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PROBLÉMATIQUE 

 

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 2012, 

8,2 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 (Jemal et al., 2011).  

Les stratégies conventionnelles de traitement (chirurgie, chimiothérapie, hormonothérapie et 

radiothérapie) restent les piliers de la prise en charge thérapeutique; la chirurgie est d‟ailleurs 

dans beaucoup de cas le seul et unique traitement curatif, mais nécessite une intervention à un 

stade précoce du développement tumoral.  

L‟évolution de nos connaissances sur la biologie des cancers (Hanahan and Weinberg, 2011), 

et l‟essor des biotechnologies de la santé, ont rendu possible le développement des thérapies 

ciblées (anticorps monoclonaux et inhibiteurs des récepteurs tyrosine-kinase), en particulier 

l‟immunothérapie anti-tumorale (Kirkwood et al., 2012). Cette dernière consiste à moduler le 

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

anti-tumorale. Il s‟agit actuellement d‟une des approches les plus prometteuses pour le 

traitement du cancer, suscitant le très fort intérêt de la communauté médicale, et qui a été élue 

l‟année dernière « Breakthrough of the year » par la revue Science (Couzin-Frankel, 2013). 

Certains analystes prédisent que dans les 10 prochaines années l‟immunothérapie anti-

tumorale constituera 60% des traitements des cancers avancés et que ce marché approchera 

les 35 milliards de dollars de chiffre d‟affaires (Ledford, 2014).  

Dans ce champ, deux axes ont été développés : l‟immunothérapie anti-tumorale active, qui 

mobilise ou renforce les ressources du système immunitaire (vaccins, cytokines), et 

l‟immunothérapie anti-tumorale passive, qui apporte de manière exogène les effecteurs 

immunitaires humoraux ou cellulaires (Figure 1). L‟immunothérapie anti-tumorale active peut 

être ensuite subdivisée en approches spécifiques (Active Specific Immunotherapy, ASI), 

consistant à générer une réponse immune 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. 
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Figure 1 : Segmentation des domaines de l’immunothérapie (adaptée du rapport d‟étude « Immunothérapie 

2025 » des Entreprises du Médicaments (LEEM)) 

 

Le concept de vaccination thérapeutique contre la tumeur remonte aux travaux du chirurgien 

William B. Coley, à la fin du 19
ème

 siècle, qui avait observé des régressions tumorales, et 

même des rémissions complètes, après inoculation de bouillons de bactéries mortes 

directement dans la tumeur (« Toxine de Coley » ou « Vaccin de Coley ») (Coley, 1910). Il a 

été depuis démontré que l‟injection in situ de bactéries mortes entraine une forte réponse 

inflammatoire locale, propice au développement d‟une réponse du système immunitaire 

contre la tumeur. On utilise encore aujourd‟hui des instillations intravésicales du bacille de 

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

non-invasif, protégeant ainsi environ 60% des patients d‟une récidive (Brandau and Suttmann, 

2007). 

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

nécessaires à la génération d‟une réponse immunitaire spécifique, efficace vis-à-vis de la 

tumeur : 1) présence d‟un signal de danger adéquat pour produire une forte réponse 

immunitaire innée puis adaptative ; 2) choix pertinent d‟antigènes associés à ou spécifiques de 

la tumeur (message antigénique) ; 3) délivrance des antigènes au système immunitaire de 

manière adaptée pour favoriser une réponse immune adaptative cellulaire.  

C‟est en partant de ce postulat que plusieurs stratégies d‟immunothérapie anti-tumorale active 

spécifique dites ex vivo (injection de cellules dendritiques autologues activées et chargées par 

des antigènes tumoraux) ou in vivo (injection de lysats tumoraux autologues, vecteurs 

d‟antigènes variés, etc…) ont été mises au point. De multiples études précliniques et cliniques 

ont été effectuées avec ces différentes approches et un premier vaccin thérapeutique 
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(sipuleucel-T, Provenge
®

) a obtenu une autorisation de mise sur le marché de la FDA en 2010 

pour le traitement du cancer de la prostate avancé, résistant à l‟hormonothérapie. Malgré un 

bénéfice limité pour le patient (amélioration de la survie globale d‟environ 4 mois) et un 

procédé de production complexe, cette preuve de concept ouvre clairement la voie au 

développement de nouvelles ASI (Cheever and Higano, 2011; Kantoff et al., 2010). 

Néanmoins les approches in vivo (basées sur l‟utilisation de vecteurs), nettement plus simple à 

mettre en œuvre, semblent préférables. 
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A. ACTIVATION ET RÉGULATION DE L’IMMUNITÉ ADAPTATIVE 

ANTI-TUMORALE 

Il est clairement établi que le système immunitaire a la capacité d’éliminer des cellules 

néoplasiques. (Palucka and Banchereau, 2012) 

 

Plusieurs observations confirment que le système immunitaire prévient le développement 

tumoral. Il a été constaté une augmentation de l‟incidence des cancers chez l‟humain et la 

souris en cas d‟immunodéficience innée ou acquise, mais aussi un accroissement des cancers 

avec l‟âge, lié à l‟immunosénescence (Dighe et al., 1994; Euvrard et al., 2003; Hakim et al., 

2004). Les résultats d‟une étude rétrospective de 2007 obtenus par Roithmaier et al. sont 

particulièrement éloquents : sur 905 patients transplantés cardiaques et/ou pulmonaires et 

traités par immunosuppresseurs entre 1989 et 2004, un total de 102 nouveaux cas de cancers 

avait été diagnostiqué. Ce taux d‟incidence représentait un chiffre 7,1 fois supérieur à celui de 

la population globale (Roithmaier et al., 2007). 

Mais peut-être que la preuve la plus convaincante d‟une immunosurveillance de la tumeur est 

l‟observation de syndromes neurologiques paranéoplasiques (SNP). Leur apparition est liée à 

l‟expression d‟antigènes onconeuraux par les cellules tumorales. En effet, il a été montré que 

les patients présentant ce type de syndromes développaient une forte réponse T CD8+ 

spécifique initialement dirigée contre la tumeur, mais conduisant de manière concomitante, à 

l‟apparition d‟une dégénérescence neuronale autoimmune (immunité croisée), à l‟origine de 

graves désordres neurologiques. Dans près de 80 % des cas, les SNP précèdent la découverte 

du cancer de quelques mois à plusieurs années. La tumeur est alors souvent de très petite 

taille, à un stade limité de son extension (Albert and Darnell, 2004; Graus et al., 2004). 

 

En fait, il semble que le système immunitaire soit en mesure de détruire la tumeur dans un 

premier temps mais qu‟ensuite il favorise la progression tumorale en sélectionnant des 

variants cellulaires immunorésistants (Cancer Immunoediting) (Schreiber et al., 2011). Ce 

concept de l‟immuno-édition du cancer proposé par Schreiber et al. se décline en trois phases. 

Pendant la phase d’élimination, l‟immunité innée et adaptative interviennent conjointement 

pour détruire la tumeur en développement, bien avant qu‟elle soit cliniquement détectable. Si 

le système immunitaire parvient à éliminer les cellules tumorales, alors le processus s‟achève 

ici. Cependant, si un variant cellulaire rare n‟est pas supprimé, une phase d‟équilibre se met 
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en place, le système immunitaire étant alors capable d‟entraver le développement tumoral. Il 

semble d‟ailleurs que le rôle de l‟immunité adaptative soit primordial pour maintenir la 

tumeur dans cet état de « dormance fonctionnelle ». Cette phase d’équilibre peut également 

aboutir à un contrôle de la tumeur sur le long terme. Néanmoins, la pression de sélection 

constante du système immunitaire et l‟instabilité génétique des cellules tumorales favorisent 

un équilibre précaire pouvant conduire à l‟immuno-édition de la tumeur. Cette phase 

d’échappement tumoral est liée à l‟émergence de nouveaux variants cellulaires, soit non 

reconnus par le système immunitaire adaptatif (par perte d‟expression d‟antigènes ou par 

défaillance du processus de présentation des antigènes), soit insensibles aux mécanismes 

effecteurs du système immunitaire, ou enfin, par la création d‟un microenvironnement 

tumoral immunosuppresseur. La tumeur peut alors se développer et devenir cliniquement 

apparente (Figure 2).   

 

Figure 2: Concept de l’immuno-édition du cancer (Cancer Immunoediting) (Schreiber et al., 2011) 
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Les cellules tumorales sont connues pour être de piètres cellules présentatrices d‟antigène, ce 

qui soulève la question de comment une réponse immune adaptative dirigée contre la tumeur 

peut elle être générée précocement. Des expériences in vivo, chez la souris, démontrent que la 

constitution d‟une immunité anti-tumorale protectrice dépend surtout de la présentation des 

antigènes de tumeur par les cellules dendritiques (CD) (Diamond et al., 2011; Fuertes et al., 

2011).  

I. 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 (CD), jouent un rôle central dans l‟initiation et le 

contrôle de cette réponse. Les CD sont retrouvées dans la plupart des tumeurs chez la souris et 

l‟humain et vont donc jouer ce rôle « d‟échantillonnage » via la phagocytose de cellules 

tumorales mortes ou via leurs interactions avec les cellules vivantes (Dhodapkar et al., 2008). 

Il paraît donc fondamental de comprendre la biologie des cellules dendritiques et la manière 

dont elles régulent l‟immunité innée et adaptative, spécialement dans le contexte de 

l‟immunité anti-tumorale (Banchereau and Palucka, 2005a; Steinman and Banchereau, 2007). 

1. Origine et fonctions des cellules dendritiques (Liu and Nussenzweig, 

2010) 

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

périphériques ainsi que dans les organes lymphoïdes secondaires. A l‟état immature, elles 

possèdent une très forte capacité de phagocytose et d‟endocytose leur permettant 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 (animal modèle) et l‟humain : les 

cellules dendritiques myéloïdes (CDm ou CD conventionnelles) et les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes (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 (Liu, 2005). Leur présence dans l‟infiltrat tumoral 

semble être plutôt délétère et associée à un mauvais pronostic, notamment en raison d‟une 

baisse de production d‟IFNα qui favorise l‟immunosuppression. 
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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) (Banchereau 

and Palucka, 2005; Palucka and Banchereau, 2012). 

 

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

 Captation d‟antigènes élevée (phagocytose, endocytose…) 

 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 co-stimulation des lymphocytes T 

(CD80/CD86) et faible sécrétion de cytokines 

 Expression de récepteurs de chimiokines favorisant la domiciliation des CD dans les 

tissus (et peu au niveau des organes lymphoïdes secondaires)      

 

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

lymphocytes T (LT) naïfs et induire une tolérance immune soit par délétion ou anergie des LT 

soit en favorisant l‟expansion de LT régulateurs (TReg) (Figure 3). Seule l‟exposition des CD à 

des signaux de maturation va rendre possible l‟acquisition de nouvelles fonctions effectrices.  

 

Figure 3 : Les cellules dendritiques immatures induisent la tolérance du système immunitaire vis-à-vis de 

l’antigène (Banchereau and Palucka, 2005). 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 co-stimulation conduit à la fois à une délétion 

des lymphocytes T et à l‟activation de lymphocytes T régulateurs inductibles.  
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2. Le signal de danger entraîne la maturation 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, des NOD-like receptors (NLRs) et des RIG-I-

like receptors (RLRs) intracellulaires (Kawai and Akira, 2010).  

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) (Iwasaki and Medzhitov, 2004; Seong and Matzinger, 2004).   

Les TLRs sont particulièrement bien caractérisés (Lemaitre et al., 1996) et sont présents chez 

de nombreuses espèces. Chez l‟homme, ils sont au nombre de 11 (13 chez la souris) 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-1β, IL-12, IL-6, TNFα) et 

l‟expression de molécules de co-stimulation (Akira and Takeda, 2004; Medzhitov, 2001). 

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 lipotéichoïques) 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. 

-  TLR5 reconnaît la flagelline, protéine structurale majeure des bactéries flagellées, dont 

P. aeruginosa qui sera évoquée plus tard dans cette introduction  

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

l‟ADN endogène relargué par la cellule. 

 

La famille des NLRs est composée de plus de 20 récepteurs qui répondent à une grande 

variété de PAMPs ou DAMPs, mais également à des signaux intra- et extracellulaires générés 
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par le système immunitaire inné et adaptatif. Plusieurs sous-types jouent un rôle majeur dans 

la réponse immunitaire innée et la régulation de la réponse immune adaptative (Liu et al., 

2013): 

- les récepteurs NOD1 et NOD2 reconnaissent des fragments de peptidoglycane d‟origine 

bactérienne et, lorsqu‟ils sont stimulés, vont activer les voies pro-inflammatoires NF-B et 

MAP kinases et induire l‟autophagie. Ils jouent également un rôle synergique avec les TLRs 

pour augmenter la production de cytokines par les cellules dendritiques. 

- certains NLRs (notamment NLRP1, 3, 6, 7, 12 et NLRC4, NLRC5…) forment des 

multimères protéiques après reconnaissance de leur ligand pour donner un complexe appelé 

inflammasome. L‟inflammasome fonctionnel va activer la caspase-1 et entraîner le clivage des 

cytokines pro-inflammatoires IL-1 et IL-18 sous une forme active. NLRC5 est impliqué dans 

la reconnaissance et la réponse innée à Listeria monocytogenes. L‟activation de 

l‟inflammasome NLRC5 joue un rôle fondamental dans la présentation des antigènes aux 

lymphocytes T CD8
+
 via la régulation de l‟expression des molécules du CMH I. Par ailleurs, 

de nombreuses études sur NLRC4 ont démontré son rôle dans la réponse innée aux bactéries 

flagellées. Le flagelle de Pseudomonas, Salmonella ou Yersinia, active l‟inflammasome 

NLRC4 des CD CD8 qui produisent en réponse de l‟IL-1 et de IL-18 ; l‟IL-18 stimule la 

production d‟IFN qui permet d‟augmenter la résistance de l‟hôte à l‟infection bactérienne 

(Kupz et al., 2012).  

 

La stimulation des PRRs est donc une voie de maturation clé de la cellule dendritique à 

l‟origine de la réponse immunitaire. Il faut préciser que d‟autres signaux permettent également 

d‟induire la maturation des cellules dendritiques dont le ligand CD40 (CD40L, ligand du 

récepteur CD40 des CD), molécule de co-stimulation exprimée par les lymphocytes CD4
+
 T 

helper.  

En fonction des signaux de danger captés en périphérie et de la réaction inflammatoire 

environnante (cytokines en présence), plusieurs phénotypes de CD matures peuvent être 

obtenus, et orienter la réponse immunitaire adaptative différemment (Reis e Sousa, 2006; 

Ueno et al., 2011). 

C‟est seulement après avoir intégré ces signaux de maturation, de manière concomitante à la 

capture d‟antigènes, que la CD pourra déclencher une réaction immune adaptative, et ce, grâce 

à l‟acquisition de propriétés nouvelles : 

 Baisse de son activité de capture d‟antigènes 
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 Augmentation de l‟expression membranaire des molécules du CMH et des molécules 

de co-stimulation des lymphocytes T 

 Capacité à sécréter des cytokines immunostimulantes (en particulier l‟IL-12)  

 Expression de multiples récepteurs de chimiokines (dont C-C chemokine receptor type 

7 (CCR7), C-C chemokine receptor type 4 (CCR4) et C-X-C chemokine receptor type 

4 (CXCR4)) favorisant la migration vers les organes lymphoïdes secondaires (Palucka 

and Banchereau, 2012). 

3. Interaction CD - Lymphocytes T naïfs 

D‟une manière générale, les CD matures migrent via les vaisseaux lymphatiques vers les 

organes lymphoïdes secondaires et présentent des antigènes aux LT naïfs, à l‟aide des 

molécules du complexe majeur d‟histocompatibilité (CMH). Toutes les cellules nucléées de 

l‟organisme expriment le CMH de classe I et sont capables de « s‟identifier », à l‟exception 

des cellules germinales. Par contre, seules les cellules présentatrices d‟antigène peuvent 

présenter des peptides sur les molécules du CMH de classe II. 

Les peptides apprêtés par le CMH I proviennent essentiellement du compartiment 

intracellulaire : il s‟agit de produits de dégradation de protéines d‟origine endogène, ou 

provenant de pathogènes intracellulaires. Les protéines sont fragmentées dans le cytosol par le 

protéasome ou par d'autres protéases. Les fragments peptidiques sont ensuite transportés à 

travers la membrane du réticulum endoplasmique par les protéines de transport TAP 

(Transporter associated with antigen processing). La synthèse et l'assemblage de la chaîne 

lourde et de la -2-microglobuline du CMH I se produisent dans le réticulum endoplasmique 

puis forment un complexe stable avec le peptide, qui est transporté à la surface cellulaire.  

Les peptides d‟origine exogène, phagocytés ou endocytés par la cellule, et ayant fait l‟objet 

d‟une dégradation dans le compartiment endosomal, sont présentés via le CMH II (Trombetta 

and Mellman, 2005). Les chaînes  et  du CMH II, ainsi qu‟une chaîne invariante, sont 

synthétisées et assemblées dans le réticulum endoplasmique puis transportées à travers 

l‟appareil de Golgi pour atteindre le compartiment endosomal. La chaîne invariante va être 

digérée, et les fragments peptidiques produits à partir de la protéine exogène pourront 

s'associer avec les molécules du CMH II pour former un complexe qui est transporté à la 

surface de la cellule. Toutefois, certains antigènes d‟origine exogène peuvent être apprêtés par 

le CMH I, par un mécanisme de présentation « croisée » TAP-dépendant (voie cytosolique) ou 

TAP-indépendant (voie vacuolaire), propre à certains phénotypes de cellules dendritiques 
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(particulièrement les CD CD8α). Deux principales voies intracellulaires de présentation 

croisée d‟antigènes d‟origine exogène ont été décrites : la voie cytosolique et la voie 

vacuolaire (Figure 4) (Joffre et al., 2012).  

 

 

Figure 4: Voies intracellulaires de présentation croisée. (Joffre et al., 2012) 

Dans la voie cytosolique, les protéines internalisées accèdent au cytosol où elles sont 

dégradées par le protéasome et suivent alors la voie classique de présentation par les 

molécules du CMH I. Dans la voie vacuolaire, les antigènes sont dégradés dans le 

phagolysosome et les peptides sont chargés sur le CMH I. 

Les CD régulent cette capacité de présentation « croisée » lors de leur maturation et la voie 

d‟activation CD40/CD40L a été décrite comme étant un élément favorisant ce phénomène. Par 

ailleurs, l‟engagement du CMH II avec le TCR des lymphocytes T CD4+ favoriserait 

également la présentation « croisée » (Joffre et al., 2012).  

 

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

complexe CMH-peptide par le récepteur du lymphocyte T (TCR). Les lymphocytes T CD4+ 

naïfs vont reconnaître le complexe CMH II - peptides alors que les lymphocytes T CD8+ naïfs 
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vont s‟associer aux complexes CMH I - peptides. En présence de molécules de co-stimulation 

(entre autres CD80/CD86) et des cytokines sécrétées par la CD, les lymphocytes T pourront se 

différencier en lymphocytes T effecteurs spécifiques de l‟antigène (Figure 5).  

 

 

Figure 5 : Les cellules dendritiques matures induisent l’immunité (Banchereau and Palucka, 2005b). 
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 co-stimulation 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 

 

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

suite de la réponse immunitaire adaptative (Bromley et al., 2001). 

Comme nous l‟avons vu précédemment l‟absence ou la faiblesse de la co-stimulation (état 

immature de la CD) entraîne le lymphocyte T vers un état d‟anergie. Ce phénomène est 

nécessaire afin d‟éviter qu‟une réaction immunitaire non appropriée se produise contre des 

antigènes du soi ou du non soi, présentés en l‟absence de signaux de danger. Ainsi, l‟anergie 

des lymphocytes T est également décrite dans le cas de la présentation par la CD des antigènes 

tumoraux, appartenant majoritairement au soi ou au soi modifié ; et ce d‟autant plus que 

l‟environnement tumoral interfère avec la maturation des cellules présentatrices d‟antigènes, 

diminuant alors leur capacité de présentation. 
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Nous verrons qu‟il sera nécessaire de rompre cette tolérance à l‟encontre des antigènes 

tumoraux par l‟apport d‟un signal de danger fort, conjointement au message antigénique, pour 

générer une réponse immunitaire contre la tumeur. 

II. Orientation de la réponse T et régulation 

1. Polarisation des lymphocytes T CD4+  

Les CD matures présentent les peptides antigéniques aux lymphocytes TCD4+ naïfs via 

l‟interaction CMH II-peptide – TCR dans les organes lymphoïdes secondaires, ce qui conduit 

à la pré-activation des LT CD4+ qui produisent de l‟IL-2, mais aussi à la surexpression de 

facteurs de transcription spécifiques qui vont conditionner le type de réponse T CD4+. La 

production d‟IL-2 va favoriser la prolifération des lymphocytes T ainsi que leur expansion 

clonale (Palucka and Banchereau, 2012).  

Les LT CD4+ vont se différencier en lymphocytes T effecteurs spécifiques de l‟antigène et 

donner plusieurs types de réponses activatrices ou inhibitrices de la réponse immunitaire. 

L‟orientation de la réponse est liée au profil cytokinique des CD (plus largement des cellules 

présentatrices d‟antigènes), qui dépend de la manière dont elles ont été maturées (signaux 

perçus) dans les tissus périphériques ou les organes lymphoïdes secondaires.  

On distingue 6 réponses de type T helper (Th1, Th2, Th17, TFH et plus récemment Th9 et 

Th22) et une réponse de type T régulatrice (TReg) (Muranski and Restifo, 2013; O‟Shea and 

Paul, 2010) ; nous nous limiterons dans cette partie à une rapide description de ces voies de 

différenciation des lymphocytes T CD4+ activés (Figure 6) :       

- La réponse de type Th1 (surexpression du facteur de transcription T-bet) est favorable à 

une immunité anti-tumorale car elle « apporte » un soutien nécessaire au développement de la 

réponse T CD8+ cytotoxique. Elle est induite par la présence d‟IL-12 et d‟IFNγ et est 

caractérisée par une sécrétion d‟IFN, de TNF et  favorisant la différentiation et 

l‟expansion clonale des lymphocytes TCD8+ en lymphocytes T cytotoxiques (CTL). De plus, 

l‟IFNγ, le TNFα et β activent les macrophages et déclenchent le recrutement des leucocytes au 

site inflammatoire. La réponse Th1 est également impliquée dans le développement d‟une 

réponse T mémoire, favorable à une protection durable.  

- La réponse de type Th2 (surexpression du facteur de transcription Gata3) est surtout induite 

en l‟absence d‟IL-12 et en présence d‟IL-4 et se définit par la sécrétion d‟IL-4, -5 et -13 

favorisant une réponse des lymphocytes B (production d‟anticorps dirigés contre l‟antigène) et 

des polynucléaires éosinophiles et basophiles. La réponse de type Th2 dans l‟immunité anti-
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tumorale reste peu décrite et semble être peu utile. En revanche, elle est particulièrement 

importante dans la réponse aux pathogènes extracellulaires et aux parasites.   

- La réponse de type Th17 (surexpression du facteur de transcription RORt), de découverte 

récente, est induite en présence de l‟association de TGF-β et d‟IL-6 puis stabilisée et amplifiée 

en présence d‟IL-23. Elle est caractérisée par la production d‟IL-17, -21 et -22 et joue un rôle 

dans la protection contre certaines infections opportunistes fongiques et bactériennes 

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

Pseudomonas aeruginosa). Un développement excessif de cette réponse est à l‟origine de 

nombreuses maladies autoimmunes (sclérose en plaques, psoriasis, maladie de Crohn, etc…). 

Son rôle dans l‟immunité anti-tumorale semble être multiple et est actuellement très étudié. 

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 (Martin-Orozco et al., 

2009; Muranski et al., 2008; Nuñez et al., 2013; Steinman and Banchereau, 2007; Zou and 

Restifo, 2010).  

- La réponse de type T follicular helper (TFH) (surexpression du facteur de transcription Bcl-

6) a lieu dans les follicules B des organes lymphoïdes secondaires et aide les lymphocytes B à 

se différencier en plasmocytes.  

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

recrutement au niveau des follicules B (Fazilleau et al., 2009; Laurent et al., 2010). 

L‟activation des lymphocytes B est favorisée par la sécrétion d‟IL-21 et IL-4 (Nurieva et al., 

2008). Jusqu‟à présent la réponse TFH n‟avait jamais été décrite dans l‟immunité anti-tumorale, 

mais une étude récente a démontré la présence de LT CD4+ follicular helper produisant 

CXCL13 dans des tumeurs du sein fortement infiltrées. Cet infiltrat est corrélé à la réponse 

clinique et est un facteur de bon pronostic dans le cancer du sein. La présence des TFH est 

associée à une augmentation de la production d‟IFNγ par les LT CD4+ de type Th1 et les LT 

CD8+ présents dans l‟infiltrat tumoral (Gu-Trantien et al., 2013).  

- La réponse de type T régulatrice (TReg) (surexpression du facteur de transcription Foxp3) 

va moduler la réponse immune (principalement Th1) en régulant la tolérance vis-à-vis des 

antigènes du soi (ou dans certains cas du non soi) et en évitant ainsi le développement de 

réponses auto-immunes. Les TReg produisent des cytokines immunosuppressives dont le TGF-

β et l‟IL-10. Ils expriment fortement la chaîne α du récepteur membranaire de l‟IL-2 (CD25) 

ainsi que le facteur de transcription Forkhead box P3 (Foxp3), qui permet la répression de la 
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transcription d‟un certain nombre de gènes clés suite à la stimulation du TCR. La fonction des 

TReg dans la modulation de la réponse anti-tumorale 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 

(Finn, 2008; Savage et al., 2013).  

 

Bien que cette polarisation de la réponse T CD4+ soit acquise par les immunologistes, de 

récents travaux proposent une vision moins stratifiée, suggérant une expression transitoire des 

facteurs de transcription et une flexibilité du profil de production de cytokines des 

lymphocytes T CD4+ activés. 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 6) 

(Muranski and Restifo, 2013; O‟Shea and Paul, 2010).   

 

Figure 6 : Différentiation des lymphocytes T CD4+ (O’Shea and Paul, 2010). 
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2. Lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTLs)  

Suite à leur interaction avec les CD matures, les LT CD8+ naïfs peuvent se différencier en  

effecteurs T cytotoxiques (CTLs) spécifiques de l‟antigène et subir une phase d‟expansion 

clonale (facilitée par l‟IL-2 sécrétée par les LT CD4+). Cette prolifération est associée à une 

modification de leurs propriétés migratoires, notamment par la diminution d‟expression du 

récepteur de domiciliation CD62L (L-selectin) à la surface de la cellule, facilitant la 

circulation des CTLs des organes lymphoïdes secondaires vers les tissus périphériques.  

Les CTLs vont pouvoir reconnaitre les cellules cibles par l‟intermédiaire des interactions TCR 

– CMH I-peptide. Cette reconnaissance déclenche plusieurs mécanismes, dont le relargage de 

molécules cytotoxiques qui vont entrainer la lyse des cellules cibles, et la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires.  

L‟activation de l‟apoptose des cellules cibles par les CTLs peut être médiée par l‟induction de 

deux voies différentes:  

- la voie perforine-granzymes : le modèle le plus récent suggère que les granzymes B 

produits par les CTLs se lient à la membrane de la cellule cible, et que la perforine forme des 

pores induisant un flux de Ca
2+

. Ce flux active l‟endocytose des parties de la membrane 

contenant les pores, provoquant l‟entrée des granzymes B qui peuvent induire l‟apoptose de la 

cellule cible par l‟intermédiaire de l‟activation de la voie des caspases (Keefe et al., 2005). 

- la voie des récepteurs de mort Fas-FasL : FasL, un ligand d‟origine lymphocytaire, se lie 

au récepteur de mort Fas présent à la surface de la cellule cible, entrainant l‟activation de la 

voie des caspases et la mort de la cellule par apoptose (Strasser et al., 2009). 

 

Hormis leur fonction cytolytique, les CTLs sont capables de sécréter différents médiateurs de 

la réponse immunitaire, dont l‟IL-2, l‟IFNγ le TNFα ainsi que les chimiokines CCL3 (MIP-

1α), CCL4 (MIP-1β), CCL5 (RANTES) et XCL1 (Dorner et al., 2002). L‟IL-2 a une action 

autocrine sur les CTLs, renforçant leur prolifération (D‟Souza and Lefrançois, 2003). L‟IFNγ 

active les LT CD8+ et les macrophages, induit l‟augmentation de l‟expression des molécules 

du CMH I à leur surface, ainsi qu‟à la surface des cellules cibles et des CPAg, facilitant la 

présentation de l‟antigène aux cellules effectrices. Enfin, le TNFα, CCL3, CCL5 et XCL1 

participent au maintien de la réponse inflammatoire.  
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3. Régulation des lymphocytes T activés (immunomodulation) 

Les lymphocytes T possèdent plusieurs récepteurs de co-signalisation (co-stimulation ou co-

inhibition) qui vont réguler la signalisation du TCR et ainsi jouer sur l‟activation des LT 

(Chen and Flies, 2013). Le répertoire des récepteurs de co-signalisation 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 

anti-tumorale.  

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

peptide devait être accompagnée de signaux de co-stimulation, 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 périphériques. 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 CTLA-4 

avec les protéines B7 peut ainsi bloquer l‟activation des LT en entrant en compétition avec 

l‟interaction CD28-B7. CTLA-4 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, PD-1 

(programmed cell death 1), émet également un signal inhibiteur lors de l‟interaction avec son 

ligand PD-L1 localisé à la surface des cellules présentatrices d‟antigènes (Sharma et al., 2011) 

(Figure 7). 

 
 

Figure 7 : Mécanismes simplifiés de stimulation et d’inhibition des lymphocytes T et thérapies ciblant ces 

voies (adapté de Sharma et al. 2011). A. L‟activation des LT débute par l‟interaction entre le TCR des LT et 

l‟association CMH-peptide sur les CPAg. B. Cette activation est limitée par les molécules CTLA-4 ou PD-1 qui 

interagissent respectivement avec CD28 et PDL1 C. Stratégies pour maintenir l‟activation des LT spécifiques de 

la tumeur, ciblant CTLA-4 et PD-1 pour neutraliser les récepteurs de co-inhibition.   

 

A B C 
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Enfin d‟autres voies régulatrices de l‟activation des LT faisant intervenir les molécules TIM3 

(T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3), VISTA (V-domain 

immunoglobulin suppressor of T cell activation), BTLA (B and T lymphocyte attenuator) ou 

encore LAG 3 (Lymphocyte activation gene 3) ont été identifiées récemment (Pardoll, 2012).  

Ces différentes voies de co-signalisation sont exploitées pour le développement 

d‟immunomodulateurs, et plus précisément d‟anticorps monoclonaux antagonistes capables 

d‟inhiber l‟interaction CTLA-4-B7 ou PD1-PD-L1 et ainsi favoriser l‟activation et la survie 

des lymphocytes T spécifiques (Pardoll, 2012). L‟anticorps ipilimumab (Yervoy®) anti-

CTLA-4 a notamment obtenu une AMM en 2011 dans le traitement du mélanome 

métastatique non opérable (Hodi et al., 2010). 

III. La réponse T CD8+ mémoire 

Le but des immuno-oncologistes est d’obtenir une ou des réponse(s) T CD8+ spécifique(s) 

d’antigènes tumoraux suffisamment robuste(s) et durable(s) pour générer une réponse 

protectrice à long terme contre la tumeur. (Palucka and Banchereau, 2012) 

Bien que l‟immunothérapie anti-tumorale active ait démontré sa capacité à générer une forte 

réponse immune contre des antigènes de tumeurs, seuls de rares cas de rémission complète à 

long terme ont été recensés. L‟obtention d‟une mémoire immunologique fait donc partie des 

critères de développement d‟une immunothérapie anti-tumorale. 

Cette propriété du système immunitaire adaptatif permet à l‟organisme de répondre 

rapidement et de manière plus intense lors d‟un second challenge avec un antigène. Toutes les 

cellules du système immunitaire adaptatif (LT CD4+, LB, LT CD8+) sont capables de 

développer une réponse mémoire ; dans cette partie nous nous intéresserons surtout à la 

réponse mémoire T CD8+ décrite chez la souris. 

Suite à la phase effectrice, caractérisée par une forte prolifération clonale, et à l‟élimination 

du pathogène ou de la tumeur, les LT CD8+ vont subir une phase de contraction puis une 

différentiation en cellules mémoires (Figure 8). 

1. La contraction clonale 

De nombreuses études sur les pathogènes viraux ou bactériens ont démontré qu‟une phase de 

contraction massive des lymphocytes LT CD8+ spécifiques avait lieu suite à leur élimination 

par le système immunitaire. En effet, 90 à 95% des LT CD8+ meurent par apoptose lors de 

cette phase de contraction clonale (Kaech et al., 2003) (Figure 8).  
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Il semble que cette étape de contraction soit contrôlée précocement lors de l‟activation des LT 

CD8+ par la génération de deux populations différentes (Joshi et al., 2007; Kaech et al., 

2003):  

-une première population (5-10% des LT CD8+ spécifiques) composée de précurseurs de 

cellules mémoires à longue durée de vie. 

-une seconde, beaucoup plus conséquente, composée d‟effecteurs à un stade de différenciation 

avancé, très sensibles à l‟apoptose. 

 

 

Figure 8: Illustration graphique des cinétiques d’expension des lymphocytes T CD8+ naïfs à la suite d’une 

infection chez la souris par un pathogène virulent de type Listeria monocytogenes, LCMV, VSV ou le virus 

de la Vaccine. On estime que chez la souris il existe entre 50 et 200 LT CD8+ naïfs spécifiques d‟un quelconque 

épitope (répertoire TCD8). Après 24h environ, ces précurseurs subissent entre 15 et 20 divisions et génèrent des 

millions de CTLs effecteurs 7 ou 8 jours post-infection. Lorsque que le pathogène est éliminé, la majorité des 

cellules effectrices meurent, laissant place à un pool de LT CD8+ spécifiques mémoire D‟après (Williams and 

Bevan, 2007). 

2. Différentiation en cellules mémoires 

Plusieurs modèles ont été établis pour définir la différenciation des LT CD8+ en cellules 

mémoires. Le modèle de différenciation linéaire semble être le mieux accepté par les 

immunologistes. Il décrit que les T CD8+ mémoires se différencient à partir de précurseurs 

présents dans la population de cellules effectrices (Kaech and Wherry, 2007; Kaech et al., 

2003; Sarkar et al., 2008). Cette diversité apparaît rapidement au cours de la réponse 

effectrice. Quatre jours après l‟initiation de la réponse, plusieurs marqueurs sont exprimés de 

manière hétérogène sur les cellules effectrices (Kaech et al., 2003), notamment les marqueurs 

CD127 et KLRG1 (Killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1), qui sont 
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respectivement le récepteur à l‟IL-7 et le récepteur inhibiteur des cellules NK (Natural 

Killer). Les cellules T CD8+ naïves et T CD8+ mémoires expriment le récepteur à l‟IL-7, qui 

participe au maintien de leur homéostasie et contribue partiellement à leur prolifération 

(Schluns et al., 2000). 

Suite à une infection, l‟expression de CD127 est inhibée en 48 heures environ, et seule une 

petite proportion des LT CD8+ effecteurs (qui deviendront mémoires) expriment à nouveau 

ce marqueur environ 8 jours après l‟initiation de la réponse effectrice (Kaech et al., 2003). 

Egalement, suite à l‟activation de la réponse effectrice, il a été montré par Joshi et al. que 

deux populations se différenciaient en 4 à 5 jours en réponse à une infection virale in vivo : 

KLRG1
Hi

 et KLRG1
Low

. Ces deux populations ont des fonctions effectrices similaires mais 

les cellules KLRG1
Low 

expriment à nouveau le marqueur CD127 au bout de 9 jours après 

initiation de la réponse. Il a été démontré que la survie de ces 2 sous-populations étaient 

différentes, les cellules KLRG1
Hi 

ayant une moins bonne survie lors de la phase de 

contraction ce qui suggère que ces cellules ont un faible potentiel à générer des cellules 

mémoires. (Joshi et al., 2007). 

Ces cellules KLRG1
Low

CD127
Hi 

ont des fonctions effectrices similaires à celles des cellules 

KLRG1
Hi

CD127
Low

 mais ont un phénotype de cellules mémoires ainsi que des capacités 

d‟auto-renouvellement et de réponse à un rappel antigénique supérieures. Elles sont nommées 

respectivement MPEC (Memory Precursor Effector Cells) et SLEC (Short Lived Effector 

Cells). 

3. Propriétés des cellules mémoires  

Les cellules mémoires sont impliquées dans la protection de l‟organisme contre des 

réinfections ou des réactivations tumorales et ont la capacité de répondre beaucoup plus 

rapidement, plus fortement et de manière plus adaptée, et ce pour plusieurs raisons : 

- Les LT CD8+ mémoires sont présents en plus grand nombre que les lymphocytes T 

CD8 naïfs (Ahmed, 1996; Blattman et al., 2002) et ont une capacité d‟expansion plus 

rapide (Pihlgren et al., 1999).  

- Ils bénéficient de fonctions améliorées, notamment par l‟expression accélérée de 

fonctions effectrices. Il a notamment été démontré que la sécrétion d‟IFN était plus 

précoce suite à un rappel antigénique (Bachmann et al., 1999). 

- Les cellules mémoires sont polyfonctionnelles, plusieurs études ont démontré que la 

protection conférée par les LT CD8+ ou LT CD4+ mémoires était liée au nombre de 
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cytokines (IL-2, IFNγ, TNFα) et chimiokines qu‟elles étaient capables de co-produire 

en réponse à un rappel antigénique, mais également à l‟avidité du TCR pour l‟antigène 

(Almeida et al., 2007; Betts et al., 2006; Darrah et al., 2007; Precopio et al., 2007). 

- Ils peuvent être stimulés indépendamment du TCR, de manière semblable aux cellules 

Natural Killer (NK) (Berg et al., 2003) 

4. Sous-types de cellules mémoires 

La réponse mémoire et plus précisément la réponse LT CD8+ mémoire a été largement 

décrite et étudiée ces 15 dernières années. Il existe deux sous-types de cellules mémoires : les 

lymphocytes T mémoires centraux (TCM) et les lymphocytes T mémoires effecteurs (TEM). 

Ces deux phénotypes expriment CD127 mais sont caractérisés par une expression hétérogène 

des antigènes de différenciation CD62L (L-selectin) et CCR7 (récepteur aux chimiokines de 

type 7) (Sallusto et al., 1999). 

 Les TCM expriment CD62L et CCR7 alors que les TEM ont une faible expression de ces 

marqueurs impliqués dans la domiciliation au niveau des organes lymphoïdes secondaires, 

suggérant que ces 2 populations ont des capacités de circulation différente (Sallusto et al., 

1999). Plusieurs études sont venues conforter ces observations, notamment in vivo chez la 

souris (Masopust et al., 2001; Wherry et al., 2003).  

Les TCM sont localisés principalement dans les organes lymphoïdes secondaires et en plus 

petite quantité dans le sang, alors qu‟on retrouve les TEM essentiellement dans les tissus 

périphériques, dans la rate et dans le sang. Ils diffèrent aussi par leurs fonctions effectrices 

(Masopust et al., 2001; Sallusto et al., 1999) ; en effet bien qu‟ils semblent produire des 

quantités identiques d‟IFNγ ou de TNFα en réponse à un rappel antigénique, une plus grande 

proportion de TCM produit de l‟IL-2, ce qui va certainement favoriser leur prolifération dans 

les organes lymphoïdes lorsqu‟ils sont confrontés à l‟antigène (Wherry et al., 2003). Les TEM 

ont une activité cytolytique in vivo beaucoup plus importante que celle des TCM en raison 

d‟une expression plus importante de perforine et de granzyme B (Bachmann et al., 1999). Ils 

sont donc capables de répondre immédiatement à un challenge infectieux ou tumoral en 

périphérie alors que les TCM répondent plus tardivement mais de manière prolongée grâce à 

leur propriété de renouvellement des effecteurs (Hikono et al., 2006).  
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5. Rôle des T CD4+ helper dans la réponse T CD8+ mémoire 

Certaines études chez la souris ont montré l‟importance des LT CD4+ helper dans le maintien 

de la population mémoire et lors du rappel antigénique des LT CD8+ mémoires, mais ils ne 

semblent pas indispensables pour la différentiation des LT CD8+ effecteurs en LT CD8+ 

mémoires (Janssen et al., 2003; Kaech et al., 2003; Shedlock and Shen, 2003; Sun et al., 

2004). En effet, il est démontré qu‟en l‟absence de T CD4+ helper, les lymphocytes T CD8+ 

mémoires sont générés normalement suite à une activation primaire, mais que leur nombre 

décroit ensuite progressivement et que leur prolifération est réduite lors d‟un rappel 

antigénique (Sun and Bevan, 2003) (Figure 9). 

 

Figure 9 :  Le soutien des LT CD4+ helper est requis pour l’obtention d’une réponse T CD8+ mémoire 

protectrice (Kaech and Ahmed, 2003). 

6. Importance de la réponse mémoire dans l’immunité anti-tumorale 

Les mécanismes cellulaires et moléculaires à l‟origine des réponses T CD8+ mémoire 

effectrice ou centrale ont été initialement décrits dans le cas d‟infection virale aiguë ou 

chronique. Ces études peuvent potentiellement servir de « modèle » pour expliquer l‟échec de 

certaines vaccinations anti-tumorales qui peinent à développer une protection à long terme. La 

question de savoir laquelle des deux populations TCM ou TEM, sinon les deux, doit être 

obtenue pour le développement d‟une immunothérapie efficace est d‟un intérêt majeur. Chez 

la souris et le primate, plusieurs études ont démontré que les LT CD8+ TCM étaient plus aptes 

que les TEM à protéger contre un challenge viral ou bactérien (Berger et al., 2008; Vaccari et 
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al., 2005; Wherry et al., 2003). Des résultats similaires ont été obtenus chez la souris en 

challenge tumoral  (Chapuis et al., 2012; Klebanoff et al., 2005).  

Cette capacité de protection supérieure des TCM a été corrélée à leur pouvoir de prolifération 

supérieure lors d‟un rappel antigénique en comparaison aux TEM (Klebanoff et al., 2005; 

Wherry et al., 2003). Ceci permet la génération d‟une grande quantité de cellules effectrices 

qui peuvent infiltrer massivement les sites périphériques de l„infection ou de la tumeur.  

Cependant, il faut tempérer ces résultats car plusieurs travaux n‟ont pas vérifié cette protection 

supérieure des TCM (Bachmann et al., 2005a, 2005b; Olson et al., 2013; Roberts and 

Woodland, 2004). Il est probable que l‟efficacité des réponses TCM ou TEM soit dépendante de 

l‟agent infectieux ou du type de tumeur (Williams, 2013).  

Enfin il est décrit qu‟une stimulation chronique par un antigène (infection virale, tumeur) est 

délétère pour la réponse TCD8+ mémoire car elle tend à orienter les lymphocytes TCD8+ vers 

un stade de différenciation élevée, diminuant leur capacité de prolifération (Figure 10) 

(Klebanoff et al., 2006).  

 

 

Figure 10: Changement fonctionnels et phénotypique des LT CD8+ induits par une stimulation chronique 

par l’antigène.(Klebanoff et al., 2006) 
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IV. Quelle(s) réponse(s) T pour une immunité anti-tumorale ? 

Les caractéristiques de la réponse T permettant d‟obtenir une immunité anti-tumorale efficace 

ne sont pas encore totalement connues, bien qu‟il soit démontré que la réponse T CD8+ 

cytotoxique joue un rôle indéniable dans l‟élimination des cellules tumorales (Rosenberg et 

al., 2004). Néanmoins, certains vaccins anti-tumoraux ayant conduit à une forte production de 

CTLs spécifiques n‟ont pas nécessairement abouti à une destruction de la tumeur (Mocellin et 

al., 2004; Peterson et al., 2003; Rosenberg et al., 2004, 2005). Il s‟agit donc d‟une condition 

nécessaire mais non suffisante.   

Il est important d‟éclaircir le rôle de la réponse T CD4+, qui a bien souvent été « délaissée » 

au profit de la réponse T CD8+ cytotoxique dans le développement de l‟immunothérapie anti-

tumorale. En effet la majorité des essais cliniques d‟immunothérapie anti-tumorale active ou 

passive (adoptive) se sont focalisés sur cette réponse, soit par une présentation unilatérale des 

antigènes de tumeur via le CMH I (i.e. injection de peptides épitopes présentées par le CMH 

I) ou par le seul transfert adoptif de CTLs spécifiques de la tumeur.  

Le rôle des lymphocytes T CD4+ helper a été récemment mieux caractérisé. Il a notamment 

été démontré que la génération d‟une unique réponse T CD4+ helper spécifique d‟antigènes 

de mélanome pouvait avoir une efficacité directe sur la tumeur (Baxevanis et al., 2000; 

Quezada et al., 2010; Restifo et al., 2012; Xie et al., 2010) ; cette réponse serait susceptible de 

jouer un rôle plus important que la réponse CTLs (Hunder et al., 2008; Perez-Diez et al., 

2007). Dans le cas du mélanome, une expression constitutive des molécules du CMH II est 

retrouvée sur les cellules tumorales elles-mêmes, ce qui pourrait expliquer l‟activité anti-

tumorale directe des lymphocytes T CD4+ (Rodríguez et al., 2007). 

Plusieurs autres études démontrent qu‟une réponse T CD4+ spécifique de la tumeur 

préviendrait la tolérance immune, viendrait amplifier la réponse des CTLs et faciliterait leur 

recrutement au site tumoral, tout en potentialisant leur fonction cytolytique. Le recrutement 

des CTLs serait favorisé par la production de chimiokines liée à la production d‟IFNγ par les 

lymphocytes T CD4+ intratumoraux (Bos and Sherman, 2010; Marzo et al., 2000; Shafer-

Weaver et al., 2009).  

Une étude plus récente vient confirmer cette « plus-value » d‟une coactivation de 

lymphocytes T CD4+ helper et de CTLs spécifiques de la tumeur. Aarntzen et al. ont vacciné 

des patients atteints de mélanomes avec des CD matures chargées par des peptides CMH I 

uniquement ou CMH I et II des antigènes gp100 et tyrosinase. Des CTLs fonctionnels 

(production d‟IFNγ) spécifiques des antigènes gp100 et tyrosinase ont été détectés dans 
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l‟infiltrat tumoral et dans le sang pour 4 patients sur 15 vaccinés avec les CD chargées avec 

des épitopes du CMH I et II et 1 seul patient sur 14 vaccinés avec les CD chargées avec les 

peptides CMH I. Lorsqu‟ils observaient une réponse T CD4+ spécifique des antigènes de 

tumeur, celle-ci était associée à une réponse CTLs spécifique de ces mêmes antigènes. 

Globalement la vaccination avec des CD chargées avec des peptides CMH I et CMH II 

conduit à une amélioration de la réponse clinique en comparaison au traitement de référence 

et potentialise la réponse CTLs (Aarntzen et al., 2013).  

Enfin, comme nous avons pu le voir précédemment les CD4+ T helper sont importants dans le 

maintien à long terme de la réponse mémoire CTLs (Faiola et al., 2002; Janssen et al., 2003) 

qui permet de protéger les patients d‟une éventuelle récidive. 

   

En résumé, l’immunité adaptative anti-tumorale fait appel à une réponse CD8+ 

cytotoxique spécifique et durable, probablement indispensable à l’éradication de la 

tumeur mais non suffisante, et doit préférentiellement mobiliser une réponse CD4+ T 

helper spécifique (Th1, Th17?) favorable à l’amplification et au maintien de la réponse 

CTLs. 

V. Induire ou remobiliser une immunité anti-tumorale : un défi multi-

étapes ?  

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

cellulaire, 3 éléments semblent être déterminants pour le développement d‟une immunité anti-

tumorale efficace (Appay et al., 2008; Mellman et al., 2011) :  

1)Promouvoir la maturation de cellules présentatrices d‟antigènes (dont les CD) 

conjointement à leur chargement en antigènes tumoraux 

2)Activer  une (ou des) réponse(s) T favorable(s) à l‟élimination de la tumeur 

3)Surmonter l‟immunosuppression du microenvironnement tumoral  

 

Ces éléments peuvent être réunis en apportant un signal de danger fort au système 

immunitaire par une stratégie vaccinale adaptée. La réponse obtenue dépendra en grande 

partie du type de stratégie et de son mode d’utilisation.  

Les lymphocytes T activés et spécifiques d‟un ou plusieurs antigènes devront pénétrer dans le 

microenvironnement tumoral peu favorable au développement de la réponse T. Cette étape de 

la réponse anti-tumorale est actuellement le principal point critique, où de nombreuses 

approches d‟immunothérapies échouent.  
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En effet, un pool important de cellules immunosuppressives dont les lymphocytes TReg,  les 

cellules myéloïdes suppressives (MDSC) ou encore les macrophages de type M2 (TAM2) 

infiltrent la tumeur et sont capables d‟inhiber les fonctions effectrices des lymphocytes T ou 

des cellules Natural Killer (NK). Les cellules tumorales produisent également des molécules 

immunosuppressives (TGF-β, IL-10, IDO) ou expriment des molécules inhibitrices (PD-L1) 

favorisant l‟anergie des LT, et peuvent induire la mort par apoptose des cellules T activés (Fas 

ligand) (Finn, 2008; Mellman et al., 2011). Par ailleurs, la néoangiogenèse tumorale 

anarchique a tendance à être délétère pour le système immunitaire et le VEGF sécrété par la 

tumeur bloque la maturation des cellules dendritiques et favorise l‟expansion des lymphocytes 

TReg. Enfin, les cellules tumorales échappent à la surveillance du système immunitaire en 

diminuant l‟expression de molécules du CMH I et ainsi la présentation d‟antigènes (Campoli 

et al., 2002). 

Nous ne ferons pas de revue exhaustive des mécanismes d‟immunosuppression (voir revue 

(Rabinovich et al., 2007)) dont la diversité est telle qu‟elle semble compromettre la réussite de 

l‟immunothérapie anti-tumorale. Cependant, il est supposé qu‟il existe un juste équilibre entre 

les différents protagonistes pro- et antitumoraux, l‟objectif de l‟immunothérapie étant de 

rompre cet équilibre en favorisant les réponses anti-tumorales (Figure 11).    

 

Figure 11: Forces immunostimulantes et immunosuppressives dans le microenvironnement tumoral. 

(Finn, 2008). GM-CSF granulocyte–macrophage colony-stimulating factor, IDO indolamine-2,3-dioxygenase, 

iNOS inducible, nitric oxide synthase, MCP-1 monocyte chemotactic protein 1, TGF-β transforming growth 

factor β. 
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B.  UN MESSAGE ANTIGÉNIQUE POUR L’IMMUNOTHÉRAPIE ANTI-

TUMORALE 

Un défi important pour l‟immunothérapie anti-tumorale spécifique est de transmettre un 

message antigénique fort et de préférence spécifique de la tumeur. Cependant les antigènes 

associés aux tumeurs sont dans beaucoup de cas des protéines du soi, peu immunogènes, qui  

induisent une immunotolérance. 

En pratique, toutes les protéines « nouvelles » (d‟origine virale ou mutées), surexprimées ou 

anormalement exprimées par les cellules tumorales peuvent être des antigènes cibles pour 

l‟immunothérapie. Dans cette partie, les différents messages antigéniques pouvant être 

délivrés au système immunitaire seront envisagés, puis nous reviendrons ensuite sur le choix 

de l‟antigène « idéal ».  

I. 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. Il paraît donc pertinent d‟utiliser des lysats totaux de 

cellules tumorales afin de n‟exclure aucun antigène d‟intérêt. L‟injection de lysats tumoraux 

autologues (ou allogéniques) 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 pour stimuler le recrutement et la maturation des cellules présentatrices 

d‟antigènes (Buonaguro et al., 2011). On ne peut par contre s‟absoudre d‟un risque de réponse 

auto-immune. 

II. Antigènes définis  

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

reconnu par les lymphocytes T cytotoxiques (van der Bruggen et al., 1991), plusieurs 

antigènes associés aux tumeurs ou spécifiques 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 (peptides épitopes présentés par le CMH II et le CMH I) et de leur 
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origine : 1) les antigènes associés aux tumeurs, retrouvés également sur les tissus sains, 2) Les 

antigènes spécifiques de tumeurs, absents des tissus sains (Novellino et al., 2005).  

1. Les antigènes associés aux tumeurs, retrouvés de manière 

prédominante 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 NY-ESO-1. Les C/T antigens sont exprimés dans 

les spermatocytes et plus 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‟immunothérapies 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 exprimés principalement dans les 

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

les cellules tumorales et le tissu sain adjacent, 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 la tyrosinase), de la prostate (prostate specific antigen, PSA) ou du colon 

(Carcinoma Embryonnary Antigen, CEA). Malgré le risque de réactions 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 sains, 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 sain est inférieure au seuil de reconnaissance par les cellules T. 

Inversement, dans les tissus tumoraux, un niveau d‟expression et de présentation de l‟antigène 

élevé 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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2. Les antigènes exprimés uniquement par la tumeur (Parmiani et al., 

2007) 

Ils peuvent être :  

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

de cibler ce type d‟antigènes est qu‟ils sont à l‟origine du développement tumoral car il s‟agit 

d‟oncogènes ; le risque d‟échappement de la tumeur et d‟immunosélection est donc absent si 

cette protéine joue un rôle crucial dans le maintien du statut tumoral. 

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

papilloma virus 16 et 18,  responsables de tumeurs viro-induites 

- Des protéines de fusion, produits de translocations chromosomiques comme par exemple la 

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

entre les chromosomes 9 et 22 aboutit à la fusion des gènes bcr et abl qui est traduite en la 

protéine p210, une tyrosine kinase à activité augmentée. 

- Des 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 

forte similarité avec les protéines normales. Plusieurs essais cliniques sont actuellement 

effectués en association à des adjuvants pour accroître leur immunogénicité.  

 

Au jugé, le choix d‟un antigène défini pour le développement d‟une approche 

d‟immunothérapie peut paraître délicat en raison des risques d‟échappement de variants 

cellulaires n‟exprimant pas ou ayant perdu l‟expression de l‟antigène. Il a en fait été démontré 

que suite à cette « première ligne » de traitement, d‟autres antigènes tumoraux étaient 

relargués dans l‟environnement et qu‟une réponse immune cellulaire « de deuxième ligne » 

pouvait se développer, permettant ainsi d‟amplifier le phénomène de lyse tumoral, même sur 

des cellules n‟exprimant pas l‟antigène ciblé initialement. Cette « dissémination d‟épitope » 

(Epitope spreading) a été décrit initialement comme étant à l‟origine de certaines maladies 

auto-immunes et plus récemment suite à une vaccination anti-tumorale (Ribas et al., 2003; 

Vanderlugt and Miller, 2002). 
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III. La quête du « bon message antigénique» (Cheever et al., 2009) 

Une étude pilote réalisée en 2009 par le National Cancer Institute a proposé un classement 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 

spécifique. 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. Un comité d‟experts a été formé pour 

déterminer les critères et sous-critères ainsi que leur degré d‟importance afin de leur attribuer 

un score pour le classement des antigènes. 4 critères majeurs ont été définis par les experts : 1. 

Une réponse clinique obtenue avec des approches ciblant l‟antigène 2. L‟immunogénicité 

(réponse cellulaire ou humorale spontanée ou obtenue lors d‟essais cliniques) 3. 

L‟oncogénicité (persistance de l‟expression, rôle dans le processus tumoral) et 4. La 

spécificité (Tableau 1).  

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 12). Les scores les 

plus élevés sont attribués majoritairement aux antigènes de tumeurs qui ont été testés en 

clinique à plusieurs reprises, avec des modalités vaccinales adaptées pour améliorer leur 

immunogénicité (WT1, MUC1, HPV E6 E7, NY-ESO-1…). 

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 

réalisation de nouveaux essais cliniques pour le premier, ou par une formulation ou des 

modalités vaccinales plus adaptées pour le second. 

 
Tableau 1 : Importance relative des critères majeurs définissant un antigène de tumeur idéal (Cheever et 

al., 2009) 
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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‟étude (Figure 13).   

En résumé, aucun des antigènes identifiés ne répond parfaitement à la définition proposée 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) et de nombreuses 

protéines oncogènes mutées ont une forte similarité avec les protéines non mutées exprimées 

par les tissus sains.   

Selon cette analyse d‟experts, un facteur conditionnant la réussite d‟une immunothérapie anti-

tumorale 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, l‟immunogénicité étant un critère modulable. 

Notons 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®), est classé en 69
ème

 position sur 75 candidats en l‟absence de prise en 

compte des critères d‟efficacité thérapeutique et d‟immunogénicité.  
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Figure 12 : Hiérarchisation des antigènes de tumeurs effectuée à partir des critères prédéfinis par les experts 

(Cheever et al., 2009). 
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Figure 13 : Classification des antigènes de tumeurs après exclusion des critères d’efficacité thérapeutique et 

d’immunogénicité (Cheever et al., 2009). 
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C. STRATÉGIES D’IMMUNOTHÉRAPIE ANTI-TUMORALE ACTIVE 

SPECIFIQUE  

En juin 2014, 250 essais cliniques sur tumeurs solides et pas loin de 40 autres dans le cadre  

de leucémies, lymphomes ou myélomes étaient référencés dans la base de données « Cancer 

vaccines » du National Cancer Institute (NCI) (Les différent essais cliniques, classés en 

fonction du type de cancers sont consultables sur cette page, rubrique 9. 

http://www.cancer.gov/cancertopics/factsheet/Therapy/cancer-vaccines).  

Une multitude d‟approches ont été développées et consistent soit à administrer l‟antigène 

associé à un adjuvant, soit à le charger ex vivo dans les cellules dendritiques puis réinjecter les 

CD au patient, soit vectoriser l‟antigène in vivo. Nous n‟avons pas pour ambition de décrire 

de manière exhaustive toutes ces approches, mais nous présenterons rapidement ces 

différentes classes et nous nous intéresserons plus particulièrement aux vecteurs bactériens.  

I. Antigènes tumoraux non vectorisés  

Suite à l‟identification des antigènes de tumeurs, des « vaccins antitumoraux » comparables 

aux vaccins protéiques anti-infectieux (ex : antigène HBs de l‟hépatite B) ont été développés. 

Cette stratégie combine l‟injection de peptides ou de protéines antigéniques, simples ou 

associés 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 réponse 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.  

L‟immunogénicité des protéines ou peptides antigéniques peut être améliorée par l‟utilisation 

des Heat Shock Proteins (HSPs), protéines chaperonnes 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, d‟un choc thermique, 

d‟une inflammation ou encore dans les cellules tumorales, l‟expression des HSPs peut être 

dérégulée. Il a 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 
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antigènes 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 anti-tumorale (Asea et al., 2002; 

Srivastava and Amato, 2001). 

II. 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 anti-

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

mononuclées 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 de l‟ADN ou l‟ARNm codant l‟antigène 

 Incubation avec une solution d‟antigènes (phagocytés par les CD)  

La maturation des CD est effectuée de différentes manières (selon la recette du laboratoire) 

mais on retrouve généralement l‟utilisation de LPS, GM-CSF, CD40L… Une fois les cellules 

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

les peptides épitopes via les molécules du CMH I ou II et stimuler les LT naïfs du receveur 

(Figure 14). 

 

Figure 14 : Approche vaccinale basée sur l’éducation ex vivo des cellules dendritiques puis la réinjection 

afin d’induire l’immunité anti-tumorale (Tacken et al., 2007). 
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Sipuleucel-T (Provenge
®

) utilise par exemple des cellules mononuclées de sang périphérique 

(PBMC) autologues chargées ex vivo par la protéine recombinante phosphatase acide 

prostatique (PAP)-GM-CSF (Cheever and Higano, 2011).  

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

différentes tumeurs solides ; ces essais ont donné des résultats intéressants, notamment pour 

DCVax®-Brain (Northwest Biotherapeutics) qui est en phase III d‟études cliniques pour le 

traitement du glioblastome multiforme. La voie ouverte par l‟AMM du sipuleucel-T va 

certainement faciliter l‟accès au marché de ce nouveau type de thérapies. 

Néanmoins le procédé de préparation est extrêmement lourd, car il s‟agit d‟une 

immunothérapie personnalisée qui nécessite au préalable un prélèvement de leucocytes 

autologues ; cela se répercute sur le coût du traitement (dans le cas du sipuleucel-T, le 

traitement consiste en 3 injections  = 70 000€). 

III. Utilisation de vecteurs  

L‟évolution des connaissances en microbiologie et en virologie a permis le « détournement » 

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

Différentes formes de vecteurs, 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. 

1. Vecteurs plasmidiques (ADN nu)(Fioretti et al., 2013) 

Il s‟agit de plasmides bactériens modifiés contenant l‟ADNc d‟un ou plusieurs antigène(s) de 

tumeur à cibler. La transcription du gène d‟intérêt est sous le contrôle de promoteurs actifs 

dans les cellules mammifères (Anderson and Schneider, 2007). L‟administration d‟ADN nu 

est généralement associée à des adjuvants divers pour augmenter l‟immunogénicité du vaccin. 

L‟ADN codant une ou plusieurs cytokines est parfois 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 prometteurs dans deux études de phase II dirigée 

contre les antigènes E6 et E7 de HPV 16 et/ou 18, et contre l‟antigène WT1 (INOVIO 

Pharmaceuticals). 
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2. Vecteurs protéiques 

L‟antigène est fusionné à une protéine (toxines principalement) permettant sa délivrance dans 

le cytoplasme des cellules présentatrices d‟antigène. L‟adressage au CPAg est effectué par 

une intéraction toxine/recepteur déclenchant soit son internalisation par endocytose puis sa 

libération intracytoplasmique (Shiga toxin (sous-unité STxB non toxique et récepteur 

glycolipidique Gb3) de Shigella (Haicheur et al., 2000)) soit sa translocation directe dans le 

compartiment intracellulaire (adénylate cyclase (CyaA) de Bordetella pertussis et récepteur 

aux intégrines αMβ2 (Préville et al., 2005)).  

L‟injection de la protéine de fusion CyaA-E7 (protéine E7 de l‟human papilloma virus (HPV) 

16) aux souris, sans ajout d‟adjuvant, entraîne l‟apparition d‟une réponse CTL mais 

également d‟une réponse CD4+ de type Th1 spécifique de E7, et l‟élimination d‟une tumeur 

exprimant artificiellement l‟antigène (Berraondo et al., 2007; Préville et al., 2005). De même, 

l‟injection d‟une protéine de fusion STxB-OVA ou STxB-E7 permet l‟apparition de 

lymphocytes T CD8+ spécifiques, mais aussi une orientation Th1 de la réponse immune, 

associée à un effet antitumoral prophylactique et curatif contre une tumeur exprimant 

artificiellement l‟antigène (Vingert et al., 2006).  

La société Genticel développe actuellement, en phase 2 d‟étude clinique, un vaccin bivalent 

(ProCervix®) dirigé contre la protéine E7 de HPV 16 et/ou HPV 18 à partir du vecteur 

protéique CyaA pour le traitement des cancers du col de l‟utérus HPV16+ et/ou HPV18+. 

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 pas d‟amélioration de la survie globale des patients traités (Kroemer 

et al., 2013). 
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4.  Vecteurs viraux  

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 PRRs intracellulaires va en plus faciliter la maturation de la cellule 

présentatrice d‟antigène infectée. La sécurité des vecteurs viraux a été fortement améliorée 

ces dernières années et l‟utilisation de virus non réplicatifs ayant un tropisme pour les cellules 

présentatrices d‟antigène limite les risques d‟intégration génomique non spécifique. Plusieurs 

types de virus sont étudiés en phase clinique (adenovirus, herpesvirus, poxvirus), les plus 

couramment retrouvés étant les poxvirus.  

PROSTVAC® -VF TRICOM™, un virus de la vaccine recombinant contenant l‟ADN codant  

la PSA (Prostate-Specific Antigen) et 3 molécules de co-stimulation (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 (Madan et al., 2012).  

L‟entreprise française Transgene fait figure de leader dans ce domaine avec un virus de la 

vaccine recombinant contenant une séquence codant l‟antigène MUC1 en association avec 

l‟IL-2 en traitement du cancer des poumons non à petites cellules.  

Un inconvénient que peut présenter cette approche est la présence fréquente d‟une réponse 

immune neutralisant le vecteur viral, particulièrement dans le cas des herpesvirus et 

adenovirus où les patients ont déjà développée une immunité anti-vecteur. L‟intérêt des 

poxvirus et que, hormis une infection ancienne par le virus de la vaccine (vaccin smallpox), 

les patients n‟ont jamais été exposé à ce type de virus (Cawood et al., 2012). 

5. Vecteurs bactériens 

Les travaux pionniers du chirurgien William Coley ont permis de démontrer que les bactéries 

pouvaient induire une forte réponse des cellules de l‟immunité innée dans la tumeur, en raison 

des nombreux PAMPs qu‟elles expriment. Cette capacité de la bactérie à surmonter la 

tolérance associée aux tumeurs a conduit au développement de plusieurs vecteurs bactériens 

pour l‟immunothérapie dont Listeria, Salmonella, Escherichia, Clostridium, Streptococcus et 

plus récemment Pseudomonas.  

L‟idée initiale était d‟injecter directement la bactérie dans la tumeur, ou d‟utiliser des 

bactéries anaérobies facultatives ayant un tropisme pour les tumeurs hypoxiques (comme 
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Salmonella ou Escherichia). La toxicité naturelle des bactéries envers les cellules tumorales 

ainsi que l‟activation locale d‟une réponse immunitaire permettaient de faire régresser la 

tumeur et d‟améliorer la survie chez la souris. Certaines espèces bactériennes ont été 

modifiées pour exprimer des cytokines pro-inflammatoires ou encore des prodrogues 

cytotoxiques activables dans la tumeur, améliorant encore la réponse anti-tumorale. De 

nombreux essais cliniques et précliniques ont été effectués avec Salmonella et Clostridium, 

mais la toxicité intrinsèque des bactéries et leur spécificité fluctuante pour la tumeur sont des 

variables qui limitent le développement de cette approche (Forbes, 2010).  

Une stratégie alternative a été de produire des bactéries vectrices, capables d‟induire une forte 

réponse innée et de délivrer également un « message antigénique » au système immunitaire. 

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 intracellulaire du 

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

délivrance intracellulaire d‟antigènes aux CPAg (Paterson et al., 2010). Listeria 

monocytogenes et Salmonella enterica serovar typhimurium sont actuellement les vecteurs les 

plus avancés dans ce domaine et font l‟objet d‟études cliniques. Une revue de la littérature et 

un commentaire (en annexe du manuscrit) ont été récemment publiés par notre laboratoire sur 

ces nouveaux vecteurs bactériens pour l‟immunothérapie anti-tumorale (Le Gouëllec et al., 

2012; Toussaint et al., 2013). 

 

 Listeria monocytogenes et listeriolysine 

L. monocytogenes est une bactérie Gram positif intracellulaire facultative 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 (LLO), une toxine qui provoque la rupture de 

la membrane lysosomale (Birmingham et al., 2008) et qui libère les bactéries dans le 

cytoplasme des cellules phagocytaires. Ces modifications du compartiment lysosomal par la 

bactérie génèrent la sécrétion de chimiokines ou de cytokines inflammatoires par les cellules 

hôtes et vont favoriser le recrutement de cellules au site de l‟infection. Par ailleurs, de 

nombreux PAMPs sont exprimés par Listeria (dont la listeriolysine) et vont stimuler les PRRs 

intracellulaires. Cette cascade de réaction va promouvoir le développement d‟une réponse 

cytotoxique et d‟une réponse CD4+ de type Th1 (Rothman and Paterson, 2013).  

Une fois dans le cytoplasme la bactérie acquiert une motilité par l‟expression de la protéine 

ActA qui se lie à l‟actine de la cellule hôte et active sa polymérisation. Cette fonction lui 
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permet de se déplacer jusqu‟à la membrane cellulaire et de sortir de la cellule hôte pour être 

phagocytée par d‟autres cellules.  

Ainsi les protéines sécrétées par la bactérie dans le cytoplasme des cellules phagocytaires tels 

que les facteurs de virulence ActA et LLO peuvent être traités de manière identique aux 

protéines endogènes. Les peptides issus de leur dégradation vont alors être présentés par la 

voie du CMH I. Cette voie de présentation particulière a été exploitée pour le développement 

d‟une bactérie L.monocytogenes atténuée exprimant la listeriolysine ou la protéine ActA 

fusionnée à un antigène de tumeur pour générer une réponse T CD8+ spécifique de l‟antigène 

(Paterson et al., 2010). L‟utilisation de la bactérie en immunothérapie anti-tumorale a montré 

son intérêt chez la souris et l‟homme à de multiples reprises et des réponses de types CD4+ 

Th1 et CTLs spécifique de l‟antigène ont été décrites (Toussaint et al., 2013). Actuellement, 

plusieurs essais cliniques de phase I et II évaluent l‟efficacité du vecteur bactérien Listeria 

monocytogenes atténué dans le traitement des cancers HPV-induits, du cancer du pancréas, du 

mésothéliome malin et des astrocytomes (Tableau 2). 

 

Formulation
Antigène(s) 

ciblé(s)
Description Indication(s)

Développement 

clinique  
Investigateur(s)

Bactérie atténuée 

Listeria 

monocytogenes  

HPV E7

Administration répétée de 

Listeria  atténuée exprimant 

l'antigène E7 de HPV (ADXS11-

001)

Cancer du col avancé 

et/ou récurrent HPV-

induit

ADXS11-001                                 

phase II

Bactérie atténuée 

Listeria 

monocytogenes  

HPV E7

Administration répétée de 

Listeria  atténuée exprimant 

l'antigène E7 de HPV (ADXS11-

001)+ cures de chimiothérapie et 

de radiothérapie

Cancer de l'anus HPV-

induit

ADXS11-

001+chimiothérapie+        

radiothérapie                                             

phase I/II

Bactérie atténuée 

Listeria 

monocytogenes 

couplée à GVAX

mesothelin

Administration séquentielle de 

Listeria  atténuée exprimant la 

mésothelin (CRS-207) et de 

cellules tumorales pancréatiques 

irradiées sécrétant du GM-CSF 

(GVAX)

Cancer du pancréas
CRS-207+GVAX                       

phase II                                        

Bactérie atténuée 

Listeria 

monocytogenes 

mesothelin

Administration séquentielle de 

Listeria  atténuée exprimant la 

mésothelin (CRS-207) + cures de 

chimiothérapie

Mésotheliome pleural 

malin

CRS-

207+chimiothérapie                                         

phase Ib                                        

Bactérie atténuée 

Listeria 

monocytogenes 

(ΔactA/ΔinlB) 

EGFRvIII et NY-

ESO-1

Administration de 4 doses 

(intervalle de 21 jours entre 

chaque dose) de Listeria  atténuée 

exprimant les antigènes EGFRvIII 

et NY-ESO-1 (ADU-623) suivi de 

l'administration de 3 jours 

d'antibiotiques après chaque dose

Astrocytomes de grade 

III ou IV

ADU-623                                         

phase I                                        

http://www.adurobiotec

h.com

http://www.advaxis.com

 
Tableau 2 : Immunothérapies anti-tumorales active et spécifiques par vecteurs bactériens atténués en 

études cliniques (recueil effectué à partir de la base de données d‟essais cliniques du National Institute of 

Health ; clinicaltrial.gov). 
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 Salmonella enterica serovar typhimurium et système de sécrétion de type III 

(SST3)  

Salmonella est une bactérie Gram négatif anaérobie et intracellulaire facultative qui infecte 

l‟homme et l‟animal par voie orale. Contrairement à Listeria, la bactérie ne possède pas de 

mécanismes d‟échappement du phagolysosome, mais exprime un certains nombre de facteurs 

de virulence qui permettent la persistance de la bactérie dans ce compartiment.  

Le SST3 fait partie de ces mécanismes de virulence et est caractérisé chez les genres 

Salmonella, Yersinia, Shigella et Pseudomonas (cf. ci-dessous pour de plus amples détails sur 

le SST3). Il s‟agit d‟un facteur de virulence majeur, souvent comparé à une seringue, qui 

permet d‟injecter des exotoxines spécifiques directement dans le cytoplasme des cellules de 

l‟hôte. L‟activation du SST3 est induite lors d‟un contact avec une cellule eucaryote, 

permettant l‟injection des effecteurs qui possèdent une séquence signal de reconnaissance du 

SST3 (Figure 15). La bactérie Salmonella peut soit injecter les effecteurs lorsqu‟elle se trouve 

dans l‟environnement extracellulaire (Salmonella pathogenicity island 1) ou lorsqu‟elle est 

localisée dans le phagolysosome (Salmonella pathogenicity island 2) (Figure 15). 

Lorsqu‟un antigène d‟intérêt ou une protéine est associée à la séquence signal permettant le 

passage des toxines à travers le SST3, la protéine de fusion est également injectée et délivrée 

dans le cytoplasme des cellules cibles, notamment les cellules phagocytaires, recrutées par 

chimiotactisme au site inflammatoire (Hegazy et al., 2012). 

Rüssmann et al. ont démontré que cette voie d‟injection pouvait être utilisée pour délivrer des 

protéines antigéniques présentées par le CMH I des cellules hôtes et induire une réponse T 

protectrice (Rüssmann et al., 1998). A la suite de ce travail, de nombreuses études ont été 

effectuées et ont démontré que ce type de vectorisation permettait de générer in vivo à la fois 

une réponse T CD8+ et T CD4+ spécifique de l‟antigène de tumeur et une réponse clinique 

efficace chez la souris (Nishikawa et al., 2006, 2008; Toussaint et al., 2013).   

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 (Shahabi et al., 2010).  
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Figure 15 : Méthodes de délivrance intracellulaire d’antigènes par différents vecteurs bactériens génétiquement 
modifiés. APC: Antigen presenting cell; LLO: Lysteriolysin; PAMPs: Pathogen associated molecular patterns; SPI: Salmonella 
pathogenicity island; TLR: Toll like receptor; T3SS: Type 3 secretion system (Toussaint et al., 2013)  

 

Le laboratoire TIMC-IMAG équipe TheREx a mis au point un vecteur bactérien, à partir 

d‟une souche atténuée de Pseudomonas aeruginosa, technologie dénommée BacVac 

(Bacterial Vaccine), dont le SST3 est asservit pour délivrer des antigènes de tumeur au 

système immunitaire in vivo (Epaulard et al., 2006). 

Ce vecteur bactérien a donné des résultats encourageants en modèle préclinique murin de 

mélanome et de glioblastome.  
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D. IMMUNOTHÉRAPIE ANTI-TUMORALE SPÉCIFIQUE ET 

Pseudomonas aeruginosa 

I. Pseudomonas aeruginosa : un pathogène opportuniste responsable 

d’infections nosocomial es 

P. aeruginosa est un bacille Gram négatif 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 (3
ème

 agent après Staphylococcus aureus et 

E. coli) (chirurgie, réanimation, grand brûlés…), etc... Chez les patients immunocompétents, 

la bactérie est source d‟infections bénignes le plus souvent (otites, folliculites, endophtalmies 

liées au port de lentilles de contact souples…), grâce aux barrières physiques (peau, 

muqueuses,…) mais aussi à la présence d‟une immunité innée et adaptative fonctionnelle. 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 (SST3). Plusieurs études 

décrivent le SST3 comme élément primordial de la virulence aiguë de la bactérie (Hauser, 

2009). 

II. Système de sécrétion de type III de P. aeruginosa : structure, fonction 

et régulation 

Les bactéries Gram négatif possèdent jusqu‟à 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 SST3 dont la particularité est d‟injecter des protéines, 

plus précisément des exotoxines, directement dans le cytoplasme des cellules eucaryotes 

(Galán and Wolf-Watz, 2006; Galle et al., 2012a; Hauser, 2009). 

1. Structure du SST3 de P. aeruginosa 

Le SST3 de P. aeruginosa est un complexe macromoléculaire constitué de plus de 20 

protéines (Galle et al., 2012a), dont la synthèse est sous la dépendance du facteur de 

transcription ExsA (Brutinel et al., 2008; Frank and Iglewski, 1991), et qui traverse à la fois la 

membrane bactérienne interne, l‟espace périplasmique, la couche de peptidoglycane, la 
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membrane bactérienne externe, l‟espace extracellulaire pour s‟enchâsser enfin dans la 

membrane de la cellule hôte (Figure 16). D‟un point de vue fonctionnel, le SST3 est composé 

d‟un appareil de sécrétion (injectisome ou complexe « aiguille »), d‟un appareil de 

translocation, de protéines effectrices sécrétées (exotoxines) et de protéines chaperonnes 

apparentées (Galle et al., 2012a). 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‟un 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 

(Figure 16). 

L‟activation naturelle du SST3 se fait au contact des cellules hôtes, principalement les cellules 

de l‟immunité et les cellules épithéliales. Cependant le mécanisme exact de signalisation 

permettant l‟expression du SST3 n‟est pas connu (Galle et al., 2012). 

 

  

Figure 16 : Structure du système de sécrétion de type III de P. aeruginosa. Le SST3 s‟apparente à une 

« seringue » traversant les deux membranes bactériennes, capable de s‟enchâsser dans la membrane de la cellule 

eucaryote cible pour y injecter des toxines directement dans le cytoplasme. Ce processus est facilité par 

l‟intervention de protéines chaperonnes et différentes protéines régulatrices. OM : outside membrane ; IM : inner 

membrane ; PG : peptidoglycan 
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Quatre toxines sont connues pour être sécrétées par le SST3 : 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 Rho. Elles entraînent différentes perturbations du fonctionnement 

cellulaire, dont l‟échappement à la phagocytose (destruction du cytosquelette) et l‟induction 

de la mort cellulaire (Frithz-Lindsten et al., 1997). 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 (Epaulard et al., 2006). 

ExoS peut également interagir avec les lymphocytes T et les monocytes lorsqu‟elle se trouve 

dans l‟espace extracellulaire (0,1% des exotoxines échappent à l‟injection et se retrouvent 

dans l‟espace extracellulaire) et entraîner l‟apoptose des lymphocytes T et la production de 

cytokines et chemokines pro-inflammatoires par les monocytes, faisant intervenir l‟activation 

des TLRs 2 et 4 (Bruno et al., 2000; Epelman et al., 2000, 2002).  

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

cellulaires, induisant une nécrose puis la lyse de la cellule cible. Cette toxine n‟est pas 

toujours exprimée par P. aeruginosa (Finck-Barbançon et al., 1997). En l‟occurrence, la 

souche CHA utilisée au laboratoire n‟exprime pas cette toxine et bénéficie d‟une toxicité 

réduite (Dacheux et al., 1999).  

ExoY 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 (Vance et al., 

2005).  

Les protéines PopB et PopD participent à l‟ancrage du SST3 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 (Dacheux et al., 

2001). Lors de l‟activation artificielle du SST3 par déplétion calcique, elles sont relarguées 

dans le milieu, de la même manière que les exotoxines.  

Des chaperonnes du SST3 sont également décrites et interviennent lors de l‟assemblage du 

complexe et de la sécrétion des exotoxines, mais ne sont jamais injectées au travers du SST3 

(Galle et al., 2012a).  

2. Régulation du SST3 de P. aeruginosa 

Le SST3 est un système hautement régulé qui est activé in vivo lors de la phase aiguë de 

l‟infection (Le Gouellec A., Polack B., Shen D. and B. Toussaint, 2012) (Figure 17). La 

translocation des protéines est provoquée par le contact cellules-bactéries et la sécrétion est 
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déclenchée in vitro par une déplétion calcique que l‟on peut induire artificiellement en 

présence d‟un chélateur du calcium (EGTA), ce qui permet des études fonctionnelles. La 

présence de sérum dans le milieu de culture semble aussi être un facteur activant le SST3 

(Hueck, 1998). La genèse du SST3 ainsi que la translocation des protéines effectrices sont 

dépendantes d‟environ 36 gènes du génome de P. aeruginosa (Frank, 1997). L‟ensemble de 

ces gènes sont sous la stricte dépendance d‟un activateur transcriptionnel : la protéine ExsA 

(Brutinel et al., 2008). ExsA se fixe directement sur le promoteur des gènes du SST3 mais 

également sur son propre promoteur (Brutinel et al., 2008). Il s‟agit d‟un système très 

complexe de régulation à plusieurs composantes (ExsC, ExsD et ExsE), jouant principalement 

sur l‟inhibition d‟ExsA, qui n‟est libéré que dans les conditions citées précédemment 

(déplétion calcique ou contact cellulaire) (Galle et al., 2012a; Hovey and Frank, 1995).  

 

  

Figure 17 : Schéma de la régulation du système de sécrétion de type III de P. aeruginosa. (Le Gouellec A., 

Polack B., Shen D. and B. Toussaint, 2012) 
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3. Fonction du SST3 de P. aeruginosa 

Il est démontré que le SST3 de P. aeruginosa est un facteur de virulence majeur de la bactérie 

à l‟origine d‟une importante cytotoxicité envers les cellules de l‟hôte, en particulier dans 

l‟induction de la nécrose et de l‟apoptose de diverses populations cellulaires, et contribue à 

altérer les fonctions des phagocytes (Hauser and Engel, 1999; Kang et al., 1997). Les cellules 

cibles du SST3 sont principalement les macrophages, les cellules dendritiques, les 

polynucléaires et les cellules épithéliales. La cytotoxicité envers les polynucléaires et les 

macrophages est clairement dépendante de l‟activation du SST3 (Dacheux et al., 1999, 2000). 

Le contact entre les cellules et la bactérie active le SST3 et entraîne la libération des 

exotoxines ExoU, ExoS et ExoT dans la cellule. La contribution de ces 3 exotoxines dans la 

mortalité, la persistance des bactéries dans les poumons, et la dissémination des bactéries a été 

évaluée dans des modèles de pneumonie aiguë chez la souris et le lapin (Feltman et al., 2001). 

Il semble que l‟exotoxine ExoU ait le plus grand impact, d‟après des études de toxicité in 

vitro (Finck-Barbançon et al., 1997; Hauser and Engel, 1999). Hormis ce rôle de transport des 

protéines effectrices, l‟insertion du SST3 dans la membrane des cellules hôtes semble 

contribuer à la cytotoxicité, notamment par l‟activation de la caspase-1 capable d‟induire la 

mort cellulaire par pyroptose (Galle et al., 2012b), mais également via une toxicité « pore-

forming » (in vitro) liée au complexe PopB/PopD décrit ci-dessus. 

 

La connaissance précise du mode de vie de P. aeruginosa permet d‟exploiter ses mécanismes 

infectieux, notamment le SST3, pour en faire un outil de vectorisation à but thérapeutique. La 

modification de la bactérie fait appel à différentes techniques de génie génétique pour asservir 

son SST3. 

III. P. aeruginosa comme vecteur de protéines d’intérêt thérapeutique 

1. Historique 

La souche clinique mucoïde de P. aeruginosa CHA, issu d‟un prélèvement sur un patient 

atteint de mucoviscidose au CHU de Grenoble, a été caractérisée par l‟absence du gène exoU 

et ainsi par une toxicité naturellement réduite (Dacheux et al., 1999). Polack et al. ont mis au 

point, à partir de cette souche naturellement atténuée, une stratégie de thérapie cellulaire par 

livraison de protéines thérapeutiques directement dans le compartiment intracellulaire des 

cellules cibles (complémentation enzymatique). Cette approche avait pour objectif de 
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restaurer l‟activité de la NADPH oxidase, un complexe enzymatique membranaire, en 

délivrant la protéine cytosolique p67
phox

 nécessaire à l‟activité du complexe. L‟idée était donc 

de tester la capacité de la souche P. aeruginosa à rétablir la fonctionnalité du complexe en 

délivrant la protéine p67
phox

 dans des cellules déficientes. En couplant l‟exotoxine ExoS (les 

premiers 129 AA ainsi que la protéine chaperonnes Orf1) à la protéine p67
phox

, Polack et al. 

ont démontré qu‟ils étaient capables de faire synthétiser cette protéine de fusion fonctionnelle 

à la bactérie et de l‟injecter dans le cytoplasme des cellules cibles via le SST3. Enfin, 

l‟injection de la protéine dans les cellules déficientes pour la NADPH oxidase était capable de 

rétablir l‟activité de l‟enzyme (Polack et al., 2000).  

Suite à ce travail, une souche atténuée (délétée des exotoxines ExoS et ExoT et de la protéine 

chaperonne Orf1) a été élaborée pour produire et délivrer des protéines au travers du SST3. 

Une séquence minimale d‟adressage des protéines au SST3 a été identifiée : il s‟agit des 54 

premiers acides aminés N-terminaux de la protéine ExoS (ExoS54) (Brevet 

WO2005/049644A2), qui sont fusionnés dans une construction plasmidique à l‟ADN codant 

la protéine d‟intérêt (Quénée, 2004). 

2. Asservissement du SST3 de P. aeruginosa 

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

possibles grâce au plasmide pEAi3S54 (GenBank: JQ733380.1) (Figure 18). 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 est 

couplé au répresseur LacI
Q 

 et la transcription d‟exsA est inhibée. En présence d‟un ligand de 

LacI
Q
 (lactose, IPTG) (1), l‟inhibition de ptaq est levée (2) et la transcription du gène exsA 

peut avoir lieu (3). ExsA va se fixer au promoteur des différents gènes du SST3 (4) et 

permettre son assemblage ainsi que la production des exotoxines non délétées (5). Enfin la 

protéine de fusion ExoS54-protéine d‟intérêt (séquence clonée en aval de la séquence codant 

ExoS54) est produite (7) après fixation d‟ExsA sur le promoteur d‟ExoS (6) (Figure 

18)(Filopon et al., 2006).  

Suite à la transformation de la souche P. aeruginosa CHAΔexoSexoTorf1 (OST) par cette 

construction plasmidique, Filopon et al. ont montré que l‟addition d‟IPTG au milieu de 

culture induisait la transcription de tous les gènes sous la dépendance du promoteur 

transcriptionnel ExsA. La sécrétion/translocation des protéines couplées à une séquence 

tronquée et inactive d‟ExoS : ExoS54, était effective seulement si on effectuait une déplétion 
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calcique du milieu de culture (ajout d‟EGTA) en présence d‟IPTG, ou lors d‟un contact avec 

une cellule cible. (Epaulard et al., 2006). 

 

Figure 18 : Plasmide pEAI3 S54 (GenBank: JQ733380.1). Un ADNc d‟intérêt est cloné en aval de la 

séquence codant  ExoS54. La transcription d‟exos54-séquence d‟intérêt est sous la dépendance d‟un promoteur 

activable par ExsA. La production d‟ExsA est elle-même régulée par un promoteur inductible à l‟IPTG (ptaq). 

orf1 : gène codant la protéine chaperonne 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. (Le Gouellec A., Polack B., Shen D. and 

B. Toussaint, 2012) 

3. Détoxification de la souche bactérienne  

Dans un objectif de développement clinique, un travail important a été effectué pour réduire la 

toxicité de la souche et obtenir un déclassement en classe I des OGM par le Haut Conseil des 

Biotechnologies. Les gènes codant les exotoxines ExoS et ExoT ainsi que la protéine 

chaperonne Orf1 ont été délétés de la souche CHA, donnant naissance à la souche OST 

(Quénée et al., 2005) et réduisant ainsi la cytotoxicité de la bactérie de 50 %  in vitro 

(Epaulard et al., 2006). Enfin d‟autres gènes des voies métaboliques (tel que aroA) ou 
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participant à la virulence de la bactérie, tels que lasI et rhlI (gènes du Quorum Sensing), ont 

été également délétés pour obtenir les souches OA (CHAΔexoSexoTorf1aroA), 

OAL(CHAΔexoSexoTorf1aroAlasI) et ORL(CHAΔexoSexoTorf1rhlIlasI) présentant une 

toxicité in vitro et in vivo nettement diminuée (Epaulard et al., 2008). La souche OAL a la 

plus faible toxicité in vivo, 10
9
 bactéries peuvent être injectées à la souris C57BL/6 sans 

entrainer de mortalité (Epaulard et al., 2008). Le gène aroA code pour une enzyme essentielle 

à la synthèse des acides aminés aromatiques. Ainsi la délétion de ce gène rend la bactérie 

auxotrophe pour ces acides aminés et bloque alors sa dissémination in vivo (Epaulard et al., 

2008; Fensterle et al., 2008; Kotton et al., 2006). L‟expression du gène lasI induit la 

production la molécule N-3-Oxo-dodecanoyl Homoserine lactone (C12-HSL) qui contrôle la 

production de nombreux facteur de virulence impliqués dans la phase d‟infection aiguë de la 

bactérie et la cytotoxicité, dont les élastases LasA et LasB, l‟exotoxine A et la protéase 

alcaline. De plus, C12-HSL inhibe la différentiation des lymphocytes T CD4+ en 

lymphocytes T helper Th1 et Th2, ainsi que la production de cytokines (Ritchie et al., 2003, 

2005).  

4. Applications : vectorisation de protéines pour l’immunothérapie 

anti-tumorale spécifique ou pour la thérapie cellulaire  

L‟utilisation de cette technologie présente deux intérêts thérapeutiques majeurs. Tout d‟abord, 

la livraison de protéines thérapeutiques dans les cellules cibles comme décrite précédemment 

(partie 1 : Historique) dans un objectif de thérapie cellulaire. Cette approche est développée 

par une équipe américaine utilisant notre technologie. Bichsel et al. ont démontré que via 

l‟utilisation du SST3 de P. aeruginosa, ils étaient capables de délivrer des facteurs de 

transcription dans des cellules pluripotentes et différenciés et d‟induire la reprogrammation de 

fibroblastes en myocytes par l‟injection du facteur de transcription MyoD (Bichsel et al., 

2011, 2013).  

La seconde application est l‟utilisation de la bactérie et du SST3 comme vecteurs d‟antigènes 

pour l‟immunothérapie spécifique (BacVac pour Bacterial Vaccine), en particulier 

l‟immunothérapie anti-tumorale spécifique (ASI). Comme nous avons pu le voir 

précédemment la particularité du vecteur bactérien P. aeruginosa est qu‟il a la capacité 

d‟injecter le ou les antigène(s) d‟intérêt directement dans le compartiment intracellulaire des 

cellules eucaryotes, y compris dans les cellules présentatrices d‟antigènes (macrophages, 

polynucléaires, cellules dendritiques) qui vont interagir avec la bactérie in vivo. Suite à 
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l‟injection dans la cellule, l‟antigène est dégradé de manière identique aux protéines du « soi » 

et donc présenté via les molécules du CMH I. La bactérie possède également la faculté 

d‟induire un signal de danger fort par le biais de la stimulation des PRRs, dont les TLRs et les 

NLRs, et d‟induire la maturation des CPAg (expression de molécules de co-stimulation, de 

cytokines et surexpression des molécules du CMH II). Ce dernier paramètre est propice à la 

rupture de tolérance immunitaire vis-à-vis de l‟antigène tumoral injecté qui va être présenté 

aux lymphocytes T CD8+ naïfs par les CPAg matures au niveau des organes lymphoïdes 

secondaires (Figure 19).  

 

Figure 19 : Concept de l‟immunothérapie anti-tumorale spécifique utilisant le SST3 de P. aeruginosa 

La preuve de concept de cette approche a été effectué par Epaulard et al. en utilisant la souche 

P. aeruginosa OST capable de produire et d‟injecter l‟antigène artificiel OVA (OST S54-

OVA) et le modèle tumoral de mélanome murin exprimant l‟antigène OVA (B16-OVA) 

implanté en sous-cutanée (souris C57BL/6) (Epaulard et al., 2006). Dans un schéma 

prophylactique à 2 immunisations (prime/boost), plus de 90% des souris étaient protégées 

d‟un challenge tumoral avec les cellules B16-OVA. Cette protection était directement liée à la 

capacité de la souche vaccinale à induire une réponse des lymphocytes T cytotoxiques 

spécifiques d‟OVA vis-à-vis de la tumeur. A l‟heure actuelle, l‟implication de la réponse des 
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lymphocytes T CD4+ helper spécifiques ou non spécifiques de l‟antigène dans la réponse 

observée n‟est pas connue. Différentes souches développées dans un objectif d‟évaluation 

clinique et décrites dans la partie précédente ont également été évaluées en terme de toxicité 

et d‟efficacité avec ce même modèle (Epaulard et al., 2008). La souche OAL présentait alors 

un bon compromis avec une diminution importante de toxicité (plus de 100 fois réduite par 

rapport à la souche OST) pour une efficacité légèrement plus faible.  

Une approche thérapeutique a été envisagée avec la souche OST S54-OVA en immunisant les 

souris soit le même jour que l‟implantation de la tumeur puis 7 jours plus tard, soit à 7 jours et 

à 14 jours après l‟implantation des cellules B16-OVA. Ces schémas d‟injection protégeaient 

respectivement environ 30% et 20% des souris d‟un développement tumoral (Epaulard et al., 

2008). 

5. Optimisation de la souche vaccinale pour l’immunothérapie anti-

tumorale spécifique 

Dans un objectif d‟amélioration de la réponse anti-tumorale mais également dans le but de 

faire évoluer rapidement la technologie vers une étude clinique, plusieurs optimisations ont 

été réalisées sur la souche vaccinale.  

La réponse des lymphocytes T spécifiques a été amplifiée par l‟ajout de la séquence PADRE 

(PAn HLA-DR Epitope) en aval de la séquence ExoS54 pour favoriser la réponse CD4+ T 

helper (Wang et al., 2012). PADRE est un épitope universel CMH II humain et murin capable 

d‟induire une réponse T helper non spécifique pouvant amplifier la réponse CTL spécifique 

(Alexander et al., 1994). 

Le schéma vaccinal thérapeutique a été modifié, les immunisations ont été débutées 1 jour 

après l‟implantation de la tumeur et leur fréquence a été augmentée (tous les 4 jours). Enfin le 

nombre d‟injections a été augmenté à 6. Il a été démontré que l‟efficacité clinique était 

meilleure et que la réponse immune spécifique était plus forte avec ce nouveau schéma (Wang 

et al., 2012). 

Une souche vaccinale capable de pousser en milieu chimiquement défini  (CLIN1) a été créée 

à partir de la souche OAL afin de répondre au requis des Bonnes Pratiques de Fabrication 

pharmaceutiques (production GMP). Cette nouvelle souche a été testée en termes d‟efficacité 

et de toxicité et donnait un effet comparable à la souche OAL en modèle B16-OVA (Wang et 

al., 2012). La souche CLIN1 a été enregistrée à la Collection Nationale de Cultures de 
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Microorganismes (CNCM) de l‟Institut Pasteur et son utilisation est protégée par un brevet 

international (WO 2013/087667). 

Enfin la démonstration de l‟efficacité de la souche CLIN1 a été effectuée dans un modèle 

murin de glioblastome GL26 en utilisant les antigènes natifs tyrosinase-related protein 2 

(Trp2) et glycoprotein 100 (gp100) (Wang et al., 2012). Pour cette étude, une souche CLIN1 

capable de produire et d‟injecter 2 antigènes indépendants, couplés chacun à ExoS54,  a été 

mise au point (souche bi-antigénique). L‟utilisation de cette souche a amélioré l‟effet 

antitumoral en schéma d‟immunisation prophylactique et thérapeutique en comparaison à une 

souche CLIN1 exprimant un seul des 2 antigènes. 

IV. Sécurisation de la souche vaccinale 

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

L‟injection du vecteur bactérien, même 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 classifient 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 

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 sa capacité de vecteur d‟antigènes, et dont l‟atténuation de la virulence 
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s‟effectue par l‟inactivation de la réplication de la bactérie. Nous sécuriserons ainsi 

l‟utilisation du vecteur 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. 

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

Brockstedt et al. ont mis au point une nouvelle classe de vaccins (Brockstedt et al., 2005) 

basée sur un traitement photochimique utilisé pour inactiver les pathogènes et les cellules 

nucléées des prélèvements plaquettaires et plasmatiques humains (Wollowitz, 2001). Ce 

procédé a été repris par plusieurs équipes pour développer également des vaccins anti-

infectieux (Dubensky et al., 2012a).  

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 (bloquage de la division 

cellulaire) et bloque par conséquent la prolifération des différents contaminants éventuels des 

produits sanguins (Figure 20).  
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Figure 20 : Principe du traitement photochimique (d’après Cerus Corporation. www.cerus.com) 

 

L‟efficacité du système a été validée pour de nombreuses bactéries, notamment P. 

aeruginosa ; les résultats sont résumés dans le tableau 3. On constate une réduction de 4,5 log 

du nombre de bactéries présentes. 

 

Tableau 3 : Inactivation des bactéries par Intercept Blood System®. Traitement photochimique appliqué: 

150μM de psoralène S-59 et 3J/cm² d‟UVA.  
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 « 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) (Van Houten et al., 2005). 

Le concept des vaccins KBMA est basé sur l‟idée que des mutants bactériens déficients en 

réparation (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 transcriptome…), tout en bloquant la réplication bactérienne (Brockstedt et 

al., 2005). 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 anti-tumorale et anti-infectieuse avec la bactérie Listeria monocytogenes 

(Brockstedt et al., 2005; Skoberne et al., 2008). Le procédé a été ensuite appliqué et validé sur 

Salmonella typhimurium et Bacillus anthracis pour le développement de vaccins anti-

infectieux (Lankowski and Hohmann, 2007; Skoble et al., 2009). 

Nous verrons dans la partie Résultats la mise au point et la caractérisation du procédé 

d‟atténuation KBMA pour la bactérie Pseudomonas aeruginosa effectuée pendant ce travail 

de thèse. 
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E.  L’ANHYDRASE CARBONIQUE 9 : ANTIGENE D’INTERET POUR 

L’IMMUNOTHERAPIE DES CANCERS ? 

Les alpha-anhydrases carboniques appartiennent à la famille des métalloenzymes à noyau 

zinc et catalysent l‟hydratation réversible du CO2 selon la réaction CO2 + H2O <=> HCO3
- 
+ 

H
+
. Elles sont impliquées dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques, 

notamment dans la respiration, la régulation du pH, la sécrétion d‟électrolytes, les réactions 

biosynthétiques (gluconéogenèse, la lipogenèse, l‟uréogenèse), la résorption osseuse et le 

développement tumoral. Chez l‟homme, 16 isoformes sont connues et plusieurs inhibiteurs, 

notamment de l‟anhydrase carbonique II sont utilisés comme médicaments contre le 

glaucome (Supuran, 2008a). 

I. L’Anhydrase carbonique 9 : structure, localisation cellulaire et 

tissulaire 

L‟isoforme 9 (AC9) est une glycoprotéine transmembranaire dimérique dont la structure a été 

partiellement résolue (Alterio et al., 2009; Hilvo et al., 2008) (Figure 21). Elle est constituée 

d‟un domaine « protéoglycane-like » extracellulaire, d‟un domaine catalytique extracellulaire 

et d‟un court peptide intracellulaire.  

 

Figure 21 : Structure de l’anhydrase carbonique 9. (A) La structure dimérique du domaine catalytique 

caractérisée par rayon X est représentée en cyan, les parties glycanes sont en blanc. Les domaines PG-like 

(magenta), transmembranaires (jaune) et cytoplasmiques (vert) sont proposés ici de façon hypothétique (Alterio et 

al., 2009). (B) Représentation schématique de la structure primaire de l‟anhydrase carbonique 9 humaine (FL, 

Full-Length). SP: signal peptide; TM : hélice transmembranaire; IC : queue intra-cytoplasmique; PG : domaine « 

protéoglycane-like ». 

Cette protéine associée aux tumeurs a été identifiée pour la première fois sur la lignée de 

carcinome utérin HeLa par le groupe de S. Pastorekova (Pastoreková et al., 1992), puis clonée 

et caractérisée en 1994 par J. Pastorek qui ignorait à ce moment là qu‟elle était une alpha-

anhydrase carbonique (Pastorek et al., 1994). Ce n‟est que 2 années plus tard, après 
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séquençage et étude de la protéine (activité enzymatique), que les travaux de ce même groupe 

ont permis d‟identifier cette protéine (MN/CA9) comme membre des alpha-anhydrases 

carboniques (Opavský et al., 1996).  

Une expression particulièrement élevée d‟AC9 a été mise en évidence par 

immunohistochimie principalement dans les carcinomes de tissus variés (sein, rein, prostate, 

col de l‟utérus, vessie, ovaires, cerveau, poumons, foie, pancréas, colon, œsophage, vulve) 

mais aussi gliomes et mésotheliomes (Ivanov et al., 2001) (Figure 22). 

 

Figure 22 : Immunomarquage de l’anhydrase carbonique 9 d’un tissu rénal sain (A) et d’un tissu 

d’adénocarcinome rénal à cellules claires (B). Le rein normal est négatif pour l‟expression de l‟AC9 alors 

qu‟on observe un marquage membranaire dans le carcinome rénal à cellules claires (CRcc) (Ivanov et al., 2001). 

Dans les tissus sains chez l‟homme, on retrouve une forte expression limitée à la muqueuse 

gastrique, à l‟épithélium des voies biliaires et pancréatiques et aux cryptes de l‟intestin grêle. 

Dans de rares cas, l‟AC9 a été observée à la surface de l‟épithélium ovarien, des cellules du 

« rete testis » fœtal et des cellules mésothéliales (Ivanov et al., 2001; Leibovich et al., 2007).  

Chez la souris adulte, l‟expression de l‟AC9 se limite principalement à la muqueuse gastrique 

(Hilvo et al., 2004). 

Dans le cas du cancer du rein, cette expression est particulièrement exacerbée, alors qu‟elle 

est totalement absente du tissu sain adjacent. L‟expression de l‟AC9 a été etudiée dans 

différents sous-types histologiques de tumeurs rénales par RT-PCR et immunohistochimie 

(Bismar et al., 2003; Leibovich et al., 2007; Uemura et al., 1999). Une étude rétrospective 

publiée en 2007 sur 933 patients traités par néphrectomie pour un cancer du rein unilatéral, 

retrouvait une expression de l‟AC9 dans 97% des carcinomes à cellules claires (708/730) 

(Leibovich et al., 2007), 23,2% des carcinomes papillaires (36/155) et 4,2 % des carcinomes à 

cellules chromophobes (2/48) (Leibovich et al., 2007). Bismar et al. avaient déjà observé, lors 

d‟une étude menée par PCR en temps réel en 2003, une expression de l‟AC9 pour 100 % des 

CRcc alors qu‟elle était absente pour les autres sous-types histologiques de carcinomes rénaux 

et pour le tissu rénal sain (Bismar et al., 2003).  
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II. Régulation de l’expression et de l’activité de l’AC9 

L‟hypoxie, et plus précisément le facteur de transcription inductible par l‟hypoxie HIF-1α,  

régule  l‟expression et l‟activité de l‟AC9 (Kaluz et al., 2009; Svastová et al., 2004; Wykoff et 

al., 2000). Le gène codant l‟AC9 est d‟ailleurs le gène le plus fortement régulé par l‟hypoxie 

dans les cellules tumorales humaines.  

En conditions normoxiques, HIF-1α est hydroxylé puis ubiquitinylé par la protéine de Von 

Hippel Lindau (pVHL) ce qui conduit à sa dégradation par le protéasome (Figure 23). Le 

complexe actif HIF-1α-HIF-1β ne se forme pas et la transcription des gènes cibles n‟est donc 

pas initiée.  

En conditions hypoxiques, comme c‟est le cas dans de nombreuses tumeurs solides, la liaison 

de pVHL à HIF-1α est inhibée et entraîne l‟accumulation de HIF-1α et favorise ainsi son 

association à la sous-unité HIF-1β. Le complexe HIF-1 stabilisé va entrainer la transcription 

d‟un grand nombre de gènes induits par l‟hypoxie, dont le gène codant l‟AC9. 

Cependant, il a été démontré que la culture in vitro de cellules tumorales à densité élevée 

entrainait une hypoxie artificielle et pouvait induire l‟expression de l‟AC9 suite à l‟induction 

de la transcription par HIF-1, mais indépendamment de la stabilisation du complexe HIF-

1α/HIF-1β. Ces conditions de culture induisent en plus l‟activation de la voie de signalisation 

PI3K qui participe à l‟augmentation de l‟activité transcriptionnelle de HIF-1α, en présence 

d‟une légère hypoxie (Kaluz et al., 2002; Shafee et al., 2009) . 

 

Dans le cas particulier du CRcc, où la mutation ou l‟inactivation du gène VHL est observée 

dans 95% des cas, on retrouve une accumulation de HIF-1α, qui va « simuler » le phénomène 

hypoxique et entrainer une expression constitutive de l‟AC9 (Grabmaier et al., 2004; Ivanov 

et al., 2001; Stillebroer et al., 2010) (Figure 23).  
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Figure 23 : L’expression de l’anhydrase carbonique 9 est liée indirectement à la protéine Von-Hippel-

Lindau (pVHL). PHD : Prolyl Hydroxylase Domain ; HIF1-α : Hypoxia Inducible Factor 1- α ; PDGF : Platelet 

Derived Growth Factor ; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor ; CAIX : Carbonic Anhydrase 9 

(Stillebroer et al., 2010). 

Plusieurs études récentes ont suggéré que les domaines intracellulaires et « protéoglycane-

like » jouaient un rôle essentiel dans la modulation de l‟activité enzymatique de l‟AC9 (Ditte 

et al., 2011; Dorai et al., 2005; Hulikova et al., 2009; De Simone and Supuran, 2010; 

Zatovicova et al., 2010). Le domaine PG-like favorise une activité catalytique élevée de 

l‟enzyme même à des valeurs de pH faible, où de nombreuses enzymes sont habituellement 

inactives (De Simone and Supuran, 2010). Le domaine intracellulaire présente plusieurs sites 

de phosphorylation qui peuvent moduler l‟activité du domaine catalytique extracellulaire de 

l‟enzyme (Ditte et al., 2011; Dorai et al., 2005).   

III. Rôle de l’AC9 

1. Tissu sain  

Chez la souris adulte normale, l‟invalidation de l‟AC9 provoque principalement une 

hyperplasie de l‟épithélium glandulaire gastrique, ainsi que de nombreux kystes (Gut et al., 

2002). Néanmoins les souris se développent normalement et présentent un pH gastrique 

normal, ainsi que des niveaux normaux de sécrétion acide et de gastrine.  
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Par ailleurs une déficience en AC9 ne semble pas promouvoir l‟apparition de tumeurs, bien 

que des cas de pathologies dégénératives du cerveau aient été observées chez la souris ca9 
-/-

 

âgée (Leppilampi et al., 2005; Pan et al., 2012). 

2. Tissu tumoral 

Rôle dans le contrôle du pH tumoral 

 

La régulation du pH par les cellules tumorales est relativement complexe et implique une 

grande variété de protéines et de systèmes tampons ayant pour objectif de maintenir un pH 

intracellulaire légèrement alcalin, favorable à la survie des cellules (Parks et al., 2011). Ceci 

entraine une nette acidification de l‟environnement  extracellulaire.  

L‟AC9 est caractérisée par une activité exceptionnelle au sein des alpha-anhydrases 

carboniques, ce qui lui confère un rôle majeur dans la régulation du pH extra- et 

intracellulaire (Hilvo et al., 2008; Swietach et al., 2008, 2009, 2010), particulièrement dans ce 

contexte tumoral (Parks et al., 2011; Sedlakova et al., 2014). Le site actif de l‟AC9 localisé au 

niveau membranaire va contribuer à l‟acidification du microenvironnement tumoral en 

conditions hypoxiques par la réaction qu‟elle  catalyse (CO2+ H2O  H
+
+ HCO3

-
). Le CO2, 

produit de dégradation du métabolisme actif des cellules tumorales diffuse à travers la 

membrane cellulaire et subit une hydratation par l‟AC9. Les bicarbonates générés vont être 

transportés dans le cytoplasme et participer à l‟alcalinisation du milieu intracellulaire, alors 

que les protons restent au niveau extracellulaire (Figure 24) (McDonald et al., 2012).  

Ainsi l‟AC9 contribue à produire et à maintenir un pH intracellulaire alcalin favorable à la 

croissance tumorale, mais favorise aussi l‟acidification de l‟espace extracellulaire, facilitant 

l‟invasion et la migration tumorale (Chiche et al., 2009; Parks et al., 2011; Svastova et al., 

2012; Swietach et al., 2009).  
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Figure 24 : L’inhibition de l’activité de l’AC9 diminue la survie et l’invasion des cellules tumorales. Les 

cellules tumorales reprogramment leur métabolisme pour favoriser la voie de la glycolyse (“glycolytic switch”) 

ce qui entraine une augmentation de la production de lactate et son transport vers l‟espace extracellulaire, 

conduisant à une baisse du pH extracellulaire. Une conséquence de cette acidification du pHe est la perturbation 

du pH intracellulaire, qui affecte les fonctions cellulaires essentielles. La surexpression de l‟AC9 lors de 

l‟hypoxie va permettre de catalyser la réaction CO2 + H2O HCO3- + H+ au niveau de l‟espace extracellulaire. 

Les ions HCO3- sont activement transportés dans la cellule, permettant le maintien du pH intracellulaire et la 

survie de la cellule. Les protons participent à la formation d‟un pH extracellulaire de plus en plus acide, 

favorisant l‟invasion et la dissémination des cellules tumorales. L‟inhibition de l‟activité catalytique de l‟AC9 

par des anticorps monoclonaux ou des inhibiteurs spécifiques prévient la production des métabolites 

enzymatiques et permet de diminuer la survie des cellules et de réduire l‟invasion tumorale (McDonald et al., 

2012). 

Rôle dans l’adhésion cellulaire, la migration et la prolifération des cellules 

tumorales 

 

En plus de son rôle dans la régulation du pH des cellules tumorales et de leur survie, plusieurs 

études décrivent l‟implication de l‟AC9 dans l‟adhésion cellulaire et la migration des cellules 

tumorales et ainsi dans le processus métastatique (Cecchi et al., 2005; Chiche et al., 2009; 

Dorai et al., 2005; Parkkila et al., 2000; Pastorekova et al., 2008; Robertson et al., 2004; Shin 

et al., 2011; Svastová et al., 2003, 2004; Zavadova and Zavada, 2005).  
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La partie « protéoglycane-like » (PG-like) jouerait plutôt un rôle dans l‟adhésion et la 

communication inter-cellulaire et par conséquent serait en partie responsable de l‟invasion 

tumorale (Csaderova et al., 2013; Shin et al., 2011; Svastová et al., 2003; Závada et al., 2000; 

Zavadova and Zavada, 2005). L‟hypoxie induit l‟invasion tumorale via une diminution de 

l‟adhésion intercellulaire médiée par l‟E-cadhérine (Svastová et al., 2003). L‟AC9 pourrait 

intervenir dans ce processus en interagissant avec la β-caténine, qui  intervient activement 

dans les mécanismes de l‟adhésion cellulaire (Pastorekova et al., 2008; Svastová et al., 2003). 

Une étude d‟expression de gènes par l‟utilisation de puces à ADN a été effectuée dans une 

lignée de carcinome du col de l‟utérus transfectée par l‟AC9. Le profil d‟expression de gènes 

obtenu révèle une expression différentielle de gènes impliqués dans croissance, l‟adhésion 

cellulaire et l‟organisation du cytosquelette en comparaison à la lignée non transfectée. De 

plus, les cellules transfectées présentaient une diminution de l‟adhésion intercellulaire et une 

augmentation de la motilité (Shin et al., 2011). Enfin une réduction de la prolifération 

cellulaire est observée lorsque l‟AC9 est inhibée, particulièrement lorsque les cellules 

surexpriment fortement la protéine (Morris et al., 2011). 

 

En résumé, l‟expression tumorale majoritaire de l‟AC9, ainsi que son rôle dans le 

développement tumoral en fait une cible thérapeutique d‟intérêt pour le développement 

d‟inhibiteurs mais aussi pour l‟immunothérapie anti-tumorale. De nombreuses études se sont 

également intéressées à la valeur diagnostique et pronostique de ce biomarqueur dans 

différents types de cancers (Gieling and Williams, 2013; McDonald et al., 2012).  

IV. L’AC9 cible thérapeutique 

L‟implication de l‟AC9 dans la tumorigenèse en fait une cible à fort potentiel thérapeutique 

pour plusieurs raisons : 

- Elle est surexprimée de manière sélective sur les cellules tumorales et son expression 

sur le tissu normal est très restreinte. 

- Elle joue un rôle critique dans la croissance tumorale, le développement de métastases, 

la survie cellulaire et l‟adhésion cellulaire.  

- Elle est retrouvée au niveau extracellulaire (notamment son domaine actif), facilitant 

le ciblage par des inhibiteurs ou des anticorps. 

- En modèle préclinique, chez la souris, il a été démontré que l‟inactivation de la 

protéine (inactivation du gène ou utilisation d‟inhibiteurs) dans les tumeurs 
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hypoxiques était délétère à la croissance et au développement de métastases (Chiche et 

al., 2009; Lou et al., 2011).  

 

Deux principales approches thérapeutiques ont été évaluées à ce jour, les anticorps 

monoclonaux et des petites molécules inhibitrices, qui ont donné plusieurs résultats 

encourageants. Ces différentes stratégies ciblent particulièrement les carcinomes rénaux à 

cellules claires. Nous nous intéresserons plus particulièrement aux stratégies 

d‟immunothérapie active qui ont été explorées. 

1. Inhibiteurs  

Plusieurs classes d‟inhibiteurs ont été développés et sont maintenant bien décrits pour inhiber 

l‟anhydrase carbonique 9 (Supuran, 2008a), et des composés comme les 

sulfonamides/sulfamates ou les coumarines sont particulièrement prometteurs pour le 

développement de nouveaux agents anticancéreux. In vitro, ces inhibiteurs ont pour propriété 

de diminuer l‟acidification du pH extracellulaire et indirectement de déstabiliser la régulation 

du pH intracellulaire de la cellule tumorale. La survie et l‟invasion cellulaire sont alors 

altérées. Le mécanisme d‟action de ces 2 classes d‟inhibiteurs est assez différent, les 

sulfonamides se fixant par une liaison de coordination à l‟ion zinc du site actif, alors que les 

coumarines se lient de manière irréversible (inhibiteur suicide) à l‟entrée du site actif, 

bloquant la réaction enzymatique (Maresca et al., 2009; Supuran, 2008a).    

Plusieurs essais précliniques chez la souris sur des modèles orthotopiques de xénogreffes de 

tumeur du sein humaines ont démontré l‟efficacité de ces composés sur la croissance tumorale 

et le développement de métastases (Lou et al., 2011; Pacchiano et al., 2011; Touisni et al., 

2011).  

L‟enjeu actuel consiste à développer des molécules plus spécifiques que celles proposées ces 

dernières années. En effet l‟AC9 est une enzyme particulièrement difficile à cibler, en raison 

du nombre important d‟isoformes d‟anhydrases carboniques, et de leur localisation 

ubiquitaire. L‟anhydrase carbonique II est notamment présente en grande quantité au niveau 

intracellulaire et joue un rôle physiologique indispensable pour la régulation du pH. Pour 

parfaire à ce manque de spécificité, les pharmacologues développent d‟autres classes 

d‟inhibiteurs incapables de passer au travers de la membrane plasmique. 

Quant à l‟AC12, retrouvée sur la membrane plasmique, elle est également surexprimée sur les 

cellules tumorales et sur de nombreux organes (reins, intestins, yeux, organes reproducteurs) 
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(Supuran, 2008a). Une étude parue récemment a démontré l‟efficacité anti-tumorale, sur 

plusieurs modèles de xénogreffes de tumeurs humaines, d‟un anticorps monoclonal inhibant 

l‟activité de l‟AC12 (Gondi et al., 2013). Du fait de sa distribution tissulaire, il faudra 

cependant veiller à l‟apparition d‟effets secondaires sur les tissus sains si des essais cliniques 

sont envisagés.  

2. Immunothérapie passive  

Anticorps monoclonaux thérapeutiques 

 

L‟efficacité thérapeutique des anticorps monoclonaux spécifiques de l‟AC9 peut être la 

conséquence de plusieurs mécanismes d‟action. Les anticorps peuvent se lier directement à 

l‟AC9 et provoquer une réponse ADCC (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) vis-

à-vis des cellules tumorales ou encore le complexe AC9/anticorps peut être internalisé par la 

cellule et délivrer son principe actif (anticorps couplé à des radioisotopes ou à des molécules 

cytotoxiques), et dans ce cas jouer le rôle de vecteur de thérapies ciblées. Enfin, plus 

récemment des anticorps ont été développés dans le but d‟intéragir avec le site actif de l‟AC9 

et d‟inhiber son activité enzymatique. 

Jusqu‟à présent, un seul anticorps monoclonal chimérique cG250 dirigé contre le domaine 

« PG-like » de l‟AC9 (Girentuximab, RENCAREX
®
, WILEX AG, Munich), développé il y a 

25 ans par l‟équipe de E.Oosterwijk (Oosterwijk et al., 1986), a été évalué en essais 

précliniques et cliniques (Oosterwijk-Wakka et al., 2013). Des essais cliniques de phase I et II 

ont démontré que l‟anticorps était bien toléré et que des résultats positifs étaient obtenus sur la 

tumeur en traitement seul ou associé à l‟IFNα (Bleumer et al., 2004; Davis et al., 2007; 

Siebels et al., 2011). Il avait été précédemment établi que cet effet thérapeutique observé été 

lié à un mécanisme ADCC (Surfus et al., 1996).  

La récente étude clinique de phase III ARISER (Adjuvant RENCAREX
® 

Immunotherapy 

Phase III trial to study efficacy in non-metastatic RCC, http://www.wilex.de/portfolio-

english/rencarex/phase-III-ariser) ayant pour objectif de réduire les rechutes chez des patients 

néphrectomisés suite à un CRcc non métastatique, n‟a cependant pas atteint ses critères 

d‟évaluation primaires. Les résultats de l‟étude ne montrent pas d‟amélioration de la survie 

sans récidive (environ 72 mois) suite au traitement par RENCAREX
®

 en comparaison au 

groupe placébo. Cependant, des résultats préliminaires démontrent que lorsque l‟expression 

de l‟AC9 augmente dans le tissu tumoral (évaluation basée sur un score), le traitement est plus 
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efficace. En effet, la survie sans récidive est statistiquement et cliniquement améliorée dans la 

population de patients traités dont l‟expression de l‟AC9 dans la tumeur est élevée en 

comparaison au groupe placébo et à la population traitée mais avec une expression faible 

d‟AC9 (Communiqué de presse de WILEX AG du 26 février 2013, 

http://www.wilex.de/press-investors/announcements/press-releases/20130226-2). 

L‟anticorps cG250 a aussi été exploité comme vecteur pour la thérapie ciblée, notamment en 

le couplant à des radionucléides. En effet certains anticorps ont la propriété d‟induire 

l‟internalisation de leur « récepteur », ce qui peut permettre de délivrer un agent actif dans le 

cytoplasme de la cellule cible après dégradation du complexe par le lysosome. Un effet 

thérapeutique a été observé in vivo, chez la souris, sur des xénogreffes de tumeurs lorsqu‟un 

traitement par l‟anticorps cG250 couplé à des radioisotopes (
177

Lu et 
90

Y) est administré 

(Brouwers et al., 2004). Plusieurs études cliniques de phase I dans le traitement des CR 

avancés ou métastatiques ont été effectués avec 
131

I ou 
177

Lu couplé à cG250 avec des 

résultats encourageants mais assez hétérogènes (Oosterwijk-Wakka et al., 2013). 

Plus récemment un anticorps monoclonal anti-AC9 identifié à partir d‟une banque de phages 

et conjugué à la monomethyl auristatin E (MMAE), un inhibiteur de la polymérisation de la 

tubuline qui induit l‟arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M, a été évalué dans plusieurs 

modèles précliniques de xénogreffes de tumeurs humaines (Petrul et al., 2012). L‟efficacité 

anti-tumorale était corrélée à l‟expression de l‟AC9, avec l‟observation de réponses partielles 

et complètes dans certains modèles à la suite de l‟injection d‟une simple dose, dont le 

mécanisme d‟action était typique de la MMAE (Petrul et al., 2012). 

 

Enfin une dernière approche dans le développement des anticorps monoclonaux anti-CA9 a 

été de cibler spécifiquement le domaine catalytique de l‟enzyme, afin de produire des 

anticorps inhibiteurs, entravant sa fonction de régulateur du pH tumoral. Des banques de 

phages ont été utilisés pour identifier des anticorps se liant au domaine catalytique et plusieurs 

candidats capables d‟inhiber fortement l‟enzyme in vitro ont été découverts (Murri-Plesko et 

al., 2011; Xu et al., 2010). Il n‟y a pas encore eu d‟études in vivo réalisées avec ces anticorps. 

 

L‟association de plusieurs mécanismes d‟action (ADCC, inhibition de l‟enzyme, anticorps 

conjugué) pour un même anticorps ciblant l‟AC9 s‟avère être une voie de développement 

prometteuse.  
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Transfert adoptif de lymphocytes T autologues 

 

Un essai clinique a été effectué sur 3 patients atteints de carcinomes rénaux métastatiques 

CA9
+
 traités conjointement par IL-2 et par des lymphocytes T autologues génétiquement 

modifiés pour exprimer un récepteur antigénique chimérique, capables de reconnaitre l‟AC9. 

Les fragments variable de l‟anticorps cG250 (scFv (G250)) sont couplés aux chaînes α et β du 

TCR, intervenant dans la signalisation du récepteur (Lamers et al., 2006). Cette stratégie 

permet une reconnaissance directe de l‟AC9 par les LT indépendamment d‟une présentation 

de l‟antigène par les voies du CMH. Lors des premières injections de LT scFv (G250) il n‟y a 

pas eu de toxicité observée mais au bout de la 4
ème

 ou 5
ème

 injection, une élévation importante 

des enzymes hépatiques s‟est produite, nécessitant l‟arrêt immédiat du traitement chez 2 

patients. Suite à une biopsie hépatique, il a été décrit une infiltration de lymphocytes T autour 

des conduits biliaires. Cette observation suggère fortement que cette hépatotoxicité soit la 

conséquence d‟une reconnaissance de l‟AC9, exprimée sur les cellules épithéliales des 

conduits biliaires, par les LT scFv(G250). Cette toxicité peut être évitée par l‟administration 

d‟une faible dose de l‟anticorps cG250 avant l‟injection de LT scFv(G250), permettant de 

bloquer les sites antigéniques présents sur le tissu sain. Cette stratégie a déjà été employée 

dans différentes études de radioimmunothérapie avec l‟anticorps cG250, où aucune toxicité 

hépatique n‟a été décrite (Lamers et al., 2006).   

Enfin les auteurs ont publié plus récemment les résultats de l‟étude sur 11 patients où aucune 

réponse clinique objective au traitement n‟a été observée suite aux différentes injections. Par 

ailleurs le développement de réponse immune cellulaire ou humorale dirigée contre les LT 

scFv (G250), ainsi qu‟une persistance limitée des lymphocytes in vivo chez la majorité des 

patients, a été décrite (Lamers et al., 2011).  

3. Immunothérapie active  

Pertinence de l’antigène 

Selon les critères d‟évaluation des antigènes de tumeur, proposé par le National Cancer 

Institute (étude de Cheever et al. détaillée dans le chapitre II : Un message antigénique pour 

l’immunothérapie anti-tumorale), l‟anhydrase carbonique 9 se place en 62
ème

 position sur les 

75 antigènes recensés, lorsque l‟on exclut les critères d‟immunogénicité et de démonstration 

d‟efficacité en clinique. Il a été décrit précédemment que l‟AC9 jouait un rôle important dans 

la tumorigenèse et que son inhibition ou son inactivation diminuait la croissance de la tumeur 
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et le développement de métastases. En revanche, il est vrai que l‟apparition et le 

développement de la tumeur ne sont pas intrinsèquement liés à l‟expression de l‟AC9, à 

l‟instar de cancers induits par l‟expression d‟antigènes viraux (HPV E6 E7, EBV latent 

membrane protein 2, etc…) ou de protéines mutées (p53, HER-2, survivin, etc…).  

En terme de spécificité, là encore l‟AC9 ne bénéficiant pas d‟une expression exclusive sur les 

cellules tumorales, alors que les antigènes viraux sont exprimés uniquement sur la tumeur, un 

score relativement faible a été attribué à ce critère. L‟AC9 pourrait donc, à première vue, ne 

pas être l‟antigène de choix pour une vaccination anti-tumorale. Cependant, de nombreuses 

publications se sont intéressées à l‟AC9 ces 5 dernières années et ont démontré à la fois 

qu‟elle était surexprimée dans un vaste répertoire de cancers mais aussi qu‟elle jouait un rôle 

des plus important dans la régulation du pH tumoral. Enfin, une étude clinique a démontré le 

potentiel immunogène de l‟antigène AC9 (Uemura et al., 2006) et plusieurs épitopes reconnus 

par les lymphocyte T cytotoxiques ont été identifiés dans un contexte HLA-A24 et HLA-A2.1 

(Uemura et al., 2006; Vissers et al., 1999).  

Il semble donc pertinent d‟induire une réponse immune dirigée contre l‟AC9, tout 

particulièrement dans le carcinome rénal à cellules claires, où on observe une surexpression 

de la protéine de manière constitutive à la surface des cellules tumorales, alors qu‟on ne la 

retrouve pas dans le tissu sain adjacent. Le carcinome rénal à cellules claires (CRcc) 

représente 85% des cas de cancer du rein (Rini et al., 2009) et est d‟une évolution 

extrêmement variable, avec un tiers des cas se révélant d‟emblée sous une forme métastatique.  

De plus, un élément venant renforcer l‟intérêt de développer une immunothérapie active dans 

le carcinome rénal est l‟observation d‟une fréquence plus élevée de rémission spontanée pour 

ce type de cancer. En effet, il est décrit dans la littérature de nombreux cas de régression 

spontanée de carcinomes rénaux localisés ou métastatiques, conséquences d‟une réponse du 

système immunitaire vis-à-vis de la tumeur. Le carcinome rénal est une tumeur immunogène, 

pour laquelle on observe d‟ailleurs un taux de réponse de 15% dans les cas métastatiques lors 

d‟un traitement à l‟IL-2. On peut donc s‟attendre à des réponses intéressantes suite à une 

vaccination anti-tumorale. 

Etudes cliniques et précliniques 

 

Deux stratégies de vaccination anti-tumorale ciblant l‟AC9 ont été évaluées en essais 

cliniques de phase I dans le carcinome rénal à cellules claires métastatique CA9
+
 (Bleumer et 
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al., 2007a; Uemura et al., 2006). Une autre étude de phase I a été récemment initiée et est en 

cours de recrutement (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01826877) (Tableau 4). 

Investigateur Début  Patients Phase Stade Stratégies vaccinales Adjuvant Résultats Ref

Nara edical University 

Hospital, Japon
2002 23

Injection de 3 peptides épitopes de l'AC9                            

Contexte HLA-A24

Freund 

incomplet 

(Montanide)

3 PR, 6 SD, taux de réponse 

clinique de 39%. 12 

vaccinations requises pour 

induire une réponse CTL

Uemura et al.

University Medical 

Center, Nijmegen, 

Pays-Bas

2002 8

Cellules dendritiques chargées par 2 

peptides epitopes de l'AC9                               

Contexte HLA-A2.1 et HLA-DR

KLH

5 injections n'ont pas permis 

d'induire une réponse CTL 

ou une réponse clinique

Bleumer et 

al.

Jonsson 

Comprehensive Cancer 

Center et NCI

2012
 en 

recrutement

Cellules dendritiques autologues 

transduites par un adénovirus contenant 

le gène de fusion CA9-GM-CSF 

(AdGMCAIX) 

Non Fin 2015 NCT01826877

CRcc 

métastatique 

réfractaire à 

IL-2 ou IFNα

1

 

Tableau 4 : Etudes cliniques d‟immunothérapie anti-tumorale active achevées ou en cours, dirigée contre 

l‟anhydrase carbonique 9. (clinicaltrial.gov)  

Dans l‟étude de Uemura et al. en 2006, 23 patients HLA-A24 développant des carcinomes 

rénaux métastatiques CA9
+ 

réfractaires à IFNα et /ou IL-2 ont été recrutés. Il s‟agissait en 

grande majorité de carcinomes rénaux à cellules claires (21/23) avec métastases pulmonaires 

et +/- ganglionnaires. Les patients ont été vaccinés toutes les 2 semaines par voie sous-

cutanée avec une émulsion de 3 peptides épitopes de l‟AC9 associée à l‟adjuvant de Freund 

incomplet (CA9p219-227, p288-296, p323-331). Certains patients ont reçu plus de 50 

injections et étaient toujours en vie 3 ans après le début de l‟étude. Globalement les 

vaccinations ont été bien tolérées sans effet indésirables majeurs. La plupart des patients ont 

développé une réponse CTL spécifique des peptides CA9p219-227 et CA9p288-296 entre la 

6
ème

 et la 9
ème

 injection et cette réponse s‟est amplifiée avec les injections suivantes. 3 patients 

avec de multiples métastases pulmonaires ont montré des réponses partielles avec une 

disparition de certaines lésions. Enfin une stabilisation de la tumeur d‟une durée supérieure à 

6 mois a été observée sur 6 patients, et la médiane de survie de tous les patients à partir du 

recrutement était de 21 mois (entre 5 et 35 mois) (Uemura et al., 2006). L‟équipe d‟Uemura 

avait préalablement démontré l‟immunogénicité d‟un peptide épitope de l‟AC9 humaine chez 

la souris Balb/c (H2K
d
), épitope qui avait aussi une affinité pour HLA-A24 (Shimizu et al., 

2003).   

L‟étude de Bleumer et al. a été réalisée sur 8 patients HLA-A2.1 et HLA-DR+ porteurs de 

carcinomes rénaux à cellules claires métastatiques CA9
+
 (multiples métastases), réfractaires 

aux traitements par l‟IL-2 ou IFNα ou Mab WX-G250. Le traitement consistait à effectuer 5 

injections intradermiques de cellules dendritiques autologues activées et chargées par la 

protéine KLH (Keyhole Limpet Hemocyanine) associée au peptide épitope restreint au HLA-
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A2.1 CA9p254-262 et au peptide épitope restreint au HLA-DR CA9p249-268. L‟épitope 

HLA-A2.1 CA9p254-262 a été identifié dans une étude précédente qui avait démontré que ce 

peptide était capable d‟induire une réponse CTL in vitro vis-à-vis de cellules tumorales 

exprimant l‟AC9 (Vissers et al., 1999). Aucune toxicité n‟a été observée. Cependant, les 

essais d‟immunomonitoring ont démontré qu‟il n‟y avait pas de réponse spécifique de l‟AC9 

et aucune réponse clinique n‟a été décrite (Bleumer et al., 2007a).  

Enfin un essai de phase I recrute actuellement des patients atteints également de carcinomes 

rénaux à cellules claires métastatiques CA9
+
. Les patients reçoivent 3 injections 

intradermiques, espacées de 15 jours chacune, de cellules dendritiques autologues transduites 

par un adénovirus portant un gène de fusion GM-CSF-CA9 (AdGMCAIX). Plusieurs études 

in vitro sur des échantillons provenant de patients et in vivo chez la souris ont démontré 

l‟intérêt de cette approche pour induire une réponse CTL et CD4+ T helper dirigée contre 

l‟AC9 (Birkhäuser et al., 2013; Hernández et al., 2003; Mukouyama et al., 2004; Tso et al., 

2001).  

Aucune toxicité hépatique ou contre un autre tissu sain connu pour exprimer 

l’anhydrase carbonique 9 n’a été décrite dans ces différentes études cliniques de 

vaccination anti-tumorale.   

 

Quelques autres approches de vaccinations ont également été testées en modèle précliniques 

chez la souris Balb/c. L‟AC9 a été couplée à la protéine heat shock 110 (hsp110) et la réponse 

immune, ainsi que l‟efficacité prophylactique et thérapeutique de ce complexe, ont été 

évaluées dans un modèle hétérotopique de carcinome rénal (Renca-AC9) sous-cutané (Kim et 

al., 2007a). La vaccination AC9+hsp110 prévient le développement de la tumeur et produit 

une réponse IFN spécifique mesurée par ELISPOT, ainsi qu‟une réponse anticorps 

spécifique mesurée par ELISA. Enfin en schéma d‟injection thérapeutique, la vaccination 

ralentit la croissance tumorale. 

De manière similaire cette même équipe a proposé une vaccination composée d‟un complexe 

d‟AC9 (crosslink) et démontré qu‟il améliorait la réponse immune détectée par ELISpot et 

dans des essais de cytotoxicité (Wang et al., 2010). Enfin 3 injections du vaccin avant 

implantation de la tumeur permettaient de ralentir nettement la croissance tumorale. 

Enfin Dendreon Corporation (à l‟origine du Provenge
®
), dont la technologie consiste à 

charger avec l‟antigène et faire maturer des cellules dendritiques autologues ex vivo avant de 

les réinjecter au patient, a récemment initié un nouveau programme avec l‟AC9 
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(http://www.dendreon.com/research-development/ACIproductcandidate). Ce nouveau produit 

est en développement préclinique pour le traitement du cancer du rein, du colon et du  col de 

l‟utérus. 
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PRESENTATION ET OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE 

 

CONTEXTE 

 

Un des obstacles pouvant entraver le développement clinique de la technologie BacVac
®
 est 

le risque d‟infection et/ou de dissémination environnementale lié à l‟utilisation d‟une bactérie 

vivante atténuée, en particulier chez des patients porteurs d‟un cancer. Bien qu‟un travail 

important ait déjà été réalisé sur la souche vaccinale pour développer une bactérie à faible 

risque infectieux dont l‟efficacité anti-tumorale était conservée, nous avons envisagé 

d‟appliquer une nouvelle approche de sécurisation permettant d‟abolir la réplication 

bactérienne tout en conservant l‟efficacité vaccinale. 

 

OBJECTIFS 

 

Le premier objectif de ce travail de thèse a été d‟une part de mettre au point une souche P. 

aeruginosa « Killed But Metabolically Active » (KBMA), répondant au besoin du laboratoire 

en termes de « sécurisation » et d‟efficacité anti-tumorale et, d‟autre part, de caractériser la 

réponse immune obtenue in vitro et in vivo avec ce nouveau vecteur. 

Dans un deuxième temps, nous avons comparé l‟efficacité respective soit de la souche vivante 

atténuée (OST) soit de la souche tuée mais métaboliquement active en terme d‟infiltration 

tumorale des lymphocytes T et de la réponse T CD8+ mémoire en utilisant le modèle 

antigénique OVA. Enfin notre dernier objectif a été de mettre au point une immunothérapie 

anti-tumorale avec le vecteur BacVac dirigée contre un antigène associé aux tumeurs : 

l‟anhydrase carbonique 9 (AC9). L‟AC9 est surexprimée dans de nombreux cancers solides et 

paraît être une cible à fort potentiel. Plusieurs souches vaccinales capables de produire et 

injecter différentes séquences antigéniques de l‟AC9 humaine ont été développées et un 

modèle murin de mélanome exprimant l‟AC9 humaine a été mis au point au cours de ce 

travail pour  étudier l‟efficacité des différentes souches in vivo. 
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PARTIE I     

MISE AU POINT ET DEVELOPPEMENT D’UN VECTEUR P. aeruginosa 

« Killed But Metabolically Active » : UNE STRATEGIE SURE POUR 

DELIVRER DES ANTIGENES PROTEIQUES IN VIVO DANS UN 

OBJECTIF D’IMMUNOTHERAPIE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie 1 : Mise au point et développement d’une souche P. aeruginosa KBMA 

86 
 

PUBLICATION N° 1  

Le Gouëllec A, Chauchet X, Laurin D, Aspord C, Verove J, Wang Y, Genestet C, Trocme C, 

Ahmadi M, Martin S, Broisat A, Cretin F, Ghezzi C, Polack B, Plumas J, Toussaint B. A safe 

bacterial microsyringe for in vivo antigen delivery and immunotherapy. Molecular 

Therapy. 2013 May ; 21(5): 1076-86. 

 

A. OBJECTIFS ET CONTRIBUTION AUX TRAVAUX 

Pour rappel, ce travail a eu pour objectif de développer un nouveau vecteur bactérien 

P.aeruginosa Killed But Metabolically Active, capable de délivrer un antigène par le SST3 et 

de générer une réponse immune chez l‟hôte, mais dont le risque infectieux et la capacité de 

dissémination dans l‟environnement ont été abolis. Le concept des pathogènes KBMA a été 

introduit précédemment et consiste à bloquer la réplication bactérienne par un traitement 

photochimique, tout en conservant une expression fonctionnelle du génome, du transcriptome 

et du protéome de la bactérie. Plusieurs applications en vaccination anti-infectieuse ou anti-

tumorale ont été explorées à partir de bactéries pathogènes, dont Listeria, Salmonella et 

Bacillus anthracis (Dubensky et al., 2012).     

Ma contribution dans ce travail a été de produire dans un premier temps une souche mutante 

P. aeruginosa OSTΔuvrAB, permettant d‟inactiver l‟enzyme exonuclease ABC (et par 

conséquent la voie NER, Nucleotide excision repair) et rendant impossible la réparation de 

lésions UV-induite de l‟ADN par la bactérie. Par la suite j‟ai pu effectuer la mise au point du 

traitement photochimique sur cette nouvelle souche mutante et l‟optimiser afin de conserver 

une activité métabolique (évaluée sur la capacité de la bactérie à produire et sécréter une 

protéine via le SST3) tout en inactivant sa réplication. Enfin, j‟ai également initié les essais de 

toxicité et d‟efficacité du vecteur KBMA in vitro et in vivo en modèle tumoral de mélanome 

B16-OVA. 

Une description de la technique de biologie moléculaire utilisée pour élaborer la souche 

mutante ΔuvrAB et la mise au point du traitement photochimique, peu détaillées dans l‟article, 

sont présentées ci-dessous. 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23531551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23531551
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B. MATERIEL ET METHODES 

I. Mutagenèse par échange allélique basée sur le système de 

recombinaison Cre-Lox 

Cette méthode développée au laboratoire par L. Quénée et le Pr. B. Polack permet la mutation 

successive de différents gènes (Quénée et al., 2005). Cette technique consiste à inactiver un 

gène d‟intérêt par échange allélique, le remplacer par une séquence d‟ADN codant un 

marqueur de sélection (gentamicine dans le cas présent), puis d‟exciser le marqueur de 

sélection grâce à l‟utilisation de séquences flanquantes de type lox, ce qui permet des 

inactivations de gènes ultérieures. Les mutants OSTΔuvrA puis OSTΔuvrAB ont été générés 

successivement à partir de la souche de P. aeruginosa atténuée OST (souche CHA délétée 

pour les gènes codant les exotoxines ExoS et ExoT et la protéine chaperonne Orf1) produite 

lors de travaux antérieurs.  

 
 Elaboration du plasmide d‟échange allélique   

 

Le plasmide PEX100Tlink (Figure 25) 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 

est uniquement présente pour la bactérie E.coli et a été volontairement supprimée pour P. 

aeruginosa (vecteur « suicide »).  

 

Figure 25 : 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.  
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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 flanquantes en 

amont et en aval du gène d‟intérêt. Ces séquences sont amplifiées par PCR à partir d‟ADN 

génomique à l‟aide des amorces décrites dans le tableau 5. 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 (Stover et al., 2000). 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 5 : Amorces pour l’amplification des séquences utilisées pour la délétion des gènes uvrA et uvrB  et 

pour la contrôle des mutants obtenus. 

 

Les séquences sont insérées (en respectant l‟ordre des séquences observé sur le génome de la 

bactérie) dans le plasmide pEX100Tlink. Enfin la séquence du gène de résistance à la 

gentamicine aacC1, encadrée des deux séquences lox reconnues par 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 d‟ADN plasmidique. 

 

 Description de la conjugaison biparentale avec le plasmide pEX100T mut uvrA 

 

L‟introduction du plasmide dans la souche 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 OST et E. coli S17-1 pEX100T mut uvrA sont cultivées séparément en 

milieu LB et LB-Gm respectivement, jusqu‟en phase de croissance exponentielle, puis un 
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mélange des 2 cultures (50µL de chaque) est déposé sous forme de goutte sur un milieu solide 

LB  sans NaCl (favorise la conjugaison). 

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

cette suspension sont étalés sur milieu solide PIA-Gm puis incubés O/N à 37°C. Seules les 

clones 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 doubles recombinants 

 

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

repiquées sur milieu 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 muté 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 

gentamicie flanquée des 2 séquences lox. 

Seuls les mutants Gm
r
, Cb

s
, Sucrose

r
, correspondants aux double-recombinants sont 

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

double-recombinant obtenu.  

 

 Suppression de la résistance à la gentamicine 

 

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 26). Afin de ne 

pas conserver une souche résistante à la gentamicine, le plasmide pCM157 (Marx and 

Lidstrom, 2002) 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 (Figure 26). Les bactéries transformées par ce 

plasmide sont sélectionnées O/N sur PIA-Tc puis cultivées en milieu LB liquide 48h O/N et 
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O/D avec un repiquage toutes les 12 heures afin de favoriser la perte du plasmide pCM157 

(conférant une résistance à la tétracycline). Enfin une PCR sur ADN génomique est effectuée 

ainsi qu‟une culture en milieu LB-Gm (où rien ne doit pas pousser) pour « valider » le mutant. 

 

Figure 26 : 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. 

 

Cette mutagénèse a pu alors être répétée pour le gène uvrB.  

 

Vérifications par PCR 

Suppression de la 

cassette  
gentamicine 

 

 

CHA-OST 
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II. Mise au point du traitement photochimique (PCT) pour obtenir la 

souche P. aeruginosa KBMA 

Des pontages covalents (irréversibles pour la souche mutante) vont se former de manière 

aléatoire entre les bases pyrimidiques de l‟ADN bactérien lors de l‟exposition au PCT qui 

associe l‟amotosalène (psoralène S-59, Intercept Blood System®, Cerus corporation) à une 

exposition aux UV de grandes longueurs d‟onde (UVA : 320-400 nm) (Brockstedt et al., 

2005).   

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.  

C. RESULTATS  

I. Elaboration des mutants CHA-OST ΔuvrA et ΔuvrAB 

Seule la description de la déletion du gène uvrA est présentée ici à titre d‟exemple.  

Les différentes étapes de production du mutant OSTΔuvrA ont été validées par PCR, à l‟aide 

d‟amorces contrôles situées de part et d‟autres du gène uvrA (tableau 5), sur ADN génomique 

(Figure 27) :  

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 (Gm
R
), 

caractérisé par une amplification de 2257pb  

3. Mutant final CHA-OSTΔuvrA curé de la cassette de résistance à la gentamicine (Gm
S
), 

défini par un fragment de 1455pb 
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Figure 27 : Analyse génotypique du mutant CHA-OSTΔuvrA en comparaison avec la souche sauvage. PCR 

de contrôle sur ADN génomique puis migration du produit de PCR sur gel d‟agarose. Identification génotypique 

du mutant ΔuvrA délété pour la cassette de résistance à la gentamicine. WT : wild-type 

 

Nous avons contrôlé et validé que la déletion 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).  

II. 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 OST et OSTΔuvrAB avec un PCT 

identique (Lankowski and Hohmann, 2007).  

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 exposées au PCT 

sont étalées également sur milieu PIA. Des dilutions sont effectuées avant dépôt en tenant 

compte des résultats obtenus lors des premiers essais de PCT, de manière à pouvoir 

dénombrer facilement les colonies (Figure 1b de l‟article ci-dessous).  

On observe une corrélation 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 environ 10µM d‟amotosalène pour une 

exposition aux UVA de 7,2 J/cm
2
. En comparaison, à cette concentration, 10

7
 bactéries sont 

encore capables de se répliquer pour la souche OST, ce qui montre l‟efficacité du PCT sur la 

souche P. aeruginosa OSTΔuvrAB pour laquelle on dénombre seulement 1 colonie et 

confirme l‟inactivation de l‟exonuclease ABC et du système NER. 



Partie 1 : Mise au point et développement d’une souche P. aeruginosa KBMA 

93 
 

D. DISCUSSION 

Initialement, nous avons été surpris par la concentration d‟amotosalène 10 à 50 fois 

supérieure à celle utilisée sur les souches Salmonella typhimurium ΔuvrAB et Listeria 

monocytogenes ΔuvrAB (respectivement 1,5µM et 200nM d‟amotosalène, pour une même 

exposition aux UVA) pour obtenir une bactérie KBMA (Brockstedt et al., 2005; Lankowski 

and Hohmann, 2007). Cette différence pourrait s‟expliquer par le fait que, contrairement aux 

espèces précédentes, P. aeruginosa est une bactérie de l‟environnement. Cette espèce est donc 

exposée aux rayonnements UV et bénéficie certainement d‟une protection accrue contre les 

lésions UV-induites. 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 3 en Introduction). En effet, P. aeruginosa (souche sauvage) est nettement 

moins sensible au PCT à 150µM d‟amotosalène (réduction du nombre de bactéries 

réplicatives de 4,5 log10) que Salmonella enterica sérotype choleraesuis ou Listeria 

monocytogenes (réduction >6.2 log10). De plus, dans l‟étude de Brockstedt et al., un PCT à 

2µM d‟amotosalène et 7,2J/cm² est suffisant pour abolir la réplication d’une souche sauvage 

de Listeria monocytogenes, démontrant la sensibilité élevée de cette espèce au PCT 

(Brockstedt et al., 2005).  

Il pourrait donc être nécessaire et logique d‟appliquer un PCT plus robuste aux mutants 

Pseudomonas ΔuvrAB pour obtenir le même effet que sur d‟autres espèces bactériennes. 

Cependant il y a toujours un risque de créer de nombreux pontages d‟amotosalène dans 

l‟ADN, en utilisant des concentrations plus élevées, pouvant être délétère à la conservation de 

l‟activité métabolique de la souche, et également à l‟expression de la protéine de fusion située 

sur la construction plasmidique pEAiS54. Il serait particulièrement intéressant de pouvoir 

réaliser l‟expérience effectuée par Brockstedt et al. qui consiste à marquer l‟amotosalène au 

carbone 14 puis à exposer les bactéries au PCT à différentes concentrations et enfin isoler 

l‟ADN génomique pour en mesurer la radioactivité. La connaissance du nombre de molécules 

d‟amotosalène utilisées par rapport à la concentration d‟ADN permet de déterminer la 

fréquence des pontage dans l‟ADN bactérien (Brockstedt et al., 2005).  
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PARTIE II  

ÉTUDE DE LA RÉPONSE IMMUNE ANTI-TUMORALE INDUITE EN 

TERME D’INFILTRATION TUMORALE ET DE RÉPONSE T CD8+ 

MÉMOIRE  
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PUBLICATION N° 2  

Chauchet X, Le Gouëllec A, Hannani D, Djebali S, Buffat L, Polack B, Marvel J and 

Toussaint B. Recombinant and attenuated Pseudomonas aeruginosa strains elicit tumor-

infiltrating antigen-specific CD8+ T lymphocytes and long-lasting memory response. En 

préparation pour soumission. 2014 

 

OBJECTIFS ET CONTRIBUTION AUX TRAVAUX 

Cette seconde partie du travail expérimental a eu pour objectif de caractériser la réponse 

antitumorale induite par les vecteurs bactériens P. aeruginosa atténué (OST) et Killed But 

Metabollicaly Active (KBMA) in vivo dans un modèle tumoral de mélanome murin B16-OVA 

sous-cutané. Cette étude a été scindée en deux parties afin d‟évaluer deux caractéristiques 

fondamentales conditionnant l‟efficacité d‟une immunothérapie active spécifique. Nous avons 

dans un premier temps mis au point un modèle tumoral thérapeutique nous permettant 

d‟évaluer l‟infiltrat lymphocytaire tumoral suite à la vaccination, et de mettre notamment en 

évidence la présence de lymphocytes T CD8+ spécifiques de l‟antigène. Dans un second 

modèle nous nous sommes intéressés à la protection à long terme induite par la vaccination et 

au phénotype des lymphocytes T CD8+ mémoires spécifiques de l‟antigène. 

L‟ensemble de ce travail expérimental a été réalisé au laboratoire TheREx en collaboration 

avec la start-up APCure et avec le Centre International de Recherche en Infectiologie 

(INSERM U1111, Lyon).   
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A. INTRODUCTION 

Un important travail de développement de la technologie a été effectué depuis sa mise au 

point comme vecteur pour l‟immunothérapie anti-tumorale spécifique. Deux souches 

fortement atténuées, dont l‟efficacité anti-tumorale a été validée, et pouvant être utilisées pour 

une étude clinique sont maintenant disponibles. Le schéma de vaccination a également été 

mieux défini et nous avons pu démontrer que cette approche pouvait induire une réponse forte 

contre un antigène de tumeur et conférer une protection à long terme. Cependant la grande 

majorité des résultats acquis in vitro ou in vivo sont basés sur l‟utilisation du modèle 

antigénique ovalbumine. L‟intérêt de ce modèle est de pouvoir bénéficier de nombreux outils 

pour caractériser la réponse immune spécifique (multimères, clone T CD8+ spécifique, 

épitopes immunodominants CMH I et CMH II connus, etc…) mais également d‟évaluer 

l‟efficacité de la vaccination dans différents modèles tumoraux murins fréquemment utilisés 

et exprimant l‟ovalbumine. Notre objectif est de pouvoir transposer ces résultats avec des 

antigènes associés ou spécifiques de tumeurs humaines et développer ces produits pour 

effectuer des essais chez l‟homme. Quelques données encourageantes ont déjà été générées en 

modèle de glioblastome murin en immunisant les souris avec des souches exprimant 

l‟antigène tyrosinase TRP-2 (tyrosinase related protein-2) et gp100 (glycoprotein 100) 

(Derouazi et al., 2010; Wang et al., 2012).  

Notre choix s‟est porté sur un antigène associé à de nombreuses tumeurs : l‟anhydrase 

carbonique 9. Cette enzyme membranaire exprimée largement dans les tumeurs hypoxiques 

semble être une cible d‟intérêt pour le traitement des tumeurs solides. Elle est notamment 

exprimée de manière constitutive dans le carcinome rénal à cellules claires et absente sur les 

cellules saines adjacentes. Enfin elle n‟est retrouvée que sur très peu de tissu sain, excepté au 

niveau du tractus gastro-intestinal.  

Nous avons donc procédé tout d‟abord à l‟élaboration de plusieurs souches bactériennes 

candidates capables de produire et d‟exprimer des fragments de l‟AC9 humaine puis au 

développement d‟un modèle tumoral exprimant l‟antigène afin d‟effectuer des tests in vivo sur 

souris.  
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B. MATERIELS ET MÉTHODES 

I. Elaboration des constructions plasmidiques  

La vectorisation de l‟antigène est réalisée par fusion traductionnelle de la séquence de 

l‟antigène avec celle correspondant aux 54 premiers acides aminés de la toxine ExoS 

(exoS54), sous la dépendance du promoteur d‟ExoS. Cette séquence permet la sécrétion de la 

protéine de fusion. Pour réaliser cette fusion, on utilise le plasmide pEAiS54 (cf partie D.III. 

de l‟introduction bibliographique). Les séquences CDCA9 (1068pb), CD2CA9 (906pb), tCA9 

(693pb) et sCA9 (393pb) de l‟anhydrase carbonique 9 ont été amplifiés par PCR à partir de la 

séquence du gène humain codant l‟AC9, obtenue par RT-PCR sur les ARNm de cellules 

tumorales HeLa cultivées à confluence (cancer du col de l‟utérus). La lignée HeLa est connue 

pour surexprimée l‟anhydrase carbonique 9 lorsque les cellules en culture atteignent une 

confluence élevée (situation hypoxique) (Pastoreková et al., 1992).  

Un clonage est ensuite effectué dans le plasmide pEAiS54, en aval de la séquence exoS54 en 

utilisant les sites correspondants (Tableau 6). On obtient ainsi les plasmides pEAiS54 

CDCA9, pEAIS54 CD2CA9, pEAIS54 tCA9 pEAIS54 sCA9, validés par séquençage. 

 

Construction Amorces en 5' Amorces en 3' Sites de restriction Taille

CDCA9 GCGCTAGCCCACTGGGCGAGGAG GCAGATCTTCAGTCACCAGCAGCCAGG NheI/BglII 1068pb

CD2CA9 GCGCTAGCCTACCTACTGTTGAGGCTCCTG GCAGATCTTCAGTCACCAGCAGCCAGG NheI/BglII 906pb

tCA9 GCGGATCCCCCCGGGTGTCCCCAGC GCGCATGCTCACTTCCGAGCGACGCAGCCT BamHI/SphI 693pb

sCA9 GCGCTAGCCTAGAGATGGCTCTGGGTCCCG GCAGATCTTCAGACACCCTGGGCACAGGG NheI/BglII 393pb  

Tableau 6 : Amorces et sites de restriction enzymatique utilisés pour l’amplification et le clonage de 

différentes séquences codant des fragments de l’AC9 humaine dans le plasmide PEAI S54. 

 

Ces différentes séquences ont été conçues de manière à avoir des protéines comportant des 

épitopes T CD8+ prédits ou décrits chez les souches murines C57BL/6 et Balb/c (Kim et al., 

2007a; Shimizu et al., 2003; Wang et al., 2010) et chez l‟humain (Bleumer et al., 2007b; 

Uemura et al., 2006; Vissers et al., 1999) (Tableau 7).  
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Protéine
Séquence 

(AA)

Epitope                  

HLA-A.02.01             

9-mer

Position Score /36

Epitope                  

HLA-A.24.02             

9-mer

Position Score /36

CDCA9 59-414  LLGFQLPPL 182 26  RYFQYEGSL 323 20

CD2CA9 113-414  GLAVLAAFL 271 26  AYEQLLSRL 288 20

tCA9 150-380  QLLSRLEEI 291 26 EYRALQLHL 219 20

 HLSTAFARV 254 22

 QLAAFCPAL 169 26

 FQLPPLPEL 185 23

 RLRNNGHSV 194 23

 TLPPGLEMA 205 22

 GRPGGLAVL 267 21

 LSAKQLHTL 351 21

 CAQGVIWTV 336 22

 VLAAFLEEG 274 20

 PLNGRVIEA 380 20

 QLHTLSDTL 355 23

sCA9 210-340  HLSTAFARV 254 22

 GLAVLAAFL 271 26

 VLAAFLEEG 274 20

 GRPGGLAVL 267 21

 QLLSRLEEI 291 26

Protéine
Séquence 

(AA)

Epitope H2-Kd         

9-mer (souris 

Balb/c)

Position Score /36

Epitope H2-Kb         

8-mer (Souris 

C57BL/6)

Position Score /36

Epitope H2-Db         

9-mer (Souris 

C57BL/6)

Position Score /36

CDCA9 59-414  RYFQYEGSL 323 23  PGREYRAL 216 23  TQPLNGRVI 378 25

CD2CA9 113-414  AYEQLLSRL 288 22 ENSAYEQL 285 23  WTVFNQTVM 342 24

EYRALQLHL 219 21  PALRPLELL 175 20

tCA9 150-380  AFCPALRPL 172 20  WTVFNQTVM 342 24

AFARVDEAL 258 20  PALRPLELL 175 20

sCA9 210-340  RYFQYEGSL 323 23  PALRPLELL 175 20

 AYEQLLSRL 288 22

EYRALQLHL 219 21

Epitopes humains

Epitopes murins

 

Tableau 7 : Epitopes murins ou humains  T CD8+, prédits ou décrits dans la littérature, présents dans différentes 

protéines antigéniques (AC9 humaine tronquée) utilisées pour cette etude. La séquence des protéines ainsi que la 

position de l‟épitope sont indiquées par rapport à la séquence complète de l‟AC9 humaine. Les peptides 

présentés par les complexes H-2Kd ou H-2Db sont des nonamères, alors que ceux présentés par le système 

H2Kb sont des octamères. Les complexes HLA-A.02.01. et HLA-A.24.02 humains présentent des nonamères. 

Le score de chaque peptide a été déterminé par  la base de données SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de), 

capable de prédire les motifs peptidiques présentés par différents CMH à partir d‟une séquence protéique 

donnée. A titre d‟exemple le peptide fortement immunogène SIINFEKL (OVA) obtient un score de 25 avec ce 

sytème d‟évaluation. Seuls les peptides ayant eu un score > 20 sont présentés dans ce tableau. 
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II. Etude de la sécrétion des protéines de fusion ExoS54-antigène 

1. Pseudomonas aeruginosa 

Culture 

La souche OST utilisée dans ce travail est un pathogène 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 à 250 rpm. La cinétique de croissance est 

contrôlée par mesure de la densité optique (DO) à 600nm ; une unité de DO600nm correspond à 

5.10
8
 bactéries par millilitre de milieu. 

La culture sur milieu solide est réalisée en milieu PIA (Pseudomonas Isolation Agar
®

, Difco, 

BD, Le Pont de Claix, France). 

Les milieux cités précédemment sont stérilisés par autoclavage avant utilisation. 

La carbenicilline est l‟antibiotique utilisé à une concentration de 300 μg/ml en milieu liquide 

et 600 μg/ml en milieu solide pour effectuer la sélection des souches transformées par le 

plasmide pEAIS54. Le plasmide porte en effet le gène de la β-lactamase, conférant une 

résistance des bactéries à la carbenicilline. 

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 PIA, contenant  600mg/ml de carbenicilline.  

2. Sécrétion des protéines de fusion S54-antigène par le SST3   

Le SST3 de P. aeruginosa peut être induit par déplétion calcique du milieu de culture.  

La souche OST transformée par un plasmide pEAI3S54-antigène est mise en culture dans du 

LB-Cb à 37°C sous agitation O/N. Les bactéries sont ensuite centrifugées puis remises en 

culture à une DO600nm = 0,2 dans LB-Cb supplémenté par IPTG 1mM, 5mM EGTA et 20mM 

MgCl2 pendant 3h à 37°C sous agitation. La supplémentation en EGTA va permettre 
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« d‟ouvrir » artificiellement le canal de sécrétion du SST3 ce qui entraine une activation 

transcriptionnelle de l‟ensemble des gènes sous la dépendance de ExsA et la sécrétion des 

toxines et/ou des protéines de fusion ExoS54-protéine. L‟IPTG vient amplifier ce phénomène 

en induisant la production d‟ExsA. Enfin l‟ajout d‟ions Mg
2+

 apporte les ions divalents 

capables de pallier l‟absence des ions Ca
2+

.  

3.  Etude du surnageant par SDS-PAGE et Western-Blot 

Les surnageants de culture sont prélevés à DO égale (afin de pouvoir comparer visuellement 

sur gel d‟électrophorèse les quantités de protéines sécrétées) après centrifugation pendant 10 

minutes à 10000g et traités par PCA 15% (acide perchloroacétique) O/N à 4°C afin de 

précipiter les protéines. 

Deux étapes de lavage successives à l‟acétone -20°C sont effectuées pour neutraliser le PCA 

résiduel et récupérer le culot de protéines précipitées. Entre chaque lavage une centrifugation 

de 20 minutes, 30000g à 4°C est effectuée. Enfin après évaporation de l‟acétone, les protéines 

sont reprises dans 50µL de tampon dénaturant (TrisHCl 50Mm, pH 6,8, β-mercaptoéthanol 

10%, SDS 4%, bleu de bromophénol 0.04%, glycérol 40%) et chauffées 5 minutes à 95°C. Un 

dépôt de 10µl de chaque échantillon de protéines est déposé sur gel ainsi qu‟un marqueur de 

poids moléculaire, et la migration est ensuite réalisée sur gel dénaturant gradient 4-15% 

(Ready gel
®
, Biorad) à 110V dans un tampon Tris Glycine (Biorad). 

Un échantillon de protéines sécrétées par une souche OST contenant le plasmide pEAI3S54-

vide (la seule séquence S54 est sécrétée) traité de la même manière est déposé sur le gel, 

comme contrôle.  

Le gel est ensuite soit coloré au Bleu de Coomassie pour visualisation des bandes de 

migration correspondant aux protéines, soit utilisé pour une analyse par Western-Blot. Auquel 

cas, le transfert des protéines est effectué sur une membrane de nitrocellulose 0,45µm à l‟aide 

d‟un courant de 100mA pendant 1h. Le transfert des protéines sur la membrane est contrôlé 

par coloration au rouge ponceau. La membrane est ensuite lavée 5 min en agitation douce 

dans un tampon TBS-tween 20 0,05% (TBS-T) puis un tampon de blocking (5% de lait en 

poudre dissous dans TBS-T) est ajouté pendant 1h afin de saturer les sites non spécifiques. 

L‟anticorps  primaire monoclonal de souris anti-human AC9 (Mab2188, R&D system, 

Minneapolis) est ensuite directement ajouté au tampon de blocage à la dilution 1/1000 et 

incuber O/N à 4°C. On lave ensuite 2 fois la membrane avec TBS-T puis on la place pendant 

une heure dans une solution de TBS-T contenant un anticorps secondaire goat anti-mouse-
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HRP (Amersham) dilué au 1/5000. Après 3 derniers lavages, on dépose sur la membrane la 

solution de révélation (ECL
®
, Amersham). 

III. Elaboration d’un modele tumoral murin exprimant l’AC9 

humaine 

1. Lignées cellulaires Renca et B16F0  

La lignée cellulaire Renca (Renal Cell Carcinoma, ATCC
® 

CRL-2947) est dérivée d‟un 

adénocarcinome du cortex rénal développé spontanément chez une souris Balb/c. Les cellules 

sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (GIBCO), 10% de serum de veau fœtal (SVF), 

0,1mM d‟acides aminés non- essentiels (GIBCO), 1mM de pyruvate de sodium et 2mM de L-

Glutamine, 1% penicilline-streptomycine et maintenues à 37°C avec 5% de CO2.  

La lignée B16F0 (ATCC
®
 CRL-6322) est dérivée d‟un mélanome développé chez une souris 

C57BL/6. Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM Glutamax
 TM 

(GIBCO) contenant 

10% de SVF, 1% penicilline-streptomycine et maintenues à 37°C avec 5% de CO2. 

2. Transfection stable par l’AC9 humaine 

Electroporation 

La séquence de l‟AC9 humaine a été clonée dans le vecteur plasmidique pcDNA3.1 (+) 

(Invitrogen) entre les sites de restriction enzymatique HindIII et XhoI puis le plasmide 

pcDNA3.1 hCA9 a été séquencé. 

Les cellules Renca et B16F0 ont été transfectées par électroporation du plasmide pcDNA3.1 

hCA9  (Cell Line Nucleofactor
TM

 kit V Amaxa Biosystems, Lonza, Cologne, Germany) en 

suivant le protocole recommandé par le fabricant. Brièvement, 2x10
6
 cellules ont été 

resuspendues dans 100µl de tampon de transfection. Différentes quantités du plasmide 

pcDNA3.1 hCA9 ont été ajoutées (minimum 2µg/ transfection) à la suspension cellulaire et 

l‟échantillon a été electroporé en appliquant le programme T-020. Suite à l‟électroporation les 

cellules ont été réparties dans une plaque 6 puits et incubées O/N dans leur milieu de culture 

respectif à 37°C, 5% CO2.  

Afin de valider l‟efficacité du procédé et le rendement de transfection sur les 2 lignées 

cellulaires, un plasmide test fourni par le fabricant (pmaxGFP) contenant la séquence de la 

GFP a également été électroporé.  
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Expression stable 

Les cellules ont été analysées 12 à 16h après transfection par cytométrie en flux (FacsCanto II 

cytometer, Becton Dickinson) suite à un marquage par un anticorps monoclonal anti-hCA9 

(MAB2188, R&D system Minneapolis) puis par un anticorps secondaire F(ab‟)2 anti-mouse 

IgG (H+L)-FITC (PN IM0819, BeckmanCoulter). 

Le plasmide pcDNA3.1 hCA9 contient une séquence codant la résistance à G418 (Geneticin, 

GIBCO). La transfection stable des cellules est obtenue en effectuant une pression de 

sélection par l‟ajout de 500µg/ml de G418 dans le milieu de culture pendant 3 semaines. Un 

tri cellulaire par cytométrie en flux (FacsVantage SE cytometer, Becton Dickinson, Jean-

François Mayol, CRSSA, Grenoble, France) est finalement réalisé pour récupérer les cellules 

exprimant l‟AC9 humaine et des clones stables d‟expression variable sont générés par dilution 

limite.  

Les cellules transfectées de manière stable sont cultivées systématiquement avec 500µg/ml de 

G418 pour s‟assurer de la conservation de l‟expression de l‟AC9. 

 

Western Blot 

Les lysats cellulaires sont séparés par SDS-PAGE 12 % et transférés sur membrane de 

nitrocellulose. L‟anticorps primaire monoclonal anti-AC9 humaine W75 (dilution 1/1000, 

fourni par E. Oosterwijk, University Medical Center Nijmegen (UMCN), The Netherlands) 

puis l‟anticorps secondaire anti-IgG souris HRP (1/5000, Amersham) sont incubés 

successivement avec la membrane puis la révélation est effectuée par chimioluminescence 

(Amersham). 

   

Immunohistochimie 

Les lignées B16F0 et B16F0 hAC9 ont été fixées au formol puis incluses en bloc de paraffine. 

Plusieurs coupes ont été déparaffinées et incubées avec l‟anticorps primaire polyclonal de 

lapin anti-AC9 humaine (ab15086, Abcam, Cambridge, UK) à une dilution de 

1/50000 pendant 1h à 20°C. Une technique standard en 3 étapes de marquage indirect à 

l‟immunoperoxidase a été réalisée sur un automate Benchmark XT Ventana, à l‟aide d‟un 

kit XT UltraView DAB ; la révélation du marquage est réalisée avec le tampon 

Cell Conditioning (CC1, Tris/Boric acid/EDTA pH8.0) pendant 30 minutes, en suivant les 
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recommandations du fabricant (Ventana, Tucson, AZ, USA). Les cellules B16F0 non 

transfectées sont utilisées comme contrôle négatif.  

IV. Challenge tumoral et immunomonitoring 

Préparation des doses vaccinales  

Après une culture bactérienne O/N dans milieu LB-Cb, les bactéries sont centrifugées puis 

reprises dans du LB-Cb contenant 1mM d‟IPTG à une DO600nm=0,2. A DO600nm=1,6 on 

effectue une centrifugation (10000g, 3min) puis on lave 2 fois avec du tampon PBS stérile. 

Enfin on dilue les bactéries à 5x10
7
/ml dans du PBS. 100µl sont administrés par voie sous-

cutanée dans le flanc gauche. Les souris sont anesthésiées par isoflurane quelques secondes 

avant injection. Une observation quotidienne est effectuée. 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 ont été approuvées par le comité pour 

l‟expérimentation animale de l‟Université Joseph Fourier (Cometh). 

 

Etude de la réponse immune par ELISpot IFNγ 

L‟ELISpot (Enzyme-Linked Immunosorbent Spot) est une technique immunoenzymatique 

permettant de dénombrer des cellules à partir de leur sécrétion de cytokines. L‟objectif est de 

détecter et quantifier une réponse spécifique des lymphocytes T cytotoxiques dirigée contre 

l‟AC9 humaine in vivo.  

Des souris naïves (C57BL/6 ou Balb/c) reçoivent 2 ou 3 inoculations de différentes souches 

bactériennes (OST pEAiS54-CD2CA9, -tCA9 ou -sCA9) à 7 jours d‟intervalle (J-21, J-14 et 

J-7 ou J-14, J-7) à une dose de 5x10
6
 bactéries par injection. A J0, les souris sont sacrifiées et 

la rate est prélevée. On distribue 4.10
5
 splénocytes / puits (milieu RPMI + 10% SVF + 2mM 

glutamine) dans une plaque ELISpot (Millipore) pré-traitée par des anticorps anti-IFNγ murin.  

On ajoute 10µg/ml de peptides épitopes de l‟AC9 (pool de peptides ou peptide unique, selon 

la souche murine sur laquelle on travaille) par puits pour effectuer la restimulation les LT 

CD8+ spécifiques et on incube pendant 16-18h. L‟ajout du peptide dans le milieu va activer 

les lymphocytes T CD8+ spécifiques 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 
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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 28).  

 

Figure 28 : Principe du test ELISpot. Les lymphocytes T CD8+ spécifiques stimulés sécrètent de l‟IFNγ. On 

dénombre les spots correspondant aux cellules sécrétant de l‟IFNγ.  

 

Les peptides utilisés pour l‟étape de restimulation ont été synthétisés par la Plate-Forme 

Synthèse Nanobio (Rémy Lartia, Grenoble) ou par ChinaPeptides (Shanghai, Chine). 

Compte tenu du coût élevé de la synthèse peptidique, seuls les peptides décrits dans la 

littérature ou avec des scores de prédiction élevés ont été synthétisés pour chaque complexe 

H-2 (Balb/c ou C57BL/6) : 

-Peptides épitopes H-2Db (ChinaPeptides) : TQPLNGRVI, WTVFNQTVM, PALRPLELL 

-Peptides épitopes H-2Kd (Plate-Forme Nanobio) : EYRALQLHL, AYEQLLSRL, 

RYFQYEGSL 
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Challenge tumoral avec le modèle de mélanome murin B16 AC9 humaine 

Des souris C57BL/6 sont immunisées avec différentes souches bactériennes de la même 

manière que pour l‟ELISpot. A J0, 2x10
5
 cellules tumorales B16-hAC9 sont injectées par voie 

sous-cutanée dans le flanc droit. La croissance tumorale est mesurée tous les 2 jours (largeur x 

longueur en mm²). Lorsque la taille tumorale atteint 150mm² (point limite), les souris sont 

sorties de l‟étude et euthanasiées.  

C. RESULTATS 

I. Evaluation des bactéries « candidates » 

L‟élaboration d‟un vaccin « candidat » a consisté à produire plusieurs constructions de 

biologie moléculaire permettant la sécrétion par la bactérie de différents fragments de la 

protéine hAC9. 

1. Sécrétion des protéines ExoS54-fragment de l’AC9 humaine 

Nous avons travaillé dans un premier temps avec la souche OST, qui est utilisée comme 

« souche de référence » pour les premiers essais in vitro et in vivo. Les différentes 

constructions plasmidiques préalablement décrites dans la partie Matériel et Méthodes ont 

donc été introduites dans la bactérie P.aeruginosa OST par électroporation. La souche OST 

pEAiS54-sans antigène sert de contrôle pour le test de sécrétion.  

Les différentes souches transformées sont mises en culture en présence d‟IPTG et d‟EGTA 

afin d‟induire l‟activation de la transcription des gènes du SST3, la production et la sécrétion 

des protéines de fusions dans le surnageant de culture. Les protéines du surnageant sont 

précipitées et analysées par SDS-PAGE et Western Blot. Les différentes protéines attendues 

ainsi que leurs poids moléculaires théoriques sont représentés sur la figure 29. 
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Figure 29 : Schéma de la séquence protéique de l’anhydrase carbonique 9 humaine (base de données 

Swiss-prot Q16790) et des protéines de fusion. CA9 FL : séquence complète (full-length) de l‟anhydrase 

carbonique 9 ; SP Signal peptide ; PG Protéoglycane-like ; TM :Transmembranaire ; IC : Intracellulaire  

 

Les cultures bactériennes sont stoppées à une même densité optique (généralement DO600 = 

1,6) afin de pouvoir comparer de manière relative la quantité de protéines produites et 

sécrétées entre les différentes souches. Les surnageants de culture sont traités de la même 

manière et un même volume de protéine est déposé sur gel d‟acrylamide. Les protéines de 

fusion S54-CD2CA9, S54-tCA9 et S54-sCA9 sont produites et sécrétées par la bactérie via le 

SST3 (Figure 30a) et les poids moléculaires obtenus correspondent aux poids théoriques 

attendus (Figure 29). En l‟absence de protéines de fusion (souche contrôle) les protéines PopB 

et PopD, intervenant dans la formation du pore au niveau de la cellule cible, sont retrouvées 

majoritairement dans le surnageant de culture. En présence d‟une protéine de fusion, il semble 

que la sécrétion de ces 2 protéines soit moins importante et il est probable qu‟une compétition 

ait lieu entre les différentes protéines sécrétées. Ceci est d‟autant plus prononcé que la 

protéine de fusion est bien sécrétée (S54-sCA9).  

La taille de la protéine est un paramètre qui va jouer sur sa sécrétion ; on obtient une quantité 

de protéine sécrétée élevée pour la forme S54-sCA9 (comparable à celle obtenue avec S54-

OVA), qui décroit pour les formes plus longues. D‟ailleurs, la protéine S54-CDCA9 ne 

semble pas être sécrétée.  

Cependant cette règle ne s‟applique pas à toutes les protéines car une bactérie P. aeruginosa 

sauvage est capable de sécréter des toxines de taille bien supérieure à la protéine de fusion 

S54-CDCA9 (les exotoxines ExoS, ExoT et ExoY ont un poids moléculaire de 48kD et ExoU 
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de 74kD (Galle et al., 2012a)) ; Polack et al. ont également montré que la protéine de fusion 

ExoS (AA 1-129)-p67
phox 

(environ 85kDa) était sécrétée par le SST3 (Polack et al., 2000). 

 

Figure 30 : Etude de la sécrétion de protéines de fusion ExoS54-fragment de l’AC9 humaine par le SST3 

dans les surnageants de culture bactérienne. (a) Analyse des surnageants par SDS-PAGE et révélation au 

Bleu de Coomassie. * : protéine de fusion sécrétée (b) Analyse des surnageants par Western-Blot anti-AC9 

humaine (anticorps monoclonal MAB2188, R&D system)  

En Western-blot, on détecte les protéines S54-CD2CA9 et S54-tCA9 et très faiblement la 

protéine S54-CDCA9. Les protéines recombinantes CDCA9 et CD2CA9 non couplées à 

ExoS54 sont utilisées comme contrôles et ont été produites en système bactérien E.coli. 

La protéine S54-sCA9 n‟est par contre pas reconnue très probablement en raison de 

l‟utilisation d‟un anticorps primaire anti-hAC9 monoclonal, dont l‟épitope n‟est pas présent 

dans le fragment sCA9.  

Trois bactéries « candidates », capables de produire et de sécréter en quantité raisonnable 

différents fragments de l‟AC9, sont disponibles pour la suite de ce travail : OST 

S54CD2CA9, OST S54tCA9 et OST S54sCA9.  

II. Mise au point d’un modèle tumoral exprimant l’anhydrase 

carbonique 9 humaine 

Durant ce travail, nous avons cherché à élaborer deux modèles tumoraux différents capables 

d‟exprimer l‟AC9 humaine. Un premier modèle orthotopique d‟adénocarcinome rénal (lignée 

Renca) implantable sur la souris Balb/C et un modèle hétérotopique de mélanome B16, 

implanté en sous-cutanée sur la souris C57BL/6. 
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2. Développement d’une lignée Renca hAC9  

Nous souhaitions obtenir cette lignée dans le but d‟avoir à disposition un modèle de 

carcinome rénal métastatique exprimant l‟AC9 humaine de manière stable. La lignée Renca 

est connue pour générer des métastases pulmonaires et intrapéritonéales lorsqu‟elle est 

implantée au niveau de la capsule rénale (Shvarts et al., 2006). L‟équipe de Claude Cochet 

(Equipe KIN, iRTSV/BCI, CEA Grenoble), avec laquelle nous sommes en collaboration, 

maîtrise l‟implantation chirurgicale de cellules tumorales en sous-capsulaire rénal et a 

développé par ailleurs des lignées tumorales de cancer du rein exprimant la luciférase, 

donnant accès à un suivi de la croissance tumorale et de dissémination par imagerie en 

luminescence. L‟équipe américaine de A. Belldegrun a déjà mis au point ce modèle en 

effectuant une transduction de la lignée Renca par un retrovirus contenant la séquence de 

l‟AC9 humaine (Shvarts et al., 2006). Malheureusement, malgré toute notre bonne volonté à 

contacter les auteurs, nous n‟avons jamais pu obtenir la lignée cellulaire. 

Nous avons donc initié la transfection de la lignée Renca par une méthode d‟électroporation 

faisant varier la quantité d‟ADN afin d‟affiner au mieux l‟expression de l‟AC9 humaine par 

les cellules. Il est normalement requis d‟utilisé 2µg d‟ADN pour effectuer l‟électroporation de 

1-2 x10
6
 cellules, selon le protocole du fabricant.   

Le rendement à la phase de transfection transitoire (16h post-transfection) a été évalué par 

cytométrie en flux par étude de l‟expression de la GFP après électroporation du plasmide 

pmaxGFP. 85% des cellules Renca exprimaient fortement la GFP (Figure 31). Pour l‟AC9, 

une expression transitoire de l‟ordre de 20% pour une même concentration d‟ADN et de 54% 

des cellules a été obtenue à plusieurs reprises en utilisant des quantités de plasmide 

pcDNA3.1 hCA9 2 fois supérieures (4µg d‟ADN). La séquence de la GFP et de l‟AC9 dans 

leurs plasmides respectifs sont sous le même promoteur CMV. Après 48h de culture, une 

concentration de 500µg/ml de G418 était ajoutée au milieu pour débuter la sélection des 

cellules ayant intégré la séquence d‟intérêt dans leur génome. Systématiquement l‟expression 

de l‟hAC9 était perdue au bout de quelques jours (J6) et aucune lignée stable n‟a pu être 

générée (Figure 31). 

Plusieurs essais peu fructueux avec d‟autres techniques (transduction virale, lipofection) nous 

ont conduit à abandonner la production de ce modèle tumorale.  
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Figure 31 : Analyse par cytométrie en flux de l’expression de l’anhydrase carbonique 9 humaine suite à la 

transfection de la lignée Renca par le plasmide pcDNA3.1 hAC9. (J1) Expression transitoire par les cellules 

Renca de la GFP ou de l‟AC9 humaine (histogramme vert ou rouge) électroporées avec des quantités d‟ADN 

variables. Le pourcentage indiqué correspond au cellules positives par rapport aux cellules non transfectées 

(histogramme noire). (J6) Expression à 6 jours de l‟AC9 humaine par ces mêmes cellules, pendant la phase de 

sélection avec G418.  

3. Développement du modèle tumoral B16 hCA9 

Ce modèle tumoral hétérotopique a été développé dans le but de tester l‟efficacité des 

vecteurs bactériens « candidats » à générer une réponse immune contre l‟antigène AC9,  suite 

à l‟echec de la mise au point du modèle Renca hAC9 , nécessitant un changement de souche 

murine par la suite. 

Le protocole de transfection était identique à celui effectué sur les cellules Renca. Après 3 

semaines de sélection, la grande majorité des cellules exprimaient l‟hAC9. Un tri cellulaire 

par cytométrie en flux puis une étape de dilution limite ont permis d‟établir des lignées 

clonales d‟expression stable et d‟intensité variable (Figure 32).      
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Figure 32 : Analyse par cytométrie en flux de l’expression de l’anhydrase carbonique 9 humaine par la 

lignée de mélanome B16. (Haut) 3 semaines après transfection et sélection par G418 500µg/ml. En rouge la 

lignée B16 transfectée, en noir les cellules B16 non transfectées (Bas) Après tri cellulaire par cytométrie en flux 

et sélection clonale. En noir la lignée B16 non transfectée, en couleurs, différents clones d‟expression variable 

pour l‟AC9 humaine. 

 

Pour effectuer les expériences ultérieures de challenge tumoral, un clone exprimant fortement 

l‟hAC9 a été choisi, et a ensuite été caractérisé par Western Blot et immunohistochimie 

(Figure 33). 
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Figure 33 : Caractérisation de l’expression de l’hAC9 par la lignée clonale B16 hAC9. (a) Analyse par 

cytométrie en flux (Anticorps monoclonal primaire MAB2188). (b) Western-Blot anti-AC9 humain (anticorps 

monoclonal primaire M75). La bande inférieure non-spécifique sert de contrôle interne. (c) Confirmation par 

immunohistochimie de l‟absence d‟expression de l‟hAC9 par la lignée B16 (d) et de l‟expression membranaire 

pour la lignée transfectée (marquage en cadrants). 

III. Etude de la réponse immune et évaluation de l’efficacité anti-

tumorale in vivo en modèle murin  

Les premiers essais d‟immunisations et de mesure de la réponse immune générée ont été 

réalisés sur les souris Balb/c, pensant que le modèle cellulaire Renca hAC9 serait disponible 

ultérieurement. De plus des données étaient disponibles dans la littérature avec ce modèle 

tumoral. 

Après la mise au point du modèle tumoral B16 hAC9 l‟évaluation de la réponse immune et le 

challenge tumoral ont été initiés conjointement.    

1. Etude de la réponse immune :   

Sur souris Balb/c :  

Différents groupes de souris ont reçu 2 injections par les souches candidates décrites ci-dessus 

selon le schéma décrit figure 34. L‟étude de la réponse T CD8+ spécifique de l‟AC9 a été 

effectuée par ELISpot IFNγ après prélèvement de la rate à J0 et extraction des splénocytes.  
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Figure 34 : Schéma d’immunisation pour la réalisation de l’ELISpot sur splénocytes de souris balb/c 

immunisées par différentes souches candidates 

 

Les splénocytes ont été restimulés par les peptides épitopes décrits EYRALQLHL, 

AYEQLLSRL, RYFQYEGSL mais aussi par la protéine recombinante CDCA9 (hAC9 59-

414). Une condition de restimulation par PMA/ionomycine (contrôle positif) et par un peptide 

non spécifique (contrôle négatif) a également été réalisée. 

Nous n‟avons observé la formation d‟aucun spot pour 4x10
5
 splénocytes restimulés dans les 

conditions de restimulation avec les peptides hAC9, la protéine CDCA9 et le contrôle négatif, 

pour toutes les souches testées. Une moyenne d‟environ 300 spots pour 4x10
5
 splénocytes a 

été obtenu pour la condition PMA/ionomycine, ce qui nous permet de dire que cette 

expérience, reproduite une fois, s‟est déroulée dans de bonnes conditions. 

  

Sur souris C57BL/6 :  

Les souris ont été immunisées selon le schéma figure 35 avec les 3 souches candidates et la 

rate prélevée à J0 pour le test ELISpot. 

 

Figure 35 : Schéma d’immunisation pour la réalisation de l’ELISpot sur splénocytes de souris C57BL/6 

immunisées par différentes souches candidates 

 

Les splénocytes ont été restimulés par les peptides épitopes prédits TQPLNGRVI, 

WTVFNQTVM, PALRPLELL et par la protéine recombinante CDCA9 (hAC9 59-414). Une 

restimulation par PMA/ionomycine (contrôle positif) et par un peptide non spécifique 

(contrôle négatif) a également été effectuée.  

De la même manière que sur les souris balb/c, nous n‟avons observé la formation d‟aucun 

spot pour 4x10
5
 splénocytes restimulés dans les conditions de restimulation avec les peptides 

hAC9, la protéine CDCA9 et le contrôle négatif, pour toutes les souches testées. Une 

moyenne d‟environ 215 spots pour 4x10
5
 splénocytes a été obtenu pour la condition 
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PMA/ionomycine. Cette expérience n‟a été réalisée qu‟une seule fois. Pour rappel, suite à 2 

injections de bactéries OST S54-OVA, une moyenne de plus de 250 spots sur 4x10
5
 

splénocytes (correspondants aux nombre de cellules spécifiques capables de produire de 

l‟IFNγ après restimulation) étaient obtenus après restimulation par le peptide 

immunodominant SIINFEKL (OVA257-264) (Le Gouëllec et al., 2013).    

2. Challenge tumoral en modèle de mélanome B16 hAC9 :  

Un premier essai de challenge tumoral en schéma prophylactique avec le modèle B16hAC9 

implanté en sous-cutanée (flanc droit) a été envisagé selon le schéma d‟injection présenté 

figure 36. Les souris ont reçu 3 immunisations ou une injection contrôle « véhicule seul » 

(PBS) à 7 jours d‟intervalle et les cellules tumorales ont été implantées 7 jours plus tard. La 

croissance tumorale était suivie tous les 2 jours et les souris étaient sorties de l‟étude lorsque 

la taille tumorale atteignait 150mm² (largeur x longueur) ; les souris étaient alors considérées 

comme mortes pour l‟étude de survie. 

 

Figure 36 : Challenge tumoral n°1 en schéma d’immunisation prophylactique 

 

Nous n‟avons pas observé de différences de survie statistiquement significatives entre les 

groupes contrôles (PBS ou OST S54-Ei) et les groupes traitées par les différentes souches 

vaccinales mises au point lors de ce premier challenge tumoral (Figure 37).  
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Figure 37 : Etude de survie après challenge tumoral avec le modèle de mélanome murin B16 hAC9. N=6 

souris par groupe. Une étude statistique pour évaluer la différence de survie entre les groupes a été effectuée 
avec le test log-rank. Aucune différence n’a été observée (différence statistique quand P<0,05).  

 

Un léger retard de prise tumorale a été observé pour le groupe immunisé par la souche OST-

CD2CA9, raison pour laquelle nous avons initié un nouveau challenge tumoral uniquement 

avec cette souche en réduisant le nombre d‟immunisations à 2 (schéma utilisé classiquement 

au laboratoire pour le modèle OVA) (Figure 38).   

 

 

Figure 38 : Challenge tumoral n°2 en schéma d’immunisation prophylactique 

 

Ce second challenge tumoral a donné des résultats similaires avec la souche OST S54-

CD2CA9 et aucune différence de survie statistiquement significative n‟a été observée entre 

les groupe PBS et OST S54-CD2CA9 (Figure 39). 
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Figure 39 : Etude de survie après challenge tumoral n°2 avec le modèle de mélanome murin B16 hAC9. 

N=6 souris par groupe. Une étude statistique pour évaluer la différence de survie entre les 2 groupes a été 

effectuée avec le test log-rank. Aucune différence n‟a été observée (différence statistique quand P<0,05).  
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Ces travaux de thèse ont été initiés sur la base des données générées par le laboratoire 

TheREx depuis presque 15 ans sur l‟étude du SST3 de Pseudomonas aeruginosa en tant 

qu‟outil de délivrance de protéines d‟intérêt thérapeutique. Une des applications envisagées 

est l‟immunothérapie anti-tumorale. La preuve de concept a été réalisée à l‟aide d‟une souche 

atténué de P. aeruginosa capable de délivrer in vitro et in vivo divers antigènes par son SST3, 

d‟induire une présentation de ces antigènes par le CMH-I, et de générer une réponse T CD8+ 

spécifique. 

Par la suite, le développement et l‟optimisation du vecteur ont été poursuivis selon quatre 

grands axes :  

1)  L‟amélioration de l‟atténuation de la bactérie par l‟obtention d‟un mutant plus sûr, en 

veillant à ne pas modifier l‟efficacité vaccinale 

2) L‟augmentation de son efficacité en modèle thérapeutique par la mise au point d‟un 

nouveau schéma vaccinal 

3) La production d‟une souche bactérienne caractérisée pour une utilisation en phase 

clinique (CLIN1) 

4) L‟application à des antigènes de tumeurs natifs     

  

Nous avons donc choisi d‟opérer de la manière suivante : 

- Explorer une nouvelle voie d‟atténuation du vecteur bactérien nécessitant l‟élaboration 

d‟un nouveau mutant et la mise en oeuvre d‟un traitement photochimique. Pour 

caractériser cette nouvelle souche, nous avons choisi de conserver le modèle B16 

exprimant le xéno-antigène OVA et de l‟étudier en terme de génération d‟une réponse 

immune in vitro et in vivo et d‟efficacité anti-tumorale in vivo.  

- Approfondir la caractérisation de la réponse immune obtenue avec les différentes 

souches vaccinales disponibles, en particulier étudier l‟infiltrat lymphocytaire de la 

tumeur et la capacité de protection à long terme (réponse mémoire). 

- Appliquer et transposer ces acquis avec l‟antigène tumoral natif humain anhydrase 

carbonique 9 en développant les souches candidates et en élaborant un nouveau 

modèle tumoral exprimant l‟antigène.  

A. Elaboration d’une souche Killed But Metabolically Active 

Bien que plusieurs gènes impliqués dans la virulence de P. aeruginosa aient déjà été invalidés 

pour en faire une souche à faible risque d‟utilisation (peu de dissémination ou de risque 



Discussion et perspectives 

 

161 
 

infectieux), une approche plus sûre serait d‟utiliser des bactéries inactivées. Nous nous 

sommes intéressés à une nouvelle méthode d‟inactivation de la réplication bactérienne par un 

traitement photochimique dont l‟utilisation était restreinte au traitement de produits sanguins. 

Les travaux de Brockstedt et al. ont pu démontré qu‟en affinant ce traitement sur des mutants 

bactériens (L.monocytogenes entre autres), il était possible d‟obtenir des bactéries tuées, car 

incapables de se répliquer, mais toujours actives métaboliquement (KBMA) (Brockstedt et al., 

2005). Ils ont pu ainsi mettre au point un vecteur bactérien Listeria KBMA capable de 

délivrer un antigène et d‟induire une réponse spécifique in vitro et in vivo en modèle murin 

puis par la suite en modèle humain in vitro (Skoberne et al., 2008).  

Nous avons pu élaborer avec succès ce procédé inventif sur la bactérie P. aeruginosa. La 

cytotoxicité de la souche a été diminuée par rapport à une souche vivante atténuée et la 

réaction inflammatoire systémique était moins importante suite à immunisation. Cependant la 

bactérie KBMA était tout à fait capable d‟amener à maturation les cellules dendritiques in 

vitro et d‟induire la production de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de l‟antigène in 

vivo.  

En revanche, il faut préciser que pour obtenir la même efficacité anti-tumorale qu‟une souche 

vivante atténuée, une dose 40 fois supérieure de bactéries KBMA a du être injectée. Dans les 

travaux antérieurs de Skoberne et al. (Skoberne et al., 2008) une dose 100 fois supérieure de 

Listeria KBMA devait être également administrée chez la souris pour obtenir la même 

efficacité thérapeutique anti-tumorale que la souche vivante atténuée.  

La dissémination du vecteur bactérien dans l‟organisme semble être un élément majeur à la 

génération d‟une forte réponse immune et l‟obtention d‟une efficacité anti-tumorale. C‟est 

pourquoi nous avons pensé à répartir les injections de bactéries KBMA en 4 sites distincts 

pour « reproduire » une dissémination de manière artificielle. Néanmoins, nous n‟avons pas 

observé une réponse systémique aussi intense que la souche atténuée et ce schéma d‟injection 

était particulièrement lourd à gérer et paraît difficilement applicable dans de futurs essais 

cliniques. Dans les travaux de Brockstedt et al. et Skoberne et al., les bactéries étaient 

systématiquement injectées par voie intraveineuse, assurant ainsi une dissémination plus aisée 

aux bactéries KBMA (Brockstedt et al., 2005; Skoberne et al., 2008) et une réponse 

systémique assurée. Il serait donc intéressant de tester ce type de voie d‟abord avec les 

vecteurs P. aeruginosa atténués et KBMA à l‟avenir. De plus deux études ont démontré que la 

bactérie Listeria s‟accumulait au site tumoral après une injection intraveineuse chez la souris 

et persistait plusieurs jours (Kim et al., 2009; Yu et al., 2004). Cette persistance pourrait avoir 
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un effet antitumoral direct (Rothman and Paterson, 2013). Bien que la bactérie P. aeruginosa 

soit une bactérie aérobie stricte (L. monocytogenes est un pathogène aéro-anaérobie 

facultatif), donc avec un tropisme certainement limité pour une tumeur hypoxique, il serait 

également intéressant d‟étudier l‟effet direct de la bactérie au niveau du site tumoral.  

 

La stratégie qui est actuellement adoptée pour plusieurs essais cliniques avec le vecteur 

Listeria est d‟effectuer une antibiothérapie par amoxicilline 3 à 5 jours après l‟injection du 

vecteur vivant atténué. On s‟assure ainsi à la fois de l‟efficacité du traitement, en laissant libre 

cour à la dissémination bactérienne, puisqu‟il a été démontré qu‟il suffisait de 2h d‟infection 

par la bactérie pour induire une réponse T CD8+ spécifique in vivo et de 24h pour obtenir une 

réponse mémoire (Corbin and Harty, 2004; Starks et al., 2004), et de la sécurité du patient 

avec l‟antibiothérapie. Ces délais ne sont pas connus par notre équipe pour la bactérie P. 

aeruginosa, mais ces observations sont un argument fort en faveur du développement clinique 

de vecteurs KBMA, qui serait suffisant pour induire une réponse immune et qui limiteraient 

l‟usage des antibiotiques en post-traitement. 

Pour conclure ce travail, le développement de ce traitement photochimique sur P. aeruginosa 

en vue d‟une utilisation en immunothérapie a été protégé par un dépôt de brevet international 

(WO2013/087667). 

Entre autres applications envisageables pour l‟approche KBMA, le laboratoire pense tester le 

développement d‟un vaccin prophylactique anti-Pseudomonas. Malgré quarante ans de 

recherche sur ce sujet, aucun vaccin n‟est actuellement commercialisé (Döring and Pier, 

2008). Le fait de conserver l‟expression des facteurs de virulence et l‟expression du pouvoir 

pathogène de la bactérie tout en bloquant sa réplication peut être une nouvelle approche 

vaccinale, sachant que de nombreux vaccins protéiques ou à partir de bactéries inactivées ont 

échoué à induire une immunité protectrice.    

B. Caractérisation de l’infiltrat tumoral et de la réponse à long terme chez la 

souris, après immunisation avec les vecteurs P. aeruginosa  

Etude de l’infiltrat tumoral   

Le laboratoire avait préalablement démontré qu‟une réponse T CD8+ spécifique du peptide 

SIINFEKL (peptide immunodominant OVA257-264) était obtenue après vaccination et que la 

génération de cette population était dépendante de la translocation de l‟antigène OVA par le 
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SST3 de la bactérie (Epaulard et al., 2006b). Par la suite, deux schémas de challenge 

tumoraux avaient été testés : un schéma d‟immunisation prophylactique et un schéma dit 

« thérapeutique ». Le premier consistait à immuniser les souris à J-14 et J-7 puis à implanter 

les cellules tumorales B16-OVA à J0 ; la protection contre le développement tumoral était 

alors presque complète (entre 90 et 100% des souris ne développaient pas de tumeur). Pour le 

second, la tumeur était implantée à J0 et deux schéma d‟injections étaient évalués : J0/J7 ou 

J7/J14. Dans le premier cas la survie des souris restait significativement meilleure que celle 

des contrôles, alors que dans le second la survie était identique au groupe contrôle (Epaulard 

et al., 2008). Cependant, il est très compliqué de mettre au point un modèle thérapeutique 

avec ce type de tumeur, dont la croissance tumorale est extrêmement rapide. D‟autant plus 

que le temps d‟initiation et de prolifération de la réponse des lymphocytes T spécifiques suite 

à l‟immunisation est évalué à 7 jours environ. Habituellement, après injection sous-cutanée de 

2 x10
5 

cellules tumorales, la tumeur devient palpable en 6-7 jours et sa croissance est presque 

exponentielle à partir de ce moment.  

Les travaux de Yan Wang ont notamment consisté à optimiser ce schéma thérapeutique en 

modifiant le début, le nombre et la fréquence des immunisations en modèle B16-OVA (Wang 

et al., 2012). Elle a pu démontrer qu‟en initiant les immunisations 1 jour après avoir implanté 

les cellules tumorales et en les répétant tous les 4 jours, jusqu‟à 6 fois, elle pouvait protéger 

environ 30% des souris d‟un développement de la tumeur. Cette efficacité était corrélée à une 

forte réponse immune des CTL spécifiques (démontré par ELISpot IFNγ et restimulation par 

le peptide SIINFEKL). Ce schéma peut être considéré comme curatif bien qu‟il soit souvent 

critiqué en raison du début des injections le lendemain de l‟implantation de la tumeur. Mais 

une fois encore, il existe un délai de plusieurs jours avant que l‟immunisation avec les 

vecteurs P. aeruginosa se traduise par une réponse efficace. 

Dans ce travail de thèse, nous avons mis au point un nouveau schéma de vaccination 

thérapeutique dans l‟objectif de pouvoir étudier l‟infiltrat tumoral. Les cellules tumorales 

étaient injectées à J0 et nous débutions les immunisations avec différentes souches vaccinales 

dès que les tumeurs étaient palpables (environ 1 à 2 mm de diamètre), c'est-à-dire à jour 6 

environ. Les immunisations étaient effectuées tous les 3 jours et les souris étaient injectées 

jusqu‟à 6 fois. Au bout de 3 semaines, des différences significatives étaient observées entre le 

groupe contrôle (bactérie sans antigène) et les souris immunisées avec les vecteurs KBMA ou 

vivants atténués. Nous avons alors pu caractériser le phénotype des lymphocytes infiltrant la 

tumeur, ainsi que leur fonctionnalité par cytométrie en flux. Dans les groupes traités, une forte 
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proportion de lymphocytes T CD8+ spécifiques de l‟antigène a été détectée, démontrant la 

capacité des 2 vecteurs à induire une prolifération massive de cellules T spécifiques de 

l‟antigène. Cependant, la fonctionnalité de ces cellules, évaluée par la production d‟IFNγ et de 

TNFα suite à la restimulation de la suspension tumorale par le peptide SIINFEKL, était 

relativement faible. Nous avons 2 hypothèses à proposer suite à cette observation :  

1) Soit d‟un point de vue technique, il est très difficile d‟effectuer une restimulation des 

lymphocytes T CD8+ spécifiques par simple ajout du peptide immunodominant dans 

la suspension tumorale (comme nous le faisons sur les splénocytes ou les cellules 

ganglionnaires) en raison d‟une absence ou d‟une défaillance de présentation du 

peptide par le CMH I. Certaines publications décrivent l‟utilisation de cellules 

dendritiques chargées avec le peptide pour restimuler les lymphocytes présents dans 

une suspension tumorale (Zippelius et al., 2004). Il est par contre beaucoup plus décrit 

de restimuler l‟ensemble de la suspension tumorale de manière non spécifique avec  

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) et ionomycine et de comparer la proportion de 

lymphocytes T produisant de l‟IFNγ entre les groupes traités et les groupes contrôles.  

2) Soit l‟environnement tumoral induit une tolérance importante des lymphocytes T 

CD8+ qui sont incapables de répondre in vitro à une stimulation par l‟épitope dont ils 

sont spécifiques. Notamment les travaux de Zippelius et al. ont montré que chez des 

patients atteints de mélanome, le sang et la tumeur contenaient des lymphocytes T 

CD8+ anti-MelanA/MART1. Cependant, parmi ce pool de lymphocytes spécifiques 

seuls 2 à 8% des lymphocytes intratumoraux produisaient de l‟IFNγ suite à la 

présentation du peptide issu de MelanA/MART1 par des CD, alors que cette 

proportion était proche de 50% pour les lymphocytes sanguins (Zippelius et al., 2004). 

Nous n‟avons pas observé de modifications de la proportion des lymphocytes TREG
 
(données 

non présentées) dans la tumeur, qui représentait en moyenne entre 15 et 20% des lymphocytes 

T CD4+ présents. Par contre une augmentation du ratio LT CD8+/TREG a été notée dans les 

groupes traités, symbolisant une réponse en faveur des lymphocytes T effecteurs plutôt que 

des lymphocytes T suppresseurs. 

 

 Etude de la réponse mémoire CD8+ spécifique 

D‟une manière générale, l‟objectif de la vaccination est d‟obtenir une protection contre un 

pathogène ou une tumeur à long terme et être ainsi capable de générer une mémoire 
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immunitaire vis-à-vis de l‟antigène. Suite à l‟initiation d‟une réponse cellulaire, une petite 

fraction (environ 5%) des lymphocytes T CD8+ effecteurs vont évoluer en lymphocytes T 

CD8+ mémoires (remarquables par leur expression du récepteur à l‟IL-7). Dans le cas précis 

de l‟immunothérapie anti-tumorale, ces lymphocytes T mémoires pourront être remobilisés en 

cas de rechute. Deux phénotypes majeurs de lymphocytes T CD8+ mémoires TEM et TCM, 

avec des propriétés distinctes, ont été largement décrits dans la littérature (cf. Introduction). 

Une controverse anime la communauté des immunologistes à propos de la capacité de ces 

sous-types cellulaires à conférer une protection lors d‟un rappel infectieux ou tumoral. Dans 

notre cas, la question de savoir laquelle de ces 2 populations, si ce n‟est pas les deux, doit être 

obtenue en réponse à l‟antigène pour le développement d‟une immunothérapie efficace à long 

terme.  

Nous avons pu démontrer que les vecteurs P. aeruginosa étaient capables d‟induire une 

protection efficace à long terme lors d‟un challenge tumoral, liée à la présence d‟un pool 

majoritaire de lymphocytes T CD8+ spécifiques effecteurs mémoires (CD62L
low

, CD127
hi

, 

KLRG1
int

) polyfonctionnels (production d‟IFNγ, TNFα, IL-2 et dégranulation).  

Nous allons à l‟encontre de ce qui a été décrit, c'est-à-dire qu‟un phénotype centrale mémoire 

majoritaire engendrait une meilleure protection qu‟un phénotype effecteur mémoire, en raison 

de la forte capacité de prolifération et de différentiation en TEM ou TEFF des lymphocytes T 

CD8+ mémoire centrale (Klebanoff et al., 2006). Une étude de Stark et al. avait d‟ailleurs 

démontré qu‟un vecteur Salmonella-OVA, induisant une réponse mémoire effectrice était 

moins apte à protéger les souris d‟un challenge tumoral B16-OVA, qu‟un vecteur Listeria-

OVA, induisant une réponse mémoire centrale (Stark et al., 2009).  

Cependant une récente étude de Olson et al. a démontré qu‟un sous-type de lymphocytes T 

CD8+ mémoires effecteurs (CD127
int 

CD62-L
low

 KLRG-1
hi

), dont les capacités de 

prolifération étaient faibles, induisait une protection élevée lors d‟une seconde infection 

systémique à Listeria ou au virus de la vaccine (Olson et al., 2013). Ainsi le paradigme TCM/ 

TEM semble être plus complexe, en raison de l‟existence de sous-types de cellules T CD8+ 

mémoires, capables d‟induire une protection, et qui pourrait dépendre du type de pathogènes 

ou de tumeurs concernés (Williams, 2013). 

Enfin, nous avons observé qu‟une plus forte proportion de lymphocytes T CD8+ spécifiques 

de l‟antigène était présente lors de la phase mémoire chez les souris immunisées par les 

bactéries vivantes atténuées (versus KBMA). Ceci pourrait s‟expliquer par la persistance de la 

bactérie dans l‟organisme (notamment au niveau des organes lymphoïdes secondaires) qui 
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entretiendrait une réponse du système immunitaire vis-à-vis de l‟antigène. Il pourrait être 

intéressant d‟effectuer des expériences afin de déterminer cette persistance in vivo, sur le long 

terme, afin d‟étudier cette hypothèse. 

C. Application à l’antigène de tumeur anhydrase carbonique 9 :  

Jusqu‟à présent l‟antigène artificiel ovalbumine et le modèle tumoral B16-OVA ont permis 

d‟évaluer et de caractériser cette nouvelle approche d‟immunothérapie anti-tumorale active. 

L‟objectif est de pouvoir maintenant transposer ces données à des antigènes natifs exprimés 

par des tumeurs humaines. L‟anhydrase carbonique 9 est exprimée fortement par de 

nombreuses tumeurs solides et retrouvée que sur très peu de tissus sains, ce qui en fait une 

cible d‟intérêt thérapeutique pour l‟immunothérapie anti-tumorale. Plusieurs épitopes 

immunogènes ont été décrits chez l‟homme et des réponses T cytotoxiques dirigées contre ces 

épitopes ont été obtenues (Uemura et al., 2006).  

Nous avons donc mis au point et évalué dans un premier temps l‟immunogénicité de vecteurs 

P. aeruginosa vivants (souche OST), capables de délivrer différents fragments protéiques de 

l‟AC9 humaine in vivo, sur 2 souches murines différentes (C57BL/6 contexte H2b et Balb/c 

contexte H2d). Aucune réponse des lymphocytes T CD8+ n‟a pu être détectée sur ces 2 en 

ELISpot IFNγ après restimulation de splénocytes de souris immunisées avec des peptides 

épitopes immunogènes décrits ou prédits, mais également avec la protéine AC9 humaine 

complète.  

Un modèle tumoral B16 exprimant l‟AC9 humaine a pu être développé dans l‟objectif 

d‟effectuer un challenge tumoral sur souris C57BL/6 après immunisation par les vecteurs 

bactériens. Nous n‟avons pas pu mettre en avant de différences statistiques dans la survie des 

souris entre les groupes traités et les groupes contrôles.  

Plusieurs hypothèses pourraient expliquer cet échec :  

1) Bien qu‟il s‟agisse d‟un antigène humain injecté chez la souris (xénoantigène), dont 

l‟immunogénicité pouvait alors être accrue, il existe une homologie de 70% entre 

l‟anhydrase carbonique 9 humaine (Q16790, UniprotKB) et l‟anhydrase carbonique 9 

murine (Q8VHB5, UniprotKB), dont les épitopes décrits ou prédits sont pour la 

plupart également présents dans la séquence murine. Il est donc probable que 

l‟immunisation n‟ait pas été en mesure de rompre la tolérance existante vis-à-vis de 

l‟antigène. Néanmoins plusieurs publications utilisant d‟autres approches démontrent 

l‟obtention d‟une réponse immune dirigée contre l‟épitope AYEQLLSRL et une 
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réponse anti-tumorale (modèle Renca AC9 humaine) chez la souris Balb/c (Kim et al., 

2007b; Shimizu et al., 2003).  

2) Nous n‟avons pas pu tester l‟efficacité anti-tumorale de notre approche sur souris 

Balb/c, en raison de notre échec à produire ou à nous procurer le modèle de carcinome 

murin Renca hAC9. Les seuls essais de challenge tumoraux ont été effectué sur souris 

C57BL/6 avec un nouveau modèle B16-AC9h, pour lequel aucune donnée n‟a été 

publiée. Tous les travaux décrits ont été pour l‟instant effectués avec le modèle Renca 

hAC9 en souris Balb/c. 

3) D‟un point de vue technique, nous n‟avons peut être pas été en mesure de détecter une 

réponse CD8+ dirigée contre les épitopes testés par ELISpot. Il serait intéressant de 

regarder si une réponse anticorps contre l‟AC9 a été générée. Les sérums des souris 

immunisés ont été conservés pour explorer éventuellement cette piste. La présence 

d‟anticorps pourrait nous informer sur la génération d‟une potentielle réponse CD4+ 

contre l‟AC9. 

D. Perspectives 

Avec le recul, le choix de l‟antigène est d‟une importance majeur dans ce type d‟approche. En 

effet il est beaucoup plus complexe d‟induire une immunité contre des antigènes associés aux 

tumeurs que des antigènes spécifiques de tumeurs, en raison de la tolérance du système 

immunitaire. Quelques résultats encourageants avaient pourtant été obtenus précédemment 

avec les antigènes associés aux mélanomes gp100 et Trp2 (Wang et al., 2012), bien qu‟aucune 

réponse immune dirigée contre ces antigènes n‟ait été clairement décrite (autrement qu‟une 

efficacité contre la prise tumorale). 

Il paraît peut être plus approprié, dans un premier temps, de cibler des antigènes spécifiques 

de tumeur, en particulier les oncoprotéines virales responsables de tumeurs viro-induites. Un 

modèle de tumeur induite par le papillomavirus, TC-1, exprimant les protéines E6 et E7 de 

HPV16 est utilisé pour évaluer l‟efficacité d‟une immunisation contre ces antigènes 

(Berraondo et al., 2007; Préville et al., 2005).  

 

Certaines améliorations du vecteur sont encore à développer notamment l‟intégration 

chromosomique d‟une partie du plasmide pEAiS54-antigène. Dans un premier temps, les 

étapes de criblage pour choisir une bactérie candidate peuvent être faite en utilisant la 

construction plasmidique décrite. Mais à termes, il serait préférable de pouvoir proposer une 
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souche vaccinale qui ne présente pas de résistance aux antibiotiques (dans notre cas aux β-

lactamines) et dont l‟expression de l‟antigène est stable. Un des risques d‟utiliser une 

construction plasmidique est l‟échange de matériel génétique qui peut se produire entre 

différentes éspèces bactériennes et ainsi introduire des résistances aux antibiotiques sur des 

bactéries initialement sensibles.     

 

Par ailleurs une question nous est très fréquemment posée : qu‟en est t‟il de la réponse 

CD4+ ? Suite à l‟immunisation il y a probablement 2 types de réponse immune adaptative 

auxquels nous pouvons nous attendre : une réponse dirigée contre le vecteur bactérien et une 

réponse dirigée contre l‟antigène.   

Nous avons démarré quelques expériences préliminaires pour explorer la réponse CD4+ 

spécifiques de l‟antigène OVA suite à immunisations avec les vecteurs KBMA ou vivant 

atténué, afin de déterminer le type de réponse T helper obtenue. Un essai de restimulation 

avec le peptide immunodominant CMH II OVA323-339 sur splénocytes de souris vaccinées, 

suivi d‟une analyse des cytokines produites par les lymphocytes T CD4+ a été effectué. Cette 

expérience ne nous a pas permis d‟observer une production nette d‟une cytokine en particulier 

(parmi IL-10, IL-4, IFNγ et IL-17). 

Une manière indirecte d‟aborder le problème serait d‟investiguer la réponse anticorps dirigée 

contre l‟antigène OVA, qui est nécessairement liée à une « aide » des lymphocytes T CD4+ 

helper. En effet les lymphocytes B prolifèrent et se différencient en plasmocytes sous 

l‟influence d‟une combinaison de cytokines produites par les lymphocytes T. Ainsi l‟IL-4, 

sécrétée par les lymphocytes T CD4+ Th2 entrainerait la production d‟IgG1 ou IgE alors que 

l‟IFNγ, produit par les lymphocytes T CD4+ Th1, favoriserait la production d‟IgG2a. 

En utilisant la souche OST pour vectoriser l‟antigène OVA, Epaulard et al. avait mis en 

évidence un titre relativement faible d‟anticorps anti-OVA circulant (1/90) (Epaulard et al., 

2006c), mais ces anticorps étaient bien présents. Une expérience simple serait de déterminer 

le sous-type d‟IgG anti-OVA par un test ELISA pour identifier le type de réponse CD4+ T 

helper spécifiques de l‟antigène. 

 

La start-up APCure a été créée en 2012 et bénéficie d‟une licence d‟exploitation exclusive 

mondiale des 2 brevets de TheREx, dont celui sur le traitement photochimique (KBMA), pour  

le développement de vaccins thérapeutiques à partir de la technologie BacVac
®
. 
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Le développement d‟immunothérapies anti-tumorales actives par l‟usage de vecteurs 

bactériens a bénéficié d‟avancées majeures ces dernières années et ces approches sont 

promues à un bel avenir, comme en témoigne le développement de thérapies innovantes par 

les sociétés américaines Aduro Biotech et Advaxis en phase clinique avec comme vecteur 

Listeria monocytogenes.  
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Résumé 

Malgré les programmes de dépistage mis en place et le vaste arsenal thérapeutique disponible, 

8,2 millions de décès dans le monde ont été attribués au cancer pour l‟année 2012 (données 

Globocan 2012, OMS). L‟immunothérapie anti-tumorale est en plein essor et consiste 

notamment à exploiter le système immunitaire de l‟hôte pour obtenir une réponse contre la 

tumeur. L‟utilisation de vecteurs bactériens, capables de délivrer un message antigénique et 

de stimuler de manière concomittante l‟immunité innée, fait partie des approches de 

vaccination anti-tumorale prometteuses. Parmi ces vecteurs, une bactérie Pseudomonas 

aeruginosa mise au point par notre laboratoire présente l‟intérêt de pouvoir injecter in vivo 

des antigènes de tumeur, via son système de sécrétion de type III (SST3), directement dans le 

compartiment intracellulaire des cellules présentatrices d‟antigènes. La voie de présentation 

du CMH I est ainsi favorisée et permet la génération d‟une réponse des lymphocytes T 

cytotoxiques vis-à-vis de la tumeur exprimant l‟antigène. Cependant, la poursuite des études 

précliniques et cliniques paraît délicate, en raison du risque infectieux lié à une bactérie 

pathogène, quand bien même atténuée. Lors de ce travail, nous avons donc développé une 

nouvelle souche de P. aeruginosa Killed But Metabolically Active (KBMA), incapable de se 

répliquer, mais toujours apte à jouer son rôle de vecteur. Une analyse de la réponse immune 

anti-tumorale, suite à l‟immunisation par différents vecteurs, a permis de mettre en évidence 

une forte infiltration de la tumeur par des lymphocytes T CD8+ spécifiques de l‟antigène, 

mais également une protection à long terme liée à la présence d‟un pool majoritaire de 

lymphocytes T CD8+ spécifiques effecteurs mémoires. Enfin nous avons cherché à appliquer 

cette technologie à l‟antigène de tumeur anhydrase carbonique 9 (AC9), exprimé par de 

nombreuses tumeurs solides chez l‟homme.    

Abstract 

Despite cancer screening programs and the available therapeutic armamentarium, 8.2 million 

deaths worldwide were due to cancer in 2012 (data Globocan 2012, WHO). The antitumor 

immunotherapy is booming and aims at using the immune system of the host as a response 

against the tumor. The use of bacterial vectors, able to deliver an antigenic message and 

concomitantly stimulate innate immunity, is one of the most promising approaches to 

antitumor vaccination. Among these vectors, the bacterium Pseudomonas aeruginosa 

developed by our laboratory has the advantage of being able to inject in vivo tumor antigens 

via its type III secretion system (T3SS) directly in the intracellular compartment of antigen-

presenting cells. The MHC I presentation pathway is thus favored and allows the generation 

of a cytotoxic T lymphocytes response against antigen-expressing tumors. However, further 

preclinical and clinical studies remain difficult, because of the risk of infection related to a 

bacterial pathogen, even if attenuated. In this work, we have developed a new strain of P. 

aeruginosa Killed But Metabolically Active (KBMA) unable to replicate, but still able to play 

its role as a vector. An analysis of the antitumor immune response following immunization 

with different vectors, allowed to demonstrate a strong tumor infiltration by antigen-specific 

CD8+ T lymphocytes, but also a long-term protection related to the presence of a major pool 

of antigen-specific effector memory CD8+ T cells. Finally we are seeking to apply this 

technology to the tumor antigen carbonic anhydrase 9 (CA9), expressed by many solid tumors 

in humans. 


