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> Dans le cadre de leur module d’analyse scienti-
fique, des étudiants de la promotion 2020-2021
des Master 2 «Immunologie Translationnelle et
Biothérapies » (ITB) et « Immunologie Intégrative
(12S)  (Mention
Moléculaire et Cellulaire, Parcours Immunologie,

et Systémique » Biologie

Partenariat
rpédecine/sciences -
Ecoles doctorales - Masters (39)

L’actualité scientifique vue par

les étudiants du Master 2 « Immunologie
Translationnelle et Biothérapies »

(ITB) et « Immunologie Intégrative

et Systémique » (12S) (Mention Biologie
Moléculaire et Cellulaire), Parcours
Immunologie, Sorbonne Université

Sorbonne Université) se sont penchés sur la litté-
rature et ont pris la plume pour partager avec les
lecteurs de m/s quelques-uns des faits marquants
de I"actualité en immunologie. Voici une sélection
de quelques-unes de ces nouvelles, illustrant la
large palette des axes de recherche en cours sur
les mécanismes physiopathologiques des maladies
infectieuses, auto-immunes, inflammatoires et
tumorales et sur le développement d’immunothé-
rapies pour le traitement de ces maladies.

On y découvrira ainsi de nouvelles avancées sur la
recherche d’anticorps neutralisants dans le traitement du
paludisme, sur la constitution de banques d’organoides
issus de tumeurs pédiatriques, sur la plasticité des voies
de mort cellulaire en réponse aux infections bactériennes
dans les macrophages, sur I'effet du récepteur de
I'interleukine 1 (IL-1R) sur les neurones sensoriels
dans la douleur associée aux maladies inflammatoires
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L9, un nouvel anticorps monoclonal
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chroniques, et, enfin, sur la découverte de deux nouvelles
cibles thérapeutiques dans le sepsis.
I’équipe pédagogique remercie également

chaleureusement les différents tuteurs, experts dans
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les domaines se rapportant aux Nouvelles, qui ont
accompagné avec bienveillance et enthousiasme le
travail de nos étudiants ! <
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> Le paludisme, ou malaria, est une
maladie parasitaire potentiellement
mortelle, causée par le parasite proto-
zoaire Plasmodium et transmise par les
moustiques du genre Anopheles. €n 2018,
la moitié de la population mondiale
vivait toujours dans une zone d’endémie
palustre et plus de 400 000 déces annuels
étaient recensés par I’Organisation mon-
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diale de la santé (OMS), dont 94 % en
Afrique sub-saharienne [1]. Entre 2001
et 2013, I’intensification des moyens de
lutte contre la maladie, comme la distri-
bution massive de moustiquaires impré-
gnées d’insecticide, a permis un recul de
prés de 47 % du nombre de déces impu-
tables au paludisme [2]. Cependant,
depuis 2015, ce pourcentage stagne. Est

en cause, notamment, le développement
de résistances du moustique aux insec-
ticides et du parasite aux médicaments
antipaludiques. De plus, le vaccin anti-
paludique le plus avancé (RTS,S)! ne

! Constitué de I’antigéne RTS : épitope T de la protéine
circumsporozoite fusionné a I'extrémité N-terminale de la
protéine d’enveloppe du virus de I’hépatite B, associé a la
protéine S du virus.
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Figure 1. Stratégie mise en place pour lidentification de nouveaux anticorps a forte activité

neutralisante et corrélation avec [’épitope reconnu. (1-2) Les anticorps spécifiques de la région

jonctionnelle de la CSP (sonde peptidique SO2 et protéine entiére CSP), issus d’un individu

immunisé protégé, ont été isolés et testés pour leur role protecteur in vivo. 'anticorps mono-

clonal (AcM) L9 a montré une efficacité supérieure a celle d’autres AcM injectés a la méme

dose. Néanmoins, les doses protectrices différent selon le modéle animal utilisé (100 pg versus

10 pg). UAcM L9, ainsi que d’autres AcM a fort potentiel neutralisant, ont ensuite été étudiés

par imagerie afin d’explorer les mécanismes & la base de leur activité neutralisante in vivo (3)

ainsi que pour leurs caractéristiques de fixation in vitro vis-a-vis de peptides d’intérét et de la

CSP entiére (4). Enfin, la protection conférée par cet AcM a été confirmée en infectant les souris

par piqlires de moustiques, un mode d’infection plus proche de la réalité (5). SPZ : sporozoite ;

PfSPZ : sporozoites de P. falciparum ; LB : lymphocyte B ; Ac : anticorps ; CSP : circumsporozoite

protein ; €C : effective concentration.

confere qu’une protection limitée et peu
durable : 30 % d’efficacité a 4 ans [3].
Il est donc indispensable de chercher a
améliorer les traitements existants et
également d’en trouver de nouveaux.

Cing espéces de Plasmodium infectent
I’lhomme mais c’est Plasmodium falci-
parum (P. falciparum) qui est respon-
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sable de 99,7 % des décés [1]. L'infec-
tion débute lorsque les sporozoites,
la forme invasive et mobile du para-
site, sont inoculés dans le derme par le
moustique infecté lors d’un repas san-
guin [4]. Les sporozoites gagnent alors
la circulation sanguine et atteignent
le foie ou ils envahissent les hépato-

cytes et s’y multiplient. Cette phase du
développement parasitaire constitue
les stades pré-érythrocytaires. A matu-
rité, les parasites quittent le foie, puis
passent dans le sang ol ils envahissent
les globules rouges pour s’y multiplier
et initier le stade érythrocytaire associé
aux symptomes (fievre, céphalée, fris-
sons). Certains parasites se différen-
cient alors en gamétocytes qui, ingérés
par un moustique sain lors d’un repas
de sang, perpétueront le cycle de vie du
parasite chez I’hGte vecteur. Les stades
pré-érythrocytaires, et plus particulie-
rement le stade sporozoite, extracellu-
laire, représentent une cible vaccinale
de premier choix. En effet, bloquer le
développement du parasite avant son
entrée dans le foie permettrait d’abolir
a la fois les symptomes de la maladie et
la transmission du parasite.

La cible du vaccin sous-unitaire RTS,S
est la protéine circumsporozoite ou CSP,
protéine de surface majeure du spo-
rozoite, essentielle a sa motilité et a
Pinvasion des hépatocytes [5, 6]. Cette
protéine est divisée en 3 parties: une
partie N-terminale, une partie C-ter-
minale et, entre les deux, des motifs
répétés d’acides aminés (NANP, NVDP).
Le vaccin RTS,S est composé de certains
de ces motifs répétés et de la partie
C-terminale de la CSP fusionnée a I’anti-
gene de surface du virus de I’hépatite B :
AgHBs.

Récemment, des anticorps monoclo-
naux (AcM) (’AcM CIS43, notamment)
ciblant la région jonctionnelle entre la
partie N-terminale et les motifs répétés
de la CSP ont été décrits chez des indi-
vidus immunisés avec des sporozoites
de P. falciparum vivants atténués par
irradiation (vaccin PfSPZ de Sanaria)
(Sanaria® PfSPZ-CVac) [7, 8] et ont
montré une efficacité de neutralisa-
tion des sporozoites supérieure a celle
des AcM induits par le vaccin RTS,S et
ciblant la région immuno-dominante.
La faible efficacité du vaccin pourrait
donc étre liée a un choix non opti-
mal des motifs antigéniques ciblés sur
la CSP. C’est dans I'optique de mieux
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Figure 2. Apport de la découverte de I’anticorps L9 a forte activité neutralisante dans le déve-
loppement de thérapies antipaludiques. €n suivant la stratégie expérimentale présentée dans
la Figure I, les auteurs ont identifié un nouvel AcM neutralisant, L9, conférant chez la souris
une protection trés supérieure a celle obtenue avec d’autres AcM neutralisants préalablement
identifiés. Cet AcM posséde plusieurs sites de fixation sur la CSP des sporozoites, situés dans
la région jonctionnelle et dans la région immuno-dominante. La fixation aux motifs faible-
ment répétés NPNV de la région jonctionnelle est de plus forte affinité que celle pour la région
immuno-dominante. Deux applications thérapeutiques peuvent alors étre envisagées pour des
traitements prophylactiques antipaludiques : 'immunisation passive avec I’AcM L9 ou I'gjout de
la région jonctionnelle au vaccin RTS,S existant, afin d’induire des anticorps ayant les mémes
spécificités mais aussi les mémes propriétés fonctionnelles que L9 : une activité cytotoxique sur
les sporozoites conduisant @ leur mort et une capacité a inhiber leur traversée des hépatocytes

et donc I'infection de ces derniers. CSP : circumsporozoite protein ; Ac : anticorps.

caractériser ces AcM au potentiel pro-
tecteur supérieur que I"équipe de R.A.
Seder, grace a des approches originales,
est parvenue a isoler un nouvel AcM
prometteur, L9 [9].
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Mise en évidence d’un nouvel

anticorps neutralisant les sporozoites
de P. falciparum in vivo

A partir de sérums d’individus immunisés
avec un nombre élevé de sporozoites

vivants atténués et protégés de I’infec-
tion d’épreuve (infection avec des para-
sites vivants non atténués pour définir
Iefficacité de la protection induite par
un vaccin), les auteurs ont identifié les
individus exprimant des AcM ciblant la
région jonctionnelle de la CSP. U'individu
présentant la concentration la plus éle-
vée d’AcM ciblant la sonde S02, mimant
le peptide de la région jonctionnelle
reconnu par le clone CIS43, a alors été
sélectionné et ses lymphocytes B (LB)
mémoires clonés. Vingt-huit clones ont
ainsi été isolés, puis les AcM ont été
testés pour leur role protecteur vis-a-vis
de I'infection par P. falciparum in vivo.
P. falciparum étant strictement spéci-
fique de "homme, les auteurs ont utilisé
deux approches pour déterminer I’effet
neutralisant de ces anticorps : les AcM
candidats ont été injectés 1) dans des
souris C57BI/6 infectées avec le parasite
de rongeurs P. berghei, modifié géné-
tiquement pour exprimer la CSP de P.
falciparum (PfCSP) fusionnée avec la
GFP (green fluorescent protein) et la
luciférase (Luc) (Pb-PfCSP-GFP/Luc) ;
2) dans des souris immunodéficientes
humanisées, greffées avec des hépato-
cytes humains (FRG-huHep-mice), avant
infection avec des sporozoites de P. fal-
ciparum (PfSPZ) [10]. €n quantifiant
la charge hépatique parasitaire in vivo,
par bioluminescence dans le premier
modele et par qPCR (quantitative poly-
merase chain reaction) dans le second,
les auteurs ont identifié un AcM neutra-
lisant, L9. Celui-ci confére une meilleure
protection que I’AcM CIS43 déja décrit
[7] et permet d’atteindre un niveau
indétectable de parasite aprés injection
de seulement 10 pg d’anticorps.

Premiére observation in vivo

des mécanismes d’action des anticorps
neutralisants dans le foie

Les auteurs ont ensuite déterminé par
imagerie in vivo les modes d’action de
L9 en le comparant a d’autres AcM spé-
cifiques des sporozoites de P. falciparum
[7,11-13]. Pour cela, des souris C57BL/6
ont été injectées avec les différents AcM
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couplés a ’Alexa-405 et avec de la rho-
damine-dextran pour marquer les cel-
lules traversées par les parasites, avant
d’étre inoculées avec des sporozoites du
parasite Pb-PfCSP-GFP/Luc. Les auteurs
ont ainsi pu décrire pour la premiére fois
in vivo I'effet des AcM sur le devenir des
parasites dans les sinusoides hépatiques
et sur la traversée des hépatocytes par
les sporozoites, étape critique pour Iin-
fection [14]. Ils ont ainsi observé qu’en
présence des AcM, les sporozoites pré-
sents dans les sinusoides et traversant
les hépatocytes se débarrassent de leur
manteau de CSP et se fragmentent, ce
qui provoque leur mort, phénomene de
« dotty death » déja rapporté dans la
peau [15]. Remarquablement, apreés
fixation de I’AcM L9, ils ont également
observé un autre type de mort, par écla-
tement des parasites, phénomene cyto-
toxique qui reste néanmoins minoritaire.
Grace a ces expériences, les auteurs
concluent @ une neutralisation et une
activité cytotoxique sur les sporozoites
de quatre des AcM testés, dont L9, et
cela avant que le parasite ne débute son
développement dans I’hépatocyte.

Une double spécificité des

anticorps corrélée a leur capacité

de neutralisation ?

Pour tenter de corréler le potentiel pro-
tecteur in vivo des AcM avec leurs sites de
fixation, deux méthodes ont été utilisées :
I"ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) pour mettre en évidence les motifs
de fixation préférentiels des AcM, et la
titration calorimétrique isotherme pour
préciser la steechiométrie et I’affinité
de liaison des AcM a la CSP. €n réalisant
ces expériences avec la protéine PfCSP,
les auteurs ont pu mettre en évidence
que quatre AcM ayant démontré un fort
potentiel protecteur in vivo présentaient
des caractéristiques de fixation simi-
laires. €n effet, ils présentaient tous une
double spécificité, d’une part pour un épi-
tope particulier constitué d’acides aminés
dans la région jonctionnelle N-termi-
nale, et, d’autre part, pour un épitope
localisé dans la région immuno-domi-
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nante (NANP). Néanmoins, les affinités
de ces AcM pour ces épitopes varient.
En effet, les AcM L9 et CIS43 ont montré
une plus forte affinité pour les épitopes
localisés dans la région jonctionnelle,
respectivement NPNV et DPNA, contrai-
rement aux deux autres AcM testés, qui
se fixent préférentiellement a I’épitope
immuno-dominant (NANP). €n conclu-
sion, les résultats obtenus suggérent une
corrélation entre la double spécificité
pour les épitopes jonctionnels et immuno-
dominant et le haut niveau de protection
conféré par ces anticorps in vivo.

Quel futur pour les thérapies
antipaludiques a la lumiére

de ces résultats ?

Ces travaux suggerent donc que les
régions N-terminale et jonctionnelle
de la CSP représentent des cibles tres
prometteuses pour I"amélioration ou
le développement de nouvelles théra-
pies antipaludiques. Plus spécifique-
ment, la découverte de "anticorps L9
est importante, car son épitope préfé-
rentiel (NPNV) est présent dans 100 %
des souches de terrain de P. falciparum
testées par les auteurs, indiquant son
potentiel pour I’obtention d’une protec-
tion croisée « universelle ».

Il est possible d’envisager au moins deux
approches thérapeutiques issues de ces
travaux. La premiére approche reposerait
sur "immunisation passive avec I’AcM L9.
Ce type de thérapie a base d’anticorps
monoclonaux hautement neutralisants
est d’ailleurs actuellement testée pour la
prise en charge de I'infection par le VIH
(virus de Pimmunodéficience humaine)
[16]. La pharmacocinétique de I’AcM et
la dose adéquate a injecter seront des
facteurs clefs dans cette démarche. De
plus, il sera nécessaire de déterminer quel
modele animal utilisé par les auteurs,
les souris humanisées infectées avec des
sporozoites de P. falciparum ou les souris
C57BL/6 infectées avec les sporozoites
de P. berghei génétiquement modifiés,
est le plus pertinent d’un point de vue
préclinique, ces deux modéles murins
ayant conduit a des valeurs tres diffé-

rentes de concentrations protectrices. La
seconde approche reposerait sur I’ajout
des séquences N-terminale et jonction-
nelle au vaccin RTS,S existant afin d’aug-
menter son efficacité de protection. Il est
important de noter que si 'ajout de ces
séquences induit effectivement la pro-
duction d’anticorps a fort potentiel neu-
tralisant, la durée de vie de cette réponse
lymphocytaire B protectrice devra elle
aussi étre prise en compte car, actuelle-
ment, la protection conférée par le vaccin
RTS,S n’est que de courte durée.

Enfin, rappelons que Iutilisation de ces
thérapies fondées sur la neutralisation
des sporozoites doit reposer sur une
neutralisation totale. €n effet, dans le
cas ol méme un seul sporozoite échap-
perait a cette neutralisation, compte
tenu de la capacité de multiplication
massive du parasite au niveau hépa-
tique, cela suffirait a engendrer le stade
érythrocytaire, et donc a déclencher la
maladie. ¢
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Une banque d’organoides
pour aider les enfants atteints
d’un cancer du rein

Séverine Grinberg!, Isaure Rous!, Jérome Cartry?

> Depuis les premieres études du cancer
chez I’enfant, qui datent de la deuxieme
moitié du xix®siécle, de multiples sous-
types de cancers ont été mis en évidence,
conduisant a "élaboration de stratégies
thérapeutiques variées. Malgré un taux de
guérison en considérable augmentation
ces dernieres décennies, les différents
cancers pédiatriques restent la deuxieme
cause de mortalité chez I'enfant de plus
de un an en France, apres les accidents
[1]L. Parmi les différents types de can-
cers de I’enfant, le cancer du rein est un
des plus prépondérants, représentant 7 %
des tumeurs infantiles. On distingue plu-
sieurs types de tumeurs, qui présentent
des profils génétiques, histologiques et
d’agressivité trés variés. Les tumeurs de
Wilms représentent 90 % des tumeurs
rénales infantiles. Parmi les 10 % res-
tants, on trouve les tumeurs rhabdoides
malignes (MRTK), les carcinomes des cel-
lules rénales (RCC), et de nombreux sous-
types cancéreux a I'incidence tres faible.
Le probléeme majeur de ces cancers est
qu’il n'existe que tres peu de modeéles
expérimentaux permettant de représen-

! https://www.aphp.fr/contenu/la-prise-en-charge-des-
cancers-de-lenfant-et-de-ladolescent-lap-hp
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ter leur diversité génétique et phénoty-
pique. Les quelques modéles murins de
cancers du rein infantiles sont rarement
aussi complexes et hétérogénes que les
cancers humains, ce qui peut conduire a
des résultats biaisés. La recherche et la
découverte d’innovations thérapeutiques
sont donc considérablement ralenties.
Pour répondre a ces défis, I’équipe de
Jarno Drost, dans 'unité de recherche
dirigée par Hans Clevers (Institut Oncode,
Pays-Bas), a travaillé sur la mise en place
d’une banque d’organoides a partir de
tissus tumoraux et sains issus de biopsies
et de chirurgies rénales [2].

€tablissement d’une banque
d’organoides dérivés de tumeurs

du rein de jeunes patients

Les organoides sont des structures cel-
lulaires tridimensionnelles qui repro-
duisent les caractéristiques des tissus
dont les cellules sont originaires. IIs
conservent de fagon stable les carac-
téristiques phénotypiques et génétiques
des tissus parentaux, qu’ils soient sains
ou pathologiques [3]. Une fois formés,
les organoides peuvent étre conservés et
multipliés en laboratoire, ce qui permet
de mener des expérimentations tres
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infection in humanized mice. Cell Rep 2017 ; 18 : 3105-
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15. Aliprandini €, Tavares J, Panatieri RH, et al. Cytotoxic
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exhaustives. Un autre de leurs avan-
tages majeurs est leur résistance a la
cryo-préservation. Il est donc possible
de les conserver et de les échanger entre
laboratoires. Depuis le début des années
2010 et le travail pionnier de I’équipe de
Hans Clevers sur les organoides intesti-
naux, le nombre de tissus pour lesquels
des banques d’organoides ont été géné-
rées ne cesse d’augmenter (=¥).

€n 2020, I’équipe de Jarno Drost a déve-

|0Ppé un proto- (=) Voir la série

cole permettant (encours)
de constituer une «Organoides, m/s
2019-2021

banque d’orga-
noides a partir de prélévements tumo-
raux issus de jeunes patients atteints
d’un cancer du rein [3]. Les échantil-
lons tumoraux ont été récupérés, soit
par biopsie, soit a partir de la piece
opératoire des patients opérés pour des
néphrectomies. Les contrdles (tissu sain)
provenaient de piéce en périphérie, non
tumorales. Dans cette étude, les échan-
tillons tumoraux ont été soumis a une
digestion mécanique et enzymatique pour
isoler les cellules cancéreuses. Afin de
limiter I"anoikose, une forme spécifique
d’apoptose induite par la séparation des
cellules et due a un défaut d’interac-
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