au transport rétrograde entre le Golgi et
le réticulum endoplasmique de la plupart
des toxines connues. €n revanche, son
inhibition ne semble pas avoir d’incidence
marquée sur la viabilité cellulaire ou sur la
sécrétion des protéines.

Ainsi, cette analyse génétique a apporté
une masse d’informations inédites sur
les différents mécanismes moléculaires
impliqués dans le transport intracellu-
laire des toxines protéiques de la famille
des A/B toxines. Les genes identifiés
nous permettent d’établir une liste de
nouvelles cibles thérapeutiques, dans
laquelle on peut trouver des facteurs
communs au transport de plusieurs
types de toxines. De plus, il devient
aussi possible d’envisager des straté-
gies intelligentes de multiciblage pour
inhiber plus modérément le transport
a plusieurs niveaux et ainsi limiter les

effets indésirables tout en augmentant
le potentiel protecteur. ¢

Looking for an antidote against

A/B toxins
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L’ADN du soi, allié du systeme
immunitaire pour la fonction
adjuvante de ’alun

Thomas Marichal, Fabrice Bureau, Christophe J. Desmet

> La vaccination constitue I’'une des prin-
cipales armes de la médecine moderne
dans la lutte contre les maladies infec-
tieuses. Les préparations vaccinales
sont le plus souvent constituées d’orga-
nismes pathogenes tués ou atténués ou
d’extraits de ceux-ci. De nombreux com-
posants issus du pathogéne, par exemple
des acides nucléiques ou des molécules
d’enveloppe, peuvent étre reconnus par
le systéme immunitaire inné et entral-
ner son activation [1]. Lors de I’admi-
nistration de nombreuses préparations
vaccinales, "activation de Pimmunité
innée fournit ainsi une aide indispen-
sable au développement des réponses
immunes adaptatives [2]. Dans certains
cas cependant, les réponses induites par
les préparations vaccinales seules sont
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trop faibles pour conférer une immuni-
sation suffisante. On ajoute alors a ces
vaccins un adjuvant, qui augmentera
I’immunogénicité des préparations.

L’ADN extracellulaire libéré

lors d’une injection d’alun

est un immunostimulant puissant

A I'heure actuelle, les adjuvants approu-
vés pour la vaccination humaine les plus
fréquemment utilisés sont les sels d’alu-
minium (appelés plus communément
alun). Calun a été introduit il y a presque
un siecle, de maniére relativement empi-
rique, et il a longtemps été considéré
comme immunologiquement inerte
[3]. Ce n’est que trés récemment qu’on
assiste a un regain d’intérét pour les
mécanismes d’action de I'alun. Il a ainsi

o
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été montré que I'alun active certains
récepteurs de I'immunité innée [4] ainsi
que la libération de signaux endogenes
tels que de I’acide urique [5]. Ualun
est donc loin d’étre immunologique-
ment inerte, et on peut méme envisager
que, comme pour les autres molécules
adjuvantes connues [2], il agisse via
I’activation de I'immunité innée.

Nous nous sommes intéressés, chez la
souris, @ la composition des dépots
d’alun qui se forment rapidement locale-
ment aprés injection. Nous avons observé
que la surface de ces dépots est couverte
de noyaux de cellules mourantes et de
fibres de chromatine (Figure 1A) et que
le liquide interstitiel au site d’injection
contient des quantités significatives
d’ADN extracellulaire [6]. La mortalité
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cellulaire et la libération d’ADN sont la
conséquence d’une certaine cytotoxicité
connue de I’alun. Cet ADN, parce qu’il
est extracellulaire, peut étre reconnu
par le systeme immunitaire inné et I'ac-
tiver [7]. Nous avons dés lors étudié
I’implication potentielle de la libération
d’ADN des cellules mortes dans les fonc-
tions adjuvantes de I'alun. Nous avons
observé que I’ADN de souris, purifié et
injecté en quantités similaires a celles
que I’on mesure au site d’injection de
I’alun, peut, a lui seul, promouvoir aussi
efficacement que I'alun la production
d’anticorps de type IgGl et Ig€, les iso-
types principalement induits lors d’une
immunisation a P’alun (Figure 1B). De
plus, I’élimination de I’ADN extracellu-
laire au site d’injection par un traite-
ment a la DNase | permet d’inhiber la
production d’IgGl et d’Ig€ induite par
IPalun. Ces résultats suggerent donc
que, lors d’une vaccination contenant
de PPalun, PADN de I’hdte lui-méme,
libéré dans le milieu extracellulaire,
agit comme un signal immunostimulant
endogéne capable de promouvoir la pro-
duction d’anticorps.

Les réponses IgGl et Ig€ induites lors
de Pimmmunisation par I’alun mettent
en jeu des voies T2 différentes

L’ADN eucaryote est capable d’acti-
ver différentes voies de signalisation
de Pimmunité innée [8]. Afin d’étu-
dier la contribution potentielle de ces
voies dans Iactivité adjuvante de I'alun,
nous avons utilisé différentes lignées
de souris, chacune déficiente pour un
des genes impliqués dans les voies de
détection de I’ADN. Nous avons pu ainsi
mettre en évidence un role essentiel
de V’interferon response factor-3 (Irf3)
dans la production d’lgE induite par
IPimmunisation a I’alun. Uinvalidation
d’Irf3 n’affectait pas en revanche la
production d’lgGl, I'isotype protecteur
majeur induit par 'alun. Nous n’avons
pas pu, dans cette étude, identifier quel
acteur était impliqué dans la reconnais-
sance de I’ADN conduisant a la produc-
tion d’lgG1l.

Il est généralement admis que la pro-
duction d’IgGl et d’Ig€ lors de I'immu-
nisation a I'alun dépend de I’induction
de réponses T auxiliaires de type 2 (Ty2).
Il apparait cependant de plus en plus

Production d’anticorps

Ag

Ag + ADN

Ag + alun

Ag + alun + DNase |

Figure 1. U’induction de la libération d’ADN de I’héte est impliquée dans I’activité adjuvante
de I’alun. A. Photographie en microscopie confocale de la surface d’un dépot d’alun. ADN est
coloré en bleu par un agent intercalaire capable de se lier a ’ADN extracellulaire ou @ I’ADN du
noyau de cellules mortes. (Barre d’échelle, 50 pm) B. Tableau récapitulatif des effets adjuvants
de I’alun (Ag + alun) et de I’ADN du soi (Ag + ADN) sur la production d’anticorps de type IgM, IgG1
et Ig€ comparés a une immunisation avec un antigene (Ag) en I’absence d’adjuvant. Les effets de

la digestion de I’ADN extracellulaire sont également illustrés (Ag + alun + DNase I).
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clairement que les réponses T,2 induites
par I"alun n’impliquent pas qu’un seul
type de lymphocytes Ty2 [9]. Nous avons
observé que les souris déficientes Irf3™/~
développent des réponses Ty2 dont I'in-
tensité est atténuée. De plus, elles sont
totalement protégées du développement
d’allergies respiratoires dans un modele
expérimental murin classique utilisant
I’alun comme adjuvant pro-Ty2, tout en
conservant une production d’lgGl com-
parable a celle de souris de type sau-
vage. Des lors, nous proposons que I’ADN
de I’hote libéré par I'action de I’alun sti-
mule deux réponses Ty2 qualitativement
différentes (Figure 2) : (1) la premiere,
dépendante d’Irf3, ferait intervenir des
lymphocytes Ty2 « canoniques », qui
interviennent essentiellement dans les
tissus périphériques, par exemple dans
des réponses de type allergique. Cette
premiére réponse promouvrait égale-
ment la production d’Ig€ mais n’aurait
aucun impact sur la production d’IgGl.
(2) La seconde réponse, indépendante
d’Irf3, ferait intervenir des lympho-
cytes T auxiliaires folliculaires de type
2 (Tey2), lesquels stimuleraient la pro-
duction d’lgGl en fournissant I'aide
nécessaire aux plasmocytes producteurs
d’anticorps.

Du point de vue mécanistique, nous
avons montré qu’lrf3 est requis pour
la migration de cellules dendritiques
inflammatoires depuis le site d’injection
de P'alun vers les ganglions drainants.
Ces cellules dendritiques inflammatoires
induisent a leur tour la différencia-
tion de lymphocytes Ty2 canoniques
impliqués dans la production d’lg€
et des fonctions effectrices périphé-
riques, mais incapables d’induire une
réponse humorale de maniere autonome
(Figure 2).

Conclusion

Cette étude montre que la libération
d’ADN chez ’h6te lors d’une vaccination
est un signal immunostimulant endo-
geéne impliqué dans 'activité adjuvante
de P'alun. Nos résultats indiquent en
outre que "ADN libéré par I’alun induit la
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RéponseT, 2

RéponseT,?2

canonique

2"

Figure 2. Modéle proposé du mécanisme de I’activité adjuvante de 'ADN
de I’héte dans la vaccination a Palun. 'alun induit la libération d’ADN
de I’h6te au site d’injection ; I’ADN active le systeme immunitaire inné et
promeut ainsi les réponses adaptatives. Cette réponse comprendrait deux
composantes : 'une dépendante d’Irf3, Iautre indépendante d’Irf3. Dans la
voie indépendante d’Irf3, I’ADN entraine 'activation de cellules T ayant une
fonction auxiliaire folliculaire (Te42) apportant aux lymphocytes B 'aide
nécessaire a la production d’lgGl. Dans la voie dépendante d’Irf3, ’ADN
libéré induit la migration de cellules dendritiques inflammatoires (iDC)
dans les ganglions drainants. Ces iDC induisent une réponse Ty2 canonique,
incapable de stimuler la production d’anticorps de maniére autonome, mais
responsable de fonctions effectrices périphériques et de la production d’Ig€

a partir de réponses B induites indépendamment.

iv Ig€

IgGl

production d’Ig€ et d’IgGl par des méca-
nismes dépendants et indépendants
d’Irf3, respectivement. Nous pensons
que cette étude contribuera a une meil-
leure compréhension du fonctionnement
des adjuvants actuels. D’autre part, la
caractérisation fine des mécanismes de
réponse a I’ADN pourrait contribuer a
terme au développement de nouveaux
adjuvants induisant spécifiquement
la production d’IgGl et dépourvus du
« biais » Ty2 induit par I'alun. ¢

Host DNA, an immune system’s

ally in alun vaccination

Fonctions effectrices
périphériques
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Lésions spinales cervicales

et insuffisance respiratoire

Un traitement révolutionnaire ?

Stéphane Vinit

> Les lésions de la moelle épiniere au
niveau cervical sont malheureusement
relativement fréquentes chez I’lhomme.
Elles entrainent des dysfonctions per-
manentes au niveau locomoteur ainsi
qu’au niveau du contréle neural de
I’activité respiratoire, cette derniére
atteinte représentant I'une des pre-
miéres causes de mortalité chez les
patients. Dans la plupart des cas, une
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assistance ventilatoire est nécessaire
afin de maintenir ces patients en vie.
Malgré cette assistance ventilatoire,
de nombreuses complications peuvent
survenir, obstructions ou infections res-
piratoires par exemple, responsables le
plus souvent de I’issue fatale. Il devient
alors urgent de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques innovantes
afin d’améliorer sensiblement I'activité

respiratoire perdue et d’éliminer ainsi le
besoin de cette assistance mécanique
ventilatoire. Un article paru récemment
dans la revue Nature d’Alilain et al. de
I’'université Case Western Reserve a Cle-
veland, €tats-Unis, [1] démontre pour
la premiére fois une restauration fonc-
tionnelle quasi-complete de I'activité
respiratoire aprés une lésion spinale cer-
vicale chez le rat. Ces résultats ont été
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