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PRINCIPALES ABREVIATIONS

AA : Acide Aminé
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INTRODUCTION

Différents arguments épidémiologiques plaident en faveur d'un réle du
systéme immunitaire dans le contrle du développement de tumeurs. Ainsi il a été
observé une augmentation de fréquence de certains cancers chez les patients
présentant une immunodépression congénitale ou acquise (SIDA, traitement
immunosuppresseurs)(1).

L’identification moléculaire au début des années 90 d’antigénes tumoraux a
démontré 'immunogénicité potentielle de tumeurs méme si le concept de vaccination
anti-tumorale date de la fin des années 50. Dans différentes expériences
d’immunisation avec des tumeurs irradiées, Foley et Klein montraient qu’'une
protection contre une greffe tumorale ultérieure pouvait étre obtenue. Le groupe de
North et d’autres auteurs ont mis par la suite en évidence le réle majeur de
I'immunité de type cellulaire médiée par les lymphocytes T dans le contrfle du

développement des tumeurs.

Ainsi les nouvelles stratégies thérapeutiques en cancérologie s’attachent a
induire aprés vaccination des lymphocytes T cytotoxiques reconnaissant des
antigénes tumoraux. Cependant, lors de vaccination conventionnelle, et d'une fagon
générale, I'internalisation des protéines s'effectue dans la voie endosomale ; elles
sont dégradées dans les lysosomes, et les peptides issus de la dégradation sont
associés aux molécules du CMH de classe |l et ne sont pas la cible des lymphocytes

T cytotoxiques.

Dans le laboratoire U 255 du Professeur W.H.Fridman dans lequel j'ai effectué
mon stage de DEA, le groupe du Docteur E.Tartour a montré lors d’un premier travail
qu'un nouvel outil de vectorisation, le fragment B de la toxine de Shigella
dysenteriae, fusionné a un peptide tumoral permettait le ciblage de ce peptide
exogéne dans une voie de présentation restreinte par le CMH 1.

Dans une premiére étude, nous avons analysé in vitro le mecanisme potentiel
par lequel le fragment B de la toxine de Shigella dysenteriae permettait de cibler une
voie de présentation restreinte par le CMH [. Dans une seconde étude, nous avons
cherché & générer in vivo des lymphocytes T cytotoxiques contre un peptide
vectorisé par le fragment B de la toxine.

La premiére partie de cette thése dresse un bilan bibliographique du réle des
lymphocytes T CD8 cytotoxiques dans le contrdle du développement tumoral,
expose les méthodes utilisées pour générer ces Lymphocytes T specifiques
d'antigéne et présente le fragment B de la toxine de Shigella comme nouvel outil de
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vectorisation intra-cellulaire des protéines. La deuxiéme partie de cette thése décrit
et interpréte I'étude expérimentale.

Ce travail, repris et complété par I'équipe du Dr Eric Tartour, a été publié dans
The Joumal of Immunology, 2000, 165 : 3301-3308 (publication en annexe).
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PREMIERE PARTIE : BIBLIOGRAPHIE

I. Role des lymphocytes T cytotoxiques dans le
développement d’'une immunité anti-tumorale

I.1. Développement de I'immunité anti-tumorale

1.1.1. Reconnaissance d'une cellule tumorale par le systéme immunitaire

Au début du siécle un anatomopathologiste, Holmgren, a observé une
diminution de fréguence de cancers lors de lautopsie de patients decédés de
tuberculose (1). La stimulation du systéme immunitaire par le bacille de Koch
semblait protéger contre le déveioppement de tumeurs. L'injection de tuberculine
chez des patients atteints de cancer reste aujourd’hui un des traitements de
référence des tumeurs de la vessie.

A la fin des années 50, Foley et Klein ont démontrés que des souris
immunisées avec des cellules tumorales irradiées pouvaient étre protégées contre
une greffe tumorale ultérieure. Ces tumeurs murines, induites expérimentalement par
des substances carcinogénes ou par une irradiation par rayon UV, présentaient une
croissance trés variée aprés leur injection a des receveurs syngéniques. La plupart
des tumeurs, appelées “tumeurs progressives”, avaient une croissance
ininterrompue qui pouvait tuer le porteur, mais certaines tumeurs, appelées “tumeurs
régressives” pouvaient croitre pendant un certain temps et régresser ensuite.

Burnet dans les années 70 a formulé la théorie de 'immunosurveillance : “
L’'une des fonctions du systdéme immunitaire, principalement des cellules T, est
d'éliminer les cellules de l'organisme devenues anormales par des mutations ou
transformations néoplasiques, un cancer ne se développant que lorsqu’ apparait un
état d'immunodéficience” (2).

Le besoin impérieux de cellules T pour I'élimination des tumeurs régressives
ou pour la mise en place d'une immunité contre les tumeurs progressives, indique
que ces tumeurs expriment des peptides antigéniques capables d'étre reconnus par

les celiules T.




1.1.2. Identification d’antigenes tumoraux

La caractérisation moléculaire d’antigénes tumoraux reconnus par des
effecteurs immunologiques, a représenté une étape décisive dans 'immunologie des
tumeurs. La recherche de ces antigénes, a l'origine du rejet des tumeurs
expérimentales, a progressé grace aux meéthodes de clonage des cellules tumorales
et des lymphocytes T et & la mise en évidence de lymphocytes T cytotoxiques
spécifiques des cellules tumorales greffées au sein des ganglions des animaux
rejetant leur greffe.

A partir de ces stratégies, d’abord mises au point chez la souris pour
I'identification d’antigénes tumoraux murins, 'équipe de T.Boon a réussi a cloner le
premier antigéne tumoral associé & un mélanome humain, appelé Mage 1
(Melanoma antigen) (3). A la suite de ces travaux pionniers, d'autres antigénes
tumoraux spécifiques de tumeurs ont été identifiés et classés en différents groupes :

- les antigénes provenant de mutations cytoplasmiques, qui générent de
nouveaux peptides capables d'étre présentés sur des molécules du CMH
de classe | & des lymphocytes T CD8,

les antigénes provenant de changement dans le niveau d'expression des
protéines cellulaires normales,

les antigénes provenant de la réactivation de génes embryonnaires qui sont
exprimés dans la tumeur mais non dans le tissu duquel dérive la tumeur,

les antigénes viraux, lorsqu’un virus est associé au développement d'une
tumeur {tel que I'EBV dans le lymphome de Burkitt ou les cancers du
nasopharynx, le virus de 'hépatite B dans les cancers du foie ou certains
papillomavirus dans les cancers du col), peuvent étre la cible d'une réponse

immune anti-tumorale.

L'immunogénicité de ces antigénes tumoraux varie selon le degré d’altérité
(les antigénes anormaux au niveau d’'un tissu, mais exprimés dans un autre tissu,
sont peu immunogénes puisque ils sont reconnus comme soi).

1. 1.3. Immunité naturelle anti-tumorale

La présence d'auto-anticorps contre des antigénes tumoraux suggére
I'existence d’'une réponse physiologique de 'organisme au développement tumoral
(présence d' anticorps dirigés contre des gangliosides (surexprimés dans les
mélanomes, ou les neuroblastomes) dans le sérum de certains patients) (4).
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Trois types de cellules participent & cette immunité naturelle anti-tumorale :

Les lymphocytes NK (Natural Killer) sont susceptibles de lyser in vitro des
lignées tumorajes ayant une expression faible ou nulle de moiecules du
CMH.

Les macrophages activés in vitro par des cytokines (IFNy) et des produits
d’origine bactérienne (LPS) sont susceptibles de lyser in vitro des cellules
tumoraies. Dans différents modéles expérimentaux de tumeurs
transplantables, I'activation des macrophages par des molécules d'origine
bactérienne (lipopolysaccharides, peptidoglycanes, lipopetides) a pu
entrainer une régression tumorale.

Les éosinophiles activés par I'lL5 et différents médiateurs ont une puissante
activité cytotoxique qui peut s'étendre aux cellules tumorales.

1.1.4. Réponse immunitaire spécifique d'antigénes tumoraux

Réponse immunitaire spécifique

Des expériences conduites sur des souris déficientes en lymphocytes T ont
montré que les lymphocytes T étaient nécessaires pour obtenir une régression de la
tumeur, et qu'un transfert de lymphocytes T d’'une souris immune pouvait conférer
une immunité spécifique contre la tumeur aux souris déficientes en cellules T.
L’induction de la réponse primaire spécifique nécessite I'activation de lymphocytes T
CD4+ par des cellules présentatrices d’antigéne exprimant des peptides d’antigéne
tumoraux en association avec des molécules de classe li du CMH. il peut s'agir de la
cellule tumorale elle-méme {ex : cancer colo-rectal), ou de cellules dendritiques ou
de macrophages qui internalisent par endocytose les antigénes tumoraux libérés par

la cellule tumorale.
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Développement d’'une réponse immune anti-tumorale

L'activation de ces Lymphocytes T CD4+ nécessite un premier signal de
reconnaissance du compiexe CMH |I-Ag par leur TcR, doublé d’'un ensemble de
cosignaux : le signal de co-stimulation apporté par des molécules membranaires
(molécule B7 liée a CD28) et la sécrétion de cytokines. La réponse effectrice
cytotoxique spécifique de antigéne est relayée par les lymphocytes T CDB+ qui
nécessitent eux aussi, un signai spécifique et des cosignaux. Le premier signal est la
reconnaissance par leur TcR de I'antigéne associé & une molécule de classe | du
CMH (restriction); la cellule T est alors dite sensibilisée. Le deuxidme signal est plus
complexe, assuré par différentes cytokines dont 'lL2, qui permet la différenciation et
la prolifération des CD8+ en lymphocytes T cytotoxiques ; les cellules T sont alors
dites effectrices. Les lymphocytes T cytotoxiques produisent des cytokines qui vont
agir sur différentes catégories cellulaires et assurer 'amplification de la réponse.

Ces phénoménes aboutissent au développement d’'une reponse immune
spécifique, efficace, avec apparition de cellules T mémoires qui vont assurer la
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persistance de la réponse, méme aprés disparition de l'antigéne causal. Ce
phénoméne de mémoire est trés important car il fonde I'espoir de pouvoir protéger le

patient contre la réapparition de la tumeur.

Role des lymphocytes T CD8+

Le réle des lymphocytes T-CD8 cytotoxiques (CTL) dans linhibition du
développement tumoral a été démontré par différents travaux. Chez la souris, il
existe le plus souvent une corrélation entre la capacité a induire des CTL anti-
tumoraux et une réponse clinique anti-tumorale (5).

Chez homme, et chez la souris, le groupe de Rosenberg a montré que
administration de iymphocytes T infiltrant ies tumeurs (TIL) cultivés in vitro avec de
IL-2 puis réinjectés in vivo entrainait des réponses cliniques anti-tumorales (6). Les
lymphocytes T CD8 cytotoxiques vis & vis de la tumeur semblaient responsables de
cette action. Dans un modéle de mélanome régressif, une infiltration massive par des
lymphocytes T cytotoxiques vis-a-vis de la tumeur du patient suggerait que ces
effecteurs étaient responsables du rejet naturel de la tumeur (7).

La mise en évidence directe de la capacité de CTL humains a lyser des
tumeurs humaines in vivo, dérive de l'expérience ou des clones T humains
cytotoxiques contre un mélanome humain ont été injectéds & des souris SCID
préalablement greffées avec cette tumeur. Une régression clinique fut alors observée
(8). Dans des protocoles de vaccination anti-tumorale, I'obtention de CTL constitue

donc F'un des objectifs a atteindre.

1.1.5. Echappement a la réponse immune anti-tumorale

L’'absence de réponse immune efficace spontanée contre des cellules
cancéreuses exprimant des antigénes tumoraux peut avoir différentes origines :

- influence du volume tumoral : les tumeurs de petite taille ne seraient pas
suffisamment immunogénes, et au contraire les tumeurs trés volumineuses
seraient protégées par la production de molécules immuno-suppressives

comme le TGFf.
- surexpression par certaines tumeurs des génes de résistance a l'apoptose

(lymphome de Burkitt groupe i)

En présence d’'une réponse T cytotoxique initialement efficace, la tumeur peut
échapper par mutations ponctuelles itératives (sélection de mutants et progression

vers des stades de malignité pius élevés).
Le développement de la réponse immune peut étre bloqué par 'absence de peptides
antigéniques présentabies par les moiécules de classe || du CMH, une présentation
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insuffisante des antigénes par les cellules présentatrices, une insuffisance
quantitative de cytokines sécrétées par les lymphocytes T.

La fonction effectrice peut aussi étre déficiente du fait d'un défaut d’expression de
molécules de classe | & la surface de la cellule tumorale, d'un apprétement
(processing) incorrect ou déficient des antigénes tumoraux, conduisant a I'absence
ou l'insuffisance de peptides antigéniques présentables.

En résumé, I'évasion immune tumorale peut résuiter de nombreux facteurs :
absence ou faible immunogénicité des antigénes tumoraux, insuffisance de
présentation aux lymphocytes T CD4+ et CD8+, insuffisance des cosignaux
interceliulaires. On observe alors des situations ol les lymphocytes T sont présents

mais inefficaces (tolérance).
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1.2. Nature et génération de I’antigene reconnu par

les LT CD8 cytotoxiques

LT CDs+ LT CD4+
MHC | +
antigéne MHC I +
antigéne
Protéine endogénae,
Protéine virale ou f ﬁ
tumorale
-« \
Protéasome g
4 .
v ¥ Peptides

Synthdse CMH  TAP

=" @)
- 0 Tk e /

e 7 X

ot "”’@+@‘@ )/.

Endosomes Endosome
Cytosol tardifs

Protéine
exogdne

Voies de présentation de I’antigéne (d'aprés Rock 1996)(9)
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Les LT cytotoxiques CD8 reconnaissent par l'intermédiaire de leur récepteur a 'Ag
(TCR), un complexe formé de la molécule de classe | du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH 1) et d'un peptide issu de la dégradation d’une protéine
intra-cellulaire (10). La présentation d'un peptide a la surface de la cellule cible passe

par trois étapes majeures :

1) Activité protéolytique d’'un complexe muiti-enzymatique cytosoclique et
nuciéaire appelé protéasome
2) Transiocation des différents peptides issus de cette dégradation dans

le réticulum endoplasmique (RE) a 'aide des transporteurs TAP1 et TAP2
3) Association des peptides de 9 acides aminés au complexe chaine

lourde du CMH 1/B2-microglobuline pour former une moiécule de CMH | stable
exportée a la membrane.

Ainsi, las molécules du CMH de classe | exposent des peptides provenant du
cytosol & la membrane cellulaire ol le complexe peptide/CMH est reconnu par des
cellules T CD8 cytotoxiques. Au contraire, les molécules du CMH de classe Il
exposent des peptides plus longs (13-25 AA) générés par une dégradation
polypeptidique au niveau de la voie endosomaie.

Lors de vaccination conventionnetlle, les protéines exogénes ou extra-
celiulaires sont internalisées par les endosomes, dégradées dans les lysosomes et
les peptides issus de cette dégradation s'associent aux moiécules du CMH de classe
11 et ne sont pas la cible des CTL. Ces données expliquent pourquoi dans la majorité
des cas la vaccination 4 l'aide de protéines exogénes est inefficace pour I'induction
de CTL in vivo (11). De méme en dehors de publications anecdotiques, et pour des
raisons mal expliquées (dégradation rapide du peptide aprés son administration,
association préférentielle du peptide aux molécules du CMH | dans le RE piutdt qu'a
la membrane celiulaire), une vaccination peptidique est inefficace pour induire des

CTL (12).

Ainsi, différents procédés ont été employés pour changer arificiellement la
voie de présentation des protéines exogénes, vers une voie de présentation par des

motécules du CMH | (translocation dans ie cytosol) .
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II. Les différentes méthodes visant a
transloquer les protéines exogénes dans le

cytosol

lI.1. Utilisation de vecteurs viraux et bactériens

l.a propriété de nombreux virus et bactéries d'infecter directement le cytosol
de la cellule a été mise a profit par de nombreux auteurs. Des immunisations & l'aide
de différents vecteurs recombinants viraux (vaccine, adénovirus, rétrovirus, poxvirus)
et bactériens (Saimonelia, BCG, Listeria), codants pour des antigénes tumoraux ont
permis d'induire une réponse CTL spécifique contre 'antigéne d'intérét.

Ainsi, 'administration du virus de la vaccine dans lequel a été inséré 'ADNc
codant pour l'antigéne carcinoembryonnaire {(ACE : antigéne surexprimé dans de
nombreuses tumeurs épithéliales) chez des patients atteints de cancers du colon a
permis de générer une réponse T cytotoxique spécifique des épitopes dérives de [
ACE (13).

La vaccination de souris par Listeria monocytogenes recombinée exprimant un
antigéne nucléoprotéique dérivé du virus influenza a entraing des réponses T CD4*
et CDB* effectrices spécifiques de peptides dérivés de cet antigéne (14).Cependant,
les risques post-vaccinaux liés a 'emploi de tels vecteurs vivants, notamment chez
les individus immunodéprimes, limitent leur utilisation.

I1.2. Utilisation de protéines exogéenes

Plusieurs équipes ont recherché en paralléle diverses stratégies pour obtenir
une immunité basée sur des lymphocytes T cytotoxiques dans des modéles

tumoraux ou d'infections virales.

11.2.1. Peptides

Dans la majorité des cas, 'administration de peptides ou protéines exogénes
non modifiés, n'est pas efficace pour induire des CTL. Cependant, deux groupes
indépendants ont montré une régression tumorale partielle chez des individus traités
avec des peptides seuls. Ainsi, l'injection d'un peptide dérivé d'un antigéne tumoral
muté dans une tumeur pulmonaire murine associé a de l'adjuvant incomplet de
Freund permet de traiter des micrométastases aprés chirurgie (15).
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Chez 'homme, linjection du peptide Mage 3 seul sans adjuvant a entrainé des
réponses cliniques partielles chez des patients atteints de mélanome (12).

Ces résultats restent controversés par d'autres protocoles mettant en évidence
une tolérance induite suite & la vaccination par des peptides tumoraux (16).

11.2.2. Peptides et Adjuvants

Une autre approche pour I'induction de lymphocytes T cytotoxiques a éte
recherchée par immunisation peptidique en présence d'adjuvants immunostimulants:

- complexes immunostimulants (ISCOM (Immunostimulating complexes),
mixture de Quil A (saponine) et cholestérol qui forme des micelles) ; QS21,
un composant actif de ia Quil A;

- émulsions eau/huile en présence d'un agent émuisifiant, le mannide
mono-oléate, ce qui constitue I'adjuvant incompiet de Freund ;

- émulsions d'huile dans 'eau composées de pluronic, squalane et Tween ;
des émulsions avec le monophosphoryl lipid A, une forme détoxifiee du
lipopolysaccharide de Salmonella typhimurium (11).

Ces préparations permettent des modifications de la présentation physique de
Fantigéne sous forme de réseau ou d'agrégats, ralentissant son catabolisme et
favorisant sa présentation. Elles agissent essentiellement sur les cellules
présentatrices d’antigéne pour stimuler les cosignaux d’activation (expression de

molécules d'adhésion et de cytokines}).

11.2.3. Peptides modifiés

Peptides fusionnés a une séquence signal

L'utilisation d'un peptide minimal fusionné & une séquence signal du réticulum
endoplasmique & son extrémité terminale sembie plus efficace que le peptide seul
dans l'induction d'une réponse CD8+ spécifique MHC classe |l indépendante (17)

Lipopeptides
Les liposomes sont des dérivés lipidiques complexes qui semblent efficaces
pour induire in vivo des CTL spécifiques, comme 'ont montré des protocoles
vaccinaux murins utilisant des lipoprotéines spécifiques (18} ou des molécules
lipidiques (19) couplées & un antigéne viral. Cependant, les mecanismes de
présentation par classe | de ces antigénes ne sont pas clairement connus.
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I1.3. Antigéne sous forme particulaire

L’utilisation de protéines, sous forme particulaire couplées a des billes de latex
(20), ou certaines protéines virales capables de s'auto-assembler comme des
pseudo particules virales, sembie efficace pour induire in vivo des CTL (21). Une
internalisation de ces antigénes particulaires par phagocytose avec fuite dans le
cytoso! de peptides issus du phagolysosome a été évoquee pour expliquer ce

phénoméne (22) .

Il.4. Utilisation d’ADN nu

Une immunisation de souris par de 'ADN codant pour un peptide p53 mute
peut induire des CTL contre ce peptide (23).
Dans des modsales animaux, la vaccination par de 'ADN plasmidique codant pour
différents antigénes viraux a entrainé une réponse CTL associée a une protection
efficace contre une infection secondaire virale (virus HIV, Grippes, Hépatite B) (24).

I1.5. Utilisation de cellules présentatrices
sensibilisées in vitro avec I'Ag d’intérét

La simple immunisation avec des antigénes sous forme de protéines
recombinantes solubles n'entraine que rarement l'apparition de lymphocytes T
cytotoxiques, les antigénes exogénes étant internalisés vers une voie de
présentation de classe !! et présentés aux lymphocytes T CD4. Les celluies
dendritiques semblent particuliérement spécialisées dans ce mécanisme de
présentation de I'antigéne aux lymphocytes T. Différentes études convergent in vitro
et in vivo chez la souris pour montrer leur capacité a phagocyter des antigenes
exogénes (ou corps apoptotiques) et de présenter des peptides dérivés des
protéines internalisées de maniére restreinte par le CMH | (25,26).

Chez 'homme, des réponses CTL ont été observées aprés sensibilisation de cellules
dendritiques autologues puisées in vitro avec des peptides spécifiques de mélanome
ou des lysats tumoraux autologues suivi de leur injection in vivo (27).

Ainsi, différentes méthodes visant & transloquer des protéines exogénes dans
le cytosol ont été déveioppées. La plupart de ces pistes présente encore
actuellement des limites en termes d’efficacité, de reproductibilité d’'un modele a
l'autre, ou de sécurité (vecteurs viraux, ADN nu). Au laboratoire, un nouvel outil de
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I'autre, ou de sécurité (vecteurs viraux, ADN nu). Au laboratoire, un nouvel outil de
vectorisation intracellulaire des protéines a été développé, reposant sur I'utilisation
du fragment B de la toxine de Shigella dysenteriae.

lll. Utilisation du fragment B de Shigella
dysenteriae comme outil de vaccination anti-

tumorale

lll.1. Origine et structure

La toxine de Shigella dysenteriae appartient & la famille des Shiga toxines,
cytotoxines associées & des maladies diarrhéiques et au syndréme hémolytique et
urémique. Ce groupe inclue la toxine de Shigella dysenteriae type 1 et les
vérotoxines produites par des Eschérichia coli entéropathogénes (28).

Cette toxine a une structure bipartite consistant en une sous-unité A
{ribosomal RNA N-glycosidase, inhibant la biosynthése des protéines dans les
cellules de Mammiféres) associée de maniére non covaiente a un homopentamére
B, sous-unité non toxique {29). Les structures de I'holotoxine et des fragments
pentamériques seuls ont été révélées par cristallographie aux rayons X et par des
études RMN : ie pentamére B a une structure réguliére dans laquelie I'axe central est
formé par les hélices o des 5 monomeres.

111.2. Cellules cibles et interaction cellulaire

Différents types cellulaires sont sensibles in vivo a 'action de la toxine (comme
les macrophages, les lymphocytes B activés, les cellules des villosités intestinales)
tandis que d’'autres cellules {(comme {es cellules T et les celiules de ia crypte
intestinale) ne montrent pas d'activité de liaison (30). Des études de modélisation et
des expériences de mutagenése dirigée ont montré que l'internalisation de la toxine
dépendait du fragment B, interagissant avec un récepteur celluiaire, le glycolipide
globotriaosyicéramide (Gb3) ; chaque pentamére étant en contact avec 15 molécules
de Gb3. Bien que la présence de sites liant fa sous-unité B sur les cellules ne soit
pas un critdre suffisant pour prédire la sensibilité cellulaire a I'action de cette toxine,
I'expression du récepteur Gb3 semble nécessaire pour I'entrée de la toxine dans les
cellules cibles (31). Sandvig et al. ont montré que le récepteur glycolipidique meédie
I'endocytose du complexe Gb3-toxine & travers des puits recouverts de clathrine

(32).
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i11.3. Transport intra-cellulaire du fragment B

Des études sur des cellules cancéreuses A 431 traitées par l'acide butyrique,
un inducteur de Gb3, et sur des cellules HelLa non traitées, ont montré une
localisation de la toxine aprés internalisation dans I'appareil de Golgi et dans le
réticulum endoplasmigue {32). Un transport rétrograde de la toxine de {a membrane
plasmique vers ie RE via les endosomes et I'appareil de Golgi (33) a été decrit,
faisant ensuite intervenir la protéine chaperonne BiP résidente du RE pour la

translocation du RE vers le cytoplasme (34).

lll.4. Fragment B comme vecteur de ciblage de
protéine exogéne dans une voie de présentation

restreinte par le CMH de classe |

Lors d’'un premier travail réalisé au laboratoire, il a été montré que des
protéines de fusion constituées de ce fragment B et de peptides dérives d'antigenes
tumoraux (Mage 1, Mart.)} permettaient la présentation de ces peptides a des
lymphocytas T cytotoxiques de fagon restreinte par les molécules de CMH | (35).
Ces résultats ont été récemment confirmés par d’'autres groupes ou des cellules
sensibilisées, par une toxine apparentée a la toxine de Shiga couplée a un peptide
dérivé du virus de l'influenza, pouvaient étre lysées par des CTL spécifiques du

peptide (36).
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE
EXPERIMENTALE

Ce travail expérimental a été effectué au cours du stage de DEA (“Bases
génétiques et molécuiaires du systéme immunitaire normal et pathologique”
Paris V) dans le laboratoire U255 du Pr. W.H.Fridman, sous la direction du Dr.

E.Tartour.

il a consisté dans une premidre partie & démontrer, dans un modéle
murin, la capacité d'une protéine de fusion associant le fragment B de la toxine
de Shiga et un peptide dérivé de I'ovalbumine & cibler une voie de présentation

restreinte par ie CMH |, puis a en analyser les mécanismes.
Dans une deuxidme partie, nous avons cherché a l'aide d’une protéine

de fusion associant le fragment B au peptide P1A, peptide dérivé d'un antigéne
tumoral surexprimé dans le mastocytome P815, a générer in vivo des CTL

spécifiques chez la souris.

. Matériel et Méthodes

.L1. Matériel

1.1.1. Peptides

Le peptide SL8 correspond au peptide : SIINFEKL dérivé de 'ovalbumine
de poulet (AA 257-264) et restreint pour sa présentation par la molécule de

CMH | K® (45).
Le peptide P1A correspond au peptide : LPYLGWLVF dérivé de la

protéine P815 AB (AA 35-43) exprimée par le mastocytome P815. Ce peptide
est rastreint pour sa présentation par la molécule de CMH | L° (46).
Ces peptides ont été synthétisés par la société Altergen (Schiltigheim

67300. France).
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1.1.2. Lignées cellulaires et milisux de culture

- D1 : Culture primaire de cellules dendritiques originaires de souris

femelles C57 BL6 (H-2b) de 6 4 10 mois (37).
Las cellules murines suivantes proviennent de I'ATCC (American Type

Culture Collection, Rockville, Maryland) :

P815 : lignée dérivée d'un mastocytome obtenu chez des souris
DBA/2 (H-2d) traitées avec du méthylcholanthréne. Le mastocytome
P815 exprimant 5 antigénes immunodominants : A,B,C,D,E (38) .
P1.204 : variant antigénique de la iignée P815 n'exprimant pas les
antigénes A (P1A) et B de la lignée P815, mais gardant la sensibilité
d'étre lysé par les clones CTL anti-C, anti-D et anti-E (38).
L1210.P1A.B7 : lignée obtenue par transfection de 'ADN de P1A et
B7.1 par co-éléctroporation de L1210 (lignée de lymphome de souris
DBA/2 ne comportant pas d'Ag spécifique de la lignée P815) (39).
B3Z : Hybridome T spécifique du peptide SL8 restreint par K* obtenu
par fusion de la cellule Z8 exprimant le géne bactérien lacZ (précede
du promoteur de I'IlL2 humain), et du cione B3 reconnaissant
spécifiquement le peptide SL8 restreint par K® (40). Lors de
reconnaissance spécifique du peptide SL8 restreint Kb, Factivité de
rhybridéme B3Z T est révélée par colorimétrie en mesurant factivite
LacZ des surnageants.

B2B3 = lIA1.6 : cellules de lymphome B transfectées avec 'ADNc
codant pour la molécuie H-2K® (41).

D2SC1 : lignée obtenue par immortalisation rétrovirale (rétrovirus
d’origine aviaire) de cellules dendritiques de rate de souris Balb/c,

d’haplotype H-2K" (42).

Ces lignées cellulaires ont été utilisées pour I'analyse de la présentation
de 2 peptides différents, dans deux systémes de présentation restreinte au

CMH | distincts:

Peptides SL8 P1A
Contexte de présentation CMH - K® CMH I L¢
CMH | (souris C57BL6) (souris DBA/2)
Lignées Effectrices | Dendritiques:D1, |L210.P1AB7
cellulaires utilisées D2SC1
Lymphome B:
B283
Cibles PB15

Les lignées cellulaires sont cultivées 4 37°C dans des flasques Faicon de
250 ml, en atmosphére humide contenant 5% de CO2 dans un milieu complet :
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RPMI 1640 avec Giutamax-1 (Gibco-Life Technologies, Paisley, Angleterre)
supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal (SVF){Dominique Dutscher
Burmath, France) décomplémenté 45 minutes a 56°C ainsi que des réactifs
suivants (Gibco-Life Technologies, Paisiey, Angleterre) : L-glutamine a4 2 mM,
pénicilline (100 Ul/ml), streptomycine (100 Ul/mi), pyruvate de sodium (1 mM)

et f2-mercaptoéthanol (50 uM).
Les cellules D1 sont cultivées a 37°C dans des boites de culture

(Greiner) en atmosphére humide contenant 5% de CO2 dans un milieu IMDM
complet (Sigma) supplémenté avec 30% de surnageant dérivé de ta lignée
NIH/3T3 transfectée avec 'ADNc du GM-CSF murin (Surnageant R1 contenant
200 ng/mi de GM-CSF), 10% de sérum de veau foetal (Dominique Dutscher,
Brumath, France) ainsi que des réactifs suivants (Gibco-Life Technologies,
Paisiey, Angleterre) : L-giutamine a 2 mM, pénicilline (100 Ul/mI), streptomycine
(100 Ul/ml), pyruvate de sodium (5 mM).

[.1.3. Anticorps

L’anticorps anti-H-2K" utilisé est ie clone IgG2a AF6-88.5. L'anticorps
anti-H-2L¢ utilisé est le cione IgG2a 28-14-8. Un anticorps isotypique contréle
ast également employé {Clone G155-178 obtenu a partir de KLH-TNP). Tous
les anticorps ont été obtenus chez Pharmingen-Beckton Dickinson (Le Pont de

Claix, France), et ont été utilisés sous forme biotinylée.
De la streptavidine marquée au FITC a été obtenue chez Dako (Trappes,
France). Un anticorps isotypique contrble igG1 FITC a été acheté chez Beckton

Dickinson.

1. 1.4. Adjuvants utilisés

Interleukine 2 humaine recombinante (Chiron, France).
Adjuvant incomplet Freund (Difco Laboratories Detroit Michigan, USA).

1. 1.5. Inhibiteurs et fixateurs

PPMP : 1-phenyl-2-hexadécanoylamino-3-morpholino-1-propanol est un
inhibiteur de la synthase des céramides glycosylés et des gangliosides. I
n'inhibe pas la synthése des glycoprotéines(43). Il a été fourni par le Dr L.

Johannes (institut Curie).
La lactacystine est un inhibiteur spécifique du protéasome (44) acheté

chez Tebu (BIOMOL Research Laboratories, inc , Plymouth Meeting U.S.A).
La Paraformaldéhyde a 0,5% final a été obtenue chez Sigma.
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1.1.6. Autres réactifs

Ovalbumine (ICN Pharmaceuticals, France SA. Orsay,France).
lonomycine et Acétate de Phorbol Myristate (Sigma, France).

1.1.7. Production des protéines recombinantes Shiga B-P1A et Shiga B-Ova
(SL8)

Les protéines de fusion Shiga-P1A et Shiga-SL8 ont été synthétisees
dans le laboratoire de B. Goud (CNRS UMR 144. Institut Curie) et fournies par
L. Johannes (CNRS UMR 144, Institut Curie).

Les séquences codantes pour le fragment B de la toxine de Shiga et des
peptides P1A ou SL8 ont été insérées dans le vecteur pSU 108. Les protéines
ont été produites dans la souche d'E. Coli DH5a transformée avec le vecteur

pSU-108 recombinant.
Du fragment B recombinant couplé au DTAF (Shiga-DTAF) a été produit

comme précédemment décrit (35).

.2. Méthodes

1.2.1. Etude de I'expression membranaire des molécules du CMH | et de Gb3
par immunofiuorescence

Entre 2 et 5.10° cellules sont incubées pendant 30 ou 45 minutes avec
des anticorps primaires biotinylés & 10 ug/ml. Les cellules sont lavées 2 fois
avec 2 ml de tampon phosphate (PBS) & 3000 tr/min pendant 5 minutes. La
fixation des anticorps primaires biotinylés est ensuite révélée par de la
streptavidine-FITC diluée au 1/50° dans une solution de PBS et laissée a
incuber 30 min & 4°C.

Pour analyser 'expression & la surface des cellules du récepteur Gb3 de
la toxine de Shiga, les cellules sont incubées 45 minutes avec le fragment B de
la toxine de Shiga couplé au DTAF (5-(4,6-dicholorotriazin-2-yl)Jamino
fluorescein) ou au FITC (isothiocyanate de fiuorescéine) pour cytométrie de
flux. A la fin de Pexpérience, les cellules sont fixées dans 500 ut d’une solution
de PBS a 0,5% de formaidéhyde (BDH Chemicals Ltd , Dorset, England).
L'intensité de fiuorescence des cellules est ensuite analysée par cytométrie de
flux & I'aide d'un FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA).
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1.2.2. Test de présentation antigénique (peptide SL8 / lignée B3ZT)

Cent microlitres de celiules présentatrices d’antigéne correspondant a
10° celiules sont déposées dans des microplaques de 96 puits & fond plat
(Costar). Ces cellules sont ensuite mises en présence de l'antigéne ou du
peptide d'intérét. Aprés 2 lavages en PBS stérile, les cellules sont mises en
contact avec 'hybridome B3ZT (2.10° cellules dans 100 ul) & 37°C, durant 12
heures.

L'activation de I'hybridome B3Z T est révélée par colorimétrie en
mesurant 'activité LacZ des surnageants. A cet effet on ajoute & la réaction une
solution constituée de 0.5% NP40 (éthylphénylpolyéthyienglycol, Mallet SA
Chemicals, France) et d’'ONPG (150 ug/100 ul) (O-Nitrophényl B-D-
Galactopyranoside, Sigma (97H5228)), substrat de la §-galactosidase.

Les lectures de densité optique sont effectuées a 405 nm sur lecteur de

microplaques (Labsystems Multiscan MS).

1.2.3. Obtention de lymphocytes par immunisation et stimulation in vitro

Les souris DBA/2 (H-2% femelles agées de 6 a 7 semaines ont été
obtenues chez Iffa Credo (Lyon, France). Les souris sont immunisées par 3
injections & 1 semaine d'intervalle avec les différents antigénes.

A J28, les cellules spiéniques immunes sont isolées aprés prélevement
des rates dans du PBS et broyage sur tamis stérile en milieu DMEM (Gibco-Life
Technologies) additionné de 10% SVF ainsi que des réactifs suivants (Gibco-
Life Technologies, Paisley, Angleterre) : L-arginine (116mg/l), L-asparagine (36
mg/l), B-2-mercaptoéthanol S0uM, pyruvate (1 mM), pénicilline-streptomycine

(100 Ui/ml), giutamine (2mM).
Les cellules spléniques sont stimulées in vitro en présence de cellules

présentatrices dans des puits de 2 mi (plaque Costar de 24 puits) : 5.10°
cellules spléniques immunes + 2. 10° cellules L1210.P1A.B7 irradiées & 10000
Rad/min et 100 U/m| d'IL2 sont mis en présence. Les plaques sont déposées
dans l'incubateur a 37°C pendant 4 jours.

1.2.4. Test de cytotoxicité ( peptide P1A)}

Les cellules P815 et P1.204 cibles (5. 10°) sont marquées avec 200 uCi
de Cr*' (NEN Life, Paris, France) dans un volume de 250 pl de milieu de
culture. Aprés 1 heure d'incubation & 37°C, les cellules cibles sont lavées 2 fois
en milieu RPMI 1640 puis laissées environ 30 & 40 minutes & température
ambiante dans 10 ml de RPMI 1640 (phase de relargage). Les celiuies cibles
sont ensuite ajustées a 5. 10* cellules/ml.
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Dans des plaques de 96 puits a fonds coniques {Costar, 96 puits), aux
100ul de cellules effectrices déposées a différents ratios (effecteurs/cibles :
100/1;50/1;25/1;12,5/1;6,25/1) sont ajoutées 5000 cellules cibles dans 100ul de
milieu RPM!I par puits. Aprés 4h d’incubation a 37°C, 100ul de surnageant sont
déposés dans des microtubes et la radioactivité est comptée au compteur v.

Le pourcentage de relargage spécifique de Cr°' est calculé selon la
formule :

% de relargage spécifique= [(relargage expéerimental - relargage
spontané) / (relargage maximum - relargage spontané)] x 100.
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Il. Résultats

I.1. Mise en évidence d’une présentation,
restreinte par le CMH |, de peptides dérivés
de protéines de fusion exogénes incluant le

fragment B de la toxine de Shigella

11.1.1. Distribution du récepteur Gb3 du fragment B de la toxine de Shiga et de

I'alléle K® du CMH | & la surface de différents types cellulaires

Des études de modélisation et de mutagenése dirigée ont montré que le
fragment B de la toxine de Shiga interagissait avec le récepteur Gb3 a la
surface des cellules et que I'expression de ce récepteur semblait nécessaire
pour I'entrée de la toxine dans les celiules cibies (29).

Afin de caractériser les cellules présentatrices d'antigénes susceptibles
de présenter des peptides dérivés de protéines de fusion incluant le fragment B
de Shiga, nous avons mesuré I'expression du récepteur du fragment B de la
toxine sur différents types cellulaires et la présence de l'alldle Kb, éiément de
restriction du peptide SL8 dérivé de 'ovalbumine. Les cellules ont été incubées
avec le fragment B de la toxine couplé a un fluorochrome (le DTAF), et avec
I'anticorps biotynilé anti-H2 K®; I'immunofiuorescence est analysée par
cytométrie de flux.

La figure 1A montre une expression de lailéle K uniquement & la surface
des cellules de ¥ hybridome B (B,-B,) et des ceilules dendritiques D1. Par
ailleurs, les cellules D1 lient de fagon trés significative le fragment B tandis que
le niveau d'expression de Gb3 semble plus faible sur la lignée dendritique
D2SC1 (Figure 1B) . Les cellutes de iymphome B, B2B3, ne semblent pas

exprimer le récepteur Gb3.
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Expression du récepteur Gb3 du fragment B de la toxine de Shiga et de
lalidle K° du CMH | & la surface des différents types cellulaires :

dendritiques lymphome
D1 D2SCH B2B3
CMH I (K®) + - +
Gb3 + +/- -

II.1.2. Démonstration de la capacité des cellules dendritiques D1 & présenter a

un hybridome T, le peptide SL8 dérivé d’une protéine de fusion Shiga-
SL8.

La figure 2 montre que seules les cellules dendritiques D1 sensibilisées
avec la protéine de fusion Shiga-SL8 sont capables de présenter le peptide SL8
& hybridome T B3Z reconnaissant ie peptide SL8 de fagon restreinte par
Y'alidle K® (et pas les celiules D2SC1 et B2B3).

Afin d'éliminer tout biais dans F'activation de I'hybridome T, nous avons
montré que la mise en contact des cellules présentatrices d’antigéne avec
I'hybridome T en I'absence d'antigéne n’induisait pas la transcription du géne
LacZ reflet de 'activation de I'hybridome T (Figure 2).

Dans les mémes conditions, le chargement direct du peptide SL8 sur les
différentes cellules présentatrices d'antigéne montre que seules les cellules
exprimant l'alldle K® (B2-B3, D1) sont capables de présenter le peptide SL8 &
I'hybridome T { absence d'expression de K® & Ia surface des cellules D2SC1)

(Figure 2).
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Figure 2 : Reconnaissance par un hybridome T spécifique du peptide SL8 dérive de I'ovalbumine et
restreint par F'alldle Kb du CMH | aprds sensibilisation de différents types cellulaires awec la protéine de

fusion Shiga-SL8.

Différents types cellulaires B2-B3 (Kb, DI(K") et D2SCI1{L?) sont incubés pendant 4h 4 37°C avec la protéine de fusion
Shiga-SL8 (1uM), le peptide SL8 (0,14M) ou du PBS. Apres 2 lavages, ks cellules sensibilisées sont mises en contact
durant 12h A 37°C avec les cellules B3Z (hybridane T spécifique du peptide SL.8(257-264) restreint par Xb). L’activation
des celldes T est mesurée par colorimétrie des sumageants en utilisant le substrat ONPG (1.5 mg/ml dilué dans 0,5% de
NP40). Les kctures de densité optique s effecuent 2 405 nm.




Il.2. Analyse du mécanisme de la présentation
CMH | restreinte de peptides dérivés de
protéines exogénes par les cellules

dendritiques D1

11.2.1. Réle de linternalisation dans le “processing " et la présentation du

peptide SL8 dérivé de la protéine de fusion Shiga-SL8

Afin de montrer que la présentation par les cellules dendritiques D1 du
peptide SL8 vectorisé par B-Shiga nécessite une internalisation de la protéine
(et éliminer ainsi un biais secondaire & une dégradation extra-cellulaire de la
protéine et un chargement direct du peptide sur l'alldle K®), les celluies
dendritiques ont été préalablement fixées ou non par de la paraformaldéhyde
(PFA) avant leur incubation avec la protéine de fusion Shiga-SL8 ou le peptide
SL8 seul (Figure 3).

Comme attendu, le peptide SL8 seul est capable de se fixer aussi bien
sur les cellules dendritiques fixées ou non par de la PFA, contrdlant ainsi que
I'étape de fixation n'a pas altéré les différents éléments de présentation de la
cellule. En revanche, seules les cellules non fixéas sont capables de présenter
a 'hybridome T le peptide SL8 dérivé de la protéine Shiga-SL8.

Cette expérience démontre ainsi la nécessité d'une internalisation de la
protéine pour son “ processing " et le ciblage de la voie du CMH . Une
dégradation extracellulaire de cette protéine ne semble donc pas a l'origine
d'une présentation du peptide SL8 issue de Ia protéine Shiga-SL8.

11.2.2. Sensibilité du systéme de présentation de peptides dérivés de protdines

exogénes par les cellules dendritiques D1

Une courbe dose-réponse est réalisée en incubant les cellules
dendritiques fixées ou non par la PFA avec des doses croissantes de la
protéine Shiga-SL8.

Une activation de I'hybridome T est obtenue & partir de 1nM de protéine
recombinante sensibilisante (Figure 4). Le plateau est atteint aprés mise en
contact des cellules dendritiques avec 100 nM de protéine de fusion Shiga-SL8.
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DO 405 nm

D1 FIXEES PFA 3%
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1,6]
D1 NON FIXEES
1,41
T

1,2]

.
0,81 ‘l‘
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0,41
0,2]

0 ———

SHIGA-SL8 SHIGA-SL8 sLs
0,1 pM 0,5 M l l 0,01 M I
|
SL8
SHIGA-SL8 PEPTIDE DERIVE DE
L'OVALBUMINE (257-264)

Figure 3 : Réle de 'internatisation dans la présentation CMH | restreinte du peptide SL8 vectorisé par
le fragment B de la toxine de Shiga

Les cellules D1 sont incubées 10 min & température ambiante avec de ta Paraformaldéhyde 4 3%. Aprds 3 lavages, les
cellules sont incubées durant 4h & 37°C avec la protéine de fusion Shiga-SL8 (0,1uM ou 0,5uM} ou SL8 (001uM).
Aprds 2 lavages, elles sont mises en présence des cellules B3Z (hybridome T spécifique d°OVA(257-264)-Kb) pendant
12 heures La révélation s’effectue comme indiquée 3 la figure 2
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Figure 4 : Comparaison de I'sfficacké de présentation du peptide SLB par les cellules dendritiques D1 (fixées
ou non) aprés une sensibilisation des cellules avec de 'ovalbumine ou ia protéine de fusion Shiga-SL8,

Les cellules sont préalablement incubées 10 min 2 température ambiante avec de la PFA 3% ou du PBS. Apres lavage, elles
sont sensibilisées pendant 4h A 37°C avec de I'ovalbumine ouv la protéine de fusion Shiga-SL8 2 différentes concentrations,
Apres 2 lavages, les cellules sont mises en présence des cellukes B3Z. L’activation de B3Z est révéiée comme indiquée dans la

figure 2.




La fixation préalable des cellules dendritiques inhibe toute présentation du
peptide SL8 inclus dans la protéine Shiga-SL8 méme pour des concentrations
de l'ordre de 500 nM de protéines de tusion (Figure 4).

11.2.3. Réle du fragment B dans le routage du peptide SL8 vers une voie de

présentation restreinte par le CMH-1

Afin de démontrer l'intérét de vectoriser le peptide SL.8 par le fragment B
pour permettre sa présentation de maniére CMH | restreinte, une analyse de la
présentation du peptide SL8 par les cellules dendritiqgues D1 a été réalisée
lorsque celui-ci était inclus dans Povalbumine native.

Comme le démontre la figure 4, aucune présentation du peptide SL8
n'est observée dans ce cas, démontrant l'intérét du fragment B8 comme systeme

de vectorisation.

I1.2.4. Vectorisation du peptide SL8 par le fragment B vers une voie de

présentation restreinte par le CMH |

Afin de démontrer le rdle du récepteur glycolipidique Gb3 dans le routage
de la protéine Shiga-SL8 dans ce modéle de présentation restreint par le CMH
I, nous avons utilisé un inhibiteur de la biosynthése des céramides, le PPMP,
de fagon & moduier I'expression de ce récepteur.

Dans une premiére expérience, nous vérifions que les cellules D1
perdent I'expression de Gb3 lorsqu’elles sont cultivées en présence de PPMP
(révélation par la fixation de la toxine Shiga marquée), tout en conservant celle
de l'alidle K® (observée par un anticorps anti- K° ) (Figure 5A).

Les 2 figures 5A et 5B nous indiquent que la culture des cellules D1 en
'absence de l'inhibiteur permet une présentation du peptide SL8 dérivé de la
protéine de fusion Shiga-SL8, alors que cette présentation est totalement
inhibée lorsque les cellules D1 ont perdu l'expression membranaire du Gb3
aprés culture en présence de PPMP. La figure 5B vérifie que ia présentation
apras le chargement direct de peptide SL8 n'est pas modifiée par la culture en
présence de PPMP.

Une corrélation est donc observée entre I'expression du récepteur Gb3 et
la capacité des cellules dendritiques & présenter le peptide SL8 dérivé d’'une

protéine de fusion Shiga-SL8.
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Figure 5 A : Expression du récepteur Gb3 en présence ou non de PPMP

Les cellules dendritiques, D1, sont cultivées durant 6 jours en présence de I'inhibieur de 1a voie de biosynthése des
céramides, Je PPMP. Le milieu de culture est changé tous les 3 jours. Le PPMP est ajouté A chaque passage. L' analyse de
I'expression du récepteur Gb3 et de 1'alltle Kb 2 la surface des cellules est mesurée par cytométrie de flux.




DO : 405 nm

Culture D1
sans PPMP
Shiga-SL8 (0.25 uM)
. SL8 (0.1 uM)
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Culture D1
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Figure 5 B : R6le du récepteur Gb3 dans l'internalisation et le cibiage de la voie de présentation CMH |
restreinte cde la protéine de fusion Shiga-SL.8

Les cellules dendritiques, D1, sont cuitivées durant 6 jours en présence de |’inhibiteur de 1a voie de biosynthése des céramides,
le PPMP. Le milieu de culture est changé tous les 3 jours. Le PPMP est ajoué i chague passage.Le test de présentation est

réalisé avec les cellules dendritiques cultivées ou non en présence de PPMP, et exposées ensuite aux cellules B3Z. L' activation
des cellules T est mesurée par colorimétrie des surnageant en utilisant le substrat ONPG. Les lecture de densitéoptique

s'effectuent 3 405 nm.
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11.2.5. La présentation du peptide SL8 vectorisé par le fragment B de Shiga est

inhibée par la lactacystine, inhibiteur spécifigue du protéasome

Afin de déterminer si la présentation du peptide SL8 vectorisé par le
fragment B, nécessitait une étape de dégradation cytosolique par le
protéasome, nous avons utilisé un inhibiteur spécitique de I'activité du
protéasome, la lactacystine.

Nos résultats montrent une diminution nette de la capacité des cellules
dendritiques, au cours d’une sensibilisation avec la protéine Shiga-SL8, a
présenter le peptide SL8 a 'hybridome T B3Z en présence de concentrations
croissantes de lactacystine (Figure 6). Cet effet est observé a partir de doses
de lactacystine comprises entre 2 et 20 uM. Dans une expérience contrdle,
nous avons vérifié que la lactacystine n’affectait pas la présentation du peptide
SL8 directement chargé sur les celluies dendritiques. La lactacystine dans ces
conditions ne semble donc pas altérer certaines capacités de présentation des
D1 et n’intertére pas avec la présentation de peptide par l'aliéle K® directement

chargé.

11.3. Induction de CTL spécifiques de I'antigéne
P1A aprés immunisation de souris avec la

protéine de fusion Shiga-P1A

Le peptide P1A est dérivé d’'un antigéne tumoral P815 AB exprimé par le
mastocytome murin P815 ; celui-ci présente la particularité de n'étrs exprimé
que dans les tumeurs (a 'exception des spermatogonies), et il représente donc
I'équivalent murin de nombreux antigénes humains spécifiques de tumeurs.

Une protéine de fusion a été construite avec le peptide P1A et le
fragment B de ia toxine de Shigella dysenteriae (shiga-P1A) comme outil de
vaccination. Dans le laboratoire, le groupe d'E.Tartour a montré la capacité de
cellules dendritiques préalablement sensibilisées avec la protéine Shiga-P1A &
présenter le peptide P1A de fagon restreinte par ie CMH | (résultats non
montres).

Afin d'analyser la capacité de cette protéine de fusion porteuse de
I'antigéne P1A & induire une réponse CTL spécifique, nous avons immunisé
des souris DBA2 par 3 injections intrapéritonéales (aux jours J0, J7 et J21), de
40 ug de Shiga-P1A en présence ou non d'adjuvant incomplet de Freund. Pour




optimiser le test, les splénocytes immuns sont isoiés a partir de la rate et
restimulés in vitro une semaine aprés la troisieme immunisation.

Comme contrdle positif d'immunisation, nous avons employé les celiules de
lymphomes L210 cotransfectées avec 'ADNc codant pour les antigénes P1A et
la molécule de costimulation B7, connues pour induire facilement des CTL
contre P1A. Pour démontrer un réle du fragment B dans cette vaccination, des
souris ont également été immunisées avec le peptide P1A associe & de
I'adjuvant incompiet de Freund.

La figure 7A montre que le mastocytome P815 exprimant l'antigéne P1A
est lysé de fagon significative par les splénocytes de souris immunisées avec la
protéine de fusion Shiga-P1A. Des pourcentages significatifs de lyse (> 20%)
sont obtenus pour des rapports effecteurs/cibles supérieurs @ 10. Le peptide
P1A seul associé & de l'adjuvant incomplet de Freund est inefficace pour
induire des CTL capables de lyser le mastocytome P815. Des résultats
similaires sont observés & partir des souris immunisées avec Shiga-P1A en
présence d'adjuvant incomplet de Freund ou non et avec le contrdle positif
(cellules tumorales).

Afin de contrbler que ies CTL induits étaient bien spécifiques du peptide
P1A, nous avons testé leur activité sur la cible P1-204, variant négatif pour
I'antigéne P1A du mastocytome P815 (Figure 7B). La figure 8 présente la
conclusion de ces expériences ol la soustraction de la cytotoxicité obtenue a
partir des mémes splénocytes sur les lignées P815 et P1-204 permet une
estimation de la lyse spécifique de ['antigéne P1A.

Il s’avére que les CTL induits aprés immunisation avec la protéine de
fusion Shiga-P1A r'induisent pas de lyse significative de la lignée P1-204 pour
des rapports effecteurs cibies inférieurs a 50/1. L'immunisation a l'aide la lignée
L210-P1A-B7 et de la protéine de fusion Shiga P1A associée a de I'adjuvant
incomplet de Freund entraine une lyse modérée (< 30%) de la lignée P1-204
pour un rapport effecteur/cibie de 50/1.

La vaccination a l'aide de la protéine Shiga P1A sans adjuvant ou du
peptide P1A en présence d'adjuvant n'induit pas de CTL capables de lyser de

fagon significative la fignée P1-204.

Ainsi, I'immunisation par le peptide P1A associé a de 'adjuvant incomplet
de Freund est incapable d’induire des CTL spécifiques de ce peptide, tandis
que 'immunisation avec la lignée L210-P1A-B7 est efficace, comme attendue,
pour obtenir des CTL anti-P1A fonctionnels, puisque capables de lyser une

cible exprimant cet antigéne.
Dans les mémes conditions, la protéine de fusion Shiga P1A associée ou

non & de I'adjuvant incomplet de Freund permet l'induction ex vivo de CTL anti-
P1A : un pourcentage de lyse similaire & celui du contrble positif est obtenu aux

rapports effecteurs/cibles 50/1 et 25/1.
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Figure 7 A : Induction d'une réponse CTL ex vivo par immunisation avec Pantigéne P1A vectorisé par la
protéine recombinante Shiga-P1A (cellules cibles P815 expriment le peptide P1A).

Les souris DBA2 sont inmunisées en [P aux jours JO, J7, et J14 avec 40 ug de peptide P1A (100ui) + 100 p 1 d"adjuvant
incomplet de Freund (—#—— ), 40 ug de Shiga-P1A (dilué dans 100 p 1 de PBS) + 100 p 1dadjuvant incomplet de Freund
(—4——), 40 p g de Shiga-P1A (suspendu dans 200 1 1 de PBSY——a——) et 10F cellules L210.P1A-B7 (suspendues dans
200 p 1 de PBS)f~—e-—). Les cellules sont isolées de la raie 3 J28, stimulées in vitro pendant 4 jours avec les cellules
L210.P1A-B7 irradiées (10000 Rad/min), en présence d'IL2 et misent en présence des cellues cibles A J32 pendant 4h. Les
cellules effectrices sont testées pour leur activité cytotoxigue A différents ratio sur les cellules P815 (A) et P1204 - variant
négatif pour I'antigtne P1A de P81S - (B) marquées au Cr51 aprés 4h &' incubation 2 37°C. Le pourcentage de relargage
spécifique du Cr51 est b sur compieur f.
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Figure 7 A : Induction d'une réponse CTL ex vivo par immunisation avec 'antigéne P1A vectorisé par la
protéine recombinante Shiga-P1A (cellules cibles P1204 n’ expriment pas I¢ peptide P1A).

Les souris DBA2 sont immunisées en IP aux jours JO, J7, et J14 avec 40 ug de peptide P1A (100ul) + 100u! d’adjuvant
incomplet de Freund (——g—}, 40 pg de Shiga-P1A {(dilvé dans 100 pl de PBS) + 100 pl d’adjuvant incomplet de Freund
(m——a——), 40 ug de Shiga-P1A (suspendu dans 200 pl de PBS)}——o-—) et 1(F cellules L210.P1A-B7 (suspendues dans
200 w1 de PBS)¢—a-——). Les cellules sont isokes de la rae 4 J28, stimulées in vitro pendant 4 jours avec les cellules
L.210.P1A-B7 irradiées (10000 Rad/min), en présence d'IL.2 etmisent en présence des cellules cibles & J32 pendant 4h. Les
cellules effectrices sont testées pour leur activité cytotoxique A différents ratio sur les cellules P815 (A) et P1204 - variant
pégatif pour I'antigtne P1A de P815 - (B) marquées au Cr51 apres 4h d'incubation 2 37°C. Le pourcentage de relargage

spécifique du Cr51 est v sur compieur p.




I L210-P1A

%
Z Shiga P1A

ShigaP1A +
Adjuvant incompist
de Freund

PtA +
Adjuvant
incomplet
de Freund

% de Cytotoxicié

Rappoit Effecteur Cibles

Figure 8 : Calcul expérimental de la réponse CTL spécifique de Iantigbne P1A par Immunisation avec
I'antighne P1A vectorisé par le tfragment B de Shiga.

Le pourcentage de lyse reflet de la réponse CTL non spécifique de P1A obtenue avec 1z cible P1-204 est soustrait du
pourcentage de lyse obtenue sur la cible PE1S (Figure 7-8) afin 4’ €valuer 1a répounse CTL spécifique dirigée contre P1A.
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TROISIEME PARTIE : DISCUSSION

Au cours de ce travail nous avons montré que des cellules dendritiques
sensibilisées avec une protéine de fusion constituée du fragment B de la toxine
de Shigelia et d'un peptide dérivé de 'ovalbumine (SL8) pouvaient présenter ce
peptide de maniére restreinte par les molécules du CMH de classe | & un
hybridome T anti-SL8.

Au contraire, l'incubation de cellules dendritiques avec I'ovalbumine
native (contenant I'épitope SL8) ne permet pas la présentation de ce peptide a
hybridome T anti-SL8. Ce résultat confirme d'autres travaux ou le fragment B
pouvait vectoriser un peptide tumoral et le cibler dans une voie de présentation
restreinte par le CMH | (35).

Plus récemment un autre groupe indépendant a fusionné un épitope CD8
dérivé du virus influenza a une toxine “ Shiga like " et démontré la possibilité de
différents types cellulaires de présenter ce peptide de fagon restreinte par le
CMH | aprés internalisation de la protéine de fusion (36).

. Mécanismes a lorigine du ciblage de
peptides exogénes par le fragment B de la
toxine de Shiga vers une voie de
présentation CMH 1 restreinte

Dans une premiére expérience, nous nous sommes assurés que le
“ processing " de cette protéine de fusion (Shiga-SL8) ne s'effectuait pas dans
le milieu extracellulaire en montrant que la fixation par la paraformaldéhyde des
cellules avant leur sensibilisation par la protéine de fusion inhibait la
présentation du peptide SL8 (Figure 3).
Le récepteur du fragment B étant un glycolipide, nous avons montré a 'aide
d’'un inhibiteur de la voie de biosynthése des céramides, une relation entre
I'expression de ce récepteur et la présentation du peptide SL8 par les
molécules du CMH | lors d’exposition a la protéine de fusion Shiga-SL8 (Figure
5). Bien que I'on ne puisse pas exclure une action de cet inhibiteur de la
biosynthése de céramides sur une étape d'apprétement de I'antigéne, it semble
que cette voie de présentation d'antigénes exogenes a des molécules du CMH
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de classe | soit dépendante de la liaison du fragment B a son récepteur Gb3
membranaire.

Par ailleurs, aussi bien chez 'hnomme que chez la souris, une association
a été observée entre I'expression de Gb3 sur un type cellulaire et la propriété
de ce type cellulaire & présenter via le fragment B un peptide exogéne de
maniére CMH | restreinte (Figure 1 et 2)(35).

D'autres modéles permettant la présentation restreinte par les molécules
du CMH | de peptides dérivés de protéines exogénes (toxine bactérienne
dérivée de Bordetella Pertussis ou de la toxine de Bacillus anthracis) , m’ont pas
souligné le rote d’un récepteur membranaire (47,48). Lors des stratégies de
présentation CMH | de protéines exogenes sous forme particulaire (billes de
latex, antigéne sous forme d'aggrégats ou des pseudo particules virales
recombinantes, antigénes sous forme particulaire), I'internalisation s’effectue le

plus souvent par phagocytose (11).

Cette présentation de peptides exogénes véhiculés par le fragment B via
un récepteur membranaire constitue donc un mécanisme original de ciblage de

protéines exogénes dans la voie cytosolique.

L'inhibition de la présentation antigénique dépendant du fragment B par
la lactacystine, un inhibiteur de [activité du protéasome, indique qu’un
processing cytosolique via le protéasome est une étape nécessaire pour la
présentation de peptides dérivés de protéines exogénes vectorisées par le
fragment B. Ce passage cytosolique suggére aussi que la protéine de fusion
Shiga-SL8 puisse sortir de la voie endosomale pour rejoindre la voie
conventionnelle de présentation de peptides associés aux molécules du CMH 1.

Deux principales voies de présentation de peptides dérivés de protéines
exogénes ont été décrites dans la littérature.
L'une, initialement mise en évidence par Pfeifer et al, stipulant qu'apres
phagocytose de l'antigene, les peptides libérés dans les endosomes
régurgiteraient a la surface de la cellule et s’associeraient aux molécules de
classe | membranaire (49). Cette présentation était abolie par les inhibiteurs de
Factivité lysosomale tandis que les inhibiteurs de la voie classique de
présentation (lactacystine, bréfeldine) de peptides par les molécules du CMH |,
n'interféraient pas avec cette présentation. Ce phénomeéne de régurgitation est
aujourd’hui trés controversé.
L'autre mécanisme décrit lors de phénoméne de phagocytose ou de
macropinocytose de protéines exogeénes fait intervenir une fuite dans le cytosol
de matériel antigénique & partir de phagolysosomes. Ces antigénes libérés
rejoignent la voie traditionnelle de présentation des peptides par des moiécules
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du CMH | (50). Comme attendu, cette présentation n'est plus observée lors de
'emploi d'inhibiteurs de I'activité du protéasome (lactacystine) ou du transport
de molécules entre le réticulum endoplasmique (RE) et I'appareil de Golgi
(Brefeidine). La présence des protéines TAP permettant le transport de
peptides du cytosol au RE est également nécessaire.

Dans le cas des autres toxines utilisées comme vecteurs de
polypeptides, le groupe de Berzofsky a montré que le “ Lethal Factor” de la
toxine dérivée de Bacillus anthracis, fusionné a un peptide dérivé de la gp120,
permettait le ciblage de ce peptide dans une voie restreinte par le CMH | via un
mécanisme impliquant le protéasome (51). La proteine TAP et le protéasome
semblent également nécessaires a la capacité de la toxine dérivée de
Bordetella pertussis de vectoriser des peptides vers le CMH | (47). Au contraire,
la présentation de peptides restreints par le CMH | via I'exotoxine A de
pseudomonas n'est pas inhibée par la bréfeldine et ne nécessite pas la

présence de la protéine TAP (52).

ll. Cellules présentant des peptides dérivés
de protéines exogénes par des molécules

duCMH )

Dans ce travail, nous avons montré qu'une lignée de celliules
dendritiques était capable de présenter in vitro, de maniere restreinte par le
CMH |, des peptides dérivés d'une protéine de fusion constituée du fragment B
de la toxine de Shigelia et d'un peptide issu de f'ovalbumine. Nous n'avons pas
obtenu de présentation du peptide SL8 de maniére restreinte par le CMH I avec
les quelques lignées de lymphocytes B et T (Fig 1-2 et résultats non montrés)
que nous avons testés aprés leur sensibilisation par la protéine Shiga-SL8.
Dans notre expérience, cette présentation est liée a 'expression de Gb3 sur les

cellules présentatrices.

Chez 'homme les cellulgs dendritiques peuvent présenter des peptides
exogénes de fagon restreinte par le CMH | via le fragment B. Certaines lignées

de lymphocytes B activées par 'EBV sont également efficaces pour ce type de
présentation (35). Nous n'avons pas dans ce travail étudié des lymphocytes B a
différents stades de différenciation et d’activation pour tenter d'expliquer cette

contradiction apparents. .

Aussi bien chez 'homme que chez la souris, les cellules dendritiques
apparaissent donc comme une cible prétérentielie pour le ciblage de peptides
exogénes via le fragment B. En raison du réle reconnu de ces cellules comme
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présentatrices professionnelles d’'antigénes, de nombreux auteurs ont
développé des protocoles ot des cellutes dendritiques sont purifiées et
cultivées in vitro puis sensibilisées avec des antigénes avant d'étre réinjectées
dans l'organisme (53). Cependant, ces protocoles de vaccination nécessitent
une manipulation ex vivo et la lourde contrainte de travailler sur les cellules
autologues du patient. Le ciblage préférentiel de ces cellules dendritiques par le
fragment B permettrait d'éviter ces contraintes. La transposition in vivo du
ciblage des cellules dendritiques par le fragment B semble cependant délicate
(12h de contact avec les B3Z sont nécessaires & la reconnaissance, et la
stimulation in vitro des splénocytes avec de I'lL2 est nécessaire avant le test
CTL).

L'activité de l'adénylate cyclase, toxine dérivée de Bordetella Pertussis, ne
semble pas restreinte a un type cellulaire puisqu'aussi bien des lymphocytes B
et des lymphocytes T sont capables de présenter de maniére restreinte par le
CMH I des peptides dérivés de protéines exogénes via cette toxine (47).

Le “Lethal Factor ” de 'anthrax ne cible pas préférentiellement des celiules
dendritiques pour la vectorisation de peptides exogenes.

Ce routage préférentiel du fragment B de la toxine de Shiga vers des
cellules dendritiques confére donc & cet outil vaccinal un certain avantage par
rapport a l'utilisation de ces autres toxines.

Ili. Induction de lymphocytes T cytotoxiques
aprés vaccination par le fragment B
fusionné a un peptide antigénique

Aprés vaccination avec la protéine de fusion constituée du fragment B de
la toxine de Shiga et du peptide P1A, des splénocytes de souris sont capables
de lyser la lignée tumorale P815 exprimant cet antigéne tumoral. La présence
d’adjuvant incomplet de Freund ne semble pas augmenter cette activité (Figure
7). La spécificité de cette cytotoxicité est démontrée par l'utilisation d'une lignée
P815 déficiente pour 'expression de 'antigéne P1A.

Comme déjd observé par de nombreux groupes, administration du
peptide P1A seul ou associé a de ladjuvant incomplet de Freund est inefficace
pour induire des CTL anti-P1A spécifiques (54). Le peptide P1A étant considéré
comme un peptide peu immunogéne, I'obtention de CTL anti-P1A dans ce
systéme constitue donc un premier résultat significatif sur I'utilisation potentielle
du fragment B comme outil vaccinal.

Ce résultat mérite d'étre évidemment confirmé avec d'autres systémes

antigéniques.
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D'autres méthodes consistant en I'administration de virus recombinants

ou de plasmides avec 'ADNc de P1A ainsi que des particules virales hybrides
contenant I'antigéne P1A ont permis d'induire des CTL in vivo contre ce peptide
(55,56). Néanmoins, I'utilisation chez 'homme de vaccin & ADN pose encore
quelques problémes éthiques liés A la possible intégration de ces séquences
d’ADN dans le génome. Le risque d'atteintes auto-immunes par induction
d’'auto-anticorps anti-ADN nécessite une surveillance étroite de ces patients.
La sensibilisation des celiules dendritiques avec {’antigéne P1A s'est révélée
inefficace, a 'inverse d'autres antigénes, pour induire des CTL probablement di
de la faible immunogénicité de l'antigéne P1A (57). L'administration simultanée
d'iL-12 & ces cellules dendritiques améliore I'efficacité de ce systéme (54).

La place du fragment B de la toxine de Shiga comme vecteur vaccinal
par rapport & ces autres stratégies de vaccination doit étre défini par des études
cliniques comparatives utilisant des mémes antigénes.
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CONCLUSION




CONCLUSION

Pour expliquer et argumenter le role potentie! du fragment B de la toxine
de Shigella comme outil vaccinal, nous avons démontré que des celiules
dendritiques incubées avec des protéines recombinantes exogénes, associant
le fragment B de la protéine de Shiga a un peptide dérivé de I'ovalbumine,
étaient capables de présenter ce peptide de fagon restreinte par le CMH .
Contrairement aux autres méthodes de transport d’'antigéne exogéne vers une
voie de présentation de classe |, qui impliquent une phase d’endocytose ou de
phagocytose, nous avons montré que ce processus d'internalisation est
récepteur dépendant. Quand I'expression de ce récepteur Gb3 est diminué sur
les cellules présentatrices, I'habilité de ces cellules & présenter un antigéne
exogene couplé au fragment B est perdue.

Ainsi, ce mécanisme récepteur dépendant offre différents avantages en
terme de sensibilité et spécificité de cible cellulaire comparé aux autres

approches vaccinales.

Une immunisation de souris a l'aide du fragment B couplé au peptide
tumoral P1A, a permis I'induction de CTL contre ce peptide. Cette induction de
CTL est observée méme en absence d'adjuvant, ce qui distingue ce vecteur
des autres toxines ou agents vecteurs étudiés et ce qui conforte une application
clinique possible chez 'homme, ol seuls quelques adjuvants sont autorisés.
Comme il a été montré par d'autres groupes, 'immunisation du peptide P1A
seul ou associé a de I'adjuvant incomplet de Freund n’entraine aucune activité
de CTL (46) et sa faible immunogénicité obére une stratégie d'immunisation
avec des celiules dendritiques pulsées avec ce peptide visant a induire des

CTL.

Ce travail montre que le fragment B de la toxine de Shiga représente un
candidat attractif pour le développement de vaccin par son habilité a cibler des
cellules dendritiques et sa capacité & induire des lymphocytes T spécifiques

sans adjuvant.
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« Etude d’un modéle de présentation peptidique via le CMH de classe I en vue de

vaccination anti-tumorale : utilisation de peptides fusionnés au fragment B de la toxine de

Shigella »

Dans une premiére partie bibliographique est démontrée I'importance de I'immunité cellulaire
dans le controle des tumeurs, et ses principaux aspects sont décrits, tels que la nature des antigénes
tumoraux et les mécanismes d’évasion immune.

La présentation aux lymphocytes T des antigénes exogénes par |’intermédiaire des molécules du
CMH I est rappelée de fagon a mettre en avant les axes essentiels d’analyse de ce phénomeéne. Les
principales stratégies employées a cet effet sont décrites et comparées.

Dans une seconde partie expérimentale sont présentées 2 séries d’expériences dans des modéles de
présentation antigénique restreinte au CMH [ chez la souris. Ces expériences rendent compte de
I’immunité de 2 protéines issues de la fusion de peptides d’intérét avec Shiga, le fragment B de la
toxine de Shigella :

- une premiére série concerne la présentation du peptide SL8 issu de I’ovaibumine.
Plusieurs études sont exposées, faisant appel 4 une lignée lymphocytaire spécifique de
ce peptide, et a plusieurs conditions expérimentales (dose, inhibiteur), afin de démonter
la translocation du peptide -fusion dans le cytoplasme aprés reconnaissance par le
récepteur Gb3 et son expression associée au CMH de classe 1.

- une deuxiéme série concerne la mise en évidence chez la souris de splénocytes doués
de capacités cytotoxiques spécifiques aprés immunisation par le peptide fusion P1A-
fragment B de la toxine de Skigelia.
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BOSSET SOPHIE - Etude d’'un modéle de présentation peptidique via le CMH de
classe | en vue de vaccination anti-tumorale : utilisation de peptides fusionnés au

fragment B de la toxine de Shigella .

RESUME :

Les virus constituent encore aujourd’hui les vecteurs de référence utilisés dans des
protocoles de vaccination pour cibler des antigénes exogénes dans une voie de
présentation restraeinte par le CMH 1. Le fragment B de la toxine de Shigella permet
également la translocation de protéines exogénes dans une voie non endosomale.

Ce travail montre que des cellules dendritiques incubées avec une protéine de fusion
constituée du fragment B et d’'un peptide dérivé de 'ovalbumine (SL8), sont capables
de présenter ce peptide de maniére restreinte par les molécuies du CMH | & un
hybridome T anti-SL8. L'analyse du mécanisme de cette présentation met en
evidence un rble du récepteur membranaire Gb3 du fragment B de Shiga dans
l'internalisation de la protéine de fusion et sa capacité & cibler ie peptide dans une
voie de présentation restreinte par le CMH |. La présentation du peptide SL8
vectorisé par le fragment B de Shiga est inhibée par la iactacystine, un inhibiteur
spécifique du protéasome.

L’'emploi de ce vecteur couplé a un peptide tumoral P1A permet I'induction de
lymphocytes T cytotoxiques contre ce peptide lors d'un protocole d'immunisation de
souris. Ce travail renforce donc l'intérét du fragment B de la toxine de Shigella

comme vecteur et adjuvant de vaccination.

MOTS CLES :

Vaccination anti-tumorale, Shiga toxine, Cytotoxicité lymphocytaire, CMH |,
Ciblage, Apprétement, Shigella, Fragment B.
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