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Conditions de I'activation lymphocytaire par

la cellule dendritique : #he danger theory*

2 Captation d’antigéne et apprétement
pour présentation
= Aux T CD4+ (antigenes phagocytés) — i @
= Aux T CD8+ (antigénes produits par la

cellule)

Q0 Signaux de « danger » : ligands
des Toll-like receptors (TLR)

= TLR2:
= TLRS:
- LPS
= TLRS5:
= TLR9:

= TLR4

peptidoglycane

ADN simple brin (viral) s Expression par la cellule dendritique

de molécules de costimulation

flagelline

ADN bacteérien
* Polly Matzinger, 1994 (Ann Rev Immunol)



‘ Principe de la vectorialisation

= Utilisation de la bacterie
0 Comme source / agent de synthese
2 Comme veéhicule
2 Comme mode de délivrance précis
2 Comme adjuvant (ligands des TLR)

de la protéine-cible

" Pour déclencher une reaction T cytotoxique
contre les cellules exprimant cette proteine
(tumeur, infection virale ...)
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‘ Svsteme de secretlon de the I11

T

Eukarotc cell
me mbrane

Kubori Science
© Dara Frank 1998

Toxines concernées chez P. aeruginosa : ExoS, ExoT, ExoU, ExoY



‘ Le principe : vectorisation de
protéines antigéniques par le SSTT

Cellule dendritique

P. aeruginosa

Antigene

TCD8+

(fusionné a un
fragment de toxine)

1998 : premiere proposition avec le SSTT de Salmonella (H. Russmann, Science)



‘ Pseudomonas aernginosa, SSTT
et délivrance de protéines

= Elaboration de constructions génétiques

= Fusion toxine ExoS — protéine d’interét sous la dépendance
du promoteur de la toxine

" Placee sur un plasmide

= Associé a un systeme d’hyperproduction de 'activateur
transcriptionnel du gene de la toxine

® Transfert du plasmide dans la souche CHA de P. aeruginosa



Orf1 (chaperonne)
Exo0S54

antigéne /V>

EXsA (activateur transcriptionnel)
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Détermination de la séquence d’ExoS
nécessaire a la sécrétion

= Elaboration de plusieurs constructions génétiques : fusion
de difféerentes longueurs d’ExoS avec la protéine XylE

ExoS129 XvIE

Ex XvIE
ExoS54 leE

Ex0S17 leE

" Introduction de la construction dans la souche et étude
de la sécrétion des fusions



Détermination de la séquence d’ExoS
nécessaire a la sécrétion
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Analyse par SDS-PAGE du surnageant de culture

avec ou sans induction du SSTT



‘ Ftude de la sécrétabilité d’une fusion
ExoS-antigene d’étude : ovalbumine
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Etude i vitro de la délivrance d’antigéne

N e TCDg+
P. aeruginosa ~ @

" Antigene modele : ovalbumine
" P.aeruginosa délivrant ExoS540va
" Cellules dendritiques murines

= TCD8 + murins

a  specifique d’'un peptide de I'ovalbumine
2 Avec un gene rapporteur de son activation



|
Etude iz vitro de la délivrance d’antigéne

= Oo0ucrlie vecliorielie .

CHA S540va
i 0,7]
= Controles : 061
2 Souche mutée dans le SSTT [
(CHA.BD) e

I
4 Souche synthétisant sans la (11
sécréter I'ovalbumine (pas de _ _ _ _ _
fusion avec la toxine) milieu  CHA CHA CHA CHA-BD
0 Souche délivrant un autre Ag sans  §54-Ova S54-GFP S0-Ova S54-Ova

bactérie

(GFP)




‘P. aeruginosa, SSTT et délivrance d’antigene :

¢tude 2 vivo (modele murin)

" Antigene modele : ovalbumine
= Méme souches qu’in vitro

" [njection du vecteur
puis quantification des TCD8+ anti-ovalbumine

" Injection du vecteur

puis implantation d’'une tumeur exprimant I'ovalbumine :
melanome B16-Ova




‘Génération de T CD8+ anti-ovalbumine
= Vaccination J1 et J7 (5.10° bactéries)

= Sacrifice et recueil des splénocytes a J13

" Quantification en cytométrie de flux par
double marquage :

0 CD8+
4 Tetramere TC JCD8+
(marquant les TCR spécifiques de I'Ova) %ﬂ .

*)

Tétramere de CMH-1/peptide




‘Génération de T CD8+ anti-ovalbumine
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absence de tumeur visible

survie

Protection anti-tumorale

= Vaccination SC (flanc D) a J1 et J8 (5.10° bactéries)
Implantation de B16-Ova (2.10° cellules) SC (flanc G) a J15
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== CHA S54-Ova (n=8)

== CHA S0-Ova (n=6)
CHA-BD S54-Ova (n=7)

== CHA S54-GFP (n=8)

— PBS (n=8)



‘ Vaccination curatrice

= |njection IV de B16-Ova a J1 (10° cellules)
= Vaccination SC a J5 et J13 (5.10° bactéries)

= Sacrifice a J16 et quantification des masses thoraciques
meétastatiques
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Poursuite de 'optimisation du vecteur

= Déletion de genes de virulence
2 Toxines du SSTT
2 Agents du quorum sensing

= Déletion de gene de ménage
2 Rendre la bactérie auxotrophe
2 Limiter la croissance dans I'organisme vacciné

" Pentamutant actuellement a I'étude
2 DL50 500 fois plus élevée
2 Efficacité a doses non toxiques




Un autre modele : immunothérapie anti-
plasmodiale

= But : declencher une réaction lymphocytaire T
cytoxoxique contre les héepatocytes infectes par les
sporozoites apres inoculation par le moustique

= Vectorisation d’antigenes de la phase hépatocytaire de
I'infection
2 Protéine circumsporozoitaire (CSP)
9 Autres




Protection anti-plasmodiale

Modele murin

P. yoelii

Vaccination J1-J7

Inoculation de 100 sporozoites a J15
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Quantification de l'infiltrat hépatique TCD8+




Perspectives et développement en cours

" Tumeur cérebrale
0 Etude de la vaccination anti-glioblastome
2 Antigenes natifs (identiques aux tumeurs humaines)

" Paludisme
2 Combiner la vectorisation d’épitopes T4 et T8
2 Ameliorer le schéma d’injection

= \/ers une utilisation chez ’lhumain ?
Travaux en ce sens avec Salmonella aux USA
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