Planet-Vie | Synthese

Un nouveau concept pour améliorer le
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La tuberculose est une maladie humaine causée par la bactérie Mycobacterium tuberculosis et qui
est responsable chaque année de plus d’un million et demi de décés dans le monde. Le vaccin
traditionnellement utilisé, le BCG, peine a conférer une protection suffisante contre la tuberculose
pulmonaire, a cause de son immunogénicité peu adaptée. Les auteurs présentent ici une nouvelle
souche de BCG recombinante, baptisée BCG::ESX-1MMar, qui posséde une région génomique

permettant I’expression et la sécrétion de certains facteurs dont le BCG conventionnel est
dépourvu. Ces facteurs accedent au cytosol de la cellule hote et constituent des cibles antigéniques

privilégiées pour le systeme immunitaire et par conséquent améliorent I'immunité innée et

1Mmar

adaptative contre M. tuberculosis, faisant de BCG::ESX- un candidat vaccin prometteur.

1. Introduction

Mycobacterium tuberculosis, le bacille intracellulaire découvert par Robert Koch en 1882, est I’'agent étiologique de la
tuberculose humaine, une maladie contagieuse et chronique qui affecte essentiellement les poumons. Au niveau
mondial, la tuberculose compte parmi les dix premieres causes de mortalité. Elle constitue, avec le sida et le paludisme,
les trois premieres pathologies infectieuses qui menacent encore I'humanité. En effet, on estime que le tiers de la
population mondiale porte cette bactérie de facon latente, d’ou la déclaration en 1993 de la tuberculose comme une
urgence mondiale par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Dans plus de 90 % des cas, I'immunité naturelle mise
en place protége les individus de la conversion de l'infection latente vers une maladie active. Cependant, lors de
I'affaiblissement du systéme immunitaire, lié a des facteurs tels que la malnutrition, I'age, le diabete et surtout
I'immunodéficience, génétique ou acquise, le risque d’'évolution vers une tuberculose active s’accroit considérablement.
A I'heure actuelle, 15 millions de personnes sont co-infectées par le VIH et M. tuberculosis dans le monde. La séro-
conversion pour le VIH et I'immunodéficience subséquente augmentent de 30 fois le risque de développer une
tuberculose active. L'ensemble de ces parametres a conduit, en 2015, a la survenue de plus de 10 millions de nouveaux
cas de tuberculose active et 1,8 millions de déces a travers le monde (1) (Figure 1).

Figure 1 - Estimation de I’incidence
de la tuberculose dans le monde en
2015
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Pour lutter contre la tuberculose, des moyens considérables sont mis en place, mais ces efforts sont souvent
insuffisants et compliqués par la nature persistante du bacille. Pour traiter des cas de tuberculose active, un cocktail de
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guatre médicaments antituberculeux de premiere ligne (rifampicine, isoniazide, pyrazinamide et éthambutol) doit étre
pris pendant six mois, ce qui représente un traitement contraignant et colteux. De plus, lors d'un traitement
antirétroviral simultané avec des antituberculeux, des interactions médicamenteuses peuvent activer ou inhiber
I'activité des enzymes hépatiques. Dans le cas des souches multi-résistantes (MDR - résistance a l'isoniazide et a la
rifampicine, au moins), voire ultra-résistantes (XDR - multirésistance a laquelle s’ajoute une résistance a n’importe
quelle fluoroquinolone et a au moins un des trois antituberculeux injectables de deuxieme intention - capréomycine,
kanamycine et amikacine), des antibiotiques de seconde ligne doivent étre ajoutés et la durée du traitement doit se
prolonger a au moins deux ans, avec un pronostic de guérison diminué (2). En vue du contréle de la tuberculose, les
objectifs prioritaires définis par I’'OMS incluent : (i) acheminement des médicaments dans les zones endémiques les plus
reculées, (ii) prise en charge de la co-infection M. tuberculosis-VIH, (iii) élimination de la pharmaco-résistance, (iv)
recherche de nouveaux outils de diagnostic, (v) découverte de nouveaux antibiotiques, et (vi) mise au point de
nouveaux vaccins a visée prophylactique ou thérapeutique (3).

2. Quelques données sur la physiopathologie de la
tuberculose

Les symptdmes caractéristiques de la tuberculose pulmonaire active englobent fievre, sueurs nocturnes, perte de poids,
fatigue, toux, présence de sang dans les crachats et douleurs thoraciques. A ce stade avancé de la maladie, un patient
peut transmettre les bacilles tuberculeux par l'intermédiaire de gouttelettes générées par la toux, qui s’acheminent
vers les voies respiratoires d’autres individus. Cette transmission par aérosols suite a l'induction des Iésions
pulmonaires est une étape clef dans le cycle de propagation de M. tuberculosis, qui est un micro-organisme pathogene
obligatoire.

La premiere ligne de défense de I'héte contre M. tuberculosis est constituée de macrophages de I'espace alvéolaire
pulmonaire qui phagocytent les bacilles inhalés et qui migrent ensuite vers le parenchyme pulmonaire. Ces
macrophages infectés sont alors fortement activés. En effet, les mycobactéries sont trés riches en motifs bactériens
constitués de lipides, glycolipides et lipoprotéines reconnus par une pléthore de récepteurs de I'immunité innée
présents non seulement a la surface cellulaire, mais également dans le cytosol et dans les compartiments endocytiques
des cellules phagocytaires de I’'héte.

De nombreuses études ont été consacrées a analyser le devenir de M. tuberculosis dans les macrophages. Pendant des
années, il était largement admis qu’une fois phagocyté, M. tuberculosis restait enfermé dans les vacuoles/phagosomes
de la cellule hote et continuait a se multiplier en bloquant la maturation du phagosome (4). Cependant, des études
récentes ont montré que M. tuberculosis possédait aussi la capacité de perforer la membrane du phagosome, et
d’établir ainsi un contact direct avec le cytosol du macrophage. Ce pouvoir du bacille tuberculeux d’endommager la
membrane phagosomale nécessite I'action de plusieurs facteurs de virulence de M. tuberculosis, tels que le systéme de
sécrétion de type VIl nommé «ESX-1» (Figure 2) et les lipides mycobactériens présents au niveau de la membrane
externe des mycobactéries pathogénes, nommés phtiocérol dimycocérosate (PDIM ou DIM) (5-8). Longtemps considéré
comme relativement passif, il est clair de nos jours que M. tuberculosis est capable de contourner activement les
mécanismes bactéricides mis en place par la cellule hote. Les facteurs bactériens qui contribuent a la survie de M.
tuberculosis dans les cellules hotes incluent des protéines et des lipides. Ainsi des souches dépourvues de ces éléments
sont atténuées et seront éliminées par la réponse immunitaire.

Les interactions moléculaires entre les mycobactéries et la cellule hote activent de nombreux axes de signalisation
intracellulaires, ce qui aboutit a la maturation phénotypique et fonctionnelle des cellules de I'immunité innée. Celle-ci
repose essentiellement sur I'expression des molécules de co-stimulation a la surface cellulaire et par la sécrétion d’'une
multitude de chimio-attractants et des cytokines inflammatoires. Ces événements aboutissent au recrutement
progressif d’'autres cellules de I'immunité innée (neutrophiles, macrophages, cellules dendritiques, monocytes
inflammatoires, natural killers (NK), macrophages polynucléés), et dans un second temps, le recrutement de cellules de
I'immunité adaptative (lymphocytes B, T CD4™, T CD8™, T & TCRy®&), ce qui aboutit ultimement & la formation d’un foyer
multi-cellulaire sophistiqué, appelé « granulome » (9). Ces tubercules sont a I'origine du nom de la maladie.

Macrophages polynucléées et lymphocytes T a TCRyd

Suite a l'infection pulmonaire par M. tuberculosis, au cours du développement d'un site inflammatoire, des
macrophages peuvent se différencier en différents types parmi lesquels on compte des cellules géantes polynucléées.



Cette modification serait initiée par un des glycolipides de M. tuberculosis, le lipomannane. Cet exemple indique
comment les mycobactéries peuvent moduler la nature des cellules de I'héte. Le réle exact des macrophages
polynucléés n’est pas encore élucidé.

Les lymphocytes T a TCRyd, par opposition aux lymphocytes T a TCRaB, représentent seulement 1 a 5% des
lymphocytes du sang. Ces cellules sont surtout retrouvées dans les muqueuses digestives et respiratoires. Leur nombre
augmente trés significativement dans les poumons lors de I'infection mycobactérienne. Ces cellules peuvent produire
du TNF-a mais sont surtout une source abondante d’interleukine-17 lors de I'infection par M. tuberculosis.

Le granulome est un édifice immunologique largement organisé et fonctionnel qui peut isoler et contenir, voire
éradiquer l'infection primaire. Néanmoins, si le granulome est défaillant ou la mycobactérie hyper-virulente, I’'équilibre
peut basculer en faveur du bacille. Celui-ci se propageant, il entraine une exacerbation inappropriée de la réponse
inflammatoire qui endommage localement le parenchyme pulmonaire. Au centre du granulome défaillant, une nécrose
caséeuse (dont l'aspect rappelle le fromage) se forme d’ou les bacilles, devenus extracellulaires, disséminent. lls
formeront bientét des foyers secondaires d’infection dans le poumon; c’est la survenue d’une tuberculose active (10).
De nombreuses données cliniques ou expérimentales montrent que les réponses immunitaires innées conduisant a la
mise en place des réponses lymphocytaires T CD4%1 de type Thl, ainsi que des réponses T CD8%, constituent les

meilleurs corrélats de protection identifiés jusqu’ici.

Lymphocytes auxiliaires Thl et Th2

Les lymphocytes auxiliaires de type Thl (« T helper 1 ») sont essentiellement producteurs des cytokines IL-2, IFN-y et
TNF-a, par opposition aux lymphocytes Th2, qui produisent préférentiellement de I'lL-4, IL-5 et IL-13. Les lymphocytes
Thl sont efficaces dans la lutte contre les infections intracellulaires, alors que les lymphocytes Th2 sont davantage
impliqués dans les réactions allergiques.

On sait cependant, que le contréle immunitaire du bacille tuberculeux met en jeu des mécanismes multi-factoriels, avec
des caractéristiques spatio-temporelles fines et complexes qui restent encore largement a explorer. Au sein de la
population T CD4" Thl, de nombreuses sous-populations fonctionnelles sont présentes avec différentes spécificités
antigéniques et différents profils concernant leur fonction et leur état d’activation, de différenciation, de mémoire et de
migration et qui peuvent contribuer au contréle de la croissance in vivo du bacille, ou au contraire étre destructeurs
pour le parenchyme pulmonaire. L'induction des réponses adaptatives immunitaires appropriées est donc primordial
lors de la vaccination.

3. Le vaccin actuellement disponible : son histoire,
le pour et le contre

Le seul vaccin antituberculeux actuellement en utilisation est celui qui a été élaboré par Albert Calmette et Camille
Guérin au début du XX® siécle. Calmette, alors directeur de I'Institut Pasteur de Lille, et Guérin, vétérinaire,
s'intéresserent aux mécanismes de l'infection par le bacille tuberculeux et a I'immunité anti-mycobactérienne. lls
cultivérent notamment un isolat de Mycobacterium bovis, fourni par Edmond Nocard, sur des tranches de pommes de
terre traitées a la bile de boeuf. C'est a la suite de passages successifs en culture que Calmette et Guérin observerent
I’atténuation de la virulence et de la capacité pathogénique dans divers modéles animaux. Apres 230 passages, la
souche considérée comme completement atténuée, a été appelée « bacille bilié de Calmette et Guérin » (BCG). Cette
souche a été utilisée d’abord dans des essais de vaccination de jeunes bovins et des singes, avec un certain succés. A
la fin de la premiére guerre mondiale, Calmette mit en place, a I'Institut Pasteur de Paris, une équipe de recherche sur
la tuberculose et pour la préparation du BCG a usage vaccinal. Suite a ces travaux précurseurs et a I’envoi du BCG a de
nombreuses destinations a travers le monde, depuis 1921 plus de 4 milliards de doses de BCG ont été administrées
chez I'hnomme, ce qui fait du BCG le vaccin a la couverture vaccinale la plus vaste au niveau mondial, avec une tres
bonne innocuité.

Bien que le BCG soit efficace jusqu’a 80 % dans les pays les plus septentrionaux de I’hémisphere nord et notamment
contre les formes disséminées des infections mycobactériennes chez I'enfant, il présente une efficacité trés limitée,
voire inexistante dans certaines zones pandémiques contre la tuberculose pulmonaire d’adulte qui est la forme la plus



contagieuse. Un des défauts de ce vaccin est que non seulement I'immunité protectrice qu’il confere est d’'une durée
limitée (environ 10 ans), mais aussi qu’une vaccination de rappel par le méme vaccin (« boost » homologue) n'améliore
pas la protection (11). Vue l'incidence alarmante de la tuberculose dans les zones endémiques de I’Asie du sud-est et
de I'Afrique sub-saharienne et dans certaines régions de I’ex-Union Soviétique, ainsi que la réémergence de la
tuberculose dans des régions du Proche Orient frappées par la guerre (Figure 1), I’élaboration et I'administration d'un
vaccin efficace de nouvelle génération est une nécessité de santé publique.

4. Une approche génétique pour améliorer le BCG

On identifie deux axes majeurs de développement de nouveaux candidats vaccins antituberculeux : (i) les vaccins
vivants atténués, qui consistent en M. bovis BCG génétiquement amélioré ou des mutants atténués de M. tuberculosis,
et (ii) les vaccins sous-unitaires, qui consistent en un nombre restreint d’antigenes, vectorisés et/ou formulés dans des
adjuvants appropriés. La primo-vaccination par un vaccin vivant atténué, suivie d'une vaccination de rappel (« boost »)
par un vaccin sous-unitaire, semble constituer un consensus vers lequel tendent les stratégies mises en place par la
communauté d’experts. Dans notre unité de recherche a I'Institut Pasteur, nous travaillons essentiellement sur le
développement de candidats vaccins vivants atténués.

Les connaissances en génétique, microbiologie et immunologie ont considérablement progressé grace a I'analyse de la
séquence du génome complet de M. tuberculosis (12) et de celui du BCG (13). L'événement génétique principal a
I'origine de I'atténuation de la virulence du BCG est la délétion d’une région génomique d’environ 10 kb, chez le BCG,
nommée région de différence 1 (RD1) (14). Cette région comporte les génes codant pour les éléments d’'une machinerie
de sécrétion trés sophistiquée et spécialisée, dite « systeme de sécrétion de type VII » ou « ESX-1 ». Cette machinerie,
logée dans la membrane cellulaire des mycobactéries, est a I'origine de |'export et de la sécrétion des protéines Esx de
faible poids moléculaire vers le milieu extérieur de la bactérie au travers d'une paroi trés dense et hydrophobe (15, 16).
Certaines de ces protéines secrétées représentent des facteurs de virulence.



espACD operon
r o
A
mem

i | RDT M
DL AAAsATPase  FtsK/SpolllE

H =
SFEFS & & OELHE O P & A

ARD1 6
CFP10 ESAT6
ESX-1

| Capsule

"S? Fryeomembranel
oy

Arabinogalactan

Outer membrane
{mycomembrane)

Inner membrane

Peptidoglycan

Periplasm

Inner membrane

Cytoplasm

Figure 2 - Le systeme de sécrétion
ESX-A de Mycobacterium tuberculosis
a. L'organisation de la région génomique
codant pour les protéines du systéme de
sécrétion ESX-1, de M. tuberculosis et de
I'opéron « espACD » en amont de cette
région. La région ESX-1 comprend les
geénes codant pour I'antigéne EsxA (aussi
appelé ESAT-6) et sa chaperonne EsxB
(également connue sous le nom de CFP-
10), d’autres substrats nommeés « Esp »
(voir ci-dessous), mais aussi pour des
protéines nommées « Ecc ». Ces dernieres
sont des composantes structurales de la
machinerie de sécrétion ESX-1. Noter les
segments « ARD1 » surlignés en rouge ou
en bleu qui correspondent respectivement
aux parties délétées chez M. bovis BCG ou
chez une mycobactérie naturellement
atténuée appelée Mycobacterium microti.
b. Une image de microscopie électronique
montrant les membranes interne et
externe (dite aussi mycomembrane) de
mycobactérie. La partie externe est
composée d’une structure trés dense et
hydrophobe, riche en lipoprotéines,
glycoprotéines et glycolipides, nécessitant
divers appareils de sécrétion tels que ESX-
1 en vue de I'export et la sécrétion de
différents composés de mycobactéries, y
compris les facteurs de virulence, vers le
milieu extérieur. c. Schéma de |'appareil
de sécrétion ESX (selon les données tres
récemment obtenues par analyses de
particules(17) et des substrats sécrétés
par la machinerie ESX-1. La plupart des
composants identifiés jusqu'ici se
localisent dans la membrane interne. Les
composantes de la machinerie ESX-1 qui
seraient localisées dans la
mycomembrane restent encore a
identifier. En plus des substrats EsxA et
EsxB, on note la sécrétion des protéines :
(i) « PE » et « PPE », ainsi appelées car
elles comportent des motifs conservés
Pro-Glu (PE) ou Pro-Pro-Glu (PPE) a leur
extrémité N-terminale, et (ii) une famille
dite « Esp » pour « Esx-1 secreted
proteins ».
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Une hypothese a été émise selon laquelle I'inefficacité du vaccin BCG proviendrait de sa sur-atténuation, liée a la perte
de la région RD1, d’ou sa persistance trop écourtée chez I’'héte pour induire efficacement des réponses protectrices. De
méme, cette délétion entraine I'absence d’'expression de nombreux antigénes a capacité protectrice qui sont codés
dans la région RD1 et sécrétés par le systeme ESX-1. L'idée de la complémentation génétique du BCG par la région RD1
de M. tuberculosis a donc rapidement émergée. L'évolution des outils de génomique, depuis le début des années 2000,
a rendu possible la complémentation du génome des mycobactéries au moyen des cosmides intégratifs, permettant d'y
insérer stablement de larges fragments chromosomiques. La complémentation génétique du BCG par RD1 de M.
tuberculosis a donc donné lieu a « BCG::ESX-1Mtb » qui a non seulement ouvert des perspectives enthousiasmantes
pour améliorer le BCG en tant que vaccin vivant atténué de seconde génération, mais a aussi permis de mettre en
évidence la contribution de différents constituants de la machinerie ESX-1 dans le processus de sécrétion de
nombreuses protéines de mycobactéries a réles déterminants (14, 18-21)

5. Le systeme ESX-1, pierre angulaire de
Ilimmunogénicité mais aussi de la pathogenese de
M. tuberculosis

L'appareil de sécrétion ESX-1 (Figure 2) est responsable de I'export et la sécrétion de toute une batterie de protéines
(ou « substrats ») de faibles poids moléculaires : EsxA, EsxB, EspA, EspC... (15, 16). Probablement grace a leurs petites
tailles, mais aussi a leur sécrétion abondante et active, ces protéines gagnent facilement accés aux machineries de
présentation antigénique par les molécules du complexe majeur d’histo-compatibilité (CMH) de classe | et Il situés
respectivement dans le cytosol et le systeme endosomal/phagosomal de I'héte. Ces protéines constituent donc des
immunogenes puissants pour I'hGte. Par ailleurs, ces protéines sont aussi des facteurs de virulence, car elles
interviennent activement dans le processus que la mycobactérie déclenche pour ne pas étre éliminée par la cellule
hote. Or, il est admis que I'immunité adaptative contre les facteurs de virulence a plus de chance d’étre protectrice.

Immunogeénes et facteurs de virulence

Un immunogéne est une molécule reconnue par le systeme immunitaire de I’héte comme un corps étranger et contre
lequel il met en place une réponse immunitaire spécifique.

Les facteurs de virulence sont des composés produits par des agents pathogenes qui leur permettent d'attaquer les
cellules ou les tissus de I'h6te, de coloniser I'h6te, voire de contourner les différents mécanismes de défense et les
réponses immunitaires mis en place par I’héte. Ces composés permettent donc aux agents pathogenes de se multiplier
ou de persister chez I’'héte afin d’exercer leur pouvoir pathogénique.

Comparé au BCG parental, le BCG::ESX-1Mtb persistait plus longtemps chez I’héte vacciné, provoquait des recrutements
des cellules immunitaires innées de facon plus robuste avec des inflammations plus marquées, comme observés dans le

modele préclinique de souris. Par ailleurs, le BCG::ESX-1MtP

induisait des réponses immunitaires adaptatives de type
proliférative et Thl spécifiques des antigenes codés par RD1. Lorsqu’utilisé comme candidat vaccin, le BCG::ESX-1Mtb
protégeait mieux les souris ou les cobayes contre une souche virulente de M. tuberculosis (21). Cependant, le
BCG::ESX-1MP manifestait un regain assez important de virulence, ce qui a empéché son utilisation comme vaccin a
innocuité acceptable. De nombreuses manipulations génétiques ont été depuis réalisées sur la région RD1 du BCG::ESX-
1Mtb pour tenter de préserver son immunogénicité avantageuse tout en s’affranchissant de I'augmentation de sa
virulence, sans toutefois atteindre cet optimum. En effet, I'immunogénicité des antigenes de RD1 et la virulence des

mycobactéries allaient toujours de pair...

6. Nouveau détour vers les avancées les plus
récentes

La comparaison du BCG parental avec le BCG::ESX-1Mtb d’une part (21) et la délétion génomique de la région RD1 chez
M. tuberculosis d’autre part (22) ont ouvert la voie a la découverte d'innombrables impacts de I'appareil de sécrétion



ESX-1 dans l'interaction des mycobactéries avec le systeme immunitaire de I’héte et les mécanismes de pathogenese
mis en jeu par les mycobactéries. L'appareil de sécrétion ESX-1 et les facteurs de virulence qu'il sécréte conditionnent
en effet la persistance intracellulaire du bacille, son interférence avec la présentation antigénique et la subversion de
I’arsenal immunitaire et bactéricide déployé par I’hote.

M. tuberculosis est un bacille immobile et intracellulaire, de croissance trés lente, qui une fois internalisé par les
macrophages ou les cellules dendritiques, se loge dans le phagosome. Afin de survivre dans cet organite, M.
tuberculosis inhibe la fusion des phagosomes avec les lysosomes, empéchant ainsi sa digestion par les enzymes
lysosomales et persistant dans les cellules de facon chronique. Depuis leur habitat de prédilection remodelé, les
mycobactéries pourvues du systéme de sécrétion ESX-1 et des lipides de virulence (PDIM/DIM) parviennent a
endommager la membrane délimitant les phagosomes et a établir un certain contact entre le phagosome et le cytosol,
et ce dés quelques heures apreés la phagocytose (5-7).

Il est aujourd’hui admis que, grace a cette communication entre le phagosome et le cytosol, I'’ADN de la mycobactérie
peut accéder aux récepteurs cytosoliques du systéme immunitaire inné et notamment I'enzyme cGas (cyclic GMP-AMP
synthase) qui va alors synthétiser des GMP et AMP cycliques (Figure 3). Ces derniers messagers sont reconnus a leur
tour par le récepteur STING (stimulator of interferon genes), ce qui activera un axe de stimulation intracellulaire menant
a la transcription des genes codant des interférons de type | (IFN-1), des médiateurs inflammatoires tres pléiotropiques
(23-25). Par ailleurs, cette communication entre le phagosome et le cytosol donne lieu a la détection des composants
des mycobactéries par des éléments de I'inflammasome localisés dans le cytosol. L'inflammasome est un imposant
complexe moléculaire, capable de détecter des motifs bactériens et de cliver rapidement des pro-cytokines comme pro-
IL-1B et pro-IL18 en cytokines actives, sans nécessiter de mécanismes transcriptionnels laborieux (Figure 3).



Figure 3 - Schéma d’un phagocyte
infecté par M. tuberculosis et les
événements liés au fonctionnement
de I’appareil de sécrétion ESX-1 et a
la translocation cytosolique de I’ADN
de mycobactérie

Un des principaux facteurs de virulence de
M. tuberculosis (Mtb), EsxA, sécrété avec
d’autres composés par le systeme ESX-1,
induit des ruptures dans la membrane du

phagosome a l'intérieur du macrophage

Yover infecté. Il est admis que cet événement
Espa/cl| EsxAB
\

DOVPD

cGAS

déclenche la translocation cytosolique des
composants de mycobactérie comme
I’ADN double brin. (i) Ce dernier est
détecté par le cGAS, qui synthétise le

ATP + GTP

Inflammasome

iasc
Pro-IL-1P

second messager cGAMP. Ce dernier
active le STING associé au réticulum
endoplasmique et la voie de signalisation
qui induit la transcription des IFN de type

I. cGAMP peut également se transmettre a
des macrophages avoisinants non-infectés

IFN-ﬁ
Bl AJM%%@%

— par AIM-2, un détecteur lié a
I'inflammasome, ce qui renforce
|’activation de cette voie et augmente la

et les activer. (ii) L'ADN mycobactérien
cytosolique peut également étre détecté
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Comment trouver une nouvelle approche qui permette d’exploiter ces propriétés attrayantes, toutes liées au
fonctionnement de la machinerie d’ESX-1, en vue de I'amélioration génétique du BCG ?

7. BCG::ESX-1MMar .,n candidat vaccin prometteur
de troisieme génération

A l'instar de M. tuberculosis, Mycobacterium marinum, un pathogéne des organismes aquatiques, posséde un systéme
de sécrétion ESX-1. Notre raisonnement a été de complémenter le BCG, non pas par 'ESX-1 de M. tuberculosis mais par
I'appareil homologue provenant de M. marinum (26). Le BCG::ESX-1MM3r ainsi génétiquement élaboré secréte trés
efficacement les homologues d’EsxA et EsxB provenant de M. marinum. Ces protéines présentent suffisamment
d’homologies de séquences en acides aminés avec leurs homologues dérivés de M. tuberculosis pour induire des
réponses immunitaires T qui reconnaitront les antigenes d’ESX-1 de M. tuberculosis. Cependant, a I'évidence, les
qguelques substitutions en acides aminés entre les éléments des deux systemes ESX-1 empéchent le regain des
fonctions impliquées dans la virulence. En effet, le BCG::ESX-1Mmar

nettement moins que le BCG::ESX-1MP chez des souris immuno-déficientes.

est a peine plus virulent que le BCG parental et

N

Une des propriétés de la souche BCG::ESX-1MMar comme le BCG::ESX-1Mb est sa capacité a activer le systeme
immunitaire inné de I’héte de fagon plus robuste que le BCG. Dans les conditions intraphagosomales, le systeme ESX-1
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reconstitué de BCG::ESX-1MMar semple alors capable d’endommager la membrane des phagosomes des cellules
dendritiques ou des macrophages et d’établir un contact cytosolique. Il en résulte I'activation de la production des IFN-I
et I'augmentation de la production d’'IL-1B, comme développées ci-dessus. Ces propriétés de I'immunité innée sont
accompagnées des réponses adaptatives améliorées induites par cette souche. En effet, le BCG::ESX-1Mmar possede
comme le BCG::ESX-1MtP yn répertoire antigénique plus large que le BCG puisque tous les antigénes de RD1 que nous
avons pu étudier sont sécrétés par cette souche et induisent chez I’'hdte vacciné des lymphocytes T CD4™ de type Thl
et polyfonctionnels spécifiques de ces antigenes. Un autre avantage du BCG::ESX-1MMar ast s capacité a mettre en
place des réponses T CD8™ spécifiques des antigénes partagés par le BCG parental, mais a des fréquences jusqu’a 5 a

7 fois supérieures (26).

Lorsqu’utilisé comme candidat vaccin dans le modele préclinique de souris, le BCG::ESX-1MMar confere une protection
plus significative que le BCG parental, comparable a celle induite par le BCG::ESX-1MP mais avec I'avantage d’étre
dépourvue de virulence notable. Dans le modéle de souris, le BCG::ESX-1MMar non seulement protege efficacement
contre la souche de M. tuberculosis de laboratoire mais également contre des souches hyper virulentes des familles
Beijing ou Harlem (26). Le mode de fonctionnement du candidat vaccin BCG::ESX-1MMar peyt se résumer comme dans

la Figure 4.
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8. Conclusions

Les résultats présentés dans cette revue montrent clairement que les réponses immunitaires induites par un vaccin
antituberculeux qui a la capacité d’établir le contact avec le cytosol de la cellule héte sont qualitativement et
quantitativement plus protectrices. Par conséquent, ces données ouvrent de nouvelles perspectives en vue de la mise
au point d’un vaccin plus efficace contre les différentes pathologies provoquées par M. tuberculosis. Ce concept basé
sur la recherche en biologie cellulaire et immunologie est donc prometteur pour développer des vaccins de nouvelle
génération.
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