage (données non illustrées). Ce constat souligne l’importance du système de réparation 

NER et de l’activité de l’exonuclease ABC lors de lésions induites par les UV sur l’ADN. 

Une augmentation de l’exposition aux UVA pour une dose d’amotosalène fixe de 2µM paraît 

affecter l’efficacité du traitement sur la souche CHA-OSTΔuvrA (figure 19). Néanmoins, le 

bénéfice d’un PCT avec une exposition de 13 J/cm² plutôt que 7,2 J/cm² paraît moindre par 

rapport au risque d’accroissement de lésions UV-induites et de pontages d’amotosalène 

dans l’ADN. Il faut en effet bien garder en mémoire que l’optimisation du PCT consiste en 

l’inactivation de la réplication bactérienne tout en conservant un maximum d’expression du 

génome ; il faut donc veiller à limiter les pontages réalisés dans l’ADN.  
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Figure 19 : Viabilité des bactéries après PCT en fonction de l’énergie d’exposition aux UVA  pour les souches 
CHA-OST et CHA-OST∆uvrA. Concentration d’amotosalène=2μM. Expérience réalisée une fois en duplicat. 

 

Nous avons été surpris par la concentration importante d’amotosalène (20μM) nécessaire 

pour inactiver complètement le mutant CHA-OST∆uvrA, pour une exposition de 7,2J/cm2, en 
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regard des travaux effectués sur les souches Salmonella typhimurium ΔuvrAB et Listeria 

monocytogenes ΔuvrAB (inactivation de la réplication à 1,5µM et 200nM d’amotosalène 

respectivement, pour une même exposition aux UVA). Ces résultats seront discutés 

ultérieurement. 

Pour la poursuite des investigations, il a été décidé d’évaluer l’impact de plusieurs 

concentrations d’amotosalène sur l’activité métabolique de la souche CHA-OST∆uvrA, en 

fixant l’énergie à 7,2 J/cm². Nous tiendrons compte systématiquement du nombre de 

bactéries vivantes résiduelles après traitement PCT, en fonction de la concentration 

d’amotosalène utilisée, pour ne pas apporter de biais dans les résultats. 

L’objectif suivant est de définir un PCT standard optimal conférant à la souche les propriétés 

attendues d’un « KBMA ».  

 

B. Le système de sécrétion de type III de CHA-OST∆uvrA reste 

fonctionnel après traitement photochimique 

 

L’effet du PCT sur la souche CHA-OSTΔuvrA transformée par le plasmide pEAI3S54-PADRE-

OVA est similaire à celui sur la souche CHA-OSTΔuvrA (données non illustrées).  

Dans un souci de simplification, nous avons baptisé  « CHA-OST KBMA » la souche mutante 

CHA-OSTΔuvrA ayant subi un PCT. 

   

1. Sécrétion de l’antigène vaccinal S54-PADRE-OVA par le SSTT 

 

La néosynthèse de la protéine S54-PADRE-OVA par la souche CHA-OSTΔuvrA pEAI3S54-

PADRE-OVA, ainsi que la formation du SSTT, sont activées en présence d’IPTG dans le milieu 

de culture. Après PCT, l’ajout d’EGTA induit une déplétion calcique qui « ouvre » le SSTT et 

entraîne la sécrétion de la protéine  dans le surnageant de culture. La déplétion calcique 

favorise aussi la libération d’ExsA qui stimule la synthèse de l’antigène (cf. Matériels et 

Méthodes).  

Un premier test de sécrétion a été réalisé afin de contrôler la capacité de sécrétion de la 

souche mutante ΔuvrA. Comme le montre la figure 20, la délétion du gène uvrA ne semble 

pas affecter la sécrétion de l’antigène S54-PADRE-OVA par le SSTT et des protéines PopB et 
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PopD, qui sont également sécrétées dans le surnageant de culture lors de la déplétion 

calcique.  

 
Figure 20: Profil de sécrétion de la souche CHA-OSTΔuvrA pEAIS54-PADRE-OVA. Analyse des surnageants de 
culture par SDS-PAGE. 1. CHA-OSTΔuvrA pEAI3S54-PADRE-OVA. 2. CHA-OSTΔuvrA, contrôle négatif. PopB et 
PopD sont sécrétées dans le milieu, de la même manière que les protéines couplées à ExoS54, lors de 
l’activation artificielle du SSTT par déplétion calcique.   

 

Dans un deuxième temps, nous avons étudié la capacité de sécrétion de la souche CHA-OST 

KBMA PEAi3S54-PADRE-OVA après exposition à différents PCT (figure 21). Nous avons 

analysé en parallèle la sécrétion correspondant au nombre de bactéries vivantes résiduelles 

estimées après chaque type de PCT. Pour une concentration d’amotosalène à 1, 2, 5 et 

10µM, on retrouve respectivement 5.106, 105, 103 et 10 bactéries vivantes par millilitre de 

milieu de culture (figure 18). 

 

 

Figure 21 : Profil de sécrétion de la souche CHA-OST KBMA pEAi3S54-PADRE-OVA à différents PCT. Analyse 
par SDS-PAGE des surnageants de culture. La sécrétion de S54-PADRE-OVA par les bactéries résiduelles 
vivantes (res.) (selon figure 18), en fonction du type de PCT reçu, est analysée en parallèle. PCT 
0µM d’amotosalène : totalité des bactéries vivantes ; PCT 1µM : 5.10

6
 bactéries vivantes résiduelles, PCT 2µM : 

10
5 

; PCT 5µM : 10
3 

; PCT 10µM : 10. Expérience réalisée 2 fois. 
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Le SSTT semble être toujours fonctionnel suite au PCT. En effet, on observe clairement la 

sécrétion de la protéine S54-PADRE-OVA pour les différents traitements, bien qu’une 

diminution de sécrétion dépendante de la concentration d’amotosalène soit observée 

(figure 21). Nous avons remarqué à deux reprises que la sécrétion des protéines PopB et 

PopD était affectée par le PCT (il est difficile de les voir sur le gel de protéines), même en 

absence d’amotosalène.  

La sécrétion de l’antigène post-PCT n’est pas liée aux bactéries résiduelles vivantes, dont la 

sécrétion de la protéine S54-PADRE-OVA n’est pas détectable en coloration par bleu de 

Coomassie.  

Toutefois, il faut s’assurer que la protéine retrouvée dans le surnageant de culture n’est pas 

issue d’une lyse bactérienne accrue suite au PCT, qui entrainerait un relargage de la protéine 

dans le surnageant et fausserait ainsi l’analyse des résultats.  

Afin de lever ce doute, un nouveau test de sécrétion est effectué pour chaque PCT mais dans 

2 conditions différentes : en présence ou en absence d’EGTA (figure 22). La déplétion 

calcique induite par l’EGTA permettant l’activation de la sécrétion par le SSTT, l’antigène 

S54-PADRE-OVA sera présent dans le surnageant. Par contre, en absence d’EGTA la protéine 

s’accumule dans le cytoplasme de la bactérie (en présence d’IPTG) mais n’est pas retrouvée 

dans le surnageant, excepté dans le cas d’une lyse bactérienne.   

 

 
 
Figure 22 : Analyse des surnageants de culture de la souche CHA-OSTΔuvrA pEAIS54-PADRE-OVA avec ou 
sans activation de la sécrétion, à différents PCT. Analyse par SDS-PAGE en présence d’IPTG (activation de la 
production de l’antigène) et en présence (sécrétion activée) ou en absence (pas de sécrétion) d’une déplétion 
calcique induite par EGTA. 
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Les résultats obtenus suggèrent que la présence de la protéine S54-PADRE-OVA dans le 

surnageant de culture est bien issue de la sécrétion via le SSTT (figure 22). Cependant, la 

quantité non négligeable de protéines observée dans les surnageants de bactéries traitées, 

mais sans activation de la sécrétion, laisse à penser que le traitement pourrait favoriser la 

lyse des bactéries. 

Cette expérience n’a pas été réalisée avec un PCT à 10µM d’amotosalène. 

 

C. Le vecteur CHA-OST KBMA est moins toxique pour les cellules  

 

1. Cytotoxicité de la souche CHA-OST KBMA PEAI3S54-PADRE-OVA vis-à-vis 

des macrophages J774 :  

 

Les résultats de viabilité cellulaire de macrophages J774 mis en contact avec la souche CHA-

OST KBMA PEAI3S54-PADRE-OVA (figure 23) montrent une cytotoxicité faible (20-30%) à 3 

heures pour les différents PCT. En comparaison la cytotoxicité de la souche témoin non 

traitée par PCT (CHA-OSTΔuvrA PEAI3S54-PADRE-OVA) est proche de 100%. 

 

 
 

Figure 23 : Mortalité des macrophages J774 après 3h de contact avec la souche CHA-OSTΔuvrA pEAIS54-
PADRE-OVA (MOI 5:1) traitée ou non par PCT. L’expérience a été réalisée 1 fois en triplicat. Les barres d’erreur 
correspondent à la déviation standard. 
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Les résultats de cytotoxicité obtenus par Epaulard et Toussaint (62) avaient montré que la 

souche CHA-OST provoquait une mort cellulaire précoce (à 3 heures) de l’ordre de 50 %. Il 

faut préciser que la méthode utilisée n’était pas la même (marquage à l’iodure de propidium 

et analyse par cytométrie en flux) et que les cellules employées alors n’étaient pas des 

macrophages J774 mais des cellules dendritiques myéloïdes murines (BMDC).  

D’après ces résultats, le mutant CHA-OST KBMA remplit une condition essentielle pour être 

utilisé comme vecteur pour délivrer l’antigène aux cellules dendritiques : sa toxicité est 

réduite en comparaison à la souche sauvage et ce, dès l’ajout d’une faible concentration 

d’amotosalène. Cependant cette baisse importante de toxicité suggère une diminution 

critique de l’efficacité du vecteur, et notamment de sa capacité à activer les cellules 

dendritiques. Il faut donc maintenant s’assurer que cette souche KBMA est bien capable de 

stimuler la réponse immune et de générer une réaction lymphocytaire T CD8+ spécifique de 

l’antigène.  

 

D. CHA-OST KBMA active les cellules dendritiques murines et 

stimule une réponse T CD8+ spécifique in vitro 

 

Le vecteur a pour but de délivrer une protéine antigénique dans le compartiment 

intracellulaire des CPAg (dont les CD) afin que celles-ci présentent des peptides issus de cet 

antigène associés aux molécules de CMH I. La présentation par les BMDC murines a été 

étudiée à l’aide de l’hybridome murin B3Z (clone T CD8+) capable de reconnaître, via son 

TCR, l’association peptide SIINFEKL-CMHI H2Kb.  

Nous avons utilisé la souche CHA-OSTΔuvrA pEAI3S54-PADRE-OVA non traité par PCT 

comme contrôle positif pour ce test (correspondant à 100% d’activation des BMDC) (Figure 

24). 

Ces résultats montrent que le mutant CHA-OST KBMA pEAi3S54-PADRE-OVA est capable 

d’activer les cellules dendritiques et de les charger en antigène de manière à ce qu’elles 

présentent le peptide SIINFEKL, par le CMH I, à l’hybridome B3Z. Une activation des 

hybridomes B3Z de 80 et 60 % est observée respectivement avec des PCT à 2 et 5µM 

d’amotosalène. Il ne s’agit pas d’une activation liée aux bactéries résiduelles vivantes post-PCT 

pour lesquelles l’activation est inférieure à 20%. Pour un PCT à 1μM, seulement 25% 
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d’activation est obtenu ce qui semble être un résultat aberrant ; d’autant plus que l’activation 

correspondant aux bactéries résiduelles vivantes après PCT à 1µM d’amotosalène est de 50%.  

 

 

Figure 24 : Présentation par le CMH I d’un peptide issu de l’ovalbumine par les BMDC ayant interagi avec la  
souche CHA-OST KBMA PEAi3S54-PADRE-OVA exposée à différents PCT (différentes concentrations 
d’amotosalène). Les barres d’erreur correspondent à la déviation standard (SD). Le graphe représente les 
résultats d’une seule expérience en triplicat. HK : heat-killed 

 

Enfin l’absence d’activation observée avec les bactéries tuées par la chaleur (HK) montre que 

la délivrance intracytoplasmique de l’antigène S54-PADRE-OVA par le SSTT est bien une étape 

nécessaire à la présentation par les BMDC. Ce contrôle permet de s’assurer que l’antigène 

produit par la bactérie n’est pas délivré suite à une captation dans le milieu par les BMDC ou 

par une phagocytose du vecteur, suivi d’un apprêtement par cross-présentation au niveau du 

CMH I. D’autres contrôles effectués par Epaulard et Toussaint avaient permis de démontrer 

que l’activation du clone B3Z était bien antigène-spécifique (pas d’activation avec une souche 

CHA-OST PEAiS54-GFP), et lié à l’injection par le SSTT (pas d’activation avec une souche CHA-

OST PEAiS0-OVA n’exprimant pas la séquence S54 nécessaire à la sécrétion de l’antigène par 

le SSTT)(63). 

Ce test n’a pu être réalisé qu’une seule fois faute de temps et de matériel (livraison 

« aléatoire » des cellules dendritiques) et le PCT à 10µM d’amotosalène n’a pas pu être testé. 

Globalement, bien que ces résultats demandent à être confirmés, ces données témoignent 

d’une présentation efficace par les molécules du CMH I du peptide SIINFEKL de 
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l’ovalbumine ; d’autant plus qu’un un signal positif ne peut pas être artéfactuel dans le cadre 

de ce test. La vectorisation de l’antigène ainsi que l’activation des cellules dendritiques par 

cette nouvelle souche paraît donc être efficace et confirme la fonctionnalité du SSTT suite au 

PCT. 

 

E. CHA-OST KBMA est moins toxique in vivo en modèle murin   

 

Un travail important a été effectué au laboratoire pour diminuer la toxicité inhérente à la 

souche de P. aeruginosa utilisée. La délétion des gènes codant les exotoxines ExoS et ExoT a  

permis de diminuer d’environ 20% la toxicité de la bactérie. Ensuite un travail d’optimisation 

a été conduit afin de rendre la souche auxotrophe pour les acides aminés aromatiques (71), 

stratégie qui a été validée plusieurs fois pour atténuer la toxicité d’autres germes comme 

Salmonella typhimurium. 

La tolérance d’une souche « KBMA » devrait normalement être supérieure aux différents 

vecteurs testés précédemment en raison de son incapacité à se répliquer.  

Notre choix s’est porté sur un PCT à 5µM d’amotosalène pour la préparation de la souche 

CHA-OST KBMA PEAi3S54-PADRE-OVA, en raison du faible nombre de bactéries résiduelles 

vivantes obtenues (1000 pour 5.108 bactéries initiales) et en conservant une sécrétion 

importante par le SSTT. Le peu de données recueillies avec un PCT à 10µM (notamment en 

termes d’activation des CD) ne nous permettait pas pour le moment d’envisager la suite des 

tests avec un tel traitement. 

Les souris (n=3 par groupe) ont reçu par voie sous-cutanée (flanc droit) 5.106, 5.107 ou 5.108 

bactéries CHA-OST KBMA PEAi3S54-PADRE-OVA après PCT à 5µM. 

1 souris sur 3 était morte à 48 heures après injection dans le groupe ayant reçu 5.108 

bactéries KBMA. Les 2 autres souris ont développé un abcès important au point d’injection 

et ont été euthanasiées à 72 heures. Aucune souris des 2 autres groupes n’est morte mais 

nous avons noté la présence de petits abcès au point d’injection pour le groupe ayant reçu 

5.107 bactéries KBMA. Notons que ces abcès avaient disparu 5 jours après l’injection.    

Ce nouveau mutant semble donc avoir une toxicité au moins 10 fois inférieure par rapport à 

la souche CHA-OST, initialement utilisée pour la preuve de concept, dont la dose maximum 
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injectable était fixée à 5.106 bactéries. Une seconde étude de toxicité est envisagée afin de 

préciser avec exactitude la dose maximale injectable. 

 

F. La vaccination avec le vecteur CHA-OST KBMA induit une 

immunite cellulaire specifique T CD8+ anti-OVA in vivo en 

modèle murin 

 

Nous avons cherché à déterminer si la vectorisation de l’antigène S54-PADRE-OVA par le 

vecteur CHA-OST KBMA pEAi3S54-PADRE-OVA était associée à une réaction lymphocytaire T 

CD8+ dirigée contre cet antigène in vivo. Les souris ont reçu différentes injections à 2 

reprises à 7 jours d’intervalle selon le schéma vaccinal prophylactique mis au point au 

laboratoire (J-14, J-7), puis la rate a été prélevée à J0 après euthanasie des souris.  Un test 

ELISpot a été effectué à partir des splénocytes stimulés par le peptide épitope SIINFEKL. Les 

résultats obtenus en nombre de spots (correspondant aux nombre de LT CD8+ cytotoxiques 

spécifiques) pour 4.105 splénocytes sont comparés à ceux de la souche non traitée.    

 
 

Figure 25 : Quantification par ELISpot de la réponse spécifique T CD8+ cytotoxique induite par différentes 
conditions de vaccination. Les souris (n=3 par groupe) ont été injectées dans le flanc droit à 2 reprises (J-14 et 
J-7) et les rates ont été prélevées à J0 pour extraction des splénocytes.. Après PCT à 5µM d’amotosalène de 
5.10

6
, 5.10

7
 ou 2.10

8
 bactéries CHA-OSTΔuvrA pEAI3S54-PADRE-OVA, on retrouve respectivement 10, 10

2
 et 

4.10
2
 bactéries vivantes résiduelles. Les barres d’erreur correspondent à la déviation standard (SD). Les 

résultats représentent la moyenne de deux expériences indépendantes. HK : Heat-killed 
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Une fréquence plus élevée de lymphocytes T CD8+ sécrétant de l’IFNγ est obtenue lorsque 

les souris ont été injectées par une souche capable d’injecter l’antigène S54-PADRE-OVA par 

le SSTT. Ces résultats montrent que l’administration du vecteur CHA-OST KBMA pEAI3S54-

PADRE-OVA est bien associée à une élévation de la proportion de T CD8+ spécifiques du 

peptide SIINFEKL (figure 25). Il ne s’agit pas d’une réponse immune engendrée par l’injection 

des bactéries vivantes résiduelles, comme on peut le voir dans les contrôles, mais réellement 

d’une activation de l’immunité par les bactéries KBMA. Néanmoins nous avons observé des 

réponses très hétérogènes au sein des groupes ayant reçu 5.106 ou 5.107 bactéries KBMA. En 

effet pour ces 2 groupes seulement 1 souris sur 3 a très bien répondu au traitement alors 

que pour le groupe à 5.106 bactéries non traitées par PCT on observe des réponses similaires 

pour les 3 animaux.  

Pour le groupe ayant reçu 2.108 bactéries KBMA, 2 souris sur 3 ont très bien répondu à la 

vaccination et une réponse d’intensité équivalente à celle de la souche non traitée est 

obtenue. Nous avons pour projet d’effectuer des expériences complémentaires avec plus de 

souris afin d’obtenir des données plus robustes.  
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A. Généralités 

 

Ce travail a été conçu à partir des données suivantes, ayant établi l’intérêt de l’utilisation et 

de l’asservissement du SSTT de P. aeruginosa en immunothérapie antitumorale (63,71,73) :  

- la translocation intracytoplasmique in vivo d’un antigène d’intérêt par le SSTT induit 

la présentation par le CMH I de peptides épitopes issus de l’antigène vectorisé 

- la présentation par le CMH I oriente la réponse immune vers une réaction 

lymphocytaire T CD8+ cytotoxique, réponse particulièrement recherchée pour le 

développement d’une immunothérapie antitumorale efficace. 

 

Les souches vectrices atténuées de P. aeruginosa ont déjà montré une toxicité réduite et des 

résultats prometteurs in vitro et in vivo, laissant à penser que cette stratégie de vaccination 

thérapeutique pouvait avoir un réel potentiel. Cependant le risque de dissémination de la 

souche et sa persistance dans l’organisme après injection sont des points critiques pour un 

développement clinique futur. 

Le laboratoire cherche donc à mettre au point une souche mutante non réplicative, peu 

toxique, et dont l’efficacité est conservée. Il faut néanmoins veiller à ne pas trop atténuer la 

virulence de la souche, au risque d’une élimination rapide du vecteur par le système 

immunitaire, alors incapable d’interagir avec les cellules cibles.    

Afin de résoudre cette problématique, nous nous sommes inspirés d’une stratégie mise au 

point par Brockstedt et al. en 2005 (76,77) pour développer un vecteur bactérien 

d’immunothérapie efficace, dépourvu de toxicité envers l’hôte et sans risque de 

dissémination dans l’environnement. Ce concept de vaccin « Killed But Metabolically Active » 

a été validé sur les souches Listeria monocytogenes et Salmonella typhimurium, déjà utilisées 

antérieurement comme vecteurs d’antigènes pour l’immunothérapie. Le procédé consiste à 

exposer les bactéries, dont le système de réparation des lésions de l’ADN a été inactivé, à un 

traitement photochimique permettant d’abolir leur réplication tout en conservant leur 

activité métabolique. On obtient ainsi l’innocuité d’un vaccin inactivé couplée à l’efficacité 

d’un vaccin vivant atténué.  

Les résultats obtenus par ces différentes équipes nous ont encouragés à développer une 

souche vectrice P. aeruginosa KBMA répondant aux attentes du laboratoire.  
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B. Mise au point du traitement photochimique  

 

Nous avons donc dans un premier temps produit le mutant CHA-OST ΔuvrA afin d’inactiver la 

sous-unité A de l’exonucléase ABC qui contribue à la réparation des lésions induites par les 

UV sur l’ADN. Théoriquement la perte d’une seule de ces sous-unités suffit à inactiver 

l’enzyme (86) et rend alors la bactérie particulièrement sensible aux lésions induites par les 

rayonnements UV associés aux pontages par l’amotosalène. Nous avons donc estimé que 

cette seule délétion suffirait à produire le mutant CHA-OST KBMA. L’application d’un 

traitement photochimique sur le mutant ΔuvrA en comparaison avec la souche parentale a 

confirmé cette hypothèse.  Pour une concentration de 20μM d’amotosalène et une 

exposition aux UVA de 7,2J/cm², on observe une inactivation totale de la réplication pour le 

mutant CHA-OST ΔuvrA alors qu’on retrouve 105 bactéries vivantes résiduelles pour la 

souche parentale CHA-OST. Toutefois, les concentrations d’amotosalène utilisées pour 

obtenir un PCT efficace sur ce mutant sont 10 à 100 fois plus élevées que dans la littérature 

(77,78). Deux hypothèses pourraient expliquer cette différence entre les concentrations 

utilisées pour Listeria ΔuvrAB (200nM) ou Salmonella ΔuvrAB (1,5μM) et le mutant 

Pseudomonas ΔuvrA :  

1. Seule la mutation ΔuvrA a été effectuée contrairement aux travaux qui ont été faits sur 

des bactéries ΔuvrAB. Une revue de la littérature nous a permis de découvrir que 

l’exonucléase ABC conservait une faible activité même en l’absence de la sous-unité A que 

nous avons inactivée (87). La production du double mutant ΔuvrAB a donc été réalisée par la 

suite à partir du mutant CHA-OSTΔuvrA pour augmenter l’efficacité du PCT.  

2. P. aeruginosa est une bactérie présente naturellement dans l’environnement. Cette 

espèce est donc exposée aux rayonnements UV sans que sa réplication n’en soit altérée. 

Plusieurs systèmes de réparation de l’ADN ainsi qu’une protection accrue aux UV 

contribuent probablement à une moindre efficacité du PCT. Cette hypothèse est à corréler 

aux données obtenues par Cerus Corporation sur l’étendue de l’inactivation de P. aeruginosa 

par INTERCEPT Blood System® (tableau 4). P. aeruginosa est moins sensible au PCT 

(réduction de 4,5 log10) par rapport à Salmonella enterica sérotype choleraesuis ou Listeria 

monocytogenes (réduction > 6.2 log10), bactéries peu présentes dans l’environnement. Il 

pourrait donc être nécessaire d’appliquer un PCT plus robuste aux mutants P. aeruginosa 
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ΔuvrA pour obtenir le même effet que sur d’autres bactéries. Peut être qu’il serait aussi 

intéressant de chercher des mutants (autres délétions de gènes) plus sensibles aux 

rayonnements UV. 

Il faudra par ailleurs réfléchir à la production d’un lot homogène de souche vectrice KBMA 

afin d’effectuer les tests in vitro et in vivo avec des bactéries traitées de la même manière. 

Brockstedt et al. avaient produit un lot de Listeria KBMA, qu’ils avaient aliquoté et congelé à 

-80°C. Ce même produit avait été utilisé pour toutes les expériences, supprimant ainsi le 

biais de la variabilité du traitement photochimique des souches mutées. 

 

C. Fonctionnalité du système de sécrétion de type III après PCT 

 

Différentes concentrations d’amotosalène ont été testées pour les expériences in vitro afin 

de comparer l’activité métabolique de souches exposées à des PCT différents. Finalement, 

afin de conserver un maximum d’activité métabolique, nous avons choisi de traiter la souche 

CHA-OSTΔuvrA avec une concentration d’amotosalène de 5µM associée à une exposition 

aux UVA de 7,2J/cm². Ce PCT inactive plus de 99% des bactéries du milieu et conserve 

seulement 1000 bactéries vivantes résiduelles sur 500 millions de bactéries initiales. 

L’objectif du PCT, dans notre cas, est d’inactiver les souches tout en gardant une activité 

transcriptionnelle et traductionnelle ; nous devons donc chercher à minimiser la fréquence 

des pontages d’amotosalène sur l’ADN pour conserver l’expression du génome de la 

bactérie.  

Cette souche KBMA est toujours capable de sécréter un antigène par le SSTT. Nous avons 

observé que la sécrétion diminuait avec l‘augmentation des concentrations d’amotosalène 

utilisées pour le PCT, ce qui conforte notre choix d’une concentration inférieure à la 

concentration nécessaire pour inactiver l’intégralité des bactéries.  

Il serait intéressant à l’avenir de définir le caractère durable ou non de l’activité métabolique 

des souches KBMA ainsi que le degré de cette activité. En effet, si ce produit doit être un 

jour utilisé en clinique, il faudra déterminer sa stabilité et son efficacité après un stockage 

plus ou moins long. 
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D. Toxicité du vecteur CHA-OST KBMA 

 

Nous avons constaté que la cytotoxicité de la souche KBMA in vitro sur une lignée de 

macrophages J774 était nettement diminuée par rapport à la souche parentale, et ce, dès 

l’exposition à un PCT à faible concentration d’amotosalène. 

La cytotoxicité de la souche CHA-OST est principalement médiée par le SSTT qui crée des 

pores au niveau de la membrane cellulaire et favorise la lyse de la cellule, tout en injectant la  

protéine dans le cytoplasme (65). Ainsi, une baisse de cytotoxicité de la souche vis-à-vis des 

macrophages pourrait correspondre à une perte de fonctionnalité du système de sécrétion 

de type III. Cette observation pourrait s’expliquer par la diminution dans le surnageant des 

protéines PopB et PopD, observée lors des tests de sécrétion in vitro, qui interviennent dans 

la formation des pores au niveau de la membrane cellulaire. 

On pourrait donc s’attendre à observer une diminution critique de l’efficacité de la souche 

KBMA comme vecteur d’antigène. 

Une nette augmentation de la tolérance de la souche KBMA in vivo sur la souris a été 

observée par rapport à la souche parentale. Les études précédentes retrouvaient une 

toxicité importante de la souche CHA-OST dès l’injection de 107 bactéries (4/6 souris mortes 

à 48h). Nous avons démontré que la souche KBMA pouvait être injectée à des doses 

supérieures à 5.107 bactéries. Cependant, la présence d’un abcès au point d’injection a été 

constatée pour la majorité des souris ; cette observation pourrait s’expliquer par la forte 

dose de LPS injectée, responsable d’une réaction inflammatoire aiguë et d’une nécrose 

tissulaire. Epaulard et al. avaient déjà remarqué ces abcès lors d’injection de fortes doses de 

la souche CHA-OST. Nous envisageons d’injecter des doses entre 5.107 et 2.108 bactéries afin 

de préciser la tolérance de cette nouvelle souche vectrice.  

 

E. Réponse immunitaire in vitro 

 

Contrairement à ce qu’on pouvait supposer, les résultats des tests de présentation d’un 

antigène par les cellules dendritiques montrent que les bactéries KBMA sont bien capables 

d’injecter l’antigène dans des cellules dendritiques, de les activer et de générer une réponse 
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T CD8+ cytotoxique. On retrouve une activation relative des hybridomes B3Z de l’ordre de 

60% pour un PCT à 5μM et presque 80% pour un PCT à 2μM.  

Ce test n’a été effectué qu’une seule fois sur ce simple mutant ΔuvrA et doit être répété afin 

de vérifier certaines données aberrantes. Cependant, nous pouvons déjà nous satisfaire du 

rôle de vecteur joué par la souche CHA-OST KBMA capable de générer une réponse 

immunitaire vis-à-vis d’un antigène in vitro, capacité qui sera confirmée ultérieurement sur 

un double mutant ΔuvrAB (article Molecular Therapy 2013 en annexe). 

 

F. Réponse immunitaire in vivo 

 

 Les premiers tests ELISpot ont démontré que la souche KBMA était capable de vectoriser 

efficacement l’antigène et de générer in vivo une réponse T CD8+ vis-à-vis d’un antigène 

spécifique. Des résultats comparables à la souche parentale ont été obtenus pour des 

injections à doses élevées de bactéries KBMA, mais avec des valeurs très hétérogènes d’un 

animal à l’autre. Nous avons quelques difficultés à expliquer cette variabilité élevée dans les 

réponses immunes. Elle pourrait peut-être s’expliquer par une injection sous-cutanée peu 

reproductible (opérateur débutant…). Les derniers tests avec des doses injectées de l’ordre 

de 2.108 bactéries ont donné une forte réponse immunitaire vis-à-vis de l’antigène, et ce sur 

les 3 souris injectées.  

Globalement, les données obtenues lors des expériences in vivo sont encourageantes : nous 

avons réussi à diminuer la toxicité de la souche tout en conservant une réponse immune vis-

à-vis de l’antigène vectorisé. Il faudra réitérer ces expériences à l’avenir et apporter la 

preuve de l’efficacité de ce nouveau vecteur dans le cadre d’un challenge tumoral (modèle 

de mélanome B16 exprimant l’ovalbumine).  

 

G. Perspectives 

 

Nous avons démontré lors de ce travail que le concept d’un vaccin KBMA était applicable à la 

bactérie P. aeruginosa. L’originalité se situe dans la démonstration de la fonctionnalité du 

système de sécrétion de type III de la bactérie après traitement photochimique, et son 

utilisation comme vecteur d’antigène. Les travaux effectués par Lankowski et al. sur 
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Salmonella tiphymurium s’intéressaient non pas à l’utilisation de la souche KBMA comme 

vecteur d’antigène mais plutôt comme vaccin anti-infectieux incapable d’infecter l’hôte, sans 

se soucier du SSTT de la bactérie (78).  

Plusieurs expériences nécessitent d’être reproduites et confirmées, et seules l’élaboration 

du mutant ainsi que la mise au point du traitement photochimique ont fait l’objet d’une 

validation scientifique (expériences réalisées plusieurs fois avec une étude statistique).  

A la suite de ce travail, de multiples investigations ont été menées par notre équipe et ont 

conduit à la publication d’un brevet international (PCT EP2012/075167 intitulé « Attenuated 

and adapted strain of P. aeruginosa for delivering antigens »), à un accord de licence entre la 

start-up APCure, crée en mars 2012, et l’université Joseph Fourier, et enfin à la parution d’un 

article dans le journal Molecular Therapy, le 26 mars 2013 (en annexe). 

 

A partir des expériences concluantes obtenues avec le vecteur Listeria KBMA, une 

plateforme a été créée par l’entreprise AduroBiotech (www.adurobiotech.com) qui 

développe des immunothérapies antitumorales basées, entre autres, sur l’utilisation du 

vecteur bactérien L. monocytogenes. Plusieurs essais cliniques sont en cours avec L. 

monocytogenes atténuée (souche avec de multiples délétions de gènes) dans le cancer du 

pancréas, le mélanome et le glioblastome. Pour le moment aucune souche KBMA n’a fait 

l’objet d’une étude de phase I. 

Il se pose certainement le problème de l’industrialisation d’un médicament KBMA stable 

dont la formulation et la conservation doivent être optimisées (lyophilisation ?) et dont le 

procédé de production doit être amélioré, afin de le rendre plus reproductible.  
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