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) Le systeme immunitaire humain : de la reconnaiss ance

des pathogénes a la protection physiologigue

Les étres humains sont protégés du monde extérieur par une surface épithéliale
étendue qui forme les muqueuses et la peau et constitue le premier rempart aux agents
étrangers. Porte privilégiée d’entrée du monde extérieur, on y retrouve tous les éléments
nécessaires au développement de la réponse immunitaire innée. Cette réponse est non
spécifique, rapide, coordonnée et est efficace et suffisante contre la plupart des agressions.
De plus, elle est capable d’informer rapidement I'organisme de la présence d'un agent
infectieux permettant, indirectement, le développement de la réponse immunitaire adaptative

et mémoire.

A. Le systeme immunitaire inné

L'entrée d'un agent exogene déclenche une série de mécanismes qui visent a le
reconnaitre et a I'éliminer de l'organisme si il est considéré dangereux. La réponse
immunitaire innée répond tres rapidement a une grande variété d’agents étrangers sans
gu’il y ait eu besoin d'une rencontre préalable. Nous allons voir dans ce paragraphe

comment la discrimination se réalise et quelles sont les réponses induites.

1. Reconnaissance

Le systeme immunitaire des étres vivants est capable de détecter et de répondre a la
présence de la plupart des éléments étrangers. Pour cela, il reconnait des motifs structuraux
gui sont portés par les bactéries, les virus ou encore les parasites et les champignons [8]. On
les appelle les « motifs moléculaires associées aux pathogenes » (PAMP pour Pathogen
Associated Molecular Pattern), ils sont reconnus par des « récepteurs de reconnaissance

des pathogénes » (PRR pour Pattern Recognition Receptor) retrouvés sur la plupart des



cellules de limmunité innée (e. g. cellules dendritiqgues, macrophages, monocytes,
neutrophiles ...) et par le systéme du complément qui sera évoqué plus loin. Les récepteurs
PRR constituent la premiére ligne de défense de la réponse immunitaire innée et leur
activation oriente les réponses immunitaires vers le systéme de défense le plus adapté pour
combattre le pathogéne. On peut regrouper les PRR en deux grands groupes, les récepteurs

de type toll (TLR, Toll-Like Receptors) et les récepteurs de type non toll (Figure 1).

a. Les récepteurs de type toll (TLR)

Les TLR font partie d'une famille de glycoprotéines membranaires comprenant au
moins 13 membres (TLR1 a 13). lls possédent un domaine extracellulaire constitué de motifs
répétés riches en leucine en forme de fer & cheval (domaine LRR pour Leucine-Rich-Repeat
[60]) et une queue cytoplasmique contenant un domaine homologue au récepteur a I'lL-1
appelé TIR (Toll/IL-1 receptor homology domain). Les TLR1, 2, 4,5, 6, 10, 11, 12 sont
exprimés a la surface des cellules et les TLR3, 7, 8, 9 sont exprimés dans les endosomes.
L’homme exprime les TLR1 a 10 (TLR11 n’est pas fonctionnel) et la souris exprime les TLR1
a 13 (TLR10 est un pseudogene) [37]. Ces récepteurs sont associés a des molécules
adaptatrices qui sont les premiers éléments d’'une signalisation cytoplasmique complexe.
Cing molécules adaptatrices existent, I'adaptateur MyD88 (myeloid differentation primary-
response protein 88), l'adaptateur TIRAP ou MAL (TIR associated protein ou MyD88-
adaptor-like), I'adaptateur TRIF ou TICAM1 (TIR-domain-containing adaptor protein-inducing
IFNB ou TIR-domain-containing molecule 1), I'adaptateur TRAM (TRIF-related adaptor
molecule) et I'adaptateur SARM (sterile alpha (SAM) and HEAT/Armadillo (ARM) motifs)
[360]. La liaison d’un ligand sur un TLR entraine la dimérisation du récepteur, homologue ou
hétérologue, et des modifications conformationelles qui lui permettent de recruter les
molécules adaptatrices par interactions TIR-TIR avec sa queue cytoplasmique. La
signalisation qui s’en suit, mise en évidence notamment grace a des modeles de souris
knock-out, fait intervenir de nombreux adaptateurs moléculaires et des réactions

d’ubiquitination et de phosphorylation [8]. La signalisation MyD88 dépendante, engageable
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Figure 1. Représentation schématique des récepteurs de limmunité innée et de leur

signalisation (modifiée d'aprés [191]) . Les récepteurs de type toll (TLR) sont présentés en forme de
« points d'interrogation » colorés. On distingue TLR1, 2, 4, 6, 5 et 11 exposés a la surface de la
cellule, et TLR3, 7, 8 et 9 présents dans I'endosome. Un agrandissement des interactions
moléculaires autour de TLR4 est proposé sur la droite. L'adaptateur SARM n’est pas représenté sur
ce schéma. Les récepteurs de type non toll sont indiqués par un cercle rouge. On distingue les RLR,
DAI, CLR, TREM et NLR dont une structure associée est présentée dans le cercle blanc (i. e.

inflammasome). Abréviations : se référer au texte.

par tous les TLR sauf TLR3 induit le recrutement et la phosphorylation d'IRAK1 et 4 (IL-1
receptor associated protein kinase) qui en retour s’associent a TRAF6 (TNF receptor-
associated factor). Ce complexe subit une ubiquitination et recrute vers Iui un autre
complexe formé de TAK1 (TGF-B-activated kinase 1) et de protéines associées (TAB1 a 3).
D’autres phosphorylations MAP kinases dépendantes conduisent a la modulation des
facteurs de transcription NF-KB, IRF-5 qui, consécutivement, stimulent les genes impliqués
dans la sécrétion de cytokines pro inflammatoires (e. g. IL-1(3, IL-6, TNFa). La deuxieme voie
de signalisation, TRIF dépendante, peut faire suite a I'activation des TLR3, 4, 7 et 9 et active
la production des interférons de type I, IFNa et IFNB, aux activités, respectivement, anti-
virales et anti-prolifératives. TRIF peut interagir avec RIP1 (receptor-interacting protein 1) et
induire directement I'activation de NF- KB et donc la production d'IFNa/B. TRIF s’associe
également avec TRAF3 pour activer TBK-1 (TRAF-family-member-associated NF- KB
activator binding kinase 1) qui phosphoryle IRF-3 et -7. Les homodimeres IRF-3 ou IRF-7
atteignent le noyau et se lient aux ISRE (IFN-stimulated response element), responsables de
I'activation des génes de I'lFN de type I. La voie TRAM dépendante est activée apres ligation
avec TLR4 et ré-engage la signalisation vers la voie TRIF dépendante. Enfin, la fonction de
SARM est encore conflictuelle. Une premiere étude sur cellules rénales embryonnaires
humaines (HEK293) montre que SARM agit directement sur TRIF par interaction avec ses
domaines TIR et SAM. Cette liaison inhiberait la signalisation par TRIF et par TRAM apres
activation des TLR3 et 4, respectivement. Une seconde étude utilisant des souris SARM™

montre que le domaine ARM de SARM se lie & la mitochondrie des cellules neuronales et
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recrute JNK3, impliqué dans la mort neuronale aprés stress cellulaire. Dans ce modéle de
knock-out, les macrophages répondent normalement suite a I'activation des TLR3 et 4. Ces
données contradictoires envisagent une spécificité d’espece pour SARM [163].

De fagon générale, les TLR5, 7, 8, 9 et 11 signalent uniquement par la voie MyD88,
les TLR1, 2 et 6 utilisent la voie TIRAP en plus, le TLR3 agit par TRIF et toujours de facon
MyD88 et TIRAP indépendante et enfin le TLR4 utilise les adaptateurs TIRAP et TRAM pour
recruter MyD88 et TRIF.

La nature des PAMP reconnus par les TLR est trés variée [8]. Les TLR3, 7, 8 et 9
reconnaissent les séquences d’acides nucléiques décelables durant des infections virales
qui sont, respectivement, de 'ARN double brin, de 'ARN simple brin (TLR7 et 8) et de I'ADN
(viral ou bactérien). Les TLR1, 2 et 6 reconnaissent les sucres et les lipides des bactéries,
champignons et parasites (e. g. lipopeptides, zymosan, glycosylphosphatidyl). Les TLR 4
détectent les lipopolysaccharides bactériens, les protéines virales (e. g. enveloppe du virus
respiratoire syncytial) et les molécules endogenes comme les protéines du choc thermique
ou I'acide hyaluronique. Enfin, les TLR5 reconnaissent la flagelline des bactéries, et le ligand
des TLR10 reste inconnu bien que sa proche parenté avec TLR1 et 6 laisse supposer des

ligands identiques [148].

b. Les récepteurs de type non toll (non TLR)

La reconnaissance innée non induite par les TLR peut se faire via 5 familles de
récepteurs : les CLR (C-type lectin-like receptors), les NLR (NOD-like receptors), les RLR
(RIG-I-like receptors), les DAI (DNA-dependent activator of interferon-regulatory factors) et le
TREM (triggering receptor expressed on myeloid cells) [183] (Figure 1).

Il existe 17 membres dans la famille des CLR et ils sont exprimés par les CD, les
monocytes, les macrophages ou encore les plaquettes. Les CLR sont soit liées a la
membrane, soit sous une forme soluble et ils partagent un domaine CRD (carbohydrate
recognition domain) qui existe en un ou plusieurs exemplaires dans le récepteur. lls

reconnaissent une grande variété de ligands qui peuvent étre des sucres endogénes, des
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sucres pathogénes ou des structures « non-sucres ». Outre leur capacité a activer des
genes de I'immunité innée, la signalisation via ces récepteurs peut moduler I'activation des
récepteurs TLR. Ainsi, les CLR jouent un rdle se situant sans doute autant dans le maintien
de I'homéostasie que dans le développement des défenses immunitaires. lls peuvent
interagir dans l'adhésion, la migration et la phagocytose, mais également dans la
reconnaissance des virus, mycobactéries, champignons, bactéries et helminthes. lls sont
particulierement important pour permettre l'internalisation des pathogénes et aider la cellule
phagocyte a dégrader ce dernier et ainsi favoriser l'induction de réponses immunes [112].
Parmi les CLR connus, on trouve le récepteur aux mannoses et les récepteurs DEC-205,
DC-SIGN, SIGN-R1, dectin-1, langerin. On peut juger de leur mécanistique complexe en
étudiant, par exemple, la reconnaissance par DEC-205 d’une structure qui, pour permettre le
développement d'une réponse immunitaire plutét que la tolérance, doit nécessairement
engager un TLR en parallele [349]. Enfin, si 'on prend en exemple I'un des CLR les plus
étudiés, le récepteur Dectin-1 qui reconnait les laisons (1,3)-B-glucanes, les CLR activent
diverses réactions cellulaires de défense. En effet, I'activation de Dectin-1 stimule par
exemple I'endocytose, la maturation des CD ou encore la sécrétion de cytokines et de
chimiokines (e. g. TNF, IL-6, IL-10) aprés co-activation d’'un récepteur TLR. Dectin-1 signale
par recrutement de SYK1, qui active le complexe Bcll0/Maltl dépendant de CARDS9.
L’activation conduit & la stimulation de NF-KB par le complexe IKK et est responsable de
l'induction de cytokines pro- et anti-inflammatoires (e. g. IL-12, TGF-B, IL-10, IL-23 ...).
Dectin-1 signale également par RAF-1 et, de facon collaborative avec DC-SIGN, stimule
ainsi la différenciation des lymphocytes Thl et la production d’IL-17 par les Thl7,
responsables d’'une défense efficace contre les infections & champignons. D’autres voies de
signalisation, Syk-indépendante, permettent de médier I'effet de ces récepteurs.

Les NLR sont exclusivement cytoplasmiques ; ils contiennent un motif central de
liaison nucléotidique (NACHT), un domaine C terminal LRR et un domaine d’interaction N
terminal CARD (caspase activation and recruitment domain), PYD (pyrin domain) ou BIR

(baculovirus inhibitor of apoptosis repeat). On distingue les récepteurs NOD1 et NOD2 qui
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reconnaissent des composants des peptidoglycanes bactériens (y-D-glutamyl-meso-
diaminopinelic acid iE-DAP et muramyl dipeptide MDP) résultant dans le recrutement de
RICK/RIP2 et l'activation de NF-KB. On trouve également les récepteurs NLRP1, 3 et
NLRC4 dont la stimulation active la production d’IL-13, d’IL-18 et d’IL-33 via la formation d’un
complexe protéique appelé l'inflammasome et dont le nhom est formé a partir du récepteur
activeé (i. e. inflammasomes NRLP1, 3 et NLRC4). Ce complexe est formé du récepteur NLR,
de la cystéine protéase caspase-1 et/ou caspase-5 et de la molécule adaptatrice ASC, et
clive les pro-séquences de pro-IL-1, pro-IL-18 et pro-IL-33. Les ligands de ces NLR restent
imprécis, on sait toutefois que NLRC4 reconnait la flagelline, et NLRP3 reconnait 'ARN
bactérien, 'ATP, les cristaux d'acide urique, les sels d’aluminium et I'hémozoine [247]. Ce
dernier est un cristal insoluble formé lors de la détoxification de 'héme par le Plasmodium
falciparum dans les hématies d'un individu infecté, et qui est relaché dans la circulation
sanguine apres lyse des globules rouges. Les mécanismes précis d’activation des NLR
restent flous, mais une étude récente montre I'implication d’'une signalisation par les kinases
Syk et Lyn en amont de l'activation du NLRP3 par 'hémozoine, permettant une des
premiéres élucidations des mécanismes globaux d’induction des NLR [339].

Les RLR sont également des récepteurs cytoplasmiques qui reconnaissent les ARN
simple et double brins. Trois protéines contenant toute un domaine hélicase existent. Les
deux premieres, RIG-I et MDA-5, reconnaissent les ARN double brin (et simple brin pour
RIG-I) par leur domaine CARD et induisent la production d’interférons de type I. La troisiéme,
LGP2, serait un régulateur négatif des réponses immunes induites par RIG-I et MDA-5 par
liaison compétitive avec les ARN. Aprés activation, RIG-1 et MDA-5 lient IPS-1 (également
appelé Cardif) a la surface des mitochondries et activent les complexes IKK et TBK-1/TRAF3
qui induisent I'action de NF-KB et IRF-3 et -7 sur les génes producteurs des IFN de type |.
RIG-I est essentiel dans la reconnaissance des paramyxovirus (e. g. virus de la stomatite
vésiculaire) et des orthomyxovirus (e. g. virus de la grippe) alors que MDA-5 est spécialisé
dans la détection des picornavirus [182]. Ces récepteurs sont d’ailleurs la cible de protéines

virales, comme la protéine non structurale 3 (NS3) du virus de I'hépatite C qui est capable de
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cliver IPS-1, inactivant une voie de reconnaissance innée pouvant contribuer a la persistance
virale [155].

Le DAI (également appelé ZBP1 ou DLM-1) est capable d'interagir directement avec
de I’ADN double brin présent dans le cytoplasme cellulaire, qu’il soit pathogénique ou dérivé
de I'héte. L'activation de DAI stimule la production d’IFN de type | par activation d’'IRF-3 via
TBK-1 suivant, possiblement, la dimérisation / oligomérisation de molécules de DAI. Il existe
sans doute d'autres récepteurs de type DAI et de nombreux régulateurs négatifs comme
ceux déja identifiés appartenant a la famille ADAR (adenosine deaminase acting on RNA 1)
[368].

Les TREM sont des récepteurs encore peu connus qui amplifient ou réduisent les
signaux induits par les TLR. On trouve dans cette famille les récepteurs TREM-1 et -2, TLT-1
et -2 (TREM-like transcript) et PDC-TREM (plasmacytoid dendritic cell-TREM qui pourrait
jouer un réle dans les productions d'IFNa [369]). lls ont la particularité d'exister sous forme
membranaire et soluble. A I'heure actuelle, un seul ligand, B7-H3 (famille B7), liant TLT-2 a
été identifié. La signalisation des TREM fait intervenir CARD9 et des interactions avec des
protéines adaptatrices contenant des motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine based activation

motif) [104].

c. Le systéme du complément

Ce systéme est composé de plus de 30 membres parmi lesquels on trouve des
protéines plasmiques, des glycoprotéines et des récepteurs. Il agit par cascade enzymatique
grace a des meécanismes d'interactions entre protéines, et il est largement impliqué dans la
reconnaissance et la défense contre les pathogénes, mais aussi dans le développement de
réponses pro-inflammatoires, anti-inflammatoires et immunes exacerbées défavorables a
son héte. Il existe trois voies d’activation du systeme du complément :

- la voie classique : activée par les complexes immuns « anticorps-antigéne » ou

« protéine de la phase aigué-antigéne » (voir chapitre Ill), cette voie active la molécule C1q,
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- la voie alternative : activée par la liaison directe avec les pathogénes contenant des
sucres et des lipides (e. g. LPS, zymosan), cette voie active la molécule C3,

- la voie lectine : activée par la liaison d’'une protéine sérique circulant, la MBL
(mannose-binding lectin), avec des structures pathogéniques répétées contenant du
mannose, cette voie active les molécules C2 et C4.

En réponse a ces diverses activations, les cascades enzymatiques conduisent
principalement a I'activation des molécules C5a et C3a (ou anaphylatoxines). Trois grandes
fonctions sont attribuables aux produits intermédiaires et finaux de la cascade enzymatique :
le recrutement de cellules inflammatoires (e. g. monocytes, neutrophiles), 'opsonisation des
pathogéenes, la lyse des pathogénes par formation de pores. Le rdle central de ces
molécules en fait des cibles intéressantes dans le cadre des stratégies thérapeutiques [126],

mais ces aspects ne seront pas développés dans ce mémoire.

2. Développement de 'immunité innée

Aprés intrusion d’'un agent pathogene, les cellules exprimant les récepteurs TLR et
non TLR (phagocytes polynucléaires: neutrophiles, ¢éosinophiles, basophiles, et
mononucléaires : macrophages, cellules dendritiques) sécrétent des cytokines et
chimiokines qui sont massivement déversées dans la circulation sanguine et vont recruter de
nouvelles cellules immunitaires. Parmi les molécules les plus sécrétées, on trouve I'IL-1,
I'lL-6, I'lL-8, I'IL-12, le TNFa, GROa ou encore MIP-1a/f [348]. Trés rapidement, et en
réponse a ces sighaux, neutrophiles (activités anti-bactérienne et anti-fongique),
éosinophiles (activités anti-parasitaires et role dans les réactions allergiques) et monocytes,
qui deviendront des macrophages ou des cellules dendritiques (voir paragraphe A.4.),
s’accumulent sur le site d'intrusion et amplifient la réponse [37]. Pour que les cellules
adheérent, traversent la paroi endothéliale et entrent dans le tissu infecté, le TNFa et I'IL-13
augmentent I'expression des molécules d’'adhésion (VCAM, ICAM, sélectine) a la surface
des cellules endothéliales et I'lL-8 stimule la diapédése. Sur site, les cellules participent a

I'élimination des pathogenes grace a des mécanismes oxydatifs hautement agressifs qui
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utilisent le peroxyde d’hydrogene et les ions superoxydes [37]. Ces activités sont complétées

par I'action de cellules tueuses appelées les NK (Natural Killers).

3. Les cellules tueuses naturelles (Natural Killer, NK)

a. Description

Les cellules NK sont de larges lymphocytes granuleux dérivées de progéniteurs
hématopoiétiques CD34" qui n’expriment ni le marqueur CD3 (marqueur des lymphocytes T)
ni le marqueur CD19 (marqueur des lymphocytes B). En revanche, les NK sont
principalement reconnues par I'expression du CD16 (Fcy receptor Ill) et du CD56 (isoforme
de la molécule d’adhésion aux cellules neuronales humaine). CD56 n’est cependant pas
exprimé par les NK des souris et il semble qu’un autre marqueur, NKp46, soit plus approprié
pour identifier les NK entre espéces car il est exprimé par les NK de divers mammiféres
(souris, singes, rats, humains ...) [365]. Chez I'étre humain, apres leur production dans la
moelle osseuse, les progéniteurs CD34" se transforment en précurseurs des NK ayant un
phénotype CD34'CD56 CCR7'CD62L" et sont ensuite déversés dans la circulation. La
transformation se fait par I'activation des récepteurs a tyrosines kinases des progéniteurs, c-
kit (ou CD117) et flt-3 (ou CD135, FMS-related tyrosine kinase receptor 3), dont les ligands
sont présents dans la moelle osseuse. L'expression de CCR7 (marqueur d’adressage aux
organes lymphoides) et de CD62L (ligand de la sélectine) permet aux précurseurs
d’atteindre les organes lymphoides secondaires qui ont récemment été identifiés comme le
second lieu de développement des NK [97]. Dans ces organes, les précurseurs sont
maintenus par la présence d’IL-15, sans doute fournie sous une forme membranaire liée aux
cellules dendritigues [50]. Sous linfluence des cytokines produites par les cellules
dendritiques activées et les lymphocytes T présents dans l'organe lymphoide, I'lL-12
obligatoirement et I'lL-2, 'lL-15 ou I'lL-18 optionnellement, les précurseurs CD34°CD56~ se
transformeront en NK exprimant fortement le marqueur CD56 (CD56"") et faiblement CD16
(CD16""). Ces NK, CD56"™ ont une fonction régulatrice sur les réponses immunitaires car

elles sécrétent de larges quantités d’IFNy, de TNFa/§3, de GM-CSF et d’IL-10 (activités anti-
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virales, amplification/inhibition des réponses) qui en retour activent cellules dendritiques et
lymphocytes T, créant une dynamique bidirectionnelle entre la réponse innée et adaptative
[101]. Les NK CD56°"™ n'ont pas d’activités cytotoxiques, on les trouve dans les organes
lymphoides et sur les sites d’inflammation. Il existe un second type de cellules NK qui
expriment faiblement CD56 (CD56°™) et fortement CD16 (CD16™") dont I'origine semble
étre maintenant démontrée. En effet, une étude récente montre qu’une interaction entre le
récepteur FGFR-1 (fibroblast growth factor-1), trouvé dans les organes lymphoides et les
sites d'inflammation, et le récepteur CD56 des NK CD56”™, transformerait ces derniéres en
NK CD56%™ [53]. Ces cellules circulent dans le sang et dans la rate et possédent des

activités cytotoxiques mais ne sécretent que peu de cytokines.

b. Activités cytotoxiques des NK

La premiére activité cytotoxique des NK CD56"™ passe par I'utilisation du récepteur
CD16 permettant de lyser les cellules infectées couvertes par des immunoglobulines (Ig). On
parle de toxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC, antibody dependent cellular
cytotoxicity). En effet, 'engagement du fragment Fc des Ig attachées au pathogéene sur le
récepteur CD16 des NK CD56"™ entraine la dégranulation des NK, libérant la perforine, les
granzymes A et B (GrzA/B) et la granulysine [57]. Il a longtemps été considéré que la
perforine formait des trous dans la membrane cellulaire cible permettant aux autres
molécules d’entrer dans la cellule. Il semble cependant que le GrzB puisse étre internalisé
aprés s’étre fixé sur des récepteurs aux mannoses, entrainant avec lui les autres molécules.
Egalement, les trous de la perforine pourraient laisser entrer du calcium dans la cellule qui,
en réponse, initierait des sytemes de réparation membranaire permettant la prénétration des
GrzA/B adhérés a sa membrane. Quelque soit le mécanisme, a l'intérieur de la cellule cible,
les Grz sont susceptibles de lyser la membrane des mitochondries libérant du cytochrome-C
activateur de la caspase 9, ou d'interagir directement avec le mécanisme des caspases,

pour déclencher une apoptose intracellulaire [299]. Enfin, la granulysine, un membre de la
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famille des saponines, peut former des pores sur les membranes cellulaires et
mitochondriales [57].

La seconde activité lytique des cellules NK CD56"™ est une activité directe (Ig- et
antigene-indépendante) qui se développe grace a un ensemble de récepteurs inhibiteurs ou
activateurs de la dégranulation exprimés par la NK. La régulation de la dégranulation est
modulée par I'expression de ces récepteurs et par des signaux d’activation et d’inhibition
regus par la cellule [357]. On distingue 3 groupes de récepteurs : les récepteurs CLR (C-type
lectin-like receptors) représentés par ceux des familles CD94 et NKG2, les récepteurs ILT
(immunoglobulin-like transcripts) et les récepteurs KIR (killer immunoglobulin-like receptors).
Les récepteurs inhibiteurs (e. g. récepteurs CD94-NKG2A, KIR-1L, ...), porteurs du motif
cytoplasmique ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif), répriment la NK
lorsqu’ils détectent des ligands normalement exprimés en condition homéostatique sur la
cellule cible. lls ne l'activent que lorsqu’ils détectent une altération (i. e. absence ou
diminution) dans I'expression des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe | (CMH 1), molécules qui sont exprimées par la majorité des cellules
hématopoiétiques en condition homéostatique. Les récepteurs activateurs comme NKG2D
(motifs ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif), activent la NK apres
détection d’'un de leur ligand (i. e. MICA et MICB) exprimé par une cellule lorsqu’elle est
stressée / infectée afin qu’elle soit détruite [358]. La cellule NK activée via ces récepteurs
dégranule et peut également lyser la cellule cible par expression du ligand au récepteur
d’activation de I'apoptose, le ligand Fas (FasL). La liaison de FasL sur son récepteur Fas
(CD95) exprimé par la cellule cible active I'apoptose de celle-ci.

Les activités des cellules de I'immunité innée servent principalement a la défense
précoce de I'hbte face au pathogéne. Seules les cellules dendritiques sont capables

d'instruire efficacement et de réguler finement les réponses immunitaires adaptatives.
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4. Les cellules dendritiques (CD)

Les cellules dendritiques prennent leur origine dans la moelle osseuse et rejoignent la
circulation et les tissus périphériques. Leur particularité anatomique, résidant en la présence
de longs « bras » appelés dendrites, leur permet de sonder le milieu extérieur et surveiller en
permanence la présence des corps étrangers. Il existe diverses sous populations de cellules

dendritiques aux phénotypes et aux activités propres.

a. Les populations de cellules dendritiques

Les connaissances concernant les origines et les fonctions des CD sont en évolution
constante. On considére actuellement que I'on peut classer les CD murines en deux
catégories : les précurseurs des cellules dendritiques (pré-CD) et les cellules dendritiques
conventionnelles (cCD) [305]. Cette classification semble prendre le pas sur celle qui divisait
les cellules dendritiques en CD d'origine lymphoides et myéloides [380]. Il semble que
I'équivalent humain a cette classification ne soit pas encore défini, nous avons donc choisi
dans ce chapitre de ne présenter que les informations issues des études murines.

Les pré-CD sont des cellules qui n’ont ni la forme ni les fonctions classiques d'une
CD, mais sont en phase finale de transformation en CD. Il existe différentes pré-CD qui se
transforment en diverses cellules dendritiques, en condition homéostatique ou sous I'action
de stimuli (pathogénique ou inflammatoire). En condition homéostatique, les cellules
dendritiques plasmacytoides (pCD) sont considérés comme des pré-CD. Aprés activation
par un stimulus viral (e. g. motifs CpG,...), les pCD acquierent une morphologie de CD et
circulent dans le sang et dans les organes lymphoides. Elles ont une longue durée de vie et
sont caractérisées par un phénotype B220" Ly6C* (B220: équivalent murin de CD45,
marqueur des cellules hématopoiétique ; et Ly6C : marqueur des LT CD8 murines) et par un

+int

niveau intermédiaire de CD11c (CD11c™, marqueur des CD murines). Elles sécretent aussi
de grandes quantités d'IFN de type |, notamment apres activation de leurs TLR7 et 9 qu’elles
sont les seules a exprimer [302]. Leur implication dans la présentation des antigenes et dans

l'activation des lymphocytes T est encore conflictuelle. Les monocytes, précurseurs des
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macrophages, peuvent aussi étre considérés comme des pré-CD. Durant I'inflammation ou
pendant une situation de stress cellulaire, des monocytes inflammatoires ou non
inflammatoires se différencient en CD qui expriment, respectivement, les marqueurs
Ly6C*GR1" ou Ly6C GR1™ chez la souris et CD14""CD16™ ou CD14°“CD16" chez I'homme
[193].

Les CD conventionelles expriment CD11c et sont sous divisées en 2 catégories.
Dans la premiere catégorie on trouve les cCD « résidentes », issues d'un précurseur du
sang, elles se dirigent vers un organe lymphoide gu’elles ne quitteront plus. Sous I'action du
ligand flt-3 (FMS-related tyrosine kinase 3), les cCD se transforment en CD CD8a" aux
activités pro-Thl ou en CD CD8a™ aux activités pro-Th2. Elles sont fortement représentées
dans le thymus (CD thymiques) et sont les seules CD retrouvées dans la rate (CD
spléniques). Dans la seconde catégorie on trouve les cCD « migratoires » qui se logent dans
les tissus périphériques puis migrent vers les ganglions drainants sous l'influence ou non
d’'une stimulation. On trouve parmi les cCD migratoires : les cCD de I'épiderme (appelées
cellules de Langherans), les cCD interstitielles et enfin les cCD de I'épithélium dont il existe
deux types, pulmonaire (CD103'CD1lb~ et CD103°CD11b") et dermique

(CD103"CD11b langerin® et CD103"CD11b*langerin™) [356].

b. La présentation des antigenes par les CD

Dans les tissus périphériques, les CD patrouillent et ingérent des particules et sont,
éventuellement (cas de la présence d'un pathogéne), stimulées par les motifs PAMP.
Suivant un mécanisme MAP kinase dépendant, cette stimulation est responsable de
réarrangements des structures d’actine de la CD conduisant a des modifications de ses
fonctions [370].

L'une des principales fonctions de la CD est son activité de présentation d’antigenes
pour la future activation des lymphocytes T (LT). Deux types de présentations ont lieu, la
présentation sur des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe | (CMH 1)

ou sur le CMH II. La présentation sur ces molécules est responsable de l'activation des
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lymphocytes de type CD8+ et de type CD4+, respectivement, et permet le développement
des réponses cellulaires (voir paragraphe |) B.2) Le premier type de présentation est utilisé
pour les protéines endogénes retrouvées dans le cytoplasme, notamment apres synthese
intra-cellulaire. Cette présentation a lieu dans la grande majorité des cellules de I'organisme.
Elle fait intervenir plusieurs éléments: un complexe multi-protéique (le protéasome) qui
dégrade les protéines en peptides, les protéines de transport des peptides (TAP, transporter
associated proteins) qui les ameénent dans le réticulum endoplasmique (RE) et des
molécules du CMH I, constitutivement exprimées dans le RE, sur lesquels sont chargées les
peptides. Ce chargement fait intervenir les éléments du complexe de chargement des
peptides du CMH | comprenant des protéines chaperones du RE (calreticuline, ERp57 et
tapasine) [122]. Le complexe CMH I-peptide est ensuite transporté a la surface de la cellule
via I'appareil de Golgi. De son c6té, la présentation sur le CMH 1l est utilisée pour présenter
des peptides issus de la dégradation des protéines dans les endosomes. Les protéines du
milieu extracellulaire accédent a 'endosome apres endocytose et les protéines endogénes y
accedent par autophagie [77]. Cette présentation est constitutivement fonctionnelle chez les
cellules présentatrices d’antigenes dites professionnelles (i. e. CD, lymphocytes B,
macrophages). Dans I'endosome, des protéases dégradent les protéines en peptides, qui
sont ensuite chargés sur des molécules du CMH 1l issus du RE, puis le complexe peptide-
CMH Il est exposé a la surface de la cellule [153]. Parallélement, il existe une voie de
présentation des protéines extra-cellulaires sur des molécules du CMH | que seuls les
macrophages et les cCD CD8" utilisent de maniére optimale : la présentation croisée [340].
Divers mécanismes sont mis en jeu durant cette présentation pour que les protéines
exogenes soient amenées dans le cytoplasme et réorientées vers la présentation classique
sur le CMH |I. Par exemple, il a été montré que si les protéines exogéenes ne sont pas
engageées dans la présentation sur les CMH Il alors qu’elles se trouvent dans I'endosome,
elles peuvent étre transportées activement vers le cytoplasme par des molécules de type
TAP. Le passage dans I'une ou l'autre des voies est dépendant de la régulation des activités

des enzymes protéolytiques dans I'endosome. On sait également que les protéines
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exogénes peuvent étre internalisées dans les phagosomes. Les composants du RE peuvent
alors incorporer le phagosome et directement activer le chargement des peptides sur le CMH
| ou activer le transfert actif de la protéine dans le cytoplasme par l'intermédiaire d’'un
transporteur appelé Sec-61. Enfin, les protéines du milieu extra-cellulaire peuvent étre
internalisées par liaison sur le récepteur aux mannoses. De cette fagon, les protéines se
retrouvent dans des structures endosomales précoces et sont ensuite activement
transportées vers le cytoplasme [153].

L'activité des CD est conditionnée par un ensemble d'étapes cruciales définies en
trois signaux : le signal O (activation des récepteurs innés type toll et non toll, internalisation
d'un antigéne), le signal 1 (présentation de l'antigene), et le signal 2 (molécules de co-

stimulation) (Figure 2). Apres rencontre avec le pathogéne au niveau du site d’'infection

Signal 1

Signal 2

Figure 2: Signaux conditionnant les réponses immuni taires induites par la cellule dendritique

(adaptée de [20;129]). Trois signaux gouvernent l'activité des CD. Le contact avec un agent
pathogéne constitue le signal 0. La présentation de I'antigene sur le CMH de la CD représente le
signal 1. Enfin, le signal 2 est apporté par les molécules de co-stimulation de la CD aidant a la
stimulation du LTh. CPA: cellule présentatrice d'antigénes, CMH: complex majeur

d’histocompatibilité, TCR : T cell receptor, LTh : lymphocyte T auxiliaire.

(signal 0), les cellules dendritiques des tissus périphériques entrent dans une phase de
maturation. La CD appréte I'antigene pathogéne a sa surface (signal 1), perd ses capacités
de phagocytose et exprime un récepteur de migration, CCR7, qui la guidera vers le ganglion

drainant du site d'infection en suivant un gradient de concentration des chimiokines CCL19
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et CCL21. Durant ce trajet, elle exprime a sa surface des molécules de présentation et de
co-stimulation (signal 2) (e. g. MHC | et I, CD80 (B7.1), CD86 (B7.2), CD40, OX40, ...) qui
vont contribuer a I'activation des lymphocytes T. Enfin, I'environnement stimulateur (signal 0)
auquel la CD est exposée dans le tissu périphérique conditionne le devenir de la CD et son
influence future sur la réponse adaptative comme nous le verrons plus loin [20].

Dans son ensemble, la situation qui fait intervenir les acteurs du systeme immunitaire
inné précédemment décrits est dite inflammatoire et se traduit par le développement de
quatre états majeurs superposeés: la rougeur, le gonflement, la chaleur et la douleur.
L’augmentation des réactions métaboliques et de I'afflux sanguin associé au recrutement de
globules blancs explique la rougeur, le gonflement et la chaleur. La sécrétion d’'un puissant
vasodilatateur, la bradykinine [203], est impliquée dans les phénoménes de douleur (figure
3). Le déclenchement de la réponse immunitaire innée est un élément indispensable pour

permettre la mise en place de la réponse adaptative, plus spécifique du pathogene ciblé.

B. Le systeme immunitaire adaptatif

1. La synapse immunologique

Les cellules dendritigues matures rejoignent les zones paracorticales (riches en
lymphocytes T (LT)) et corticales (riches en lymphocytes B (LB)) du ganglion drainant du site
d'infection. L'arrivée de ces populations se fait par des veines post-capillaires (HEV, high
endothelial veinules) qui alimentent 'organe lymphoide en liquide lymphatique, et qui permet
la co-localisation des CD, LT et LB (figure 4A) [199]. Chaque clone de LT et LB porte
plusieurs exemplaires d’'un récepteur, respectivement TCR ou BCR (T cell receptor ou B cell
receptor), qui reconnait un déterminant antigénique unique déterminé lors de son

développement par réassociation de genes [156]. En effet, lors de I'éducation des
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Figure 3: Etapes précoces de la réponse immunitaire innée et de linflammation. L’entrée d'un

pathogéne au niveau d'un épithélium entraine sa prise en charge par les cellules du systeme
immunitaire inné. La reconnaissance se fait par I'intermédiaire des PRR reconnaissant les PAMP des
pathogénes. Les PRR activés, membranaires ou cytoplasmiques, activent les génes dans le noyau
cellulaire. En réponse, diverses cytokines et chimiokines sont déversées dans le milieu extracellulaire
et dans la circulation sanguine. L'action systémique de ces substances permet le recrutement de
polynucléaires et mononucléaires. Au niveau local, les sécrétions de cytokines, de chimiokines et
I'afflux de cellules immunitaires déclenchent un état d'inflammation. PRR : Pattern Recognition

Receptor, PAMP : Pathogen Associated Molecular Pattern.

lymphocytes T (dans le thymus) et B (dans la moelle osseuse), chaque cellule a subi une
recombinaison originale des différentes parties des génes V (variable), D (diversity) et J
(joining) codant pour les unités structurales des TCR et BCR, respectivement. De plus, entre
les segments V, D et J, I'enzyme TdT (terminal deoxynucleotide trasferase) ajoute des
nucléotides qui augmentent la diversité des réarrangements. Au final, cette association,
orchestrée par les enzymes RAG1/2 (recombination-activating proteins), a eu pour effet de

créer un récepteur unique qui sera exprimé en de multiples copies a la surface du

lymphocyte. Ainsi, de nombreuses cellules dendritiques vont entrer en contact avec les
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lymphocytes par lintermédiaire du récepteur TCR ou BCR pour trouver le récepteur
spécifique de l'antigéne apprété. L'interaction forme une synapse immunologique qui est
constituée de deux parties se situant au niveau de la zone de contact avec la CPA. L'une
centrale, c-SMAC (central supramolecular activation cluster), est le lieu des interactions de
reconnaissance. On y trouve les molécules CMH, CD4, CD8 ou CD28 mais aussi des
kinases pour l'aide a la formation de la synapse (LYN et SYK). L'autre périphérique, p-SMAC
(peripheral SMAC), aide au renforcement de l'attache lymphocyte-CPA. On y trouve des

intégrines comme LFA-1 et CD45 [266].

2. Les réponses a médiation cellulaire et humorale

a. Développement des lymphocytes T CD4+

Dans le ganglion, ce sont les cCD migratoires, venues des tissus infectés, et les cCD
résidentes qui interagissent avec les LT exprimant CD4 et appelés LT CD4+ naifs pour initier
la réponse a médiation cellulaire (figure 5). Cellules dendritiques conventionnelles et LT sont
les seuls partenaires capables d'initier les réponses immunitaires adaptatives et mémoires
spécifiques d’'un pathogéne. Lorsque 'antigene porté par la CD reconnait le LT exprimant le
TCR adéquat, la synapse immunologique se renforce et déclenche une prolifération clonale
du LT dont le devenir est influencé par les cytokines produites par la CD mais aussi par les
molécules de co-stimulation de cette derniere [216]. Par exemple, CD80 et CD86 lient CD28
sur le LT, augmentant I'expression de CD40L a la surface du LT. En réponse, CD40L se lie
sur le CD40 de la CD stimulant alors la production d’IL-12, d’IL-18 et d’'IFNy qui impacteront
sur le LT naif. L’expansion clonale est donc orientée, et durant celle-ci les LT CD4+ se
transforment en lymphocytes T auxiliaires (LT helper) aux propriétés variées [323] :
- les LT helper 1 (Thl) dont I'apparition est conditionnée par la présence d'IL-2, d’IL-12

et d’'IFNy. lls expriment CXCR3, CCR5, STAT1-4, T-bet et sécrétent de I'lFNy et du

TNFa aux activités antivirales et antibactériennes,
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est constitué d'une zone centrale (médulla) et d'une zone corticale (riche en LB) contenant les
follicules. Entre les deux, la zone paracorticale (riche en LT) se distingue, irriguée par les HEV. Les
centres germinaux se développent au sein des follicules. Le réseau lymphatique irrigue I'organe par
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vaisseaux afférents irrigue le sinus sous cortical. On y trouve des antigenes solubles ou complexés
aux anticorps. Les macrophages forment une jonction entre le sinus sous cortical et le follicule ou les
LB et les FDC interagissent. HEV : high endothelial veinules, LB : lymphocyte B, FDC : cellule

dendritique folliculaire.
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d’infection. A son arrivée, elle contacte les LT CD4+ naifs créant une synapse immunologique. Les LT
CD4+ Thl produisent IL-2, IFNy et activent I'expansion clonale des CTL aux activités a médiation
cellulaire. Les LT CD4+ Tfh supportent I'activation des LB qui se transforment alors en plasmocytes
sécréteurs d’'anticorps (médiation humorale). CD : cellule dendritique, LT-LB : lymphocyte T-B, Thil-
Tfh : LT helperl-folliculaire.

- les LT helper 2 (Th2) qui apparaissent sous l'action de I'lL-4 et de I'IL-5. Ces cellules
produisent de I'lL-4 et de I'lL-13, expriment GATA-3, STAT-6 et entrent en jeu dans
limmunité contre les parasites extracellulaires,

- les LT helper 17 (Th17), qui se développent sous l'influence de I'lL-6, du TGF- 3, et de
IL-21, et qui sécrétent de I'lL-17 via I'activité du facteur de transcription RORYT. Les
Thl7 interviennent dans la régulation de linflammation et des infections par les

champignons [178],
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- les LT folliculaires (Tfh) qui sécrétent de I'IL-21, expriment CXCR5 et son ligand
CXCL13 et sont les lymphocytes indispensables pour la stimulation des LB
(prolifération, différenciation, réarrangement de génes) [170].

Les lymphocytes T auxilaires (Thl, Th2, Th17) peuvent étre regroupés dans une méme
catégorie, et séparés des lymphocytes Tfh. En effet, les caractéristiques phénotypiques des
LT auxiliaires (CCR7") impliquent qu'ils se trouvent préférentiellement dans les zones
corticales, (ou extra-folliculaires), tandis que les Tfh (CCR5") résident dans les régions
folliculaires. De plus, il semble que les Tfh soient issues d’un programme développemental
distinct de celui permettant de générer les Th, expliquant sans doute les fonctions effectrices
divergentes. Les Tfh sont en effet riches en molécules de costimulation exprimées a leur
surface, alors que les Th privilégient une action via la sécrétion de cytokines [99].

Enfin, les LT CD4+ naifs peuvent également se transformer en LT régulateurs (Treg).
Les Treg jouent un rdle majeur dans la régulation des réponses immunes et dans l'induction
de la tolérance [31]. Ces Treg sont celles dites « naturelles » qui se développent a partir du
thymus des individus et qui expriment le marqueur de surface CD25 et la facteur de
transcription FoxP3. Les Treg naturelles agissent de préférence, par la sécrétion de
cytokines (IL-10 et TGF-B), par contact cellulaire (e. g. avec les CD via CTLA4), par activités
lytiques (e. g. granzymes) ou par consommation des cytokines du milieu environnant [355]. Il
existe une seconde classe de Treg, les « inductibles », qui se développent sous l'influence
de LT effecteurs en conditions pathologiques. On trouve dans cette catégorie les
lymphocytes T regulateurs 1 (Trl) et les lymphocytes T helper 3 (Th3), qui n’expriment pas
FoxP3. Ces cellules médient principalement leur effet par la sécrétion de cytokines,

respectivement, IL-10 et TGF-B [30].

b. Développement des lymphocytes T CD8+
L’initiation de la réponse cellulaire par les CD4+ permet le développement d’'une
réponse cellulaire cytotoxique. Cette derniére se développe par l'intermédiaire des LT CD4+

Th1 qui vont activer des lymphocytes T spécifiques de I'antigene présenté et qui expriment le
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marqueur CD8 (LT CD8+). L'expression du CD8 est stimulée par la présentation, directe ou
croisée, d’antigenes sur des molécules du CMH de classe | (voir paragraphe 1) A.4). Aprées
activation, ces LT CD8+ connaissent une phase d'expansion clonale et colonisent les tissus
périphériques ou ils développent des activités cytotoxiques a I'égard du pathogéne, on les
nomme CTL (cytotoxic T lymphocytes). Cette phase dure environ 7 a 10 jours puis une
phase de contraction a lieu ou les CTL meurent par apoptose, mécanisme de mort cellulaire
programmeée et orchestrée par des caspases [299]. Enfin, une minorité (5% a 10%) des CTL
se transforme en cellules mémoires [376]. Il semblerait que le devenir des CTL, effecteurs ou
mémoires, soit défini par un programme interne initi€é des les premiers instants suivant
I'infection. Les cellules mémoires ont une longue durée de vie, se divisent peu fréquemment,
restent spécifiques sans nouvelle exposition a I'antigene et expriment les marqueurs CCR7,
CD62L et IL-7Ra. Leur survie est assurée par de fréquentes stimulations par les cytokines
IL-15 et IL-7 [158].

Dans les tissus périphériques, les CTL détectent les cellules infectés qui exposent a
leur surface un antigéne du pathogene associé au CMH | et, en réponse, sécretent IFNy et
TNFa aux activités antivirales mais également de la perforine, des granzymes A/B et de la
granulysine aux fonctions lytiques (activité de dégranulation, voir paragraphe 1) A.3). Les
CTL possedent également un stock intracellulaire de ligand Fas (FasL) qu'ils sécrétent aprés
activation. La liaison de FasL sur son récepteur Fas (CD95) induit aussi I'apoptose des

cellules infectées [137].

c. Développement de la réponse humorale

Le développement d’'une réponse humorale peut se faire de deux maniéres distinctes
en utilisant, ou non, l'aide des lymphocytes T auxiliaires (réponses T-dépendantes ou-
indépendantes). L'engagement vers I'une ou l'autre des réponses se fait en fonction de

I'antigene rencontré.
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Réponses T dépendantes. L'initiation de la réponse B se fait apres I'engagement
d’un antigene sur le BCR au niveau de la zone corticale de I'organe lymphoide (Figure 4A et
4B). Trois voies existent pour engager I'antigéne sur le récepteur [26]. Les cCD migratoires
et résidentes présentent I'antigéne aux LB via présentation sur les CMH II. Les antigénes
solubles de petites tailles moléculaires, arrivés par les vaisseaux afférents, peuvent étre
directement reconnus par le BCR en diffusant vers la zone corticale. Enfin, les macrophages,
présents dans le ganglion & la jonction entre la zone corticale et le sinus sous capsulaire,
peuvent transférer l'antigene aux LB. lls captent pour cela les antigenes de haut poids
moléculaires qui arrivent dans le sinus sous capsulaire via les vaisseaux afférents et qui sont
incapable de diffuser librement vers la zone riche en LB (Figure 4B). Les mécanismes
gouvernant le devenir des LB aprés leur rencontre avec l'antigéne se divisent en deux
réactions distinctes : la réaction extra folliculaire et la réaction folliculaire.

Dans la réaction extra folliculaire, les LT CD4+ Tfh et les LB qui ont engagé un
antigene sur leur BCR se rencontrent a l'interface des zones corticales et paracorticales. Les
LB se différencient alors rapidement en cellules productrices d’anticorps a courte durée de
vie spécifiques de I'antigene (IgM, 1gG et IgA), et sont responsables des réponses humorales
précoces de faible affinité [267].

La réaction folliculaire se développe dans des structures spécialisées appelées les
follicules et qui existent constitutivement dans la zone corticale. Les follicules sont constitués
d’agrégats de LB et de cellules dendritiques folliculaires (VCAM'ICAM'Fc*, origine
imprécise) dont le développement est dépendant de la présence des LB. Les LB qui ont
rencontré un antigene sont activés par leur contact avec les LT CD4+ Tfh ayant été guidé
dans le follicule par I'intermédiaire de leur récepteur CXCR5 (lie CXCL13) [99]. Les LB
subissent alors un programme de différenciation qui donne naissance aux centres germinaux
localisés au sein du follicule. Ici, les LB proliferent rapidement en plasmocytes sécréteurs
d’anticorps a longue durée de vie et en LB mémoires. Les centres germinaux sont donc les
lieux de l'affinage de la maturation des anticorps (i. e. sécrétion d’anticorps a haute affinité

par un processus d’hyper mutations somatiques) et de la formation des LB mémoires [26].
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Les principales caractéristiques des cellules mémoires résident dans leur capacité a produire
rapidement des anticorps a haute affinité et en grande quantité a la prochaine rencontre
avec l'antigene.

Le développement des LB est favorisé par les cytokines produites par les Th2 qui
stimulent la prolifération des LB, aident a la commutation des Ig (class switching) et
augmente I'expression des CMH IlI. De plus, les cellules Thl et Th2 sont indispensables pour
induire la production d’lgG aux sous-types variés, et notamment les Thl producteurs d’'IFNy
permettent la sécrétion d'lgG2a, alors que les Th2 producteurs d’IL-4 favorisent la sécrétion

d'lgG1.

Réponses T indépendantes . Ces réponses se développent lorsque I'antigéne
présent sur le site d’infection est un polysaccharide (PS) de la surface des bactéries (e. g.
Salmonella typhi, Haemophilus influenzae) ou une protéine polymérique. L'antigéne rejoint
alors le ganglion drainant ou il se lie directement aux LB (agrégation sur les BCR) et les
active, sans l'aide de LT auxilaires. On parle d’antigenes thymo-indépendants [308]. Cette
liaison entraine le développement d’'une réponse extrafolliculaire, et les LB se transforment
en plasmocytes sécréteurs d'anticorps. La caractéristique majeure de ces anticorps est leur
affinité faible et ils sont produits en quantité modérée. De plus, la réponse est marquée par
une réponse mémoire faible, voire absente. Ceci oblige I'organisme a combattre chaque
infection par ces antigénes comme une primo-infection. Il est important de souligner que les
PS n’activent directement que les LB matures. Ainsi, chez les enfants de moins de 5 ans qui
possédent majoritairement des LB immatures, les infections bactériennes contenant des PS
sont problématiques car ils ne peuvent combattre l'infection (e. g. otite ou pneumonie a

Streptococcus pneumoniae, méningite a Neisseria meningitidis).

d. Protection physiologique de la réponse humorale
L'action des anticorps oriente ['élimination du pathogene via les cellules

phagocytaires selon deux voies :
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- les anticorps ont une action neutralisante / opsonisante qui empéche les actions de
contact (e. g. fixation sur la cellule cible ou action de la toxine) et facilite I'élimination par
phagocytose,

- les anticorps stimulent les voies du complément [175]. Ce systéme enzymatique
activable en cascade favorise la phagocytose et peut lyser les cellules en formant des pores.

D’'une maniére générale, on peut dire que les réponses a médiation cellulaire, qui
utilisent les LT Thl et participent au développement des CTL, fournissent a I'héte un
mécanisme de défense contre les pathogénes intra-cellulaires. On parle de réponses aux
profils Thl ou cellulaires. De son c6té, la réponse a médiation humorale, aux activitées
relayées par les anticorps et supportées par les LT Th2 et Tfh, dote I'individu d’'un moyen de
défense contre les pathogenes extra-cellulaires. On parle alors de réponses aux profils Th2

ou humorales.
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I1) La vaccination

A. Généralités

1. Objectifs de la vaccination

Le terme de vaccination désigne le procédé par lequel la totalité, ou parties, d'une
substance pathogene sont introduites dans un organisme afin de stimuler son systeme
immunitaire et lui conférer une immunité protectrice contre une infection future par ce
pathogéne, sans que cela n'‘engendre la maladie. Il y a deux objectifs majeurs a la
vaccination:

1) protéger l'individu contre le développement d’'une maladie et de ses symptémes,

2) protéger les groupes de population en évitant la propagation de l'infection.

Le second objectif est étroitement lié au succes du premier car une chute de la
prévalence (i. e. nombre d’individus infectés a un instant donné) limite mécaniquement les
transmissions d’'un héte a l'autre et protege donc les groupes de population, c’est le principe
de limmunité de masse [154]. La vaccination est le moyen de prévention le plus
économiquement rentable contre de nombreuses maladies infectieuses d’origine virale ou
bactérienne [87] (tableau 1). Elle a notamment permis I'éradication complete de la variole qui
a été prononceée en 1980 par 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé, www.who.int).

L’acte de vacciner n'est devenu routinier qu'au XXé siécle et reste aujourd’hui I'un
des plus grands achévements médicaux de 'homme. Mais la vaccination est responsable
d'un «oubli collectif » de la menace que représentent les maladies infectieuses et un
nombre grandissant de personnes considérent 'immunité collective comme suffisante pour
les protéger [261]. Toutefois, il ne faut pas oublier que I'immunité de masse n’est possible
que si un seuil critique du nombre de vaccinés est atteint [324]. De plus, il existe une
méfiance vis a vis de la vaccination, de la part notamment des nouvelles générations n’ayant
pas ou peu connu les désastres causés par certaines infections [14]. Les maladies

infectieuses restent cependant responsables d'un décés sur quatre dans le monde
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Tableau 1 : Liste des pathologies d’origine infectieuse pour le

(adaptée des recommandations émises par I'OMS, mise a jour du 21 avril 2009)

squelles la vaccination est recommandée par 'OMS.

Cat\;egsgﬁ du Vivant atténué Inactive Conjugue Sous unitaire
Tuberculose* Cholera Infections & pneumocoques*® Hepatite B*
FHeéwre jaune Coqueluche* Infections & méningocoques Infections au virus du papillome*
Rougeole* Giippe Infectionsa Haemophilus influenzab  * Diphtérie (toxoide)*
Pathologie Orelllons Rage Tétanos (toxoide)*
Rubéole Encéphalite japonaise
Feévre typhoide Hépatite A
Infections a rotavirus Poliomyélite

* . la vaccination est recommandée pour tous (indép

toxoide : le vaccin est composé de la toxine inacti

vée du pathogéne

endamment de la région et des groupes de population

) (OMS, 2009)
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expliquant I'importance de poursuivre I'’éducation des populations et la découverte de

nouveaux vaccins [223].

2. Premiéres expériences historiques

Bien que faiblement documentées, les premiéres tentatives vaccinales figurent dans
des écrits venus de la Chine du Xeé siecle [124]. On retrouve ensuite diverses initiatives
d’'inoculation similaires jusqu'au XVllle siécle [279]: le terme variolisation, dérivé de la
variole, était alors employé pour définir ces pratiques. En effet, la variole causée par le virus
de la variole, était 'une des maladies infectieuses les plus dévastatrices et le développement
du premier vaccin contre cette maladie a résulté d'un ensemble d’expérimentations sur
plusieurs siecles. C’est Edward JENNER en 1798 qui réalisa le premier essai concluant a
grande échelle de traitement contre la variole. Il fit la premiere démonstration scientifique de
la possibilité d’éduquer le systeme immunitaire & se défendre contre une infection virale

avant d'y étre exposé naturellement [124].

B. Les différentes classes de vaccins

La grande majorité des vaccins utilisés de nos jours ont été développés de maniere
empirique. On sait aujourd’hui que la plupart induisent au moins une réponse humorale et
que les pathogeénes ciblés sont souvent contrdlables par des anticorps neutralisants [274].
On peut les regrouper en six grandes catégories en fonction de leur composition et un
apercu de I'historique du développement des vaccins est présenté dans la figure 6. Nous
avons volontairement référencé principalement dans ce chapitre des vaccins de type

préventif utilisés dans le cadre de vaccination contre les maladies infectieuses humaines.

1. Les vaccins vivants atténués

On retrouve dans cette catégorie les préparations vaccinales contenant I'organisme

pathogene complet ayant perdu sa virulence contre I'hnomme. L'atténuation du pathogéne est
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Figure 6 : Date de disponibilit¢é commerciale d'un v accin pour le pathogéene indiqué (d'apres

N

[109]). Les crochets indiquent a un vaccin qui n'est plus disponible. DTP : diphtérie, tétanos,
coqueluche ; HA/HB : hépatites A et B ; rec : recombinant ; Hib : Heamophilus influenza de type B ;
HPV : virus du papillome humain; IPV: vaccin inactivé de la polyomyélite ; MenC : Neisseria
meningitidis type C ; OPV : vaccin oral de la polyomyélite ; Pa combo : combinaisons acellulaires du
vaccin de la coqueluche ; Pneumo conj : vaccin conjugué des infections a pneumocoques ; Pneumo

PS : vaccin polysaccharide des infections a pneumocoques.

obtenue en utilisant soit 1/ une souche animale (vaccin de JENNER [124]), 2/ une souche
ayant été passée de nombreuses fois en culture in vitro (vaccin fiévre jaune [335]), 3/ une
souche thermosensible qui ne se réplique que peu ou pas aux conditions de vie de I'h6te a
37T (vaccin de la grippe [205]), 4/ une souche gén étiguement modifiée (vaccin rotavirus
constitué de réassortants génétiques [115]) ou 5/ une souche auxotrophe (ayant perdu la
capacité de biosynthese d’'un métabolite essentiel), phénotype qui réduit les capacités de
réplication intracellulaire chez le vacciné (vaccin contre les infections a Shigella [180]) [261].
L'immunogénicité forte des vaccins vivants atténués s’explique en partie par la
présence de nombreux motifs de types PAMP reconnus par les macrophages et les cellules
dendritiques mimant l'infection naturelle [268]. Elle est accentuée par la dissémination du

pathogene chez I'héte par effet réplicatif, activant les cellules de I'immunité innée en
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plusieurs endroits dans I'organisme [159]. Le succes reconnu de ces vaccins explique leur
présence en nombre sur le marché et les nouvelles études en cours de développement. On
peut citer comme exemple le développement d’'une souche mutante de Mycobacterium
tuberculosis pour un vaccin contre la tuberculose [51] et d’'une souche mutante de
Francisella tularensis pour un vaccin contre la tularémie (implication dans le bioterrorisme)
[294]. L'un des principaux obstacles au développement des vaccins réplicatifs est le risque
de réversion du pathogéne vers un état virulent (e. g. troubles paralytigues associés au

vaccin oral contre le virus de la poliomyélite [273]) [283].

2. Les vaccins inactives

On retrouve dans cette catégorie les préparations vaccinales contenant un
pathogene complet inactivé. Cette approche est apparue a la fin du XIXé siécle avec des
vaccins dont le pathogene était inactivé par la chaleur, des agents chimiques ou le
vieillissement de la souche (e. g. vaccins contre la poliomyélite de Salk [290], vaccins contre
I'hépatite A) [260]. Ces vaccins s’averent en général plus srs que les vaccins atténués, en
revanche leur immunogénicité peut aussi étre plus faible (e. g. vaccin de la grippe inactivé

moins efficace que le vivant atténué thermosensible [32]).

3. Les vaccins conjugués

Ces vaccins sont parmi les premiers a avoir bénéficié de l'accroissement des
connaissances scientifiques et techniques qui ont permis de rationaliser I'approche du
développement de nouveaux vaccins. lls sont obtenus en couplant un ou plusieurs
polysaccharides spécifiques du pathogéne a une protéine porteuse [172] et ont directement
profité des connaissances en immunologie. En effet par exemple, les défenses des
nourrissons sont trop immatures pour développer des réponses B, T indépendantes, contre
les sucres d’enveloppes des bactéries encapsulées [224]. En les couplant & une protéine

porteuse telle que la toxine diphtérique, ils développent une réponse spécifique humorale
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protectrice T dépendante. Les vaccins conjugués sont utilisés pour vacciner contre
'Haemophilus influenza de type b (e. g. Act-HIB®, Sanofi-Pasteur), les infections a
pneumocoques (e. g. Synflorix™, GSK) ou a méningocoques (e. g. Meningitec™, Wyeth)

[212] [173].

4. Les vaccins vectorisés viraux

On trouve dans cette catégorie les vaccins dont le ou les antigenes recombinants
sont apportés par un vecteur viral qui conserve son aptitude a infecter les cellules humaines
mais n’est pas pathogéene. De nombreux virus servent de plate-forme en recherche et en
clinigue (tableau 2) pour introduire des antigenes vaccinaux [89] mais actuellement aucun
n'est commercialisé. On peut citer comme exemple les vecteurs dérivés des poxvirus (e. g.
souche MVA et NYVAC [119], ...), les adénovirus (e. g. sérotypes 5, 35, ... [277]), le virus de
la rougeole [200], les alphavirus (e. g. virus de la forét de Semliki, ...) ou encore le virus de
I'herpes [89].

Les vaccins vectorisés viraux miment, dans une certaine mesure, une infection
naturelle et sont donc capables de stimuler efficacement le systéme immunitaire, notamment
grace a la présence de PAMP. De plus, ils peuvent exprimer un ou plusieurs antigénes
d’intérét vaccinal dans le cytoplasme des cellules infectées ce qui leur permet donc
d’accéder a la présentation par des molécules du CMH | et & la reconnaissance par les T
CD8+. Classiquement, ils sont faciles a produire avec un taux de rendement élevé et sont
aisément manipulables pouvant accueillir de larges antigénes vaccinaux hétérologues. De
plus, et a titre d’exemple, les adénovirus ont une pathogénicité limitée chez 'homme, et les
poxvirus NYVAC et MVA sont non propagatifs sur la plupart des cellules mammiféres,
augmentant leur profil de sécurité et rendant ces vecteurs attractifs pour un usage vaccinal

[277].
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Tableau 2 : Liste des vecteurs viraux, non viraux e  t de leur association en essais cliniques en
2009 (d'aprés Journal of Gene Medecine, mise a jour  mars 2009). Il est important de noter que
certains vecteurs indiqués sont utilisés dans des indications autres que la vaccination préventive
contre les maladies infectieuses humaines.

Essais cliniques Essais cliniques

Vecteurs en 2009 Vecteurs en 2009
Nombre % Nombre %

Adeno-associated virus 67 . Poxvirus + Vaccinia virus 1.8
Adenovirus 370 24.1 "Retrovirus 326 21.2
Adenovirus + Retrovirus 3 0.2 ||RNA transfer 22 1.4
Adenovirus + Vaccinia 2 0.1 ||RNA virus 5 0.3
virus

E. coli 1 0.1 "Saccharomyces cerevisiae 5 0.3
Flavivirus 8 0.5 [[salmonella typhimurium 2 0.1
Herpes simplex virus 51 3.3 "Semliki forest virus 1 0.1
Lactococcus lactis 4 0.3 [[sendai virus 2 0.1
Lentivirus 21 1.4 "Shigella dysenteriae 1 0.1
Lipofection 109 7.1 "Simian virus 40 1 0.1
Listeria monocytogenes 3 0.2 ||Sleeping Beauty transposon 1 0.1
Measles virus 3 0.2 Streptococcus mutans 1 0.1
Naked/Plasmid DNA 278 18.1 Vaccinia virus 94 6.1
Naked/Plasmid DNA + 2 0.1 Venezuelan equine 2 0.1
Adenovirus encephalitis virus replicon

Naked/Plasmid DNA + 1 0.1 Vesicular stomatitis virus 2 0.1
Vaccinia virus

Newcastle disease virus 1 0.1 Vibrio cholerae 1 0.1
Poliovirus 1 0.1 Unknown 50 3.3

5. Les vaccins génétiques

L’antigene recombinant du pathogéne est ici apporté par un vecteur ADN (tableau 2).
L'injection se fait par « bombardement » sur la peau ou injection intra-musculaire. Les
kératinocytes et les myocytes vont capturer les vecteurs ADN et synthétiser I'antigene
d’intérét permettant le déclenchement de la réponse immunitaire par présentation aux APC.
Ces dernieres peuvent aussi capter directement les vecteurs ADN. Enfin, la présence de
PAMP sur le vecteur ADN contribue a activer 'immunité innée. L'efficacité des vaccins
génétiques a été largement montrée dans diverses espéces animales bien que leur
immunogénicité reste généralement faible chez I'homme [344]. De nombreuses
modifications sont envisagées pour améliorer 'immunogénicité comme I'ajout de séquences

et de promoteurs optimisés ou I'emploi de modes de délivrance modifiés (microparticules,
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électroporation). A titre d’exemple, les vaccins a ADN sont employés dans la recherche d'un

vaccin contre les infections au virus de I'immunodéficience humaine (VIH) [121].

6. Les vaccins sous-unitaires

L’élément vaccinal inclus dans ces vaccins se présente sous des formes diverses,
parmi les plus employées on trouve :

- des protéines recombinantes produites par exemple dans la levure Saccharomyces
cerevisiae (e. g. protéine de surface du virus de I'hépatite B, HBsAg, utilisée dans les
vaccins préventifs contre ce virus [263]) ou dans la bactérie Escherichia coli (e. g. protéine
de surface de Borrelia burgdorferi, agent responsable de la maladie de Lyme, utilisée
jusqu’en 2002 dans le vaccin LYMErix™ (Smith Kline Beecham) [132]),

- des particules virales faites d’'une ou plusieurs protéines recombinantes virales auto-
assemblées ne contenant ni matériel génétique ni produit vivant, produites en levure, cellules
d’'insectes ou de mammiferes et appelées VLP (virus-like particules) [285]. Cette technologie
est par exemple employée dans les vaccins contre les infections dues au virus du papillome
humain (Gardasil®, Merck et Cervarix®, GSK) [80],

Les vaccins, notamment génétiques et sous-unitaires développés de maniére
rationnelle, permettent de limiter lintroduction de sources exogénes contaminantes et
responsables d’'effets indésirables en n’introduisant que les antigénes viraux ou bactériens
nécessaires a la protection vaccinale. De nombreuses techniques sont employées pour
accroitre le bénéfice de ces vaccins pour les patients. Par exemple, I'élement vaccinal peut
étre dirigé préférentiellement vers un compartiment cellulaire pour améliorer I'efficacité de la
vaccination. Ainsi, on utilise des techniques d’électroporation pour augmenter la quantité de
vecteurs a ADN qui entrent dans les cellules cibles. Au moment de l'injection, un choc
électrique crée de multiples ouvertures transitoires dans la membrane des cellules
permettant I'acces du vecteur avec une meilleure efficacité (e. g. electroporation d’un vecteur

ADN codant pour les protéines NS3-4 du virus de I'hépatite C [6]).
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7. Les vaccins basés sur 'utilisation des cellules dendritiques

Le role central des CD dans l'induction de réponses immunes les place comme des
éléments cellulaires de choix a utiliser, afin d’envisager le développement de nouveaux
vaccins. Ainsi, les cellules dendritiques d'un patient, nhotamment dans les thérapies anti-
cancéreuses, peuvent étre cultivées ex vivo puis chargées avec l'antigene vaccinal avant
d’'étre réinjectées chez son hote [387]. De hombreuses stratégies permettent de transfecter
les CD avec soit une protéine d’'intérét vaccinal, soit un ARN ou encore un plasmide ADN
codant pour des séquences d’intérét. Parallelement, les CD peuvent étre stimulées pour étre
activées (e. g. a laide de cytokines, de ligands de costimulation). Le grand atout de
l'utilisation de cette vaccination est qu’elle permet a la fois de cibler spécifiquement I'élément
vaccinal aux cellules clés que sont les CD et d’'activer cette population, initiant ainsi une

réponse immune spécifique chez le vacciné. La limite de cette stratégie réside sans doute

dans les difficultés de sa mise en ceuvre lourde et couteuse.

C. Un apercu des enjeux en vaccinologie

La majorité des vaccins commerciaux est destinée a étre administrée a des individus
sains expliquant la raison pour laquelle, au-dela des considérations scientifiques, il faut tenir
compte de nouvelles contraintes émanantes des attentes de plus en plus grandes de la
société et qui représentent un des nouveaux défis pour la vaccinologie moderne. Relayées
par les autorités réglementaires, ces dernieres se tournent vers des compositions vaccinales
caractérisées et minimalement réactogenes entrainant alors une complexification de la mise
sur le marché d’'un vaccin par, notamment, I'augmentation des données réglementaires a
générer et les défis liés a une production qui se doit d’étre qualitative et quantitative [45].
Dans cette optique, quatre points fondamentaux sont a respecter lors du développement
d'un vaccin : 1/ définir avec précision le processus de fabrication, 2/ garantir le respect du
suivi de ce processus, 3/ valider le produit fini et faire la démonstration de son efficacité et de

son inocuité, et 4/ obtenir I'aval des autorités pour la distribution du vaccin. Chacune de ces
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étapes nécessite une expertise particuliére et présente des contraintes spécifiques qui vont,
a titre d’exemple, de la mise en place d’'un processus de fabrication reproductible pour
réaliser une préparation vaccinale stable dans le temps, a la sécurisation du transport des
produits finis afin d’éviter des variations de températures et donc leur altération. Au niveau
réglementaire, un tissu dense d'autorités (e. g. agence francaise de sécurité sanitaire des
produits de santé, comité de protection des personnes, haut conseil des biotechnologies)
réglemente les étapes du développement vaccinal et ce de maniere parfois non homogéne a
I'échelle internationale créant d'importantes barrieres au développement. Toutefois, ces
autorités restent aussi de précieuces alliées, en tant que consultantes, indispensables a la
mise sur le marché.

Ainsi, il apparait que le développement industriel d'un vaccin est un processus de
plus en plus complexe, de plus en plus colteux nécessitant de nombreuses compétences,
techniques et transversales, pour continuer a développer et distribuer des vaccins
performants, sécuritaires et accessibles au plus grand nombre. Le temps de développement,
de l'ordre de 15 a 20 années, nécessite aussi une organisation des plus efficaces pour ne
pas augmenter ce délai. Les nouveaux vaccins, et notamment les vaccins sous unitaires,
apparaissent appropriés pour répondre a ces contraintes mais ils sont généralement limités
par leur manque d'immunogénicité [343]. La prise en compte de cette limitation améne a
explorer de nouvelles pistes et actuellement de nombreux espoirs reposent sur la découverte
d’adjuvants de vaccination efficaces (Paragraphe D.).

A l'origine, la vaccination a été pensée pour prévenir la maladie. De nos jours, la
notion de vaccination thérapeutique est également devenue incontournable. Elle correspond
a I'emploi d'une préparation vaccinale qui doit contrdler et / ou éliminer une infection installée
chez le patient. Les infections virales [149] et bactériennes, les affections cancéreuses et les
maladies auto-immunes et neuro-dégénératives [303], sont largement ciblées par la
vaccination thérapeutique Le bénéfice de ce type de vaccination est a apprécier en fonction

d’'un rapport bénéfice / risque propre a chaque patient et en fonction de la pathologie. Dans
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un souci de clarté, nous avons décidé de ne parler ici de ce type de vaccination qui

représente un secteur de recherche dynamique a part entiére.

D. Adjuvantation

1. Définition et besoins actuels

Le terme adjuvant est issu du latin « adjuvare » signifiant « aider » et il désigne en
vaccination I'élément qui augmente 'immunogénicité de I'antigene auquel il est combiné
[295]. En vaccinologie humaine, la premiére démonstration de I'existence d’'un « pouvoir
adjuvant » a été faite en 1926 [116]. Au cours de travaux sur le potentiel immunogénique de
précipités de toxines-antitoxines diphtériques, il a été observé que la précipitation réalisée
avec du potassium d'aluminium augmentait considérablement la réponse immunitaire
spécifique induite chez le cochon d’Inde. Depuis plus de 80 ans, les dérivés d’aluminium
entrent dans la composition de la majorité des vaccins et restent les seuls adjuvants

autorisés chez ’homme aux Etats-Unis (Tableau 3 et [100]).

Tableau 3 : Principales maladies pour lesquelles un vaccin contenant des dérivés d’aluminium existe
et est commercialisé aux Etats-Unis. La composition chimique du dérivé aluminé contenu dans le
vaccin est indiquée. (Adapté de [29] et [359])

Vaccination contre Forme chimique de I'aluminium

sulfate d'aluminum et de potassium ou

Diphtérie et Tétanos (DT) phosphate d'aluminium

DT et coqueluche (DTP) sulfate d'aluminum et de potassium ou

é’ phosphate d'aluminium
E sulfate d'aluminum et de potassium ou
E DT et coqueluche (DTaP) hydroxyde d'aluminium ou phosphate
=] d'aluminium
= . N S
2 Infections & Haemophllgs influenza de type B hydroxyde daluminium
8 (Hib)
©
> Infections @ Pneumocoques phosphate d'aluminium
Hepatite B hydroxyde d'aluminium
Hepatite A hydroxyde d'aluminium
Infections par le virus du papillome humain hydroxyde et phosphate d'aluminium
Maladie du charbon hydroxyde d'aluminium
Rage phosphate d'aluminium
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Le développement d’adjuvants de vaccination est aujourd’hui dynamisé par plusieurs
facteurs [251]. Tout d’abord, I'emploi d’adjuvants est une condition sine qua non au
développement des vaccins sous unitaires limités par leur faible immunogénicité [275]. De
plus, I'emploi d’adjuvants est favorisé pour réduire le nombre de rappels et les doses
d’antigenes sans perte d'efficacité [234]. Egalement, il est urgent de découvrir de nouveaux
adjuvants car les dérivées daluminium n'induisent notamment pas de réponses T
cytotoxiques nécessaires a la protection contre de nombreux pathogénes comme ceux
responsables du SIDA (syndrome de [Ilimmunodéficience acquise, virus de
limmunodéficience humaine), du paludisme (Plasmodium falciparum) et de la tuberculose
(Mycobacterium tuberculosis) (OMS, objectifs du millénaire pour le développement,
http://www.who.int/mdg/goals/en/index.html) [40;139;341]. Enfin, les sujets immunodéprimés
qui développent des réponses non optimales a la vaccination pourraient bénéficier de
nouveaux adjuvants [16;275].

De nombreuses descriptions de I'adjuvant « idéal » ont été proposeées [5;162;311]. Il
doit étre stable, avoir une longue durée de vie (22 ans), étre biodégradable, étre fabricable a
moindre colt et de maniere reproductible, étre immunologiquement inerte (aspect
sécuritaire) et orienter les réponses immunes vers le profil choisi. Le trés faible nombre
d’adjuvants commercialisés indique que ces objectifs ne sont pas triviaux a atteindre. Le
développement des adjuvants qui a débuté de maniére empirique se dirige maintenant vers

une recherche rationnelle pour répondre a ces besoins.

2. Les différentes classes d’adjuvants

Il nexiste pas de classification officielle pour les adjuvants de vaccination mais on
peut distinguer diverses méthodes de regroupement [258], dont un regroupement en fonction
de leur origine (tableau 4), en fonction de la voie d’administration, ou en fonction de leur
mode d’action « véhicules » ou immunostimulants [312]. Les véhicules favorisent la prise en
charge de l'antigene par les cellules dendritigues au site d’injection en augmentant la

persistance sur site et en aidant a la formation de complexes particulaires favorables a la
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phagocytose [73]. Les immunostimulants stimulent les cellules de I'héte par interaction avec
différents récepteurs, TLR et non TLR [183]. Il en résulte une modulation des profils
phénotypiques et fonctionnels des cellules dendritiques, macrophages et / ou lymphocytes T
et B. Ce regroupement en fonction du mode d’action apparait arbitraire car de nombreux

adjuvants possedent les deux propriétés a des degrés variés [129].

Tableau 4 : Présentation des principaux adjuvants en fonction de leur origine (adaptée et modifiée de

[354]).

ADJUVANT

ORIGINE ou COMPOSITION
CHIMIQUE

EFFETS SUR LA REPONSE IMMUNE

Alun

mingrale

stimulation de la réponse Th2

Adjuvant incomplet de Freund

ermlsions EFH

impartante production d'anticarps,
forternent inflammataire

Adjuvant camplet de Freund

emulsions EAH + mycobactéries
inactivees

repanse mixte humarale et cellulaire

FES

ermulsion HE & base de squaléne

stimulation de la réponse Th2

Manophosphoryl lipide A

camposant hactérien dérive du

repanse mixte humarale et cellulaire

hnopolysaccharide
Muramy! dipeptide et dérivés composants de L? paroi des stimulation préférentielle de la réponse
mycobacténes ThZ

Oligonucléotides CpG

matifs molecwlaires des procansotes

induction de répanse Th

Cytokines

protéines géndralement whilisées sous
forme recombinante

action directe et spécifique, dose- et
gspéce-dépendante

Saponines et lmmuno Stimulating
COMplexes

agents amphipathiques darigine
vieetale, permettant la formation de

production d'anticorps et stimulation des
LT cytotoxigues

Imrunopotentiating reconstituted
influgnza wirosomes

dérivés virales et lipides

induction d'une réponse mixte humorale
gt cellulaire

Toxines bactériennes

s0Us forme entidre, Inactivee, sous-
unitaire au mutée

favorise les réponses Th2, production
dlgd sécrétoires

Quelque soit la méthode de présentation choisie, il est impossible de dresser une
liste exhaustive de I'ensemble des composés connus ayant des propriétés adjuvantes [162].
I a donc d’abord été choisi de présenter dans ce mémoire les mécanismes d’action
proposés des adjuvants de vaccination actuellement commercialisés pour I'homme. Ensuite,
pour illustrer le dynamisme de la recherche sur les adjuvants [251], une revue hon
exhaustive des plus prometteurs en développement clinique et pré-clinique sera également
proposée. L'accent est mis sur les adjuvants inclus dans des vaccins contre les maladies

infectieuses humaines.
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E. Les adjuvants présents sur le marché

1. Adjuvants a base d’aluminium

lIs sont largement employés dans les vaccins mais paradoxalement le mécanisme
d’action de ces composés est peu connu [197]. Le terme « alun » est utilisé en général pour
définir 'adjuvant a base d’aluminium intégré a un vaccin. D’un point de vue chimique, I'alun
est une forme soluble de sulfate d’aluminium et de potassium (AIK(SO,),). De leur c6té, les
vaccins commercialisés contiennent majoritairement de I'hydroxyde d’aluminium (Al(OH)3,
communément appelé Alhydrogel) et / ou du phosphate d’aluminium (AIPO, communément
appelé Adju-Phos). Enfin, en recherche pré-clinique, I'lmject® Alum (Pierce, Rockford, IL) est
un mélange d’hydroxyde d’'aluminium, d’hydroxyde de magnésium (Mg(OH),) et de
stabiliseurs inactivés [207]. Or la nature de ces différents produits a base d’aluminium va
influencer la diffusion de I'antigéne et par conséquent la réponse immunitaire [135] et il est
donc difficile de comparer strictement les diverses études. Nous emploierons le terme alun
dans la suite de ce mémoire pour désigner toutes les substances adjuvantes contenant de
aluminium.

L’alun a longtemps été considéré comme un adjuvant a « effet dép6t » permettant la
rétention sur le site d’'injection de I'antigene adsorbé, ou non, sur lui [33;284]. Cette rétention
augmenterait la durée de contact de I'antigene avec les cellules dendritiques résidentes et
améliorerait ainsi les réponses induites. Cependant on sait aujourd’hui que l'alun est un
adjuvant a la fois véhicule et immunostimulant et qu’il présente deux activités majeures : 1/
l'attraction et I'activation des cellules de I'immunité innée au site d'injection et 2/ I'orientation
vers un profil Th2 de la réponse immunitaire.

En effet, l'injection intra péritonéale (i. p.) d’alun chez la souris induit la sécrétion des
chimiokines inflammatoires CCL2 (MCP-1), CXCL11 (éotaxine) et CXCL1 (équivalent murin
de I'lL-8) par une population cellulaire non définie. Cette production se traduit par le
recrutement rapide de monocytes inflammatoires (CD11b*Ly6C", précurseurs directs des CD
[113]), de CD conventionnelles (CD11c"), de CD plasmacytoides (CD11c™), d'éosinophiles

et de neutrophiles sur le site d’injection [177]. Une autre étude confirme ces résultats en
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montrant que dans les cellules musculaires murines, I'expression du géne codant pour CCL2
est augmentée en réponse a l'alun. Dans cette étude, I'alun induit aussi le recrutement des
monocytes inflammatoires CD11b* dans les 4 jours [225]. Le mécanisme d’activation des CD
reste flou mais in vitro I'alun s’est montré capable d’activer directement ces cellules en
augmentant leur expression de CD80 et CD86 et leur sécrétion d’IL-1B et d’IL-18 selon un
mécanisme caspase-1 dépendant [315]. Cette activité sur les CD n’est pas TLR dépendante
car l'alun n'active pas directement ces récepteurs [111]. En revanche, l'alun active un
récepteur NLR cytoplasmique, Nalp3 (NOD-like receptor, pyrin domain containing 3) qui
s'associe ensuite avec 'ASC (apoptosis-associated speck-like protein) et la pro-caspasel
pour former un complexe appelé rlinflammasome NLRP3 [246]. L'activation de
linflammasome stimule les activités d’'une cystéine protéase caspase-1 qui transforme pro-
IL-1B en IL-1B active dont la conséquence immédiate est le recrutement de monocytes
immatures et de CD [176]. L'alun est également capable d’induire la nécrose d'une cible
cellulaire encore non identifiée conduisant a la production d’acide urique. Ce composé est un
activateur de l'inflammasome NLRP3 [177]. L'activation de I'inflammasome NLRP3 par I'alun
semble indispensable pour qu’il y ait une activité adjuvante et recrutement de cellules
immunitaires, méme si cet effet est contesté par d’autres travaux [106]. Toujours au niveau
local, l'alun augmente les capacités d’internalisation d’antigénes (macropinocytose et
phagocytose [221]) des monocytes inflammatoires CD11b" Ly6C*, déclenchant leur
migration vers les organes lymphoides et leur transformation en CD CD86" CD40" MHCII*
CD11c" présentatrices d’antigénes [177]. L'alun induit donc un état inflammatoire permettant
le recrutement et I'activation de cellules de I'immunité innée ainsi que la préparation des CD
a initier les réponses adaptatives.

Concernant I'activité d’orientation, I'alun influence la réponse immunitaire induite vers
un profil Th2. Dans une étude in vitro, les CD de la moelle osseuse de souris incubées en
présence d'alun induisent I'activation de LT CD4+ naives en LT CD4+ Th2 sécrétrices d’IL-4
et d’'IL-5. Dans ces cultures, la neutralisation de I'lL-1[3, de I'lL-18 et de la cystéine protéase

caspase-1 abolit les sécrétions d’IL-4 et d’IL-5 et restaure un profil Thl, indiquant également
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gue l'alun est un adjuvant pour induire des réponses Th2 [315]. Enfin, in vivo aprés injection
i. p. d’'alun chez la souris, une population €osinophile sécrétrice d’IL-4 est retrouvée dans la
rate, responsable du priming des lymphocytes B et de la production d’'IlgM donnant une

orientation Th2 a la réponse [366] (figure 7).
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Figure 7 : Mécanisme d’action proposé de I'alun  (adapté de [82;185]). Aprés injection, I'alun active
linflammasome Nalp3 responsable de la sécrétion d’IL-1B. L'activité nécrosante de I'alun stimule les
sécrétions d'acide urique activant également Nalp3. L’alun induit la sécrétion de chimiokines qui
attirent de nouvelles cellules sur site. Il favorise également la maturation de monocytes en CD et leur
migration vers les ganglions lymphatiques. Dans le ganglion, les CD activent une population

éosinophile sécrétrice d'IL-4 qui I'implique dans la réponse effectrice Th2.

En ce qui concerne sa sQreté, I'alun a été administré a des centaines de millions de
personnes et c’est un adjuvant peu toxique bien qu’il soit occasionnellement associé a

linduction d’érythémes, de granulomes inflammatoires, de nodules sous-cutanés et de
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réactions allergiques IgE dépendantes [128]. Principalement, son utilisation est donc limitée
par son incapacité a induire des réponses Thl avec hotamment sécrétions d'lIL-12, d'IFNy et
induction des lymphocytes T cytotoxiques nécessaires pour lutter contre de nombreux
pathogenes intracellulaires [44]. Il se heurte aussi a des problemes de production car il est
sensible a la congélation (conduit & une coagulation irréversible et a une perte d'activité),
doit étre préférentiellement conservé a +4° C et est difficilement lyophilisable [141]. Il n’est
pas non plus biodégradable car il peut étre détecté jusqu’'a un an apres injection. Toutefois,
lalun est un adjuvant efficace dans l'induction des réponses humorales et il est retrouvé
dans des vaccins dirigés contre des pathogenes pour lesquels la protection est conférée par
les anticorps neutralisants (chapitre Il, tableau 1). Son utilisation a grande échelle le place
comme l'adjuvant de référence pour la mise au point de nouvelles formulations plus efficaces

[207].

2. MF59

Le MF59 est une émulsion huile dans eau composée de 4,3% d’huile de squalene,
1% de surfactant (Polysorbate 80 and Sorbitan triolate, 0,5% chacun), d’'un tampon de citrate
de sodium 10mM et d’eau [238]. Le MF59 possede un mécanisme d’action similaire a I'alun
(figure 8) a I'exception prés gu'’il ne favorise pas la rétention de I'antigene sur site. En effet, il
a été montré que la distribution d’'un antigene chez la souris, du site d'injection vers les
tissus, ne varie pas qu'il soit adjuvanté par le MF59 ou non [90]. In vitro, le MF59 stimule la
production par les monocytes, macrophages et granulocytes des chimiokines CXCL8 (IL-8),
CCL2, 3 et 4 (respectivement MCP-1, MIP-1a, MIP-18). Cette sécrétion pourrait donc attirer
monocytes, CD immatures, NK et LT sur le site d’'injection. Cela a été clairement montré
chez la souris pour les monocytes CD11b" qui sont recrutés en 4 jours [225]. Le MF59
permet la différenciation en culture de monocytes en CD matures caractérisées par un
phénotype CD86" MHCII" CD14~ et augmente leur capacité d’internalisation. De plus dans
cette étude, cet adjuvant stimule I'expression de CCR7 responsable de la migration des CD

des tissus périphériques vers les ganglions [304]. Dans des modéles murins de vaccination
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contre la grippe, le MF59 déclenche préférentiellement la sécrétion des cytokines IL-5 et IL-6
et d’anticorps anti-hémagglutinine de type IgG1, marquant une nette orientation vers un profil
Th2 et améliore les réponses humorales induites chez des souris agées [142;347] (Figure 8).

Chez 'hnomme, le MF59 a été commercialisé en 1997 dans un vaccin contre la grippe

pour les personnes agées (Fluad™, Chiron-Novartis). Il reste principalement efficace pour
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Figure 8 : Mécanisme d’'action proposé du MF59 (d'apres [304]). Le MF59 stimule la sécrétion des
chimiokines CXCL8, CCL2 et 4 par les macrophages, monocytes et granulocytes ce qui augmente le
recrutement d'autres cellules de Pimmunité sur le site. Cette boucle stimulatrice active la
différenciation des monocytes en CD (CD86" MHCII® CCR7") qui migrent vers le ganglion et sont

capables d'instruire les lymphocytes T et B en vue de la sécrétion d'anticorps spécifiques de
l'antigéne.

induire des anticorps neutralisants [262]. Le MF59 inclus dans Fluad™ a été généralement

bien toléré par plus de 27 millions de personnes dans les 20 pays ou il est enregistré [300].
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3. Monophosphoryl lipide A (MPLA) et RC529

Le MPLA est une fraction bactérienne issue de la détoxification du
lypopolysaccharide (LPS) contenu dans la paroi de la souche Re595 de Salmonella
minnesota [270] [96]. Ce composé a été remarqué car il conserve les propriétés adjuvantes
du LPS mais sa toxicité est équivalente a seulement 0.1% de ce dernier [52;271]. A I'image
du LPS, le MPLA interagit avec les récepteurs TLR4 [143;334] puis active la voie TRIF
dépendante alors que le LPS active en plus la voie MyD88 dépendante aprés liaison sur ce
récepteur. Cette différence pourrait expliquer la faible toxicité du MPLA [209]. Une étude in
vitro indique que le MLPA, contrairement au LPS, active la sécrétion par les monocytes
humains d’ions superoxydes (O,) et de peroxyde d’hydrogene (H,O,). Cette production
bloguerait les sécrétions de TNFa, responsables de la toxicité du LPS, en agissant sur le
facteur de transcription NFKB [288]. In vitro, le MPLA augmente les activités présentatrices
des lymphocytes B et des macrophages mesurées par leur capacité a induire la prolifération
des lymphocytes T [81]. Il augmente I'expression des marqueurs CD80, CD86, MHC Il a la
surface des CD dérivées de monocytes humains in vitro et celle de CD40L a la surface des
LT [151]. Chez la souris, le MPLA dirige les réponses vers un profil mixte Th1/Th2
caractérisé par la sécrétion d’'lgG1l et d’lgG2a et par une production des cytokines IFNy, IL-4
et IL-5. De plus, cet adjuvant est capable d’initier la migration des CD vers les zones riches
en cellules T et d’augmenter leur expression de CD86, préparant ainsi les cellules a
linteraction avec les LT naifs [81].

La composition du MPLA est hétérogene et comprend plusieurs variants lipidiques.
La recherche d'espéces moléculaires dérivées du groupement majeur du MPLA, I'hexa-
acyle, a conduit a la découverte du composé RC529 (ou Ribi.529) dont les activités sont trés
similaires au MPLA. De plus, il est moins pyrogéene chez le lapin et est synthétisable, ce qui
le place comme un candidat adjuvant a fort potentiel [96].

Le MPLA n’est pas commercialisé en tant que tel, il est adsorbé sur alun (aluminium
hydroxyde ou phosphate) et forme le systéme d'adjuvantation de GSK, AS04. Cette

formulation est incluse dans un vaccin contre I'hnépatite B (FENDrix™, GSK, Rixensart,
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Belgique) et permet d'atteindre un titre plus élevé d’anticorps spécifigues anti-HBsAg, et
d’augmenter les taux de séroconversion avec une dose plus faible d’antigéne que le vaccin
adjuvanté uniqguement avec alun. L’AS04 a récemment été utilisé pour adjuvanter un vaccin
de type VLP (constitué de protéines L1 du virus du papillome humain) contre les infections
par les génotypes 16 et 18 du virus (Cervarix™, GSK). Ce vaccin confére une protection via
la production d’anticorps anti-L1 neutralisants avec une durée de vie étendue (au moins 48
mois pour les anticorps anti-L1 HPV-16 spécifiques) [109]. L’AS04 a été administré a plus de
90 000 personnes et n'a montré que des réactions locales transitoires Iégeres a modérées,
ce qui lui confere un profil de sécurité acceptable.

Quant au RC529, il est utilisé pour adjuvanter la protéine recombinante de surface du
virus de I'hépatite B (HBsAgQ) incluse dans un vaccin contre ce virus et a été commercialisé

en décembre 2006 en Argentine (Supervax™, Dinavax Europe).

4. Immunopotentiating reconstituted influenza viros omes (IRIV)

Les IRIV sont des structures sphériques, ne contenant ni nucléocapside, ni matériel
génétique, qui s’auto-assemblent a partir des glycoprotéines (GP) de surface du virus
influenza préalablement solubilisées [217]. De la phosphatidylcholine dérivée d'ceuf et de la
phosphatidylethanolamine synthétique sont ajoutées a la préparation des GP pour former la
particule compléte [226]. La fonctionnalité d’'un IRIV est majoritairement apportée par la
présence des GP de surface, 'hnémagglutinine (HA, 2 sous types existent, HAL et HA2) et la
neuraminidase (NA). Les IRIV entrent dans les cellules dendritiques en se liant aux acides
sialiques de ces cellules via la protéine HAL et se retrouvent dans les endosomes [12]. A
l'intérieur de la CD, la protéine HA2 permet la fusion membranaire avec I'endosome et libére
le contenu de I'RIV [342]. Le chargement de I'antigéne vaccinal sur I'lRIV détermine la voie
de présentation au CMH et permet donc de modifier la réponse induite [227]. Ainsi, aprés
fusion membranaire dans la CPA, les antigénes de surface vaccinaux et HA / NA (ou

uniguement HA et NA si aucun antigéne vaccinal n'est ajouté), se retrouvent dans les
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endosomes. lls sont ensuite associés a une molécule du CMH de classe Il et donc présentés
aux LT auxiliaires CD4+. Les antigénes contenus dans I'IRIV se déversent dans le
cytoplasme de la CPA apres fusion et sont présentés sur les molécules CMH de classe |
pour induire des réponses T cytotoxiques [46].

L'activation des CD par les IRIV, identifiée par 'augmentation des deux marqueurs de
surface CD40 et CD80, n'est pas clairement mise en évidence. Deux études s’opposent
dans des modéles qui sont toutefois difficlement comparables car les CD sont soit d’origine
humaine, soit d'origine murine [12] [47]. On sait cependant que les IRIV activent la
prolifération des LT CD4+ sécréteurs d'IFNy, mais pas d’'IL-4, dans des cocultures de LT
CDA4+ et de CD14+ humaines. De plus dans cette étude, I'expression du récepteur CXCR3,
caractéristique des LT de type Th1l, indique que les IRIV dirigent les réponses vers cette voie
[301]. Egalement, les multiples copies antigéniques présentes a la surface des IRIV lient les
récepteurs aux immunoglobulines présents a la surface des lymphocytes B ce qui stimule les
sécrétions d’anticorps [102]. Cette reconnaissance directe permet aussi aux antigénes
vaccinaux d'étre présentés avec des molécules CMH de classe Il a la surface des LB. En
retour, la cellule recoit les signaux d’activation des LT auxiliaires CD4+ spécifiques de

'antigene déclenchant son activation et sa prolifération (Figure 9).
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Figure 9 : Mécanisme d’'action proposé des IRIV (adaptée de [37 8]). La voie de présentation de
'antigéne vaccinal au CMH est influencée par son mode de liaison avec I'IRIV. Ainsi, les réponses T
cytotoxiques et humorales peuvent étre induites par utilisation des IRIV. Ces derniers activent aussi

directement la production d’anticorps par les LB.
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La majorité de la population a une pré-immunité au virus influenza pouvant nuire a
l'induction des réponses immunes par les IRIV. Cependant, il a été montré que I'existence de
cette pré-immunité n'affecte pas les activités cytotoxiques T induites par les IRIV, que ce soit
aprés une injection ou plusieurs rappels [83]. De plus, elle serait méme responsable d’une
augmentation des réponses humorales [264], sans doute via I'existence d'une réponse
mémoire a influenza et d’'une amélioration de l'internalisation des particules couvertes
d’anticorps anti-influenza [226].

Trois vaccins utilisent les IRIV, I'un est dirigé contre le virus de 'hépatite A (Epaxal®,
Berna/Crucell) et les deux autres contre le virus influenza (Inflexal® V, Berna/Crucell et
Invivac®, Solvay). Plusieurs dizaines de millions de doses ont été administrées démontrant
I'efficacité et la sureté de ce type d’adjuvants [226]. Les réponses induites permettent une
vaccination efficace chez les personnes agées et 'immunité conférée par Epaxal pourrait

persister sur une période d’au moins 20 ans [227].

5. Sous-unité B de la toxine cholérique (CTB)

La CTB est I'une des deux sous-unités de la toxine cholérique. Elle est responsable
de [lattachement aux cellules épithéliales intestinales par interaction avec un lipide
membranaire, le ganglioside GM-1. La seconde sous-unité (A) est porteuse de l'activité
catalytique responsable de l'effet toxique. La CTB n’'a pas d'activité activatrice ou de
maturation sur les CD mais elle augmente les capacités de présentation d’un peptide soluble
du lysozyme du blanc d'ceuf de poule (HEL) par les macrophages péritonéaux murins en
culture [210] et induit la sécrétion d'IFNy par les muqueuses nasales et vaginales [38;94].
Peu dinformations existent sur le mécanisme d’action propre de CTB, mais son effet
adjuvant aprés administration intra-nasale ou parentérale est connu [352]. On sait cependant
gue le couplage d’'un antigéne du soi a la CTB induit la tolérance envers cet antigene offrant
des perspectives pour le traitement des maladies auto-immunes (e. g. diabete de type 1 ou
la CTB est couplée a I'insuline) [98]. Cette protéine bactérienne est incluse a une préparation

de Vibrio cholera tués dans un vaccin oral contre le cholera (Dukoral®, Crucell) pour
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augmenter les réponses immunes au hiveau des muqueuses. La protection conférée par ce
vaccin est élevée chez 'homme (85% a 6 mois) mais n’est maintenue que sur 36 a 48 mois
apres injection en fonction de I'dge du vacciné et la souche considérée [162]. Elle est
caractérisée par une forte sécrétion d’anticorps anti-toxine dans le sérum et d’'IgA dans les

intestins [331].

F. Les adjuvants en développement clinique

Dans cette partie, il est dressé une liste non exhaustive des adjuvants en cours
d’essais cliniques. Pour les différents adjuvants qui seront évoqués, quelques exemples
d’essais incluant ces adjuvants en cours ou récemment complétés seront présentés, avec, Si
possible, une attention plus particuliere pour les essais les plus avancés dans le

développement clinique.

1. Adjuvants a base d’aluminium

L’alun, du fait de son large emploi depuis de nombreuses années, se place comme
un adjuvant attractif car facilement commercialisable, il se retrouve donc en tant qu’adjuvant
dans de nombreux essais cliniques. Des combinaisons a base d’alun sont en cours d’essais
de phases | et Il pour la mise au point de vaccins pré pandémies basés sur la souche aviaire
influenza H5N1. Le succés de la vaccination se mesure principalement par titration des
anticorps anti-HA (test d'inhibition de I'hnémagglutination) apres injection de I'antigene H5
[237] ou de la souche virale complete inactivée par formaldéhyde [346]. Une combinaison
est en développement de phase Il dans un vaccin contenant une protéine de surface du

Plasmodium (AMA-1) pour protéger de l'infection par ce parasite [152;235].

2. Emulsions

Les adjuvants en émulsions résultent de la dispersion d’'une phase aqueuse dans une

phase huileuse (eau dans huile, E/H) ou l'inverse (huile dans eau, H/E). lls agissent par
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rétention de I'antigéne sur le site d'injection et / ou par diverses stimulations du systéme
immunitaire mais sont parfois trop toxiques pour ’lhomme. Les représentants les plus connus
sont :

- l'adjuvant complet/incomplet de Freund (CFA/IFA) ou les Montanides (ISA51™ et

ISA720™, SEPPIC) pour les E/H,

- et le MF59® (Chiron maintenant Novartis), 'AS03 (GSK Bio) ou I'AF03 (Sanofi-

Pasteur) pour les H/E.

L'IFA n'est plus utilisé chez 'homme a cause de sa toxicité, essentiellement liée a la
présence mineure de nodules locaux et & la suspicion d’'un effet carcinogéne chez la souris
[10]. Les ISA51 et ISA720 ont des caractéristiques proches de I'lFA mais utilisent des huiles
biodégradables. lls sont actuellement testés en essais de phase | pour adjuvanter des
protéines de surface du Plasmodium, respectivement, Pfs25 / Pvs25 et une protéine
chimérique PfCP-2.9 (combinaison de AMA-1 et MSP-1), dans le but d’'induire des anticorps
spécifiques contre ces protéines et inhiber la transmission du parasite (essai ISA51)
[147;381]. L'ISA51 est aussi en essai de phase I/ll pour le développement d'un vaccin
universel contre la grippe injecté par la voie intramusculaire (BiondVax Pharmaceuticals
Ltd.). Les résultats de cet essai seront particulierement intéressants a suivre car, pour
certains auteurs, l'induction récurrente de réactions locales séveres semble entraver leur
développement clinique dans des vaccins prophylactiques [162;381].

Les trois H/E cités précédemment sont tous constitués de squaléne (intermédiaire
essentiel dans le métabolisme du cholestérol et des stéroides humains) et d’'un surfactant
(difféerent d’'un adjuvant a l'autre), stabilisateur de I'émulsion et approuvé par les autorités
sanitaires européennes.

Le premier représentant des H/E est le MF59. Son potentiel adjuvant est évalué pour
le développement d’'un vaccin pré-pandémique H5N1 (virus complet inactivé) avec pour
objectif d’'induire des anticorps protecteurs contre la souche (test d’hémagglutination et de
neutralisation) chez les personnes adultes et agées. L'induction d’'une protection croisée est

aussi recherchée [21]. Le MF59 est aussi utilisé comme adjuvant d’'une glycoprotéine de
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surface du cytomégalovirus, gB, dans un essai de phase Il chez des adolescentes pour
réduire les taux d’'infection par ce virus [236;300].

Les deux derniers adjuvants de type émulsions H/E, ASO3 et AF03, ont été
initialement développés pour adjuvanter un vaccin pré-pandémique contre la grippe H5N1
(souche A/Vietnam/1194/2004) [194;195], et leur mise sur le marché était donc, a priori,
assujettie a I'’émergence d’'une pandémie H5N1. Toutefois, avec I'émergence du risque d’'une
pandémie de grippe A HIN1 durant la révision de ce mémoire, ces adjuvants sont
actuellement en cours de développement et / ou d'enregistrement auprés des agences
reglementaires. Nous les présenterons donc dans cette partie qui traite des adjuvants en
développement clinique.

L’ASO3 est développé par GSK Bio et il contient 5% de squaléne, 5% de DL-a-
tocopherol (vitamine E) et 2% de polysorbate 80 (tween 80). De son coté, 'AF03 développé
par Sanofi Pasteur est composé de 5% de squaléne stabilisé par deux surfactants non-
ioniques. Ces deux adjuvants ont été évalués pour la premiére fois, a ma connaissance,
pour adjuvanter un vaccin pandémique contre la grippe H5N1 (vaccins inactivés, virions
fragmentés cultivés sur oeuf) dans un essai clinique sur individus sains (50/groupes) injectés
deux fois a 21 jours d’intervalle par voie intramusculaire a des doses allant de 1,9 pg a 30 ug
d’hémagglutinine, en fonction de I'étude [194;195]. Dans ces essais, les deux adjuvants ont
permis une induction d’anticorps au-dela du seuil de séroprotection (1 :40) considéré comme
protecteur. Les résultats obtenus dans ces études sont relativement similaires, bien que
difficile a comparer strictement, et montrent I'efficacité de ces adjuvants aux doses les plus
faibles testées (3,8 ug avec 'AS03 [194] et 1,9ug avec 'AF03 [195]). Ce paramétre est d'une
importance capitale dans un contexte pandémique ou la demande mondiale en doses

vaccinales serait amenée a s’accroitre.

3. Ligands des Toll-Like Receptors
La découverte de ces récepteurs de 'immunité innée détectant les motifs structuraux

des agents pathogénes a permis d’envisager la manipulation de ce systeme de récepteurs.
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La diversité des récepteurs Toll a donné naissance a divers ligands synthétiques tels que les
motifs CpG non méthylés, le résiquimod (agoniste TLR7/8), la flagelline (TLR5 agoniste) ou
le poly |:C (TLR3 agoniste) [160]. Les CpG sont des oligonucléotides qui miment la
présence d'un ADN pathogéne et agissent en activant les TLR9. En réponse, les cellules
produisent des cytokines pro inflammatoires (IL-6, TNFa, IL-1) et pro-Thl (IL-12, IFNy), et
développent des activités T cytotoxiques. Le CpG 7909 (Vaximmune™) a récemment été
évalué dans une phase | en combinaison avec la protéine AMA-1 du Plasmodium adsorbée
sur alun et a permis d’augmenter les sécrétions d’anticorps anti-AMA1 responsables de
l'inhibition de la croissance des parasites in vitro par rapport au vaccin sans CpG [229]. Ce
CpG est également envisagé pour adjuvanter le vaccin contre I'hépatite B (Engerix B®,
GSK) chez les patients qui ne répondent pas au vaccin commercial tels que les personnes
infectées par le VIH [70]. Dans cette étude, des taux d’anticorps anti-HBs plus élevés sont
ainsi obtenus de facon durable en présence du CpG par rapport & I'injection du vaccin seul.
Le résiqguimod est testé en phase I/l sous forme de gel appliqué au moment de la
vaccination contre le VHB. Peu de données sont disponibles sur cet essai [63]. Enfin, une
phase | est en cours pour évaluer I'induction d’anticorps anti-HAL1 dans un vaccin contenant
une protéine de fusion (VAX125) composée de la partie HA du virus influenza H1 et d’'un

ligand du TLR5, la flagelline, en tant qu’adjuvant [66].

4. IRIV

Les IRIV sont en cours d’évaluation pour le développement d'un vaccin préventif
contre les infections a Plasmodium. Dans cette étude de phase |, 'adjuvant « PEV3A » est
un mélange de deux IRIV contenant chacun un peptide synthétique dérivé des protéines
CSP et AMA-1 et dont l'efficacité a été montrée au cours d’essais cliniques préliminaires
[240]. L’adjuvantation confere ici une protection humorale maintenue pendant un an ou plus
apres la derniére immunisation, et qui est inhibitrice de la croissance parasitaire in vitro et

protectrice dans un modéle d’épreuve parasitaire [338].
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5. Les saponines

Les saponines sont des composés aux propriétés tensioactives extraits de plantes
qui interagissent avec le cholestérol des membranes cellulaires. Par nature, les saponines
ont des activités lytiques sur les cellules de I'héte ce qui libére des signaux de danger. Quil-A
est une saponine purifiée a partir de I'écorce d’'un arbre sud américain, le Quillaja saponaria
Molina. Sa composition est trés hétérogene et le rend trop toxique pour 'lhomme [164;329].
QUuil-A est associée a des phospholipides et du cholestérol pour former les ISCOM (Immuno
Stimulating COMplexes) qui sont des structures particulaires au sein desquelles I'antigéne
vaccinal est attaché par des liaisons hydrophobes. L'ISCOMATRIX® (CSL Limited) est un
adjuvant de type ISCOM couramment utilisé dans les études cliniques car il est bien
caractérisé, les composants y sont exclusivement synthétiques ou d’origine végétale connue.
Les ISCOM possedent a la fois des propriétés immunostimulantes et véhicules [84]. Leur
nature particulaire leur permet d'étre facilement phagocytés par les CD grace a une
interaction avec le récepteur appelé DEC-205 [275]. Les ISCOM orientent la présentation
des antigénes vers les deux voies de présentation du CMH permettant l'induction de
réponses humorales et lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques [275]. L'ISCOMATRIX® est
testé dans un essai de phase | pour adjuvanter un vaccin VLP octavalent composé de la
protéine L1 du virus du papillome humain et formulé dans de l'alun. La tolérabilité, I'aspect
sécuritaire et l'induction d’anticorps anti-L1 contre les différents génotypes inclus seront
évalués [64]. La purification des Quil-A a mis en évidence une fraction, le QS21®
(Antigenics), dont I'activité adjuvante est maximale et la toxicité réduite. Il est utilisé dans la
composition des « Adjuvant Systems » de GSK (voir paragraphe 7. Les combinaisons

d’adjuvants).

6. Les cytokines

Les cytokines sont des médiateurs moléculaires qui orientent la réponse immunitaire

vers un profil Thl, Th2 ou un mélange des deux. Selon la cytokine choisie, il est possible
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d'agir sur une étape spécifique du développement d'une réponse immunitaire ou sur
plusieurs a la fois selon la nature pléiotrope de la cytokine. Ces caractéristiques permettent
d’envisager leur utilisation pour adjuvanter des vaccins. Dans I'organisme, leur demi-vie est
trés courte mais elles peuvent étre facilement co-exprimées avec I'antigéne vaccinal dans un
vaccin a ADN ou dans un vecteur viral pour prolonger leur expression et donc augmenter
leur durée de vie [23]. Il est également facile de les produire sous forme de protéines
recombinantes puis de les coupler & des agents qui les protégent de la dégradation in vivo (i.
e. liposomes). En clinique, le GM-CSF sous forme de protéine recombinante a été inclus
dans un essai de phase | pour adjuvanter un vaccin peptidique (épitopes T auxiliaires des
protéines env et gag et épitopes CTL des protéines gag et nef du VIH) déja combiné avec le
RC529. A peine plus de 7% des vaccinés ont cependant développé des réponses IFNy
spécifiqgues détectables apres restimulation des cellules mononuclées du sang avec des
pools de peptides [317]. L'IL-2 est employée, sous une forme combinée & la fraction
constante d’'une IgG et exprimée par un vecteur ADN, dans un essai de phase | pour
adjuvanter les protéines gag, pol, nef et env (multiclades) du VIH codées sur ce méme
vecteur. Le profil d'inocuité et 'immunogénicité de ce vaccin seront suivis dans I'essai mais
peu d’informations sont actuellement disponibles [68]. L'emploi des cytokines est cependant
délicat car leur action directe sur le systeme immunitaire peut conduire a des réponses non
désirées comme dans cet essai ou la prise d'IFNa juste avant I'administration d’'un vaccin
anti-grippal a réduit les titres d’'lgG2 circulantes et d’'IgA sécrétées dirigées contre une des
trois souches du vaccin [188]. Principalement, les cytokines peuvent étre responsables
d’effets secondaires supportant I'idée selon laquelle leur emploi serait plus adapté dans des
vaccins thérapeutiques ou ces effets peuvent étre, dans une certaine limite, plus acceptables
en fonction du rapport bénéfice / risque énoncé précédemment. Ainsi, les cytokines sont plus
largement employées dans des stratégies d'immunothérapies. A titre d’exemple, nous
pouvons citer I'lL-7 que la société Cythéris combine avec un panel varié de candidats
vaccins en essais de phases cliniques | et Il pour le traitement de maladies infectieuses

(VHC, VIH) ou de cancers (mélanome).
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7. Les combinaisons d’adjuvants

GSK Bio (Belgique) a mis au point diverses combinaisons d’adjuvants appelés les
« Adjuvant Systems » (AS). L'AS04 (MPLA et Alun), puissant inducteur de réponses
humorales, est testé en phase Il dans un vaccin contenant une protéine de surface du virus
d’Epstein-Barr (EBV), gp350, pour induire des anticorps neutralisants spécifiques (protection
contre la mononucléose) [314]. Il est aussi évalué en phase Il en tant qu’adjuvant de la
glycoprotéine de surface gD2 du virus de I'herpes simplex-2 pour induire des anticorps anti-
gD2 chez des femmes non infectées [109]. L'AS02 a été développé pour induire, en plus des
réponses humorales, une forte réponse T caractérisée par la sécrétion d’IFNy. Il contient du
MPLA et du QS21 et a récemment terminé un essai de phase | associé avec la protéine
AMA-1 de Plasmodium ou, aprés deux injections, il a induit des anticorps anti-AMA-1 et a
stimulé la prolifération des cellules mononuclées du sang des vaccinés et la sécrétion d’'IFNy
dans le test de I'ELISpot par ces cellules [282]. Dans un autre essai de phase I, 'AS02 est
utilisé comme adjuvant dans un vaccin constitué des protéines Nef, Tat et gp120 du VIH.
Des anticorps anti-Nef, -Tat et -gp120 ont été détectés, capables de neutraliser une souche
de laboratoire ainsi que des réponses T prolifératives spécifiques des antigénes [67;118].
L’ASO02 est aussi évalué dans une phase Il en association avec un fragment de la protéine
MSP-1 de Plasmodium falciparum. Cependant, ce vaccin n'a pas fait diminuer le nombre
d’enfants infectés a 6 mois dans le groupe vaccinés par rapport au groupe contrdle [239].
Enfin, ’ASO1 est une combinaison de MPLA, QS21 et liposomes dont le but est de remédier
aux faibles réponses LT CD8+ obtenues avec les autres AS [109]. GSK a développé un
vaccin basé sur I'ASO1 pour induire des anticorps neutralisants des sporozoites de
Plasmodium ainsi qu’une réponse cellulaire hépatique pour détruire les cellules infectées. Ce
vaccin, nommée RTS,S, est constitué de fragments de la protéine CSP du parasite
fusionnés a la protéine de surface du VHB (HBsAQ) et d’'HBsAg seule. Ces protéines s'auto-
assemblent apres purification pour former le vaccin qui est adjuvanté avec différents AS, et
notamment avec I’ASOL1 dans un essai de phase II/lll qui évaluera le taux d’infections chez

les personnes vaccinées par rapport aux non vaccinées sur 4 ans [65].
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G. Adjuvants en développement préclinique

Parmi les adjuvants testés dans des études pré-cliniques, on retrouve ceux
développés dans le cadre d’essais cliniques, que ce soit pour d’autres indications ou pour
optimiser leur utilisation (e. g. les saponines [272], les « Adjuvant Systems » [215] ou les
ligands de TLR4 [96]). On retrouve également des adjuvants dont les origines sont trés
diversifiées. A titre d’exemple, ils sont :

- soit des dérivés de végétaux : extraits de racines, d'écorces [272;328;382],

- soit synthétiques : TLR4 agoniste E6020 [160], TLR7/8 agoniste imidazoquinoline [150],
polymeéres et nanoparticules [123],

- soit a base de lipides : liposome cationique DOTAP/DC-Chol/DDA [3;61],

- soit des dérivés bactériens : vecteurs bactériens vivants comme les vecteurs issus de
Lactobacillus acidophilus [219] et Salmonella typhimurium [146], ou tués appelés des
bactéries phantdomes (bacterial ghost) [280],

- soit des dérivés de composants bactériens : toxines thermolabiles [69], extraits purifiés de
lipopolysaccharides [269],

- soit des dérivés de cytokines ou molécules humaines : cytokines (IL-1, IL-12, GM-CSF,
IFN), molécules de co-stimulations (CD40, CD28)[24] ou Heat Shock Proteins (HSP70,
Gp96) [39].

En développement pré-clinique on trouve également des associations d’adjuvants,
déja commercialisées avec le systeme ASO1l par exemple. Elles présentent 'avantage de
cumuler, voire rendre synergique, les actions des adjuvants et orienter plus finement vers la
réponse souhaitée en jouant sur les éléments de la combinaison. A titre d’exemple, nous
pouvons citer les associations de liposomes/CpG-MPL [61] ou des associations de ligands
TLR / ligands non TLR [129;179].

L'ensemble de ces études indique, en regle générale, que pour prétendre entrer en
phase d’essai cliniqgue, un nouvel adjuvant doit en premier lieu étre criblé in vitro car le

nombre grandissant de molécules aux propriétés adjuvantes suspectées ne permet pas
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directement des tests systématiques chez lI'animal. Le candidat adjuvant doit étre apte a
induire 'augmentation de marqueurs indicatifs de I'activation (par exemple augmentation de
marqueurs tels que CD80, CD86, MHCII, CCR7) des cellules de l'immunité innée (par
exemple les cellules dendritiques), préférentiellement vers un phénotype Thl (par exemple
induire la stimulation des sécrétions d'IFNy et d’IL-12). Toutefois, il convient de garder a
'esprit que le développement in vitro ne peut, a I'heure actuelle, se substituer aux analyses
in vivo. Il est parfaitement admis que la complexité du vivant n'est jamais prise en compte
dans son intégralité dans les modéles in vitro, bien que des modéles de plus en plus
complexes soient en cours de développement. A titre d’exemple, Gaucher et al. mettent en
évidence l'existence d’une corrélation entre les résultats de trois essais cliniques et ceux
d’'un modele in vitro innovant pour I'analyse de la réponse immune induite par la vaccination
avec le vaccin YF17D contre la fievre jaune [110]. Quoiqu'il en soit, les observation in vitro
dirigent souvent I'évaluation in vivo chez le petit animal qui reste un passage obligatoire. Les
effets observés in vitro doivent donc étre corrélés a des fonctions in vivo en utilisant des
modeles animaux pertinents, si techniquement disponibles. A cette condition, I'adjuvant
pourra étre comparé aux adjuvants déja commercialisés et il lui faut alors montrer des
gualités supérieures telles qu’'une moindre réactogénicité, une augmentation de
limmunogénicité et / ou une capacité a adjuvanter des doses faibles d’antigénes. Il lui faut
ensuite passer avec succes les tests de toxicité afin d’évaluer si le composé a des activités
pyrogenes, modulatrices sur le systeme cardiagues ou encore mutagénes pour le vacciné et
ses descendants. Enfin, 'analyse des propriétés pharmacocinétiques et de biodistribution qui
identifie les demi-vies ou la persistance tissulaire est également une étape indispensable
pour la poursuite du développement en phases cliniques [43]. La encore, il faut rester vigilant
et se souvenir que les systemes murins ne sont que des modéles qui ne peuvent
pronostiquer fidelement le devenir chez 'homme [214].

La découverte de nouveaux adjuvants de vaccination est aujourd’hui un secteur de
recherche a part entiére qui doit prendre en compte les avancées les plus modernes en

immunologie pour répondre aux attentes de la société, et I'émergence de nouveaux
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pathogenes argumente plus que jamais en faveur de ces recherches [223]. Ainsi, la plupart
des grands groupes pharmaceutiques fabricants de vaccins prennent part a ce
développement généralement aprés l'acquisition de licences aupres de sociétés de plus

petite taille (tableau 5).

Tableau 5: Apercu de groupes pharmaceutiques et so ciétés de biotechnologie qui
développent des adjuvants (propriétaires ou obtenus par acquisition) . L'utilisation de ces

adjuvants dépasse le simple cadre de la vaccination préventive.

Antigenics QS21 -
3M TLR 7, 8 agonistes -
Biogen Idec Provax -
Crucell Liposomes -
CSL ISCOMATRIX -
CytRx TiterMax -
Diverses Alun -
GSK Adjuvant System Corixa
Merck & Co ISS TLR Dynavax
7, 8, 9 agonistes Idera
Novartis MF59 Chiron
IC31 Intercell
ISS Dynavax
OM Pharma OM-Triacyls -
Pfizer CpG Coley
Sanofi Pasteur E6020 Eisai
IC31 Intercell
ISS Dynavax
Seppic Montanide -
Statens Serum Institute QuilA -
\Vaxine Pty Advax -

A l'image des vaccins, le développement d’'adjuvants de vaccination est largement
conditionné par I'environnement reglementaire car, et ce particulierement aux Etats-Unis, les
autorités ont choisi de privilégier la sécurité a I'efficacité. Toutefois, diverses pistes d’'études
peuvent étre proposées pour faciliter la mise sur le marché. En effet, il existe une grande
diversité d’adjuvants, bien que peu de mécanismes d’'action soient connus, rendant difficile
leur acceptation par les autorités, notamment pour étre utilisés dans des vaccins
prophylactiques Une meilleure compréhension des modes d’actions et / ou des preuves
d’inocuité solides seront sans doute d’'une grande importance pour de futures approbations.
De méme, I'acceptation par les autorités serait facilitée si I'indication ciblée correspondait a
un besoin médical non satisfait ou dont les thérapies actuelles sont limitées (e. g. cancers).

Enfin, les expériences passées (e. g. Cervarix, Fendrix) nous ont montré qu'il serait sans
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doute plus raisonnable de cibler en premier lieu les marchés hors Etats-Unis ou la position
ne semble pas encore en faveur de I'acceptation d’adjuvants autre que les aluns. La figure
10, en montrant a la fois la faible proportion d’adjuvants mis sur le marché et le temps de
développement d’'un adjuvant commercial (AS04, GSK), reflete en partie les difficultés liées a
la mise sur le marché d’'un adjuvant. Notamment, un adjuvant n’est jamais mis sur le marché
en tant que tel, mais uniguement en tant que composant d’'une préparation vaccinale car les
profils toxiques et d’efficacité en dépendent. C’est une des raisons qui explique pourquoi les
évaluations (pré-cliniques, toxicologiques ...) doivent étre réalisées au cas par cas pour
chaque combinaison immunogéne / adjuvant, expliquant aussi le délai de mise sur le marché
d’adjuvants dans différents vaccins [162]. Devant ces difficultés, les autorités ont mis en
place un certain nombre de lignes de conduite qui aident au développement pré-clinique et
cliniqgue des adjuvants (et des vaccins) et dont les fabricants devraient prendre connaissance
pour améliorer I'entrée sur le marché des molécules (European Medicines Agency

www.emea.europa.eu/pdfs/human/vwp/13471604en.pdf, US Food and Drug Administration :
www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/default.htm, International Conference on

Harmonisation : www.ich.org).

Figure 10 : Chronologie du développement des adjuva  nts de vaccination. (A) : date de mise sur
le marché des adjuvants utilisés chez I'homme. (B): temps de développement d'un adjuvant,

I'exemple de 'AS04 développé par GSK.
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1) La réponse de phase aigué (RPA)

Les recherches de I'équipe du Dr Lotteau, a l'origine de ces travaux de these, ont
porté sur la modulation des réponses immunes en fonction de I'état de lipoprotéines. Au
cours de ces recherches, I'équipe a montré que les lipoprotéines de basse densité (LDL)
subissaient des phénoménes d’oxydation durant une condition pathologique : la réponse de
phase aigué. Nous allons voir au cours de ce chapitre comment I'oxydation des LDL favorise
l'acquisition de propriétés diverses par ces structures, et notamment des propriétés

adjuvantes.

A. Définition

La réponse de phase aigué est une réaction non spécifique et transitoire a I'agression
tissulaire, d’origine infectieuse ou non, qui se déclenche rapidement en réponse a l'activation
des macrophages ou des monocytes du sang. Elle se développe en parallele de la réponse
immunitaire innée et fait intervenir des organes comme le foie et le cerveau. Si I'agression
est d’origine infectieuse, la RPA a pour objectif principal de contribuer a I'émergence d'un
environnement défavorable pour le pathogene. Dans tous les cas, elle aide I'organisme a
retourner & son état homéostatique. La RPA est initiée par les sécrétions de cytokines pro-
inflammatoires des cellules de lI'immunité innée dont les principaux représentants sont
linterleukine-6 (IL-6) et les membres de la famille de l'interleukine-1 (IL-1) et du facteur

nécrosant des tumeurs (TNF).

B. Changements métaboliques

Les cytokines sécrétées vont agir de concert pour permettre l'initiation de réponses
destinées a éliminer le pathogéene et / ou réparer les tissus endommageés. Ces cytokines sont
considérées comme des molécules pyrogénes endogenes, c'est-a-dire capables d’élever la

température corporelle. Pour cela, elles agissent sur I'hypothalamus qui va sécréter la
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prostaglandine E2 dont I'action systémique conduit a réduire les pertes calorifiques tout en
augmentant la production interne de chaleur. Cet accroissement thermique se fait par
fermeture des pores de la peau (réduction des pertes) et utilisation des cellules musculaires
et graisseuses pour puiser de I'énergie [206]. Cette élévation aura une action néfaste sur les
bactéries et les virus qui proliferent préférentiellement a des températures égales ou
inférieures a 37C. De leur c6té, les réponses immu nitaires adaptatives seront plus efficaces
a cette température. L'action spécifique des cytokines sur le systéme nerveux met en place
un circuit de régulation négative (negative feed-back loop) qui empéche I'emballement de la
réponse en déclenchant la libération de corticostéroides connus pour inhiber I'expression
des génes codant pour les cytokines [35].

Au niveau du foie, ces cytokines sont responsables de I'activation de la synthése de
nombreuses protéines par les hépatocytes. Elles sont appelées les Protéines de la Phase
Aigué (PPA) et ont, comme des anticorps, un rdle d'opsonisation et de fixation du
complément en se fixant sur les PAMP. Contrairement aux anticorps, les PPA sont d'une
spécificité moindre et peuvent donc identifier un large panel de structures exogenes et ne
nécessitent que l'influence des cytokines pour étre produites. Cette non spécificité peut se
révéler défavorable pour I'organisme si la sécrétion se prolonge, ainsi les PPA peuvent alors
étre a l'origine de réponses inflammatoires chroniques dans 'organisme [265;281].

Enfin, les cytokines pro-inflammatoires produites ont une action de leucocytose, c'est-
a-dire gu’elles favorisent la circulation et le recrutement des phagocytes sur le site lésé
(neutrophiles, éosinophiles, basophiles, monocytes et lymphocytes). Pour cela, elles
agissent sur les cellules souches de la moelle osseuse augmentant la production et la
libération de leucocytes matures dans la circulation, et sont capables de mobiliser les pools
de globules blancs faiblement adhérents et circulants qui se trouvent dans les vaisseaux
sanguins (soit 2% a 3% du pool total de leucocytes) [2].

L’association des ces trois mécanismes, élévation de la température corporelle,
sécrétion de protéines opsonisantes et leucocytose, permet une réponse rapide et large du

systéme immunitaire pour contenir I'agression pendant la mise en place de la réponse
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adaptative et tend a participer a la résolution des dommages tissulaires (figure 11). Il est
intéressant de noter que le TNF agit positivement sur la migration des cellules dendritiques
vers les ganglions drainants et les aide dans leur différenciation en cellules présentatrices
d’'antigénes. Cet aspect donne un r6le indirect de la RPA sur le développement de la

réponse immunitaire adaptative [79].

Infection -
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tissulaire pm_iﬂ‘:‘?ﬂ:‘ﬁ';m Moele —>Leucocytose
IL-1, TMF, IL& osseusse
Secrétion
‘ (-—j—"_?;—; PPA Lutte contre lee pathogenes
Déclenchément % — Fm'g,.--:.... PCR Réparation tissulaire
. _ e o SAA
RPA x
C:ﬂ:il:o- PCR L.
stérgides ® Liaisor
i PCR:
© Pathogernef
'Q celliles
Hypothalamus l l
l Apnil
Elimination bactéries
PGE2 x PAF-AH!PON ou cellules lagées
Flévre
v

t Daveloppemant bactérien

¥ Réponses immunitaires inflammatoires

‘ Activités pro- et anti-

Figure 11: Principales étapes de la réponse de phas e aigué (RPA). La RPA se déclenche aprés
une agression tissulaire d'origine infectieuse ou non. Les cytokines pro-inflammatoires déversées
dans l'organisme vont agir sur trois organes: [I'hypothalamus (activité pyrogéne, régulation
corticostéroide), le foie (sécrétion de PPA) et la moelle osseuse (leucocytose). Le foie produit la
protéine C réactive aux activités opsonisantes (élimination des pathogénes) et la protéine sérique
amyloide A qui lie les lipoprotéines HDL et LDL (dérégulation des mécanismes oxydatifs). PCR :
protéine C réactive, SAA : protéine sérique amyloide A, HDL : high density lipoprotein, LDL : low
density lipoprotein, PGE2 : prostaglandine E2, ApoA-1: apolipoprotéine A-1, PAF-AH : platelet

activating factor acetylhydrolase, PON : paraoxonase.
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C. Protéines majeures de la phase aigué
Parmi les protéines synthétisées par les hépatocytes, deux vont voir leur
concentration plasmique augmenter plus de 1000 fois, la Protéine C Réactive (PCR) et la

protéine Sérigue Amyloide A (SAA) [15;361].

1. La protéine C réactive

a. Caractéristiques

La PCR est une protéine de la famille des pentaxines ayant une demi-vie d’environ 4
a 6h in vivo qui se lie a des lipides complexes, les phosphocholines, via une interaction
calcium dépendante. Cette protéine apparait dans les heures qui suivent le déclenchement
de la phase de réponse aigué et atteint son maximum entre 24h et 48h. Grace a sa courte
demi-vie, elle disparait rapidement de la circulation évitant ainsi son excées. La PCR a été
historiguement I'un des premiers marqueurs largement utilisés dans le diagnostic et le suivi
de certaines affections comme l'arthrite rhumatoide ou les affections cardiaques [265;281].
Les phosphocholines liées par la PCR se trouvent principalement a la surface des bactéries,
des champignons et de certains parasites mais également sur la surface des membranes
biologiques qui sont riches en phosphatidylcholines et sphingomyélines. La PCR peut aussi
se lier avec des composants nucléaires ne contenant pas de phosphocholines, tels que les
histones et la chromatine, grace & un mécanisme Ca*-dépendant et des interactions

électrostatiques [88].

b. Fonctions

La PCR va entourer les pathogenes et certaines membranes biologiques entrainant
leur opsonisation et I'activation du complément pour initier leur élimination par les cellules
phagocytaires. Toutefois, pour ne pas étre délétere pour I'hdte, la PCR ne reconnait que les
cellules endogénes endommagées, en apoptose ou nécrotique. Alors comment expliquer

cette spécificité ? Les cellules en apoptose ou en nécrose réorganisent la composition
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lipidigue de la membrane et exposent a leur surface plus de phospholipides (e. g.
phosphatidylsérine et lysophosphatidylcholine) [187]. Or il a été montré que la PCR ne lie les
phosphocholines que si des lysolipides comme la lysophosphatidylcholine sont présents
(signal de reconnaissance) [362]. Mais dans ce contexte, comment expliquer que la PCR
reconnait directement les phosphocholines des pathogenes et pas celles des cellules
normales de I'hn6te? De récentes études montrent que la PCR interagit en fait avec d’autres
protéines de la phase aigué avant de se fixer sur les pathogénes augmentant ainsi sa

spécificité [233] et démontrant la complexité des activités de cette molécule.

2. La protéine sérique amyloide A

La seconde protéine majeure de la réponse de phase aigué est la SAA. Cette
protéine fait partie de la famille des apolipoprotéines et on la retrouve enchassée
directement dans la monocouche lipidique des lipoprotéines. Elle a un tropisme principal
pour les lipoprotéines de haute densité (HDL) et va entrer en compétition avec une protéine
présente sur les HDL a I'état homéostatique, I'apolipoprotéine A 1 (ApoA-1). La SAA pourra
alors représenter jusqu'a 87% du contenu total en apolipoprotéine des HDL. En condition
normale, 'ApoA-1 maintient I'activité des enzymes associées aux HDL. Le remplacement
des ApoA-1 par les SAA va donc inactiver l'activité des enzymes liées aux HDL. Toutefois,
une étude récente montre qu’en réalité, les cytokines IL-6, TNFa et IL-1B agiraient au niveau
transcriptionnel pour réduire I'expression génétique de I'’ApoA-1 selon un mécasnime PPAR
dépendant, remettant en cause le concept du « simple » échange physique a la surface des
HDL [133]. Quelque soit le mécanisme, le métabolisme des lipides et les activités des HDL

seront perturbés par la réponse de phase aigué (voir prochains paragraphes).

D. Les lipoprotéines pendant la réponse de phase ai  gué
Les protéines de la réponse de phase aigué produites par les hépatocytes ont une

action directe qui se développe rapidement aprés agression de I'hdte. Elles sont déversées
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en plus ou moins grande quantité dans la circulation ou elles délivrent leurs effets en se

fixant sur les pathogénes et les lipoprotéines.

1. Description des lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des structures amphiphiles, c'est-a-dire qu’elles possédent une
partie hydrophile et une partie hydrophobe, dont le r6le principal est le transport des lipides.
En effet, les lipides sont hydrophobes et ne peuvent donc pas circuler librement dans la
circulation sanguine dont la composition est aqueuse. Pour étre transportés a travers
'organisme, ces lipides sont associés a des lipides complexes : les phospholipides. La
particularité des phospholipides est d’avoir a la fois une surface de contact pour se lier au
lipide & transporter (queue hydrophobe ou apolaire) et une surface de contact leur
permettant d'évoluer dans la circulation (téte hydrophile ou polaire). Le complexe
lipides/phospholipides est stabilisé grace a l'incorporation d’apolipoprotéines enchassées
dans la monocouche externe des phospholipides. La molécule ainsi formée est appelée une
lipoprotéine, constituée d’'un coeur hydrophobe riche en lipides de type triglycérides, esters
de cholestérol ou cholestérol libre et d'une monocouche externe contenant des protéines et
des phospholipides. Les lipoprotéines sont classées selon leur densité, déterminée par le
contenu lipidique et protéique qu’elles transportent. Il existe cing structures principales qui
vont des chylomicrons (riches en lipides, pauvres en protéines, de plus basse densité et de
plus grand diametre) jusqu’aux lipoprotéines de haute densité (HDL, riches en protéines et
d’'un diametre minimal). Entre les deux, il y a les VLDL, IDL et LDL pour, respectivement,
Very Low, Intermediate et Low Density Lipoproteins (figure 12). Les lipoprotéines sont
responsables de la prise en charge des lipides dans I'organisme depuis leur arrivée dans
lintestin jusqu’a leur élimination par le foie et possedent en outre des activités anti-

microbiennes [232;351].
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2. Oxydation des liprotéines

Les lipoprotéines ont un réle majeur dans le métabolisme des lipides assurant leur
transport et leur devenir. Durant la phase de réponse aigué, les modifications métaboliques
du foie associées a la production de protéines liant les lipoprotéines vont entrainer des
changements de la composition et du réle des ces particules. L’'oxydation est 'une de ces

modifications.

Lipides

Phospholipide Hriglycérides
Téle polaire esier de cholestérol
- Hydrophile - Apolipoprotéing cholestérol libre

+ O + ‘%J Principales

lipoprotéines

Qireiie apolaire
- Hydrophobe -

VLDL

IDL

e LDL
‘ HDL

Lipoprotéine

Figure 12: Caractéristiques structurales et biochim iques des lipoprotéines. Les lipoprotéines
sont constituées d’un cceur hydrophobe riche en lipides et d’'une couche externe de phospholipides
amphiphiles. La structure est stabilisée par des apolipoprotéines enchassées dans la membrane. Les
lipoprotéines sont classées en fonction de leur contenu en protéines et en lipides qui influence leur

densité et leur taille.

a. Mécanisme
Les réactions physiologiques de l'organisme produisent des agents oxydants
capables de bouleverser la structure, et donc la fonction, des lipoprotéines les impliquant par

exemple dans le développement de pathologies cardiovasculaires [131]. L'organisme a mis
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en place une stratégie de défense composée de molécules anti-oxydantes incluant vitamines
(e. g. acide ascorbique, vitamine E), enzymes (e. g. superoxide dismutase, catalase) et
autres molécules (e. g. acide urique) [174]. Dans le cas des lipoprotéines, il a été montré
que les LDL sont protégés de I'oxydation par les HDL et par eux-mémes. En effet, HDL et
LDL portent deux enzymes, la PAF-AH (Platelet Activating Factor AcetylHydrolase) et la
PON (ParaOxoNase), qui ont la capacité de retarder ou d'inhiber les processus d’oxydation
des LDL en conditions physiologiques. La PAF-AH est responsable de I'hydrolyse des
phospholipides oxydés qui sont générés durant I'oxydation des LDL. Les produits obtenus,
représentant des substances toxiques susceptibles d’'inhiber les activités de la PAF-AH, sont
ensuite éliminés par les HDL [319]. De son co6té, la PON retire les espéces oxygénées qui se
forment sur le LDL [184].

Durant la réponse de phase aigué, la protéine sérique amyloide A est présente en
guantité élevée dans la circulation plasmique et se lie aux lipoprotéines circulantes. Cette
liaison perturbe la structure des HDL et LDL et entraine l'inhibition des PAF-AH et PON
[350]. La conséquence immédiate de cette inhibition est la perte de la protection contre

I'oxydation des LDL qui deviennent ce que I'on nomme des LDL oxydés (oxLDL).

b. Importance biologique

Les oxLDL ont été intensivement étudiés pour leur réle pro-inflammatoire et leur
implication dans la genése de I'athérosclérose [379]. En effet, sous l'influence de conditions
inflammatoires ou durant la RPA, les phosphatidylcholines de surface des LDL sont oxydées
puis hydrolysées en lysophosphatidylcholine et en acides gras oxydés, sous l'action de
phospholipases (voir paragraphe E). Les acides gras oxydés modifient la structure de la
protéine de surface des LDL, I'ApoB. Au lieu de lier les récepteurs aux LDL pour entrer en
contact avec ses tissus cibles, I'ApoB lie alors les récepteurs scavenger des LDL. En
paralléle, I'état d’alerte sous lequel se trouve l'organisme entraine la transformation des
monocytes en macrophages au niveau des endothéliums. Ces derniers expriment les

récepteurs scavenger et reconnaissent donc les oxLDL. lls deviennent ainsi phagocytes des
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oxLDL circulants. Cette phagocytose accrue transforme les macrophages en cellules
spumeuses, riches en lipides, et forme des stries graisseuses sur I'endothélium. Les
premiers évenements qui marquent le début de I'athérosclérose sont ainsi déclenchés [309].

Les oxLDL sont également connus pour étre des molécules anti-inflammatoires. Il a
été montré que les acides gras des oxLDL sont des éléments qui préviennent le
développement de la réponse d’inflammation, notamment en agissant sur des éléments du
complexe PPAR (Peroxysome Proliferator-Activated Receptor) [72]. Cette balance issue de
la composition des oxLDL permettrait la régulation fine du développement de l'inflammation
en envoyant des signaux d’activation et de régulation négative au systéme immunitaire.
D’autres études viennent appuyer ces observations et montrent le potentiel anti-

inflammatoire des oxLDL [103;168].

E. La lysophosphatidylcholine (LPC)
La lysophosphatidylcholine est un produit de l'oxydation des LDL qui fait suite
notamment au développement de la réponse de phase aigué. Nous allons nous intéresser

aux caractéristiques de la LPC produite.

1. Structure

La lysophosphatidylcholine est produite a partir de la phosphatidylcholine (PC,
également appelée lécithine) qui est retrouvée a la surface de la plupart des membranes
biologiques sous forme de phospholipides amphipathiques. La PC est un membre de la
famille des lipides complexes et plus précisément des glycérophospholipides, constituée
d'un acide phosphatidique auquel est greffé une choline. L'acide phosphatidique est une
structure faite de glycérol (CsHgO3) a laquelle est estérifiée deux chaines d’acides gras (R1-
et R2-CO) et un acide phosphorique (H3PO,). La plupart du temps, I'acide gras en position
sn-1 est saturé, celui en position sn-2 est insaturé. La choline est un alcool basique

(CH,CH,N(CHzs)3) qui compleéte la téte polaire de la molécule. Au pH physiologique de 7.4, la
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molécule est ionisée comme indiqué sur la figure 13. L’activité de diverses enzymes sur
l'acide gras en position sn-1 d’'un glycérophospholipide donne naissance a une structure de

type lyso-2-phospholipide et, dans le cas de la PC, a la lysophosphatidylcholine.
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Figure 13: Structure de la phosphatidylcholine (PC) et formation de la lysophosphatidylcholine
(LPC) durant la réponse de phase aigué. La PC est un membre de la famille des
glycérophosphates, constituée d'un squelette glycéro-phosphate sur lequel est estérifié deux acides
gras (R1 et R2) et une téte choline. La plupart du temps, R1 (position sn-1) est saturé et R2 (position
sn-2) est insaturé. Au pH physiologique (7.4) la molécule est ionisée comme indiqué. Sous I'action de
la PLA2, la PC se transforme en un acide gras + un lyso-2-phosphatidylcholine ou LPC. PLA2:
phospholipase A2.

2. Synthése et localisation

En condition physiologique, la LPC est principalement présente dans la circulation
sanguine (5 a 20% du contenu total en phospholipides). Dans ce compartiment, 'enzyme

LCAT (lecithin cholesterol acetyltransferase) catalyse la trans-estérification de la PC et du

1



cholestérol libre ce qui génere la majeure partie de la LPC saturée. La LPC insaturée est
directement produite par le foie, elle se dirige ensuite vers la circulation ou on la retrouve
majoritairement associée a I'albumine et aux lipoprotéines [76]. Durant la réponse de phase
aigué, I'nydrolyse des PC oxydés de la surface des LDL se fait sous linfluence d'une
enzyme associée aux LDL, la phospholipase A2 (PLA2), celle-ci n’étant pas capable d’agir
sur les PC non oxydées. Cette spécificité proviendrait du fait que durant I'oxydation des LDL,
la chaine d'acides gras sn-2 des PC oxydés est fragmentée en plusieurs groupements
insaturés, facilitant I'action hydrolytique de I'enzyme. Il a ainsi été montré que I'hydrolyse est
possible sur des acides gras de taille réduite estérifiés en position sn-2 mais qu’elle devient
inefficace sur une structure avec douze atomes de carbone, protégeant donc les PC non
oxydées de I'hydrolyse [322]. Les sécrétions de PLA2 soluble sont fortement augmentées
durant la RPA. L'enzyme augmente ainsi la conversion des PC en LPC (Figure 13). Ces
mécanismes se produisent notamment suite a la perte de protection des enzymes PAF-AH
et PON sous laquelle se trouvait le LDL.

Pendant la RPA, la LPC devient alors le composant majoritaire des oxLDL générés et
représente 40% de leur contenu en phospholipides [321]. Nous verrons que cette
augmentation conséquente de la quantité de LPC au sein des lipoprotéines oxydées joue un

réle important dans les actions de la RPA.

3. Nomenclature

Il est important de noter que le terme LPC qualifie en réalité une famille de molécules
présentant des caractéristiques communes et une singularité. Ces molécules portent toute
une téte choline, un acide phosphatidique et un glycérol. En revanche I'acide gras, qui est
estérifié en position sn-1 sur le glycérol, peut prendre une variété de configurations qui
différent les unes des autres par: 1/ le nhombre d'atomes de carbone présent dans sa
chaine, 2/ le nombre de doubles liaisons entre deux atomes de carbone. Une ou plusieurs

doubles liaisons conférent un état insaturé. Ainsi, la terminologie correcte de la LPC, ou
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devrait-on dire « des » LPC, se présente ainsi: LPC C X:Y, ou X représente le nombre de
carbones et Y le nombre de doubles liaisons. De plus, un mélange de LPC va étre plus ou
moins riche en molécules saturées, et on définit un «index de saturation » en faisant le
rapport du nombre de saturations (S) sur le nombre d’insaturations (I) pour connaitre I'état
général du mélange (S/I index).

A I'état naturel, de multiples especes de LPC sont présentes dans les membranes
biologiques. Ainsi la LPC dceuf de poule ou de graines de soja, disponibles
commercialement (Sigma, Avanti Polar Lipids, Lipoid), sont en fait des mélanges de LPC
contenant :

- pour I'ceuf de poule : 69% de LPC C16:0, 24,6% de C18:0, 3,4% de C18:1, 1,4% de C16:1,
0,3% de C14 :0 et de C18:2 et 1% d’autres especes avec un index S/I=18,4,
- pour les graines de soja: 26,1% de C16:0, 7,3% de C18:0, 8,5% de C18:1, 50,1% de

C18:2, 5,1% de C18:3 et 2,9% d’autres espéces avec un index S/1=1,9.

4. Les fonctions de la lysophosphatidylcholine

Un certain nombre de fonctions de la LPC sont connues bien que cette molécule soit
encore aujourd’hui un « lysolipide énigmatique » [213]. La LPC agit directement ou par
l'intermédiaire du produit de son métabolisme, l'acide lysophosphatidique, sur des cibles
biologiques trés diverses qui [limpliquent dans le développement de maladies
cardiovasculaires, de cancers et de I'apoptose neuronale Fas dépendante [114] [330]. Cette
diversité d’activités physiologiques s’explique par le fait que la LPC agit via un récepteur
couplé aux protéines G, or cette famille de récepteurs transmembranaires est largement
distribuée sur I'ensemble des cellules. Il a été montré de facon claire par des études
d’inhibition ciblée sur récepteurs que la LPC agit indirectement sur le récepteur G2A [107].
Les activités de la LPC peuvent étre divergentes car des actions a la fois pro- et anti-
inflammatoires ont été montrées.

Les activités pro-inflammatoires in vitro reportées de la LPC incluent entres autre une

activité chimiotactique sur les lymphocytes T humains [211] et sur les phagocytes [187], une
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activité maturante sur des cellules dendritiques humaines en culture [253] et une activité
stimulante sur la production des cytokines MCP-1 par des cellules HUVEC (mécanisme
protein kinase C dépendent) [333], et des cytokines IL-6 et IL-8 par des cellules de l'artere
coronaire [7]. L'attraction des phagocytes est utilisée in vivo en condition homéostatique pour
I'élimination des cellules en apoptose. Etant donné que la LPC est détectée sur le site des
Iésions athérosclérotiques, les sécrétions de cytokines reportées in vitro semblent
responsables de l'induction et du maintien d’'un contexte inflammatoire sur ce site. De plus, il
a été montré que la LPC active le recrutement des lymphocytes T CD4+ dans les lésions
d’athérosclérose, selon un mécanisme NF-KB dépendant, par augmentation de I'expression
du récepteur CXCR4, jouant ainsi un réle prépondérant dans le développement de
l'athérosclérose [134]. Enfin, dans une étude ayant pour objectif d'évaluer I'impact
inflammatoire de la LPC C16 :0 dans les lésions psoriasiques, l'injection sous-cutanée de
cette LPC chez des individus sains a révélé qu’elle provoque un afflux de leucocytes au site
d'injection et une inflammation locale caractérisée par un oedeme et un érythéme [287].
L'ensemble de ces études est en faveur du caractére pro-inflammatoire de la LPC in vivo.

A co6té de cela, la LPC a su montrer des activités anti-inflammatoires dans trois
études séparées. La LPC atténue l'inflammation ce qui lui permet de combattre la mortalité
induite aprés l'induction d’'un choc septique dans un modeéle murin. Ici, la LPC interfére en
augmentant I'activité anti-microbienne des neutrophiles par action sur leur stock de peroxyde
d’hydrogéne (H,O,) et réduit les taux d’IL-13 et de TNFa circulants [383]. Dans une
deuxieme étude, la LPC réduit les traumatismes et défaillances multiples des organes qui
font suite a un choc septique, démontrant a nouveau une activité sur la réduction de
linflammation [230]. Les mécanismes ne sont pas complétement élucidés, mais la LPC
pourrait agir au niveau intracellulaire en augmentant les sécrétions de facteurs protecteurs
des endothéliums (e. g. nitric oxide synthase NOS [385]), plutdt que par séquestration
physique de l'activateur du choc septique. Cette hypothése est renforcée par une étude

montrant que la LPC inhibe la sécrétion d’'une protéine tardive, HMGB1 (high-mobility group
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box 1) dont les activités pro-inflammatoires sont impliquées dans le choc septique induit par
endotoxines [59].

Il est intéressant de noter que dans la plupart de ces modeles, la LPC biologiquement
active est toujours constituée d’'un nombre élevé de carbone (>16) sur sa chaine grasse
[7;59;211;230;287;383]. Cette observation suggere que I'état structural de la LPC a une

importance décisive sur sa fonction comme nous en reparlerons dans notre Discussion.

5. Démonstration de I'activité adjuvante

Ce sont les études de I'équipe du Dr Lotteau qui ont permis d’identifier I'activité
adjuvante de la LPC d’ceuf de poule. Tout d’abord, ce sont les LDL oxydés qui ont montré
leur potentiel adjuvant. Les premieres études ont été réalisées in vitro sur cellules
dendritiques dérivées de monocytes de sang humain (MoDC, monocyte derived dendritic
cell) cultivées six jours en présence de GM-CSF et d’IL-4 [71]. Les oxLDL se sont montrés
capables d’augmenter I'expression des marqueurs de maturation CD86, CD80, CD40, HLA-
DR a la surface des cellules, de réduire leur activité de phagocyte et d’augmenter leur
production d’lL-12 et leur fonction stimulatrice des lymphocytes T. Ces fonctions ne
s’exercent que si la stimulation a lieu durant la phase terminale de différenciation des
monocytes en CD immatures. Cette étude a démontré que la présence des oxLDL pouvait
étre un signal de stimulation du systéme immunitaire contribuant a la liaison entre les
réponses innées et adaptatives en jouant sur I'activation des CD. Dans une autre étude, la
lysophosphatidylcholine, en tant que constituant majoritaire des oxLDL, s’'est révélée étre
I'élément responsable de ces effets et une nouvelle preuve de I'implication du récepteur G2A
a été également apportée [72]. Enfin, il a été observé une inhibition forte de I'effet de la LPC
par les lipides retrouvés dans le plasma en condition physiologique, ce qui expliquerait son
manque de réactivité en condition homéostatique [72].

La démonstration du pouvoir modulateur de la LPC d’ceuf de poule sur le phénotype
et sur la fonction des CD a ouvert la voie vers l'utilisation de ce lysophospholipide comme

adjuvant de vaccination. En effet, 'équipe du Dr Lotteau a montré que cette LPC était
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capable dinduire le développement de réponses humorales et cellulaires contre des
antigenes modéles, I'ovalbumine (OVA) et le lysozyme d’ceuf de poule, aprés injection sous-
cutanée dans le coussinet plantaire de la souris [253]. Dans ces expériences, la LPC a induit
la prolifération de lymphocytes T spécifiques dans les ganglions drainants des coussinets
plantaires, a augmenté les réponses effectrices LT CD8+ dans un modéle d’hyper-sensibilité
de contact et a généré une réponse T cytotoxique spécifique. La LPC s’est aussi révélée étre
un adjuvant des réponses humorales capable d’induire la sécrétion d’anticorps spécifiques
de I'antigéne. Enfin, dans un modéle d’injection de cellules tumorales exprimant OVA, la LPC
améliore le taux de survie a 30 jours en utilisation préventive, et retarde la croissance de la
tumeur dans un modele thérapeutique sans toutefois conduire a sa suppression. Ces
résultats identifient la LPC d'ceuf de poule comme un adjuvant naturel des réponses
immunes cellulaires et humorales et suggérent, plus généralement, I'utilisation de lipides

endogenes dans des stratégies vaccinales et d'immunothérapies. Ce travail a servi de base

pour linitiation de mes travaux de these.
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V) Modéles d’étude

A. Le virus de I'hépatite C (VHC)

1. Epidémiologie et structure du virus

Dans le monde, on estime & 200 millions le nombre de personnes infectées par le
virus de I'népatite C, soit environ 3% de la population mondiale [375]. On compte 160
millions de porteurs chroniques et 3 a 4 millions de nouveaux cas chaque année. Neuf fois
sur 10, linfection est asymptomatique et on estime que moins de 30% des personnes
infectées sont diagnostiquées. L'infection par le VHC est responsable de 27% des cas de
cirrhoses et de 25% des cas de carcinomes hépatocellulaires toutes étiologies confondues
[256]. Aucun vaccin n’est disponible, et le traitement standard a base d’interféron alpha
pégylé combiné a la ribavirine n’est efficace que dans la moitié des cas environ et il n’est
offert qu'a un tiers des patients notamment en raison de son co(t. L'efficacité de ce
traitement est génotype dépendant et il présente d'importants effets secondaires (troubles
neuropsychologiques comme la dépression, symptdmes grippaux, désordres auto-immuns,
anémie, effets tératogénes) conduisant 10 & 14% des patients a arréter le traitement [1].

La transmission du virus est essentiellement parentérale résultant majoritairement du
contact direct avec des produits sanguins contaminés. Prédominant dans les pays en voie
de développement, le risque d’infection par transfusion sanguine est quasi nul dans les pays
développés depuis la mise en place de contrdles systématiques des échantillons sanguins
depuis 1992. Dans ces derniers, la principale voie de transmission est ['utilisation de
seringues usagées (i. e. toxicomanie intraveineuse ou plus rarement les infections
nosocomiales).

Seuls 'homme et le chimpanzé sont des hétes naturels du virus. Aprés contamination
et durant 6 mois, I'individu se trouve dans la phase aigué de I'infection ou un pic d’ARN viral
sérique est détectable entre 8 et 12 semaines. Soixante a 80% des personnes évoluent

ensuite vers la chronicité alors que les autres éliminent spontanément le virus. Les cibles

83



cellulaires privilégiées du virus sont les hépatocytes ou jusqu'a 10% d’entre-eux pourront
étre infectés. Parmi les porteurs chroniques, 5% a 20% vont développer une cirrhose sur une
période de 20 a 25 ans qui est favorisée par certains facteurs externes comme I'age ou la
consommation d’alcool. Enfin, chaque année, 3% des patients atteints d’'une cirrhose
développent un carcinome hépato-cellulaire [337].

Le virus de I'hnépatite C, mis en évidence en 1989, est un virus enveloppé a ARN
positif simple brin (~9600 nucléotides) de la famille des Flaviviridae, seul représentant du
genre des hépacivirus. L'ARN code pour une polyprotéine d’environ 3000 acides aminés
transcrite a partir d’'un seul cadre de lecture ouvert. La protéine est découpée de maniéere co-
et post-traductionnelle par des protéases cellulaires et virales pour générer 10 protéines (3
structurales et 7 non structurales) impliguées dans I'assemblage, la réplication et la
propagation de la particule virale (figure 14) [250]. Il existe des protéines additionnelles, les
protéines F (Frameshift) ou ARFP (Alternative Reading Frame Proteins), transcrites dans un
cadre de lecture décalé dont les activités restent imprécises [41]. Chez un patient infecté, il y
a en moyenne 10" & 10 particules virales générées par jour. Ce nombre, associé aux
erreurs commises par la polymérase virale ARN-dépendante (pas d’activité de relecture),
explique le taux et la vitesse de mutations du virus. De ce fait, il y a 6 principaux génotypes
viraux (1 & 6), plus de 50 sous-types et le virus existe sous la forme de quasi-espece chez
chaque patient infecté, augmentant considérablement la diversité de la population

infectieuse et ainsi la difficulté a éliminer ce virus [276].

2. Corrélats de la protection contre le VHC

a. Réponses humorales

L'évaluation du réle de la réponse humorale dans la résolution ou la protection contre
le VHC a pris une nouvelle dimension depuis la mise en place en 2003 de pseudo-particules
virales exprimant les glycoprotéines d’enveloppes du VHC (HCVpp) [25]. Ces particules
peuvent notamment entrer dans des cellules hépatiques primaires humaines en culture et

permettent I'étude des activités neutralisantes des anticorps spécifiques des protéines
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Figure 14 : Représentation schématique du génome du VHC et de la traduction de ses

protéines (adapté de [276]). L’ARN simple brin (+) de 9,6 kb est traduit en une polyprotéine d’environ
3000 acides aminés. Pendant et aprés la traduction, des protéases cellulaires (fleches en pointillées)
et virales (NS2 et NS3, fleches pleines grises et bleues) clivent la polyprotéine en dix protéines aux
activités variées indiquées sous chacune d’elle. Des protéines alternatives, F (ARFP), issues de la
transcription dans un cadre de lecture décalé sont également produites par le virus. On distingue en
jaune les protéines structurales, en marron les protéines non structurales et en blanc les protéines aux

activités imprécises. NC : non codantes, ARF : alternative reading frame

d’enveloppe contre différents génotypes et I'étude des récepteurs d’entrée du virus. En 2005,
la mise en place d'un systéeme de production in vitro de particules virales infectieuses
(HCVcc) capables d'infecter des hépatocytes humains en culture cellulaire ainsi que le
chimpanzé, a été une nouvelle avancée majeure [364]. Ce modéle a I'avantage d’avoir la
structure native du VHC car il est issu d'un isolat viral naturel. En revanche, il n'est
représentatif que d’un seul génotype viral. Ce systeme est particulierement intéressant pour

étudier le cycle cellulaire complet du virus et de nouvelles stratégies anti-virales.
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Grace a ces systemes d’étude, il a été montré que des patients infectés qui résolvent
spontanément I'infection développent précocement des titres élevés d’anticorps neutralisants
(AcN) a spectre large dirigés contre les protéines structurales E1 et E2 [257]. Une autre
étude montre que la présence d’AcN est inversement proportionnelle a la réplication virale
chez les patients qui contrélent leur infection, prouvant I'existence d’'une réponse humorale
efficace lors de l'infection naturelle [190]. Ces données encourageantes expliquent les efforts
mis en place pour développer un vaccin préventif et thérapeutique induisant des AcN contre
les protéines d’enveloppe du virus [145].

Cependant, dans une grande majorité des patients, I'infection au VHC est persistante
en présence d’'une réponse humorale ciblant différents épitopes des protéines d’enveloppe,
suggérant que la réponse humorale seule ne permettrait pas la résolution a linfection. Il
semblerait, entre autre, qu’en retardant I'apparition des Ig apres l'infection, le virus limite en
partie I'efficacité de la réponse humorale [201]. Dans ce sens, il a été montré chez un porteur
chronique suivi durant 30 années, que les AcN dirigés contre les protéines d’enveloppe
apparaissent toujours avec un délai par rapport aux mutants d'échappements expliquant leur
inefficacité [363]. Il semble que le virus ait de son c6té des caractéristiques qui lui permettent
de contourner les défenses humorales. Il se lie par exemple aux lipoprotéines de haute
densité. Cette interaction masquerait les épitopes du virus empéchant d'une part les
anticorps de le reconnaitre, et faciliterait d’autre part son entrée dans les hépatocytes en
profitant du passage des HDL par l'intermédiaire du récepteur SR-B1 et des récepteurs aux
lipoprotéines [86]. Une autre étude rapporte qu’il existerait, chez le porteur chronique
humain, des anticorps non neutralisants dirigés contre un épitope de la protéine E2 du virus
capables d'inhiber les activités neutralisantes des anticorps circulants dirigés contre un
second épitope de la protéine [386].

En conclusion, différents anticorps dirigés contre les protéines structurales (et non
structurales [384]) du VHC sont détectés pendant l'infection virale bien que leur réle dans

I'évolution de I'hépatite C reste mal connu. Les récentes avancées dans les modeles
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d’études devraient nous fournir des informations importantes sur le role de la réponse

humorale dans I'’évolution de I'infection.

b. Réponses cellulaires

Il est admis de facon relativement consensuelle que le contrble et la résolution de
l'infection par le VHC impliqgue une réponse immunitaire cellulaire T CD4+ et CD8+ forte,
durable et dirigée contre plusieurs épitopes notamment contenus dans les protéines non
structurales [306]. En effet, chez les patients qui vont résoudre au stade de la phase aigué
de l'infection, il est détecté une réponse Thl forte caractérisée par la sécrétion de grandes
guantités d'IFNy dans le foie et la présence précoce de lymphocytes T CD4+ auxiliaires et
CD8+ cytotoxiques a la fois dans le sang et au niveau du foie. De plus, la présence de T
CD4+ reconnaissant un grand nombre d’épitopes restreints CMH |l semble étre
particulierement importante. En effet, une étude récente a montré que la baisse du taux de T
CD4+ dans le sang d'un patient qui contréle son infection est corrélée avec la remontée de la
charge virale, méme en présence de T CD8+ sécréteurs d’'IFNy périphériques [374]. Dans
cette étude, la mise en place de réponses Thl dirigées contre les protéines non structurales
3 et 4 est associée au controle de la réplication virale. Enfin chez les résolveurs, les
réponses T CD8+ sont dirigées contre plusieurs épitopes CMH | et capables de développer
des réponses fortes.

A I'opposé, il est admis que la perte des réponses T CD4+ prolifératives au cours de
la phase aigué est prédictive de la persistance virale chez les patients. Cette absence de
réponse auxiliaire serait une explication a l'origine de l'efficacité limitée des réponses T
CD8+ chez les porteurs chroniques. De plus, de nombreux mécanismes favoriseraient la
persistance virale via l'inhibition des réponses immunes efficaces pour la résolution, et
notamment les T CD4+ et CD8+ ont de nombreux défauts et les réponses ont globalement
un profil Th2. Ainsi par exemple, il est observé que les T CD8+ sécrétent de I'IL-10, que la
fréequence des T CD4+ régulateurs est plus élevée que chez les résolveurs et que les

réponses sont dirigées vers un nombre restreint d’épitopes CMH | [306]. En effet, le nombre
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d’épitopes ciblés est réduit de facon qualitative (I'intensité des réponses est réduite) et
quantitative (dirigé contre moins de protéines) chez les porteurs chroniques comparé aux
répondeurs spontanés [91]. Il a aussi été rapporté que les T CD8+ du foie des porteurs
chroniques exprimeraient fortement deux marqueurs « suppresseurs » des réponses T, PD-1
(programmed cell death-1) et CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4). Le
blocage de ces deux récepteurs permet de restaurer la fonctionnalité pro-Thl des T CD8+
(sécrétion d’'IFNy et de TNFa) [231]. L'anergie des cellules T est aussi proposée comme un
mécanisme de persistance virale chez les porteurs chroniques. Il a été montré que ces
derniers ont des taux supérieurs de T régulateurs (Treg, phénotype CD4+CD25+) comparé
aux résolveurs et que ces Treg créent un environnement défavorable pour les réponses
cellulaires par la production d’IL-10 et de TGF-B aux activités régulatrices inhibitrices [49].
Enfin, et en amont des réponses adaptatives, des dysfonctionnements de la réponse innée
pourraient induire une altération des réponses T CD4+ et CD8+ chez les porteurs chroniques
dés le début de linfection. Par exemple, bien qu’encore controversée, l'efficacité des
fonctions allostimulatrices des CD en culture de porteurs chroniques serait altérée par
rapport a celle d’individus sains expliquant I'efficacité limitée de la réponse innée [91].

En résumé, la perte des réponses T CD4+ durant la phase d'infection aigué semble
associée a I'évolution vers la chronicité et limite sans doute le développement d’'une réponse
T CD8+ efficace (figure 15). De plus, les réponses qui se développent chez les porteurs

chroniques apparaissent défectueuses, aidant la persistance virale.

c. La protéine non structurale 3 (NS3)

La protéine NS3 possede a la fois une activité sérine protéase et une activité ARN
hélicase. Il a été montré que la résolution de I'infection est souvent associée a I'induction de
réponses périphérigues T CD4+ et CD8+ fortes et maintenues, dirigées contre NS3 [313].
Ainsi, une étude sur 10 patients ayant résolus spontanément leur infection montre qu’ils
développent tous des réponses fortes et multispécifiques T CD4+ contre des peptides de

NS3 en périphérie, et 6 d'entre-eux présentent aussi des réponses T CD8+ spécifiques
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[373]. La protéine non structurale 3 est donc une cible privilégiée dans les études vaccinales
et est incluse dans de nombreux candidats vaccinaux en essais préclinique et clinique [325].

Parmi les candidats les plus avancés en essais cliniques, on peut citer a titre d’exemple un

A B -
— Vil’émleIEdem Vll'é'ﬂngtalme
S L CDAY A e Dl
—— T CD8+ —— T CD8+

Transaminases Transaminases

Figure 15: Représentation schématique des réponses immunes adaptatives au cours de

l'infection par le VHC (d’'aprés [42]). Les évolutions de la virémie (courbe rouge), des réponses T
CD4+ (courbe noire), des réponses T CD8+ (courbe verte) et des transaminases du sérum (marqueur
des dommages hépatiques, courbe pleine bleue) sont indiquées de fagcon schématique pour des
patients évoluant vers la résolution (A) et vers la persistance virale (B) en fonction du temps. La zone

rouge indique la variabilité de la charge virale détectable entre individus.

vaccin a ADN recombinant (code pour les protéines NS3-NS4, phase I/ll, ChronVac-C®,
Tripep-Inovio), une levure recombinante (exprime les protéines NS3 et Core, phase Il, GI-
5005, Globelmmune) et un vaccin poxvirus (code pour les protéines NS3-NS4 et NS5B,
souche MVA, phase |, TG4040, Transgene). Dans nos travaux de thése, nous avons utilisé
la protéine NS3 en tant qu’antigene viral modéle pour I'induction de réponses humorales (les
anticorps anti-NS3 présents durant l'infection naturelle n'ont pas de réle physiologique mais

sont indicateurs de l'infection) et cellulaires.

89



B. Le virus de I'hépatite B (VHB)

1. Epidémiologie et structure du virus

Les infections par le virus de I'hépatite B touchent environ 2 milliards d’individus a
travers le monde. Parmi eux, plus de 350 millions de personnes sont infectées
chroniquement et le taux de mortalité est estimé a 1 million d’individus par an. On recense
chaque année 4,5 millions de nouvelles contaminations [377]. Chez Il'adulte 15% des
patients infectés vont devenir porteurs chroniques, au contraire des jeunes sujets infectés
par transmission materno-foetale et en période infantile (jusqu’a 2 ans) qui évolueront vers la
chronicité dans 90% des cas. Dans la population infectée chroniqguement, 20% a 40% des
personnes développeront une cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire sur une période de
30 & 50 ans. On attribue 53% des cancers du foie toutes étiologies confondues et 5% a 10%
des cas de transplantation hépatique aux conséquences de linfection par le VHB [95]. La
vaccination préventive, basée sur trois injections de la protéine recombinante de surface du
virus (HBsAgQ) adsorbé sur alun (e. g. vaccins Engerix B®, GSK, vaccin Genhevac B®,
Merck, ...), est assez efficace bien que l'on rapporte 5% a 10% de sujets dont le taux
d’anticorps ne dépasse pas le seuil considéré comme protecteur (i. e. 10UI/L) [189]. Pour les
porteurs chroniques, il existe un traitement a base d'IFNa pégylé qui est efficace dans 30% a
40% des cas si I'on estime l'efficacité par la séroconversion a HBe (voir plus loin) et la
détection de I'ADN viral sériqgue a un taux inférieur a 20000 copies/mL six mois aprées
traitement. Cependant, cette intervention est totalement curative dans seulement 3-4% des
cas un an apres traitement et les effets secondaires limitent généralement son utilisation
[252]. Il existe a coté de cela un traitement non curatif & base d’analogues de nucléosides
(lamuvidine, telbivudine, entecavir, adefovir) qui inhibent la réplication du virus, cependant le
virus réapparait souvent dés l'arrét du traitement expliquant la prise médicamenteuse a vie.
En effet, méme sous traitement, le virus persiste par l'intermédiaire de son ADNccc (ADN
circulaire et clos de fagon covalente présent dans le noyau des cellules infectées) car les

analogues de nucléosides n’'ont aucun effet sur lui. De plus, ce traitement conduit a la
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sélection de mutants de résistance (70% de mutants d’échappement & 5 ans avec la
lamuvidine par exemple) [95].

Le virus se transmet par contacts avec des fluides corporels, majoritairement le sang,
et plus modérément par la salive, les sécrétions séminales ou vaginales. Dans les régions
faiblement endémiques (pays développés), la transmission est en grande partie liée a
I'utilisation de seringues usagées, de matériel médicaux souillés ou se fait par contacts
intrafamiliaux. Le mode de transmission majeur dans les zones fortement endémiques (pays
en voie de développement) est le passage mere-enfant (vertical).

Le virus de I'hépatite B, découvert en 1966, est un virus enveloppé de la famille des
hepadnaviridae contenant un ADN partiellement double brin de 3200 nucléotides. Il a un
tropisme pour les cellules du foie et est capable d'infecter jusqu’a 95% des hépatocytes d’'un
individu. Le génome possede 4 génes principaux codés par lintermédiaire de différents
cadres de lecture ouverts chevauchants (figure 16). Ces genes codent pour une polymérase,
une protéine de capside (HBcAg), un antigene e contenant une partie de la capside
(HBeAg), une protéine de surface (HBsAg) dont 3 formes existent (small (S), medium
(S+preS2) et large (S+preS2+preS1)) et une protéine aux propriétés oncogénes (HBxAQ).
Contrairement au VHC, le taux de mutation est faible (1 mutation pour 100,000 bases / an
contre 1 pour 1000 pour le VHC) et il existe 8 génotypes qui divergent au plus de 8% les uns

des autres [276].

2. Corrélats de la protection contre le VHB

a. Réponses humorales

Chez les patients qui éliminent spontanément le virus durant la phase aigué (s’étend
sur les 6 mois suivant l'infection), 'un des premiers marqueurs décelables est la présence
des anticorps anti-HBc de type IgM. lls apparaissent environ 5 semaines apres
contamination mais n’ont pas d’activités neutralisantes connues [54]. Quatre a 5 mois apres,
les anticorps anti-HBe et les anticorps neutralisants anti-HBs sont détectables et sont le

signe de I'élimination virale et de la résolution du patient et protégent donc de la réinfection.
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Figure 16 : Représentation schématique du génome du VHB et de ses protéines (d'aprés [192]).

L'ADN viral est partiellement double brin (cercles rouge et bleu) et contient environ 3,2 kb. Il code pour
4 protéines (fleches externes épaisses) a partir de cadres de lecture chevauchants : la polymérase
(P), la protéine X (X), la protéine de capside (preC + C) et la protéine d’enveloppe (preS1 + preS2 +
S). La taille en acides aminés de chaque protéine et leur position sur le génome sont indiquées entre

parenthéses et sur les fleches externes, respectivement.

Au contraire, les porteurs chroniques développent tardivement des anticorps anti-HBc et
anti-HBe, et aucun anticorps anti-HBs [54]. Au niveau expérimental, ces résultats sont
corroborés par la démonstration du pouvoir neutralisant des anticorps anti-HBs responsables
du contréle de l'infection chez le chimpanzé [169]. La vaccination préventive cherche donc a

induire une réponse humorale neutralisante car elle confere la protection contre I'infection.

b. Réponses cellulaires

Chez les patients en phase aigué qui élimineront le virus, les réponses cellulaires
spécifigues du VHB sont détectées dans le sang au moment ou la concentration en ADN
viral est & son maximum (environ 5 semaines apres linfection) et persistent aprés
I'élimination du virus. Les réponses sont de type Thl caractérisées par la présence de
lymphocytes T CD4+ sécréteurs d’'IFNy majoritairement dirigés contre des épitopes de la
capside (HBcAg). En effet, ces réponses T précédent la séroconversion HBe, signe de la

chute de la virémie [34], et leur transfert adoptif chez des patients infectés chroniqguement
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permet la résolution de la maladie [186]. Les réponses T CD8+ spécifiques, dont le maintien
est assuré par les T CD4+, sont dirigées contre les protéines de la capside, de I'enveloppe et
de la polymérase et induisent la sécrétion des cytokines aux activités anti-virales (IFNy et
TNFa). Les T CD8+ semblent étre séquestrés dans le foie [318] et sont indispensables pour
résoudre l'infection de phase aigué. En effet, leur déplétion entraine la persistance virale
chez le chimpanzé [336]. Enfin, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ agissent de fagon
séquentielle par une activité non ciblée au niveau hépatique (i. e. action locale des
cytokines) puis ciblée (i. e. lyse cellulaire spécifique), permettant de limiter les effets
cytolytiques [54].

Les réponses cellulaires T CD4+ et CD8+ décrites précédemment chez les
répondeurs spontanés sont diminuées voire absentes chez les patients qui progressent vers
la chronicité [34]. De plus, il semble que la coordination des réponses T soit d'une
importance majeure dans la résolution. En effet, une étude montre que I'évolution vers la
chronicité chez un patient co-infecté VHC-VHB, est caractérisée par une absence en
périphérie de réponse T CD4+, et ce, méme en présence d'une réponse T CD8+
fonctionnelle détectée par ELISpot mais dirigée contre un répertoire d'épitopes non
dominants [345]. La présence virale semble également influencer I'évolution vers la
chronicité car il est montré que le maintien des activités protectrices des LT CD8+ (i. e.
activités de prolifération et fonctions effectrices) est possible avec un niveau de réplication
virale faible (<10” Ul/mL) [371]. Bien que controversées, certaines études reportent un plus
grand nombre de lymphocytes T régulateurs circulants et une augmentation de I'expression
du marqueur PD-1 a la surface des LT CD8+ spécifigues du VHB dans le sang chez les
porteurs chroniques [248]. Ces expressions sont inversement corrélées avec les activités

effectrices des LT CD8+ [54].

c. La protéine de surface (HBsAQ)
Durant l'infection naturelle, les anticorps anti-HBs sont produits t6t mais ne sont pas

détectables car ils lient les antigénes de surface produits en exces pendant la réplication
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virale précoce. Ces anticorps sont neutralisants et suffisants pour induire la protection chez
les individus, c’est pour cela qu’'HBsAg est incluse dans les vaccins préventifs depuis 1982
et permet de conferer une immunité a vie. Cette protéine est également la cible de réponses
cellulaires chez certains patients en phase aigué et deux épitopes cibles de réponses T
CD8+ semblent avoir été identifiés dans HBsAg (Env 183-191 et Env 335-343) [34]. Cette
protéine sera utilisée en tant qu'antigene modéle dans nos expérimentations pour
caractériser la capacité de nos adjuvants LPC a induire des réponses humorales

spécifiques.

C. Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH)

1. Epidémiologie et structure du virus

Le virus de l'immunodéficience humaine est I'un des trois pathogenes les plus
meurtriers (avec Plasmodium falciparum et Mycobacterium tuberculosis), tuant pres de 2
millions de personnes par an dont prés de 15% sont des enfants. En 2007, 33 millions de
personnes vivaient infectées par le VIH et 2,7 millions de nouveaux cas ont été recensés
(WHO, 2007). Deux tiers des personnes contaminées vivent dans les pays de I'Afrique sub-
saharienne. Le virus conduit au développement d'une maladie, le SIDA (syndrome de
immunodéficience acquise), qui affaiblit considérablement les défenses immunitaires de
'héte et entraine une susceptibilité exacerbée aux maladies opportunistes.
Préférentiellement, le VIH infecte les lymphocytes T effecteurs et mémoires par
intermédiaire des récepteurs CD4 et CCR5 [125]. Il se passe 5 a 10 ans avant que le
patient n’évolue vers le SIDA s'il n’est pas traité, 15 ans et plus s'il suit un traitement. Bien
que découvert en 1983, il n'existe toujours pas de vaccin contre ce virus. Le traitement
actuel repose sur l'utilisation de différents anti-rétroviraux (ART, antiretroviral treatment)
utilisés en combinaisons qui ont permis depuis 1996 de prolonger avec succes la durée de
vie des patients. Cependant, ce traitement est colteux, n'est pas curatif, et doit donc étre

maintenu a vie pour éviter toute résurgence virale et semble étre a I'origine de complications
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médicales telles que des maladies cardiaques et du diabete [278]. Les anti-rétroviraux
inhibent les enzymes du virus (transcriptase inverse, protéase, intégrase) et / ou 'empéchent
d’infecter ses cibles cellulaires en bloquant I'attachement du virus sur les récepteurs ou la
fusion des membranes virales et cellulaires [316]. La transmission horizontale du VIH se fait
par le sang, les liquides séminaux — vaginaux, le lait maternel, et la transmission verticale a
lieu pendant la grossesse ou a la naissance. Les seuls moyens efficaces de prévention
restent l'utilisation systématique de préservatifs, le contrble des produits sanguins et
I'utilisation de matériels médicaux et de seringues stériles.

Le VIH est un rétrovirus enveloppé du genre des lentivirus ayant 2 exemplaires d’'un
ARN simple brin. Ce génome code pour 9 génes (gag, pol, env, vif, vpr, tat, rev, vpu, nef,
vpx) et produit 19 protéines dont des glycoprotéines de surface (gp41, gp120), des protéines
de structure (e. g. pl7, p24, p6, p7 ...) ou des enzymes (transcriptase inverse, intégrase,
protéase) [62]. L'une des principales difficultés pour éliminer ce virus réside dans sa grande
variabilité génétique. Elle est en grande partie due aux erreurs commises par la polymérase
gui ne posséde pas d'activité de relecture et par la sélection de mutants consécutive aux
traitements anti-rétroviraux. On compte 2 types de virus (VIH-1 et 2), 3 sous types (M, N et
0), de nombreuses sous-classes (ou clades) et des quasi-espéces dans chaque individu
infecté. Le taux de mortalité des patients infectés avec la souche VIH-1 est plus élevé que
celui des patients infectés avec la souche VIH-2 [296]. Enfin, 2% & 5% des patients infectés
avec le VIH-1 contrdlent naturellement la réplication virale sur une période d’au moins 10 ans
apres l'infection, on parle de non progresseurs a long terme. Il a été montré que ces

personnes ont préférentiellement un génotype HLA-B*57 ou HLA-B*27 [138].

2. Corrélats de protection

a. Réponse humorale

Lors de l'infection naturelle par le VIH, les patients produisent des anticorps dirigés
contre les protéines de I'enveloppe (gp41l, gpl20) mais ils sont non fonctionnels, capables

de fixer les protéines virales mais n’inhibant pas l'infection. Cependant, une faible proportion
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de ces anticorps a des activités neutralisantes et ces AcN sont sur-représentés chez les non
progresseurs a long terme [259]. De plus, il a été montré que le transfert passif d’anticorps
neutralisants anti-gp41 et anti-gp120 protege des macaques d’'une épreuve par voie vaginale
démontrant I'utilité de ces anticorps dans la protection contre l'infection [208]. Pourtant a
I'heure actuelle, aucun essai vaccinal n'a permis d’induire des AcN [22]. Les raisons de cet
échec sont multiples et trois exemples sont présentés ici. Tout d’abord, les glycoprotéines
d’enveloppe forment des structures trimériques capables de masquer les épitopes aux
anticorps. De plus, les régions exposées aux anticorps sont généralement constituées de
domaines hyper variables qui empéchent I'hdte de développer une réponse humorale
efficace. Enfin, I'attachement du virus sur les T CD4+ se fait par la gp120. Cette interaction
entraine un remodelage de la structure de la gp41 qui fixe alors un co-récepteur de liaison,
CCRS. 1l est donc difficile de mettre au point un anticorps inhibiteur de l'interaction gp41-
CCRS5 car il devrait agir dans un intervalle de temps court apres la liaison de la gp120 sur le
récepteur CD4 et avant la fusion membranaire avec la cible cellulaire.

De son c6té, le virus est aussi responsable de I'induction de défauts dans la mise en
place des réponses humorales [220]. Par I'intermédiaire de la protéine nef, le virus inhibe la
sécrétion d’IgA par les lymphocytes B qui sont responsables de la protection humorale au
niveau des muqueuses, sites d’entrée privilégiés du virus. Durant l'infection chronique, le
VIH est aussi capable de réduire la durée de vie des cellules productrices d’anticorps et est
responsable de I'épuisement des LB. Ces derniérs sont peu prolifératifs, ont des récepteurs
d’adressage aux ganglions altérés et expriment des récepteurs inhibiteurs (e. g. PD-1,
CTLA-4 ...).

I semble donc que les réponses humorales dirigées contre les protéines
d’enveloppe, et notamment contre la gp120, aient un réle prépondérant pour la protection
contre l'infection [392]. De nombreuses préparations vaccinales font ainsi appel a la protéine
d’enveloppe gpl20 pour linduction d'anticorps neutralisants [245] bien que les essais
conduits aient été décevants. Cette protéine a été utilisée comme antigene modele dans nos

expérimentations dans le but de caractériser I'induction de réponses humorales spécifiques.
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b. Réponse cellulaire

Il est généralement admis qu’en plus d’'une réponse humorale aux activités cross-
neutralisantes, la protection contre l'infection passe par l'induction d'une réponse CD4+
auxiliaire et d’'une réponse cytotoxique T large et polyfonctionnelle ; présentes a la fois en
périphérie et au niveau des muqueuses [139].

Le VIH infecte préférentiellement les T CD4+ des épithéliums des mugueuses et est
capable de rapidement dépléter ce pool de T (4 a 10 jours) créant une bréche dans cette
barriére protectrice. Ceci entraine une activation globale des T CD4+ de I'organisme par
entrée d’antigénes bactériens et augmente ainsi le nombre de cellules cibles pour le virus et
donc sa progression [136]. Ainsi, la prévention de la perte des T CD4+ des muqueuses
apparait nécessaire pour la résolution de l'infection. A coté de cela, il a été montré qu’une
réduction de la virémie durant la phase aigué d'infection pouvait étre associée avec
'apparition de CTL spécifiques du virus mettant en avant le role des T CD8+ fonctionnels.
L'importance de ces T CD8+ a aussi été montrée par des expériences chez le singe rhésus
ou le contrdle de I'infection est perdu lors de la déplétion de ces cellules [297]. Enfin, le haut
degré de mutation induit par le virus entraine des changements fréquents des épitopes
reconnus par les cellules T. Ainsi, il apparait nécessaire que les réponses T CD4+ et CD8+
soient dirigées contre un spectre large d'épitopes afin de minimiser les mutants
d’échappements [22].

Il a été mis en évidence que les réponses T CD8+ dirigées contre les épitopes des
protéines du géne gag correlent avec une baisse de la virémie chez les patients infectés,
naifs de traitement [166] et que le contréle de la réplication virale chez des patients infectés
par le VIH-2 fait intervenir des lymphocytes T CD4+ producteurs d’lL-2 et d’'IFNy, capables
de proliférer aprés stimulation gag in vitro [93]. Le ciblage des protéines du géne gag semble
donc étre privilégié bien que les autres génes soient également des cibles prometteuses
[136]. De leur co6té, les réponses T CD8+ des patients non progresseurs sont
polyfonctionnelles produisant de I'lFNy, de I'lL-2, du MIP- 1B, du TNF et exprimant CD107

(marqueur de l'activité de dégranulation des LT CD8+) [36]. Enfin, a I'image de ce qui peut
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étre détecté chez des porteurs chroniques du VHC et du VHB, les non progresseurs
présenteraient des taux d’expression faibles de PD-1L a la surface des cellules dendritiques
comparés a ceux des patients évoluant vers le SIDA ou déja en phase de SIDA qui
surexpriment ce marqueur et chez qui ces cellules peuvent donc étre altérées [367]. De plus,
chez les patients qui évoluent vers le SIDA, I'expression augmentée de PD-1 a la surface
des LT CD4+ et CD8+ corréle positivement avec la charge virale dans le plasma pouvant
fournir une explication a la difficulté du contréle du virus chez les patients chroniques.

En résumé, et avec la difficulté de développer un vaccin induisant des anticorps
neutralisants contre les protéines d’enveloppe de diverses souches du VIH, les efforts
semblent également se diriger vers [linduction de réponses cellulaires, et plus

particulierement T CD8+ qui apparaissent impliquées dans la protection contre la

progression du virus chez ’lhomme.
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Resultats




l) Objectifs des travaux de thése

Le développement de vaccins sous-unitaires prend aujourd’hui le pas sur les autres
types de vaccins mais comme nous l'avons indiqué dans la premiére partie du mémoire, leur
plus faible immunogénicité implique la mise au point de nouveaux adjuvants de vaccination.

L'équipe du Dr Lotteau a montré que la lysophosphatidylcholine contenue dans les
lipoprotéines de basse densité (LDL) oxydées formées pendant la réponse de phase aigué
présentent des caractéristiques adjuvantes in vitro mais également in vivo chez la souris,
permettant d’induire des réponses humorales, cellulaires et anti-tumorales contre des
antigenes modéles [72] [253]. Cependant la LPC utilisée dans ces études est issue d’ceuf de
poule et représente un mélange hétérogene d’espéces moléculaires de LPC a la
composition variable d’'un lot a un autre et non définie entierement. Ces raisons limitent le
développement futur de ce composé au niveau clinique.

Utilisant ces résultats comme base de travail, mes travaux de thése ont consisté a :

1/ identifier une ou des especes moléculaires de LPC contenues dans la LPC
d’ceuf de poule présentant des activités adjuvantes in vitro,

2/ étudier I'aptitude de ces molécules criblées in vitro a induire chez la souris
des réponses humorales et cellulaires contre des immunogénes viraux d’intérét vaccinal
dérivés du virus de I'hépatite C, du virus de I'hépatite B, du virus de I'immunodéficience
humaine et du virus du papillome humain.

L'ensemble de ces données devait nous permettre de savoir si une espéce de LPC

parfaitement caractérisée avait un intérét pour étre proposée comme adjuvant de vaccination

et pour étre développée en clinique.
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[1) Reésultats principaux : Identification d’espéeces

moléculaires de lysophosphatidylcholine présentant des

activités adjuvantes in vitro et in vivo

A. Caractérisation in vitro

1. Objectifs

L'objectif de cette premiere partie de these a consisté a identifier une ou des espéces
moléculaires de lysophosphatidylcholine (LPC) conférant son pouvoir adjuvant in vitro a la
LPC d’ceuf de poule. Comme nous le présentons dans I'Article 1 (voir fin du chapitre), la LPC
d’ceuf de poule et la LPC de graines de soja (inactive in vitro sur le modele de maturation de
MoDC, Article 1, figure 1) sont des mélanges hétérogénes composés d’especes
moléculaires de lysophosphatidylcholine avec des index de saturation (18,4 pour la LPC
d’'ceuf et 1,9 pour la LPC de soja) qui semblent indiquer que la présence d’insaturation est
défavorable pour l'effet adjuvant. Ces informations nous ont guidés pour choisir les cing
espéces de LPC évaluées in vitro et nous avons sélectionné :

- la LPC C12:0: espéce saturée possédant la plus petite chaine carbonée qui est
protégée par le brevet couvrant l'utilisation des LPC comme adjuvants de vaccination
(PCT/FR03/00741),

- la LPC C14 :0 : espece saturée présente dans la LPC d’ceuf de poule, bien que trés
faiblement représentée (0,3%),

- la LPC C16:0 : espece saturée majoritaire dans la LPC d’ceuf de poule (69%),

- la LPC C18:0: espéce saturée fortement représentée dans la LPC d'ceuf de poule
(24,6%),

- la LPC C18 :1: bien gu'insaturée cette espece représente 3,4% de la LPC d’'ceuf de

poule.
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De plus, ces 5 espéces étaient disponibles commercialement sous forme synthétique.

2. Méthodes

La caractérisation du pouvoir adjuvant a été basée sur la capacité des LPC a
permettre la différenciation de cellules dendritiques dérivées de monocytes humains
(MoDC), de monocytes en CD matures, sur une période de 6 jours en présence d’lL-4 et de
GM-CSF. Il s’agit d'un modele consensuel pour identifier des composés adjuvants actifs, et
dans mes travaux de thése, nous avons suivi la modulation du phénotype, de la fonction et
des sécrétions de cytokines et de chimiokines induites par les CD. L'équipe du Dr Lotteau a
montré que les CD matures sont obtenues lorsque la LPC d’ceuf de poule est ajoutée au 5&
jour de différenciation en cultures dépourvues de lipoprotéines, ces dernieres inhibant
l'activité de la LPC [72].

Dans ce modéle, le profil de maturation des CD a d’abord été évalué par I'analyse de
'expression de marqueurs de surface au 6¢e jour. La différenciation correcte des monocytes
en CD se distingue par la perte d'expression du CD14 (marqueur des monocytes) et
'apparition du marqueur CD1a (caractéristique des cellules présentatrices d’antigénes). Le
degré de maturité de la CD est évalué par I'expression des marqueurs de maturation HLA-
DR (CMH 1l) et CD83, et par I'expression des molécules de co-stimulation CD80 (B7.1),
CD86 (B7.2), CD40 et d'une molécule d’adhésion aux endothéliums et d’'attache aux
lymphocytes T durant la synapse immunologique, CD54 (ICAM 1). Dans un second temps,
les surnageants de culture des CD ont été prélevés au 6¢ jour afin de caractériser le profil de
la réponse immune induite par les LPC grace a I'analyse d’'un panel varié de cytokines et
chimiokines produites par les CD. Ainsi, des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNFa et IL-
12p40) et anti-inflammatoire (IL-10) ont été dosées par ELISA. Les chimiokines MIP-1j3,
MCP-1, IL-8 et IP-10 ont été dosées dans ces surnageants par une technique de cytométrie
utilisant des billes de capture pour doser de multiples analytes (cytometric bead array test,
CBA). Enfin, les CD matures sont connues pour activer la sécrétion de cytokines par des

lymphocytes T (LT) allogéniques naifs permettant d’apprécier le profil de la réponse immune
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induite. Les CD récoltées au 6¢€ jour ont donc été mises en co-culture pendant 5 jours avec
les LT allogéniques naifs dans un test de réaction mixte leucocytaire (MLR) et les
surnageants des cultures ont été analysés pour la présence d'une cytokine Thl (IFNy) et de
cytokines pro-Th2 (IL-13 et IL-5) par CBA.

L'ensemble des données issues de ces tests in vitro, qui refletent le pouvoir adjuvant
des molécules testées sur les CD humaines, nous a permis de sélectionner des candidats

présentant un potentiel adjuvant in vivo.

3. Reésultats

La majeure partie de nos résultats in vitro est détaillée dans I'Article 1. En résumé,
les études nous ont permis d’identifier deux especes, la LPC C16:0 et la LPC C18:0, qui
augmentent de fagcon nette I'expression de marqueurs de maturation (HLA-DR) et de co-
stimulation (CD86, CD40) a la surface des CD (Article 1, figure 2). Nous avons ensuite
cherché a déterminer la dose optimale pour la stimulation in vitro des MoDC (résultat non
présenté dans I'Article 1). L’équipe du Dr Lotteau a montré que la LPC d’ceuf de poule agit
de facon optimale a 40uM pour différencier les monocytes humains en CD matures [72].
Nous avons voulu savoir si les LPC C16 :0 et C18 :0 identifiées ont également une activité
maximale a 40uM ou déterminer, le cas échéant, la dose optimale avec ce test. Nous avons
donc choisi de suivre I'expression de deux marqueurs classiquement augmentés a la surface
des CD matures (i. e. CD86 et CD40) par cytométrie en flux dans une étude de dose-
réponse allant de 20uM a 60uM. Nos contrdles négatifs incluent le PBS (tampon de reprise
des LPC) et une espéce négative (LPC C18 :1) testée de 30uM a 50uM. La figure 1 montre
gue l'expression des marqueurs est augmentée a la surface des MoDC incubées en
présence de 30, 40, 50 et 60uM de LPC C16 :0 ou C18 :0 par rapport aux cellules incubées
avec le PBS. A 20uM l'expression des marqueurs est similaire entre le PBS et les LPC.
Comme attendu, I'expression du CD86 et du CD40 par les MoDC incubées avec la LPC
C18:1 n'est pas non plus modifiée aux doses testées. Enfin, c'est & 40uM que

'augmentation de I'expression des deux marqueurs est la plus marquée pour les deux LPC
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Figure 1 : Détermination de la dose optimale des LP  C C16 :0 et C18:0 pour induire in vitro la
maturation de cellules dendritiques . L’expression des marqueurs de co-stimulation CD86 et CD40
a la surface de MoDC stimulées durant 24h, avec du PBS (tracé rouge) ou avec les LPC C16 :0,
C18:0 et C18:1 (tracé noir), a été analysée par cytométrie de flux. Les LPC ont été testées a des
doses allant de 20 a 60 uM (C16 :0 et C18 :0) ou de 30 a 50 uM (C18:1). Les valeurs moyennes

d'intensité de fluorescence des LPC (tracés noirs) sont indiquées sur chaque graphique.

(voir les valeurs moyennes d'intensité de fluorescence indiquées sur la figure 1). En résumé,
ces résultats nous permettent de dire que l'activation des CD par les LPC C16 :0 et C18 :0
se fait préférentiellement dans une gamme de concentrations allant de 30 a 60 uM et de

facon optimale a 40uM, concentration qui a été utilisée par la suite.
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Nous avons ensuite montré que les LPC C16 :0 et C18 :0 stimulent la sécrétion de
chimiokines pro-Thl (MCP-1, MIP-1B, IL-8 et IP-10, Article 1, figure 3) dans les surnageants
de culture, et ce, de maniére toujours plus efficace que le mélange naturel d’ceuf de poule
dont elles sont issues (bien que les différences ne soient pas statistiquement significatives).
En revanche, nous avons observé que les sécrétions de cytokines des CD évaluées par
ELISA (TNF-qa, IL-6, IL-10 et IL-12p40) ne sont pas significativement augmentées par les

LPC alors qu’elles le sont avec par le contréle positif (LPS, tableau 1). Finalement, I'aptitude

Tableau 1 : Valeurs moyennes des sécrétions de cyto  kines par les MoDC en présence de LPC
Les surnageants de culture des MoDC, stimulées durant les dernieres 24h de différenciation par les
molécules indiquées, ont été récoltés et la sécrétion de cytokines a été mesurée par ELISA. Les

valeurs indiquent la moyenne et I'écart-type des sécrétions obtenues a partir de 3 donneurs testés

séparément.
Secretion Cytokines (pg/mL) (moyenne * e. c.)
Conditions TNF-a IL-6 IL-10 IL-12p40
Comr(()éeBNsiga“f 128.04 * 3432 | 257.06 +147.98 | 7652 + 2211 | 2418 * 11.20
Contr‘()lﬁg)os'“f 3919 * 2887 | 3751 * 1331 | 384 * 106 | 11330 * 3550
LPC oeuf 162.71 + 3545 | 25511 * 87.70 | 72.80 + 3035 | 47.07 + 21.14
LPC C16:0 | 14899 + 2235 | 27354 14398 | 7326 + 1035 | 43.44 + 2056
LPC C18:0 | 176.71 + 4822 | 287.79 +13563 | 71.38 + 21.88 | 5159 + 37.83
LPC C18:1 128.13 + 28.99 | 276.34 +140.16 | 7850 + 24.95 | 2282 + 657

des CD matures a stimuler la sécrétion de cytokines par des lymphocytes T allogéniques
dans le test MLR (Article 1, figure 4) indique que la LPC C16:0 peut induire la différenciation
de LT naifs en LT Thl caractérisés par des sécrétions d'IFNy supérieures aux sécrétions
d’IL-13 et d’IL-5 et proches de I'activité d’'une faible dose de LPS (10 ng/mL) utilisée comme
contrble positif. La LPC C18:0 apparait moins efficace pour induire I'activation des LT dans
ce test, mais globalement les résultats du test MLR sont en corrélation avec le profil de

sécrétions des chimiokines.
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Dans leur ensemble, ces résultats montrent que les deux especes moléculaires de
LPC C16 :0 et C18:0 ont des activités adjuvantes in vitro sur cellules humaines induisant

des réponses Thl et ont donc été choisies pour étre évaluées in vivo.

B. Caractérisation in vivo

1. Objectifs et méthodes

Le but de cette partie du travail a été de confirmer chez I'animal le potentiel adjuvant
des espéces de LPC C16 :0 et C18 :0 mis en évidence in vitro. Pour cela, nous avons tout
d’abord cherché a caractériser le profil des cytokines induites par les LPC apres injection des
espéces individuelles chez I'animal. Nous avons également cherché a confirmer que les
molécules de LPC C16:0 et C18:0 sont capables d’adjuvanter des protéines virales en

induisant des réponses immunes spécifiques de ces protéines.

a. Profil des cytokines induites par les LPC

Dans un premier temps, nous avons voulu connaitre le profil de la réponse
immunitaire induite chez la souris apres injection directe des especes de LPC. Pour cela,
nous avons choisi d’étudier les sécrétions de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1(,
TNFa, IL-12p40), Thl (IFNy) et pro-Th2 (IL-5) aprés une injection intraveineuse (i. v.). Nous
avons utilisé comme contrbles positifs trois activateurs puissants de 'immunité innée que
sont le LPS, le CpG et le Poly I:C et qui activent, respectivement, les récepteurs TLR4, 9, et
3. Nous savons qu'ils induisent la sécrétion d’au moins 5 des cytokines testées apres une
injection i. v. [222;289]. Il n'y a pas de données pour l'induction d’'IL-5 par ces produits dans
ce modeéle, mais nous avons choisi de conserver cette cytokine car nous pensons gu’elle est
un bon indicateur du profil Th2. Diverses informations nous ont permis de définir pour ces
trois contrbles positifs deux doses actives (10 et 25 pg par souris) sans effet toxique majeur
[243;332]. Enfin, nous avons déterminé trois temps de récolte des sera (2h, 4h et 12h aprés

l'injection) estimant couvrir 'ensemble des sécrétions car, en effet, les cytokines TNFa, I'lL-6,
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lIL-18 sont produites précocement (entre 1,5 et 4h) alors que [I'lL-12p40 et I'IFNy
apparaissent plus tardivement (entre 8 et 24h) aprés l'injection des contréles positifs utilisés

[181;222].

b. Effet adjuvant de réponses immunes humorales

Dans un deuxieme temps, les capacités adjuvantes des deux composés ont été
évaluées dans des tests d'induction de réponses humorales contre deux antigenes viraux
chez les souris BALB/c.

La lignée murine BALB/c a été choisie car il s'agit de la lignée de référence pour
'étude des réponses humorales et car elle permet, contrairement aux C57BL/6 [214],
'analyse des sous-types d'immunoglobulines (Ig), 1gG2a et 1gG1, indicateurs du profil de la
réponse induite, respectivement pro-Thl et pro-Th2. Pour toutes les injections
d'immunogénes, la voie sous-cutanée (s. c.) a été privilégiée pour se rapprocher de ce qui
pourrait étre réalisé en clinique chez 'homme. A l'origine, I'équipe du Dr Lotteau a montré
l'activité adjuvante de la LPC d'ceuf de poule sur l'induction de réponses humorales contre
'antigéne modéle HEL (lysozyme du blanc d’ceuf de poule), dans un protocole ou elle était
injectée a raison de 500 nmoles par souris. Nous nous sommes donc appuyes sur ce
résultat et avons débuté nos expérimentations avec cette dose. Etant donné qu’un atout
important d’un adjuvant est d'étre efficace a une dose minimale, nous avons initié des
protocoles en testant des doses décroissantes, de 500 a 75 nmoles et si les résultats le
justifiaient, de 75 a 12,5 nmoles.

Le premier antigéne viral étudié a été la protéine non structurale 3, domaine hélicase
(NS3 hel), qui est la cible de réponses cellulaires qui correlent en partie avec la résolution de
l'infection chez les patients infectés par le virus de I'hépatite C. Au cours de l'infection, les
patients développent aussi des anticorps contre cette protéine qui sont donc des marqueurs
d’infection (Introduction, chapitre 1V). Nous avons tout d’abord étudié la capacité des LPC a
induire des réponses humorales spécifiques de NS3 puis nous nous sommes intéressés au

versant cellulaire de cette réponse (Résultats, chapitre IlI) C.1.a). En s’appuyant sur des
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protocoles standards d’induction de réponses humorales et sur des expérimentations
réalisées précédemment au laboratoire, il a été montré qu'apres 3 injections de NS3 hel
associée a la LPC C16:0 ou C18 :0, des taux élevés d'anticorps spécifiques anti-NS3 hel
sont induits (résultat non présenté). Dans cette étude de définition du schéma
d'immunisation, la meilleure condition a été obtenue en associant la NS3 hel avec 250
nmoles de la LPC C18:0. Cette dose et cette espéce de LPC ont donc été utilisées pour la
mise en place du protocole d'immunisation avec le deuxieme immunogeéene.

Le second antigéne viral est la protéine de surface du virus de I'hépatite B (HBSAQ).
Les réponses humorales dirigées contre 'HBsSAg sont associées a la protection contre
l'infection par le virus et participent a la résolution de linfection aigué. Cette protéine est
donc un immunogene pertinent pour évaluer l'induction d’anticorps anti-HBsAg par des
adjuvants. Une grande diversité de protocoles existe dans la littérature pour I'analyse des
réponses humorales contre 'HBsAg chez la souris [165;196;204]. Dans notre laboratoire
nous avons déterminé qu'aprés 2 injections de I'HBsAg nous obtenions une induction
d’anticorps significative lorsque la protéine est associée a la LPC C18 :0 (250 nmoles) par

rapport a I'injection de 'immunogéne seul.

2. Reésultats

a. Profil des cytokines induites par les LPC

Les résultats de I'analyse des cytokines induites apres I'administration des adjuvants
indiquent que l'injection i. v. de la LPC C16 :0 et de la LPC C18 :0 chez les souris déclenche
une sécrétion rapide d’IL-6 (£2h) et plus tardive d’IL-5 (entre 4 & 12h) dans les sera analysés
par une technologie d'analyse multiplexe (Article 1, figure 5). Cette cinétique apparait
différente de celles observées avec les contrdles positifs (LPS, CpG, Poly I:C) et suggere
gue les LPC induisent un état inflammatoire transitoire et modéré. Ce premier résultat est en
faveur d'une activité adjuvante des LPC criblés in vitro et nous a permis d’envisager I'étude

de leur capacité a induire des réponses immunes chez la souris.
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b. Effet adjuvant de réponses immunes humorales
Dans le but de caractériser le potentiel adjuvant vis-a-vis de réponses humorales des
LPC C16 :0 et C18 :0, nous avons réalisé des protocoles d'immunisation de souris BALB/c a

l'aide de deux protéines modeles, la NS3 du VHC et 'HBsAg du VHB.

La protéine NS3 hélicase du virus de I'hépatite C. Les études ont d’abord été menées

avec la LPC C16 :0 a des doses allant de 500 a 75 nmoles et ont montré que la LPC induit la
sécrétion d’lg spécifiques (Article 1, figure 7A). Ces productions sont significativement
supérieures a celles induites par la protéine seule (p<0,05) aux doses de 75 et 500 nmoles
pour des dilutions sériques de 1/1000 a 1/25000, et sont similaires a celles obtenues avec
ladjuvant de référence alun. Aux doses 150 et 250 nmoles les sécrétions ne sont pas
statistiqguement significatives mais cela semble li¢ & une plus grande variabilité chez les
souris de ces groupes (résultat non présenté). Nous avons ensuite évalué 'activité adjuvante
de la LPC C16 :0 a des doses inférieures allant de 75 & 12,5 nmoles (Article 1, figure 7B). A
ces doses, la LPC C16 :0 permet la production d’anticorps anti-NS3 hel a un niveau similaire
ou inférieur a celle obtenue avec l'alun, qui est statistiquement supérieure comparée a la
protéine NS3 hel seule (p<0,05), et ce, jusqu'a la plus faible dose de 12,5 nmoles. Ces
résultats sont donc encourageants de part la faible dose présentant encore un effet adjuvant
et en raison de résultats proches de ceux avec l'alun.

Nous avons ensuite évalué I'association de la LPC C18 :0 avec la protéine NS3 hel et
avons montré qu’aux doses de 500 a 75 nmoles, elle induisait une sécrétion significative d’lg
spécifiques dirigées contre la protéine NS3 hel (Article 1, figure 7C). Nous observons que
I'effet adjuvant est statistiquement significatif aux doses les plus faibles testées (75 et 150
nmoles), et ce, jusqu’a la dilution 1/25000 pour 75 nmoles (p<0,05). L'activité adjuvante de
l'alun reste statistiquement supérieure aux autres conditions. Etant donné que le potentiel
adjuvant est toujours visible aux faibles doses, nous avons continué notre étude a des doses
allant de 75 a 12,5 nmoles (Article 1, figure 7D). Toutes les doses, jusqu’a une dilution

sérique de 1/25000, ont un effet adjuvant significatif comparé a I'administration de la NS3 hel
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seule (p<0,05). De plus, la LPC C18 :0 est aussi efficace que I'alun. Nous avons également
mis en évidence une différence statistique entre les sécrétions obtenues dans le groupe des
souris injectées avec la dose de 50 nmoles par rapport a la dose de 12,5 nmoles, suggérant
gue la dose minimale efficace de LPC C18 :0 soit de 50 nmoles.

Nous nous sommes ensuite intéressés au profil de la réponse humorale induite. La

figure 2 correspond a des données non présentées dans I'Article 1 et indique les productions

T TS

-8- NS3 hel

-0—NS3 hel + LPC C16:0 500nmol
——NS3 hel + LPC C16:0 250nmol
1 - —4— NS3 hel + LPC C16:0 150nmol
——NS3 hel + LPC C16:0 75nmol
—#- NS3 hel + Alun
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IgG1 anti-NS3hel spécifiques (DO)
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0 T 1
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Figure 2: Evaluation de l'effet adjuvant de la LPC C16:0 sur les réponses humorales

spécifiques contre la protéine NS3 hel.  Des BALB/c (6 souris/groupe) ont été immunisées 3 fois a 3
semaines d’'intervalle avec 1 pg de NS3 hel en combinaison avec la LPC C16 :0 (500 & 75 nmoles).
La présence d’lg de types IgG1 et IgG2a anti-NS3 hel dans le sérum des souris, dilué au 1/200 et au
1/1000, est analysée 3 semaines aprés la derniére injection par ELISA (protocole en Annexe
technique). Les médianes des groupes sont indiquées en valeur d’absorbance (DO) & 490 nm pour

chaque condition testée. Seuil de positivité : 0,23.

des sous-types d’lg des sera des animaux de I'expérience de I'Article 1, figure 6A (NS3 hel +
LPC C16 :0 de 500 a 75 nmoles ou alun). Quel que soit le groupe testé (LPC ou alun), nous
avons détecté une sécrétion d’'lgGl (figure 2) alors qu’aucune sécrétion d’'lgG2a n’est

détectable (seuil a 0,2 ; résultat non présenté). Nous avons obtenu des résultats similaires
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en présence de la LPC C18 :0 (résultat non présenté). Ces informations indiquent clairement
gu’en présence de LPC C16 :0, de LPC C18:0 et d'alun, les Ig produites sont des IgG1 et
gu'aucune lgG2a n'est détectée, indiquant une orientation préférentielle vers des réponses

de type Th2.

La protéine HBsAg du virus de I'hnépatite B. Nous avons ensuite évalué I'effet

adjuvant des LPC C16:0 et C18:0 sur un second antigéne viral d’intérét vaccinal.
L'adjuvantation de la protéine HBsAg par la LPC C16 :0 a d’abord été testée de 500 a 75
nmoles. La figure 3 présente les sécrétions obtenues dans les sera des animaux dilués au

1/3200, seule dilution a laquelle 'HBsAg n'induit pas a elle seule une sécrétion d’'lg
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Figure 3: Evaluation de l'effet adjuvant de la LP C C16:0 sur les réponses humorales

spécifiques contre 'HBsAg. Des BALB/c (6 souris/groupe) ont été immunisées 2 fois a 2 semaines
d’intervalle avec 0.5 ug d’HBsAg en combinaison avec la LPC C16 :0 (500 a 75 nmoles). La présence
d’lg totales anti-HBsAg dans le sérum des souris est analysée 2 (PS2) et 6 (PS3) semaines apres la
derniére injection par ELISA (protocole en Annexe technique). Les médianes des groupes (barres
oranges) et les valeurs individuelles de chaque souris (points noirs) sont indiquées en DO a 490 nm

pour chaque condition testée. Seuil de positivité : 0,29.
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supérieure au seuil de positivité. Cette figure montre que dans notre modéle, la LPC C16 :0
ne permet pas une induction d’anticorps supérieure a celle obtenue avec la protéine seule (p
> 0,05), alors que l'alun le permet. La LPC C16 :0 ne présente donc pas d’effet adjuvant des
réponses humorales spécifiques de I'HBsAg dans notre modele d’étude.

Nous nous sommes ensuite intéressés au potentiel adjuvant de la LPC C18 :0 avec
I'HBsAg aux doses de 500 a 75 nmoles (Article 1, figure 6). La LPC C18 :0 présente un effet
adjuvant des réponses humorales spécifiques de cet immunogéne mais seule la dose la plus
faible de 75 nmoles est capable dinduire une sécrétion d'anticorps anti-HBsAg
statistiquement supérieure a I'injection de la protéine seule (p<0,05). Nous avons également
observé que l'effet adjuvant diminue rapidement et passe sous le seuil de positivité juste
aprés la deuxieme dilution (1/1000) pour la LPC C18 :0. De son c6té, I'adjuvantation par
lalun permet une induction d’anticorps supérieure a celles dans les autres conditions
testées. Dans I'ensemble, ces résultats montrent que la LPC C18 :0 est capable d’adjuvanter
'HBsAg bien que l'efficacité de I'adjuvantation semble limitée avec cet antigene. Quel que
soit le groupe testé (LPC ou alun), nous avons détecté une sécrétion d’'lgG1 alors qu'aucune
sécrétion d’'lgG2a n’est détectable (seuil a 0,2 ; résultat non présenté) indiquant le profil Th2
de la réponse. Il est important de noter que, quelle que soit I'expérience considérée, les LPC
C16 :0 et C18 :0 (toutes doses confondues) injectées seules aux souris n’induisent aucune
réponse a l'origine d’un bruit de fond dans nos tests ELISA anti-NS3 hel et anti-HBsAg.

Pour résumer, nous avons observé que les LPC C16 :0 et C18 :0 peuvent adjuvanter
la protéine NS3 hel du VHC avec une efficacité similaire ou légérement inférieure a celle
observée avec 'adjuvant de référence en clinique chez 'homme, I'alun. L'effet adjuvant est
détectable pour les deux LPC jusqu’a une dose de 12,5 nmoles et la LPC C18 :0 semble
atteindre son efficacité maximale a 50 nmoles. Nous n’avons pas identifié la dose minimale
efficace pour la LPC C16 :0 combinée a la NS3 hel et il serait donc intéressant d’analyser
son effet adjuvant & des doses inférieures & 12,5 nmoles. La LPC C18 :0 a augmenté les
sécrétions d’anticorps dirigés contre la protéine HBsAg a une dose de 75 nmoles, bien que

l'activité adjuvante soit en général moins marquée que lors de I'adjuvantation de la NS3 hel,
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possiblement dd a la nature particulaire d’'HBsAg. Ces résultats suggérent donc que I'activité
des adjuvants LPC soit dépendante de 'immunogéne comme cela sera discuté plus loin.
Dans tous les cas et comme cela est observé avec 'alun, les sécrétions induites par les LPC

sont de type IgG1, indiquant une orientation préférentielle vers un profil Th2.

Article 1: |dentification d’espéces moléculaires d e
lysophosphatidylcholine présentant des activités ad juvantes in
vitro et in vivo

(soumis au journal Clinical and Vaccine Immunology)
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Abstract:

Improving vaccine immunogenicity by developing new adjuvant formulations is a
long lasting goal of vaccinologists. It has been previously shown that a natural mix of
lysophosphatidylcholine (LPC) from chicken eggs promote mature DC generation in
vitro and prime Ag-specific immune responses in mice. Here, we dissected the
adjuvant potential of five individual LPC components found in the chicken egg mix. In
vitro analyses of the impact of the individual components on maturation of human DC
were performed by means of phenotypic analysis, chemokine secretion analysis and
ability of mature DC to stimulate T lymphocytes. Two components were identified,
C16:0-LPC and C18:0-LPC, as capable to upregulate expression of CD86, HLA-DR,
CD40 on in vitro cultured monocyte-derived DC from healthy donors. Both induced
the release of high (MIP-13, MCP-1) to moderate (IL-8, IP-10) concentrations of
chemokines. In addition, C16:0-LPC engaged naive T cells to produce IFNy. This
suggests that C16:0- and C18:0-LPC have the capacity to promote, at least in vitro, a
Thl-oriented response. The intravenous injection of C16:0-LPC or C18:0-LPC into
mice resulted in detectable secretions of IL-6 and IL-5 in sera. Both LPC components
were tested for their capacity to adjuvant two selected immunogens: the hepatitis B
surface antigen (HBsAQ) and the hepatitis C NS3 helicase. Secretion of specific IgG1
was observed with either or both C16:0-LPC and C18:0-LPC depending on the
immunogen tested, and with an efficiency comparable to alum. These data identify
the C16:0- and C18:0-LPC as the active components of the LPC natural mix.
Although discrepancies exist between in vitro and in vivo analysis, animal studies
suggest that these components can trigger significant and specific humoral-mediated

immunity.
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Development of attenuated live vaccines, although often very effective, can be
problematic due to safety concerns. Other approaches, based on whole Kkilled
organisms, or more recently their subunit counterparts, meet the safety profiles
required by regulatory authorities (23) but they generally need the addition of an
adjuvant and/or a delivery system to improve their immunogenicity (1). Aluminum-
containing adjuvants (referred as “Alum”), identified more than eighty years ago (9),
are the only adjuvant authorized by the FDA. However, aluminum compounds can
have side effects following injection (12), they cannot be frozen and preparations may
not be always reproducible (11). The field of adjuvant research is remarkably active
and has led to several licenses granted for novel compounds in recent decades. This
includes an oil-in-water emulsion, MF59, incorporated in the influenza vaccine
Fluad™ (Novartis), MonoPhosphoryl Lipid A (GSK-Bio) included in a HBV vaccine
(Fendrix™) and an HPV vaccine (Cervarix®), and the cholera toxin B subunit in a
whole-cell cholera vaccine (Dukoral®, Crucell). In addition, immunopotentiating
reconstituted influenza virosomes (IRIVs) have been used as adjuvants in vaccines
against hepatitis A (Epaxal®, Berna Biotech) and influenza (Inflexal® V, Berna Biotech
and Invivac®, Solvay). These three products are all marketed in Europe. Finally, an
aminoalkyl glucosaminide phosphate adjuvant related to lipid A, RC529, is licensed in
Argentina by Dinavax Europe for HBV vaccination (Supervax™). These novel
adjuvants, as well as Alum, are potent inducers of humoral responses and suit
vaccines requiring a Th2 type immune response, but their ability to elicit cellular
immune responses is limited. Therefore, new adjuvants, which can be easily
produced and are able to stimulate strong Thl immune responses, while maintaining

an acceptable safety profile, are needed (19).
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The acute phase response (APR) is a non-specific physiological alarm of the
body to infection or trauma inducing dramatic changes in the composition of plasma
proteins and lipid metabolism leading to increased oxidation of low-density
lipoproteins (oxLDL) (2, 3, 20). OxLDL have been first studied for their implication in
atherogenesis (24) but recent work has revealed that oxLDL favor the differentiation
of phenotypically and functionally mature DC from human monocytes (17). By
sensing the biochemical composition of lipoprotein particles, the innate immune
system can identify various endogenous modified lipids that can be signals
modulating the immune response (4). A major constituent of oxLDL is
lysophosphatidylcholine (LPC), produced by oxidation and fragmentation of the poly-
unsaturated sn-2 fatty acyl residues of phosphatidylcholine (PC), followed by
hydrolysis of shortened fatty acyl residues by lipoprotein-associated enzymes. LPC
can also be generated by hydrolysis of PC by secretory phospholipases A; (21).
Coutant et al. showed that LPC was an active molecule within oxLDL that promoted
DC maturation from differentiating monocytes acting, at least partially, through G
protein-coupled receptors (5). Together, these data have identified LPC as a
regulator for efficient induction of phenotypic and functional DC maturation, and thus
raised the possibility that LPC could be used as a vaccine adjuvant. Indeed, LPC can
initiate both humoral and cellular responses against ovalbumin or egg lysozyme
model antigens when injected subcutaneously in mice (16). One major concern to
further evaluate the value of LPC as an adjuvant, is that the LPC used in these
studies was a natural product extracted from chicken eggs. It contains several LPC
molecular components differing from each other by the fatty acid chain esterified in
the sn-1 position. This fatty acyl residue is characterized by the length of the

carbohydrate chain and the number of unsaturated bonds.
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Since the composition of egg-LPC may vary from batch to batch, we
investigated whether single molecular components of LPC, with a defined fatty acyl
residue, could retain adjuvant properties. In this study, we compared the adjuvant
properties of several LPC molecules contained in egg-derived LPC mix and found
two single LPC components that displayed the capacity to promote DC maturation in
vitro. Using two model immunogens derived from hepatitis B and C viruses, we show
the capacity of the two LPC components to trigger specific humoral responses albeit,
under our experimental conditions, no induction of specific T cell responses against

the model antigens could be observed.
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Materials and Methods

Materials. L-Alpha-lysophosphatidylcholines (LPC) from chicken egg or soy
bean and synthetic LPC components, with a defined fatty acid esterified at the sn-1
position (lauric acid C12:0; myristic acid C14:0; palmitic acid C16:0; stearic acid
C18:0; oleic acid C18:1), were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL,
USA). They were used after dissolution in sterile PBS. Alum was obtained from
Pierce (Rockford, IL, USA) and was mixed at equal volumes with the antigen for thirty
minutes at room temperature in accordance to the manufacturer instructions.
Lipopolysaccharide (LPS, 1 pg/ml, Escherichia coli) was purchased from Sigma-
Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). LPS (Escherichia coli), poly I:C and CpG-ODN1826
used in the inflammatory response experiment were provided as lyophilized products
by Cayla-Invivogen (Toulouse, France). They were hydrated in endotoxin-free water
and stored according to the manufacturer instructions. Hepatitis B recombinant
HBsAg adr antigen was obtained from HyTest (Turku, Finland). Hepatitis C
recombinant NS3 (aa 1192-1457, genotype 1b) was produced in-house in
Escherichia coli, and because of its ease of production, the NS3 helicase domain
was more specifically selected. Both were >95% pure and had an endotoxin level
below 150 units per 20 ug protein as measured by a Limulus Amebocyte Lysate-test

(Cape Cod, MA, US for HBsAg, and Lonza, Basel, Switzerland for NS3 helicase).

Purification of monocytes and lymphocytes. Monocytes and lymphocytes
were isolated from whole blood collected from healthy donors (Etablissement
Francais du Sang, Lyon, France) as described (5). Briefly, separation of mononuclear
cells from human peripheral blood lymphocytes (PBL) was performed by successive

centrifugations on Ficoll-Hypagque and a 50% Percoll solution (both from GE
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healthcare, Little Chalfont, UK). Monocytes were further purified by immunomagnetic
depletion (Dynal Biotech, Oslo, Norway) using a cocktail of mAbs: anti-CD3 (OKT3
clone, ATCC, Manassas, VA, USA), anti-CD19 (4G7 hybridoma provided by Dr Ron
Levy), anti-CD16 (3G8), anti-CD56 (NKH1), and anti-glycophorine A (11E4B7.6) (all
from Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Using a similar magnetic bead-depletion
method, T lymphocytes were purified from fresh or frozen PBL with the same mAbs
mixture except that anti-CD3 was replaced by anti-CD14 (RMO52, Beckman
Coulter). Flow cytometric analysis showed that purified monocytes contained more

than 90% CD14+ cells and purified T lymphocytes more than 95% CD3+ cells.

Generation and treatment of monocyte-derived dendri tic cells (MoDC).
Isolated monocytes were cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% lipoprotein
deficient serum (LPDS) from fetal calf (Sigma-Aldrich) plus 2 mM Glutamine, 10 mM
HEPES, 40 ng/ml Gentamicin (all from Invitrogen, Cergy Pontoise, France).
Monocytes plated in 12-well plates were supplemented with 250 U/ml human
recombinant IL-4 and 40 ng/ml of human recombinant Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor from Abcys (Paris, France) and incubated for 6 days at
37C. MoDC were stimulated for 24 hours in the pres ence of 40 uM LPC or 10 ng/ml
LPS as positive control, at day 5, during 24h. PBS-treated cells were used as

negative control. Cells were harvested at day 6 and supernatants were kept frozen.

Phenotype. Cultured cells were assessed by flow cytometry with a
FACSCalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) to ensure the correct
lineage differentiation over time and to analyse the maturation state of DC. Day 6

MoDCs were phenotyped using FITC-conjugated anti-CD14, -HLA-DR, -CD80, -
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CD54, and phycoerythrin (PE)-conjugated anti-CD1a, -CD86, -CD83, -CD40 (all from

Beckman Coulter).

Mixed Leukocyte Reaction (MLR). Day 6 MoDC were collected, washed and
cultured in 200 uL RPMI 1640 supplemented with 2 mM glutamine, 10 mM hepes, 40
ng/ml gentamycin and 10 % FCS, in flat bottomed 96-well plates with 2 x 10°
allogeneic purified T lymphocytes per well at 1:10 DC:T cells ratio. Following a
culture of 5 days at 37T, supernatants were harvested and assessed for the

presence of IFNy, IL-5 and IL-13.

Cytokines and chemokines assays. The concentration of cytokines or
chemokines was determined in supernatants of MoDC harvested at day 6 or MLR
supernatants. Cytokines were measured by Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) kits purchased from Perbio (Helsingborg, Sweden) for IL-6, IL-10, TNF-a and
from Biosource (Camarillo, CA, USA) for IL-12p40. Chemokines MIP-13, MCP-1, IP-
10 and IL-8 and MLR cytokines IFNy, IL13 and IL-5 were assessed by Cytometric

Bead Array technology (CBA, BD Biosciences).

Mice. C57BL/6N (8 weeks of age) or BALB/c (6-7 weeks of age) female mice
from Charles River Laboratories (L’Arbresle, France) were housed at the PBES
(Plateau de Biologie Experimental de la Souris, Lyon, France) or within AFSSA
(Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, Lyon, France). Mice were in
appropriate animal care facilities, handled following international guidelines required
for experiments with animals and protocols were approved by an animal ethics

committee.
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Inflammatory response. To determine the inflammatory profile induced by
LPC components, C57BL/6N mice under isoflurane anesthesia were injected
intravenously (retroorbital) either with 500 nmol of C16:0-LPC or C18:0-LPC, or with
Toll-like receptor activators, 10 ug to 25 ug of LPS, poly I:C or CpG-ODN1826, as
positive controls. Final volume was adjusted to 100 pL with PBS and PBS-injected
mice were the negative controls. Two mice per group were injected at time 0 and
sacrificed 2h, 4h or 12h after the injection. Blood samples were harvested by
retroorbital puncture, kept at 4C for 4 to 30h, ce ntrifuged and sera were collected

and conserved at -20T until analysis.

Immunization schedules. Mice received either two subcutaneous (s. c., talil
base) injections of 0.5 ug HBsAg adr two weeks apart, or three s. c. injections of 1 ug
NS3 helicase three weeks apart. Both were adjuvanted with LPC or Alum to evaluate
the in vivo adjuvant potential of LPC. Mice were bled by retroorbital puncture before
the first immunization and 8 weeks after the first HBsAg injection or 9 weeks after the
first NS3 helicase injection. Samples were kept at 4C before collection of sera by

centrifugation and conserved at -20C until ELISA a nalysis.

Determination of the inflammatory profile by multip lex assay. A mouse
Milliplex Map kit (Millipore, Billerica, MA) was used to detect cytokines in mice sera
according to the manufacturer instructions. Standards, quality controls and samples
were mixed to antibody coated beads (specific for IL-6, IL-13, TNFa, 1L12p40, IFNy
or IL-5) on a 96-well filter plate. Following 2h incubation under mild agitation, plates

were washed and biotinylated antibodies were added for an additional hour. After a

122



further 30 min incubation in the presence of streptavidin-phycoerythrin conjugates,
wells were washed before reading on a Bio-Plex 100 system (Bio-Rad, Hercules,
CA). Data were analyzed using the Bio-Plex Manager 4.0 software (Bio-Rad).
Positive threshold was defined for each time point and for each cytokine as two times

the mean secretion of the two PBS-injected mice.

Detection of antibodies by in-house ELISA. Ninety-six well plates were
coated overnight at 4C with a sodium azide buffer containing HBsSAg or NS3
helicase at 1 pg/ml. Wells were washed 3 times with PBS / 0.1% Tween 20 before
the addition of a 3% Bovine Serum Albumin solution (Sigma-Aldrich) for saturation.
Dilutions of sera, negative and positive controls were incubated for 1h at 37T.
Polyclonal goat anti-mouse IgG-horseradish peroxidase (HRP) coupled antibody
(Dako, Glostrup, Denmark) was added for 1h at 37C. The HRP substrate OPD
(Sigma-Aldrich) was incubated and the coloured reaction was stopped by addition of
0.8 M HCI. Optical density was measured at 490 nm on a Thermo Max microplate
reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) and values obtained for each mouse
before immunization were subtracted from that obtained following immunization.
Values are considered positive when they are three times superior to the mean of
pre-immunization sera diluted at 1/200. Statistical analyses were conducted using a

Mann-Whitney test on individual mice values.
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Results

Modulation of MoDC phenotypic markers of maturation by C16:0- and
C18:0-LPC components. It has been described that the natural mix of LPC from
chicken eggs induced phenotypic and functional maturation of monocyte-derived DC
(MoDC) cultured in lipoprotein deficient serum (LPDS) (5). The capacity of various
LPC molecular components to promote DC maturation was investigated. Immature
DC were differentiated from human monocytes with GM-CSF and IL-4 for 5 days and
LPC was then added for the last 24h of culture. The effect of LPC on MoDC can vary
according to its composition in fatty acids. Indeed, LPC extracted from soy bean did
not induce DC maturation in contrast to LPC extracted from egg (FIG. 1). Egg-LPC is
richer in saturated fatty acids. It is composed of 69% C16:0-LPC, 25% C18:0-LPC,
3% C18:1-LPC and 3% of diverse molecular components including C14:0-, C16:1-
and C18:2-LPC with a saturation / insaturation ratio (S/U) of 18.4. In contrast, soy
bean-LPC contains 26% C16:0-LPC, 7% C18:0-LPC, 9% C18:1-LPC, 50% C18:2-
LPC, 5% of C18:3-LPC and 3% of diverse molecular components with a S/U ratio of
0.52. These data suggest that DC maturation is induced by saturated LPC. This was
tested using the largest range of synthetic LPC commercially available as single
defined components: C12:0, C14:0, C16:0, C18:0 and C18:1-LPC. Differentiated
MoDC were CD14- and CDla+. The maturation of DC was followed by the
expression of several surface markers (HLA-DR, CD-80, CD-54, CD-86, CD-83 and
CD-40). As expected, control immature DC (PBS-treated) had no expression of CD-
86 and CD-83; low to intermediate expression of CD-80 and HLA-DR and moderate
expression of CD-54 and CD-40 (FIG. 1 and 2A-C, thick lines). Cells treated with
LPS, a microbial agent known to efficiently induce DC maturation and used here as

positive control, up-regulated HLA-DR, CD-80, CD-54, CD-86, CD-83 and CD-40
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(FIG. 2C, thin lines). Cells incubated with the C12:0-, C14:0-, C18:1-LPC displayed a
surface expression profile similar to that of PBS treated-negative control cells (data
not shown). In contrast, HLA-DR, CD-86 and CD-40 surface expression was
upregulated when the cells were incubated with the natural egg-LPC mix, C16:0- or
C18:0-LPC at an optimal concentration of 40 uM (FIG. 1, 2A and B, respectively).
CD-54 expression was increased with LPS but not with C16:0-, C18:0-LPC where
even a slight decrease was found. Overall, these results showed that two single LPC

components, C16:0- and C18:0-LPC, were able to induce phenotypically mature DC.

Cytokine and chemokine secretions driven by single LPC components. We
next analyzed whether C16:0- and C18:0-LPC could induce the release of cytokines
or chemokines by treated MoDC. Culture supernatants collected from day 6 MoDC
were assessed for the presence of representative cytokines and chemokines
associated with Thl or Th2 immune responses: TNF-a, IL-6, IL-10 and IL-12 by
ELISA and MIP-13, MCP-1, IL-8 and IP-10 by CBA. No significant modification of
TNF-aq, IL-6, IL-10 and IL-12 secretions from cells treated with C16:0-, C18:0-, C18:1-
or egg-LPC was observed (data not shown). In contrast, we observed notable
changes in the production of chemokines in the supernatants of LPC-treated cells
(FIG. 3). Mean values normalized to the control (arbitrarily set to 1) showed a 127
and 564 fold increase in the production of MIP-13 by C16:0- and C18:0-LPC treated
cells respectively. A moderate increase of 21 fold was observed after treatment with
egg-LPC and only a 9 fold increase with C18:1-LPC (FIG. 3A). MCP-1 secretion was
similarly enhanced with an increase of 105 and 351 fold in cultures containing C16:0-
and C18:0-LPC respectively, as compared with a 12 fold increase in the presence of

egg-LPC and only a 9 fold increase with C18:1-LPC (FIG. 3B). For these two
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chemokines, C18:0-LPC was a more potent inducer than C16:0-LPC. C16:0- and
C18:0-LPC stimulations led to an increase of, respectively, 6 and 7 fold in IL-8, and of
3 and 2 fold in IP-10 (FIG. 3C, D). Egg-LPC showed a weaker capacity to induce IL-8
secretions with a 5 fold increase and no ability to increase IP-10. IL-8 and IP-10 were
not induced by C18:1-LPC treatment of DC. Altogether, these data show that the two
single LPC components, C16:0- and C18:0-LPC, strongly upregulated the production
of key Thl chemokines after a brief 24h incubation with MoDC. These secretions

were always stronger than those obtained with the egg-LPC mix.

Activation induced by single LPC components in Mixe d Leukocyte
Reactions (MLR). The -capacity to stimulate allogeneic T cells is another
characteristic of mature DC. We therefore investigated whether LPC-treated cells
showed differences with respect to functional properties in vitro using an MLR test.
Allogeneic T cells were mixed at a 1:10 DC:T cells ratio and cultured for 5 days. At
the end of the co-culture, supernatants were harvested and a fluorescent bead array
assay (CBA) performed to detect the presence of Thl- (IFNy) and Th2-related (IL-13
and IL-5) cytokines. The analysis of several donors indicated that C16:0-LPC treated
DC shifted T cells toward a Th1l profile as we observed more IFNy and less IL-13 and
IL-5 in culture supernatants (FIG. 4) with C16:0-LPC treated DC. The C16:0-LPC
treated DC induced a Thl response similar to that induced by DC stimulated with a
low dose of LPS (10 ng/ml). C18:0- and egg-LPC treated DC were less efficient to
induce T cell activation. DC treated with the unsaturated C18:1-LPC were unable to
induce T cell activation in MLR experiments. These data suggested that the

functionality of MoDC was biased toward a Thl profile when stimulated by C16:0- or,
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to a lesser extent, by C18:0-LPC component, in correlation with chemokines

secretion data.

Inflammatory profile induced by single LPC componen ts in vivo . C16:0-
and C18:0-LPC components showed to be potential adjuvants in vitro with human DC
and lymphocytes. Since it is not possible to examine their adjuvant properties in vivo
in humans, we evaluated the LPC capacity to induce cytokine secretion in vivo
following intravenous injection in mice. The in vivo cytokine profile directly induced by
an adjuvant can provide a first information on the immunological environment
susceptible to be put in place by the adjuvant, and likely to influence the orientation
of subsequent adaptive immune responses. IL-6, IL-13, TNF-a, IL-12, IL-5 and IFNy
were directly measured in sera of mice following a single intravenous injection under
anesthetic of either C16:0-LPC, C18:0-LPC or positive control TLR activators (i. e.
LPS, CpG-ODN1826 and poly I:C). All controls were injected at two doses, 10 ug and
25 ug.

LPC components were found to induce the secretion of IL-6 and IL-5. Injection
of C16:0-LPC triggered the secretion of IL-6 that was detected in the blood as early
as after 2h, peaked at 4h (777 and 8249 pg/ml, for each mouse respectively) and
was still detectable at 12h after the injection (FIG. 5A). C18:0-LPC induced a weaker
secretion of IL-6 that peaked at 2h (770 and 521 pg/ml, for each mouse respectively),
slightly decreased at 4h and was still detectable at 12h after injection. As expected,
the injections with LPS (TLR4 ligand) and polyl:C (TLR3 ligand) induced strong
secretions of IL-6 as early as 2h post-injection (above 40,000 pg/ml and 12,000
pg/ml, respectively). In contrast, IL-6 secretion induced by CpG (TLR9 ligand) was

closer in intensity to that induced by LPC components. Both LPC components were
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found to induce IL-5 secretion at similar levels (47 and 112 pg/ml for C16:0-LPC and
106 and 155 pg/ml for C18:0-LPC at 12h, for each mouse respectively) although later
than IL-6 (with a peak at 12h) (FIG. 5B). This secretion was higher than that
observed after injection of TLR activators LPS, polyl:C or CpG, which was not
significantly above the positive threshold. By contrast, TLR activators induced
secretions of TNF-q, IL-13 (only LPS), IL12p40, and IFNy (data not shown).

In conclusion, single LPC components were both found to induce significant
IL-6 and to a lower extent IL5 secretions following direct intravenous injection in mice.
These preliminary in vivo data point to ability of the two LPC components to rather
induce a Th2-oriented response, contrasting with in vitro data that pointed towards a

Th1 orientation.

Capacity of single LPC components to induce humoral responses .

HBsAg from Hepatitis B Virus (HBV). Humoral responses elicited by the two

identified LPC components specific of the surface antigen of the hepatitis B virus
(HBsAg) were evaluated, as protection in this model is tightly mediated by antibodies.
The schedule of immunization of BALB/c mice consisted in two injections of 0.5 pg of
HBsAg adjuvanted with the LPC (decreasing doses from 500 to 75 nmol) at two
weeks interval, and antibodies were measured 6 weeks after the 2" injection (FIG.
6). The standard Alum adjuvant was used for bench marking. No induction of specific
antibodies could be observed when the C16:0-LPC was used (data not shown). In
contrast, the C18:0-LPC enhanced the production of HBsAg-specific IgG compared
with the injection of HBsAg alone. This increase was statistically significant for the
lowest dose of LPC 75 nmol (FIG. 6). Mice receiving Alum plus HBsAg demonstrated

a significant increase of the HBsAg-specific IgG at 1/1000 and 1/5000 dilutions
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compared with other conditions evaluated. Similarly to Alum, the secreted Ig were
IgG1, while 1IgG2a was never detected under the conditions tested. Thus, antibody
profiles induced in mice, in line with the above analysis of cytokine profiles in sera,
point to the capacity of the LPC components to orientate immune responses towards

a Th2 profile.

NS3 helicase from Hepatitis C Virus (HCV). The HCV NS3 protein is the target

of a robust and broadly detectable antibody response during natural infection.
BALB/c mice were injected 3 times at 3 weeks interval with 1ug of recombinant NS3
combined with decreasing doses of C16:0- or C18:0-LPC, and humoral responses
were analyzed by ELISA three weeks after the last immunization. A clear induction of
NS3-specific antibodies was observed with different doses of C16:0-LPC (75 and 500
nmol) as compared with the NS3 protein injected alone (FIG. 7A). C16:0-LPC was as
efficient as Alum (p<0.05) at both doses. Lower doses (from 75 to 12.5 nmol) were
also tested, and FIG. 7B shows that the adjuvant capacity of C16:0-LPC was similar
or lower to that of Alum depending on the dilution evaluated. Even the lowest 12.5
nmol dose tested showed a significant adjuvant potential as compared with NS3
protein alone.

Similar to C16:0-LPC and as shown in FIG. 7C, the C18:0-LPC enhanced
NS3-specifc antibody production as compared with mice injected with the protein
alone at all doses tested. This effect was statistically significant for the two lowest
doses tested (75 and 150 nmol) and for all sera dilutions tested for the 75 nmol dose
(p<0.05). The humoral response induced was in the range of, although lower than,
that achieved following immunization with Alum. C18:0-LPC adjuvant properties were

further analyzed with lower doses: 75 to 12.5 nmol (FIG. 7D). Similar significant
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adjuvant effect was observed at all doses as compared with protein alone, although a
significantly higher response was observed at 50 nmol as compared with 12.5 nmol
(p<0.05). This suggests that the optimal adjuvant capacity of C18:0-LPC is reached
at 50 nmol. In addition, the humoral responses against the HCV NS3 induced by
C16:0- and C18:0-LPC components were maintained beyond the 1/5000 dilution.

The characterization of Ig subtypes revealed that, similarly to HBsAg
immunizations, the injection of NS3 adjuvanted with C16:0- and C18:0-LPC lead to

the production of IgG1 only (data not shown).
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Discussion

The present study focused on the preclinical evaluation of a novel lipid-based
adjuvant, the lysophosphatidylcholine (LPC). Natural egg-derived mix of LPC have
been shown to promote mature DC generation in vitro and initiate adaptive immune
responses in mice (5, 16). The objective of this study was to determine which single
molecular LPC component within the natural egg mix is responsible for the described
adjuvant properties of this potential novel adjuvant. We show that two single LPC
components, C16:0- and C18:0-LPC, exhibit adjuvant features. These two molecules
supported in vitro maturation of differentiating monocytes into functional DC resulting
in the release of Thl chemokines. Following direct intravenous injection of the two
LPC components in mice, transient secretion of IL-6 and IL-5 was reported. In
addition, immunization of mice with the C18:0-LPC resulted in significant induction of
antibodies specific of two model antigens tested (HBsAg and HCV NS3), while that of
C16:0-LPC was a good inductor of antibodies only when mixed with HCV NS3. In
both cases, the secretions of IgG1l suggested a biased response towards a Th2
profile.

We first showed that a soy bean-LPC mix, mainly composed of unsaturated
LPC components, was unable to promote DC maturation in contrast to an egg-LPC
mix containing mostly saturated molecules. This result suggested that DC maturation
was induced by saturated LPC. When analysing saturated single LPC components,
ranging from the C12:0- to C18:0-LPC, as well as the unsaturated C18:1-LPC
component, we observed that C16:0- and C18:0-LPC were the only single LPC
components giving rise to phenotypic and functional mature MoDC in vitro. This
finding suggests a relationship between the adjuvant potential of the LPC and both its

carbon chain length and its saturation state. Since the C16:0- and C18:0-LPC are the
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most representative components of total LPC in vivo (22), this reinforces the
previously proposed concept that a burst of LPC during the APR is an endogenous
signal favouring induction of immune responses.

Cell surface markers of differentiation and maturation were analyzed by flow
cytometry. C16:0- and C18:0-LPC induced up-regulation of HLA-DR, CD86 and
CDA40 surface expression. The others LPC components, and especially C18:1-LPC,
did not affect the immature phenotype of MoDC. It is of note that, in contrast to what
we observed with LPS, LPC molecules (egg-LPC or single component C16:0- or
C18:0-LPC) induced a slight decrease in CD54 expression at the surface of MoDC.
CD54, or Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), is involved in the recruitment of
immune cells at the site of inflammation. In addition, the expression of ICAM-1 at the
surface of DC is involved in the interaction between DC and T cells (6), and an
immunostimulant molecule, such as the LPS which upregulates CD54, may favour
inflammation and DC functions. Whether or not the observed down-regulation of
CD54 by the C16:0- and C18:0-LPC components impairs the adjuvant potential of
these two molecules, in particular their capacity to induce T-cell mediated immunity,
remains to be demonstrated.

Analysis of cytokines and chemokines in the culture supernatant of MoDC
treated with LPC showed that C16:0- or C18:0-LPC could trigger the secretion of Thl
chemokines MIP-13, MCP-1, IL-8 and IP-10, while not influencing secretion of IL-
12p40, IL-6, TNFa or IL-10. Induction of chemokines is of great interest since these
molecules are responsible for the recruitement of monocytes, neutrophils, and
macrophages (25). An initial burst of chemoattractant factors is essential for an
efficient induction of the immune response (10). Thus, the observed chemokine

secretions suggest that our LPC candidates have the potential to trigger an
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inflammatory response. Interestingly, chemokine secretions were stronger with the
individual C16:0- or C18:0-LPC than those obtained with the same dose of egg-LPC,
probably because egg-LPC contains inactive or even inhibitory compounds mixed
with the active LPC. This highlights the importance of working with isolated and
precisely defined structures of LPC. In this context, it was decided to focus on the
C16:0- and C18:0-LPC molecules to further pursue our analysis in vivo.

Analysis of cytokine induction was also done in an in vivo context following
direct injection of the LPC components in mice and in comparison with various
immunomodulators. Induction of an inflammatory response was documented, in
particular the early secretion of IL-6 and to a lesser extent IL-5. This preliminary
analysis did suggest that, in contrast to in vitro observations, the LPC components
may orientate the host response towards a Th2 profile.

The adjuvant effect of LPC was analyzed in immunization procedures using
two antigens displaying very different structures: a particulate structure in the case of
HBsAg (13) and a structure composed of three isolated domains in the case of HCV
NS3 helicase (15). It was found that C16:0-LPC compares favourably with Alum to
promote NS3-specific antibodies when used in dose reduction studies starting from
500 nmol. We observed that the lowest dose of 12.5 nmol could still compete with
Alum. C18:0-LPC, although a little less efficient, was capable of eliciting humoral
responses against NS3 in the range of those observed with Alum. Overall, both LPC
components have shown adjuvant properties at very low doses, down to 12.5 nmol
injected, which is an important feature for the selection of a safe adjuvant for human
vaccination. Although C18:0-LPC could adjuvant both antigens and induced humoral

responses, the effect on HBsAg was not comparable to that seen with HCV NS3.
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These differences could be related to the nature of the Ag tested, as HBsSAgQ has a
structure that confers an unusually high intrinsic immunogenicity to this viral antigen.
Interestingly, a previous study has shown that the subcutaneous injection of
C16:0-LPC in the range of 200 to 800 nmol triggered a transient inflammatory
response without severe adverse events in human volunteers (18). In this context,
the weak adjuvant dose attained is of particular interest because LPC can reach
concentrations as high as 150 nmol / ml in the serum of healthy individuals (22). It is
tempting to speculate that low doses of LPC could retain inflammatory and adjuvant
features and be used safely in the clinics. Additionally, and since LPC is a lipid,
C16:0- and C18:0-LPC may be prone to be incorporated into the lipid layer of large
vesicles. For example, a LPC component could be inserted into a liposome or a
virosome (14) in order to bring or complement adjuvant features of these structures.
The capacity of the LPC components to induce cell-mediated specific immune
responses was very difficult to document. Although in vitro analysis using human
cells suggested that LPC have the potential to trigger a Thl-oriented response, yet,
results obtained in vivo did rather point to induction of Th2-biased responses. BALB/c
mice were used and they are indeed a reference for induction of humoral responses.
Nonetheless, we did use other lines of mice with a C57BL/6 genetic background (i.
e.. H-2 class | knockout HLA-A2.1 or HLA-B7.2 transgenic mice (7)) in order to
document induction of cell-mediated responses using a panel of assays (e. g.:
ELISpot IFNy, intracellular IFNy staining or in vitro CTL assays (7)). Failure to detect
such responses was surprising as they did contrast with the in vitro data. To a certain
extent, they also contrast with our observations reported by Perrin-Cocon et al. using
the LPC from chicken eggs (16). Major differences exist between these studies that

may have contributed to the divergent results observed, in particular the fact that
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different antigens, different mice strains and different routes and immunization
schedules were used. We did apply here routes of immunization and schedules
expected to be used in the clinics. The difficulty to reconcile in vitro and in vivo data
does point to the limitation of currently used alternative models to evaluate adjuvants
and vaccines. It accentuates the need to develop further, more complex, analytical
systems such as used by Gaucher D et al. (8), and based on reconstituted human
cell environment expected to be met during the vaccination process.

In conclusion, we succeeded in identifying two single synthetic LPC
components, C16:0- and C18:0-LPC, originating from a natural mix of LPC from
chicken eggs that harbor adjuvant properties. Further characterization is needed to
confirm their interest as potential adjuvant candidates for clinical development, but
the fact that these components are precisely defined chemical entities and

synthetically available is undoubtedly an interesting feature.
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Figures Legends

FIG. 1: Effect of the composition in fatty acid of LPC on DC maturation. The
phenotype of day 6 MoDC stimulated 24 hours with PBS (Control, thick line), Egg-
LPC (thin line) or soy bean-LPC (dashed line) was analyzed by flow cytometry.

Results are representative of one experiment out of three.

FIG. 2: Mature DC generation induced by LPC single componen ts. The
phenotype of day 6 MoDC stimulated 24 hours with LPC components (A-B) or LPS
(C) was analyzed by flow cytometry. The expression of surface markers on treated
cells (thin line) is compared to control cells receiving only PBS (thick line). Results

are representative of one experiment out of ten.

FIG. 3: Secreted chemokines by MoDC upon various LPC stimul ations. The
supernatants of MoDC treated or not with a LPC component at day 5 for 24h were
collected and the chemokine concentrations measured using the CBA technology.
Raw data were normalized to the control (PBS) set arbitrarily to 1. Each donor is
individually plotted; the mean of the donors is indicated by the thick horizontal line.
(A) MIP-1B: macrophage inflammatory protein 13, (B) MCP-1: monocyte
chemotactic protein 1, (C) IL-8 : interleukin 8, (D) IP-10 : y-interferon inducible protein

10.

FIG. 4: Allogeneic T cell stimulation by LPC-treated cells. MoDC, treated or not
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with a LPC component for 24h, were co-cultured with allogeneic T cells at a ratio of
1:10 for 5 days. Cells supernatants were assessed for the presence of IFNy, IL-13
and IL-5 by CBA assays. Cytokine detection was performed in triplicate and mean
plus standard deviation (SD) are represented. Results are representative of three

separate experiments from different donors.

FIG. 5: Inflammatory profile induced by C16:0- and C18:0-LP C. Sera from
C57BL/6 mice injected intravenously under anesthetic with either C16:0-LPC (500
nmol), C18:0-LPC (500 nmol), CpG-ODN1826 (10pug and 25ug), LPS (10ug and
25ug) or poly I:C (10ug and 25ug) were assayed for presence of cytokines using a
Milliplex Map kit. Two mice (M) were included per time point, and sera were collected
at 2h (M1, M2), 4h (M3, M4) or 12h (M5, M6). (A) IL-6: the positive threshold, defined
as two times the mean of secretion for PBS-injected mice was 45 pg/ml at 2h, 45
pg/ml at 4h, 0 pg/ml at 12h. (B) IL-5: positive threshold: 61 pg/ml at 2h, 78 pg/ml at

4h, 39 pg/ml at 12h.

FIG. 6: Anti-HBsAg humoral response induced in BALB /c mice following

immunization with HBsAg combined with C18:0-LPC. Groups of 6 mice were
immunized 2 times at 2 weeks interval with 0.5 pg of HBsAg combined with C18:0-
LPC using decreasing doses, from 500 to 75 nmol, and humoral responses were
analyzed by ELISA 6 weeks after the last immunization. O.D. median values (490
nm) of each mentioned group at various serum dilutions are represented. The
positive threshold was defined as three times the mean of pre-immune sera diluted at

1/200 for each mouse. One star indicates a p value < 0.05 compared with the control
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group (o). Two shaded stars indicate a p value < 0.05 compared with any other

group.

FIG. 7: Anti-NS3 humoral response induced in BALB/c mice following

immunization with NS3 helicase combined with C16:0- LPC and C18:0-LPC.
Groups of 6 mice were immunized 3 times at 3 weeks interval with 1 pg of NS3
helicase combined with either C16:0-LPC (A and B) or C18:0-LPC (C and D) using
decreasing doses from 500 to 75 nmol (A and C), and from 75 to 12.5 nmol (B and
D). Humoral responses were analyzed by ELISA 3 weeks after the last immunization.
O.D. median values (490 nm) of each mentioned group at various serum dilutions are
represented. The positive threshold was defined as three times the mean of pre-
immune sera diluted at 1/200 for each mouse. One star indicates a p value < 0.05
compared with the control group (o). Two shaded stars indicate a p value < 0.05

compared with any other group.
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FIG. 2

(A) C16:0-LPC (40pM)
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(B) C18:0-LPC (40 pM)

CD14

Counts

10
FL1-Height

CD1a

Counts
10 20 30
1

1]

T T T
w! 10?10
FL2-Height

1] 2 4

10 10

HLA-DR

Counts
10 20 30 40

]

T T T
1! 0 p?
FL 1-Height

a <

10 10

CD86

Counts
10 20 30 40

1]

T LT SR T T

FL2-Height

10 10

CD80

[

L]

28

=

2=

[=1
TR TR ST AT

FL1-Height

CDS83

f=]

T

Jy =]

‘EW

S

=

L]
TR TR ST AT

FL2-Height

CD80

= |

Ll

u

£87

[=3

UE_

R S A e da P
TR LT AT T
FL1-Height
CD83

f=]
uwr
=
mv
EE
S8
=
L]
w? 0w e? pef
FL2-Height

Coynts

Counts

Counts
10 20 30 40

Counts

CD54

1m0 20 30 40

1}

T T T
! ef o
FL1-Height

a 3 d

10 10

CD40

10 200 30 40

]

w! o' wf o

FL2-Height

3T

10

CD54

]

T T T
wl ot e pd
FL 1-Height

104

CD40

10 20 30 40

1]

T LT SR T T

FL2-Height

10 10

143



FIG. 2
(C) LPS
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 7
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1) Résultats complémentaires

Suite a lidentification du potentiel adjuvant des LPC C16 :0 et C18 :0, nous avons
mené diverses études complémentaires a celles décrites dans I'Article 1 dont I'objectif est de
caractériser les LPC plus finement et d’élargir nos connaissances sur leur pouvoir adjuvant.
Nous avons tout d’abord cherché a obtenir des détails sur leur structure. Puis nous avons
essayé de caractériser leur pouvoir adjuvant sur les réponses humorales contre un troisieme
antigene viral et leur aptitude a induire des réponses immunes cellulaires (immunogénicité
vis-a-vis de protéines virales, d'un vecteur viral et fonctionnalité dans un modele de
challenge alternatif). Enfin dans une approche mécanistique, nous avons cherché a

déterminer si ces LPC activent des récepteurs de I'immunité innée.

A. Caractérisation structurale de la LPC

Nous avions tout d’abord souhaité caractériser les LPC C16 :0 et C18 :0 pour avoir
une vision structurale des LPC telles qu’elles sont utilisées dans nos expérimentations in
vivo. Notre obijectif était d'obtenir des informations structurales des LPC en solution et
d’étudier les interactions entre les LPC et les antigenes viraux.

Les informations sur la structure des LPC en solution que nous cherchions sont en
partie suggérées par les données du fournisseur (Avanti Polar Lipids) et la littérature [130].
lls indiquent que les concentrations micellaires critiques, c'est-a-dire la concentration au-
dessus de lagquelle on considéere que les lipides s'arrangent en micelles, sont de 4 a 8,3uM
pour la LPC C16 :0 et de 0,4uM pour la LPC C18 :0. Ces valeurs sont largement inférieures
aux concentrations utilisées dans nos expériences in vitro (40uM) et in vivo (minimum testé
12,5 nmole / 100pL soit 125uM) et implique que nos especes de LPC sont sous forme de
micelles en solution. Nous avons ensuite souhaité connaitre la taille de ces micelles et avons
pensé a deux technigues pour cela, la microscopie électronique a transmission (MET) et la

diffusion dynamique de lumiere (DLS). Nous n’avons pas utilisé la MET car la préparation
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nécessaire des échantillons peut conduire a I'apparition d’artéfacts [372] et nous avons donc
choisi la DLS qui permet I'analyse des particules en solution sous forme native.

Nous espérions donc déterminer la taille de nos micelles de LPC C16 :0 et C18:0
seules puis souhaitions étudier I'impact de I'association avec les antigenes viraux sur la taille

de la micelle.

1. Diffusion dynamique de la lumiere (DLS)

La DLS (dynamic light scattering) est une technique permettant la mesure de la taille
de particules en suspension a I'échelle du sub-micron [171]. Elle est basée sur I'analyse du
spectre de diffusion de la lumiére obtenu aprés rencontre d'un faisceau laser (A=592 nm)
avec des particules en solution, soumises a des mouvements thermiques aléatoires
(mouvements Brownien). L'analyse du spectre de la diffusion au cours du temps a une
température donnée permet d’identifier le diametre des particules. Cette technique est
largement employée pour définir la taille de nanoparticules et s’assurer de 'homogénéité de
particules en solutions.

Nous avons dans un premier temps analysé les solutions de LPC seules reprises
dans un tampon phosphate salin (PBS) a une concentration de 5000 nmoles/mL similaire a
la concentration injectée chez la souris. Les figures 4A (LPC C16 :0) et 4B (LPC C18:0)
présentent la distribution de la taille des particules en solution en fonction de l'intensité recue
par le détecteur. Chaque spectre se caractérise par I'indice de polydispersité (Pdl). C’est un
indicateur de l'uniformité de I'échantillon et il est défini par une valeur comprise entre 0 et 1,
caractérisant la solution de hautement homogene a désorganisée. Nous considérons que
jusqu'a 0,5 les particules en solution sont homogenes et faiblement agrégées, permettant
une analyse correcte des tailles des particules. On observe que I'échantillon de LPC C16 :0
(figure 4A), avec un Pdl de 0,328, présente un pic étroit caractéristique de structures
micellaires a 11,08 nm avec une largeur de 3,09 nm. L'analyse indique que 82% des

éléments de la solution possédent ces caractéristiques (résultat non présenté). Un pic large
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Figure 4. Spectres DLS des LPC C16:0 et C18:0 en so lution . Les LPC C16 :0 (A) et C18:0 (B) ont
été analysées a une concentration de 5000 nmoles/mL en PBS. Les spectres présentent le profil des
tailles des particules en solution en fonction de l'intensité détectée par I'analyseur. Les résultats sont

représentatifs de deux expérimentations séparées

(471 nm) et minoritaire (18% des éléments de la solution possedent ces caractéristiques)
apparait & 1040 nm, caractéristique de la présence d’agrégats. Le spectre des micelles de
LPC C18:0 (figure 4B) est plus hétérogene que celui de la LPC C16 :0 avec un Pdl égal &
0,628. Cette valeur nous indique gque la solution est hétérogene et ceci est corrélé avec la
présence simultanée d’'un pic de micelles a 8,81 nm (35,3% des éléments de la solution,
largeur 1,62 nm) et d'un pic d’agrégats a 973,9 nm (32,2% des éléments de la solution,

largeur 388,9 nm). De plus, d’autres pics larges apparaissent et perturbent le signal de notre
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pic d’intérét pouvant le faire varier de 2 a 3 nm autour de 8,81 nm. En résumé nous n’avons
pas pu conclure précisément sur la taille des micelles de LPC C18 :0 en solution.

Dans un second temps, nous avons analysé I'impact de la présence de la protéine
NS3 hélicase sur la structure des particules de LPC C16:0. Un ml de la solution de LPC
C16 :0 a 5000 nmoles/mL a été mélangé a 10 pug de NS3 hélicase récréant ainsi une solution
comparable a celle injectée chez les souris (i. e. 1ug NS3hel + 500 nmoles de LPC C16 :0
par souris). La figure 5 montre que le pic correspondant aux micelles de LPC est déplacé a
7,58 nm par rapport au composé analysé seul (figure 4A). Ce pic a une largeur de 1,66 nm,
caractérise 75% des éléments de la solution et le Pdl indique une solution homogéne
(0,276). Il existe toujours un pic minoritaire a 299,3 nm (21,9% des éléments de la solution,
largeur de 85,96 nm) qui n'influerait pas sur la qualité du résultat. Ceci nous indique que la
présence de la NS3 hel a sans doute induit une contraction de la micelle de LPC C16 :0 et

une analyse plus poussée serait nécessaire pour mieux comprendre et interpréter ce

phénomeéne.

Intensité (%)
r—i

Taille (d. nm)

Figure 5: Spectre DLS de la LPC C16:0 associée a la  protéine NS3 hélicase du VHC . Une
solution de LPC C16 :0 (5000nmoles/mL) a été mélangée a 10 ug de la NS3 hel et le mélange a été
analysé. Le graphique présente le profil des tailles des particules en solution en fonction de I'intensité

détectée par I'analyseur. Le résultat est représentatif de deux expérimentations séparées.
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Nous n'avons pas pu obtenir d'informations a partir de cette méthode pour I'analyse
des perturbations des micelles de LPC en présence de 'HBsAg. En effet, nous n’avons pas
réussi a analyser une solution d’'HBsAg combinée a la LPC dans un rapport équivalent a
celui que nous utilisons in vivo pour des raisons de sensibilité de I'appareil. Nous nous
sommes alors tournés vers une technique de dichroisme circulaire avec comme objectif de
caractériser, cette fois, les perturbations subies par 'HBsAg en présence des micelles de

LPC, et non I'inverse comme avec la DLS.

2. Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire est une méthode d'étude de la structure secondaire des
protéines en solution (e. g. arrangements en hélices a, feuillets 8, boucles ...) [161]. Elle est
basée sur I'analyse du spectre d’absorption d’'une onde polarisée, de 180 nm a 260 nm, au
travers de I'échantillon a analyser. Le temps d’analyse relativement court, de I'ordre d’'une
dizaine de minutes, permet d’étudier les modifications structurales, de type repliement et
dénaturation, de la protéine au cours du temps. Nous avons donc utilisé le dichroisme
circulaire pour évaluer l'impact des LPC sur la structure des immunogénes viraux en
débutant par I'analyse des antigénes seuls en solution.

L'une des premiéres difficultés rencontrées en dichroisme réside dans le type de
tampon dans lequel sont repris les éléments a analyser. En effet, différents tampons
absorbent la lumiere polarisée aux longueurs d’ondes utilisées dans cette méthode et
interferent sur 'analyse. Or c’est le cas du tampon de chlorure de sodium (NacCl) dans lequel
est repris notre HBsAg. Nous avons donc dialysé notre protéine dans un tampon pauvre en
NaCl (50 mM) et évalué le spectre de I'échantillon. Une deuxiéme difficulté a laquelle nous
avons été confronté est la concentration protéique requise pour obtenir un spectre
interprétable en dichroisme. En effet, au cours de I'analyse de la protéine HBsAg en tampon
NaCl 50 mM, seuls les spectres établis avec des concentrations protéiques supérieures a
250 pg/mL permettaient d’obtenir un signal suffisamment intense pour étre analysé. Or, étant

donné que nous souhaitions faire des analyses en conservant le rapport entre le nombre de
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moles de LPC et la concentration d’HBsAg utilisée chez les souris in vivo, il aurait fallu pour
maintenir ce rapport, une solution de LPC a 130 mg/mL en PBS, ce qui est difficile a réaliser
car au-dessus de la limite de solubilité de la LPC. Cette derniere est estimée a 25-50 mg/mL
dans un mélange chloroforme et méthanol qui sont, de plus, des solvants plus efficaces que
le PBS avec lequel cette limite de solubilité serait sans doute abaissée (données Sigma-
Aldrich). Ces contraintes ne nous ont pas permis d’évaluer les perturbations structurales des
LPC sur la structure de 'HBsAg par dichroisme circulaire.

En conclusion de ces analyses structurales, et de maniére décevante, ces méthodes
se sont révélées difficile & mettre en ceuvre au regard des objectifs que nous avions fixés.
Elles ne nous ont donc pas permis de faire un paralléle avec les données obtenues chez
'animal afin d’essayer de comprendre les mécanismes pouvant influenger I'immunogénicite.
D’autres méthodes ou approches pourraient étre proposées et seront décrites dans le

chapitre Discussion.

B. Réponse humorale induite contre un antigeneduV  IH.

Dans nos essais in vivo chez la souris, nous avons montré I'aptitude des LPC a
induire des réponses humorales contre la protéine NS3 du VHC et, dans une moindre
mesure, contre la protéine HBsAg du VHB. Nous avons étendu ces analyses a un modele
infectieux particulierement pertinent pour lI'étude des réponses humorales, celui de la
protéine gpl20 du VIH, dans le cadre d'une collaboration avec I'équipe du Dr Thomas
VanCott de la société ABL (Lexington, MA). Les anticorps dirigés contre la protéine
d’enveloppe gpl120 pourraient étre déterminants dans la protection contre l'infection par le
VIH en limitant I'entrée du virus dans sa cible cellulaire (T CD4+). Diverses études ont
montré que l'immunogénicité faible de la vaccination ADN pour induire des réponses
humorales et cellulaires spécifiques d’antigenes viraux du VIH peut étre augmentée en
réalisant un boost protéique en présence d’'un adjuvant [75;241]. Le développement clinique

de ces protocoles peut cependant étre limité par 'emploi d’adjuvants réactogenes. Dans ce
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contexte, I'équipe ABL a induit chez la souris des réponses humorales spécifiques dirigées
contre la gp120 ainsi que la sécrétion d'un panel mixte de cytokines Th1/Th2 en réalisant
une vaccination ADN (codant pour un gene env modifié et délivré par électroporation) suivi
d’un boost (protéine recombinante gp120 injectée en i. m.) associé a un adjuvant ayant un
profil d’innocuité permettant d’envisager un développement clinique chez I'homme [74]. Dans
cette étude, I'adjuvant utilisé comme contrdle positif pour le boost protéique est le QS21
(Antigenics). Cet adjuvant permet de maintenir chez les souris les titres d’anticorps anti-
gp120 initiés par la vaccination ADN pendant 16 semaines et d'augmenter les sécrétions de
cytokines Thl (TNFa, IFNy, IL-2) induites par le prime ADN. Ainsi, il nous est apparu
intéressant de comparer dans ce modele l'efficacité de I'adjuvantation de la gp120 par la
LPC a celle du QS21 ainsi qu’a un adjuvant de référence, I'alun (sous la forme d’hydroxyde
d’aluminium, Alhydrogel, Brenntag Biosector). Comme premiére expérience, nous avons
initié une expérimentation basée uniquement sur des immunisations protéiques avant
d’envisager de passer au schéma de prime / boost.

Au cours de cette étude, nous avons choisi d’évaluer I'adjuvant LPC C18 :0 dont le
potentiel nous semble plus large car, contrairement a la LPC C16 :0, il a démontré un effet
adjuvant vis-a-vis des deux antigenes viraux (NS3 hel et HBsAg). N'ayant que des résultats
préliminaires sur les doses adjuvantes de la LPC C18:0 au commencement de cette
expérience, nous l'avons testée a trois doses (125, 250 et 500 nmoles) selon un schéma
d'immunisation basé sur les protocoles expérimentaux de I'équipe du Dr VanCott [74]. Au
cours de I'étude, nous avons déterminé le profil de sécrétion des cytokines TNFa, IFNy, IL-2
(Thl) et IL-5, IL-4 (Th2) par les splénocytes des souris immunisées. De plus, les sera des
animaux ont été récoltés et les productions d’anticorps anti-gp120 de type IgG et IgA
déterminés par ELISA. Les sécrétions des muqueuses vaginales ont également été
recueillies et ont été utilisées pour détecter la présence d’anticorps anti-gp120 de type IgA.
En effet, la présence d'anticorps au niveau des muqueuses, porte d’entrée privilégiée du
virus, a un réle primordial dans la protection contre la primo-infection ou la réinfection. Des

souris naives ont été utilisées comme contrdle négatif pour définir les seuils de positivité de
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sécrétion de cytokines (seuil équivalent a la valeur moyenne des sécrétions obtenues dans
le groupe de souris naives) et du test ELISA (seuil équivaut a la médiane de I'absorbance
obtenue a la dilution 1/10 avec le groupe de souris naives).

La figure 6A montre que l'injection de la gp120 en association avec le QS21 permet
d’'induire la production des cytokines Thl par les splénocytes. Les valeurs moyennes de
sécrétion sont a minima 5 fois supérieures a celles observées chez les souris contréles pour
le TNFa (504 pg/mL), I'lFNy (4298 pg/mL) et I'lL-2 (906 pg/mL) et sont statistiquement
supérieures a celles obtenues dans les autres conditions. Les splénocytes des souris
immunisées avec la protéine adjuvantée par I'alun produisent en moyenne des quantités
équivalentes au seuil de positivité fixé a 85 pg/mL pour le TNFa, et supérieures aux seuils de
positivité de I'lFNy et de I'lL-2 (respectivement fixés a 2,5 pg/mL et a 5 pg/mL, ici équivalents
a la limite de détection) avec 84 pg/mL d’IFNy et 117 pg/mL d’IL-2. La LPC C18 :0 ne permet
pas l'induction de TNFa. En revanche, la LPC induit la production d'IFNy et d'IL-2 par les
splénocytes avec des sécrétions moyennes d’'IFNy de 68, 69 et 40 pg/mL et d’IL-2 de 68, 35
et 31 pg/mL pour les doses de 125, 250 et 500 nmoles, respectivement. Les sécrétions
d'IFNy et d'IL-2 par les souris immunisées avec l'alun et la LPC sont statistiguement
supérieures a celles observées chez les souris naives, et les sécrétions d’lL-2 sont
statistiquement supérieures avec I'alun par rapport a la LPC (non présenté).

Les sécrétions moyennes d’IL-5 (pro-Th2) sont supérieures au seuil de positivité (fixé
a 5 pg/mL) et similaires pour les trois adjuvants (641 pg/mL pour le QS21, 561 pg/mL pour
l'alun, et pour la LPC C18:0, 678 pg/mL & 125 nmoles, 359 pg/mL a 250 nmoles et 437
pg/mL a 500 nmoles) (figure 6B). Enfin, seules les splénocytes des souris immunisées avec
le QS21, l'alun et la LPC C18:0 (125 mM) présentent des sécrétions moyennes positives
d’IL-4 bien que trés faiblement positives (respectivement, 10, 5 et 6 pg/mL pour un seuil a 5
pg/mL) (figure 6B). En résumé, la LPC C18 :0 peut induire chez la souris la production de
cytokines Thl (IFNy et IL-2) et Th2 (IL-5) par les splénocytes de souris immunisées avec la

protéine gp120. Ces sécrétions restent statistiquement plus faibles que celles induites par le
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Figure 6: Evaluation des sécrétions de cytokines in duites par I'adjuvantation de la protéine
gpl120. Des BALB/c (5 souris/groupe) ont été immunisées 3 fois & 2 semaines d'intervalle par voie
intramusculaire (i. m.) avec 25 ug de la gp120 combinée a 20 pug de QS21, 250 ug d'alun ou 125, 250
ou 500 nmoles de LPC C18 :0. Quinze jours apres, les sécrétions des cytokines TNFa, IFNy, IL-2 (A)
et IL-5, IL-4 (B) ont été mesurées dans les surnageants de culture par CBA & partir des splénocytes
stimulés 24h in vitro avec 1ug/mL d’'un pool de peptides de la gp120 (constitué de 211 peptides de 15
acides aminés et chevauchants de 11 acides aminés). Les valeurs moyennes des sécrétions et les
écart-types sont présentés en pg/mL. Le seuil de positivité correspond & la valeur moyenne des souris
naives et est indiqué par une barre horizontale hachurée de la couleur de la cytokine analysée. Une
étoile indique une valeur statistiquement supérieure (p < 0,05) a la valeur des souris naives, deux
étoiles indiquent une valeur statistiquement supérieure (p < 0,05) a toutes les conditions. Seuils de
positivité : TNFa : 85 pg/mL, IFNy :2,5 pg/mL, IL-2,-4,-5: 5pg/mL.
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QS21 mais sont proches, bien que généralement plus faibles mais sans étre toujours
statistiquement différentes, de celles induites par I'alun.
Nous avons ensuite mesuré les productions d’anticorps spécifiques anti-gp120 de

type IgG dans les sera des animaux (figure 7). L'alun et le QS21 induisent la sécrétion d’lg

—&- Naives
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—— | PC C18:0 250nmoles

1gG gp120-specifiques (D.O.)
N

14 —— LPC C18:0 500nmoles
Alun
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dilution des sera

Figure 7: Evaluation de l'effet adjuvant de la LPC C18:0 sur les réponses humorales

spécifiques contre la gpl120. Les animaux ont été immunisés comme indiqué dans la figure 6.
Quinze jour apres, la présence d'lgG anti-gp120 dans les sera des animaux a été évaluée par ELISA.
Le graphique présente les valeurs médianes des absorbances de chaque groupe a différentes
dilutions. Le seuil de positivité (barre horizontale pointillée) est déterminé par la valeur médiane des
sécrétions des souris naives dans les sera dilués au 1/10 (le seuil est équivalent a 0,1). L'étoile
indique une DO médiane statistiquement supérieure (p < 0,05) aux médianes des groupes immunisés

avec la LPC C18 :0 et du groupe des souris naives.

spécifiques de la gp120. Nous observons que toutes les doses de LPC C18 :0 induisent la
production d’anticorps anti-gp120 jusqu’a la dilution 1/10240. Nous observons également un
léger effet dose, a minima entre la plus faible dose (125 nmoles) et les deux supérieures

(250 et 500 nmoles), sans que cette différence ne soit statistique. En revanche, I'alun et le
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QS21 permettent des sécrétions d’anticorps significativement supérieures a celles obtenues
chez les souris immunisées avec la LPC C18 :0. Enfin, les sécrétions d’IgA dans le sérum
des animaux sont négatives quel que soit I'adjuvant utilisé (résultat non présenté). Les IgA
du sérum sont une indication du degré de la réponse humorale dans les muqueuses, et en
effet, la recherche d’lgA anti-gp120 par ELISA n’a pas permis de détecter ces anticorps dans
la muqueuse vaginale (résultat non présenté).

Dans leur ensemble, et en accord avec nos précédentes observations, ces résultats
suggerent que la LPC C18:0 oriente les réponses immunitaires vers un profil Th2, ici
caractérisées par I'induction des sécrétions spléniques d’'IL-5 concomitantes avec une faible
production d’IFNy et d’'IL-2 ressemblant au profil d’'un adjuvant Th2 de référence (alun). Le
pouvoir adjuvant de la LPC C18 :0 sur l'induction de réponses humorales contre la gp120 a
été clairement mis en évidence bien qu'il ne se soit pas montré supérieur a celui de I'alun ou
du QS21 dans cette étude. Nous n'avons donc pas poursuivi I'évaluation de la LPC C18 :0
en tant qu’'adjuvant de la gp120 dans un protocole de prime ADN / boost pour la vaccination

contre le VIH.

C. Réponses immunes cellulaires induites parlesLP  C

Parallelement a nos études du pouvoir adjuvant de la LPC sur les réponses immunes
humorales, nous avons voulu savoir si la LPC a un potentiel adjuvant sur I'induction de
réponses immunes cellulaires. Nous avons pour cela travaillé dans différents modéles
d'immunisations basés sur des protéines virales (NS3 du VHC, HBsAg du VHB et E7 du
VPH) et nous avons évalué le potentiel adjuvant de la LPC a l'aide de tests fonctionnels in
vitro (ELISpot, ICS, test de cytotoxicité) et in vivo (test d’épreuve par une Listéria
recombinante pour la protéine NS3 du VHC) (voir Annexe technique). Nous nous sommes
aussi intéressés a l'activité adjuvante de la LPC sur 'immunogénicité d’'un vecteur viral MVA

recombinant. L'ensemble de ces résultats est présenté dans la suite de ce mémoire.
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1. Evaluation des réponses immunes cellulaires cont  re des antigenes
viraux

Nous avons tout d’abord évalué le potentiel adjuvant de réponses cellulaires des LPC
C16 :0 et C18:0 contre les deux antigénes viraux utilisés dans les études de la réponse
humorale. Toutefois, dans nos expériences et avec les analyses effectuées qui sont décrites
dans le tableau 2, nous n'avons pas pu détecter de réponses positives contre les protéines
NS3 hel et HBsAg et ce, méme en utilisant des adjuvants de référence (CpG-ODN1826 et

CFA).

Tableau 2 : Expériences conduites pour la mise en €  vidence de réponses immunes cellulaires

induites par les LPC contre les antigénes viraux NS 3 hel et HBsSAg.

Co . \die Sthéma Y Cdlues
Ligkenuire  Atigere di i di i<siion LPC Comr@epodtf — Amelyses -

2in.2sem Cl160, C180et

NS3hdlicase M+ s.c basecela QGODNI&%  HlIspat/ICS

HAB7 intenalle - Analys C18:1 (500 Splénocytes
(10ug) 15 aprés es) 09 ANy
HBsAGJWHB  s.c basecela 2in. 2sem CI80(B00 (GODNI&6 HISpt/ICS
HAA ' intenalle - Analys : Spénocytes

(10u9) moes)  (20ug) et GFA IANy/ CTL-CFSE

15 aprés

Devant ces résultats négatifs, nous avons alors cherché a induire une réponse
cellulaire adjuvantée par la LPC C18 :0 et mesurable en testant différents antigénes, tests

fonctionnels, méthodes d’analyses et lignées murines.

a. Réponses cellulaires contre la protéine NS3duV HC

Tout d’abord, nous avons évalué le potentiel adjuvant de la LPC en utilisant une autre
forme de la protéine virale NS3 du VHC. Nous nous sommes orientés vers la protéine NS3
commercialisée par la société Mikrogen (NS3 Mkg, génotype la, contient les domaines
hélicase et protéase de la NS3, acide aminé 1007 a 1534) avec laquelle nous avions

précédemment détecté des réponses cellulaires, bien que faibles (en moyenne 60 SFU-
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spots forming units- par 10° splénocytes), en présence de CpG-ODN1826 dans le modéle de
souris transgeéniques pour la molécule HLA-B7. L'utilisation de cet immunogéene avec la LPC
était potentiellement limitée par le fait que la NS3 Mkg est reprise dans un tampon contenant
0,1% de SDS (sodium dodecyl sulfate) dont la présence est susceptible de déstabiliser la
structure de notre adjuvant. Nous avons donc réalisé une étude préliminaire pour savoir si
l'activité détergente du SDS n’avait pas un effet délétere sur la structure de la LPC et donc
éventuellement sur sa fonction adjuvante. Cette étude a consisté a reprendre la protéine
NS3 hélicase dans la méme concentration de SDS que celle dans laquelle est reprise la NS3
Mkg et a vérifier que la réponse humorale induite contre la NS3 hel par la LPC n’est pas
altérée par rapport a un mélange sans SDS (expérimentation similaire a celle décrite dans
les Résultats, Chapitre 1) B.1.b). Les souris BALB/c ont été injectées avec la NS3 hélicase
seule ou associée a I'adjuvant LPC C18 :0 et en présence de 0.044% ou 0.0044% de SDS.
Ces valeurs correspondent a I'apport de SDS que nous aurions si, respectivement, 10ug et
1ug de NS3 Mkg étaient injectés a une souris. Trois semaines apres la derniére injection, la
présence d’lg totales anti-NS3 hel dans les sera des souris a été mesurée par ELISA.
L’analyse révele que la présence du SDS n’'impacte pas la réponse humorale induite par la
LPC C18:0 et suggére que nous pouvons utiliser la protéine NS3 Mkg jusqu'a une
concentration de 10ug sans que le SDS présent ne soit délétere par rapport a I'activité de la
LPC (résultat non présenté).

Nous avons donc ensuite évalué l'effet adjuvant de la LPC C18 :0 sur la réponse
immune cellulaire induite par la protéine NS3 Mkg dans les souris transgéniques HLA-B7. Le
protocole d'immunisation, basé sur les précédents résultats du laboratoire, a consisté a
immuniser les souris avec la NS3 Mkg en présence de la LPC C18 :0 ou de CpG-ODN1826.
Nous avons inclus une injection unique d’adénovirus (AdNS3-4, recombinant pour la protéine
NS3-4 du VHC) dont nous savons gu'il induit des réponses cellulaires fortes chez ces souris.
Les splénocytes des animaux ont été mis en culture pour détecter les lymphocytes T
producteurs d’'IFNy par ELISpot et par marquage intracellulaire de cytokine (ICS) sur les

populations T CD4+ et CD8+.
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Comme attendu pour 'ELISpot, les splénocytes des souris immunisées avec la NS3
Mkg + CpG-ODN1826 sécretent de 'IFNy en réponse a la stimulation protéique NS3 Mkg
(les fréquences se répartissent de 53 & 118 SFU/10° splénocytes, figure 8) et 'AINS3-4
induit la production de cellules sécrétrices d’'IFNy en réponse a une stimulation spécifique
par des épitopes CD8 HLA-B7 restreints du domaine protéase de la NS3 (les fréquences se

répartissent de 58 a 85 SFU/10° pour WPA10 et de 245 & 329 SFU/10° pour LSP10).
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Figure 8: Evaluation de leffet adjuvant de la LPC C18:0 sur les réponses cellulaires

spécifiques contre la protéine NS3 Mkg du VHC . Des souris HLA-B7 (4 souris/groupe) ont été
immunisées 3 fois a 1 semaine d'intervalle par voie sous-cutanée (s. c.) avec soit 10ug de la NS3
Mkg, soit 500 nmoles de LPC C18 :0, soit une combinaison de NS3 Mkg et 20 pg de CpG-ODN1826
ou 500 nmoles de LPC C18 :0. Un groupe contrdle positif (AdNS3-4, 3 souris) et son propre contrble
négatif (Advide, 2 souris) ont été inclus et injectés en i. m. & 1 reprise (109 IU/souris). Quinze jours
apres, les fréquences de LT sécréteurs d'IFNy ont été évaluées par ELISpot a partir des splénocytes
stimulés 40h in vitro avec des peptides (GPR, non pertinent ; WPA10 et LSP10) et des protéines
(toxine tétanique, non pertinente et NS3 Mkg). Le graphique présente les fréquences de LT IFNy+
exprimées en SFU par million de splénocytes. La barre horizontale rouge indique le seuil positif fixé &

40 SFU/10° cellules. Séquences des peptides: GPR: GPRLGVRAT, WPA10: WPAPPGARSM,
LSP10 : LSPRPVSYLK.
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En revanche, la LPC C18:0 est incapable d’induire la production d’'IFNy par les
splénocytes de souris HLA-B7. Nous avons ensuite montré dans I'analyse ICS que la NS3
Mkg associée au CpG-ODN1826 stimule la sécrétion d'IFNy par les LT CD4+ des
splénocytes (0,111 a 0,316% de LT CD4+IFNy+) et suggére que la réponse observée en
ELISpot soit majoritairement assurée par ces cellules (figure 9A). L'AANS3-4 est également
positif dans le test ICS et la réponse semble ici assurée par les LT CD8+ comme le montrent
les fréquences de LT CD8+IFNy+ obtenues apres stimulation avec les épitopes HLA-B7
restreints (de 0,224% a 0,515% pour WPA10 et de 2,064% a 3,706% pour LSP10, figure
9B). Dans le test ICS et en accord avec I'ELISpot, la LPC C18 :0 n’induit pas de cellules
productrices d’'IFNy dans les splénocytes des animaux.

En résumeé, dans ce premier modéle d’adjuvantation de la protéine NS3 Mkg, nous
n'avons pas réussi a mettre en évidence une capacité de la LPC C18:0 & induire des

lymphocytes T CD4+ et CD8+ sécréteurs d’IFNy.

b. Réponses cellulaires contre la protéine E7 du VP  H

Nous avons ensuite cherché a mettre en évidence le pouvoir adjuvant de la LPC
C18 :0 vis-a-vis d’'un autre immunogéne protéique. Nous avons choisi la protéine E7 du VPH
(génotype 16) pour laquelle nous avions mis en évidence au laboratoire des réponses
cellulaires chez les souris C57BL/6 par ELISpot IFNy (en moyenne 150 SFU/10°
splénocytes) apres injection de la protéine avec du CpG-ODN1826. Le protocole a donc
consisté a immuniser les souris avec la protéine associée a la LPC C18:0 ou au CpG-
ODN1826 et analyser les productions d’'IFNy induites dans les splénocytes par ELISpot et
ICS.

Dans les tests fonctionnels de 'ELISpot, contrairement aux résultats précédents du
laboratoire, et de I''CS des LT CD4+, le groupe positif ne permet malheureusement pas

linduction de LT producteurs d’'IFNy empéchant l'interprétation de ces tests (résultat non

présenté). En revanche, l'analyse ICS montre que les LT CD8+ des splénocytes des
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Figure 9: Evaluation de leffet adjuvant de la LPC C18:0 sur les
spécifiques contre la protéine NS3 Mkg du VHC

réponses cellulaires

Les animaux ont été immunisés et les
splénocytes stimulés in vitro comme indiqué dans la figure 8. Seize & 18h aprés la stimulation, les

fréquences de LT CD4+ (A) et CD8+ (B) sécréteurs d'IFNy ont été mesurées par ICS. La barre
horizontale rouge indique le seuil positif fixé a 0,032% (A) et & 0,095% (B). Séquences des peptides :
GPR : GPRLGVRAT, WPA10 : WPAPPGARSM, LSP10 : LSPRPVSYLK.
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animaux du groupe positif produisent de 'lFNy en réponse a la stimulation avec les deux
peptides de la protéine E7 testés (de 0,032% a 0,224% de LT CD8+IFNy+ dans les
splénocytes de ces souris, figure 10). De maniére décevante, la LPC C18 :0 ne permet pas

d’'induire de réponse positive détectable par ICS en association avec la protéine E7 et ce

guelle que soit la restimulation.
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Figure 10: Evaluation de leffet adjuvant de la LPC C18:0 sur les réponses cellulaires
spécifiques contre la protéine E7 du VPH.  Des souris C57BL/6 (4 par groupe) ont été immunisées 3
fois a 1 semaine d'intervalle par voie s. c. avec soit 10 ug de la protéine E7, soit 500 nmoles de la
LPC C18:0, soit une combinaison de E7 et 20pug de CpG-ODN1826 ou 500 nmoles de LPC C18:0.
Sept jours apres, les pourcentages de LT CD8+ sécréteurs d'IFNy ont été mesurés par ICS a partir
des splénocytes stimulés 16-18h in vitro avec des peptides (S9L-2, peptide non pertinent ; R9F et
R15S) et des protéines (TT, E7). La barre horizontale rouge indique le seuil positif fixé a 0,02% (voir
Annexe technique). Séquences des peptides: S9L-2 (peptide issu de la protéine mucine 1):
SAPDNRPAL, R9F : RAHYNIVTF, et R15S : RAHYNIVTFCCKCDS.

Au cours des deux expérimentations précédentes, seules les réponses spléniques

ont été analysées. Nous avons donc essayé de mettre en évidence les réponses dans un
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autre organe lymphoide, et avons choisi les ganglions drainants du site d’injection dans
lesquels les antigenes sont dirigés par les cellules présentatrices d’antigenes aprés
limmunisation. Nous espérions ainsi augmenter nos chances de détecter, si ils existent, les
lymphocytes T sécréteurs d'IFNy spécifiques de l'antigene viral induits. Ainsi, nous avons
évalué les réponses immunes cellulaires dans les ganglions rassemblés en pool par groupe
d'immunisation, en utilisant le protocole décrit précédemment pour la protéine E7 et
'ELISpot a été utilisé pour I'analyse (voir Annexe technique). Les réponses dans la rate des
animaux rassemblés en pool par groupe d'immunisation ont également été incluses car,
contrairement a I'expérimentation précédente, les cellules ont subi une étape de purification
sur ficoll avant la restimulation pour essayer de travailler avec une population plus pure de
splénocytes.

L'immunisation des souris avec la protéine E7 combinée au CpG-ODN1826 permet
d’'induire des fréquences de lymphocytes T sécréteurs d’'IFNy positives (seuil positif a 3
SFU/10° cellules), bien que faibles, dans les ganglions (fréquence 41 SFU/10° cellules) et
dans la rate des animaux (6 SFU/10° cellules) en réponse a la stimulation avec les peptides
C57BL/6 restreints de la protéine E7 (R9F et R15S, figure 11). Malheureusement, les
animaux immunisés avec la protéine E7 + LPC C18:0 ne développent pas de réponses

positives dans ce protocole, que ce soit dans les ganglions ou la rate.

2. Evaluation de l'effet adjuvant des LPC dans un m odele dépreuve
alternative

Au-dela des tests fonctionnels in vitro avec lesquels nous n’avons pas pu déterminer

d’activité adjuvante pour la LPC C18:0, nous avons cherché a caractériser son effet

adjuvant dans un test fonctionnel in vivo utilisé classiguement au laboratoire [105].
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Figure 11: Evaluation de leffet adjuvant de la LPC C18:0 sur les réponses cellulaires

spécifiques contre la protéine E7 du VPH dansles g  anglions et dans la rate . Des souris C57BL/6
(5 par groupe) ont été immunisées 3 fois & 1 semaine d'intervalle par voie s. c. avec soit 10 ug de la
protéine E7, soit 10 pg de CpG-ODN1826, soit 500 nmoles de LPC C18 :0, soit une combinaison de
ces produits. Sept jours apres, les fréquences de LT sécréteurs d'IFNy ont été évaluées par ELISpot a
partir des splénocytes purifiés par ficoll et des cellules des ganglions inguinaux (graphique encadré),
rassemblés en un pool par groupe d'immunisation, et stimulés 20h in vitro avec les peptides indiqués.
Le graphique présente les fréquences de LT IFNy+ exprimées en SFU par million de splénocytes. La
barre horizontale rouge indique le seuil positif fixé a 3 SFU/10° (moyenne des valeurs observées en

culture en milieu seul + 2 fois I'écart-type).

a. Description du modele

Afin de réaliser I'évaluation fonctionnelle des réponses immunes de ses candidats
vaccins VHC contre la protéine NS3, le laboratoire Transgene utilise un modeéle d’épreuve
alternative basé sur linfection par une Listéria monocytogenes recombinante pour la
protéine NS3 (TC-LNS3) [310]. Cette bactérie intracellulaire exprime une protéine NS3 de
génotype la (acides aminés 1027 a 1656) du VHC et est capable, entre autres organes,

d’infecter et de se répliquer dans le foie et la rate des souris permettant d’obtenir I'expression
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de NS3 dans ces tissus, mimant dans une certaine mesure l'infection hépatique naturelle par
le VHC. La réponse protectrice contre la L. monocytogenes est notamment conférée par les
réponses LT CD8+ spécifiques de I'antigene [18]. Ce modele nous permet donc d’évaluer un
candidat vaccin contenant la protéine NS3 dans sa capacité a induire des réponses CD8+
fonctionnelles, NS3 spécifiques, qui peuvent migrer vers la rate et le foie et réduire le titre
bactérien. En pratique, aprés l'injection intraveineuse de 1 LD50 (9x10” colony-forming units
ou CFU) de la TC-LNS3, l'efficacité du candidat vaccinal testé se mesure par titration des
colonies bactériennes résiduelles dans les organes cibles (voir Annexe technique).
L'infection par la bactérie TC-LNS3 n’étant pas chronique, la titration des bactéries
résiduelles se fait dans un laps de temps de 48h apres I'épreuve.

Nous avons utilisé ce modéle d’épreuve pour évaluer I'effet adjuvant de la LPC en la
combinant a la protéine NS3. Pour cela, nous nous sommes appuyés sur les précédents
résultats positifs générés en utilisant la NS3 Mkg et le protocole décrit (Chapitre I1lI),
paragraphe C.1.a). Cette protéine a l'avantage d’étre de méme génotype que la protéine
exprimée par la TC-LNS3 ce qui nous place dans des conditions favorables pour induire des
réponses protectrices. Le contrdle positif de protection de I'expérience est réalisé en
injectant une dose sub-létale (0,1 LD50), dite dose vaccinale, unique de TC-LNS3
parallelement a la troisieme injection vaccinale. Quinze jours apres la derniere immunisation,
les animaux sont éprouvés avec une dose de 1LD50 de TC-LNS3 et 48h apres les titres
bactériens sont mesurés dans les foies et les rates de chaque animal. Les résultats sont
présentés en exprimant le logarithme du nombre de CFU par milligramme de tissu (log

(CFU/mg de tissu)).

b. Résultats

Dans ce test, aucun résultat positif de protection n’est observé avec la LPC C18 :0. A
titre d’exemple, les résultats de titration dans la rate sont montrés (figure 12). Le témoin
positif de protection TC-LNS3 (dose vaccinale) confére une protection (les titres bactériens

sont réduits a 1,06 et a 0 log (CFU/mg de rate)). En revanche dans ce protocole, quelle que
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Figure 12: Titres bactériens résiduels dans la rate des souris dans un modéle d’épreuve

alternative. Des souris C57BL/6 (4 souris/groupe) ont été immunisées 3 fois a 1 semaine d’intervalle
par voie s.c. avec soit 10 ug de NS3 Mkg, soit 500 nmoles de LPC C18 :0, soit une combinaison de
NS3 Mkg et 500 nmoles de LPC C18 :0 ou 20 ug de CpG-ODN1826. Deux souris contrbles positifs
ont été immunisées avec 0,1L.D50 de TC-LNS3 (dose vaccinale). Quinze jours aprés, une épreuve
bactérienne a été réalisée en injectant 1LD50 de TC-LNS3 en i. v., et 48h apres les animaux ont été
sacrifiés. Les rates ont été prélevées et la titration des bactéries résiduelles effectuée par étalement
des suspensions cellulaires de la rate sur gélose BHI (voir Annexe technique). Le losange noir
représente une souris et le losange rouge indique la médiane de chaque groupe. Les résultats sont

exprimés en logarithme du nombre de CFU par milligramme de rate.

soit I'adjuvantation de la NS3 (CpG ou LPC C18 :0), aucune baisse du titre bactérien n‘est
induite. Cet essai n'a donc pas permis de révéler un potentiel adjuvant de réponse
protectrice de la LPC C18 :0.

Malgré I'évaluation de plusieurs antigenes, dans plusieurs modéles murins et avec
différents test fonctionnels, nous ne sommes pas parvenus a mettre en évidence un
qguelconque potentiel adjuvant de réponses cellulaires des LPC (C18 :0 essentiellement). Ce

point fera I'objet d’'un chapitre dans le paragraphe Discussion.
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D. Effet adjuvant des LPC sur I'immunogénicité d'un vecteur viral

MVA

Au-dela d’'un potentiel adjuvant sur des immunogénes protéiques, nous avons voulu
savoir si la LPC était capable d'augmenter I'immunogénicité d'un antigene vectorisé
notamment par un vecteur viral MVA (modified virus of Ankara) qui constitue la plate-forme
vectorielle principale de Transgene. Le MVA est une souche du virus de la vaccine (VV)
atténuée par passages successifs sur cellules embryonnaires de poulet. Trois candidats
vaccins de Transgene basés sur ce vecteur sont en cours de développement clinique, le
TG4001 (MVA-HPV-IL2), le TG4010 (MVA-MUCL1-IL2) et le TG4040 (MVA-HCV). Mon
laboratoire d’accueil a développé le TG4040 [105] qui code pour les protéines NS3-NS4 et
NS5B du VHC et qui est actuellement en essai clinique thérapeutique de phase | chez des
patients infectés chroniquement par le VHC et naifs de traitement. Le TG4040 est donc
utilisé dans ma thése comme modéle pour évaluer l'activité adjuvante de la LPC sur
limmunogénicité d’'un vecteur viral. Toutefois, la LPC étant connue pour avoir une activité
détergente sur les membranes biologiques et le MVA étant un virus enveloppé par une a
plusieurs couches de lipides, nous pouvions craindre une perturbation de la structure et donc
de la fonction du MVA par le contact avec I'adjuvant. Nous avons donc voulu réaliser une
étude préliminaire in vitro pour savoir si la LPC affectait le pouvoir infectieux du TG4040
avant d’étudier le potentiel adjuvant de la LPC sur 'immunogénicité du vecteur chez la

souris.

1. Influence de la LPC sur le pouvoir infectieux du TG4040

Pour évaluer I'impact de la LPC sur l'infectivité du TG4040 nous avons mis en contact
la LPC C16:0 ou C18:0 et le TG4040 pendant 1 heure a température ambiante afin de

mimer les interactions qui se produiront avant I'injection aux animaux. Les mélanges ont été

173



étalés sur un tapis cellulaire de BHK-21, qui sont des lignées de fibroblastes rénales de bébé
hamster permissives pour le TG4040, puis l'infectivité du TG4040 a été suivie par ELISA.
Nous observons sur la figure 13 que I'anticorps utilisé pour la détection (anti-VV) se
fixe non spécifiqguement sur les BHK-21 non infectées créant un bruit de fond élevé (DO
moyenne = 1,3 et écart-type = 0,07), et donnant un seuil de positivité de 1,45 (moyenne + 2

écarts-type). Malgré cela, l'infectivité du TG4040 est distinguable du bruit de fond et montre

2,3 71— BHK-21 non infectées

—8—TG4040 + PBS T
2.1 - TG4040 + LPC C16:0 250nmoles 5
TG4040 + LPC C16:0 500nmoles ¥ 4
TG4040 + LPC C18:0 250nmoles
1,9 4 TG4040 + LPC C18:0 500nmoqés

1,7 - ¥ l

z

DO 490nm

1,5 A

0.0012  0.0049  0.0195 0.0781 03125  1.25
MOl

Figure 13 : Suivi de l'infectivité du TG4040 sur BH K-21 en présence des LPC C16 :0 et C18 :0 .
Différents mélanges constitués de TG4040 en présence de PBS (courbe rouge), de LPC C16:0
(courbes oranges) ou de C18 :0 (courbes bleues) a 250 (triangles) ou 500 (ronds) nmoles ont été
incubés 1 heure a température ambiante. Ces mélanges ont ensuite été étalés en duplicata et en
dilution en cascade (5 dilutions, facteur de dilution 4) sur des cellules BHK-21 en partant d’'une
multiplicité d’infection (MOI) de 1,25. L'infection des BHK-21 par le TG4040 a été mesurée 18 a 24h
aprés par une détection colorimétrique a 490 nm de la présence de structure MVA (voir Annexe
technique). Le graphique présente les DO moyennes et I'écart-type a 490 nm pour chaque condition
en fonction de la MOI testée. Des cellules BHK-21 non infectées (moyenne : losange rouge, zone
pointillée : écart-type) et infectées avec le TG4040 en présence de PBS ont servi de contrble négatif

et positif de I'infectivité, respectivement.
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la correcte infection des BHK-21 par le TG4040 seul. De méme, quelle que soit la dose de
LPC C16 :0 et C18:0 utilisée avec le TG4040, l'infectivité apparait équivalente au témoin
TG4040 seul jusqu’a une MOI de 0,0012 ou les DO atteignent la limite du seuil de positivité.
En résumé, ces résultats indiquent que la LPC n’a pas une activité délétére sur la structure
du TG4040 qui affecterait son infectivité, et pourra étre utilisée in vivo comme nous le

souhaitions afin d’évaluer son effet adjuvant sur 'immunogénicité du TG4040.

2. Activité adjuvante de la LPC sur 'immunogénicit & du TG4040

Aprés avoir vérifié 'impact négligeable des LPC sur l'infectivité du vecteur TG4040 in
vitro, nous avons pu évaluer si les LPC C16 :0 et C18 :0 pouvaient moduler les réponses
cellulaires induites par ce vecteur viral chez la souris. Nous avons pour cela utilisé un
protocole d'immunisation et des analyses pratiquées au laboratoire qui ont été utilisés pour
la caractérisation de I'immunogénicité du candidat vaccin TG4040 [105].

Des souris transgéniques HLA-B7 ont été injectées avec du TGN33 (contrdle négatif,
ne contient aucun insert) ou du TG4040, seuls, ou en présence de la LPC C16 :0 ou C18 :0.
Nous avons choisi la dose de 250 nmoles pour les LPC car les données accumulées au
moment de cette étude nous semblaient en faveur d’'une meilleure réponse a cette dose
comparée aux 500 nmoles utilisées jusqu’alors. Les splénocytes des animaux immunisés ont
été utilisés pour la détection des LT sécréteurs d’IFNy par ELISpot et ICS.

Tout d'abord, les résultats de 'ELISpot indiquent que le TG4040 injecté seul induit
des cellules productrices d’'IFNy dans toutes les souris aprés restimulation avec le peptide
WPA10 et / ou LSP10 (chaque souris répond & au moins un des peptides, résultat non
présenté). Les fréquences moyennes détectées par souris s’échelonnent de 47 a 418
spots/10° cellules. En revanche, les LPC C16 :0 et C18 :0 associées au TG4040 n’induisent
que rarement une réponse positive dans ce test (un maximum de 2 souris par groupe sont
positives aux peptides mais a faible fréquence). Ensuite, I'analyse ICS des LT CD8+ révele
que tous les splénocytes des souris injectées avec le TG4040 ont des pourcentages de LT

CDB8+IFNy+ positifs (seuil & 0,05%) contre les deux peptides WPA10 et LSP10, a I'exception
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d’une souris qui ne répond pas a LSP10 (figure 14). Les valeurs s’échelonnent de 0,142% a
1,256% de LT CD8+IFNy+ et sont représentatives de I'immunogénicité du TG4040 dans
cette souche murine. A l'inverse, les splénocytes des souris des groupes injectées avec le
MVA TG4040 adjuvanté par la LPC C16:0 ou C18:0 ont des pourcentages de LT
CD8+IFNy+ inférieurs au groupe TG4040 seul en réponse a la stimulation peptidique et
méme fréquemment sous le seuil positif. Enfin, 'analyse ICS des LT CD4+ révele que le
TG4040 n'induit pas de LT CD4+ sécréteurs d'IFNy détectable par I'lCS, et que les LPC
C16 :0 et C18:0 n'ont pas d’'activité modulatrice sur cette réponse (résultat non présenté).

Classiquement au laboratoire, nous observons qu’l souris sur 2 induit des pourcentages de
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Figure 14: Evaluation de I'effet adjuvant des LPC s  ur I'immunogénicité du TG4040. Des souris
transgéniques HLA-B7 ont été immunisées 3 fois & 3 semaines d’intervalle par voie s. c. avec 10" PFU
(plaque forming unit) de TGN33 (2 souris/groupe) ou de TG4040 (5 souris/groupe) seuls ou associés
avec 250 nmoles de LPC C16:0 ou de LPC C18:0. Quinze jours apres, les pourcentages de LT CD8+
sécréteurs d'IFNy ont été mesurés par ICS a partir des splénocytes stimulés 16-18h in vitro avec des
peptides (GPR, WPA10 et LSP10) et des protéines (TT et NS3 hel). La barre horizontale rouge
indique le seuil positif fixé a 0,095% (voir Annexe technique).
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LT CD4+IFNy+ aprés limmunisation avec le TG4040. Notre analyse se révéle donc
légerement en dessous de ce qui est attendu. Finalement, sans étre statistiquement
significative, la baisse générale des réponses observées en ELISpot et ICS CD8+ semblerait
indiquer que les LPC ont un impact négatif sur 'immunogénicité du MVA.

Dans leur globalité, ces résultats indiquent que les LPC C16 :0 et C18 :0 ne sont pas
capables d’augmenter les réponses cellulaires induites contre des antigenes véhiculés par

un vecteur MVA type TG4040.

E. Implication d’'un récepteur TLR dans l'activit¢ d  es LPC

Pour compléter notre étude de la LPC et essayer d’élucider une partie de son mode
d’action, nous avons voulu savoir si la LPC était capable d'activer un ou des récepteurs
autres que ceux déja identifiés (i. e. les récepteurs couplés aux protéines G [157]). Nous
savons que parmi les récepteurs de type toll, les hétérodiméres TLR2/1 et TLR2/6 ainsi que
les TLR4 reconnaissent des lipoprotéines [182]. Considérant cette observation, nous avions
envisagé que les LPC puissent également étre reconnues par un récepteur de type toll.

Pour tester cette hypothése, nous avons pu bénéficier d’une plate-forme de criblage
in vitro de ligands des TLR développée a Transgene et avons réalisé ce travail en
collaboration avec le département d'immunologie moléculaire. Cette plate-forme utilise des
lignées cellulaires commerciales HEK 293 (cellules rénales embryonnaires humaines,
InvivoGen) qui expriment stablement de nombreuses copies d’'un récepteur TLR humain
unique a leur surface. Les TLR 2, 3, 4, 5, 2/6, 7, 8 et 9 sont représentés mais pas les
hétérodimeres TLR2/1. Au laboratoire, ces lignées ont été transfectées stablement avec un
plasmide (pNiFty2-luc, InvivoGen) codant pour le gene rapporteur de la luciférase. Ce géne
est sous contrdle d’un promoteur inductible constitué de cing sites de liaisons pour le facteur
de transcription NF-KB. L’activation d’une lignée cellulaire par un ligand spécifique (tableau

3), est mesurable par quantification de I'émission lumineuse produite par I'activité du gene
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Tableau 3 : Activation des lignées exprimant les TLR 2a9parles LPC.Les LPC C16:0etC18:0
(45uM) ont été évaluées dans deux expérimentations indépendantes sur des lignées HEK-293
exprimant stablement des récepteurs TLR2 a 9. L'activité est rapportée par un géne luciférase sous le
contréle d’'un promoteur inductible par NF-KB. Le clone indiqué 293-luc2-8 est utilisé comme contrdle
d’activation de la voie NF-KB TLR-indépendante des lignées HEK-293 exprimant un TLR. Le ligand
utilisé comme témoin positif de chaque lignée est indiqué et a permis de définir I'activation maximale
de référence (100%) pour chacune d’elles. Les valeurs indiquées pour les LPC représentent le
pourcentage d'activation du gene reporteur luciférase aprés stimulation. La mesure de I'activité

luciférase est effectuée sur un luminometre (Berthold Tristar LB941).
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de la luciférase sur son produit, la luciférine, en présence d’ATP et du Coenzyme A. Le géne
de la luciférase étant lui-méme activé par la présence et la fixation du facteur de transcription
NF-KB sur son promoteur dans le noyau cellulaire. Une lignée HEK 293 n’exprimant aucun
TLR a également été transfectée stablement avec le pNiFty2-luc pour servir de contréle
d’activation TLR indépendante de la voie NF-KB et I'activation obtenue avec cette lignée est
utilisée comme seuil de positivité. La mesure de l'activité luciférase dans ce systeme de
criblage est donc le reflet de I'activation d’'un récepteur TLR par la voie NF-KB dépendante.
Les deux candidats LPC C16:0 et C18:0 ont d’'abord été criblés sur les différentes
lignées cellulaires dans deux expériences indépendantes a une concentration proche de
celles de nos expériences in vitro (45uM). Le 100% d’activation des lignées (contréle positif)

est défini a partir du signal lumineux obtenu apres stimulation avec le ligand standard du
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TLR testé. Ces ligands, fournis par InvivoGen (Fsl-1/TLR2, poly I:C/TLR3, LPS/TLRA4,
Flagellin/TLR5, Fsl-1/TLR2/6, Resiquimod/TLR7/8, ODN2006/TLR9, TNFa/293HEK
contrble), sont utilisés a 1,8 fois la dose effectrice permettant d’'atteindre 50% de saturation
du signal (EC50). L'utilisation de ces ligands & une dose non saturante pour le systeme de
détection permet de suivre I'évolution de la sensibilité de la lignée a son ligand contrdle tout
en restant hautement positif (données générées par Transgene).

Les résultats montrent qu’aucune des molécules de LPC n’a permis d’activer une des
lignées TLR testées dans ce systeme au-dela de 1% de I'activité obtenue avec le contrble
positif (Tableau 3). Ces valeurs sont identiques a la stimulation de la lignée cellulaire
contrble HEK-293 n’exprimant aucun TLR et indiquent que les LPC C16:0 et C18:0 ne

semblent pas activer de TLR par la voie du NF-KB sur cette plate-forme de criblage.
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Discussion



Les vaccins sous-unitaires sont des candidats prometteurs dans un environnement
reglementaire de plus en plus strict. Parallelement, et pour améliorer 'immunogénicité
généralement faible de ce type de vaccins, le développement d’adjuvants de vaccination est
en plein essor. La lysophosphatidylcholine d’'ceuf de poule identifiée par I'équipe du Dr
Lotteau présente des caractéristigues adjuvantes qui nous ont conduit a évaluer le potentiel
adjuvant d’espéces moléculaires dérivées de la LPC. Nous avons donc entrepris au cours de
cette thése de cribler in vitro des composés de LPC et de les évaluer ensuite chez I'animal.
L'objectif était de proposer un nouvel adjuvant de vaccination hautement caractérisé de la
famille des LPC.

Notre criblage in vitro nous a permis d’identifier deux espéces aux caractéristiques
adjuvantes, les LPC C16 :0 et C18 :0, capables d’induire la maturation de CD humaines en
culture, la sécrétion de chimiokines pro-Thl, et dans une certaine mesure pour la LPC
C16 :0, I'engagement vers un profil Thl de lymphocytes T CD4+ naifs. Les effets adjuvants
des LPC C16 :0 et C18:0 apparaissent plus marqués que ceux du mélange de LPC d’ceuf
de poule dont elles sont issues, suggérant I'importance de I'utilisation d’'un adjuvant LPC
caractérisé. Au niveau fonctionnel, les sécrétions de chimiokines seraient en faveur d’'un
recrutement actif de cellules immunitaires sur le site d’injection et contribueraient a
l'induction d’une réponse inflammatoire. Chez la souris, I'injection i. v. des LPC a conduit a la
mise en place d’une réaction inflammatoire (IL-6) transitoire et modérée, au profil Th2 (IL-5).
L'injection i. m. de la LPC C18 :0 associée a la protéine gp120 du VIH permet de corroborer
ce résultat en induisant aussi la sécrétion d’'IL-5 par les splénocytes. Ce profil est corrélé
avec le développement de réponses humorales de type IgG apres injection i. m. de la gp120,
et de type IgG1 apres injection s. c. de la protéine NS3 hélicase du VHC et de la protéine
HBsAg du VHB associées aux LPC C16 :0 et / ou C18:0. Les réponses induites sont
similaires ou proches de celles obtenues en utilisant I'adjuvant de référence en clinique
(alun) et sont détectables a de faibles doses supposées non toxiques, ouvrant des
perspectives intéressantes pour l'utilisation des LPC en tant gu'adjuvant des réponses

humorales.
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Dans la discussion qui suit, nous aborderons tout d’abord le choix de la stratégie de
criblage des composés. Ensuite, I'analyse des données ainsi générées, mises en parallele
des résultats in vivo, permettra une étude critique de nos choix de criblage. Nous verrons
apres cela les caractéristiques structurales, non structurales et les mécanismes qui
influencent les activités adjuvantes des LPC. Finalement, la revue des résultats des
réponses humorales et les difficultés rencontrées pour mettre en évidence des réponses
cellulaires, nous améneront a discuter des perspectives pour le développement clinique de la

LPC en tant qu’adjuvant de vaccination.

Choix et limites de la stratégie de criblage in vit  ro.

Nous nous sommes entierement appuyés sur un crible in vitro pour choisir les
especes de LPC aux effets adjuvants & évaluer chez la souris. Une telle analyse, ou seuls
les composés positifs in vitro seront testés in vivo, pourrait étre considérée comme restrictive
et nous ne pouvons donc pas exclure que certains composés adjuvants n'aient pas été
détectés. Toutefois, nous avons choisi de faire ce criblage sur des cellules dendritiques
dérivées de monocytes humains (MoDC) car c’est ce modéle in vitro qui nous semblait le
plus pertinent pour les raisons évoquées ci-aprés. Nous verrons aussi dans la suite de ce
paragraphe comment ce crible pourrait étre amélioré.

Nous avions pour but final de proposer un adjuvant des réponses immunes de type
LPC qui serait utilisable en vaccination chez 'homme. Les CD sont des cellules présentatrice
d'antigenes (CPA) dites « professionnelles » largement impliguées dans Tlinitiation et
l'orientation des réponses immunitaires [20], et donc également des réponses vaccinales.
Ainsi, pour détecter une espece de LPC adjuvante, nous avons choisi d’évaluer sa capacité
a activer les CD car I'activation de ces CPA apparait cruciale pour définir I'activité adjuvante
d’'un composé. La recherche d’'un adjuvant applicable a 'homme nous a logiquement conduit
a travailler avec des CD d'origines humaines. Il existe diverses méthodes permettant de
disposer de CD humaines en cultures [391]. Pour notre étude, c’est un modele classique

employant des CD issues de cultures de monocytes humaines CD14+ isolées du sang total
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d’individus sains qui a été choisi. En tant que modele, celui-ci est considéré actuellement
comme le plus proche des CD humaines présentes in vivo. En effet, il a été montré que la
différenciation des monocytes humains CD14+ en présence de GM-CSF et d’IL-4 permet, en
6 a 7 jours, d’obtenir des cellules ayant la morphologie des CD [167] et les caractéristiques
des CD sentinelles ou immatures in vivo (CD14-CDla+, grande capacité a ingérer des
particules et inefficaces pour la présentation d’antigénes [291]). Un des grands atouts de ce
systeme est que I'activation des CD est suivie de maniere aisée par phénotypages (e. g.
CD80, CD86, HLA-DR ...) et analyses fonctionnelles (e. g. sécrétions de cytokines et
chimiokines, instruction des LT naifs ... )[391], et que divers contréles positifs existent (e. g.
LPS, TNFa, CD40L ...). A ce titre, les MoDC humaines sont fréquemment utilisées pour la
découverte ou la caractérisation des activités adjuvantes d’'un composeé [11] [388] [9;108] et
elles nous ont permis de mettre en évidence le potentiel adjuvant de la LPC d’ceuf de poule
[253].

Il est cependant important de garder a l'esprit que ce criblage n’est qu'une image
partielle du phénotype et des fonctions que doit avoir, en théorie, une CD pour initier une
réponse immune efficace. Le panel des analyses que nous avons réalisé in vitro pourrait
donc étre augmenté avec des analyses frequemment employées évaluant I'expression des
récepteurs aux chimiokines [108], I'activité de capture des CD [9] ou encore affiner I'analyse
des cultures de LT allogéniques [11] [388]. En effet, tout d’'abord, divers récepteurs aux
chimiokines (CCR7, CXCR4, CCR1, CCR5) sont exprimés de facon différentielle sur les
MoDC reflétant leur capacité a répondre a des signaux chimiotactiques [292]. Le suivi de
'expression de CCR7, considéré comme particulierement important pour la migration des
CD vers les organes lymphoides secondaires [293], et de CXCR4 qui aiderait a la
localisation avec les zones riches en LT, serait indicateur de la capacité des CD a venir au
contact avec les LT naifs dans les zones lymphoides. Associée a la présence de marqueurs
de costimulation comme CD80 ou de molécule du CMH Il (HLA-DR), le suivi de CCR7 et de
CXCR4 renforcerait le potentiel adjuvant des composés criblés. De leur coté, les récepteurs

CCR1 et CCR5, qui lient la chimiokine inflammatoire RANTES, permettent la maturation des
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CD en conditions infectieuses et sont donc réprimés lorsque la CD est mature. Ces
récepteurs pourraient servir de marqueurs de la maturation correcte des cellules et de leur
stade de maturité [108]. Ensuite nous savons qu'un des événements précoces de la
maturation des CD est la réduction des activités de captures d’antigenes exogenes. Le suivi
de cette capture pourrait étre utilisé pour connaitre le degré de maturité des CD en culture.
Cette approche a notamment été utilisée par I'équipe du Dr Lotteau pour identifier la LPC
d’ceuf de poule [72] a I'aide de billes fluorescentes. Enfin, les CD dans les zones lymphoides
stimulent la prolifération clonale des LT naifs pour initier la réponse a médiation cellulaire
qui, en retour, sécretent des cytokines aidant a l'orientation des réponses. Avec le test de
MLR, nous avons évalué l'activité fonctionnelle des CD pour induire la sécrétion des
cytokines IFNy, IL-13 et IL-5 par les LT allogéniques. Il serait aussi intéressant d’étudier la
prolifération des LT induite par les CD dans ces cultures comme cela peut étre couramment
réalisé [11] [388] [108]. De plus, I'analyse des sécrétions des LT en MLR pourrait étre
étendue a I'lL-2 et I'lL-4 car ces cytokines sont des indicateurs du profil des LT et affinerait
ainsi notre vision de l'orientation des réponses induites par les LPC.

Considérant maintenant 'ensemble des résultats de ce crible et nos analyses chez
'animal, une certaine discordance est mise en évidence. Nous observons que l'activité
adjuvante orientée Th2 des réponses humorales de ces molécules in vivo contraste avec le
profil obtenu lors du crible in vitro des LPC C16 :0 et C18 :0 que nous qualifions de Thl. En
effet, in vivo, nous avons montré que nos LPC induisent des anticorps IgG1 indiquant
l'orientation Th2 des réponses humorales induites. De plus, que ce soit avec des souris
injectées avec les adjuvants par voie i. v., ou des splénocytes de souris immunisées avec la
LPC C18:0 associée a la protéine gpl20 du VIH, nous avons mis en évidence des
productions d'IL-5, qui est aussi indicateur d’'un profil Th2. En outre, nos diverses tentatives
de mise en évidence de réponses cellulaires induites par les LPC chez la souris sont restées
infructueuses. Ainsi, nous pouvons proposer deux hypotheses pour expliquer cette

discordance :
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1/ tout d’'abord, bien qu'ayant réalisé un criblage sur des MoDC d’origine humaine,
I'évaluation pré-clinigue in vivo des LPC s’est ensuite déroulée chez la souris pour des
raisons évidentes de faisabilité et d’éthique. Ce changement de modéle pourrait, en partie,
expliquer I'effet contrasté entre les profils, car nous pouvons considérer que I'extrapolation
de données in vitro obtenues sur cellules humaines a I'évaluation chez la souris est
implicitement hasardeuse ;

2/ ensuite, il faudrait nuancer en partie le terme Th1 utilisé pour qualifier nos résultats
avec les cultures de MoDC. Deux points en particulier pourraient étre considérés. Tout
d’abord, au niveau des sécrétions mesurées dans les surnageants de cultures des MoDC,
des inductions supérieures de chimiokines pro-Thl par nos LPC C16:0 et C18:0 sont
détectées par rapport aux LPC d'ceuf et la C18 :1. Par ailleurs, nous n’avons pas mis en
évidence la sécrétion de cytokines associées aux réponses adjuvantes inflammatoires (IL-
12p40, IL-6, TNFa). Ces données pourraient donc suggérer que la LPC ait une activité
adjuvante in vitro qui serait qualifiable d’'intermédiaire, entre Th2 et Thl. Cette proposition
s'appuie notamment sur une étude qui montre que la toxine cholérique (CT), identifiee
comme un puissant initiateur de réponses Th2, est capable d’induire la maturation des CD
au niveau phénotypique mais ne modifie pas leurs sécrétions de cytokines, tout comme nos
LPC [108]. Dans cette étude, les CD stimulées par la CT n’induisent pas de chimiokines ce
qui, par contre, constitue une différence majeure avec nos LPC capables d’induire des
chimiokines pro-Thl. Ensuite, le second point qui nous incite a nuancer notre définition d'une
réponse Thl in vitro est d’ordre technique. En effet, 10 expérimentations de MLR ont été
réalisées a partir de 10 donneurs séparés, mais seules 3 ont pu montrer que la LPC C16 :0,
et la C18 :0 dans une moindre mesure, pouvaient orienter, et ce de fagon limitée, les LT vers
une sécrétion d'IFNy supérieure a celle d'lIL-13 et d’IL-5. Nous avons donc rencontré des
difficultés pour mettre en évidence le profil Thl de nos LPC C16 :0 et C18:0 dans le test
MLR. En revanche, il est important de rappeler que la LPC d'ceuf de poule s’était montrée
capable d’induire des sécrétions d’IFNy et d’'IL-2 en MLR [72]. Ainsi, en résumé, nous ne

pouvons actuellement pas savoir si ces observations refletent réellement un défaut dans
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l'activité des LPC C16 :0 et C18:0 ou si la mise en ceuvre technigue de la MLR n’a pas été
optimale dans ces travaux de thése.

I semblerait donc que diverses analyses permettraient d'améliorer notre
compréhension des activités adjuvantes et des discordances des résultats in vitro et in vivo.
Nous pourrions aussi par exemple tester l'activité adjuvante des LPC sur des cellules
murines. Toutefois, I'équipe du Dr Lotteau a montré précedemment qu’en utilisant un modele
de culture de CD issues de la moelle osseuse de souris et différenciées en présence du
ligand FIt-3 [13], la délipoprotéination du sérum de culture, nécessaire pour éviter I'inhibition
de la LPC, entraine une forte mortalit¢ de ces cellules. Il resterait éventuellement a
démontrer que d’autres modéles, utilisant le GM-CSF et I'lL-4 pour différencier des
monocytes ou des cellules de la moelle osseuse murine en CD, pourraient étre par contre

envisagés [298].

Profil des CD matures.

Au cours du criblage in vitro des espéces moléculaires de LPC, deux d’entre-elles,
les C16:0 et C18:0, ont augmenté I'expression du HLA-DR, du CD86 et du CD40 a la
surface des MoDC reflétant une maturation correcte induite par nos produits et donc leur
potentielle activité adjuvante. De plus, cette maturation a été observée a l'identique dans 10
cultures de MoDC en provenance de 10 donneurs séparés, renforcant cette caractérisation.
Nous avons aussi systématiquement observé que, contrairement a ce qui est obtenu avec
notre contréle positif LPS, les CD devenues matures sous I'effet des LPC ont une expression
réduite du CD54 comparé aux CD en culture avec du PBS. CD54, également appelé ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1), est impliqué dans l'attachement des cellules de
limmunité aux parois endothéliales et dans leur pénétration dans les tissus inflammés [92].
De plus, I'expression d'ICAM-1 a la surface des CD a un réle de maintien de la liaison CD-
LT, permettant les activités d'initiation des réponses immunes conduites par ces cellules
(Chapitre Introduction). Ainsi, un agent immunostimulant, tel le LPS, augmente I'expression

de CD54 a la surface des CD, ce qui favoriserait I'inflammation et les fonctions des CD. Il est
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difficile de spéculer sur I'impact d’'une baisse du CD54 induite par les LPC, mais cela pourrait
suggérer une altération des fonctions des CD qui ont été stimulées par les LPC. Toutefois,
les effets adjuvants obtenus avec les LPC sur les réponses humorales sont en défaveur
d’'une telle hypothése. Le fait que notre incapacité a caractériser l'induction de réponses
cellulaires par les LPC contre des antigénes viraux soit liée a la baisse du CD54 reste a
démontrer au cours d'études plus poussées. Plus simplement, nous pouvons suggérer que

la baisse observée du CD54 soit une caractéristique propre de la maturation des CD induites

par nos LPC dans ce modéle sans nécessairement d’'impact fonctionnel.

Caractérisation des interactions des LPC avec lesi  mmunogenes.

La LPC est un lipide aux propriétés notamment détergentes qui pourrait donc avoir
une action sur la structure des antigénes viraux. Nous avions donc entrepris la
caractérisation des LPC C16 :0 et C18 :0, seules, et en présence des antigenes viraux. Nous
souhaitions en effet savoir si les variations d’activités adjuvantes de réponses humorales
contre la NS3 et 'HBsAg pouvaient étre expliquées par des modifications structurales des
LPC et / ou des antigénes. Nous avons pour cela en premier lieu cherché a connaitre la
structure des LPC en solution. Selon les données du fournisseur (Avanti Polar Lipids) et la
littérature [130], les LPC C16:0 et C18:0 aux concentrations utilisées s’arrangent
spontanément en micelles en solution. Une micelle est un agrégat sphérique de molécules
lipidiques amphiphiles dont les tétes polaires (hydrophiles) s’orientent vers le solvant (si il est
polaire comme I'eau), et les queues apolaires (hydrophobes) se regroupent a l'intérieur de la
structure. La formation d’'une micelle n’est visible qu’a partir d’'une concentration appelée la
concentration micellaire critique (CMC), en-dessous de laquelle les lipides restent sous
forme de monomeres solubles. La présence d'une seule chaine carbonée sur les LPC ne
leur permet pas de s’arranger en liposomes c'est-a-dire en structures sphérigues composés
de bicouches lipidiques renfermant un cceur hydrophile. Sachant que les LPC sont en
structures micellaires en solution, nous avons donc voulu savoir si les interactions des

micelles de LPC avec les antigénes pouvaient avoir un impact sur la structure micellaire.
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Nous avons pour cela cherché a déterminer les variations des tailles des micelles de LPC
par DLS (dynamic light scattering). Le dichroisme circulaire a également été utilisé pour
détecter les variations de structures des protéines en présence des micelles de LPC bien
gu’aucun résultat n'ait été obtenu.

L'analyse de la taille des micelles de LPC par DLS nous indique que les LPC C16 :0
a 5mM s’auto-assemblent en micelles de 11,8 nm +/- 3,09 nm. Cette valeur semble
fortement dépendante de la concentration utilisée dans notre expérimentation. En effet, et
bien que les techniques de mesures soient différentes, une étude semble indiquer qu’a partir
d’'une concentration de 200uM les micelles de LPC C16 :0 ont des tailles supérieures a 7,2
nm [130] suggérant que dans notre essai la présence de larges micelles puisse étre due a la
forte concentration utilisée (5mM). Enfin, en présence de la protéine NS3 du VHC, la taille de
la micelle est réduite a 7,58 nm +/- 1,66 nm, suggérant que la présence de la protéine ait pu
entrainer une perturbation de la structure micellaire de la LPC C16 :0, sans que nous ne
puissions proposer d’explication précise a cette observation.

En résumé, les informations de DLS et de dichroisme devaient nous permettre de
mieux comprendre les mécanismes d’adjuvantation des LPC et d’envisager de les moduler si
nécessaire. Cependant, des difficultés liées a la sensibilité des appareils de mesure et a
'apparition d’agrégats ont empéché nos analyses. Ainsi, en I'absence de comparaison entre
les divers mélanges de LPC et d’'antigénes viraux, la caractérisation aux concentrations
utilisées chez I'animal ne nous a pas permis de savoir avec certitude si, et comment, des
modifications des structures des micelles de LPC et / ou des antigénes viraux pourraient
moduler l'activité adjuvante. Pour poursuivre cependant ces essais de caractérisation, nous
pourrions envisager d'effectuer une séparation sur colonne de chromatographie de nos
échantillons de LPC pour évaluer si des agrégats sont formés et éventuellement les séparer

de I'échantillon avant de réaliser I'analyse DLS.
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Comment I'activité adjuvante des lipides est-elle i nfluencée?

Divers paramétres semblent influencer les activités adjuvantes des LPC et leur prise
en compte devrait permettre, en partie, de mieux appréhender la relation structure-fonction
des LPC et peut-étre d'optimiser leur utilisation en tant qu’adjuvant. Durant ces travaux de
thése, nous avons observé que la longueur des chaines carbonées, leur état de saturation et
limmunogene viral associé aux LPC ont une importance sur I'effet adjuvant.

Tout d’abord, nous avons pu montrer lors du test de criblage que ce sont les LPC
dont la chaine carbonée est supérieure a 16 atomes de carbones qui sont actives dans ce
modele. De plus, la présence d’'une double liaison sur la molécule a 18 atomes annule I'effet
adjuvant in vitro tout comme ['utilisation du mélange majoritairement insaturé de LPC dérivé
de graines de soja. Ces résultats suggérent I'existence d’une dépendance d’activité liée a la
taille et a I'état de saturation de la chaine carbonée, comme cela a déja été montré dans
d’autres études utilisant des dérivées de monophosphoryl lipide A [255] ou diverses
structures liposomales [353]. Dans cette derniere étude, Vangasseri et al. évaluent I'effet
adjuvant de divers liposomes cationiques sur l'activation de CD murines et proposent un
mode d’'action pour leur composé d'intérét constitué de lipides, de protamine (protéine
nucléaire riche en arginine) et d’'un plasmide ADN non codant. Il est intéressant de noter
que, en contradiction avec notre analyse, les auteurs mettent en évidence que les chaines
carbonées de courtes tailles (12 et 14 atomes) et celles possédant une insaturation (18
atomes et 1 insaturation) ont une meilleure activité adjuvante que les chaines saturées a 16
ou 18 atomes [353]. Ainsi, et bien que cette étude ait été réalisée sur cellules murines avec
des liposomes, les auteurs suggerent qu'avec des chaines courtes et insaturées, les
molécules, plus fluides, pourraient facilement fusionner avec la membrane des CD
déstabilisant la membrane et déclenchant leur stimulation par un effet mécanique détergent.
Cette théorie suggererait donc que les LPC C16 :0 et C18 :0 auraient moins de faciliter pour
pénétrer dans les CD et pourraient plutdt produire leur effet adjuvant par un autre moyen, et
par exemple, par l'intermédiaire d’un ou plusieurs récepteurs, renforcant les observations

précédentes de l'utilisation de récepteurs RCPG (récepteur couplé aux protéines G) par la
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LPC d’ceuf de poule [72]. Toutefois, Vangasseri et al. indiquent que le SDS, qui est pourtant
composé de 12 atomes de carbones, ne permet pas la maturation des CD dans leur systéme
suggérant que finalement les caractéristiques globales d’'un lipide (i. e. structure, état de
saturation, charges, liaison a un récepteur) influence sa fonction.

En effet, d’autres parametres non mesurés durant ces travaux, comme la charge et le
degré d’absorption, pourraient modifier la liaison de la LPC avec 'immunogéne et pourraient
influencer son activité adjuvante. Cela a pu étre montré avec, entre autres, des liposomes ou
la charge influence [l'orientation de la réponse humorale induite contre une protéine
recombinante de Leishmania major (rgp63) chez la souris [17;61]. En ce qui hous concerne,
la LPC est un zwitterion, c'est-a-dire un lipide globalement neutre mais chargé. Il pourrait
étre alors intéressant d'effectuer la mesure de la charge de la LPC avec ou sans
immunogene pour comprendre le comportement du couple adjuvant-antigene et le moduler
si nécessaire. Classiqguement, la détermination du potentiel zeta, qui représente la charge
que la particule acquiert grace aux ions qui I'entourent quand elle est en solution, est
réalisée pour évaluer ce phénomene. De plus, in vivo, le degré d’absorption des
immunogenes sur un adjuvant est influengable par les protéines interstitielles, c'est-a-dire les
protéines des fluides corporels comme le fibrinogene et I'albumine, comme cela a été montré
avec l'alun [55;140]. Or on sait que, physiologiquement, la LPC est majoritairement fixée a
'albumine, ce qui pourrait créer des déplacements des immunogenes liés a la LPC aprés
injection. L'étude du degré d'absorption pourrait sans doute permettre d’augmenter
limmunogénicité d’une combinaison LPC-antigene en jouant, par exemple, sur le pH des
solutions afin de modifier les degrés d’absorption.

Enfin, nous avons montré que les LPC C16 :0 et C18 :0 sont capables d'induire des
réponses humorales dirigées contre des antigenes viraux d’intérét dont la nature semble
cependant faire moduler 'activité adjuvante. Notamment la LPC C16 :0 induit des réponses
contre la protéine NS3 hélicase comparables a celles obtenues avec I'adjuvant de référence
(alun) a des doses allant de 500 nmoles jusqu’a une faible dose de 12,5 nmoles par souris,

mais n’en induit pas contre 'HBsAg. De son co6té, la LPC C18 :0 a une activité adjuvante
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contre 3 antigénes viraux qui présentent pourtant des structures variées : I'HBsSAg protéine
d’enveloppe transmembranaire qui est particulaire [218], la NS3 hélicase constituée de 3
domaines isolés [249] et la gpl20 glycoprotéine denveloppe sans domaine
transmembranaire [58]. Cet effet adjuvant est comparable ou inférieur & I'alun quand la
protéine NS3 et la gp120 sont adjuvantées et est également détectable jusqu’a 12,5 nmoles
par souris pour la NS3. Toutefois, I'activité adjuvante de la LPC C18 :0 contre 'HBsAg est
moins efficace (qualitativement et quantitativement) que celle observée contre la NS3 et
nous suggere que cette différence d’adjuvantation soit principalement liée a la nature

particulaire d’HBsAg, qui rend cette protéine intrinséquement immunogene.

Les LPC activent-elles des récepteurs TLR?

Au cours de ces travaux de thése, nous avons voulu savoir si les TLR2/6 et TLR4, qui
reconnaissent des lipopeptides, pourraient étre des récepteurs de nos LPC dans un modéle
représentatif de I'activation NF-KB dépendante des TLR. Bien que diverses études aient
montré que la LPC active le facteur de transcription NF-KB [327;389], il semble que cette
activation ne soit pas une conséquence de l'activation des TLR par les LPC C16:0 et
C18 :0, d’aprés nos résultats de criblage sur les lignées cellulaires transfectées stablement
par différents TLR. Toutefois, dans une étude de Sugiyama [327], il est intéressant de voir
gue seules les faibles concentrations de LPC C16:0 (5 a 15uM) activent le facteur de
transcription NF-KB et qu’a 50uM, I'activation n’a plus lieu, suggérant que dans notre étude
(réalisée a 45uM) un tel phénomene ait pu se produire. Dans une autre étude, Zhu et al.
montrent que I'activation de NF-KB par la LPC est dépendante de l'activation d’une tyrosine
kinase [389]. Or nous savons que les TLR activent ces motifs dans des voies de
signalisation autres que NF-KB. Il est donc envisageable que, dans notre crible, I'activation
des récepteurs TLR par les LPC stimule d’autres voies que la voie NF-KB utilisée dans notre
modele d'étude. Par exemple, il existe une voie de signalisation utilisant le facteur de
transcription IRF3, et IRF7 dans une moindre mesure, aprés l'activation du TLR4 par le LPS

[244]. 1l est intéressant d'observer que la signalisation impliguant IRF3 conduit a la
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production de chimiokines, dont IP-10 (CXCL10) qui a été I'une des molécules induites dans
ce travail, ce qui pourrait suggérer que la LPC puisse utiliser en partie ce facteur de
transcription via TLR4 [144]. Moins d'informations sont disponibles sur les diverses voies de
signalisation du TLR2/6 mais il semblerait que, aprés stimulation, diverses MAP (mitogen-
activated protein) kinases soit mobilisables (e. g. p38, c-Jun N terminal Kinase JNK) [286].
Nous savons que la LPC active JNK et phosphoryle des MAP kinases ERK (extracellular
signal-regulated kinase) [242] [72], suggérant une utilisation possible de la voie MAP kinase
par la LPC aprés activation du TLR2/6. En conclusion, diverses études ont montré que les
LPC sont des ligands du récepteur G2A de la famille de RCPG [72;157], néanmoins, et
malgré nos résultats négatifs sur un modéle TLR, NF-KB-dépendant, I'implication d’'un autre

récepteur, peut-étre TLR, n’est sans doute pas a exclure.

Induction de réponses immunes cellulaires par les L PC C16 :0 et C18 :0?

Durant ces travaux de thése, nous n'avons pas réussi a mettre en évidence
I'induction de réponses cellulaires spécifiques de nos antigénes viraux par les LPC avec nos
analyses fonctionnelles, en contraste avec I'équipe du Dr Lotteau qui avait réussi a détecter
des réponses cellulaires avec la LPC d'ceuf de poule. Dans mes travaux, 'objectif principal
était de proposer un adjuvant de type LPC qui pourrait étre développé au niveau clinique
pour 'homme. Nous avons réussi a mettre en évidence le potentiel adjuvant de réponses
humorales des LPC C16 :0 et C18 :0. Nous avons donc ensuite voulu étudier les réponses
immunes cellulaires dirigées contre des antigenes viraux qui ont un intérét vaccinal, et avons
utilisé la voie d’injection s. c. car elle est transposable & 'homme. Ainsi, nous avons évalué
les réponses cellulaires induites contre 3 immunogénes différents (NS3 - 2 formes ont été
testées, HBsAg, E7), dans 3 lignées murines différentes (HLA-A2, HLA-B7, C57BL/6) et
nous avons effectué diverses analyses fonctionnelles standards (ELISpot IFNy, marquage
intracellulaire de I'lFNy, test de cytotoxicité in vitro [105]) ou réalisées au laboratoire (modéle
d’épreuve alternative [105]) sur des populations cellulaires issues de 2 organes lymphoides

(rate et ganglions inguinaux). De plus, nous avons évalué le pouvoir adjuvant de la LPC
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C18 :0 sur un antigéne vectorisé par un vecteur viral MVA (codant pour les protéines NS3-4
et NS5B du VHC). Malgré ces nombreuses expérimentations, aucune réponse cellulaire
induite par les LPC C16:0 et C18:0 n'a pu étre détectée. A l'inverse, dans son étude,
'équipe du Dr Lotteau a montré que la LPC d’'ceuf de poule était capable d’'induire une
réponse mixte Thl/Th2 caractérisée par linduction de réponses T cytotoxiques, par le
recrutement de T CD8+ en réponse a lapplication de DNFB dans un protocole
d’hypersensibilité retardée et par la sécrétion d’anticorps contre des antigénes modeéles,
ovalbumine (OVA) et lysozyme du blanc d’ceuf de poule [253]. De méme, cette LPC s'était
révélée efficace pour ralentir les progressions de cellules tumorales exprimant 'OVA dans un
modele préventif et thérapeutique chez la souris [253].

Deux hypotheses pourraient étre proposées pour expliquer cette discordance. Dans
un premier temps, la LPC d’'ceuf de poule est un mélange complexe dérivé d’'une source
naturelle qui pourrait contenir des traces de composés aux propriétés immunostimulantes
inattendues. Dans notre étude, les LPC C16 :0 et C18:0 sont a linverse des produits
hautement caractérisés qui auraient pu avoir perdu ces caractéristiques adjuvantes non
désirées. De plus, les LPC utilisées dans ces études sont issues de fournisseurs différents
chez lesquelles les méthodes de production pourraient varier, expliquant peut-étre les
différences d’'activité. Ces observations pourraient étre indicatives de I'importance d'utiliser
un adjuvant caractérisé pour limiter les variations de composition d’'un lot a un autre et
satisfaire aux exigences pour un développement clinique. Dans un second temps, de
nombreuses divergences dans les modéles et les analyses utilisées existent entre ces
études. L'extrapolation d’'un modéle & un autre est difficile et doit étre réalisée avec
précaution car la mécanistique fonctionnelle entre les modeles est différente.

Considérant notre objectif initial, qui était de proposer un adjuvant pour la clinique,
nous ne souhaitions pas nous tourner vers des modéles plus expérimentaux, en termes
notamment de procédures dimmunisation, que ceux que nous avons utilisés. Nous
pourrions toutefois envisager I'évaluation de la voie d’injection intradermique qui est

transposable en clinique et qui semble étre un moyen efficace d'induction de réponses
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immunes, comme cela a été montré par exemple aprés une vaccination protéique ou
génétique [19;78]. En conclusion, nous pensons que la diversité des études et analyses
entreprises a été suffisamment exhaustive ici pour pouvoir penser que les LPC C16:0 et

C18 :0 n’'induisent pas de réponses cellulaires détectables dans nos modeéles.

Atouts en clinique des LPC.

En tant qu’adjuvants de vaccination, les LPC C16 :0 et C18 :0 ont 'avantage d'étre
synthétiques et caractérisées, permettant d'envisager une synthese industrielle
reproductible, simple, et dénuée de contaminant. De plus, les LPC C16 :0 et C18 :0 induisent
des réponses humorales contre des antigénes viraux a de faibles doses en pré-clinique.
Cela permet de supposer une utilisation clinigue sans danger, d’'autant qu'une étude a
montré que l'injection s. c. de la LPC C16 :0 (200 & 800 nmol) & des individus sains n’'induit
pas d’effet secondaire toxique mais permet une réponse inflammatoire transitoire
(caractérisée par I'apparition d’'un érytheme, d’'un oedeme et l'infiltration de leucocytes au
site d’'injection) [287]. De plus, dans le plasma d’un individu sain, les concentrations en LPC
sont localement de 150 nmol/mL [326]. L’ensemble de ces données suggére que les LPC
C16 :0 et C18:0 pourraient étre adjuvantes et non toxiques en vaccination chez 'homme,

ouvrant d’'intéressantes perspectives pour ces molécules.

Perspectives et conclusion générale.

Les résultats obtenus dans ces travaux de thése indiquent donc que les LPC C16 :0
et C18 :0 ont des activités adjuvantes et pourraient étre utilisées en tant qu'adjuvants de
vaccination des réponses humorales. Nous proposons ici des études complémentaires qui
devraient étre réalisées et étudions diverses perspectives pour une utilisation avantageuse
de ces molécules.

Pour étre proposées comme adjuvants humoraux, il serait nécessaire de comparer

les LPC C16:0 et C18:0 a des adjuvants humoraux commercialisés tels que I'Alhydrogel,
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'Adju-phos, le MPLA, le MF59 et la CTB. Dans ce contexte, il faut rappeler que lors de
l'adjuvantation de la protéine gp120 du VIH, la LPC C18:0 a été capable d’induire des
sécrétions d’anticorps anti-gp120, bien que moins efficacement que I'Alhydrogel. Nous
pouvons cependant observer que la LPC n’a pas été testée a de faibles doses dont I'effet
adjuvant pourrait étre similaire voire supérieur a celui observé dans cette étude, si I'on
considere les effets adjuvants marqués obtenus a de faibles doses contre la protéine NS3 du
VHC. Ainsi, l'utilisation d’une dose faible, qui est supposée non toxique, serait peut-étre la
valeur ajoutée des LPC face aux adjuvants commerciaux.

D’autre part, et bien que nous ne l'ayons pas testé ici, nous pourrions envisager
I'utilisation de la LPC dans un protocole de prime / boost. En effet, de nombreuses études
utilisent ce type de stratégie vaccinale pour le développement de vaccins [202]. Nous
pouvons donc envisager que la LPC pourrait étre utilisée pour adjuvanter un immunogéne
viral dans une vaccination de rappel et permettre d'orienter la réponse vers un profil Th2
dans une stratégie de prime / boost hétérologue.

Dans les perspectives d'utilisation précédemment citées pour la LPC, celle-ci est
envisagée comme un adjuvant employé seul. Cependant, afin de répondre aux besoins
actuels, et notamment pour induire une réponse vaccinale mixte Th1/Th2, il semble peu
probable que la LPC soit utilisée seule de part son profil nettement orienté Th2. La LPC
pourrait donc étre avantageusement couplée a un adjuvant véhiculaire pour apporter une
activité  immunostimulante, et / ou étre couplée a un adjuvant immunostimulant pour
compléter son activité adjuvante. Dans cette optique, il est intéressant de rappeler qu’en tant
gue lipide, la LPC pourrait étre incluse dans des bicouches lipidiques, et a ce titre, les
adjuvants de type ISCOMATRIX, IRIV et liposomes semblent des modeéles intéressants. En
effet, nous savons que les ISCOMATRIX et les IRIV sont des structures dans lesquelles
I'enveloppe lipidique est, entre autres, composée de molécules de phosphocholines (PC)
[217],[85] et la présence de LPC dans ces structures pourrait peut-étre moduler leur profil
adjuvant. Egalement, l'intégration de la LPC dans une structure liposome, pourrait étre

envisagée comme un moyen pour apporter ou ameéliorer une activité immunostimulante a la
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structure. Toutefois, la présence d’'une seule chaine carbonée dans la LPC lui confére une
forme conique expliquant 'arrangement des LPC en micelles plutét qu’en bicouches comme
cela se produit avec des lipides a deux chaines carbonées [307]. Ainsi, en s’insérant dans
une enveloppe lipidique, la LPC modifie la courbure de la membrane et peut entrainer sa
dissolution. Il faut donc imaginer que seule une proportion réduite soit intégrée dans une
structures ISCOM, IRIV ou un liposome afin de limiter la déformation de la surface de ces
structures. Il serait alors sans doute nécessaire de s’assurer au préalable que, enchassées
dans une bicouche et non plus sous la forme de micelles, les LPC conservent leur propriété
adjuvante.

En dernier lieu, et au regard du profil pro-Th2 de la LPC, son association avec un
inducteur de réponses in vivo Thl semble particulierement indiquée. A ce titre, les ligands
des TLR pourraient étre avantageusement employés. Dans ce sens, I'équipe de Baudner a
récemment montré chez la souris, dans un modele de vaccination utilisant un vaccin trivalent
contre la grippe comme modele, que I'association d’un ligand synthétique des TLR4 ou TLR9
avec le MF59 permet l'induction des sécrétions de cytokines Thl en supplément de la
réponse humorale déja induite par le MF59 [27]. Au niveau commercial, I'alun, en tant que
puissant inducteur de réponses humorales, est associé au MPL (ligand TLR4, profil Thl)
pour former le systeme d’adjuvantation de la société GSK indiquant le succés du couplage
des activités complémentaires de deux adjuvants.

Dans un contexte de crainte de pandémies grippales, par exemple, les especes
synthétiques de LPC décrites dans ces travaux pourraient présenter un interét non
négligeable. Il leur faudrait alors montrer leur capacité a induire rapidement des réponses
humorales fortes, maintenues dans le temps, et ce, en présence d'une quantitée limitée
d'immunogénes afin de répondre a la demande élévée du nombre de doses vaccinales

nécessaires dans ces situations.
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Annexe technique



A. Test d'infectivité du MVA

Matériel :

BHK-21 (Réf. ATCC : CCL-10, adhérente)
Milieu de culture: GMEM (Gibco)
additionné de 5% SVF + 5% tampon
tryptose phosphate (Gibco) + pénicilline /
streptomycine (Pan Biotech, 80U/mL et
80pg/mL final) + glutamine (Gibco, 2mM
final)

J1

» Préparer les différentes conditions en
tube eppendorf a tester dans PBS 1X: (le
MVA doit subir une sonication de 1
minute)

0 MVA TG4040 seul en tant que contréle
(107 PFU/100pL final)

0 MVA TG4040 + Adjuvant pour le test (a
mettre en dernier dans le mélange)

* Incuber 1haTA

» En paralléle, trypsiner les BHK-21

* Numérer et reprendre les cellules a
2.10° cellules/mL

* A la fin de I'heure d’incubation, répartir
dans une plaque 96 puits a fond plat :

o volume nécessaire milieu dans tous les
puits de dilution et contrdles

ovolume nécessaire des différentes
conditions dans les puits de plus forte MOI
» Réaliser des dilutions successives et
jeter les derniers surplus de volume

» Ajouter 50 pL de BHK-21 dans chaque
puits (soit 10° cellules)

 Incuber 18-24h — 37C, 5% CO,

J2

* Vider le surnageant et laver avec du
PBS 1X (2 fois)

» Ajouter 50 pL/puits de Cytofix/Cytoperm
(BD Biosciences) et incuber 15 min a
température ambiante

» Ajouter 100 plL/puits de Permwash (BD
Biosciences), vider et laver 2 fois avec 150
pL de Permwash

» Ajouter 50 plL/puits d'un anticorps de
lapin anti-virus de la vaccine dilué au
1/300 dans le Permwash

in vitro sur BHK-21

* Incuber 1haTA

» Laver 3 fois avec 150 uL de Permwash
 Ajouter I'anticorps anti-lg de lapin couplé
a la péroxidase dilué au 1/200 pendant 1h
a témpérature ambiante

» Laver 3 fois avec de Permwash puis 2
fois en PBS 1X

» Révélation : sous la hotte chimique

o Ajouter 100uL/puits d'ortho phényl
diaminobenzidine (OPD - Sigma) soit 1
tablette OPD + 1 tablette urée dans 20mL
d’eau déminéralisée

o Laisser développer selon la vitesse de
réaction dans I'obscurité

o Arrét de la réaction avec 100uL d’'HCI a
0.8M et lire a 492nm
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B. ELISpot IFN y Murin (splénocytes)

. SOLUTIONS A PREPARER

Milieu a-MEM complet (réactifs Gibco)
500 mL milieu a-MEM

+50 mL SVF (10% final)

+4 mL pénicilline / streptomycine (PAN
Biotech, 80U/mL et 80ug/mL final)

+5 mL L-glutamine (2mM final)

+5 mL Hepes (10mM final)

+5 mL Sodium Pyruvate (1mM final)

+5 mL d’acides aminés non essentiels (1X
final)

+0,5 mL B-mercaptoethanol (50uM final)

PBS/Tween 0,05%
900 ml d’eau déminéralisée
+ 100 ml PBS 10X
+ 0,5 ml Tween 20

Tampon acétate 0,5M

41g d'acétate de sodium (Prolabo) + eau
déminéralisée, Ajuster au pH de 5,6
Compléter a 1L d’eau déminéralisée

Solution meére d’amino ethylcarbazol
(AEC)

Préparer sous sorbonne

100mg AEC (Sigma) + 10mL N,N-
Diméthyl-Formamide (Sigma)

Garder a température ambiante, a I'abri de
la lumiere

Solution de révélation AEC (pour 1
plague)

A préparer extemporanément

10 ml eau distillée

+ 1,1 ml tampon acétate de sodium 0,5M
pH 5,6

A partir_de cette étape, travailler sous
sorbonne

+ 280 pl AEC solution mere

Filtrer la solution sur filtre 0,45 um.

+ 6 ul H,O, (Prolabo)

. MODE OPERATOIRE

J-1 ou J1 : Coating des plagues
Prévoir toutes les conditions en triplicata
(sauf milieu seul et ConA qui peuvent étre

en duplicata et
respectivement)

« simplicata »

Diluer I'anticorps de rat anti-IFNy de souris
(BD Biosciences, 1mg/ml) au 1/100
(concentration finale 10ug/mL) en PBS 1X
stérile

Mettre 100pL/puits dans une plaque
Multiscreen 0,45 pum (Millipore)

Incubation sur la nuit a 4C (J-1) ou 1h a
37C (J1).

J1 : Mise en culture

1/ Lavages et saturation

Laver 3 fois en PBS 1X stérile,
200pL/puits.

Saturer avec milieu oMEM complet,
200pL/puits,

Incuber 2h minimum a 37C

2/ Broyage des rates

Récupérer les rates dans des tubes
contenant 5 a 10 mL de aMEM complet
Broyer dans des boites de Pétri a l'aide
d’'un piston de seringue

Transférer les cellules en tubes

Laisser décanter

Prendre le nombre de splénocytes
nécessaires pour I'ELISpot: estimer le
nombre de cellules en prévoyant de
récupérer environ 80 & 100.10°
splénocytes par rate (attention : doubler le
nombre nécessaire au final car risque de
perte a la lyse des globules rouges).

3/ Lyse des globules rouges

Centrifuger les splénocytes (5 min, 1500
rpm soit 4509)

Vider le surnageant

Ajouter le tampon de lyse (Red Blood Cell
Lysing Buffer, Sigma) a raison de 500 pL
pour 10.10° cellules estimées, et au
maximum 5 mL pour une rate totale.
Incuber pendant 5 minutes a TA.
(attention : ne pas dépasser 5 min)

Ajouter 10 mL de PBS1X pour stopper la
lyse

Centrifuger (5 minutes, 1500 tours/min.
soit 450Q)
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Ajouter 10 mL de PBS1X

Centrifuger (5 minutes, 1500 tours/min.
soit 450q)

Reprendre les cellules en aMEM complet
(volume en fonction du nombre initial de
cellules).

Numeérer au microscope ou au cytomeétre
Ajuster a 2.10°ellules/mL en aMEM
complet.

Stocker a +4TC jusqu’au dépdt dans les
plagues.

4/ Solution peptides, protéines ou ConA

Préparer les solutions pour stimulations
des splénocytes en quantité suffisante
sachant qu’on fait :

- par souris: 3 puits par stimulation
peptidiqgue ou protéique, 2 puits pour le
milieu seul et 1 puits pour la ConA

-a raison de 100uL/puits

-la solution préparée est 2 fois plus
concentrée que la concentration finale
voulue car dans chaque puits on met
100uL solution de stimulation et 100uL
cellules.

Toutes les solutions peptidigues ou
protéiques (et le contrble négatif dit
« milieu seul ») contiennent de [lL2
(Peprotech) & concentration finale
10U/mL.

Peptides

Concentration initiale - 10mM
- 20uM (dilution = 1/500)
Concentration finale - 10uM

Protéine

Concentration initiale - variable
Concentration de la solution a préparer -
4ug/mL

Concentration finale - 2ug/mL

IL-2

Concentration initiale - 10 000U/mL
Concentration de la solution a préparer -
20U/ml (d 1/500)

Concentration finale - 10U/mL

Concanavaline a (Sigma)

Concentration initiale - 5mg/mL
Concentration de la solution a préparer -
10pg/mL (dilution = 1/500)

Concentration finale - 5ug/mL

4/Dépbts dans les plaques

Ajouter 100uL/puits de la solution de
stimulation voulue

Ajouter ensuite  100pL/puits de la
suspension cellulaire & 2.10°cellules/mL
Incuber les plaques a 37t pendant 40 h.

J3 : Révélation

1/ Lavages

1 fois en PBS 1X, minimum 200ul/puits

3 fois en PBS/Tween 0,05 %, minimum
200pL/puits.

2/Incubation anticorps biotynilé:
anticorps de rat anti-IFNy de souris (BD
Biosciences, concentration finale 1pug/mL)
Dilution au 1/500 en PBS/Tween 0,05 %

- 100pL/puits.

Incubation 2h a température ambiante a
l'obscurité.

3/Lavages
3 fois en PBS/Tween 0,05 %, minimum
200pL/puits.

4/Incubation  Streptavidine - HRP:
anticorps streptavidine couplé a la
péroxidase (Southern Biotech)

Dilution au 1/1000 en PBS/Tween 0,05%
- 100 pL/puits.

Incubation 1h a température ambiante a
I'obscurité (attention : ne pas dépasser 1h)

5/Lavages

3 fois en PBS/Tween 0,05 %, minimum
200pL/puits.

3 fois en PBS 1X, minimum 200uL/puits.

6/Révélation AEC

Mettre  100uL/puits de solution de
révélation AEC

Incubation de 5 a 15 minutes

Stopper la réaction par rincage a I'eau du
robinet. Enlever la protection plastique
située sous les plaques, et rincer
également le dessous des plaques.

Rincer a 'eau déminéralisée

Laisser sécher les plaques puis les
conserver a I'abri de la lumiére

Lecture des spots
Lire les plaques sur un lecteur Elispot
dans la semaine suivant la révélation
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Analyse

La moyenne des spots obtenus dans les
conditions « milieu seul » est soustraite a
la moyenne du nombre de spots obtenu
avec une stimulation peptidique ou
protéique pour chaque souris. La valeur
obtenue est multipliée par 5 pour étre
rapportée a 10° cellules.

Seuil de positivité : 40 spots pour 10°
cellules (correspond a la limite technique
du lecteur utilisé = 8 spots/puits minimum)
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C. ELISpot IFN y Murin (ganglions lymphatiques et rates)

. SOLUTIONS A PREPARER

Milieu RPMI (Sigma) complet (réactifs
Gibco)

500 mL milieu RPMI 1640

+50 mL SVF (10% final)

+5.5 mL pénicilline / streptomycine (PAN
Biotech, 100U/mL et 100pg/mL final)

+5 mL L-glutamine (2mM final)

+550 uL B-mercaptoethanol (50uM final)

Solution de lyse des globules rouges

10 mL de tampon de Ilyse (BD
Biosciences)

+90 mL H,O « Versol »

PBS/Tween 0,05% — Solution de lavage
900 ml eau déminéralisée

+ 100 ml PBS 10X

+ 0,5 ml Tween 20

PBS / 1% BSA — Solution d’incubation
1 g BSA (Sigma)
+ 100 mL PBS 1X

. MODE OPERATOIRE

J1 : Coating des plagues

Diluer I'anticorps de rat anti-IFNy de souris
(BD Biosciences, 1 mg/ml) au 1/400
(concentration finale 2.5ug/mL) en PBS 1X
stérile

Mettre 100pL/puits dans une plaque
Multiscreen 0,45 pum (Millipore)

Incubation sur la nuit a température
ambiante

J2 : Mise en culture

1/ Lavages et saturation

Laver 3 fois en PBS 1X stérile,
200uL/puits.

Saturer avec RPMI complet, 200 pL/puits
Incuber 2h minimum a 37<C

2/ Broyage des ganglions et des rates
Récupérer d’'un cété tous les ganglions et
de l'autre toutes les rates des souris d’un
méme groupe dans des tubes contenant 5
mL de RPMI complet

Broyer dans un tamis (diamétre 40um,
BD) a l'intérieur d'une boite de Pétri avec
le piston d’'une seringue

Rincer le tamis avec 5 mL de RPMI
complet puis le jeter

Transférer les 10 mL de cellules en tubes
de 15 mL et mettre sur glace

Pour les cellules des ganglions:
centrifuger et resuspendre dans 5 mL puis
conserver ainsi les cellules jusqu’a I'étape
3/ Numération

Pour les cellules de la rate :

Lavage

Centrifuger environ 150x10°cellules de
suspension a température ambiante (3
minutes, 1500 tours/min. soit 450Q)

Vider le surnageant et resuspendre dans 8
mL de RPMI complet

Séparation des lymphocytes et lyse des
globules rouges

Déposer les 8 mL de la suspension
cellulaire sur 4 mL de Lympholyte-M
(Cerdarlane) en tubes de 15 mL
Centrifuger 20 min, 1500g (soit 2700
tours/min.), sans accélération, ni frein,
température ambiante

Collecter l'anneau de lymphocytes dans
un nouveau tube et compléter a 10 mL
avec du RPMI complet

Laver 2 fois avec 10 mL de RPMI complet
(3 minutes, 1500 tours/min. soit 450Q)
Resuspendre les lymphocytes dans 2 mL
de tampon de lyse des globules rouges et
homogénéiser avec précaution

Incuber 15 minutes a température
ambiante puis compléter a 10 mL avec
RPMI complet ou PBS1X stérile
Centrifuger (3 minutes, 1500 tours/min.
soit 450q) et éliminer le surnageant

Laver 1 fois avec 10 mL de RPMI complet
et resuspendre les cellules dans 10 mL de
RPMI complet

3/ Numération

Numérer au microscope dans bleu de
trypan (Sigma, classiqguement, rates au
1/10 et ganglions au %)
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Ajuster a 1.10'celluless/mL en RPMI
complet.
Stocker a +4TC jusqu'au dépodt dans les
plagues.

4/ Solutions peptides, protéines ou
concanavaline a

Préparer les solutions pour stimulations
des cellules en quantité suffisante sachant
gu’on fait :

- par pool: 3 puits par stimulation
peptidique ou pour le milieu seul et 1 puits
pour la concanavaline a

- a raison de 100pl/puits

- la solution préparée est 2 fois plus
concentrée que la concentration finale
voulue car dans chaque puits on met 100
ML solution de stimulation et 100 pL
cellules.

Peptides

Concentration initiale - 20mM
Concentration de la solution a préparer -
20uM (dilution = 1/500)

Concentration finale - 1uM

Concanavaline a (Sigma)

Concentration initiale - 5mg/mL
Concentration de la solution a préparer -
10pg/mL (dilution = 1/500)

Concentration finale - 5pg/mL

5/Dépbts dans les plaques

Ajouter 100pL/puits de la solution de
stimulation voulue

Ajouter ensuite  100uL/puits de la
suspension cellulaire & 1.10"cellules/mL
Incuber les plagues a 37T, 5%CO,
pendant 20 h.

J3 : Révélation

1/ Lavages

2 fois en eau déminéralisée / Tween 0,05
%, minimum 200pL/puits

5 fois en PBS/Tween 0,05 %, minimum
200uL/puits.

2/Incubation anticorps biotynilé:
anticorps de rat anti-IFNy de souris
biotynilé (BD Biosciences, concentration
finale 4pg/mL)

Dilution au 1/125 en PBS/1%BSA

- 100uL/puits.

Incubation 2h a température ambiante a
I'obscurité.

3/Lavages

5 fois en PBS/Tween 0,05 %, minimum
200uL/puits.

4/Incubation  Streptavidine -  AP:
anticorps streptavidine couplé a la
phosphatase alkaline (BD Biosciences)
Dilution au 1/2000 en PBS/BSA

- 100 pL/puits.

Incubation 1h a température ambiante a
I'obscurité (attention : ne pas dépasser 1h)

5/Lavages

5 fois en PBS/Tween 0,05 %, minimum
200uL/puits.

2 fois en PBS 1X, minimum 200puL/puits.

6/Révélation BCIP-NBT(Sigma)

Mettre  100uL/puits de solution de
révélation (1 tablette pour 10 mL d'eau
déminéralisés, préparation extemporanée)
Incubation 3 minutes maximum (attention :
méme si spots invisibles, incuber 3 min.
max)

Stopper la réaction par rincage a I'eau du
robinet. Enlever la protection plastique
située sous les plaques, et rincer
également le dessous des plaques.

Rincer a 'eau déminéralisée

Laisser sécher les plaques puis les
conserver a I'abri de la lumiére

Lecture des spots
Lire les plagues sur un lecteur ELISpot
dans la semaine suivant la révélation

Analyse
La moyenne des spots obtenus dans les

conditions « milieu seul » est soustraite a
la moyenne du nombre de spots obtenu
avec une stimulation peptidique ou
protéique pour chaque souris.

Seuil de positivité :  correspond a la
moyenne des valeurs « milieu seul » de
I'expérimentation + 2 fois I'écart-type
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D. Marquage intracellulaire des lymphocytes T CD8+

secrétants de I'lFN vy

* SOLUTIONS A PREPARER

Milieu a-MEM complet (réactifs Gibco)
500 mL milieu a-MEM

+50 mL SVF (10% final)

+4 mL pénicilline / streptomycine (PAN
Biotech, 80U/mL et 80ug/mL final)

+5 mL L-glutamine (2mM final)

+5 mL Hepes (10mM final)

+5 mL Sodium Pyruvate (1mM final)

+5 mL d’acides aminés non essentiels (1X
final)

+0,5 mL B-mercaptoethanol (50uM final)

PBS-1%SVF
1 volume SVF
+ 99 volumes PBS 1X

Perm/Wash Solution

1 volume de Perm/Wash Solution 10X (BD
Biosciences)

+ 9 volumes eau déminéralisée

« MODE OPERATOIRE
J1 : Mise en culture

1/ Broyage des rates

Récupérer les rates dans des tubes
contenant 5 a 10 mL de aMEM complet
Broyer dans des boites de Pétri a l'aide
d’'un piston de seringue

Transférer les cellules en tubes

Laisser décanter

Prendre le nombre de splénocytes
nécessaires estimer le nombre de
cellules en prévoyant de récupérer environ
80 a 100.10° splénocytes par rate
(attention : doubler le nombre nécessaire
au final car risque de perte a la lyse des
globules rouges).

2/ Lyse des globules rouges et
ajustement de la  concentration
cellulaire.

Centrifuger les  splénocytes (1500
tours/min. (450g), 5 minutes)

et CD4+

Vider le surnageant

Ajouter le tampon de lyse (Red Blood Cell
Lysing Buffer, Sigma) a raison de 500l
pour 10.10° cellules estimées, et au
maximum 5 mL pour une rate totale.
Remettre en suspension

Incuber pendant 5 minutes a température
ambiante. (attention : ne pas dépasser 5

min)

Ajouter 10 mL de PBS1X pour stopper la
lyse

Centrifuger (5 minutes, 1500 tours/min.
soit 450Q)

Ajouter 10 mL de PBS1X

Centrifuger (5 minutes, 1500 tours/min.
soit 450Q)

Reprendre les cellules en aMEM complet
(volume en fonction du nombre initial de
cellules).

Numérer au microscope ou au cytometre
Ajuster la concentration des cellules a
20*10°%cellules/mL en aMEM complet.
Garder & +4<T jusqu'a mise en plaque
(nécessité 100puL=2*10°cellules/condition)

4/ Solution Peptides, protéines ou
concanavaline a et dépots dans les
plagues

Préparer les solutions pour stimulations
des splénocytes en quantité suffisante
sachant qu’on fait :

-un puits par stimulation par souris a
raison de 100 pL/puits (milieu seul
compris)

-la solution préparée est 2 fois plus
concentrée que la concentration finale
voulue car dans chaque puits on met 100
pL solution de stimulation et 100 pL
cellules.

Toutes les solutions peptidiques ou
protéiques (et le contrble négatif dit
« milieu seul ») contiennent de I'lL2 a
concentration finale 10U/mL.

Peptides

Concentration initiale - 10mM
- 20uM (dilution = 1/500)
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Concentration finale - 10uM

Protéine

Concentration initiale - variable
Concentration de la solution a préparer -
4pg/mL

Concentration finale - 2ug/mL

IL-2 (Peprotech)

Concentration initiale - 10 000U/mL
Concentration de la solution a préparer -
20U/ml (d 1/500)

Concentration finale - 10U/mL

Concanavaline a (Sigma)

Concentration initiale - 5mg/mL
Concentration de la solution a préparer -
10pg/mL (dilution = 1/500)

Concentration finale - 5ug/mL

Ajouter 100pL/puits de la solution voulue
dans plaque 96 puits a fond plat.

Ajouter ensuite  100pL/puits de la
suspension cellulaire & 20*10°cellules/mL
Incuber la (les) plaque(s) a 37, 5%CO,
pendant 16-18h (sur la nuit).

. J2:
1/ Ajout de Golgi Stop

Préparer la solution intermédiaire de
GolgiStop (BD Biosciences, 3,3uL
GolgiStop par mL de aMEM)

Enlever 100puL de milieu de chaque puits
Ajouter  25ul/puits de la solution
intermédiaire de GolgiStop.

Remettre les cellules en suspension a
l'aide d’'une pipette multicanale

Incuber la plaque pendant 6h + 30minutes
a 37T, 5%CO ,

2/Marquage de surface et fixation:

Transférer les cellules dans une plaque 96
puits a fond conique

Centrifuger (2000 tours/min. (800g),
1minute) et éliminer les surnageants par
retournement.

Ajouter 150uL/puits de PBS-1%SVF.
Centrifuger (2000 tours/min. (800g),
Iminute) et éliminer les surnageants par
retournement.

Ajouter 50uL/puits des anticorps de
phenotypage (BD Biosciences) dilués
dans PBS-1%SVF :

Anti-CD3-PE a 1/200 (clone 145-2C11) ;
Anti-CD4-PerCP a 1/600 (clone RM4-5
Anti-CD8-APC a 1/600 (clone 53-6.7)

Mélanger avec l'aide d'une pipette
multicanale

Incuber 15 minutes a température
ambiante, a I'obscurité

Ajouter 100uL/puits de PBS-1%SVF.
Centrifuger (2000 tours/min. (800g)
1minute) et éliminer les surnageants par
retournement.

Ajouter 150uL/puits de PBS-1%SVF.
Centrifuger (2000 tours/min. (800g)
1minute) et éliminer les surnageants par
retournement.

Ajouter 50 pL/puits de Cytofix/Cytoperm
(BD Biosciences) et mélanger avec une
pipette multicanale

Incuber 15 minutes a température
ambiante, a I'obscurité.

Ajouter 100uL/puits de Perm/Wash (BD
Biosciences)

Centrifuger  (2000rpm tours/min. (800g)
1minute) et éliminer les surnageants par
retournement.

Ajouter 150uL/puits de Perm/Wash.

A ce stade, la (les) plaque(s) peuvent étre
gardées a 4T en attendant la suite du
marquage (une nuit ou, en cas de
probleme, jusqu’a 4 jours).

. J3:

1/ Marquage intracellulaire

Centrifuger (2000 tours/min. (800g)
1minute) et éliminer les surnageants par
retournement.

Ajouter 50pL/puits d’anticorps anti-IFNy-
Alexa488 (BD Biosciences, clone
XMG1.2) dilué au 1/400 dans du
Perm/Wash et mélanger avec une pipette
multicanale

Incuber 15 minutes a température
ambiante, a I'obscurité

Ajouter 100uL/puits de Perm/Wash .
Centrifuger (2000 tours/min. (800g)
1minute) et éliminer les surnageants par
retournement.

Ajouter 150uL/puits de Perm/Wash.
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Centrifuger (2000 tours/min. (800gq)
1minute) et éliminer les surnageants par
retournement.

- Si la méme plaque a fond conique va
étre utilisée pour le passage au
cytometre :

Ajouter 200uL/puits de PBS-1%SVF et
mélanger les cellules avec une pipette
multicanale en évitant de faire des bulles.

- Sinon:

Ajouter 100pL/puits de PBS-1%SVF,
mélanger les cellules avec une pipette
multicanale et transférer dans une plaque
a fond rond préalablement remplie avec
150uL/puits de PBS-1%SVF.

2/ Passage au cytometre (BD,
FacsCalibur) en utlisant HTS plate
loader

Remplir les puits vides destinés au lavage
avec de I'eau distillée.

Lancer le programme PlateManager (BD
Biosciences)

Indiquer :

Type de plaque : fond conique (V) / fond
rond (U)

Mode : Standard

Volume d'échantillon: 170uL - 200pL
(selon les plaques - fond V ou U)

Vitesse d'acquisiton de 05 a 2
pL/seconde (ne pas dépasser 5000
événements/seconde)

Définir le schéma de plaque.

Sauvegarder le fichier HTS

Lancer la lecture.

* MODE Analytique

1/ Définition des gates et exportation
des données (CellQuest, BD et/ou
FlowJo, Tree Star)

Afficher dot-plot FSC-SSC

Definir la région morphologique (R1),
établir G1=R1

Afficher dot-plot SSC-FL2(CD3-PE)
(restreint aux événements du G1)

Définir la région de cellules CD3 positives
(R2), établir G2=G1 and R2

Afficher dot-plot FL3(CD4-PerCP)-
FL4(CD8-APC) (restreint aux événements
du G2)

Définir les régions de cellules CDA4
positives (R3) et CD8 positives (R4) sans

prendre en compte les cellules
doublement positives (CD4 et CD8)

Etablir G3=G2 and R3 et G4=G2 and R4

Afficher les dot-plots SSC-FL1(IFNy-
Alexa488) restreints aux événements du
G3 et G4

Définir les régions de cellules IFNy
positives R5 et R6 pour G3 et G4
respectivement

Etablir les gates G5=G3 and R5; G6=G4
and R6

Veérifier la position des gates pour tous les
échantillons.

Afficher les valeurs statistiques des gates.

Exporter les statistiques en feuille Excel
en utilisant la fonction Batch.

2/ Calcul du pourcentage de cellules
IFNy positives (Excel)

Pour chaque condition expérimentale:
Calculer le pourcentage brut de
CD4+IFNy+ (G5/G3 x 100)

Calculer le pourcentage brut de
CD8+IFNy+ (G6/G4 x 100)

Calculer le pourcentage net de cellules
IFNy+ sur CD4 et/ou CD8 pour chaque
condition de stimulation en soustrayant au
pourcentage brut celui trouvé pour la
méme souris en condition « milieu seul ».

Seuil de positivité :

Calculé en prenant 3 fois I'écart-type des
conditions «milieu seul» pour I'ensemble
des souris du protocole.

Si le seuil ainsi calculé est inférieur au
seuil de détection d'événements rares*
(voir tableau ci-apres), utiliser ce dernier.

Seuil de détection d’évenements rares : il
est calculé en prenant en compte
1) le nombre moyen d’événements CD4
ou CD8 (calculé pour les lignées HLA-A2
ou HLA-B7 a partir des protocoles
réalisés sur 2 ans)

2) la valeur de 25 événements dans la
gate d'intérét qui correspond au nombre
d’événements rares pour un CV de 20%
(calcul d’événements rares CV =100/125)

CD4 CD8
Souris
HLA-A2 0,028% | 0,244%
Souris
HLA-B7 0,032% | 0,095%
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E. Détection ex vivo des lymphocytes T cytotoxiques

*+ SOLUTIONS A PREPARER

Milieu a-MEM complet (réactifs Gibco)
500 mL milieu a-MEM

+50 mL SVF (10% final)

+4 mL pénicilline / streptomycine (PAN
Biotech, 80U/mL et 80ug/mL final)

+5 mL L-glutamine (2mM final)

+5 mL Hepes (10mM final)

+5 mL Sodium Pyruvate (1mM final)

+5 mL d’acides aminés non essentiels (1X
final)

+0,5 mL B-mercaptoethanol (50uM final)

Milieu DMEM ou RPMI complet pour les
cellules cibles (réactifs Gibco)

500 mL milieu DMEM ou RPMI

+50 mL SVF (10% final)

+4 mL pénicilline / streptomycine (PAN
Biotech, 100 U/mL et 100ug/mL final)

+5 mL L-glutamine (2mM final)

A noter, pour les CEM, il est préférable
d’ajouter également des acides aminés
non essentiels, de I'hnépes et du sodium
pyruvate (mémes quantités que pour le
milieu a-MEM).

« MODE OPERATOIRE
« J1: Mise en culture

1/ Broyage des rates

Récupérer les rates dans boite de Pétri ou
tubes contenant 5 & 10 mL de oaMEM
complet

Broyer dans boite de Pétri a l'aide d'un
piston de seringue

Transférer les cellules dans un tube
Rincer la boite avec 5 a 10 mL de milieu
Laisser décanter

Transférer dans un autre tube

Numérer les splénocytes au microscope
ou au cytomeétre

Centrifuger (5 minutes, 1500 tours/min.
soit 450Q)

2/ Mise en culture

Plaque 24 puits: Prévoir au minimum 3
puits/souris/peptide a tester. Ajuster en
fonction du nombre de cellules effectrices
nécessaires a J7.

Reprendre les cellules en aMEM complet
& 20.10°cellules/mL.

Déposer 500uL/puits soit 10.10° cellules /
puits.

Ajouter 500uL/puits de la solution
« peptide + IL-2 » suivante :

Peptide

Concentration initiale - 10 mM
Concentration de la solution a préparer -
20uM (dilution = 1/500)

Concentration finale peptide - 5 uM

IL2 (Peprotech)

Concentration initiale - 10 000 U/ml
Concentration de la solution a préparer -
20 U/ml (dilution = 1/500)

Concentration finale IL2 - 5 U/ml

Incuber 1h30 a 37C
Ajouter 1 mL de aMEM complet.
Incuber 5 jours a 37C

e J5 ou J6 : Restimulation

Prévoir une restimulation a 5.10°
cellules/puits et prévoir de récupérer
environ 80 & 100.10° cellules/rate. A partir
de 1a, prévoir le nombre suffisant de souris
naives pour la restimulation

1/ Irradiation des rates

Broyer les rates comme a JO. Plusieurs
rates (max 5) peuvent étre mises dans un
seul tube 50 mL. Mettre 10 mL de
milieu/rate.

Récupérer les cellules dans un tube apres
décantation.

Faire irradier les cellules : irradiation a au
moins 30 Greys (a ce jour (Avril 2008),
irradiation a 200%, 1950 secondes, sur
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irradiateur ENS Lyon avec source a 0,66
grey/min).

Centrifuger les cellules (5 minutes, 1500
tours/min soit 4509)

Resuspendre les cellules en oMEM
complet (compter environ 10 mL de
milieu/rate)

Numérer au microscope ou au cytometre

2/ Mise en culture

Ajuster le volume de aMEM complet pour
étre & 5.10° cellules/mL.

Répartir les cellules en tubes : 1 tube pour
chaque peptide de restimulation.

Ajouter dans chaque tubele peptide
spécifique et I'lL2 a raison de :

Peptide - 10uM final (dilution au 1/1000 de
la solution initiale a 20mM)

IL2 - 10U/mL final (dilution au 1/1000 de la
solution initiale a 10000 U/mL)

Incuber les splénocytes irradiés
+peptide+IL2 1h30 a 37T en tubes.

Enlever 1 mL dans chaque puits des
plagues 24 puits.

Ajouter 1mL/puits de (splénocytes irradiés
+peptide+IL2) soit 5.10° cellules/puits.
Concentration finale peptide - 5uM
Concentration finale IL2 - 5U/mL

3/ Cellules cibles

Passer les cellules cibles pour les
amplifier suffisamment pour J7

e J70uJ8:TestCTL

1/ Cellules cibles (EL4 S3- Rob HHD ou
CEMB7B7Kd)

Numeérer les cibles.

Il faut 50000 cibles / puits.

Prévoir des puits contrdles (cibles seules
chargées ou non avec les différents
peptides, 4 puits par type de cibles) en
début de 1°° et fin de derniére plaque

En fonction du nombre de souris et de
peptides, compter le nombre de cellules
nécessaires / type de cibles, multiplier par
2 (car risque de perte au cours du
marquage et des lavages)

Préparer autant de tubes que de types de
cibles (prévoir aussi des cibles non

chargées) (ATTENTION maximum 4.10°
cellules par tube, si plus de cellules
nécessaire répartir dans 2 ou plusieurs
tubes).

Centrifuger (5 minutes, 1500 tours/min.
soit 450Q)

Reprendre dans 500 pL de milieu RPMI ou
DMEM complet.

Charger les cellules en suspension avec
les peptides d’intérét : 100uM final soit 5ul
de peptide a 10mM dans 500 pL de
suspension cellulaire.

Incuber au moins 1H a 37C

2/ Cellules effectrices (splénocytes de
souris)

Récolter les cellules a la P1000

Ajuster le volume pour avoir un volume
équivalent dans tous les tubes.

Numeérer les cellules.

Préparer une suspension a
5.10%ellules/mL  (nécessit¢é  7,5.10°
cellules/souris/peptide).

Déposer les cellules effectrices en plaque
96 puits a fond U et les diluer comme
suit (prévoir sur une plaque séparée des
puits contrdles contenant les cibles seules,
les effectrices seules et les cibles
chargées ou non avec les effectrices pour
effectuer les réglages) :

Déposer 100uL/puits de milieu aMEM
complet dans les puits contrdles (cibles
seules) et les puits des ratios 3,3/1; 1/1;
0,3/1

Déposer 150 pL de cellules effectrices
dans les puits correspondant aux ratios
10/1.

Ce qui correspond a 7,5.10° cellules/puits

Diluer les cellules effectrices au 1/3 (3
dilutions en série de 50 pL dans 150 pl
total) sur toutes les lignes. Reste

100uL/puits.
a> 7>
a> >

D 150 pL cellules effectrices
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Les ratios E/T testés ainsi seront ;
10/1, 3,3/1, 1/1, 0,3/1
Ajouter les cibles 100uL/puit

Mettre & 37<C pendant 4h.

3/ Marquage des cellules cibles au
CFSE

Rajouter 500uL/tube de milieu RPMI ou
DMEM complet.

Ajouter le CFSE (Invitrogen, dilution 1/10
de la solution mére de CFSE (5mM) dans
PBS 1X puis ajouter 20 puL de solution
diluée dans 1 mL de milieu contenant les
cellules). Concentration finale CFSE:
10uM

Incuber précisément 10 minutes a 37<C,
au bain marie

Arréter la réaction avec du milieu RPMI ou
DMEM complet froid (+4C).

Centrifuger (5 minutes 1500 tours/min. soit
450q).

Laver 2 fois avec le milieu.

Reprendre les cellules dans du milieu
MEMa complet et les numérer.

Ajuster la concentration a 5.10°
cellules/mL.

Distribuer 100 pL soit 50000 cibles dans
chaque puits.

Incubation 4H & 37<C.

Aprés cette incubation, garder les plaques
a +4<C jusqu’a la lecture au cytometre.

4/ Lecture des résultats (cytométre,
FACS Calibur, BD, passeur de plaques)

Réglages / Analyses

Ajouter du d’iodure propinium (PI, Sigma,
dilution au 1/100° de la solution mere
(10mg/mL), puis ajouter 10pL/puits) dans
les puits de la plaque de réglages,
transférer dans des tubes FACS contenant
200 pL de milieu MEMa complet. Effectuer
les réglages en mode tube.

Le marquage CFSE sera Iu en FL1 et le
marquage Pl en FL3 (peut aussi étre lu en
FL2 mais meilleur lecture en FL3).

Document acquisition/analyse type :
Sur un doc Cell Quest Pro faire :

-un dot plot FSC/SSC sur lequel définir
une gate comprenant la majorité de la
population de cellules cibles d’intérét sans
les débris (seuil environ 200/200).
Attention il faut prévoir une gate un peu
large la morphologie des cellules cibles
changeant lorsqu’il y a une forte lyse
(diminution FSC, augmentation SSC).

-un 2°™ dot plot avec FL1 (CFSE) et FL3
(PI). Restreindre ce dot plot aux cellules
inclues dans G1. Définir 2 régions sur ce
dot plot. Une région R2 pour les cellules
CFSE + et PI+ (correspondant aux cellules
cibles lysées, cadran supérieur droit). Une
région R3 pour les cellules CFSE+ et PI-
(cellules cibles non lysées, cadran
inférieur droit).

Un seuil en FL1 pourra aussi étre défini (&
environ 10%) pour éviter que les cellules
effectrices avec une forte
autofluorescence ne « bavent » dans R2
ou R3

Définir  également une gate G2
correspondant & R2 + R3 qui correspond
au nombre total de cellules cibles
analysées et définir de compter 10 000
évenements dans cette gate.

Pour faire tous ces réglages, passer des
cellules cibles seules non chargées,
chargées, des cellules effectrices seules
(pour veérifier qu’elles ne débordent pas
dans R2 ou R3), puis un mélange de
cibles non chargées + cellules effectrices
et cellules chargées + effectrices pour
s'assurer que tout est OK (attention il se
peut qu’il y ait des changements de
morphologie important entre cibles seules
et mélange).

Une fois les réglages effectués (a la fin
des 4h d’incubation a 37<C) :

Ajouter le PI (dilution au 1/100° de la
solution mére de Pl (10mg/mL), puis
ajouter 10pL/puits) dans les puits des
plaques a analyser.

Puis ajouter 40uL/puits de milieu pour
atteindre 250uL/puits (volume nécessaire
pour passer avec le passeur de plaques
sur le cytométre).

Passer les échantillons au FACS en mode
plagues (standard).
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Paramétres du passeur :
volume prélevé : 200 pL
vitesse : 3uL/seconde
nombre de mix : 2

Temps estimé : 1h-1h30 par plaque.
5/ Analyse des résultats

Ouvrir Cell Quest (BD) puis le document
d’acquisition/analyse

Ajuster les différentes gates, en faisant
défiler les fichiers correspondant aux
différents puits et aux différentes plaques
afin de trouver les meilleurs parametres
pour I'ensemble des puits de I'ensemble
des plaques.

Pour chacune des plaques, utiliser la
fonction «batch » pour extraire les
données sous forme d’un fichier Excel.

Calcul de la lyse spontanée par type de
cellules cibles

Valeurs obtenues au niveau des puits
contrbles avec cellules cibles seules dans
du milieu

Lyse spontanée = nb cibles mortes/nb
cibles totales (mortes + vivantes)X100
Calcul de la lyse

Pour chaque puits contenant des
effectrices et des cibles, calculer le
pourcentage de lyse :

% lyse = nb cibles mortes/nb total cibles
(vivantes + mortes) X100

Puis retrancher la lyse spontanée
moyenne des cellules cibles
correspondant & chaque condition

La lyse obtenue avec les cellules cibles
non chargées sera qualifiée de lyse non
spécifique .

Calcul de la lyse spécifique

Pour chaque ratio/peptide/souris

Lyse spécifique = lyse obtenue avec les
cibles chargées — lyse non spécifique

Seuil de positivité :

La lyse spécifique est considérée comme
positive si elle est supérieure a 20% et
supérieure au moins de 10% a celle
observée dans les mémes conditions pour

la souris contrble négatif.
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F. Epreuve alternative a Listéria monocytogenes

* SOLUTIONS A PREPARER

PBS/Triton 0,1% stérile

Ajouter 500 pL de Triton 100X (Sigma)
pour 500 mL de PBS

Filtrer & 0,22 um avant utilisation.

BHI gélose/kanamycine

Dans une bouteille de 500 mL,

- peser 15,69 de poudre BHI agar (Fluko)

- ajouter 300 mL d’eau déionisée (milliRo)
- chauffer au micro-onde (environ 3min),
jusgu’a obtenir une solution limpide

- faire stériliser la solution

Pour couler la gélose en boites de pétri,
refaire chauffer au micro-onde (en mode
décongélation).

Répartir la solution en falcon 50 mL et
ajouter 150 pL de kanamycine (Invitrogen)
lorsque sa température a baissé et que
'on peut tenir le tube a pleine main.
Couler ensuite environ 10 mL de solution
par boite de pétri et répartir.

Conservation des boites a I'envers a 4C
pendant environ 10 jours.

« MODE OPERATOIRE
1/ Généralités

- La manipulation de la Listeria
monocytogenes se fait sous la hotte
prévue a cet effet et toujours avec des
cbnes a filtres. Le manipulateur doit porter
une deuxieme paire de gants, une
seconde blouse et des manchettes. Tout
le matériel doit étre décontaminé dans la
javel avant d’étre jeté ou nettoyé. Les
surnageants sont jetés dans la javel et
décontaminés pendant 24h. Pour plus de
détails, se reporter aux procédures.
Indiguer grace au panneau sur la porte si
des manipulations sont en cours.

- Les difféerents stocks de Listeria
exprimant la protéine NS3 sont dans les
boites glycérols Laurence a -80C : Tubes
notés A, B, C, D, E et F (20 pL de glycérol
dans 2 mL BHIl/kanamycine 30pg/mL),
tous sont vérifiés pour I'expression de NS3

- Les souris immunisées avec le protocole
d’intérét sont challengées 15 jours apres
la derniere immunisation. D’autres souris
peuvent étre utilisées comme témoin
positif si elles sont immunisées avec une
injection de Listeria a 0,1LD50, 15jours
avant le challenge.

2/ Obtention des colonies

A partir du glycérol ou d’un bouillon, étaler
directement la bactérie sur une gélose
BHI. Laisser & température ambiante 2 & 3
jours jusqu’a I'apparition des colonies.
Conservation des géloses au frigo
pendant 1 mois ensuite renouveler la
culture.

3/ Immunisation des souris

- J1 Remise en suspension des
bactéries

Ensemencer 2 ou 3 colonies isolées avec
loese dans 2 mL de BHI bouillon
(Biomérieux) + 6 pL kanamycine (30pg/mL
final)

Laisser une nuit sous agitation a
température ambiante

- JO  Préparation de la solution a
injecter

Mesurer la DO a 600nm et appliquer la
formule suivante :

Titre en cfu/ mL = 1,3.10°xDO - 0,13.10°
Cette formule est applicable pour
0,9<DO0O<1,7.

Le bouillon est ensuite dilué en PBS pour
obtenir la concentration désirée pour
réaliser une immunisation ou le challenge
des souris a raison de 100uL par souris a
injecter.

- Doses

C57BI6 : 1LD50 = 9 107 cfu

Dose challenge : 1 LD50
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Dose immunisation pour témoin positif :
0,1 LD50

- Injection : par voie intraveineuse reétro-
orbitale  aux  souris  préalablement
anesthésiées avec un mélange Kétamine-
xylazine (préparation selon les
recommandations du PBES, Lyon)

- Titration de la solution injectée (le jour

de l'injection)

Dilutions en série (10" & 107): 100uL
dans 900puL de PBS/Triton 0,1%

Plater sur BHI gélose/kanamycine, 100uL
des dilutions d'intéréts :

- pour un challenge, dilutions 10° et
10" pour souris C57BI6

- pour une immunisation, dilutions
10 et 10 pour souris C57BI6

Etalement avec billes de verre stériles.

Incubation des boites 2 a 3 jours a TA
Numération du nombre de colonies sur la
boite pour déterminer la dose réelle
injectée a chaque souris.

3/ Titration du Taux bactérien résiduel
- 48h apres le challenge :

Pré-peser des tubes eppendorfs (4
tubes/souris)

Sacrifier les souris et prélever 2
échantillons de rate et 2 échantillons de
foie en eppendorfs (Prélévement de
morceaux <1/4 de la rate et <1/8 du foie)
Peser a nouveau les tubes + échantillons,
afin de déduire le poids des échantillons.
Ajouter 100 pL de PBS/Triton 0,1% par
tube.

Congélation des échantillons a -20c

- Traitement des organes

Décongeler les échantillons et les broyer
avec le broyeur.
Rincer I'embout avec 900 pL de
PBS/Triton 0,1% volume final pour
titration de 1 mL

Une fois décongelés, les organes ne
peuvent étre recongelés. lls peuvent étre
conservé a 4T mais les titres seront
augmentés car la Listeria pousse a cette
température.

Variable en fonction de la santé des souris
lors du sacrifice.

- Souris témoin négatif ou non
immunisées : 10 3 4t

- Souris immunisées ; 10°% % 3et-4

- Souris contrbles positifs (TC-
LNS3 immunisées) : pur, 10" 2

Procéder aux dilutions en série : 100 pL
dans 900 pL de PBS/Triton 0,1% (les
cbnes sont changés a chaque dilution)
Plater sur BHI gélose/kanamycine, 100 pL
des dilutions choisies pour chaque groupe
(simplicate : 1 boite/dilution)

Etalement avec billes de verre stériles
réutilisables.

Incubation 2 a 3 jours a température
ambiante.

Numeération du nombre de colonies sur les
boites

Calcul du titre avec le plus grand nombre
de colonies numérables (entre 50 et 500
maximum par boite) avec une dilution
correcte (cohérente)

Expression des résultats : log (cfu/mg) .

Si les résultats ne sont pas satisfaisants,

une titration du 2° échantillon de I'organe
est réalisée.
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G. ELISA pour la détection des anticorps anti-NS3 e

* SOLUTIONS A PREPARER

Coating Buffer (+4C )

0,45 g Azide Sodium (Sigma)

+ 50 mL PBS 10X

compléter a 500 mL d’eau déminéralisée
Ajuster a pH 9,5 en utilisant HCI 12N
(Prolabo) et/ou NaOH 2N (Merck)

PBS 1X
Diluer 10 fois PBS 10X dans de leau
déminéralisée

Solution de Lavage PBS1X/Tween 0,1%
1000 mL PBS 1X
+ 1 mL Tween 20

Solution de Saturation
3 g BSA (Sigma)
+ 100 mL PBS 1X

Solution de Dilution PBS1X/1%BSA
(+4C)

1gBSA

+ 100 mL PBS 1X

Solution Révélation OPD

1 tablette OPD (Sigma)

+ 1 tablette urée

+ 20 mL eau déminéralisée

bien vortexer et utiliser dans I'heure

Solution Stop HCl & 0,8M

670 pL d'HCI stock a 37% (d=1,19 ; 12N)
compléter a 10 mL d’eau déminéralisée
Alternative: Solution Stop H,SO, (Acide
sulfurique)

100 pL 24 0,8M ou 50 pL a 1,8M

« MODE OPERATOIRE

J-1: Coating

Coater les plaques avec 100 pL a 1pg/mL
de NS3 hel ou HBsAg

Incubation 1 nuit & +4C

t anti-HBsAg

J1 : Saturation

Faire 3 lavages

Saturer les puits avec 200 pL de Solution
de Saturation

Incubation 2h — 37C
Faire 3 lavages

Test

Dans plaque polypropylene a part, réaliser
des dilutions en série des sera

Transférer  100uL/puits dans plaque
MAXISORP (Nunc)

Incubation 1h — 37C

Faire 3 lavages

Conjugué couplé a la péroxidase

Diluer au 1/1000 les anticorps de rat anti-
IgG1 ou -lgG2a de souris (BD
Biosciences) OU au 1/2000 l'anticorps de
chévre anti-lgGtotaux de souris (Dako)
dans la Solution de Dilution

Déposer 100uL/puits

Incubation 1h — 37C

Faire 3 lavages

Révélation : sous la hotte chimique
Ajouter 100uL/puits de Solution de
Révélation

Laisser développer autant que nécessaire
la coloration dans [l'obscurité et a
température ambiante (de 5 a 20 minutes
en moyenne)

Ajouter 100uL/puits de Solution Stop

Lire a 492nm

Analyse :

L'absorbance du pré-bleed d'une souris et
d’une dilution donnée doit étre retranchée
a chacune des autres absorbances
obtenues pour cette souris a la méme
dilution.

Seuil de positivité

Est égal a 3 fois la moyenne de toutes les
absorbances des pré-bleed de
I'expérience.
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H. Analyses statistiques

Applicable aux protocoles :

- Annexes B et C. ELISpot IFNy murin splénocytes, ganglions lymphatiques et rates,

- Annexe D. Marquage intracellulaire des lymphocytes CD4+ et CD8+ sécrétant de I'lFNy,
- Annexe F. Epreuve alternative a Listéria monocytogenes,

- Annexe G. ELISA pour la détection des anticorps anti-NS3 et anti-HBsAg.

Analyse Statistique (Logiciel Statistica
8, StatSoft)

Dans colonne Varl mettre nom du groupe
(ex : aaaa, bbbb...)

Dans colonne Var2 mettre les données
brutes

Sélectionner : Statistiques > Tests Non
Paramétriques >  Comparaison de
plusieurs échantillons indépendants

(groupes)

Définir les variables (Varl : indépendante,
Var2 : dépendante) > Synthése : ANOVA
de Kruskall-Wallis

Si des groupes sont significativement
différents (p<0.05), procéder a I'analyse 2
az2

Sélectionner : Statistiques > Tests Non
Paramétriques > Comparaison de deux
échantillons indépendants (groupes)

Définir variables (Varl: indépendante,
Var2 : dépendante) > entrer les 2 groupes
a comparer (ex:avs b, cvse...)>fairele
Test U de Mann-Whitney
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RESUME en francais

La découverte d’'adjuvants de vaccination est en pleine expansion dans un contexte
reglementaire de plus en plus strict. L'objectif de ce travail de thése a été de proposer un
adjuvant hautement caractérisé de la famille de la lysophosphatidylcholine (LPC) pour un
développement clinique. Il avait été précédemment montré que la LPC d'ceuf de poule
présentait des propriétés adjuvantes in vitro et in vivo. Cependant, il s’agit d'un mélange
hétérogéne d’espéces moléculaires de LPC peu exploitable en clinique. Nous avons donc
cherché a 1/ cribler in vitro 5 différentes especes moléculaires de LPC ayant des activités
adjuvantes, et 2/ évaluer chez la souris I'aptitude des molécules sélectionnées a induire des
réponses humorales et cellulaires.

Deux candidats, les LPC C16 :0 et C18 :0, induisent in vitro la maturation de cellules
dendritiques humaines caractérisée par I'augmentation de I'expression des marqueurs de
surface, la production de chimiokines pro-Thl et I'engagement vers un profii Thl de
lymphocytes T CD4+. Chez la souris, l'injection i. v. des candidats induit une réponse
inflammatoire transitoire et modérée au profil Th2 (IL-5, IL-6). De plus, ces especes induisent
une réponse humorale spécifique contre 3 antigénes viraux apres injection s. c. ou i. m. (NS3
du VHC, HBsAg du VHB et gp120 du VIH), proche de celle obtenue avec l'alun et a des
doses faibles supposées non toxiques. Dans ces modéles, en revanche, les LPC
individuelles ne semblent pas induire de réponses cellulaires spécifiques.

L’ensemble de ces résultats ouvre d'intéressantes perspectives pour I'utilisation des
LPC C16:0 et C18:0 en tant gu'adjuvants de vaccination de réponses immunitaires
humorales.

TITRE en anglais
Description of single lysophosphatidylcholine species with adjuvant features as
candidates for clinical development

RESUME en anglais

The evaluation of new vaccine adjuvants is growing fast in a stringent regulatory
environment. The aim of this thesis project was to propose a highly defined adjuvant derived
from the lysophosphatidylcholine (LPC) for clinical development. It has been previously
shown that an egg-derived LPC has in vitro and in vivo adjuvant features. However, it is
composed of a heterogeneous mixture of molecular species of LPC, thus precluding its
clinical evaluation. Therefore, we decided to 1/ screen in vitro 5 single species of LPC for
their adjuvant properties, and 2/ evaluate in the mouse model the ability of selected
compounds to induce humoral and cellular responses.

Two candidates, the C16:0- and C18:0-LPC, induce in vitro maturation of human
dendritic cells as defined by an upregulation of the expression of surface markers, production
of pro-Thl chemokines, and engagement of CD4+ T lymphocytes towards a Thl profile. In
mice, i. v. injection of both candidates triggers a transient and moderate inflammatory
response with a Th2 profile (IL-5, IL-6). In addition, these species initiate specific humoral
responses against 3 viral antigens following s. c. or i. m. injection (NS3 from HCV, HBsAg
from HBV and gp120 from HIV), close to what is achieved with alum and at low doses
expected to be safe in humans. In these models, however, single LPC do not mediate
specific cellular responses.

Overall, these results open interesting perspectives for the single C16:0- and C18:0-
LPC as vaccine adjuvants for the induction of humoral immune responses.

DISCIPLINE
Immunologie

MOTS-CLES
Adjuvant, lysophosphatidylcholine, vaccin, hépatite C, hépatite B, virus de
'immunodéficience acquise, développement clinique

240



INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE :

TRANSGENE S.A., Département des Maladies Infectieuses, Centre d’'Infectiologie, batiment
Domilyon, 321 avenue Jean Jaurés, 69007 Lyon, France

INSERM, U851, 21 Avenue Tony Garnier, Lyon, 69007, France

241



