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Avant-propos

La peau représente la premiére ligne de défense face aux agressions physiques et/ou biologiques
provenant de I’extérieur. Sa structure et les cellules qui la compose sont dédiées a la protection de
I’organisme. L’épiderme et le derme qui la constitue sont caractérisés par la présence d’un grand
nombre et d’une grande diversité de cellules présentatrices d’antigenes (CPAs), qui contribuent a la
surveillance et au maintien de 1’homéostasie de la peau. D’autre part, la peau étant un organe
fortement irrigué, elle permet le recrutement de cellules inflammatoires qui jouent aussi un role lors de

la réponse immunitaire.

Le principe de la vaccination repose en grande partie sur le ciblage de I’antigene aux CPAs, et a
I’induction d’un microenvironnement inflammatoire favorable a leur recrutement et leur activation. De
ce fait, la peau représente un site privilégié pour la vaccination, car elle permet le ciblage de
populations cellulaires uniques et spécialisées, retrouvées en nombre supérieur dans le derme par
rapport au tissu sous-cutané ou au muscle. Le succés majeur de 1’éradication du virus de la variole a
confirmé le fort potentiel que représente la vaccination par la peau. Apres une période d’abandon, les
méthodes de vaccination cutanées suscitent de nouveaux intéréts. La meilleure compréhension du
potentiel immunologique des cellules inflammatoires et des cellules résidentes de la peau, ainsi que la
nécessité d’améliorer I’immunogénicité des vaccins contre les maladies infectieuses et les cancers sont
des moteurs au développement de nouvelles stratégies innovantes ciblant le tissu cutané.

Pour autant, certains mécanismes clés de la vaccination méritent d’étre approfondis : (1) La nature et
la fonction des CPAs capables de favoriser I’initiation de la réponse immunitaire ; (2) Les réseaux
moléculaires et cellulaires impliqués dans l’immunisation de la peau; (3) L’orientation et
I’optimisation des réponses cellulaires pour une immunité adaptée au pathogéne. Ces parameétres sont
importants pour assurer une initiation optimale de la réponse innée, et un maintien de la réponse
adaptative. Les CPAs, et plus particulierement les cellules dendritiques (DCs) sont des acteurs clés de
I’immunité, faisant le lien entre I'immunité innée et adaptative. Les défis actuels consistent a

comprendre comment cibler les DCs de la peau pour accroitre efficacité vaccinale.

Lors d’une infection ou d’une vaccination, les DCs présentes dans les tissus capturent I’antigéne et
migrent vers les ganglions drainants ou elles interagissent avec les cellules T naives et promeuvent
leur différentiation et leurs fonctions effectrices. Parmi les différentes sous-populations de
lymphocytes T «helper» (Tp), les T helper folliculaires (Try) sont au cceur de nombreuses
publications depuis leur découverte dans les années 2000. Ces cellules sont spécifiquement dédiées au
développement et a la maturation des cellules B spécifiques de I'antigéne, et jouent donc un role

crucial dans I’établissement de la réponse humorale. Alors que de nombreuses études s’intéressent



désormais au role potentiel que peuvent jouer ces cellules dans diverses pathologies, les interactions
cellulaires et moléculaires qui gouvernent leur induction dans un contexte de vaccination restent
a élucider. La compréhension de ces mécanismes pourrait étre la clé au développement de vaccins
encore largement espérés, tel qu’un vaccin contre le Virus de I’'Immunodéficience Humaine (VIH),
dont I’objectif principal serait 1’établissement d’une réponse humorale spécifique, neutralisante, et a

large spectre.

Mon projet de thése a eu pour but de mieux comprendre les mécanismes immunitaires par lesquels la
vaccination intradermique favoriserait I’induction des réponses cellulaires de type Try et humorales,
par I’étude des événements précoces ayant lieu aux sites d’immunisation et d’induction de I’'immunité
adaptative. Afin d’étudier ces phénomeénes, j’ai utilisé différents antigénes modeles étudiés dans
I’équipe et par nos collaborateurs, pertinents dans le cadre du développement d’un candidat vaccin
anti-VIH.

Les conclusions apportées par mes travaux permettent de dégager des pistes de réflexion sur des

stratégies d’amélioration des réponses Try et humorales induites aprés vaccination.



Etat de I’art

1. Potentiel de la peau en vaccination et mécanismes

immunitaires

Avec une surface allant jusqu’a 2 m* et un poids moyen de 5 kg chez 1’homme, la peau représente
I’organe le plus étendu et le plus lourd du corps humain. Elle assure de nombreuses fonctions
essentielles telles que la protection contre les agressions externes, la thermorégulation, I’excrétion, la
synthése de la vitamine D ou encore un role sensoriel (mécanique, douleur, température).

Pour assurer son rdle protecteur de I’organisme, la peau a développé un environnement immunitaire
particulier et spécialisé, initialement décrit sous le nom de « Skin-Associated Lymphoid Tissues » ou
SALT (Streilein, 1983). Cet environnement est peuplé de nombreux acteurs, chargés a la fois de
tolérer les cellules du soi et les organismes commensaux de 1’épiderme, tout en étant capables de
répondre aux menaces biologiques extérieures. Ils s’intégrent dans un réseau dense et structuré de
vaisseaux lymphatiques et sanguins, établissant une connexion avec les organes lymphoides ainsi
qu’avec le reste de I’organisme. La vaccination cutanée regroupe un ensemble de techniques a la fois
anciennes (scarification) ou récemment développées (vaccination transcutané, etc.) qui ont toutes pour
but de cibler I’antigéne aux populations de cellules présentatrices d’antigéne de la peau.

Afin de mieux comprendre le potentiel que représente la vaccination par la peau dans le
développement de futurs vaccins, il est nécessaire d’étudier en profondeur les particularités
structurelles et biologiques du réseau cutané, ainsi que les processus de mise en place de la réponse

immunitaire apreés vaccination par la peau.

1.1 Structure de la peau humaine et murine

Chez I’homme et la souris, la peau est organisée en couches de compositions et d’épaisseurs

différentes : I’épiderme, la jonction dermo-épidermique, le derme, et ’hypoderme (Figure 1).

L’épiderme forme la couche superficielle de la peau. Il est peuplé a 90 % par des kératinocytes, dont
les différentes positions et morphologies permettent de diviser I’épiderme en 4 strates, qui sont, en
partant de Dextérieur: (1) La couche cornée, qui est composée de kératinocytes morts mais
biochimiquement actifs, anucléés et remplis de kératine nommeées cornéocytes. Ils constituent la
principale barriére physique entre 1’organisme et 1’extérieur (Proksch et al., 2008). (2) La couche
granuleuse, composée de keratinocytes dont le noyau est en voie de dégénérescence, qui contribuent
au remplissage des espaces intercellulaires. (3) La couche épineuse, ou couche de Malpighi, contenant

des kératinocytes ainsi que des mélanocytes et des cellules immunocompétentes (cellules de



Langerhans et lymphocytes T). (4) La couche basale, ou couche germinative, si¢ge du renouvellement
de I’épiderme. Les kératinocytes y forment une seule assise de cellules en division, d’ou la cellule fille
migre vers les couches extérieures pour atteindre la partie terminale de I’épiderme en environ 28 jours

chez ’homme (Kolarsick et al., 2011).

La membrane basale (ou jonction dermo-épidermique) sépare 1’épiderme du derme et est constituée
d’une fine couche poreuse constituée de fibres (protéoglycane, collagéne IV et glycoprotéines de
structure). Cette interface est dynamique et permet des échanges chimiques et cellulaires entre le
derme et I’épiderme. Ce dernier n’étant pas vascularisé, I’apport en nutriments est dépendant du derme

et se fait a la membrane basale (Breitkreutz et al., 2013).

Le derme est un tissu de type conjonctif formé principalement de fibres ¢lastiques et de collagéne,
conférant & la peau sa souplesse et son assise. Les principales cellules qui le composent sont des
fibroblastes (participant a la synthése de la matrice extracellulaire) (Kolarsick et al.,, 2011).
Contrairement a 1’épiderme, de nombreuses populations de cellules immunitaires peuplent le derme,
telles que différentes populations de DCs, ainsi que des macrophages, lymphocytes T CD4+ et CD8+,
lymphocytes B, etc., (Heath and Carbone, 2013). Le derme est vascularisé par de nombreux vaisseaux
sanguins et lymphatiques permettant notamment le recrutement de cellules inflammatoires du sang et
la migration des cellules de la peau vers le ganglion drainant. Le derme contient également de
nombreuses fibres sensorielles dont le role dans 'immunité inné a été démontré récemment (Riol-

Blanco et al., 2014; Kashem et al., 2015).

L’hypoderme, ou tissu sous-cutané est, comme son nom l’indique, une couche située sous le derme.
C’est un tissu adipeux richement irrigué, peuplé principalement d’adipocytes assurant des fonctions de
réserve énergétique et des fonctions endocrines (sécrétion de leptine et d’aromatase) (Kolarsick et al.,
2011). Malgré sa faible teneur en cellules immunitaires résidentes (principalement des macrophages),

le tissu sous-cutané reste I’une des voies de vaccination les plus utilisées avec la voie intramusculaire.

Les follicules pileux produisent les poils, contribuent a la sécrétion de sébum, et constituent un
réservoir pour plusieurs cellules souches de I’épiderme. Leur nombre est constant et invariable dans
I’espéce humaine, les différences inter-individus résultent des variations de type de poil. Longtemps
pensé comme étant dénué de réle immunologique, il a été montré que les follicules pileux servent de
porte d’entrée aux progéniteurs des cellules de Langerhans, via la sécrétion de chimiokines par les

kératinocytes (Nagao et al., 2012).
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Figure 1 : Organisation des différentes couches de la peau.
(a) Représentation schématique d’une coupe de peau humaine. (b) Agencement des cellules dans I'épiderme
humain (gauche) et murin (droite). D’apres (Solanas and Benitah, 2013).

Aparté 1 | Différences entre peau humaine et murine

En plus de certaines différences immunologiques (Mestas and Hughes, 2004), les peaux humaines et
murines présentent des particularités structurelles et physiologiques propres a chaque espéce. De fagon
générale, la peau de souris est plus souple et plus dense en follicules pileux que la peau humaine. Son
épiderme est plus fin et constitué¢ de moins de couches cellulaires (2 a 3 couches de kératinocytes contre
une dizaine pour I’homme), tout comme son derme (environ 100pm chez la souris contre plusieurs mm
chez ’homme). La peau de souris ne posséde pas de glandes sudoripares apocrines ni de papille dermique
(extensions du derme dans 1’épiderme). De plus, les mécanismes de la cicatrisation différent entre la souris

et ’homme (Wong et al., 2011)



1.2 Ganglions drainants de la peau

Le ganglion lymphatique est un composant essentiel de I'immunité adaptative en permettant la
rencontre des CPAs avec les lymphocytes T et B naifs (Willard-Mack, 2006). 11 est relié¢ a la peau par
des vaisseaux lymphatiques afférents, qui transportent 1’antigéne et les cellules des tissus vers le
ganglion. Il est également relié¢ au sang, par les veinules a endothélium épais (HEV), qui permettent
I’entrée des lymphocytes naifs et des précurseurs de DCs résidentes. Enfin, il est relié a d’autres
ganglions avec lesquels il forme une chaine, connectée par des vaisseaux lymphatiques efférents, dont
la lymphe fini par rejoindre le conduit thoracique (Forster et al., 2012; Girard et al., 2012).

Le ganglion lymphatique est un organe complexe et structuré, entouré¢ d’une capsule fibreuse riche en
collagene, et divisé en trois parties distinctes : Le cortex, le paracortex, et la médulla. La lymphe
récoltée par les vaisseaux lymphatiques afférents se déverse dans le sinus sous-capsulaire, un espace
situé sous la capsule, composé de cellules endothéliales lymphatiques (LY VE1+) et de macrophages
(CD169+, F4/80-). La lymphe traverse ensuite les différentes zones du ganglion en empruntant les
sinus corticaux avant de se jeter dans les sinus médullaires puis de quitter le ganglion par les vaisseaux

lymphatiques efférents (Figure 2).

Le cortex est situé sous le sinus sous-capsulaire et contient principalement des follicules B primaires
(« zones B ») constitués de cellules B et de cellules dendritiques folliculaires. Les follicules
secondaires formés lors de la reconnaissance de 1’antigéne par les cellules B sont appelés centres
germinatifs, et permettent la génération et la sélection des lymphocytes B sécrétant des anticorps de
haute affinité¢ (Victora and Nussenzweig, 2012). L’espace situé¢ entre les follicules B est appelé zone

interfolliculaire.

Le paracortex constitue la « zone T » du ganglion. Il est principalement composé de lymphocytes T
et de cellules dendritiques et constitue le site de la présentation antigénique. On y trouve également les

HEV permettant un apport constant en lymphocytes T naifs.

La médulla est un labyrinthe constitué de sinus drainant la lymphe et de cordons médullaires
contenant des cellules B différenciées et des macrophages (CD169-, F4/80+). De la médulla part le

vaisseau lymphatique efférent, rejoignant d’autres ganglions ou directement le conduit thoracique.
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Figure 2 : Architecture et organisation d’un ganglion lymphatique.
(a) Représentation schématique d’un ganglion (b) Coupe d’un ganglion de souris. Vert : CX3CR1; rouge : CD3;
Bleu : B220. Adapté d’apres (Immunity Image Resource).

1.3 Caractérisation et fonctions des cellules présentatrices d’antigene

de la peau

La peau est un organe trés riche en cellules présentatrices d’antigéne (CPAs). Ces cellules forment le
lien entre ’immunité innée et adaptative, en permettant la capture des pathogenes, la présentation de
I’antigéne aux lymphocytes T, et la spécialisation de I’immunité adaptative. La diversité des

populations et des fonctions des CPAs présentes dans la peau traduit un besoin du systéme



immunitaire a étre capable de répondre a tout type d’infection. Cette partie décrit de maniere détaillée

le phénotype et les fonctions attribuées aux différentes populations de CPAs de la peau (Figure 3).
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Figure 3 : Cellules présentatrices d’antigéne de la peau chez la souris a I’état basal.

D’aprés (Malissen et al., 2014).

1.3.1 Epiderme

Les cellules de Langerhans (LCs) sont les seules CPAs présentes dans 1’épiderme humain et murin et

représentent 1 a 5 % des cellules épidermiques. Elles sont principalement localisées dans la couche

épineuse de 1’épiderme, ou elles forment un réseau autour des kératinocytes, mais se retrouvent

¢galement dans le derme et les ganglions drainants la peau. Leurs caractéristiques principales sont leur

radiorésistance, leur origine développementale, leur longévité, et leur role d’immuno-surveillance de

la peau (Merad et al., 2008). Les LCs sont identifiables par leur expression constitutive de la langérine

(CD207) et la présence d’organelles intracytoplasmiques uniques appelés granules de Birbeck, jouant

un réle dans la prise en charge de I’antigéne. La langérine est un récepteur appartenant a la famille des

lectines transmembranaire de type II exprimé de facon homogéne a la surface des LCs humains et

murins qui, aprés activation par son ligand, est internalisée dans les granules de Birbeck. Cette

internalisation de la langérine est caractéristique de 1’activation des LCs (Valladeau et al., 2000,
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2003). Comme la langérine est également exprimée par une sous population de DC du derme, elle ne
représente pas a elle seule un marqueur fiable pour I’identification des LC dans d’autres tissus que
I’épiderme (Valladeau et al., 2002). Les LCs humaines et murines expriment ¢galement les molécules
cadhérine-E, permettant I’adhésion aux kératinocytes, EpCAM, CD205, et des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe Il (Tableau 1). De plus, les LCs humaines mais pas
murines expriment fortement la molécule CDla, permettant la présentation d’antigénes non
peptidiques aux cellules T (Hunger et al., 2004), ainsi que les molécules CD1c, DC-SIGN (CD209) et
HLA-DR.

L’origine développementale des LCs a été sujette & de nombreuses études, motivées par I’observation
initiale que le repeuplement de cette population n’est pas dépendante des cellules de la moelle osseuse
apres irradiation 1étale chez la souris (Merad et al., 2002). Cette étude a également révélée que chez
des animaux parabiotiques, dont la circulation sanguine est reliée chirurgicalement, les LCs des deux
animaux ne se mélangent pas, contrairement aux autres cellules myéloides. Ainsi, cette premiére étude
suggere qu’a 1’état basal, les LCs se maintiennent dans la peau de facon indépendante de la circulation
a partir de progéniteurs locaux. De fagon similaire, les LCs d’un patient ayant recu une allogreffe de
peau gardent 1’origine du donneur, méme 10 ans apres chirurgie (Kanitakis et al., 2011). L’utilisation
de modele murins de « fate mapping » a récemment permit d’élucider ’origine des progéniteurs
locaux des LCs, des monocytes dérivés du foie foetal en grande majorité, avec une contribution

mineure de macrophages dérivés du sac vitellin (Hoeffel et al., 2012) (Figure 4).

De fagon intéressante, il a été montré qu’en conditions inflammatoires, aprés exposition de la peau
avec de la lumieére UV, une autre population de LCs appelée « LCs a courte durée de vie » se
différencie a partir de monocytes inflammatoires et repeuple 1’épiderme. Ces cellules sont ensuite
remplacées par des « LCs a longue durée de vie » dont I’origine et le phénotype sont plus proche des
LCs résidents de 1’épiderme au niveau basal (Ginhoux et al., 2006; Seré et al., 2012) (Figure 4). Nagao
et al. ont élégamment démontré que le recrutement de ces monocytes précurseurs de LCs s’effectue
via les follicules pileux, sources de facteurs chimioattractants, tel que la chimiokine CCL2, sécrétés
par les kératinocytes (Nagao et al., 2012). Chez I’homme, les monocytes CD14+ du sang peuvent se
différencier en « DCs de type LCs » lorsqu’ils sont cultivés in vitro avec du GM-CSF et du TFG-B1.
Ces « mo-LCs » sont phénotypiquement proches des LCs de 1’épiderme et possedent des granules de

Birbeck (Picarda et al., 2016).
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Figure 4 : Modéle de développement des cellules de Langerhans en conditions basales ou inflammatoires.
Adapté d’apres (Malissen et al., 2014)

Conformément a leur réle « d’immuno-surveillants » de la peau, les LCs sont des cellules relativement
mobiles. A 1’état basal, il a été estimé que 2 a 3% des LCs circulent naturellement de la peau vers les
ganglions drainants, en passant par le derme ou elles peuvent étre identifiées comme étant « en route »
(Kissenpfennig et al., 2005). Contrairement aux cellules dendritiques du derme dont la migration vers
les ganglions dépend uniquement de 1’expression de CCR7, il a ét¢ montré que la migration des LCs
vers les ganglions se fait en deux temps. Leur migration de I’épiderme jusqu’au derme est régulée par
I’expression de CXCR4 et de son ligand CXCLI12 sécrété par les fibroblastes, puis la migration
jusqu’aux ganglions dépend de CCR7 (Ouwehand et al., 2008). Leur relative mobilité est associée a
une activité intense de recherche et de collecte de I’antigéne, caractérisée par I’extension et la
rétractation de leurs dendrites de fagon cyclique a travers les jonctions serrées de kératinocytes, décrite

sous le nom de dSSEARCH (Nishibu et al., 2006; Kubo et al., 2009).

De part leur positionnement stratégique, les LCs possédent deux principales fonctions : (1) En absence
de signaux de danger, leur réle consiste a surveiller I’environnement cutané et a tolérer les nombreux
organismes commensaux qui peuplent naturellement la peau ainsi que les antigenes du soi. De ce fait,
les LCs possédent des propriétés immunosuppressives et tolérogénes uniques (Shklovskaya et al.,
2011). Dans un modele murin d’hypersensibilité de contact, la déplétion sélective des LCs conduit a
une augmentation du nombre de cellules T spécifiques de [’antigéne, indiquant une fonction
régulatrice de la réponse immunitaire par les LCs (Igyarto et al., 2009; Bobr et al., 2010). Cette
fonction passe principalement par I’induction de cellules T régulatrices (Trpg) spécifiques de
I’antigéne, comme démontré dans le cadre d’une infection par Leishmania (Kautz-Neu et al., 2011), de
la dermatite de contact (Gomez de Agiiero et al., 2012), ou du ciblage de I’auto-antigene MOG aux
LCs (Idoyaga et al., 2013) chez la souris. Chez ’homme, les LCs promeuvent de facon constitutive la

prolifération et ’activation des Trgg mémoires résidents de la peau en absence d’antigéne étranger,
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alors que suite a une infection par C. Albicans, elles permettent 1’établissement de réponses non
régulatrices (Seneschal et al., 2012).

(2) A la suite d’une infection et/ou d’une vaccination cutanée, les LCs doivent étre capable de
répondre rapidement et d’assurer leur fonction de cellule présentatrice d’antigéne en migrant vers les
ganglions drainant et en initiant la réponse adaptative. Ainsi, plusieurs études ont démontré que les
LCs sont capables de présenter 1’antigéne aux cellules T naives et d’induire leurs fonctions auxiliaires
(T CD4+) ou cytotoxiques (T CD8+) (Igyart6 and Kaplan, 2013). Igyarto6 et al. ont montré que les LCs
sont nécessaires et suffisantes pour induire une immunité contre les champignons (C. albicans) et
contre les bactéries extracellulaires (S. aureus) via ’induction de cellules Ty17 (Igyarto et al., 2011).
De fagon similaire, les LCs sont capables de promouvoir des réponses de type Ty2 apres
sensibilisation de la peau par des antigénes protéiques, et des LCs humaines isolées de la peau misent
en culture avec des cellules T CD4+ allogéniques favorisent leur différenciation en Ty2 in vitro
(Nakajima et al., 2012; Segura et al., 2012).

La capacité des LCs a présenter I’antigéne de facon croisée aux cellules T CD8+ cytotoxiques a
longtemps été sujette a débat. En effet les principales études se sont révélées contradictoires, mais ne
prenaient pas en compte ’existence de la population de DC du derme exprimant la langérine (DC
Langerin+ du derme). Or cette population est particuliérement compétente en présentation croisée.
Plus tard, Henri et al. ont habilement démontré que les cellules Langérine+ du derme sont les seules
cellules capables de présentation croisée d’antigénes issus du soi, en utilisant un modéle murin dans
lequel les kératinocytes expriment constitutivement 1’antigéne ovalbumine a la membrane (Henri and
Poulin, 2010). D’autres études ont cependant démontré que les LCs sont capables de présenter
I’antigeéne aux cellules T CD8+ et d’induire leurs fonctions effectrices dans le cas d’une inflammation
cutanée induite par les récepteurs de type Toll (TLR). De méme, les LCs jouent un réle primordial
dans I’établissement des réponses T CD8+ spécifiques de I’antigéne aprés vaccination cutanée contre
le virus MVA (Liard et al., 2012). Ces différentes études suggerent que les LCs sont compétentes dans
la présentation croisée d’antigénes exogénes en conditions inflammatoires, mais que leur compétence
est limitée lorsqu’il s’agit de présenter des antigeénes du soi a 1’état basal, ou leur fonction tolérogene
et inductrice de Trgg est privilégiée.

La contribution des LCs a I’immunité humorale n’a été que peu étudiée. L’ intérét croissant pour les
cellules T folliculaires auxiliaires (Try), un sous-type de cellule T CD4+ indispensable a la génération
d’une immunité humorale, a permis de montrer que les LCs sont capables d’induire la différenciation
des cellules Try apres ciblage de ’antigene directement aux LCs, ainsi qu’apres infection cutanée par

C. albicans (Yao et al., 2015).

Chez I’homme, la plupart des études se rapportent a la capacité des LCs a activer et induire la
différenciation de cellules T naives in vitro. 1l a ainsi ét¢ montré que les LCs humains induisent

préférentiellement la différenciation des Ty2 (Furio et al., 2010; Klechevsky et al., 2008), Tyl7
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(Mathers et al., 2009), Ty22 (Fujita et al., 2009), et sont capables de présentation croisée aux T CD8+
(Banchereau et al., 2012; Klechevsky et al., 2008).

Ces ¢études, prises dans leur ensemble, suggerent que les LCs sont des cellules trés plastiques capables
de s’adapter au type de menace auquel elles font face. La combinaison de signaux qu’elles recoivent
de leur environnement, que ce soit en condition non-inflammatoires ou en présence d’un antigéne
étranger, ainsi que la nature méme de 1’antigéne rencontré et sa localisation, ont la capacité de

spécialiser les LCs vers I'immunogénicité ou la tolérance.

Les kératinocytes représentent plus de 90 % des cellules totales de 1’épiderme, et bien que leur
fonction principale soit structurale, elles possédent des caractéristiques immunologiques bien
particuliéres qui font de ces cellules un acteur clé de I’immunité cutanée. Les kératinocytes expriment
de nombreux récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogeénes (PRR), tels
que des récepteurs de type NOD, ainsi que les TLR 3, 4, 5, 9, et des lectines de type-C. La
reconnaissance de ces motifs par ces sentinelles de I'immunité inné déclenche une cascade de
production de molécules pro-inflammatoires, telles que les chimiokines CXCLS, 9, 10, 11, CCL2,
CCL20, le TNF-a, I’interféron de type I, et les interleukines IL-1, 6, 10, 18 et 33 (Di Meglio et al.,
2011; Heath and Carbone, 2013; Lebre et al., 2006). Sugita et al. ont montré que chez la souris, ces
signaux innés permettent d’augmenter les fonctions de présentation de 1’antigene par les LCs (Sugita
et al., 2006). De plus, I’expression de molécule de CMH de classe 1I par les kératinocytes permet dans
certaines circonstances de présenter I’antigéne aux lymphocytes T et de stimuler leur prolifération

(Nestle et al., 2009; Nickoloff and Turka, 1994).

1.3.2 Derme

Le derme est un composant essentiel de I’immunité cutané. Sa richesse en cellules immunitaires et son
réseau dense et structuré de vaisseaux sanguins et lymphatiques constituent un environnement propice
a I’établissement de réponses immunitaires fortes et adaptées au pathogéne.

Caractériser les différentes sous-populations de CPAs du derme s’avére difficile, car leurs phénotypes
peuvent varier selon la souche de souris étudiée, selon le contexte inflammatoire de la peau, et selon le
panel de marqueur utilisé pour les distinguer. Néanmoins, en conditions non inflammatoires dans la
peau humaine et murine, on peut distinguer 3 a 4 sous-populations principales de DC du derme qui se
différencient par leurs niveaux d’expression de certains marqueurs (Tableau 1), ainsi que par leurs
origines et leurs fonctions. Les modifications de I’environnement cellulaire qui surviennent pendant

I’inflammation seront détaillées dans la prochaine section de ce chapitre.

14



Etat basal

Inflammation

Marqueur phénotypique
(souris)

XCR1+DC/
Lang+ CD103+
DC

CD11b+ DC

CD11b- DC

LC

moDCs

DC
inflammatoires

CD45

+

+

+

CD11c

+

faible

faible

MHC class Il

++

++

++

+

+

CD11b

faible

++

faible

++

++

CD8

CD103

Langerin

++

EpCAM

++

CD24

faible

XCR1

Clec9A

CD205

ND

CCR2

+

CX3CR1

++

F4/80

+

CD172a (Sirpa)

faible

CD64

Ly6C

CD301b

population

Marqueur phénotypique
(homme)

CD141+ DC

CD1c+DC

LC

CD14+ moMac
/ CD14+ DC

DC
inflammatoires

CD1c (BDCA-1)

faible

+

+/-

CD141 (BDCA-3)

+

faible

CDl1a

faible

+

++

faible

CD11c

faible

+

Langerin

population

++

CD14

+/-

Marqueurs supplémentaires

Clec9A, XCR1

CD209

TNFa, INOS

Tableau 1 : Phénotype des cellules dendritiques de la peau humaine et murine.

D’aprés (Henri and Poulin, 2010; Malissen et al., 2014; Merad et al., 2013; Tamoutounour et al., 2013). « + » et
« - » symbolisent I'expression du marqueur ou son absence, respectivement. « Faible » indique une faible
expression du marqueur. « Population » indique I'expression du marqueur par une sous-population. Les
cellules grisées symbolisent les marqueurs clés utilisés pour identifier une population. ND : Non déterminé.

DCs Langerin+ du derme / XCR1+ du derme

L’utilisation de souris transgéniques exprimant la protéine fluorescente EGFP sous le contréle du

promoteur de la langérine (Langerin-EGFP) a révélée qu’en plus des LCs « en route » retrouvées dans

le derme, une autre sous-population de DC exprime la langérine et posséde des origines

développementales ainsi que des fonctions différentes (Ginhoux et al., 2007; Nagao et al., 2009;

Poulin et al., 2007). Contrairement aux LCs, les DCs langérine+ du derme sont radiosensibles, et par
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conséquence sont remplacées par des précurseurs sanguins apres déplétion. Leur développement est
dépendant de la molécule FLT3 ligand (FLT3L), ainsi que du facteur de transcription Batf3, ce qui les
rapproche des DCs CDS8+ résidentes des organes lymphoides (Merad et al., 2013). Au niveau
phénotypique, les DC langérine+ du derme se distinguent des LCs par leur faible expression des
marqueurs CD11b et EpCAM. L’étude pionni¢re de Henri et al. a démontré qu’environ la moitié des
DC langérine+ du derme expriment le marqueur CD103 (Henri and Poulin, 2010). Néanmoins, il
s’avere relativement difficile de différencier les LCs « en route » retrouvées dans le derme (Lang+
CD103-) de la population de DC langérine+ du derme qui n’exprime pas CD103. Ainsi, la grande
majorité des études qui portent sur la population de DC langérine+ du derme se focalise sur les
cellules exprimant CD103 (identifiées comme Lang+ CD103+) (Merad et al., 2013). Récemment, il a
été montré que cette population exprime également le marqueur XCR1, partagé de facon uniforme par
les DCs CD103+ tissulaires et les DCs CD8+ des organes lymphoides, et il a été proposé que cette
population soit ainsi renommée « XCR1+ DC du derme » (Bachem et al., 2012; Crozat et al., 2011).
Tout comme ces derniéres, les DCs langérine+ du derme sont particuliérement compétentes en
présentation croisée de 1’antigéne. Elles expriment notamment le TLR3, qui reconnait I’ARN double
brin, et Clec9A, qui reconnait des composés présents a la surface des cellules nécrotiques (Zhang et
al., 2012). Conformément a ce phénotype, les DCs Langerint+ du derme induisent des réponses T
CD8+ contre des auto-antigeénes (Henri and Poulin, 2010), contre le virus de la vaccine (Seneschal et
al., 2013), ainsi que dans un modele expérimental de leishmaniose (Brewig et al., 2009).
Contrairement aux DCs CD8+ des organes lymphoides, les DCs langérine+ du derme sont également
capables de promouvoir la différenciation et la fonction des T CD4+ ; en Tyl aprés infection cutanée
par C. albicans (Igyarto et al., 2011), aprés induction d’encéphalomyélite allergique expérimentale

(King et al., 2010), et en Ty17 apres infection cutanée par le virus herpés simplex (Jiao et al., 2014).

La biologie des systémes a permis d’identifier un homologue humain aux DCs XCRI1+ du derme
murin, appelé DCs CD141+ du derme du fait de ’expression exclusive de ce marqueur. Ces dernieres
expriment XCR1, Clec9A, et sont capables de présentation croisée de I’antigéne aux cellules T CD8+
in vitro (Haniffa et al., 2012), et induise la différentiation des Trgg en produisant de I’'IL10 (Chu et al.,
2012). Cependant, les DCs CD141+ du derme humain n’expriment pas la langérine, qui est par contre
retrouvée dans une population de DC du derme proche des DCs CDl1c+ (Bigley et al., 2015). Cette
différence inter-espéce notable pose la question du rdle fonctionnel de la langérine chez les différentes

populations de cellules dendritiques du derme.

DCs CD11b+ du derme
La majorité des DCs du derme n’expriment pas la langérine, ni CD103 ou XCRI, mais expriment
fortement CD11b. Cette population de DC CD11b+ du derme a longtemps été considérée comme

hétérogene car d’autres populations cellulaires expriment ce marqueur, notamment les DCs issues de

16



monocytes (moDCs) et les macrophages résidents du derme (Hashimoto et al., 2011). Récemment,
I’hétérogénéité de la population CD11b+ du derme a été analysée et sous-divisée en DC CD11b+,
monocytes, moDCs, et macrophages sur la base de ’expression des marqueurs MerTK, CD64, et
CCR2 et de leurs profils transcriptomiques (Tamoutounour et al., 2013). Les monocytes exprimant
fortement le marqueur Ly6C (Ly6C™) constituent un pool générant de fagon continue des monocytes
du derme ainsi que des moDCs, alors que les DCs CD11b+ se développent de fagon Flt3L-dépendante
et CCR2-indépendante. Les fonctions de ces derniéres ont été largement étudiées chez la souris,
cependant les possibles contaminations par d’autres cellules CD11b+ du derme rendent I’interprétation
des résultats délicate. De fagon notable, une proportion de DCs CD11b+ produit de I’acide rétinoique
de facon constitutive dans le derme et les ganglions drainant en conditions non inflammatoires. Ces
cellules sécrétant de I’acide rétinoique induisent la génération de cellules Trgg in vitro (Guilliams et
al.,, 2010). Les DCs CD11b+ du derme peuvent également promouvoir la différentiation des T
auxiliaires. Apres sensibilisation de la peau chez la souris dans un modele d’hypersensibilité de
contact de type I, une sous-population de DC exprimant fortement CD11b et répondant a la cytokine
TSLP migre vers les ganglions drainant et promeut la différentiation des cellules Ty2 (Kitajima and
Ziegler, 2013). Il reste cependant & éclaircir dans quelle mesure les cellules réceptives au TSLP
forment une sous-population distincte des cellules non réceptives au sein des DC CD11b+ du derme.
De méme, une sous-population de DCs CD11b+ du derme exprime le marqueur CD301b ainsi que des
niveaux élevés de PD-L1 et PD-L2, et est retrouvée dans les ganglions drainants la peau (Murakami et
al., 2013). L’utilisation de modé¢les murins de déplétion conditionnelle (CD301b-DTR) a montré que
ces DCs CD301b+ du derme présentent des fonctions pro-Ty, et anti-Try (Kumamoto et al., 2013,
2016).

Chez I’homme, les cellules CD1c+ sont homologues aux DCs CD11b+ du derme et représentent la
majorité des DCs du derme. Elles expriment fortement le marqueur CD1c (BDCA-1) et faiblement le
marqueur CD1a en comparaison aux LCs (Tableau 1). Comme dit précédemment, une sous population
parmi les DCs CD1c+ du derme exprime la langérine (Bigley et al., 2015). Cette sous-population est
plus proche phénotypiquement des DCs CD1a+ et se distingue des LCs et des DCs CD141+ du derme.
Il n’a cependant pas été montré si cette sous-population exerce des fonctions différentes. La fonction
des DCs CDlc+ du derme n’a été que peu étudiée. Il semblerait que cette population possede des
propriétés de présentation croisée aux cellules T CD8+ et de promotion des T CD4+ en Ty2 in vitro

(Banchereau et al., 2012; Segura et al., 2012).

DCs CD11b- du derme
Le derme murin contient une population relativement minoritaire de DC n’exprimant pas ou trés peu
CD11b, XCRI, ou la langérine (Henri and Poulin, 2010; Mollah et al., 2013). Le développement de

ces cellules est dépendant de FLT3L et de KLF4, et elles expriment le facteur de transcription
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ZBTB46, spécifique de la lignée « conventionnelle» de DC (en opposition aux DC non-
conventionnelles, tel que les DC plasmacytoides) (Tussiwand et al., 2015). Cette population est
retrouvée dans les ganglions drainant la peau en condition basale et durant I’inflammation. Leurs
particularités fonctionnelles restent mal connues, mais cette population s’avére autant compétente en
présentation d’un antigéne protéique que les autres populations de DCs du derme et résidentes des
ganglions ex vivo (Mollah et al., 2013). Chez des souris dont les DCs sont spécifiquement déficientes
en KLF4, le développement des DC CDI11b- du derme est particuliérement limité. Ces souris
présentent également des défauts de réponse de type Ty, révélant un potentiel role de ces cellules dans
I’immunité contre les parasites et les allergenes (Tussiwand et al., 2015). Aucun équivalent humain a

cette population n’a été identifié pour le moment.

DCs dérivées de monocytes (moDCs)

En absence d’inflammation, la peau murine contient une proportion de monocytes exprimant
fortement le marqueur Ly6C (Ly6C") recrutés du sang de fagon continue. Ces monocytes se
différencient localement en moDCs (Tamoutounour et al., 2013) ou retiennent un phénotype proche
des monocytes sanguins et surveillent ’environnement cutané (Jakubzick et al., 2013). Les signaux
qui régulent ces deux états du monocyte dans le tissu a 1’état basal restent a découvrir. Les moDCs
extraites du derme murin sont capables de stimuler in vitro la prolifération des LT CD4+ et CD8+,

cependant a des niveaux inférieurs aux DC CD11b+ du derme (Tamoutounour et al., 2013).

Les DCs CD14+ du derme ont longtemps ¢été considérées comme 1’équivalent humain des moDCs
murines a 1’état basal, mais une récente étude vient remettre en cause ce paradigme. Les DCs CD14+
du derme ont initialement été identifiées comme une population migrant de facon spontanée
d’explants de peau cultivés ex vivo (Nestle et al., 1993). Ces cellules exprimant des molécules du
CMH de classe II et étant capables de migrer hors des tissus, elles furent catégorisées comme des DCs
(Klechevsky et al., 2008). Récemment, I’équipe de Haniffa et al. a démontré que les cellules CD14+
du derme sont issues de monocytes sanguins CD14+ et sont plus proches transcriptionnellement des
macrophages résident des tissus et des monocytes sanguins que des DCs (McGovern et al., 2014). Ces
moMac (macrophages dérivés de monocytes) se distinguent des macrophages résidents du derme qui
sont autofluorescents, posseédent des granules cytoplasmiques, sont adhérents en culture, et dévolus de
capacité migratoires ex vivo (Haniffa et al., 2015). La mise en relation des données transcriptomiques
des cellules CD14+ du derme avec les cellules murines a permis de mettre en évidence une homologie
des moMac humains avec les macrophages du derme murin (identifiés comme CD11b+ et CD64+).
En résumé, le derme murin contient a la fois des monocytes, des moDCs, ainsi que des macrophages
(non détaillés ici du fait de leur faible capacité de présentation de I’antigéne), alors que le derme

humain inclus des macrophages « résidents » et des macrophages issus de monocytes (moMac).
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1.4 Caractérisation et fonctions des cellules présentatrices d’antigene

du ganglion

Les ganglions lymphatiques drainants la peau sont composés de plusieurs sous-populations de DCs,
qui peuvent étre classifiées en deux catégories: Les DCs résidentes du ganglion, et les DCs
migratoires de la peau.

Les DCs résidentes du ganglion sont sous-divisées en DCs CD11b+ et DCs CD8+, respectivement
semblables en ontogénie et fonctions aux DCs CD11b+ et DCs CD103+ de la peau (Merad et al.,
2013).

Les DCs CD8+ n’expriment que trés faiblement le marqueur CD11b, et répondent fortement au
facteur FLT3L. Chez la souche de souris BALB/c, les DCs CD8+ sont divisées en deux populations,
I’'une exprimant la langérine et 1’autre non, alors que chez la souris C57BL/6, les DCs CD8+
n’expriment pas la langérine (Flacher et al., 2008). Tout comme leur homologue tissulaire, elles
expriment de facon spécifique le marqueur XCR1. De méme, elles assurent principalement des
fonctions de présentation croisée de I’antigéne aux lymphocytes T CD8+ (Hildner et al., 2008), de
capture des corps apoptotiques (Zhang et al., 2012) et d’induction de tolérance contre les antigénes du
soi (Bonifaz et al., 2002). La question des différences fonctionnelles entre les DCs CD8+ et CD103+
(ou XCR1+ du derme) est longtemps restée sans réponse. Récemment, Kitano et al. ont démontré in
vivo qu’aprés immunisation sous-cutanée, ces deux populations jouent un role différent dans la
présentation de I’antigéne aux LT CDS8+. En effet, les DCs XCRI1+ migratoires interagissent
préférentiellement, et en plus grand nombre, avec les LT CD8+ spécifiques de 1’antigeéne par rapport a
leur homologue résident du ganglion (Kitano et al., 2016). Ces différences seraient dues a une plus
forte expression de molécules de costimulation telles que CD80 et CD86, ainsi qu’a une plus forte

concentration d’antigene présenté par les DCs migratoires.

Les DCs CD11b+ n’expriment pas CDS, et représentent une population hétérogene probablement
constituée de plusieurs sous-populations dont I’identification reste difficile du fait d’'un manque de
marqueurs exprimés de fagon exclusive. L’utilisation de techniques permettant 1’analyse spatiale et
non destructrice des cellules dans le ganglion, telle que la microscopie bi-photonique, a permis
d’identifier une sous-population de DCs CD11b+ spécifiquement localisée au niveau de 1’endothélium
du sinus sous-capsulaire, appelée DC résidente du sinus lymphatique (LS-DC) (Gerner et al., 2015).
Du fait de leur localisation stratégique, ces cellules sont capables de répondre rapidement (sous 8h) a
la présence de particules drainées par la lymphe et d’induire des réponses T bien avant I’arrivée de
cellules migratoires des tissus. De méme, Gonzalez et al. ont décrit la présence d’une population de
DCs CD11b+ exprimant le marqueur SIGN-R1 localisée au niveau de la médulla et capable de

répondre rapidement a I’infection par le virus influenza (Gonzalez et al., 2010).
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Les DCs migratoires du ganglion sont présentes en faible nombre a 1’état basal et correspondent aux
cellules de la peau ayant migrées de fagon continue. Leur nombre augmente aprés infection ou
immunisation cutanée, et leur phénotype est caractéristique de leur état d’activation (forte expression
de molécules de CMH II notamment) et du type de pathogéne rencontré dans le tissu. Ces cellules

peuvent étre différenciées des DCs résidentes du ganglion par différentes méthodes (Aparté 2).

En utilisant une méthode innovante combinant I’histologie et la cytométrie (« histo-cytométrie »),
Gerner et al. ont pu observer de fagon précise le positionnement des différentes populations de DCs au
sein du ganglion. Plus précisément, leurs travaux ont permis de révéler des différences importantes
dans la ségrégation spatiale des DCs résidentes et migratoires au sein de micro-domaines spécialisés
du ganglion (Gerner et al., 2012). Ainsi, les DCs CD11b+ résidentes sont préférentiellement situées
dans la zone lymphatique (médulla), les DCs CD8+ dans la zone T, les DCs CD11b+ migratoires dans
la zone interfolliculaire, et les DCs CD103+ du derme et les LCs dans la zone T (Figure 5). Ces
observations rejoignent les travaux de Kissenpfennig et al. basés sur 1’utilisation de souris langérine-

EGFP et d’histologie plus classique (Kissenpfennig et al., 2005).

Afferent Lymphatics

Afferent Lymphatics

B Cell Follicle

Interfollicular Zone
Migratory CD11b* DDC

T Cell Zone
Resident CD8* DC
Migratory LC
Migratory CD103* DDC

Lymphatic Zone
Resident CD11b+ DC

200 um

Efferent Lymphatics Efferent Lymphatics Cortical Ridge

Cortical Ridge

Figure 5 : Séparation microanatomique des différentes populations de cellules dendritiques dans le
ganglion.
D’aprés (Gerner et al., 2012). ER-TR7 : Marqueur de cellule stromale.
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Aparté 2 | Différencier les DCs migratoires des DCs résidentes dans le ganglion

L’analyse des sous-populations de DC dans le ganglion est problématique, car il est difficile de distinguer
les DCs tissulaires ayant migrées (a I’état basal ou aprés inflammation) des DCs résidentes du ganglion. Du
fait de leur état d’activation, les DCs migratoires expriment plus fortement les molécules de CMH de classe
II et plus faiblement CD11c que les DCs résidentes du ganglion. Lorsque I’inflammation est généralisée
aux ganglions, les DCs résidentes peuvent toutefois présenter un phénotype similaire aux DCs migratoires.
Il convient ainsi d’identifier les différentes sous-populations a 1’aide d’autres marqueurs : Les DCs XCR1+
dépendantes de Batf3 expriment CD8 lorsqu’elles sont résidentes et CD103 lorsqu’elles sont tissulaires. La
différentiation des DCs CD11b+ tissulaires ou migratoires est plus complexe et doit faire intervenir
d’autres marqueurs.

Certaines techniques comme [’utilisation de « peinture » fluorescente appliquée sur la peau des souris, ou
encore la photoconversion de cellules exprimant une molécule fluorescente photoconvertible permettent de
distinguer de facon distincte les DCs migratoires des DCs tissulaires, mais présentent également des
inconvénients (induction d’inflammation et couplage protéique difficile, respectivement).

1.5 Modification de DPenvironnement cutané au cours de

Pinflammation

Le terme inflammation désigne I’ensemble des événements précoces de la réponse immunitaire innée
et adaptative qui surviennent a la suite d’une agression externe, telle qu’une infection ou une
immunisation. Ici, ’environnement cutané est étendu aux ganglions lymphatiques drainants de la
peau. Au cours de l’'inflammation, plusieurs populations de cellules et de CPAs distinctes
phénotypiquement et spatialement accédent & D’antigéne de facon séquentielle : Les cellules
résidentes du ganglion, les cellules inflammatoires recrutées du sang, et les cellules de la peau. Ces
éveénements précoces de la réponse immunitaire seront déterminants pour la mise en place de la

réponse adaptative spécifique de I’antigene.

1.5.1 Acquisition et présentation de [’antigene par les cellules dendritiques

résidentes du ganglion

Apres infection ou vaccination de la peau par des antigénes particulaires (virus, bactéries, protéines,
etc.), la présence de vaisseaux lymphatiques permet le drainage rapide de 1’antigeéne vers le ganglion.
Ce transport passif peut survenir trés vite (moins de 30 min aprés injection) et constitue la premicre
vague d’arrivée de 1’antigéne dans le ganglion drainant (Pape et al., 2007; Sixt et al., 2005). La
capacité de I’antigéne particulaire a traverser 1’endothélium lymphatique et a étre capturé par les
cellules résidentes du ganglion est fortement dépendante de sa taille (Bachmann and Jennings, 2010).
Les macrophages sous-capsulaires, les LS-DCs, et les cellules B du ganglion sont stratégiquement
positionnées a proximité des vaisseaux lymphatiques afin d’assurer une filtration de la lymphe et une

capture de I’antigeéne libre optimale (Carrasco and Batista, 2007; Gerner et al., 2015; Junt et al., 2007).
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Alors qu’il est connu que 1’acquisition rapide de I’antigéne par les cellules B (qu’elle soit directe ou
indirecte) est indispensable a leur activation et au développement de la réponse humorale, la capacité
des DCs résidentes du ganglion a induire des réponses cellulaires T est moins évidente. En effet, le
paradigme de la présentation de 1’antigéne aux lymphocytes T a longtemps stipulé que les DCs
migratoires en provenance des tissus fournissent a elles seules les signaux indispensables a la mise en
place de I'immunité cellulaire. Cependant, de nombreuses études suggerent que dans certaines
conditions, les DCs résidentes du ganglion sont capables de présenter ’antigene aux lymphocytes T
CD4+ et CD8+ et qu’elles participent étroitement a la mise en place de I’immunité adaptative.

Itano et al. sont les premiers a décrire ce phénoméne, en montrant qu’aprés injection d’un antigéne
fluorescent dans le derme de I’oreille, celui ci est retrouvé dans le ganglion dés 30 min, pris en charge
par les DCs résidentes du ganglion, et présenté aux cellules T spécifiques de 1’antigéne sous 24 h,
initiant ainsi leur prolifération (Itano et al., 2003). Apres 24 h, les DCs migratoires de la peau chargées
en antigene sont détectées dans le ganglion et sont indispensables a la génération de cellules T CD4+
fonctionnelles, exprimant le récepteur a I’'IL-2. Cette premiere étude montre que dans le cas de
I’injection d’un antigéne suffisamment petit pour migrer passivement jusqu’au ganglion, les DCs
résidentes sont capables d’initier la réponse adaptative, mais que la migration des DCs de la peau reste
indispensable pour la différentiation et la fonction terminale des cellules T CD4+. En plus de leur
capacité a présenter rapidement 1’antigene aux cellules T naives, les DCs résidentes du ganglion
permettent leur rétention grace a I’induction de 1’expression du récepteur a la sphingosine 1-phosphate
(S1P;) avant ’arrivée des DCs migratoires (Allenspach et al., 2008).

Apres injection cutanée du virus Herpes simplex (HSV), les DCs CD8+ résidentes du ganglion sont
capables de présenter I’antigéne aux cellules T CD8+ et d’induire leur prolifération, mais ce processus
nécessite un apport supplémentaire en antigéne de la part de DCs migratoires de la peau a des temps
plus tardifs (Allan et al., 2006; Lee et al., 2009).

Cependant, aprés infection de la peau par des sporozoites de la malaria, les DCs CD8+ résidentes du
ganglion sont suffisantes et nécessaires pour induire des réponses T CD8+ (Radtke et al., 2015). Aprés
injection cutanée, les DCs CD11b+ SIGN-R1+ et les LS-DCs du ganglion capturent les particules
antigéniques et sont capables d’induire la prolifération des cellules T CD4+ spécifiques de ’antigéne
en quelques heures seulement, bien avant 1’arrivée des DCs migratoires de la peau (Gerner et al.,
2015; Gonzalez et al., 2010). Enfin, 1’ablation de 1’oreille des souris a des temps précoces apres
injection intradermique n’a pratiquement pas d’impact sur 1’induction de réponses T CD4+ et B (lezzi
et al., 2006; Tozuka et al., 2015).

Contrairement aux cellules migratoires des tissus, il n’est a ce jour pas possible d’éliminer de manicre
spécifique et in vivo les DCs résidentes des ganglions sans impacter les autres populations de DCs. La
capacité des DCs migratoires a induire des réponses cellulaires et humorales en absence des DCs

résidentes du ganglion reste donc a démontrer.
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Ainsi, les cellules résidentes du ganglion sont les premieres a accéder a 1’antigéne particulaire lors de
I’infection ou de la vaccination de la peau. Ce processus trés rapide (quelques heures) constitue une
premiére phase dans I’induction des réponses cellulaires T et humorale. Cette réponse peut étre
suffisante, ou nécessiter I’arrivée des DCs en provenance de la peau chargées en antigeénes et aux
capacités de présentation et de stimulation de la prolifération accrues. Les connaissances actuelles sur
la fonction précise des cellules résidentes du ganglion dans la mise en place de la réponse adaptative

restent limitées et méritent d’étre approfondies.

1.5.2 Recrutement des cellules inflammatoires du sang

L’inflammation locale générée aprés vaccination ou infection de la peau va permettre le recrutement
des cellules inflammatoires du sang vers le tissu et le ganglion de maniere relativement rapide (dés 4 h
pour les neutrophiles, entre 8 h et 24 h pour les autres cellules inflammatoires) et constitue la
deuxieme vague d’acquisition de ’antigeéne par des cellules de ’immunité innée (Abadie et al., 2009).

Lors de I’inflammation, de trés nombreuses populations de I’immunité innée produisent la chimiokine
CCL2, dont le récepteur CCR2 est exprimé de fagon relativement spécifique par les monocytes et les
neutrophiles sanguins. La présence d’un gradient de CCL2, allant du tissu inflammé jusqu’au sérum,
va permettre de guider les monocytes Ly6C" dits « pro-inflammatoires » vers le site de 1’inflammation
(Shi and Pamer, 2011). A I’issue de leur recrutement dans la peau, les monocytes inflammatoires vont
servir différentes fonctions, la principale étant de se différencier en cellules effectrices et de contribuer
a la mise en place d’une réponse adaptée au pathogene.

Suite au départ des LCs de I’épiderme, il a ét¢ montré que certains monocytes inflammatoires
rejoignent la couche supérieure cutanée via les follicules pileux et se différencient en LCs a courte
durée de vie (Ginhoux et al., 2006; Nagao et al., 2012; Seré¢ et al., 2012).

D’autres monocytes, influencés par les signaux du micro-environnement cutané, vont se différencier
en macrophages de type M1, aux fonctions inflammatoires et d’élimination des pathogénes, ou en
macrophages de type M2, aux fonctions de régulation et de réparation des tissus endommagés (Italiani
and Boraschi, 2014).

Enfin, les monocytes inflammatoires ont la capacité de se différencier en mo-DCs inflammatoires (Inf-
DCs), identifiées par ’expression de molécules de CMH de classe II, de CD11b, CDllc, et Ly6C
(Segura and Amigorena, 2013). La différentiation des monocytes en Inf-DCs a majoritairement lieu au
site de l’inflammation, mais peut avoir lieu dans les ganglions drainants aprés migration des
monocytes directement du sang via les veinules a endothélium épais (HEV) (Ledén et al., 2007,
Nakano et al., 2009). Ce dernier mode de migration, peu étudié, serait rendu possible par le transport
de chimiokines telle que CCL2 via le réseau lymphatique et leur présence a la lumiére des HEV,
induisant I’arrét et le recrutement des monocytes sanguins vers les ganglions drainants (Nakano et al.,

2009; Palframan et al., 2001). A I’inverse, il a été montré que les Inf-DCs se formant au niveau de la
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peau ne dépendent pas de 1’expression de CCR2 pour rejoindre les ganglions drainants, mais utilisent
plutdt les récepteurs & chimiokine CCR7 et CCR8 (Qu, 2004). L’existence de ces deux modes de
migration et de différentiation des monocytes inflammatoires pose la question de leurs roles et
fonctions respectives. Leon et al. ont démontré que suite a une infection cutanée par L. major, ces
deux populations de Inf-DCs dérivées de monocytes sont identifiables au niveau du ganglion drainant
la peau. Dans cette étude, les Inf-DCs issues de monocytes différenciés localement au niveau de la
peau (Inf-DCs tissulaires) produisent plus d’IL-12 et stimulent plus efficacement les LT spécifiques de
I’antigéne que leur homologue différenciées directement dans le ganglion (Inf-DCs du ganglion)
(Ledn et al., 2007). Cependant, en utilisant des souris déficientes pour le couple CCR7/CCL19-
CCL21, et donc dépourvues de Inf-DCs tissulaires, Nagao et al. ont démontré que suite a une infection
virale, les Inf-DCs du ganglion représentent la principale population sécrétrice d’IL-12 et inductrice de
lymphocytes Tyl (Nagao et al., 2012). Ces études reposent toutefois sur des modéles murins déficients
ou sur des transferts de cellules, ce qui a pu potentiellement biais¢ les observations des auteurs.
L’analyse de la migration différentielle des populations de monocytes inflammatoires et de leur
différentiation en Inf-DCs du ganglion ou du tissu reste limitée par les techniques actuelles.

Contrairement aux DCs et a leurs nombreux phénotypes, les monocytes inflammatoires sont
relativement homogenes. Ce sont les signaux inflammatoires auxquels ils sont soumis qui guident leur
fonction effectrice. C’est pourquoi 1’é¢tude du microenvironnement inflammatoire créée aux sites
d’immunisation et d’induction de I'immunité adaptative est cruciale pour une meilleure

compréhension du role de ces cellules.

1.5.3 Activation des cellules dendritiques de la peau et migration vers le

ganglion lymphatique

Les DCs posseédent des profils d’expression de PRR qui varient grandement d’une population a une
autre (Dalod et al., 2014; Segura et al., 2010). Cette variabilité, couplée a la diversité des populations
présentes dans les tissus, permet d’assurer une couverture maximale contre les différents pathogénes
susceptibles d’étre rencontrés. La peau est constituée d’un réseau de sentinelles de I’immunité innée
formé principalement par les LCs, les kératinocytes, les DCs du derme, les cellules « natural killers »
(NK) et les fibroblastes (Nestle et al., 2009). Les kératinocytes sont des initiateurs clés de
I’inflammation, de part leur positionnement stratégique, leur expression d’une grande variété de PRR,
et leur production constitutive de cytokines, chimiokines, et peptides antimicrobiens (Nestle et al.,
2009; Pasparakis et al., 2014). La reconnaissance de motifs particuliers en provenance de pathogénes
constitue 1’¢lément déclencheur de 1’inflammation, avec pour conséquence I’établissement d’un
environnement propice a I’activation des CPAs du derme, et a leur migration vers le site d’induction

de la réponse adaptative, le ganglion lymphatique.
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Les cytokines de la famille de I’'IL-1, le TNF-a, I’IL-6, et le facteur nucléaire NF-kB sont les
principaux médiateurs de I’initiation de I’activation des CPAs (Steinman and Hemmi, 2006). Cette
activation se traduit par de profondes modifications morphologiques des DCs, une diminution de leur
capacité d’endocytose/phagocytose, et une augmentation de 1’expression de molécules d’adhésion, de

costimulation, et de présentation de I’antigéne (CD80, CD86, CMHII, CDA40, etc.) (Dalod et al., 2014).

Les DCs possedent des propriétés physiques uniques qui leur permettent de migrer a travers des
espaces confinés tels que les vaisseaux lymphatiques qui parcourent le tissu cutané (Heuzé et al.,
2013). Au cours du processus d’activation, la capacité des DCs a migrer vers le ganglion est régulée
par I’expression différentielle de récepteurs a chimiokines, elle méme régulée par 1’action locale des
cytokines pro-inflammatoires (Randolph et al., 2008). Le récepteur a chimiokine CCR7, dont les
ligands CCL19 et CCL21 sont exprimés de manicre constitutive par les cellules endothéliales des
vaisseaux lymphatiques, joue un rdle essentiel dans la migration des cellules de la peau vers le
ganglion (Ohl et al.,, 2004). Au cours de I’inflammation, de nombreux facteurs sécrétés par les
senseurs de ’immunité innée permettent 1’augmentation de I’expression de CCR7 a la surface des
cellules, tel que le TNF-a, les cytokines de la famille de I’IL-1, le médiateur lipidique prostaglandine
E2, etc., (Forster et al., 2012; Martin-Fontecha et al., 2009). Certains facteurs permettent dans le méme
temps une augmentation de I’expression de CCL21 par les cellules endothéliales des vaisseaux
lymphatiques (Martin-Fontecha et al., 2003). En plus de CCL19 et CCL21, la chimiokine atypique
CCRLI1 est sécrétée par les cellules endothéliales du sinus sous-capsulaire ou elle forme un gradient
guidant la migration des DCs de la peau de fagon CCR7-dépendante jusqu’au cceur du ganglion

(Ulvmar et al., 2014).

Du fait de leur localisation dans 1’épiderme, la migration des LCs vers le ganglion est plus lente que
celle des DCs du derme (Kissenpfennig et al., 2005). D’une part, le processus de migration doit
surpasser celui de la rétention dans 1’épiderme, régulée par la production autocrine de TGF-f qui
induit la surexpression de la molécule d’adhésion cadhérine-E et la sous-expression de CCR7 (Kel et
al., 2010). D’autre part, les LCs doivent migrer de 1’épiderme jusqu’au derme pour accéder aux
vaisseaux lymphatiques, grace a 1’axe chimiotactique CXCL12/CXCR4 (Ouwehand et al., 2008).
L’entrée des LCs et des DCs du derme dans les vaisseaux lymphatiques est aussi dépendante de
I’expression des chimiokines CCL5, CCL20, et CXCLS, ainsi que des molécules d’adhésion telles que
ICAM-1 et VCAM-1 exprimées fortement par I’endothélium durant I’inflammation (Johnson et al.,
2006).

Comme discuté dans la partie 1.4, les DCs migratoires qui rejoignent le ganglion se positionnent
différentiellement par rapport aux DCs résidentes, avec une préférence pour les zones T et

interfolliculaires (Gerner et al., 2012) (Figure 5). Ce positionnement préférentiel permet d’optimiser la
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rencontre entre la cellule présentatrice d’antigene et la cellule T naive spécifique (Eickhoff et al.,
2015).

L’utilisation de souris transgéniques « Kaede » dont les cellules expriment de fagon ubiquitaire une
molécule photoconvertible a permis de mettre en évidence le fait que chaque sous-population de DC
cutanée poss€de sa propre dynamique de migration et d’arrivée au ganglion drainant (Tomura et al.,
2014). De facon intéressante, la durée de vie des DCs CD103- du derme n’excede pas 2 jours suite a
leur arrivée dans le ganglion, alors que les LCs et DCs CD103+ du derme ayant migré restent
détectables jusqu’a 4 jours. C’est donc dans cette fenétre temporelle que la présentation antigénique
aux cellules T naives a lieu dans le ganglion. En plus de leurs différences phénotypiques, la migration
différentielle des populations de DCs de la peau impacte probablement leur capacité a présenter

I’antigeéne aux lymphocytes T, en créant une compétition pour I’acces a I’antigene.

Ainsi, ’arrivée de 1’antigéne dans les tissus et les ganglions est suivie d’une succession d’événements
de migration, de différentiation, et d’interaction entre les différentes populations de cellules
dendritiques et inflammatoires et les lymphocytes. L’étude des contributions individuelles de ces
populations dans la mise en place de réponses immunitaires adaptatives se doit de prendre en compte

les parametres spatio-temporels de I’inflammation et de I’'immunité innée.

1.6 Cibler les cellules dendritiques en vaccination cutanée

Pour la grande majorité des vaccins actuels, les voies d’injections intramusculaires (IM) et sous-
cutanées (SC) sont utilisées. Cependant, le muscle et le tissu sous-cutané sont relativement pauvres en
cellules présentatrices d’antigene, et ne représentent donc pas des sites d’induction optimaux pour la
génération de réponses immunitaires (Combadiere and Liard, 2011). Notre compréhension accrue des
différentes populations et fonctions des DCs cutanées, de méme que le développement de nouvelles
technologies, font de la peau un site a fort potentiel vaccinal. De nombreuses études s’intéressent
désormais au ciblage des DCs de la peau, dans le but d’induire de meilleures réponses immunitaires au
vaccin. Les DCs de la peau peuvent étre ciblées spatialement, en injectant 1’antigéne directement a
leur proximité, physiquement, en jouant sur la structure, la taille, le transport de 1’antigéne, ou encore
spécifiquement, en associant ’antigéne a des molécules reconnues de maniére spécifique par certains

types de DC.
1.6.1 Ciblage spatial

Depuis son invention en 1910 par le Docteur Charles Mantoux, la technique d’injection intradermique
(ID) utilisant une seringue et un angle adapté (d’environ 45°) reste le moyen le plus efficace et le plus
utilis€¢ pour adresser un composé vaccinal directement aux CPAs du derme (Lambert and Laurent,

2008). L’injection ID permet non seulement le ciblage des DCs du derme, mais induit aussi la
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mobilisation des LCs de 1’épiderme et leur prise en charge de I’antigéne (Liard et al., 2012). Cette voie
d’injection a depuis prouvé son efficacité a induire des réponses similaires ou supérieures aux voies
IM ou SC pour une grande variété de pathogeénes, tels que le virus de la rage, de I’hépatite B, ou de
I’influenza, a la fois en préclinique et en clinique (Combadiere and Liard, 2011). En outre, ’injection
ID requiere généralement des volumes moindres pour la méme efficacité comparée aux routes
conventionnelles (Kenney et al., 2004). Cependant, le mode d’injection ID induit une douleur non
négligeable, un grand nombre d’effets secondaires locaux, et reste difficile a réaliser pour un praticien
non formé a la technique (Belshe et al., 2004).

Ces dernieres années, de nouvelles avancées en matiére de biotechnologie ont permis le
développement de techniques et d’instruments innovants qui permettrait de s’affranchir des difficultés
liées a la vaccination ID (Engelke et al., 2015) (Figure 6). Parmi ces nouvelles technologies, les patchs
de nano-aiguilles sont certainement les plus prometteurs (Sullivan et al., 2010). Du fait de leur taille
calibrée (jusqu’a 900 pm de longueur), les aiguilles permettent I’injection de [’antigéne a la
profondeur désirée, sans variation liée a 1’utilisateur (Bariya et al., 2012). Les aiguilles peuvent étre
constituées de sucres ou de polymeres tels que les acides poly-lactiques, ce qui les rendent
biodégradables et permet la dissolution et la diffusion durable du composé vaccinal directement dans
le derme (Yuan et al., 2013). Des ¢tudes chez la souris ont montrées que cette méthode cible
efficacement 1’antigéne aux LCs et autres DCs du derme, et permet 1’induction de forte réponses
humorales et cellulaires (Bachy et al., 2013; Sullivan et al., 2010; Zaric et al., 2014). De méme, de
récentes études cliniques chez I’homme ont montré que les patchs de nano-aiguilles sont bien tolérés
et induisent de fortes réponses immunitaires, notamment contre le virus influenza (Hirobe et al.,
2015). De plus, I'utilisation de patchs permet de réduire considérablement la douleur ressentie par les
sujets vaccinés (Gupta et al., 2011; Jeong et al., 2016; Kaushik et al., 2001).

Les limitations liées a I’utilisation d’aiguilles, telles que la transmission de maladies infectieuses dans
les pays pauvres, ont motivé le développement d’une méthode alternative de ciblage de 1’antigéne aux
DCs de la peau, la vaccination transcutanée (TC) (Mitragotri, 2005). Le principe de la vaccination TC
repose sur I’application topique du composé vaccinal directement sur 1’épiderme, prétraité ou non.
L’application topique de I’antigeéne sur la peau non traitée est limitée par la relative imperméabilité de
I’épiderme, qui ne laisse passer que de tres petites molécules (<500 Da) lipophiles, telles que celle
utilisées dans les patchs, gels, ou sprays (nicotine, hormone, etc.) (Bos and Meinardi, 2000). Glenn et
al., pionniers de ’utilisation des patchs transcutanés sur peau non traitée, ont démontré 1’efficacité de
ce systéme pour immuniser et protéger des souris et des hommes contre des toxines bactériennes
(Behrens et al., 2013; Glenn et al., 1998, 2000).

Pour des molécules et des agents vaccinaux plus complexes, la vaccination TC requicre le
prétraitement de la peau par un agent mécanique ou chimique (créme dépilatoire, abrasion, rasage)
permettant d’altérer la structure de la couche cornée. La vaccination TC par les follicules pileux

représente une méthode relativement non-invasive et efficace pour le ciblage de I’antigéne aux LCs
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(Vogt et al., 2006). L’ utilisation d’une bande recouverte de colle (cyanoacrylate) permet de vider les
follicules de leurs poils et de laisser migrer passivement des molécules et particules (<300nm de
diametre), qui sont ensuite prises en charge par les DCs de la peau qui les transportent jusqu’au
ganglion et induisent des réponses humorales et cellulaires (Mahe et al., 2009; Rancan et al., 2014).
Des études chez I’homme ont démontré 1’efficacité supérieure de I’immunisation TC a induire des
réponses T CD4+ et CD8+ spécifiques du virus de I’influenza par rapport a la vaccination IM
(Combadicre et al., 2010; Vogt et al., 2008). De méme, la vaccination TC avec des peptides associés
au mélanome permet la réduction de la taille des tumeurs chez des patients atteints de mélanomes en
stade avancé, par I’induction de réponses T CD8+ spécifiques de I’antigéne (Yagi et al., 2006).

Plus récemment, Weiss et al. ont démontré 1’efficacité d’un systéme utilisant un laser pour la création
de micropores dans la peau, permettant la diffusion de I’antigéne dans le derme, sa prise en charge par
les DCs du derme, et I’induction de réponses immunitaires (Weiss et al., 2012). Cette technique
combinée a I’utilisation d’un antigéne couplé a la molécule XCL1 permet de protéger les souris contre
le mélanome (Terhorst et al., 2015).

Ainsi, un nombre croissant de méthodes innovantes permet de cibler spatialement les DCs de
I’épiderme et du derme. Ces stratégies vaccinales permettent d’induire de fortes réponses
immunitaires, de réduire la quantité d’antigeéne utilisé, de limiter les effets secondaires et les risques de

contamination, et sont généralement mieux acceptées par les individus.
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Figure 6 : Différentes approches de vaccination par la peau.
D’aprés (Engelke et al., 2015).

1.6.2 Ciblage physique

Les DCs sont spécialisées dans la reconnaissance et la capture des pathogenes, étapes cruciales dans la
mise en place de réponses immunitaires adaptatives. Les paramétres physico-chimiques de I’antigéne
vaccinal peuvent étre optimisés pour se rapprocher de la taille, la forme, la structure, et 1’organisation
moléculaires des pathogeénes afin de permettre un ciblage efficace des DCs (Bachmann and Jennings,

2010) (Figure 7).
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La taille de I’antigene influence grandement sa prise en charge par les DCs (He et al., 2010).
L’antigéne peut mesurer quelques nanometres de diamétre (protéines et sous-unités virales), une
centaine de nanometres (20-200 nm pour les VLPs, nanoparticules, liposomes, virosomes) voire se
situer a I’échelle du micrometre (100 nm-20 pm pour les particules émulsionnées). Les particules de
taille comprise entre 20 et 200 nm sont généralement les mieux capturées par les DCs humaines et
murines (Foged et al., 2005; He et al., 2010; Manolova et al., 2008). De facon intéressante, des
particules de polymeére associées & un antigéne mesurant 200 nm sont présentées par les DCs plus
longtemps (72 h) par rapport aux particules de 40 nm (48 h) in vivo (Benson et al., 2015). Hormis une
prise en charge et une durée de présentation plus efficaces, les particules de 20 a 200 nm ont
également la capacité de diffuser passivement jusqu’au ganglion et passer a travers les jonctions des
cellules endothéliales lymphatiques, ou elles sont prises en charge par les macrophages et DCs
résidents du ganglion (Manolova et al., 2008; Reddy et al., 2006, 2007). Cette dernieére propriété
s’avere particuliérement intéressante pour des antigénes contre lesquels une immunité cellulaire T
CD8+ cytotoxique est recherchée (tumeurs, virus), car le ganglion contient une population de DCs
CDS8+ résidentes capables de présentation croisée. Fifis et al. ont ainsi démontré que des particules de
polyester de 40 nm de diametre possedent une taille optimale pour un drainage vers le ganglion et
I’induction d’une immunité T CD8+ contre les tumeurs (Fifis et al., 2004). La capacité des particules a
migrer rapidement vers le ganglion favorise également 1’acquisition de 1’antigeéne par les cellules B
folliculaires, soit directement, soit par transfert par les macrophages sous-capsulaires (Carrasco and

Batista, 2007; Junt et al., 2007).
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Parmi les vecteurs vaccinaux répondants aux critéres de taille et de similarité aux pathogenes, les
nanoparticules de polymere (NPs) et les VLPs possedent un fort potentiel pour le ciblage physique des
DCs cutanées.

Les NPs de polymére sont généralement constituées d’acide poly-lactique (PLA), d’acide poly-
glycolique (PGA), ou d’acide poly-lactique glycolique (PLGA) et leur taille est comprise entre 10 et
200 nm (Yue and Ma, 2015). L’acide poly-lactique est un polymeére biocompatible et biodégradable, et
permet ’encapsulation ou 1’adsorption de I’antigéne au sein de sa matrice (Lamalle-Bernard et al.,
2006). Les propriétés physiques des NPs permettent ainsi la protection de I’antigéne contre la
dénaturation, son transport et sa prise en charge par les DCs, et sa libération prolongée dans le temps
(Yue and Ma, 2015). Les NPs de PLA ont démontré leur efficacité a étre prises en charge par les DCs
cutanées humaines (Liard et al., 2012), a induire des réponses humorales et cellulaires chez la souris
(Climent et al., 2014; Guillon et al., 2007; Liard et al., 2011; Mahe et al., 2009), et a induire des

réponses dans les muqueuses (Pavot et al., 2016).

Les « Virus-Like Particles » sont des particules virales sans génome et non réplicatives dont la taille
varie de 50 a 100 nm, qui reproduisent la structure et la conformation d’un virus et permettent de
véhiculer des antigénes de surface. Les VLPs s’assemblent spontanément a partir des protéines de la
capside et de I’enveloppe du virus choisis, qui peuvent servir d’immunogéne (VLPs autologues) ou de
transporteur pour d’autres antigénes (VLPs hétérologues). Leur taille permet la diffusion passive
jusqu’au ganglion (Manolova et al., 2008). Du fait de la présence d’un grand nombre de motifs
répétitifs, les VLPs sont particulicrement efficaces dans !’induction de réponses humorales
(Chackerian et al., 2002; Huret et al., 2013). Actuellement, trois vaccins commerciaux utilisent la
technologie des VLPs : Vaccin contre I’hépatite B, contre le papillomavirus, et contre 1’hépatite E

(Zhao et al., 2013).

Ces méthodes de ciblage physique des DCs jouent principalement sur la taille et la structure du
systeme de transport de 1’antigéne. Ces méthodes peuvent aussi étre combinées a d’autres systémes
ayant pour fonction de créer un environnement propice a la capture de 1’antigéne, telles que les
adjuvants non-immunomodulateurs. Ce type d’adjuvant inclus les sels d’aluminum (Alum), les
émulsions eau-dans-huile (« Incomplete Freund’s Adjuvant », Montanide ISA51) et huile-dans-eau
(MF59) (Guy, 2007; Reed et al., 2013). Pour la plupart de ces adjuvants, les modes d’actions sont peu
connus. Il était initialement admit qu’ils agissent principalement en créant un dépdt aggloméré de
particules antigéniques, permettant une rétention et une stabilité accrue du composé au site d’injection.
Cependant, il semble que leur mécanisme d’action repose plutot sur la création d’un environnement
immunocompétent et favorable au recrutement des CPAs, a leur activation, et leur prise en charge de

I’antigéne (De Gregorio et al., 2013) (Figure 8).
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Figure 8 : Mécanismes d’action supposés des adjuvants immunomodulateurs et non immunomodulateurs.
D’aprés (Reed et al., 2013). Les adjuvants non-immunomodulateurs incluent les émulsions et les sels
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suggérés sont 'augmentation du recrutement des cellules immunitaires, de leur état d’activation, de leur prise
en charge et présentation de |'antigéne, ou de I'activation de I'inflammasome.

1.6.3 Ciblage spécifique

Les cellules dendritiques expriment un large éventail de molécules membranaires, telles que des
récepteurs de surface, qui sont plus ou moins spécifiques de certaines sous-populations. Un domaine
relativement récent de la vaccination vise a coupler 1’antigéne a des anticorps ou des ligands
reconnaissants de manicre spécifique ces récepteurs de surface, afin de cibler spécifiquement des
populations de DC d’intérét (Bonifaz et al., 2002; Cohn and Delamarre, 2014; Kreutz et al., 2013;
Macri et al., 2016; Romani et al., 2012) (Figure 9). Cette technique présente 1’avantage de pouvoir
adresser des quantités importantes d’antigéne directement aux DCs, et d’orienter la réponse
immunitaire adaptative. Notre connaissance des différentes populations de DCs de la peau et des
ganglions drainants s’est considérablement accrue, et avec elle I’identification de molécules
spécifiques de certaines populations. Compte tenu du grand nombre d’études sur le sujet, ce chapitre
va se focaliser sur le ciblage des DCs de la peau et du ganglion drainant la peau.

Récemment identifiée, la molécule XCRI1 est exprimée spécifiquement par les DCs douées de
présentation croisée, les DCs CD103+ des tissus et CD8+ des ganglions (Bachem et al., 2012; Crozat

et al., 2011). L’injection intradermique de I’antigéne OV A couplé au ligand XCL1 induit une prise en
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charge de I’antigéne uniquement par les DCs XCRI+ du derme, et permet I’induction de forte
réponses T CD8+ anti-tumorales dans un modele murin de mélanome (tumeur exprimant I’antigéne
OVA) (Terhorst et al., 2015). Dans une autre étude, I’injection intraveineuse d’un anticorps anti-
XCRI couplé a OVA permet I’induction de forte réponses T CD8+ dans la rate et la protection contre
la croissance tumorale, mais nécessite 1’addition du LPS comme adjuvant (Hartung et al., 2015).
Ainsi, le ciblage des DCs XCR1+ de la peau induit de meilleures réponses que le ciblage de leur
homologue des tissus lymphoides, probablement dii au microenvironnement inflammatoire généré lors
de I’injection intradermique.

La molécule langérine est exprimée a la fois par les LCs et par les cellules XCR1+ du derme.
L’injection ID de OV A couplée a un anticorps anti-langérine (langérine/OVA) combinée a un mélange
d’adjuvant contenant le ligand du TLR3 poly(I:C) et un anticorps anti-CD40 induit de forte réponse
cytotoxiques T CD8+ (Flacher et al., 2014). Pour déterminer la contribution individuelle des LCs et
DCs XCR1+ du derme dans cette réponse, les auteurs ont crée des chiméres en irradiant des souris
sauvages ou déficientes en LCs et en les reconstituant avec de la moelle de ces mémes souris. Ainsi,
lorsque que seules les DCs XCR1+ du derme sont ciblées par le composé, la réponse T CD8+ est
maintenue. En revanche, le ciblage spécifique des LCs diminue fortement la réponse T CD8+, et de
facon surprenante, induit leur tolérance. Ces résultats confirment de précédentes observations obtenues
en utilisant des explants de peau humaine injectée avec langérine/OVA (Flacher et al., 2010).

Dans une étude récente, Yao et al. ont déposé topiquement un anticorps anti-langérine humaine couplé
a ’antigéne 2W1S pour cibler spécifiquement les LCs dans des souris ou seuls les LCs expriment la
langérine humaine. Dans ce modéle, les auteurs ont observés une forte induction de T CD4+
auxiliaires folliculaires (Try) spécifiques de ’antigéne (Yao et al., 2015). Apres ciblage spécifique des
DCs XCR1+ du derme, des réponses Try similaires ont été observées, mais les réponses humorales
induites sont plus faibles. Ces résultats sont en accord avec d’autres études démontrant I’induction de
réponses Ty aprés injection intraveineuse d’un antigéne couplé a un anticorps ciblant la molécule
Clec9A, exprimée spécifiquement par les DCs XCRI+ (des tissus et des organes lymphoides
secondaires) (Kato et al., 2015; Lahoud et al., 2011).

De facon intéressante, le ciblage d’'une méme population via des récepteurs différents n’induit pas les
mémes réponses. En effet, le ciblage des DCs XCRI+ par un anticorps anti-DEC205 ou anti-
Clec12A induit de faibles réponses humorales (Lahoud et al., 2011).

De nombreuses études se sont intéressées au ciblage des DCs via le récepteur DEC205, exprimés a la
fois par les DCs XCR1+ tissulaires et lymphoides, mais aussi par les LCs. Du fait de son expression
relativement non-spécifique par rapport a XCR1 et a la langérine, il ne représente aujourd’hui pas une

molécule de choix pour le ciblage des DCs de la peau (Macri et al., 2016).

Hormis la spécificité du récepteur, un critére secondaire a prendre en compte dans le choix du

récepteur a cibler concerne ses propriétés biologiques, telles que son niveau d’expression, sa vitesse
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d’internalisation, et son recyclage a la surface de la cellule. Une étude de Reuter et al. a cependant
révélée qu’aucun de ces parametres n’a d’influence sur la capacité des DCs ciblée a présenter
I’antigéne par les molécules de CMH de classe 1 ou II (Reuter et al., 2015). En d’autres termes, la
nature méme de la molécule ciblée et les voies d’activations qui lui sont liées sont les principaux

déterminants de la voie de présentation induite apres ciblage.

En résumé, le ciblage spécifique des DCs est une stratégie a fort potentiel, qui peut &tre combinée avec
des modes d’injection (intradermique, micro-perforation, etc.) et des vecteurs particuliers (particules,
liposomes, virus) pour optimiser et orienter la réponse adaptative (Kreutz et al., 2013). Cependant, les
données de la littérature démontrent de fortes disparités selon que le ciblage soit réalisé en condition
non inflammatoire (état basal) ou en présence d’adjuvants (Bonifaz et al., 2002). Des mises au point
restent donc nécessaires afin d’évaluer la meilleure combinaison de molécules de ciblage et
d’adjuvants pour une réponse hautement spécifique et de forte intensité.
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Figure 9 : Principe de ciblage des cellules dendritiques avec des anticorps dirigés contre des récepteurs de
surface.

Les voies de présentation des peptides associées aux molécules de CMH I ou II sont représentées.
D’apres (Tacken et al., 2007).
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Aparté 3 | Ciblage par ligands de TLR

Bien qu’exprimés par d’autres populations cellulaires que les cellules dendritiques, les TLR constituent des
molécules d’intérét pour le ciblage de I’antigéne (Figure 8). Contrairement aux adjuvants basés sur le
transport et la rétention de I’antigéne et a la plupart des molécules membranaires citées ci-dessus, ces
molécules posseédent de fortes propriétés immunomodulatrices. En effet, la ligation du TLR constitue un
signal fort de danger, apparu tres tot dans 1’évolution du systéme immunitaire (on retrouve des TLR chez
les invertébrés et les plantes). La reconnaissance par le TLR de son ligand entraine de nombreuses cascades
de signalisation et la différentiation et la maturation de la cellule. Actuellement, de nombreux ligands de
TLR sont licenciés ou testés en clinique, tels que AS04 (ligand de TLR4), CpG (TLRY), Flagellin (TLRS),
Imiquimod (TLR7), et poly(I:C) (TLR3) (Gutjahr et al., 2016; O’Neill et al., 2009). L’utilisation de ligand
de TLR comme adjuvant présente toutefois certains inconvénients : Il ne permettent pas de cibler
spécifiquement des populations discrétes de DCs, les voies d’activations qu’ils induisent sont multiples, et
leur sur-activation peut conduire a une inflammation chronique.
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2. Cellules Tgy, acteur clé de la réponse immunitaire

adaptative

2.1 Définition

Les cellules T « helper » folliculaires (Try) constituent une sous-population de T CD4+ spécialisée
dans ’induction des centres germinatifs des organes lymphoides secondaires, et apportent une aide
critique aux lymphocytes B pour I’induction et le maintien de I’'immunité humorale de haute affinité
(Figure 10). Le succes de la vaccination repose sur la génération de cellules sécrétrices d’anticorps,
elles mémes sélectionnées par les cellules Try pour leur affinité a I’antigéne. Ainsi, la compréhension
des mécanismes moléculaires et cellulaires qui gouvernent la génération des cellules Ty est centrale

pour I’¢élaboration de meilleures stratégies vaccinales.
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Figure 10 : Dynamique des cellules Tg, et B au sein du ganglion lymphatique.
D’apreés (Kurosaki et al., 2015).

2.1.1 Identification des Try

Le concept selon lequel les lymphocytes B requi¢rent une aide en provenance d’une population

d’origine thymique a été établit par Miller et al. il y a plus de 50 ans, par I’observation que des souris
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thymectomisées sont incapables de générer des anticorps aprés immunisation avec des globules rouges
de mouton (Miller, 1965). Au début des années 2000, trois groupes ont permis 1’identification formelle
des cellules Try en analysant des amygdales humaines, dans lesquelles une population de T CD4+
exprime le récepteur a chimiokine CXCRS, dont le ligand CXCL13 est exprimé spécifiquement dans
le follicule B et permet la migration des cellules dans cette zone particuli¢re des organes lymphoides
secondaires (Breitfeld et al., 2000; Kim et al., 2001; Schaerli et al., 2000). Contrairement aux cellules
T CD4+ CXCR5-, les LT CD4+ CXCRS5+ expriment fortement les molécules de stimulation CD40L
et ICOS, et induisent la production d’anticorps par les cellules B (Breitfeld et al., 2000). 1l faudra
cependant attendre 1’année 2009 et la publication de 3 études pour convaincre la communauté
scientifique que les cellules Ty représentent une lignée de différentiation distincte, qui au méme titre
que les lymphocytes Tyl, T2, Tyl7, et Treg, posséde un facteur de transcription « signature » (T-bet,
GATA3, RORyt et Foxp3 respectivement) appelé Bcl6 (Johnston et al., 2009; Nurieva et al., 2009; Yu
et al., 2009). De facon similaire a I'IFN-y pour les Tyl, I’'IL-4 pour les Ty2, I'IL-17 pour les Ty17 et
I’IL-10 pour les Trgg, les Trn expriment spécifiquement une cytokine signature, 1’IL-21, qui assure
leur fonction d’aide aux lymphocytes B (Linterman et al., 2010; Zotos et al., 2010) (Figure 11a).

L’expression intracellulaire de Bel6 et d’IL-21, ’expression membranaire de CXCRS, PD-1, et ICOS,
et la localisation dans la zone B restent les indicateurs les plus efficaces pour identifier les cellules Tey
chez I’homme et la souris, mais ne constituent pas des marqueurs exclusifs lorsqu’ils sont utilisés
individuellement (Baumjohann and Ansel, 2013) (Figure 11b). Récemment, Dan et al. ont mis au
point une méthode permettant de détecter les cellules Try du sang spécifiques de I’antigéne chez
I’homme sans marquage intracellulaire de cytokine, basée sur les niveaux d’expression d’un panel de

marqueurs membranaires, dont 0X40 et PD-L1 (Dan et al., 2016).
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Figure 11 : Identification des cellules Tr, en tant que programme de différentiation distinct.
(a) Facteurs de transcription et cytokines signatures des différents sous-types de lymphocytes T « helper ».
D’aprés (O’Shea and Paul, 2010). (b) Principales molécules pour I'identification des cellules T¢y ex vivo.

2.1.2 Facteurs de transcription et molécules associés

Depuis I’identification de Bel6 comme régulateur du programme Try, une multitude d’autres facteurs
de transcription jouant un role dans leur développement, leur migration, et leur fonction ont été
identifié. La Figure 12 résume les principaux facteurs connus, et leurs voies de régulation. Ici, seuls

les principaux facteurs et molécules associés aux Try seront briévement décrits.

Facteurs de transcription

Bcl6 est une molécule centrale qui contribue a I’initiation et au maintien du programme Tgy. Les
souris dont les lymphocytes T CD4+ sont déficients en Bcl6 (Bcl6”"CD4“™) ne possédent pas de Ty,
et la seule transduction de cellules T CD4+ naives avec Bcl6 permet leur polarisation en Try (Hollister
et al., 2013; Johnston et al., 2009). Dans les cellules Try murines et humaines, Bcl6 se fixe sur

plusieurs milliers de geénes, et agit uniquement comme répresseur de la transcription (Hatzi et al.,

2015; Liu et al., 2016). Ainsi, Bcl6 limite ’expression de protéines impliquées dans la migration et la
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sortie de I’organe lymphoide secondaire (EBI2, CCR7, CCR6, S1PR1, PSGL-1) (Hatzi et al., 2015),
dans la différentiation des autres sous-population de T auxiliaires (T-bet, GATA3, RORa, BLIMP1)
(Crotty, 2014; Johnston et al., 2009), et I’axe IL-7R/STATS, qui permet la séparation précoce entre les
Ty et les non-Try (Liu et al., 2016; McDonald et al., 2016). Bcl6 réprime également 1’expression du
facteur KIf2, lui méme impliqué dans I’expression de BLIMP1, T-bet, GATA3 et SIPRI1 et capable de
réguler I’expression de Bel6 et de CXCRS (Lee et al., 2015; Weber et al., 2015).

Bien que Bcl6 n’active pas directement la transcription d’autres génes, sa surexpression augmente
indirectement 1’expression des molécules pro-Tgy CXCRS, CXCR4, PD-1, ICOS, IL6-R et SAP.

La nature des signaux situés en amont de 1’expression de Bcl6 reste encore a éclaircir. Choi et al. ont
initialement proposé que le premier signal nécessaire a ’expression de Bcl6 est dépendent de la
ligation de ICOS avec son ligand (ICOSL) (Choi et al., 2011). Plus récemment, Weber et al. ont
suggéré que le signal délivré par la ligation de CD28 agit en amont de Bcl6 et de ICOS (Weber et al.,
2015). L’IL-6 semble également jouer un réle majeur dans les étapes initiales de différentiation des
Try, notamment en activant Bcl6 via STAT1 et STAT3 (Choi et al., 2013a). Ces étapes initiales seront

discutées dans une prochaine section de ce chapitre.

Parmi les autres facteurs de transcription essentiels pour 1’induction du programme Try, Maf induit
P’expression de I’'IL-21, CXCRS5, CXCR4, PD-1 et ICOS (Kroenke et al., 2012). Chez les personnes
atteintes d’une mutation dans le géne Stat3, un profond déficit en cellules Try et B mémoire est
observé (Ma et al., 2012). Chez la souris, les T CD4+ déficients en STAT3 présentes des défauts de
différentiation en Try (Ray et al., 2014).
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- Transcription factors promoting Tfh : Molecules upregulated in Tfh - Signals promoting Tth
- Transcription factors repressing Tfh C] Molecules downregulated in Tfh C] Signals repressing Tfh

Figure 12 : Régulation transcriptionnelle du programme Tgy.
D’aprés (Vinuesa et al., 2016).
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Molécules de surface

CXCRS un est récepteur a chimiokine dont le ligand CXCL13 exprimé par les cellules stromales et
dendritiques folliculaires guide la migration des Try et des lymphocytes B dans le follicule (Gunn et
al., 1998). Ainsi la présence de T CD4+ dans la zone B permet a elle seule d’identifier les cellules Tey
en histologie. CXCRS5 est exprimé précocement par les Ty suite au signal délivré par la ligation de
ICOS, il est directement inhibé par KIf2 et Blimp1, et son expression initiale ne dépend pas de celle de
Bcl6 (Liu et al., 2012; Weber et al., 2015). L expression de CXCRS5 par les « pré-Tgy » est corrélée
avec une diminution de I’expression de CCR7, permettant a la cellule de sortir de la zone T pour se

rendre vers la zone B (Haynes et al., 2007).

ICOS (Inducible T cell costimulator) est une molécule de la méme famille que CD28 et CTLA-4. Son
expression est indispensable a la génération des cellules Try. Chez des souris déficientes en ICOS, le
développement lymphocytaire est normal, mais les réponses adaptatives de type Ty2, Try et humorales
sont sévérement impactées (Bauquet et al., 2009; Dong et al., 2001). Tout comme CD28, le signal
produit lors de la reconnaissance de son ligand constitue 1’'un des éléments déclencheurs du
programme Tpy. L’expression de ICOS est fortement régulée au niveau transcriptionnel et post-
transcriptionnel (Figure 12). L’expression de ICOS est également requise pour le maintien du
phénotype Try. En effet, le blocage de son ligand ICOSL dans un centre germinatif déja établi induit
le départ des Try de la zone B et la perte de leur phénotype, diminuant ainsi la réponse immunitaire
(Weber et al., 2015). ICOSL est exprimé par certaines cellules dendritiques et par les lymphocytes B.
La liaison du Tgy et de la cellule B via ICOS-ICOSL est cruciale pour le bon positionnement du Tgy a
la jonction T/B, son entrée dans le follicule, et sa fonction d’aide aux cellules B, notamment en

induisant la sécrétion d’IL-21 (Bauquet et al., 2009; Liu et al., 2014; Xu et al., 2013).

Bien que moins spécifique des Try que les molécules ci-dessus, PD-1 reste un marqueur d’intérét pour
I’identification des Try. Ce récepteur inhibiteur est fortement exprimé par les Tgy, €t son expression
conjointe avec CXCRS5 reste le moyen le plus simple d’identifier les Try en cytométrie de flux. PD-1
est un marqueur de « fatigue cellulaire » exprimé aprés stimulation prolongée du TCR et semble étre
impliqué dans la survie et la fonction des cellules Try dans le centre germinatif, et dans la fonction
suppressive des T folliculaires régulateurs (Tgr), un analogue aux Trgg retrouvé dans le follicule B

(Good-Jacobson et al., 2010; Sage et al., 2012) (détaill¢ dans la partie 2.4.4).

Facteurs post-transcriptionnels

Roquin est une protéine qui se fixe sur I’ARN de Icos et Ox40 et induit leur dégradation, limitant ainsi
I’accumulation des cellules Try (Glasmacher et al., 2010; Vogel et al., 2013). Chez des souris dont les
lymphocytes T sont déficients en Roquin, une génération spontanée de centres germinatifs et un

syndrome auto-immun sont observés.
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Les microARNs de la famille 17~92 promeuvent la différenciation des Try notamment en limitant
I’expression de Rora (Baumjohann et al., 2013a), et en augmentant I’expression de /cos (Kang et al.,
2013). Leur induction dépend directement du signal délivré par la stimulation de CD28 (Wang et al.,
2014).

2.2 Modzéle séquentiel de différentiation des Try

La différentiation des Try est formée d’une succession d’étapes finement régulées dans le temps et
I’espace (Figure 13). Tout comme les autres populations de T auxiliaires, la différenciation des Tgy est
initiée par la présentation de I’antigéne par les cellules dendritiques. Malgré notre connaissance des
mécanismes par lesquels la DC permet I’induction des Try, la nature des DCs impliquées dans cette
étape critique du processus de différentiation est peu connue, et sera développée dans une partie
séparée (2.3). En fonction des signaux recus lors de la présentation de 1’antigéne par la DC, le T CD4+
naif évolue vers un état dit de « pré-Try », qui le conduit a migrer a I’interface entre les zones T et B et
a interagir étroitement avec le lymphocyte B. A I’issue de cette rencontre, le Try entame sa migration
dans la zone B et le centre germinatif ou il assure ses fonctions principales d’aide aux cellules B.
Enfin, a la résolution de I’inflammation et de la réponse adaptative, le centre germinatif est finement

régulé et contrdlé et certaines cellules Try s’engagent dans un processus de mémoire immunitaire.
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Figure 13 : Modéle séquentiel de différentiation des cellules Tg.
D’apreés (Crotty, 2011).
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2.2.1 Du lymphocyte T CD4+ naif au pré-Try

Le groupe de Laufer et al. a démontré que les DCs sont a la fois nécessaires et suffisantes pour initier
le programme transcriptionnel des Ty (expression de CXCRS, ICOS, et Bcl6) (Goenka et al., 2011).
Cependant, la présentation de 1’antigéne par les lymphocytes B est requise pour la différentiation
terminale des Ty et leur expression de la cytokine IL-21 (Barnett et al., 2014). A I’inverse, les cellules
B seules ne sont pas suffisantes pour la génération optimale des Ty (Barnett et al., 2014).

Plusieurs facteurs jouent un role clé dans le développement du T CD4+ naif en pré-Tgy : Les
cytokines IL-6 et IL-21, le couple ICOS-ICOSL, le signal délivré par le TCR, et la quantité d’antigéne
présent. A D’inverse, la cytokine IL-2 impacte négativement cette différentiation. Ces facteurs
proviennent de l’interaction entre la cellule dendritique et le lymphocyte T naif et interviennent

précocement aprés immunisation (des premiéres heures a 72h) (Figure 14).

IL-6 APC

| | PDL2/
PDL1 OX40L CD3

0
D80/ 1COSL
CDB6  MHCII

" L
BTLA , "f}' é cou?

Cs»gélbm R [ :
- = [@sap WS

y108 ?L"M
SAP
‘\ AP } 1COS
) CD30L co{s TR T\ — | l
N s [ e [ Piax
IL-21 i Adhesion
STAT3 H
Ty gmj
1COS
CXCR5 g\ _lcos
?
Migrati I
gration v
Proliferation -4
% ~Bds Lc-Maf )
j fe T | |L-15ﬁ ‘]
= Prdm1/Blimp-1 P >~ c-Maf
. = 1L-21

Figure 14 : Molécules impliquées dans l'interaction entre la cellule dendritique et la cellule Tg.
D’apreés (Crotty, 2011).

Contrairement aux autres sous-types de T auxiliaires, pour lesquels la présence d’une cytokine clé
permet D’initiation de leur programme (par exemple IL-12 pour les Tyl), aucune cytokine n’est
suffisante a elle seule pour I’induction des Tgy. Bien que I’IL-6 induise 1’expression de Bcl6 in vitro
(Nurieva et al., 2009), les souris déficientes en IL-6 ne sont pas impactées dans leur capacité a générer
des cellules Ty apres infection par le virus LCMV (Eto et al., 2011). En revanche, dans ce dernier
modele d’infection ou apres infection par le virus influenza, la déficiente combinée en IL-6 et IL-21

impacte de fagon critique la réponse Tgy et B du centre germinatif (Eto et al., 2011; Karnowski et al.,
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2012). Ainsi I’IL-6 reste une cytokine particulierement cruciale dans I’initiation du programme TFH et
agit de facon redondante avec I’'IL-21 sur STAT3 et STAT1 (Crotty, 2014).

Comme décrit précédemment, I’expression de ICOS se fait précocement et, avec I’expression de Bcl6
et CXCRS5, marque la transition du T CD4+ naif en pré-Tgy. ICOSL est exprimé par certaines
populations de cellules dendritiques, et apres reconnaissance de son récepteur induit I’expression de
CXCRS5 et de Bcel6 (Choi et al., 2011; Shin et al., 2015).

La liaison du TCR de la cellule T avec le complexe formé par le CMH de classe II et le peptide
antigénique de la DC est une étape indispensable a la polarisation du T CD4+ naif en T effecteur. En
transférant dans des souris des cellules T naives exprimant des TCR transgéniques de différentes
affinités pour I’antigene PCC, Fazilleau et al. ont démontré que les lymphocytes T possédant un TCR
de haute affinité pour I’antigéne se développent préférentiellement en cellules Tgy (CXCR5+) apres
immunisation (Fazilleau et al., 2009). Ces résultats sont confirmés par Tubo et al., qui suggere que
c’est la durée d’interaction entre le TCR et le complexe CMH II-peptide qui influe sur la polarisation
différentielles des T naifs en Tyl ou en Tgy, mais que d’autres facteurs influencent également ce
phénomene (Tubo et al., 2013). De méme, des expériences de microscopie bi-photonique in vivo ont
démontré que la différentiation des Tgy requiere des contacts longs (>10 min) et prolongés (jusqu’a 72
h aprés immunisation) entre la DC et le T CD4+ (Benson et al., 2015), et que la disponibilité et la
persistance de 1’antigéne sont des facteurs cruciaux dans I’induction des Tgy (Baumjohann et al.,
2013b; Deenick et al., 2010).

L’IL-2 est un puissant inhibiteur de la polarisation des Tgy, en activant la voie STATS et I’expression
de Blimpl (Ballesteros-Tato et al., 2012; Johnston et al., 2012). Récemment, Li et al. ont démontré
que les DCs situées a proximité de la limite T/B de la rate sur-expriment le récepteur a I'IL-2,
permettant ainsi « I’extinction » du signal négatif délivré par I’IL-2 et la promotion du phénotype Tgy
(Lietal., 2016).

Ainsi, chez la souris, les étapes initiales de la différentiation des Tgy entre « pré-Tgy » dépendent des
DCs et de leur niveau d’expression de molécules de costimulation (CD80, CD86, ICOSL, OX40L), de
leur balance cytokinique (plus d’IL-6 et moins d’IL-2), et de leur capacité a présenter I’antigene de
facon continue, mais sont aussi fortement influencées par un facteur intrinseque a chaque cellule T,

I’affinité du TCR pour I’antigene.

Chez I’homme, plusieurs études ont révélé le role crucial de I'IL-12 et du TGF-f§ dans la
différentiation des cellules Tgy, alors que I’IL-6 ne semble pas jouer de rdle prépondérant (Ma et al.,
2012; Schmitt et al., 2009a, 2013, 2014a). De facon intéressante, I’IL-12 induit également la
production de T-bet, et donc la différentiation des Ty 1. Une récente étude a confirmée la proximité des
TH1 et Tg; humains, en démontrant que T-bet induit I’expression de CXCRS et que le facteur IRF4 est

déterminant dans la promotion du phénotype Tgy contre le phénotype Ty1 (Schmitt et al., 2016).
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2.2.2 Migration a la bordure T/B et interaction avec le lymphocyte B

A T’issue de ses interactions répétées avec les cellules dendritiques dans la zone T, le pré-Try posséde
un phénotype intermédiaire caractérisé par 1’expression de Bcl6, ICOS, et CXCRS. Le placement des
Ty a la frontiére des zones T et B est dépendant de 1’expression de CXCRS et de EBI2, dont le ligand
70,25-dihydroxycholesterol est fortement exprimé dans la région interfolliculaire (Li et al., 2016). En
revanche, I’entrée du Tgy dans le follicule B requiere en plus de CXCRS I’expression de ICOS (Xu et
al., 2013).

A partir de cette étape, la présence d’antigéne devient limitée par la localisation des cellules et la durée
de vie des DCs, et la présence de lymphocytes B est requise pour le processus de maturation final des
Ty car elles constituent les uniques cellules présentatrices d’antigéne. Les lymphocytes B présents a
la bordure T/B forment des contacts durables et répétés avec le pré-Tey, via les axes ICOS-ICOSL et
SAP-SLAM (Qi et al., 2008) (Figure 15). A la bordure des zones T et B, certains lymphocytes B se
différencient en plasmocytes extra-folliculaires, sécrétrices d’anticorps de faible affinité et a courte
durée de vie, notamment sous I’action des molécules CD40L et SAP exprimées par les Try et délivrant
un signal de maturation (MacLennan et al., 2003; Qi, 2016). De fagon intéressante, il a été€ montré que
les cellules B dont le BCR possede une forte affinité pour I’antigéne se dirigent préférentiellement
vers une réponse extra-folliculaire, alors que les cellules ayant un BCR de faible affinité pour

I’antigéne se dirige vers une réponse du centre germinatif (Paus et al., 2006).
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Figure 15 : Interaction du Tg, avec la cellule dendritique et le lymphocyte B a la frontiére T/B.
D’aprés (Tangye et al., 2013).
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2.2.3 Phase germinative

Une fois dans le follicule B, la tache principale des Try est de sélectionner les cellules B de haute
affinité dans le centre germinatif (GC), de favoriser leur division cyclique, leur maturation, et leur
export en cellules B mémoire ou en plasmocytes (fonctions détaillées dans la partie 2.4). Le GC est
composé¢ de Try, de cellules B, de cellules dendritiques folliculaires (FDCs) et de macrophages (Mesin
et al., 2016). Dans le GC, les Try possédent un phénotype de différentiation « terminal » caractérisé
par de forts niveaux d’expression de CXCRS5, PD-1, Bcl6, Maf, et SAP et une faible expression de
PSGL1 et CCR7 (Crotty, 2014). Weinstein et al. ont récemment identifi¢ chez la souris deux niveaux
supplémentaires de différentiation des Try au sein du GC : Au jour 5 apres infection, les Try du GC de
la rate qui se sont divisés 3 fois sécrétent la cytokine IL-21 et sont préférentiellement situés a
proximité des B en division, dans la zone sombre du GC. En revanche, dés la 6™ division, les Tgy
expriment en plus de I’IL-21 la cytokine IL-4, et s’éloigne du site de division des B (Weinstein et al.,
2016). Cette étude montre qu’au sein du GC, les Try adaptent leur phénotype, leur niveau de
maturation, leur localisation et leur fonction d’aide aux cellules B.

Contrairement aux interactions qui ont lieux entre le Try et la DC en zone T, ou entre le Try et le B a
la bordure T/B, les contacts entre le Try et le B dans le GC sont courts et transitoires, mais font
intervenir de grandes surfaces cellulaires, appelés « enchevétrements » (entanglement en anglais) (Liu
et al.,, 2014). Ces contacts sont dépendants de I’expression de ICOS et CD40L par le Ty, de la
quantité de complexes CMH II-peptide exprimés par le lymphocyte B, et font intervenir des cascades
de signalisation liées au calcium Ca”" intracellulaire dans le Try (Liu et al., 2014; Shulman et al.,
2014). 11 a été suggéré que la nature transitoire de ces contacts permet une meilleure compétition au
sein des cellules B individuelles pour obtenir les signaux cruciaux délivrés par les Try (Allen et al.,
2007; Qi, 2016).

A T’issue de leurs interactions dans le GC, les Ty peuvent transiter jusqu’a un GC voisin (Shulman et

al., 2013), ou sortir du GC et se développer en Try mémoire.

2.2.4 Try mémoire

D a leur forte expression du marqueur de « fatigue cellulaire » PD-1, il a été initialement suggéré que
les Tgy du GC possédaient un phénotype terminal, ne pouvant pas sortir du GC, et condamnés a mourir
a la fin de la phase effectrice de la réponse immunitaire, lorsque 1’antigeéne est rare (Crotty, 2011;
Good-Jacobson et al., 2010). Désormais, de nombreuses études réalisées chez la souris et chez
I’homme ont démontré ’existence de Ty mémoire (Hale and Ahmed, 2015). Apres infection avec le
virus LCMV, les Tyl et Ty spécifiques sont maintenus jusqu’a 150 jours apres la résolution de
I’infection. De facon intéressante, le transfert de cellules Try mémoires (CXCR5+) dans une souris

naive et son infection par LCMV induit une réponse effectrice secondaire des Tgy et la génération de
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centres germinatifs, méme en absence de cellules B (Hale et al., 2013). Ces observations sont
confirmées dans une étude de Ise et al., démontrant que les cellules mémoires CXCR5+ sont bien
dérivées de Ty effectrices, et que ces cellules mémoires se redifférencient préférentiellement en Tgy
lors d’une réponse mémoire apres réinfection. En revanche dans cette derniere étude, la présence de
lymphocytes B est indispensable pour la réexpression de Bcl6 par les Tgy, elle méme nécessaire pour
la maintenance et la fonction de ces cellules (Ise et al., 2014). Les auteurs suggerent que les
différences observées avec I’étude de Hale et al. sont probablement dues a I’existence de mécanismes
de compensation chez les souris déficientes en lymphocytes B. Les Try mémoires ont des modes de
migration distincts par rapport a leur homologue effecteur : Lors de la réponse secondaire, ils se
placent préférentiellement dans la région sous-capsulaire du ganglion et scannent les macrophages
pour la présentation de 1’antigéne (Suan et al., 2015).

Des leur sortie du GC, les Tgy diminuent progressivement 1’expression de Bcl6, et les cellules
CXCR5+ « mémoires » n’expriment ni Bcl6 ni ICOS (Choi et al., 2013b; Hale et al., 2013; Liu et al.,
2012). Le meilleur moyen d’identifier les cellules Ty mémoires chez 1’homme et la souris reste donc
I’expression de CXCRS (Morita et al., 2011; Schmitt et al., 2014b). Les cellules Tgy mémoires résident
principalement dans la rate, les ganglions lymphatiques, la moelle, et sont fréquemment observés

recirculant dans le sang, notamment chez ’homme (Hale et al., 2013; Schmitt et al., 2014b).

Aparté 4 | Modéle alternatif de différentiation et plasticité cellulaire

Le modéele intégré et séquentiel de différentiation des Tpy ne permet pas d’expliquer ’existence de
plasticité parmi les T auxiliaires : En effet la littérature contient un certain nombre d’études démontrant la
capacité de cellules Tyl, Ty2, ou Tyl7 & se convertir en Try et & se localiser dans le follicule B, ou a
I’inverse de Ty capable d’exprimer des facteurs de transcriptions et des cytokines propres aux autres sous-
populations de T auxiliaires (Cannons et al., 2013; DuPage and Bluestone, 2016). Par exemple, en réponse
a un environnement pauvre en IL-2, des Tyl déja différenciés peuvent exprimer les récepteurs a I’IL-7 et a
I’IL-6 sous I’influence de Bcl6. La présence respective de 1’une ou I’autre de ces cytokines permet ensuite
la conversion totale de ces cellules en T mémoire ou en Try (McDonald et al., 2016). Ces observations ne
remettent toutefois pas en cause le modéle de différentiation séquentiel, et il est clairement établi que les
Try peuvent étre identifiés dés la présentation de I’antigéne par les DCs, et des les premiéres divisions
cellulaire aprés infection. De part leur nature — étre capable de répondre de maniere spécifique a la
diversité des pathogénes — les lymphocytes T CD4+ auxiliaires sont hétérogénes et adaptables.

Ainsi, il convient de définir les cellules Try non pas part leur phénotype et les molécules qu’elles sécrétent,
mais plutot par leur fonction stricte d’aide a la maturation du GC et des lymphocytes B.

2.3 Cellules dendritiques impliquées dans la différentiation des Try

Les facteurs impliqués dans la différentiation des T CD4+ naifs en Ty (IL-6, IL-21, ICOSL, OX40L,
TCR de forte affinité¢) sont désormais relativement bien connus. En revanche, relativement peu

d’études se sont focalisées sur I’identification des sous-populations de cellules dendritiques impliquées
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dans ce processus, que leur fonction soit pro- ou anti-Try. Pourtant cette question est loin d’étre
triviale, car I’identification de telles populations serait d’un grand intérét pour le design de meilleures

stratégies vaccinales, notamment pour 1’induction de fortes réponses humorales.

L’identification des populations de DC impliquées dans la différentiation des Try est problématique,
car leur phénotype dépend fortement du contexte antigénique et inflammatoire auquel elles sont
soumises. Dans le méme temps, I’identification formelle de I’implication d’une population de DC dans
I’induction des Try ne peut étre rendue possible que par deux moyens: La suppression de cette
population in vivo, ou son ciblage spécifique. Compte tenu de la diversité des populations de DCs et
de la difficulté de générer des souris déficientes d’un sous-type particulier, la majorité des études se
focalise sur le ciblage des DCs et leur influence sur la différentiation des Try.

Il convient ainsi de différencier les résultats obtenus apreés infection ou vaccination sans adjuvants,
lorsque I’ensemble du systéme immunitaire inné a 1’opportunité de participer a ’induction de la
réponse adaptative, de ceux obtenus par 'utilisation d’adjuvants ou de méthodes particuliéres de
ciblage des DCs, qui par leur nature conditionnent les populations qui prendront par a la mise en place

des réponses immunitaires.

2.3.1 Cellules dendritiques pro-Try

Est considérée ici comme « pro-Tpy » toute population de cellule dendritique dont I’ablation ou le
ciblage spécifique module fortement la présence ou 1’absence de cellule Try, quelque soit le contexte
inflammatoire. Dans la majorit¢ des études, la sécrétion d’IL-6 et/ou I’expression de marqueurs
spécifiques comme ICOSL et OX40L constituent une indication supplémentaire de la fonction pro-Try
des DCs étudiées.

Cucak et al. sont les premiers a identifier le role d’une population particuliére de DC dans 1’induction
de réponses Try (Cucak et al., 2009). Dans cette étude, 1’ablation spécifique du récepteur a I’interféron
de type I dans les cellules CD11c+ (souris IFNAR1""CD11¢“") induit une diminution du nombre de
cellules Try générées apres injection intrapéritonéale d’OVA combinée au LPS (ligand de TLR4)
comme adjuvant. Dans ces cellules, la présence d’interféron de type I stimule la production d’IL-6 et
I’expression de CD86 mais pas de ICOSL. La faible diminution du nombre de Try observée dans cette
¢tude suggere toutefois que d’autres populations de DCs n’exprimant pas le récepteur IFNAR1 sont
impliquées dans la différentiation des Try. Une étude du méme groupe s’est intéressée aux
conséquences d’une déplétion totale en cellules dendritiques conventionnelles (souris CD11c-DTR)
dans I’induction de cellules Tyl et Ty apres injection de ’antigéne OVA et de ’adjuvant Poly(I1:C)
(ligand de TLR3) (Dahlgren et al., 2015). De fagon surprenante, alors que dans ce mod¢le I’induction
des cellules Tyl est complétement aboli, les cellules Try et B du centre germinatif se développent

normalement. Dans cette étude, les auteurs ne sont pas capables d’identifier le phénotype de la
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population pro-Try, mais suggerent qu’il s’agit soit de mo-DCs soit de cellules dendritiques
plasmacytoides (pDCs).

Toujours en utilisant des adjuvants, Fazilleau et al. ont démontré que I’injection de I’antigéne
émulsionné avec I'IFA (« Incomplete Freund’s Adjuvant ») et combiné avec du CpG (ligand de
TLR9) induit une polarisation supérieure des cellules Try en comparaison a I’injection de 1’antigéne
émulsionné seul (Chakarov and Fazilleau, 2014). Cet effet « booste » de la réponse Try est du a
I’action du CpG sur le TLR9 exprimé par les moDCs recrutées, qui en retour sécretent de I’IL-6. Cette
¢tude démontre que méme si les mo-DCs ne sont pas nécessaires pour la différentiation des Tgy, les

cibler spécifiquement permet de booster cette différentiation aprés vaccination.

Le groupe d’Irina Caminschi a démontré que le ciblage spécifique des DCs exprimant Clec9A par
I’injection intraveineuse d’un anticorps anti-Clec9A couplé a I’OVA induit spécifiquement la
différentiation des T CD4+ OT-II en Ty dans la rate (Kato et al., 2015; Lahoud et al., 2011). Ces
résultats sont surprenants car la population de DC Clec9A+ est principalement connue comme étant
dédiée a la présentation croisée et I’induction de réponses T CD8+. Le ciblage de ces DCs n’induisant
pas leur activation (pas d’augmentation de I’expression des molécules de CMHII, de CD40, CD80, ou
CD86), les auteurs suggeérent que cette induction de Try est liée & une rétention de 1’antigéne
supérieure (jusqu’a 4 jours aprés injection) par les DCs Clec9A+ comparativement aux autres DCs
ciblées (DEC205 et Clec12A).

Dans un autre modele de ciblage des DCs de la peau exprimant la langérine, Yao et al. ont démontré
que les LCs et les DCs langérine+ du derme sont capables d’induire la différentiation de Ty
spécifiques de I’antigéne par un mécanisme indépendant de I’IL-6 et de IFNAR (Yao et al., 2015).
Prise individuellement, les contributions respectives des LCs et DCs langérine+ du derme a cette
différentiation s’aveérent similaires, avec toutefois un plus grand nombre de Ty induit lorsque seules
les LCs sont ciblées. D’autre part, ces deux populations cellulaires induisent également la
différentiation des T CD4+ naifs en Tyl dans des nombres similaires aux Tgy, et en T2 et Treg dans
des nombres inférieurs, suggérant que la capacité de ces cellules a induire la polarisation des Try n’est
pas exclusive et est potentiellement « forcée » par la restriction de I’antigéne a une population
particuliére. Ces observations sont néanmoins confirmées par mes travaux de theése (Levin et al.,
soumit pour publication) et par une étude démontrant qu’aprés déplétion spécifique des LCs et
infection cutanée par Leishmania, I’induction de centre germinatif et de conjugués formés par les

cellules T et B est diminuée (Zimara et al., 2014).

L’¢étude des populations favorisant la différentiation des Try chez I’homme repose essentiellement sur
I’utilisation de mode¢les in vitro. Des DCs différenciées a partir de monocytes en présence de GM-CSF
et d’IL-4 et activées en présence de LPS et CD40L promeuvent la différentiation de T CD4+ en

cellules sécrétrices d’IL-21 et capable de stimuler la production d’anticorps par des cellules B
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autologues (Schmitt et al., 2009b). De fagon surprenante, le principale médiateur de cette
différentiation est I’IL-12, et non pas I’IL-6. En revanche dans ce mod¢le, I’absence du marqueur Bcl6
et la présence d’une fraction de cellules exprimant T-bet parmi les cellules sécrétrices d’IL-21 ne
permet pas de déterminer s’il s’agit de Tgy ou d’un type cellulaire intermédiaire. Le derme humain
comprend une population de macrophages résidents CD14+ longtemps identifiés comme des DCs. La
mise en culture de ces cellules avec des lymphocytes T pré-activés induit leur production de CXCL13
et leur fonction d’aide a la production d’anticorps par les cellules B autologues (Klechevsky et al.,
2008). Ici encore, bien que les cellules possédent une fonction d’aide aux cellules B, leur phénotype
précis n’est pas caractérisé.

Enfin, chez les individus atteints de Lupus érythémateux disséminé, une grave maladie autoimmune
caractérisée par une différentiation incontr6lée de cellules Try, il a ét€¢ montré que des complexes
contenant de I’ARN sont reconnus par les monocytes sanguins via 1’expression du TLR7, ce qui induit
leur surexpression de OX40L et la différentiation des cellules Try (Jacquemin et al., 2015). Bien
qu’observés dans le cadre d’une pathologie, ces résultats montrent que les cellules myéloides sont

capables d’induire la différentiation des Try sous certaines conditions inflammatoires.

Ces différentes études suggérent ainsi que la différentiation des Tgy n’est pas gouvernée par une sous-
population unique de cellule dendritique, mais qu’elle dépend plutdét du contexte antigénique et
inflammatoire. Les molécules et cytokines requises pour la différentiation des Try peuvent étre induite

de maniére redondante par plusieurs facteurs externes chez les DCs.

2.3.2 Cellules dendritiques anti-Try

A ce jour, une seule étude a formellement démontré qu’il est possible d’augmenter les réponses Try
induites aprés vaccination en supprimant de maniere spécifique et in vivo une population particuliere
de DC (Kumamoto et al., 2016). Dans cette étude, I’ablation spécifique des DCs CD301b+ du derme
(souris Mgl2-DTR) aprés immunisation sous-cutanée avec OVA adjuvanté par papaine (allergéne
induisant une réponse de type Ty2) conduit a une augmentation significative de la proportion de
cellules Try parmi les cellules T CD4+ et une augmentation des titres d’anticorps spécifiques contre
I’OVA une semaine aprés injection. Cet effet régulateur des DCs CD301b+ est contrdlé par
I’expression des ligands PD-L1 et PD-L2 reconnaissant le récepteur PD-1 a la surface des cellules T
en cours de différentiation (jour 2 aprés immunisation). Comme les DCs CD301b+ présentent la plus
forte expression de ces ligands parmi les DCs du derme (Kumamoto et al., 2013), il est concevable

que cet effet suppresseur des Ty soit relativement spécifique de cette population de DC.

De part les effets qu’exerce I’IL-2 sur les facteurs de transcription anti-Tgy (Blimpl, STATS), toute

DC sécrétrice d’IL-2 aurait la capacité de limiter le développement des cellules Ty (Ballesteros-Tato
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and Randall, 2013). Bien que principalement sécrétée par les cellules T activées, la production d’IL-2
peut étre induite par les DCs aprés reconnaissance de complexes microbiens (Granucci et al., 2001).
En revanche, I’IL-2 exerce des effets positifs sur la prolifération et la différentiation des T effecteurs
en induisant I’expression de Blimpl, et par conséquence son action inhibitrice de la différentiation des
Tey n’est pas aussi spécifique que celle exercée par les ligands de PD-1. A ce jour aucune population
particuliere de DC n’a été identifiée comme préférentiellement sécrétrice d’IL-2, et la sécrétion de
cette cytokine est probablement trés finement régulée durant la présentation antigénique. De plus, I’IL-
2 a la capacité d’agir sur les DCs elles mémes, du fait de leur expression de I’IL-2R. Comme Blimpl
diminue la production d’IL-6, il est envisageable que I’action inhibitrice de I’IL-2 sur les Ty passe par
une inhibition des DCs pro-Try sécrétrices d’IL-6. Conformément, les DCs déficientes en Blimpl
promeuvent I’expansion des centres germinatifs et la production d’auto-anticorps chez la souris (Chan

et al., 2009; Kim et al., 2011).

2.4 Cellules Try et réponse humorale

La fonction des cellules Try est dédiée aux cellules B. Elles leur fournissent des signaux nécessaires a
leur survie, leur prolifération, leur différentiation en plasmocytes, a la mutation et la commutation
isotypique de leurs immunoglobulines, leur adhésion et leur attraction au sein du centre germinatif
(Crotty, 2015) (Figure 16). Dans le microenvironnement du GC, les Try et les lymphocytes B se
livrent a de multiples échanges, dont la finalité est la génération de plasmocytes sécréteurs d’anticorps

de haute affinité, ou de lymphocytes B mémoire.
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Figure 16 : Différents types d'aide apportée par les cellules T, aux lymphocytes B.
D’apreés (Crotty, 2015).
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2.4.1 Molécules impliquées

L’IL-21 est une cytokine caractéristique des Ty, qui agit de fagon autocrine sur leur différentiation et
la maintenance de leur phénotype, mais qui est également essentielle a la génération du centre
germinatif et des plasmocytes a longue durée de vie (Zotos et al., 2010). Sa présence n’est pas
nécessaire a I’induction d’une réponse extra folliculaire (Linterman et al., 2010). D’un point de vue
mécanistique, I’IL-21 induit directement 1’expression de Bcl6 et de Blimp1 dans les cellules B (Ozaki
et al.,, 2004). Bcl6 agit en limitant ’incidence de mutations délétéres lors du processus de mutation
hypersomatique, et en régulant une sortie du GC et une différentiation trop rapide (Basso and Dalla-
Favera, 2012). Blimp1 agit sur de nombreux genes et est indispensable pour la différentiation des B en

cellules sécrétrices d’anticorps (Nutt et al., 2015).

L’IL-4 est sécrétée a la fois par les cellules Ty2 et Ty, mais est régulé et sécrétée différentiellement
entre ces deux populations. En effet Reinhardt et al. ont démontré que les Ty sont les seules cellules
sécrétrices d’IL-4 dans le ganglion et possédent un phénotype distinct des T2 sécrétrices d’1L-4 dans
les tissus périphériques (Reinhardt et al., 2009). D’autre part, alors que la production d’IL-4 par les
Tu2 requiere 1’expression du facteur de transcription GATA-3, sa production par les Try dépend des
signaux délivrés par les cellules B via I’axe SLAM-SAP (Yusuf et al., 2010). L’IL-4 est impliquée
dans de nombreux processus et fonctions du lymphocyte B, notamment la survie, I’hypermutation, la
commutation isotypique des immunoglobulines (IgM vers IgG1) et la différentiation en plasmocyte
(Fairfax et al., 2015; Weinstein et al., 2016). Chez la souris, 1’acquisition de la production de I’'IL-21
et de I’IL-4 est séquentielle : Les Ty du GC expriment d’abord I’IL-21 seule, puis en combinaison

avec ’IL-4, et enfin I’IL-4 seule, de manicre spatio- et tempo-dépendante (Weinstein et al., 2016).

CD40L est une molécule cruciale pour la formation du centre germinatif. Son récepteur CD40
exprimé a la surface des B forme avec le BCR la charni¢re indispensable a la génération d’une
immunité humorale (Elgueta et al., 2009). CD40L agit de concert avec I’IL-4 pour I’induction de AID
(« Activation-induced cytidine deaminase »), une molécule mutageéne indispensable pour Ia
commutation isotypique et I’hypermutation des lymphocytes B (Dedeoglu, 2004; Muramatsu et al.,
2000). De plus, la ligation de CD40L sur son récepteur induit la survie et la prolifération des B du GC

qui sont fortement pro-apoptotiques.

2.4.2 Sélection des lymphocytes B de haute affinité dans le centre germinatif

Les premiers centres germinatifs apparaissent dés le quatriéme jour aprés immunisation dans les

follicules B et sont initialement formés par les lymphocytes B prolifératifs et les FDCs. Au jour 7, les
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GC sont matures et constitués de deux microenvironnements distincts, la zone claire et la zone sombre
(De Silva and Klein, 2015) (Figure 17).

La zone sombre est constituée de lymphocytes B en division et de cellules stromales sécrétant la
chimiokine CXCL12. Cette cytokine est reconnue par le récepteur CXCR4 exprimé a la surface de
certains lymphocytes B, et agit en opposition avec CXCRS5 pour guider les lymphocytes vers la zone
sombre (Allen et al., 2004). Cette zone est le sieége de I’hypermutation somatique et de la commutation
isotypique, deux processus clés dans la diversification et la maturation d’affinité des
immunoglobulines. La zone claire est moins dense en cellule, et est constituée de FDCs exposant
I’antigéne natif a leur surface, de cellules Tgy, et de macrophages.

Des expériences de microscopie biphotonique ont notamment permet de montrer que le processus de
sélection et de maturation des lymphocytes B est constitué de plusieurs cycles, ou la cellule recircule
de la zone sombre a la zone claire, et vice-versa, jusqu’a 1’obtention d’'un BCR suffisamment affin
pour I’antigéne pour permettre la sortie du GC (Allen et al., 2007; Shulman et al., 2014; Victora et al.,
2010). Dans la zone sombre, I’introduction de mutations ponctuelles dans les chaines lourdes et
légeres du BCR permet aux lymphocytes B d’augmenter leur affinité pour I’antigéne. Aprés migration
dans la zone claire, les lymphocytes B possédant un BCR de forte affinité ont plus de chance de
reconnaitre 1’antigéne présenté par les FDCs, de I’exposer a leur surface via les molécules de CMH de
classe II, et donc de recevoir des signaux de survie et de prolifération supplémentaires de la part des
Try spécifiques de 1’antigéne (Gitlin et al., 2015; Shulman et al., 2013; Victora et al., 2010). Dans ce
processus de compétition, les cellules incapables de recevoir ces signaux meurent par apoptose et sont
nettoyées par les macrophages du GC (Allen et al., 2007). Dans la zone claire, les contacts entre la
cellule B et le Try sont relativement courts, ce qui permet aux Try de « scanner » de multiples cellules.
Les signaux délivrés a la cellule B par les Try dans la zone claire déclenchent la réintégration de la
cellule dans le cycle zone claire/sombre, et augmente le nombre de division et la vitesse du cycle
cellulaire de maniére proportionnelle a I’intensité de I’interaction (Gitlin et al., 2015). Ainsi, c’est la
force de I’interaction avec la cellule Try qui détermine la durée et le nombre de cycles effectués par la
cellule B dans le GC. Ces interactions dépendent principalement de I’expression de ICOSL par les B
et de CD40L par les Ty, formant une boucle de régulation vertueuse, dans laquelle un signal alimente

I’autre (Liu et al., 2014).
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Figure 17 : Dynamique des lymphocytes B au sein du centre germinatif et sélection des mutants de haute
affinité.
D’apres (De Silva and Klein, 2015).

2.4.3 Sortie du centre germinatif : Plasmocytes ou lymphocytes B mémoire

A Tissue des étapes de sélection dans la zone claire, la majorité des lymphocytes B acquiére un
phénotype terminal de plasmocyte a longue durée de vie, et rejoint la moelle osseuse pour y sécréter
des anticorps (Nutt et al., 2015). D’autres lymphocytes B « mémoire » restent dans le ganglion, ou
migrent vers la rate et la moelle osseuse en attente d’une future rencontre avec ’antigéne dont elles
sont spécifiques pour I’induction d’une réponse secondaire (Kurosaki et al., 2015).

Les mécanismes qui déterminent la différentiation des lymphocytes B du GC en plasmocytes ou en B
mémoire commencent seulement a étre identifiés. L affinité du BCR pour ’antigéne semble étre un
facteur déterminant dans la sélection vers 1’un ou ’autre des phénotypes. Les cellules de haute affinité
pour I’antigéne se destinent principalement & un phénotype de plasmocyte (Phan et al., 2006), alors
que les cellules de faible affinité forment préférentiellement le pool de B mémoire (Shinnakasu et al.,
2016). Plus que les signaux délivrés par le BCR lui méme, il semble que 1’aide apportée par les
cellules Ty lors de la compétition dans la zone claire est suffisante pour déclencher la différentiation
en plasmocyte. En effet, dans un modéle de ciblage de I’antigéne aux cellules B de fagon indépendante
du BCR (par un anticorps anti-DEC205 couplé a I’'OVA), les cellules exprimant DEC205 sont plus

prones a sortir du GC et se différencier en plasmocyte que les cellules déficientes en DEC205,
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démontrant le réle du signal fourni par les Try aprés leur reconnaissance du complexe CMH Il-peptide
a la surface des cellules B (Victora et al., 2010).

En plus du facteur affinité, le facteur temps influence également le devenir des lymphocytes B du GC.
Weisel et al. ont démontré que 1’émergence de cellules B mémoires IgM+ se fait trés tot dans la
réaction du GC, et est suivie de I’apparition de B mémoire IgG1+, et enfin de plasmocytes IgG1+
(Weisel et al., 2016). Dans une autre étude, Gitlin et al. ont dissocié les phénoménes d’hypermutation
et de commutation de classe isotypique a 1’aide de souris transgéniques pour démontrer que les
cellules B ayant commuté leur IgM en IgGl indépendamment de 1’hypermutation somatique se
convertissent préférentiellement en plasmocytes, alors que les cellules IgM+ constituent
préférentiellement le réservoir mémoire (Gitlin et al., 2016). Le commutation de classe isotypique
permet également d’accroitre ’affinité des immunoglobulines pour 1’antigene,

Etant donné que I’affinité des immunoglobulines augmente également dans le temps et aprés
commutation de classe isotypique, ces observations représentent probablement plusieurs versants d’un
méme mécanisme a 1’issue duquel une faible proportion de cellules de faible affinité entre rapidement
dans le pool mémoire, alors que la majorité des autres cellules poursuivent leur cycle de maturation

jusqu’a devenir des plasmocytes de haute affinité (Mesin et al., 2016).

2.4.4 Régulation du centre germinatif et des Try

La génération incontrolée de cellules Try peut avoir de graves répercussions sur l’organisme,
notamment par I’induction d’une auto-immunité caractérisée par la présence d’anticorps dirigés contre
des molécules du soi ou de ’ADN (Ueno et al., 2015). C’est pourquoi les cellules Tgy et la réaction du

centre germinatif doivent étre finement régulés pour éviter la dégénération de la réponse humorale.

Les T folliculaires régulateur (Tgr) constituent une population cellulaire distincte aux Trgg et aux Try,
qui nécessite et exprime des marqueurs caractéristiques des deux populations (Foxp3, Bcl6, Blimpl,
CXCRS5, CTLA-4) pour exercer leur fonction de régulation du centre germinatif et des cellules Tey
(Chung et al., 2011; Linterman et al., 2011; Wollenberg et al., 2011).

Les cellules Try se différencient dans les organes lymphoides secondaires a partir de cellules T CD4+
naives périphériques. En revanche, aprés immunisation des souris avec des globules rouges de mouton
(Linterman et al., 2011), avec ’antigéne KLH + CFA (« Complete Freund’s Adjuvant ») (Chung et al.,
2011), ou avec OVA + Alum (Wollenberg et al., 2011), il a été montré que les Trr se différencient
essentiellement a partir de Treg thymiques (tTreg) exprimant Foxp3. Cependant, une récente étude par
Aloulou et al. a démontré qu’aprés immunisation avec un peptide adjuvantée en IFA, les Trr peuvent
se différencier a partir de Treg périphérique (pTreg) eux méme générés de facon thymo-indépendante
a partir de cellules T CD4+ naives (Foxp3-) (Aloulou et al., 2016). En résumé, ces résultats suggérent

que le contexte inflammatoire induit par la formulation antigénique (c’est & dire 1’antigéne et son
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adjuvant) influence 1’ontogénie des Trr. Le mécanisme responsable de ce processus différentiel
semble impliquer la surexpression de PD-L1 par les moDCs recrutées dans les ganglions drainants
aprés immunisation adjuvantée par IFA (Aloulou et al., 2016).

Comme suggéré par I’étude ci dessus, ’axe PD-1/PD-L1 contrdle fortement le phénotype Trr. Dans
des conditions ou les Trg se différencient a partir de tTreg, les souris déficientes en PD-1 présentent
une augmentation du nombre de Trgr, suggérant un role inhibiteur de cette molécule (Sage et al., 2012).
La molécule CTLA-4 inhibe également la différentiation des Trr aprés immunisation ou a 1’état basal
(Sage et al., 2014; Wing et al., 2014). En revanche, de fagon similaire aux Ty, les molécules de
costimulation ICOS et CD28, ainsi que le facteur de transcription Bcl6, sont indispensables a la
génération des Trr, démontrant un modéele de développement commun entre ces deux populations

(Sage and Sharpe, 2016).

Les Trr régulent la réponse humorale dans le centre germinatif en inhibant directement la fonction des
lymphocytes B ou en limitant I’aide apportée par les cellules Try (Figure 18). Les cellules Try et B
ainsi inhibées conservent leur programme transcriptionnel a I’exception des geénes codants pour leurs
molécules effectrices (Sage et al., 2016). La suppression par les Trr repose principalement sur
I’expression de la molécule CTLA-4, dont les ligands CD80 et CD86 sont exprimés par les
lymphocytes B et les DCs. Lorsque 1’expression de CTLA-4 est bloquée apres la différentiation des
Ter, leur fonction suppressive est amoindrie in vivo (Sage et al., 2014). Etant donné la forte affinité de
CTLA-4 pour les récepteurs CD80 et CD86, il a été suggéré que cette interaction pourrait
potentiellement empécher la cellule Try d’interagir avec la cellule B, limitant ainsi I’aide apportée
(Sage and Sharpe, 2015). CTLA-4 limite [’expression de CD80 et CD86 par les DCs (Qureshi et al.,
2011), diminuant ainsi la force du signal recu et délivré par CD28 et la cascade de signalisation pro-
Try qui en découle (Wang et al., 2014).

Les Trr expriment également les cytokines IL-10 et TGF-f3 aux propriétés inhibitrices de la fonction
des T effecteurs et des Tgy. Ainsi, les Tgr présentent des caractéristiques communes aux Trgg de part

leur fonction suppressive, et aux Tgy par leur capacité a migrer dans le follicule B.
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(A) Downregulation of B cell (B) Suppressive cytokines (C) Cytolysis
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Figure 18 : Mécanismes proposés de régulation des lymphocytes B et des cellules Tr par les cellules Tgg.
D’apreés (Sage and Sharpe, 2015).

De facon intéressante, les lymphocytes B du GC ont également la capacité de controler la réaction du
centre germinatif. En effet, des plasmocytes ayant commuté leur classe isotypique obtenus 10 jours
aprés immunisation chez la souris ont la capacité de limiter I’expression de Bcl6 et de I’IL-21 par des
cellules Tgy différentiées in vitro (Pelletier et al., 2010). In vivo, I’ablation du compartiment
plasmocyte (souris déficientes en Blimp-1 dans les cellules B) induit une augmentation du nombre de
cellules Try dans les ganglions. Les cellules Try expriment fortement la molécule PD-1, et 1’ablation
spécifique de cette molécule ou de ses ligands PD-L1 et PD-L2 engendre une différentiation accrue
des Ty (Good-Jacobson et al., 2010). Récemment, une population de lymphocytes B appelée « Breg »
et exprimant fortement PD-L1 a été¢ décrite chez I’homme et la souris. De part leur forte expression de
PD-L1, ces cellules sont capables de réguler la prolifération de cellules Try issues du sang in vitro

(Khan et al., 2015). L’origine développementale de ces cellules particuliéres reste cependant inconnue.

Les lymphocytes T CD8+ sont également capables de controler la réponse Try sous certaines
conditions. L’expression par certaines cellules B et Trgy de la molécule Qa-1 permet leur
reconnaissance par le TCR d’une population de T CD8+ CXCRS5+ ICOSL+ aux propriétés régulatrices
du centre germinatif aprés vaccination ou infection virale (Kim et al., 2010). Chez des primates
infectés par le SIV ou des patients porteurs du VIH de fagon chronique, ces cellules « Trr CD8+ »
régulent négativement la réponse humorale antivirale et Tpy, et contribuent a 1’établissement d’un
sanctuaire viral dans le follicule B, inaccessible au T CD8+ cytotoxiques conventionnels (Miles et al.,
2015). Ces cellules different des T CD8+ cytotoxiques folliculaires (Tgc ) récemment décrites chez

I’homme et la souris par leur expression de ICOSL et du facteur de transcription Helios.
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Aparté 5 | Lymphocytes T CD8+ cytotoxiques folliculaires

Récemment, deux études ont démontré 1’existence d’une population de lymphocyte T CD8+ cytotoxiques
exprimant CXCRS et capables de migrer dans le follicule B afin d’y éliminer les cellules Try et B infectées
par le VIH chez I’homme et le LCMV chez la souris (He et al., 2016; Leong et al., 2016). Ces cellules Tgc
se différencient a partir de T CD8+ naifs sous I’action de la cytokine IL-6 in vitro, produisent de I’IL-21, et
favorisent la sécrétion d’anticorps anti-influenza et la commutation de classe isotypique aprés infection
chez la souris (Yang et al., 2016). Cette population semble donc jouer un rdle majeur dans la promotion de
réponses humorales et cytotoxiques dans le follicule B. Leur relation développementale et leur similarité
avec les cellules Tgr CD8+ dépendantes de Qa-1 reste toutefois a éclaircir.

2.5 Optimiser la réponse Try et humorale en vaccination

Les cellules Try interviennent a différentes étapes de la réponse humorale, qu’ils initient, renforcent,
diversifient, et régulent. Le principe de la vaccination repose notamment sur 1’induction d’anticorps de
haute affinité pour I’antigéne et d’une mémoire cellulaire, générées dans le centre germinatif. Apres
vaccination, la réponse Try est prédictive de la qualité de la réponse humorale (Herati et al., 2014).
Ainsi, le ciblage et I’optimisation des réponses Tpy et humorales représente une stratégie a fort

potentiel pour le développement de vaccin plus efficaces.

2.5.1 Paramétres  physiques de [’antigene et adjuvants non

immunomodulateurs

Les premiers paramétres a prendre en compte pour I’optimisation d’une stratégie vaccinale sont la
quantité d’antigéne injecté, et la fréquence d’injection. Ces parameétres peuvent étre modulés de fagon
a favoriser la génération de réponses Try et humorales. A formulation équivalente, la quantité
d’antigéne injecté et sa persistance dans 1’organisme sont directement corrélés avec I’induction de
réponses Try supérieures (Baumjohann et al., 2013b; Benson et al., 2015; Deenick et al., 2010). Les
Trn requiérent une présentation antigénique continue et soutenue. Les stratégies de type
« prime/boost » ont longtemps été utilisées de fagon empirique chez I’homme, avec pour but de
stimuler la réponse mémoire induite apres I’injection initiale de 1’antigéne. McHeyzer-Williams et al.
ont récemment démontré que ce type de stratégie permet la diversification de la réponse humorale au
sein des centres germinatifs secondaires, apportant ainsi un rationnel a 1’utilisation de cette stratégie
vaccinale (McHeyzer-Williams et al., 2015). Enfin, Tam et al. ont test¢ différentes cinétiques
d’injection d’'un méme composé, et ont démontré que parmi les injections de type bolus (toute la dose
en une fois), exponentielle croissante (doses espacées de plus en plus grandes), exponentielle
décroissante, ou constante, I’injection exponentielle croissante induit une plus forte réponse humorale

du centre germinatif et Try (Tam et al., 2016). Ce dernier type d’injection favorise la rétention de
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I’antigene par les cellules dendritiques folliculaires, et donc une stimulation continue des lymphocytes
B au sein du GC.

L’injection de grandes quantités d’antigénes ainsi que les injections répétées restent cependant
problématiques chez I’homme. Ainsi, les adjuvants non-immunomodulateurs (ou adjuvants de
« véhiculage »), capables d’induire la rétention et une meilleure prise en charge de 1’antigéne,
apparaissent comme des outils d’intérét pour stimuler la réponse Try. L’adjuvant MF59 est constitué
de squaléne et forme une émulsion huile-dans-eau avec I’antigéne. L utilisation de MF59 augmente la
réponse B du GC, la différentiation des cellules Tgy, et D’activation des DCs prenant en charge
I’antigéne chez la souris (Lofano et al., 2015; Mastelic Gavillet et al., 2015). Comme les effets
adjuvant de MF59 dépendent de I’émulsion de ses composés, plutdt que d’un effet intrinséque des
composés eux mémes (Calabro et al., 2013), ces résultats suggerent que ’utilisation d’autres adjuvants
de type émulsion permettrait I’induction de réponses Ty supérieures. Les résultats de mes travaux
suggerent en effet que ’adjuvant IFA, une autre émulsion, favorise la réponse TFH et neutralisante

chez la souris (article 2 de cette these).

2.5.2 Immunomodulateurs et cellules dendritiques pro-Tru

Les cellules dendritiques sont des acteurs essentiels de la différentiation des cellules Try. Leur ciblage
aprés vaccination reste le moyen le plus efficace et spécifique pour I’induction de fortes réponses
humorales. Comme décrit dans les parties 1.6 et 2.3, les DCs peuvent étre ciblées de plusieurs fagons
pour l'induction de réponses Tgy. L’utilisation d’adjuvants immunomodulateurs ou de molécules de
ciblage a permit I’identification de populations cellulaires et de facteurs « pro-Try ». Cependant, il
reste difficile de dissocier la contribution individuelle des différents composants utilisés par rapport a
leur effet combiné dans 1’adjuvantation de la réponse Try. Le Tableau 2 résume les principales

combinaisons et formulations vaccinales ayant démontré un effet stimulateur de la réponse Tey chez la

souris.
IRl Ll TLR impliqué | DC impliquées Effets observés sur la population T, Référence
antigéne + adjuvant | d'administration piq piq pop FH
OVA + LPS M TLRA IENAR+ DCs Moins de Tgy lorsque les DCs IFNAR+ sont (Cucak et al.,
absentes 2009)
ICMV
(nanoparticules sc TLRA ICMV-OVA + MPLA > OVA + MPLA = 10x (Moon et al.,
lipidiques)-OVA + OVA + Alum 2012)
MPLA
(Rookhuizen
NP-CGG + CpG SC TLR9 - NPCGG + CpG > NPCGG and DeFranco,
2014)
(Chakarov and
1WI1K + LPS + CpG SC TRL9 Mo-DCs 1WI1K + LPS + CpG > 1W1K + LPS Fazilleau,
2014)
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Nombre de Ty non impacté en absence de (Dahlgren et
OVA + Poly(I:C) IM TLR3 pDCs ou mo-DCs | DCs conventionnelles (modéle souris al 5015)
CD11c-DTR) v
VLP + Poly(I:C) > VLP + CpG = VLP + MPLA > | (Martins et al.,
VLP + Poly(I:C IM TLR3
oly(:€) VLP seules 2016)

Tableau 2 : Combinaisons d'antigénes et d'adjuvants promouvant la réponse Tg,.

A ce jour, seules deux études ont démontré la possibilité de potentialiser la réponse Ty en ciblant des
populations spécifiques de DC (DCs Clec9a+ et DCs langérine+) (Kato et al., 2015; Yao et al., 2015).
Bien que le role d’autres populations de DCs dans la différentiation des Try ait été démontré dans
plusieurs contextes antigéniques (partie 2.3), cibler spécifiquement ces cellules reste difficile du fait
d’un manque de marqueurs spécifiques. L’identification de tels marqueurs permettrait toutefois
d’induire de meilleures réponses Try sans utiliser d’immunomodulateurs, aux effets potentiellement

délétéres.

2.5.3 Molécules de costimulation et cytokines

La ligation des molécules de costimulation OX40L et ICOSL exprimées par les DCs et les
lymphocytes B induit un fort signal de différentiation des T CD4+ naifs vers un phénotype Try.
L’utilisation d’un agoniste du TLR2 induit la surexpression de ICOSL chez les DCs et une plus forte
réponse cellulaire de type 2 et humorale aprés vaccination chez la souris (Redecke et al., 2004). Chez
I’homme, la ligation de molécules d’ARN double brin par le TLR9 exprimé a la surface des DCs
d’origine myéloide induit leur surexpression de la molécule OX40L et la différentiation des cellules
Ty in vitro (Jacquemin et al., 2015). Ces deux études suggerent que 1’utilisation d’adjuvants capables
de stimuler I’expression des molécules de costimulation constituerait une stratégie d’intérét pour
améliorer les réponses Try aprés vaccination. Par ailleurs, il a été démontré que la transfection de
cellules avec des plasmides codants pour des molécules de costimulation et leur injection in vivo, ou
bien I’injection d’un vaccin & ADN codant pour de telles molécules sont capables de stimuler
différents bras de la réponse adaptative (Bukczynski et al., 2004; Du et al., 2007). La faisabilité de

cette technique pour I’induction de réponses Ty reste toutefois a démontrer.

Une autre stratégie potentielle pour 1’augmentation des réponses Try serait d’utiliser des cytokines
pour moduler la différentiation des lymphocytes T naifs. L’IL-6 et I'IL-21 induisent la différentiation
des Ty chez la souris, mais leur role chez I’homme semble marginal et dépend plutdt des cytokines
IL-12, IL-23 et TGF-B (Schmitt et al., 2009a, 2014a). Cependant, 1’utilisation d’un plasmide
exprimant 1I’IL-12 comme adjuvant n’améliore pas la réponse humorale chez I’homme (Kalams et al.,

2013). Chez la souris et le macaque, ’injection d’un vaccin influenza trivalent auquel est ajouté la
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cytokine IL-7 couplée a un anticorps induit de meilleures réponses Try et anticorps antivirales que

I’injection du vaccin non adjuvanté (Seo et al., 2014).

2.5.4 Diminution de la suppression du centre germinatif

Chez un individu sain, le role des cellules Tggr est de réguler la réponse du centre germinatif contre des
antigénes du soi (Linterman et al., 2011). En revanche, les Trr générés aprés immunisation peuvent
étre spécifiques de I’antigéne, limitant ainsi la réponse humorale dirigée contre le pathogene d’intérét
(Aloulou et al., 2016). Diminuer la suppression du GC par les Tgr permettrait ainsi d’augmenter la
réponse humorale aprés vaccination. La molécule CTLA-4 est le principal médiateur de la suppression
du GC par les Ter (Sage et al., 2014; Wing et al., 2014). Chez la souris, I’inhibition de CTLA-4
conduit a une augmentation de la réponse Try et humorale spécifique de I’antigéne. Chez ’homme,
I’anticorps monoclonal ipilimumab est utilisé pour inhiber CTLA-4 chez des patients atteints de
mélanome. Cependant, les cofts et les effets secondaires associés a ce traitement rendent peu probable

son utilisation en vaccination.
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Projets de recherche

Le principe de la vaccination repose sur I’induction d’une réponse immunitaire forte, durable, et ciblée
contre des antigeénes susceptibles d’étre rencontrés lors d’une infection par un pathogeéne. En dépit des
connaissances accumulées dans les domaines de 1’immunologie, de la vaccination, et des maladies
infectieuses, certains pathogeénes sont toujours responsables de millions de morts chaque année. Parmi
ceux-ci, le Virus de 'Immunodéficience Humaine (VIH) cristallise le chemin qu’il nous reste a

parcourir dans la compréhension des mécanismes par lesquels un vaccin est efficace.

Les cellules Try sont essentielles & la génération de I'immunité humorale, dont le role dans la
neutralisation de I’infection virale est clairement établi. Lors d’une infection ou d’une vaccination, les
DCs présentes dans les tissus collectent ’antigene et migrent vers les ganglions drainants ou elles
interagissent avec les cellules T naives et promeuvent leur différentiation et leurs fonctions effectrices.
Cependant, la dynamique et la nature des cellules qui gouvernent 1’induction des cellules Try dans un
contexte de vaccination restent a élucider.

Notre équipe de recherche posséde une grande expertise dans I’immunologie de la peau et des
nouvelles techniques de vaccination cutanée. De part sa richesse en cellules présentatrices d’antigene,

la peau est un tissu a fort potentiel pour la vaccination.

C’est pourquoi l’objectif principal de mon projet de thése a été d’identifier les mécanismes
d’induction et d’amélioration des réponses Try et humorales aprés vaccination intradermique contre

différents mod¢les antigéniques du VIH.

Dans un premier projet, j’ai voulu comprendre le réle des différentes populations de DCs de la peau
et du sang dans la mise en place des réponses Try et B du centre germinatif dans un modéle murin de
vaccination intradermique avec des nanoparticules véhiculant 1’antigéne p24 du VIH. La peau posséde
un environnement immunitaire trés riche, constitué de plusieurs populations de DCs résidentes,
auxquelles s’ajoutent d’autres populations de cellules inflammatoires en provenance du sang apres
vaccination. Le role et la dynamique de ces différentes populations dans 1’établissement de la réponse
Trn et humorale aprés vaccination sont peu connus. Ici, I'utilisation d’un modéle antigénique non
adjuvanté constitué de nanoparticules biodégradables permet d’évaluer la mise en place de réponses
Tru non biaisées par des modeles de ciblage ou d’immunomodulation du syst¢éme immunitaire. Mes
résultats confirment le potentiel des DCs de la peau et des antigénes particulaires dans la mise en place

de réponse Ty apres vaccination.
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Dans un deuxiéme projet, j’ai évalué la capacit¢ de deux formulations vaccinales adjuvantée a
promouvoir et améliorer les réponses Try et neutralisantes contre un antigéne de 1’enveloppe du VIH a
fort potentiel vaccinal. La génération d’anticorps neutralisants a large spectre constitue un pré requis
indispensable pour tout vaccin dédi¢ a la prévention de I’infection par le VIH. Cependant, les
mécanismes associés a la génération de tels anticorps sont relativement peu connus dans un contexte
de vaccination. Les adjuvants a base de sels d’aluminium et les émulsions constituent la grande
majorité des formulations vaccinales actuelles et sont utilisés de fagon empirique pour améliorer les
réponses humorales. Dans cette étude, j’ai évalué la capacité de ces deux formulations d’adjuvants a
induire la production d’anticorps neutralisants, a promouvoir la différentiation des cellules Try, et a

favoriser le recrutement des cellules de I’immunité¢ innée dans le ganglion aprés vaccination sous-

cutanée avec le peptide m3S du VIH.

Les conclusions apportées par mes travaux permettent de dégager des pistes de réflexion sur des

stratégies d’amélioration des réponses Try et humorale induites aprés vaccination.
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Résultats

Articles présentés :

Article 1 : « Critical role for skin-derived migratory DCs and Langerhans cells in Try and GC

responses after intradermal immunization ». Soumit a The Journal of Immunology.

Article 2 : « IFA emulsion promotes and sustains T follicular helper cells for the generation
of mucosal and neutralizing antibodies against the HIV-gp41 3S motif ». Manuscrit en

préparation.

Revue Bibliographique : « Tailored immunity by skin antigen-presenting cells ». Publié¢ dans

Human Vaccines & Immunotherapeuthics. Human Vaccines & Immunotherapeutics 11:1, 1—

10; January 2015.
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Article 1 : « Critical role for skin-derived migratory DCs and
Langerhans cells in Tgyand GC responses after

intradermal immunization »

Contexte de I’étude

Les cellules T helper folliculaires (Try) forment une sous-population particuliere de lymphocytes T
CD4+ qui est cruciale pour la génération des centres germinatifs dans les ganglions. Les Ty apportent
des signaux essentiels a 1’expansion, la sélection, et la maturation d’affinité des lymphocytes B
spécifiques de 1’antigéne (Vinuesa et al., 2016). En dépit de nos connaissances actuelles sur les
cellules Tgy, les cellules de I’'immunité innée capables d’initier leur différentiation dans un contexte de
vaccination restent peu connues.

Apres reconnaissance de 1’antigéne, les cellules dendritiques (DCs) des tissus s’activent et migrent
vers les ganglions lymphatiques drainants les tissus (DLN), ou elles interagissent avec les cellules T
naives pour promouvoir leur prolifération et leur différentiation en cellules T auxiliaires spécialisées
(Steinman and Hemmi, 2006). Dans le méme temps, 1’inflammation locale générée dans les tissus
entraine le recrutement de cellules du sang, principalement des monocytes, leur différentiation en
macrophages ou en DCs dérivées du monocytes (mo-DCs), et leur contribution a la réponse
immunitaire (Segura and Amigorena, 2013; Shi and Pamer, 2011). Les contributions individuelles
et/ou synergiques des cellules tissulaires et inflammatoires du sang dans la différentiation des cellules
Ty restent a éclaircir. Les mo-DCs sont plus efficaces que les DCs conventionnelles dans 1’induction
de cellules Tgy aprés immunisation sous-cutanée, et la déplétion des DCs conventionnelles apres
immunisation intra péritonéale n’impacte pas la réponse Try chez la souris (Chakarov and Fazilleau,
2014; Dahlgren et al., 2015). Cependant, dans certaines conditions inflammatoires, telles que
I’infection par le virus influenza, les DCs tissulaires sont indispensables a la génération des cellules
Tra (Yoo et al., 2012).

Prises dans leur ensemble, ces observations illustrent le fait que le ciblage initial de 1’antigéne et le site
d’immunisation influencent fortement les populations de DCs qui prendront part a la différentiation
des cellules Try. En ce sens, notre équipe a précédemment démontrée que I’injection de 1’antigéne
dans différentes couches de la peau influence la qualité et la diversit¢ de la réponse immunitaire
adaptative qui en découle (Duffy et al., 2012; Liard et al., 2011).

La vaccination intradermique (ID) a démontré son potentiel dans 1’induction de fortes réponses
humorales et cellulaires chez I’homme. Cependant, la capacité de la vaccination ID a générer des
réponses Try reste a élucider. La peau est constituée d’un microenvironnement unique et spécialisé de
DCs, et son architecture favorise le recrutement de cellules du sang lors de I’inflammation (Heath and

Carbone, 2013; Levin et al., 2015).
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Dans cette étude, nous avons cherché a décrypter la dynamique et les contributions relatives des DCs
du sang et de la peau dans la mise en place de réponses de type Try et B du centre germinatif apres
vaccination cutanée avec des nanoparticules biodégradables d’acide poly-lactique. L’ablation du site
d’immunisation a des temps précoces aprés injection nous a permis de séquestrer I’antigéne a
différentes populations de cellules inflammatoires recrutées du sang et de cellules résidentes du
ganglion. Nos résultats ont ainsi révélé un rdle central des cellules migratoires de la peau dans
I’induction des cellules Tgy. En utilisant un modeéle murin de déplétion des cellules exprimant la
langérine, nous avons démontré le role crucial joué par les cellules de Langerhans aprés vaccination

cutanée.
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Abstract

Intradermal (ID) delivery of antigen represents a potent route of immunization that involves multiple
blood- and skin-derived DC sub-populations endowed with specialized functions and dynamics in
their ability to prime naive CD4+ T cells in the draining lymph node (DLN). Yet, their individual
contributions to the generation of CD4+ T follicular helper (Tgy) cells and germinal centers (GCs)
remain to be understood. We found that ID immunization with p24-coated poly(lactic acid)
nanoparticles (NPs) induced robust Tpy and GC B cell responses in skin DLNs, which were
completely abrogated when skin cell emigration was prevented. However, in this later condition, both
LN-resident and blood-derived inflammatory cells access the antigen in the DLN, but are not able to
induce Tpy cell differentiation. Rather, only skin-derived DCs up-regulated key genes related to Tey
cell development such as IL-21 and IL-6 in the DLN. Depletion of Langerhans cells partially
abrogated Try and GC B cell responses, confirming their crucial role in the induction of Tgy cell
responses. Thus, after ID immunization, only skin-derived migratory DCs and particularly Langerhans
cells permit the generation of Try cells and GCs. Identifying the relative contributions of the various
DC subsets that populate tissues and lymphoid organs in generating humoral immune responses is of

great importance for the development of tailored vaccines.
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Introduction

T follicular helper (Trm) cells form a particular subset of CD4+ T cell that is crucial for the
establishment of germinal centers (GC). They provide help for expansion, selection, and affinity
maturation of antigen-specific B cells (1). Despite extensive research over the past decade, the innate
cells that initiate Ty cell differentiation remain unknown, particularly in vaccination.

After antigen encounter, tissue-resident dendritic cells (DCs) activate and migrate to the draining
lymph node (DLN), where they interact with naive CD4+ T cells and initiate their expansion and
differentiation into functionally specialized, pathogen-specific T helper cells (2). This process is
accompanied by recruitment of blood cells (primarily monocytes), which sense the inflammation and
reach the tissue, where they differentiate into macrophages and inflammatory DCs which further
amplify the adaptive immune responses (3, 4). However, little is known about the individual and/or
synergic contribution of these two arms of the innate immune system - blood and tissue resident cells -
in Tgy cell differentiation. Monocyte-derived DCs are more efficient in Tgy cell priming than
conventional DCs post-subcutaneous immunization, and specific depletion of conventional CD11c+
DCs has no impact on Tgy cell differentiation after intraperitoneal immunization in mice (5, 6).
However, in influenza infection, respiratory DCs are potent inducers of Try cells (7).

Altogether, these discrepancies illustrate the fact that both initial targeting of APCs and site of
immunization will influence Tgy cell differentiation by DC subpopulations. We previously reported
that targeting of antigen into differential skin layers modulates and diversifies the quality of the
adaptive immune responses (8, 9). Intradermal immunization has shown its potency in humans for the
induction of both humoral and cellular responses; yet the induction of Tgy cell differentiation by ID
route is a key point in vaccination that has not been addressed. The skin possesses unique and
specialized DCs populations, and its vasculature enables fast recruitment of inflammatory blood cells
(10, 11). In this current study, we sought to decipher the dynamics and relative contributions of skin
and blood-derived APCs in Try and GC B cells responses after intradermal immunization with HIV
p24-coated poly-lactic acid nanoparticles (NPs). Removal of the injection site enabled sequestration of

the antigen to blood and tissue-resident cells in the DLNSs, and revealed a central role for skin DCs in
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the induction of Try cells and GC responses. Using a conditional depletion model, we further highlight

that LCs are one of the main contributor in Try and GC responses to vaccination.
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Materials and Methods

Mice

Female C57B1/6 mice (6—8 week old) were purchased from Charles River Laboratories. Langerin—
DTR C57Bl/6 mice were obtained from the Transgenesis, Archiving and Animal Models (CNRS
laboratory) and were bred and housed in a specific pathogen free animal facility (Centre
d’Experimentation Fonctionnelle (CEF), Pitié-Salpétriére, France). Mice were anesthetized prior to
immunization with 3 % isofluorane gas (Virbac) and maintained under 1.5 % isofluorane gas.
Langerin—DTR mice received 1pg of diphtheria toxin (Sigma-Aldrich) intraperitoneally 2 or 13 days
before intradermal (ID) vaccination to deplete langerin-expressing cells, as previously described (12).
All animals were handled in strict accordance with good animal practice and complied with local

animal experimentation and ethics committee guidelines.

Poly-d I-lactic acid (PLA) nanoparticles

Poly-d I-lactic acid (PLA) nanoparticles of 200 nm were prepared by solvent diffusion as previously
described (13). Protein antigens were passively adsorbed onto PLA nanoparticles. Recombinant HIV-1
p24 protein (endotoxin <10 EU/mg) produced in E. coli by PX Therapeutics was diluted in PBS at a
concentration of 0.2 g/l. PLA nanoparticles diluted in water at a concentration of 0.5 % (w/w) were
added to the protein solution and the mix was incubated 2 h at room temperature (RT) under gentle
agitation. After incubation, formulations were centrifuged for 10 min at 1000 x g. Non-adsorbed
proteins that were collected in the supernatant were quantified using BCA Protein assay (Pierce).
Nanoparticle pellets were suspended in PBS at a concentration of 0.4 mg/mL of p24 protein.

To prepare green fluorescent particles, Coumarin-6 (C6) was dissolved in acetone together with PLA
at a concentration of 0.2 % (w/v). During the precipitation process in the aqueous phase, Coumarin-6

was encapsulated in PLA nanoparticles (C6-NPs) (14).

Immunization protocols
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Intradermal (ID) administration of nanoparticles (NPs) was performed in the dorsal side of the ear

using insulin specific needles (U-100, 29GX1/2" * -0,33X12 mm, Terumo). Each animal received a
priming dose of HIV-1 p24 PLA NPs, corresponding to 40 p g of p24 coated onto PLA NPs, which

represented a total amount of 2-3 x 1011 NPs per mouse injected in each ear (20 pg per ear in 50 uL
in 3 micro-injections). Control mice were injected with PBS with the same procedures. At indicated
time points, auricular DLNs or non-draining LN were harvested and dissociated through a 70-mm
nylon mesh (cell strainer, BD Falcon) and washed with PBS supplemented with 1 % of fetal calf
serum (FCS). For dendritic cell analysis, DLN were treated for 30 min at 37°C with collagenase IV

(Sigma), 400 U ml/L in RPMI 1640 medium (Invitrogen) prior to cell separation on cell strainer.

Flow cytometry

Prior to staining, cell suspensions were incubated with appropriate concentration of anti-CD16/32
(clone 2.4G2) in PBS 1 % FCS for 5 min at 4°C to block Fc-mediated binding. After washing, cells
were stained for surface markers and viability (Live/Dead staining, Thermofisher) for 20 min at 4°C in
PBS 1 % FCS, except for CXCRS staining for which cells were incubated with a biotinylated anti-
CXCRS5 antibody for 45 min at 4°C in PBS 1 % FCS after which streptavidin-APC was used for
detection. For Try and GC B cell staining, the antibodies used were as follow: anti-CD19 (clone 1D3),
anti-GL7 (clone GL7), anti-FAS (clone Jo2), anti-CD4 (clone RM4-5), anti-PD-1 (clone J43), anti-
CD8a (clone 53-6.7), anti-CXCRS5 (clone 2G8), anti-IgD (clone 11-26¢.2a). For inflammatory cell
staining: anti-CD11c (clone N418, Affymetrix eBioscience), anti-F4/80 (clone Cl:A3-1, BIO-RAD),
anti-I-A[b] (clone AF6-120.1), anti-CD11b (clone M1/70), anti-Ly6C (clone AL-21), anti-Ly6G
(clone 1AS8). For dendritic cell staining: anti-CD103 (clone M290), anti-CD8a, anti-I-A[b], anti-
CD11b, anti-CD11c, anti-EpCAM (clone G8.8, Affymetrix eBioscience). Unless stated otherwise, all
antibodies were purchased from BD Biosciences.

Cells were sequentially fixed with 4 % paraformaldehyde for 10 min at 4°C and rinsed. Fluorescence
was analyzed on a minimum of 2x105 cells of each population per sample with a FACS Fortessa (BD
Bioscience) flow cytometer and analyzed using FlowJo software. For gene expression experiments, a

minimum of 50,000 cells was sorted using a FACS ARIA II (BD Bioscience) cytometer.
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p24-specific IgG and IgA ELISPOT assay

ELISPOT plates were coated with either 50 pl/well of 4ug/ml recombinant HIV-1 p24 protein
produced in E. coli by PX Therapeutics diluted in PBS or coated with PBS alone. DLN were collected
at day 7 after immunization and cells were seeded in duplicate (300,000 cells/well for IgA and
100,000 cells/well for IgG). Cells were incubated for 24 hours at 37°C. IgG or IgA antibody-secreting
cells were detected with alkaline phosphatase conjugated-goat anti-mouse IgG or IgA antibodies
(Abcam), followed by BCIP/NBT substrate for visualization (Sigma-Aldrich). Spots were counted
with an automated plate reader (EliSpot Reader classic, AID). Results are represented as number of

HIV-p24-specific IgG or IgA spots forming units (SFU) per mice (2 DLN).

Immunofluorescence microscopy

Histology studies were performed on skin and DLNs at indicated times after ID immunization. Tissues
were removed and immediately embedded in O.C.TTM wax (Tissue-Tek) for cryopreservation.
Frozen tissues were sequentially cryosectioned (Sum sections) with a Microm HMS550 cryostat
(Thermo Scientific). Prior to staining, tissue sections were rehydrated and fixed for 10 min with PFA 4
% and then washed for 10 min in PBS 1 % bovine serum albumin (BSA) (Euromedex) followed by 30
min blocking incubation in PBS 3 % BSA at room temperature (RT). Endogenous biotin was blocked
using the avidin/biotin blocking kit (Vector Laboratories) for 30 min at RT (15 min avidin, 15 min
biotin). Slides were sequentially incubated for 1 h 30 at room temperature with surface markers. Slides
were carefully washed in PBS 1X and then incubated for 1 h at room temperature with secondary
chicken anti-rat IgG- Alexafluor 350; goat anti-rat [gG-Alexafluor 594 or goat anti-rat IgG-Alexafluor
633 (Invitrogen). For germinal centre staining, saturation and antibody incubations were done in PBS
0.05 % Tween 20 1 % FCS with anti-IgD, anti-GL7 and anti-CD4 directly coupled to V450, FITC and
PE-cf594 respectively (BD Biosciences). After three washes in PBS, slides were mounted with
Vectashield mounting medium containing DAPI (Vector Laboratories) or Fluoromont-G mounting
medium (SouthernBiotech) according to secondary antibody used. Slides were analysed with a

fluorescence microscope (BX51; Olympus) equipped with Qimaging image processing and analysis
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system (Media Cybernetics Inc) or confocal microscope (FV-1000, Olympus) using the Olympus

acquisition software. All images were analysed using ImagelJ software.

Antibody dosage in sera

Blood was collected prior to skin immunization and 28 days after immunization. Sera were recovered
using 2 successive spin centrifugations. Sera were stored at -80°C until testing. Antibodies were
measured by an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Briefly, 96 well MaxiSorp-plates
(Nunc, Thermofisher Scientific) were coated with 50 pL recombinant HIV-1 p24 (PX-Therapeutics) at
1 ug/mL in PBS and incubated overnight at 4°C. After washing, plates were blocked for 1 h at 37°C
with 300 pL blocking buffer (PBS, 1 % sterile BSA, Euromedex). Serial dilutions of 1/10 were
performed and 45 pl of sera were diluted in assay buffer (PBS 1 %, BSA 0.05 %, Tween-20) and
incubated overnight at 4°C. All samples were tested in duplicates. After washing, 100 pL detection
antibody Horse Radish Peroxydase (HRP)-conjugated goat anti-mouse IgG (1/10,000) (Southern
Biotech) was added for 1 h at 37°C. Enzymatic activity was measured by adding 50 pL of
tetramethylbenzidine (TMB) (Clinisciences). After 5 min in the dark, the enzymatic reaction was
stopped by addition of 50 puL of stop solution (1IN H2SO4, H20). Optical density (OD) of each well
was monitored at 450 nm with a Multiscan Ex ELISA reader (Thermofisher) and Ascent Software

version 2.6.

Gene expression analyses

Three to six 7-week-old C57Bl/6 mice received 40 pg of p24-NPs intradermally, and DLN were
collected 3 days after injection. DLN were pooled per groups and stained as described in the flow
cytometry section. A minimum of 50,000 dendritic cells were then sorted on a BD FACS ARIA II and
collected in Qiagen RNA later. Cells were then lysed and total RNA extracted using Qiagen RNAeasy
micro RNA kit according to manufacturer’s instructions. cDNA was made using Vilo superscript
(Thermofisher) and used for quantitative PCR. Relative expression of genes was normalized using
housekeeping gene HPRT and is shown as 2-ACt, where A stands for [(Ct value target gene) — (Ct

value HPRT)]. For IL-1p, the sequence of primers was as follows: forward 5’-AAC CTG CTG GTG
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TGT GAC GTT C-3’; reverse 5’-CAG CAC GAG GCT TTT TTG TTG T-3’. For IL-6: forward 5°-
GCT ACC AAA CTG GAT ATA ATC AGG A-3’; reverse 5°-CCA GGT AGC TAT GGT ACT CCA
GAA-3’. For IL-21: forward 5°’-AGG ACC CTT GTC TGT CTG GT-3’; reverse 5’-TGC TCA CAG

TGC CCCTTT AC-3°.

Statistical analysis

Prism-6 software was used for data handling, analysis, and graphic representations. Data are presented
as the mean value + standard error of the mean (SEM). For statistical analyses a Mann Whitney Test
was used and significance was set at p-value < 0.05. A one-way ANOVA test with Bonferroni

correction was used for comparison of more than 2 groups of mice, with a 95 % significance interval.
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Results

Prevention of skin cell emigration to draining lymph nodes abrogates Try and germinal center B
cell induction after intradermal immunization

To question the role of skin cells in the induction of Ty and GC B cells, mice were injected
intradermally (ID) with 20 ug of p24-PLA nanoparticles (NPs) or control PBS in each ear, which were
surgically removed 1 h after injection (Ear Cut, EC). It has previously been suggested that antigen-
presenting cell migration from skin to the DLN takes several hours or days (15), thus early removal of
the ear (at 1 hour) enables abrogation of skin cell migration. CD4+ CXCR5+ PD1+ Tgy cells and
B220+ FAS+ GL7+ IgD- germinal center B cell (Supplemental Figure 1A) were then evaluated in
skin draining lymph nodes (DLN) at day 7, which corresponded to the peak of the cellular response in
normal conditions (Supplemental Figure 1B). Removal of the ear at 1 h after injection completely
abrogated the Try cell expansion in immunized animals at day 7 (Figure 1A and B, p<0.0001) as well
as at later time point, thus excluding a potential delayed induction (Supplemental Figure 2A). Try cell
differentiation was dependent on the presence of the p24 antigen, as injection of control fluorescent
Coumarin6-labelled nanoparticles (C6-NPs) did not induced Try and GC B cells expansion (Figure
1C). Cellular responses were restricted to skin DLNs (proximal to the site of injection) and not
observed in any other distal LN (Figure 1D). DLN GC B cells and IgA- and IgG-antibody secreting-
cells were also dramatically reduced after EC (Figure 1E, p=0.0016). Consequently, anti-p24 IgG
titers in the serum of NPs + EC mice at day 28 were at least 100 times lower than those of control NP-
injected animals (IC50 = 69.4+45.7 versus 11628.7+5440, p=0.021) (Figure 1F).

One could hypothesize that ear removal would have abrogated the transport of antigen to the DLN,
consequently reducing T cell responses. To address this point, we injected fluorescent C6-NPs
intradermally and tracked their localization in the skin and DLN at four hours post-immunization
(Figure 2A). Fluorescent particles were observed in ear dermis and in DLN as early as 4 h after
injection (Figure 2A). Interestingly, removal of the ear at 1 h post-injection had no impact on the
number of fluorescent NP+ cells in the DLN after 4 h or 1 day as detected by flow cytometry analysis

(Figure 2B), indicating that the vast majority of injected NPs are able to flow to the DLN within the
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first hour. These results show that despite the presence of high amounts of antigen in the DLN within
the first hour after immunization, LN-resident cells do not support Try and GC B cell responses. Thus,
preventing skin cell migration by EC does not prevent free antigen to flow to the DLN, but completely
abrogates Try and GC B cell expansion. However it raises the question the cellular mechanisms of T

cell priming for Tgy differentiation.

Blood-derived inflammatory cells bypass the skin to reach the DLN but are not involved in the
generation of Try and GC B cells

We then questioned the role of blood and skin resident cell recruitment to the DLN in response to
antigen injection in the dermis in the generation of Try and GC B cells. Using cell-surface marker
staining, we were able to distinguish neutrophils (P1), inflammatory monocytes (P2), inflammatory
DCs (P3) and macrophages (P4) in skin DLN (Figure 3A). In skin DLN, the percentage of each
population among total CD11b+ cells was evaluated after PBS injection or 1 h, 4 h, 8 h, and 24 h after
NP injection, in EC and control mice (Figure 3B and C). As previously shown (8, 16), the proportion
of neutrophils rapidly increased as soon as 4 h after the injection (from 7.49 % to 49.2 % of total
CD11b+ cells) and then decreased progressively to reach basal level after 24 hours (Figure 3B). An
increase of the proportion of inflammatory monocytes (from 8.39 % to 27.97 %) and macrophages
(from 1.26 % to 9.53 %) was noticed at 8 h after injection, while monocytes-derived inflammatory
DCs peaked at 24 h after the injection (from 11.2 % to 26.18 %) (Figure 3B). Surprisingly, removing
the ear at 1 h after injection had no impact on the recruitment of all cell types to the DLN at any given
time, suggesting that the vast majority of inflammatory cells found in the DLN arise directly from the
blood, without migrating through the cutaneous site of antigen delivery (Figure 3C).

Removal of the site of immunization within the first 24 hours (i.e. EC at 8 h, 16 h, or 24 h)
significantly abrogates Try and GC B cell induction, showing that slow migratory skin cells are critical

for Try and GC B cells responses (Figure 3D).

Skin migratory DCs bring key signals to the DLN
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The total absence of cellular responses observed after removing the ear clearly suggest that skin-
derived DCs are required for optimal generation of Try and GCs. In the lymph nodes, DCs can be
segregated into skin-derived migratory DCs or LN-resident DCs according to the level of expression
of MHCII and CD11c (17). Skin-derived migratory DCs can be further divided into four subsets: LCs,
CD103+ DCs, CD11b+ DCs and CD11b- DCs (Figure 4A). Because skin migratory DCs continuously
migrate to the LN at steady state, no differences in absolute numbers of all four subsets were observed
at day 1 and 3 after immunization with PBS or NPs in the DLN (Supplemental Figure 3). Therefore,
we rather focused on the identification of qualitative differences between skin-migratory and DLN-
resident DC subsets after PBS or NPs immunization. These subsets were sorted and total mRNA
analyzed for expression of key genes involved in Tgy cell induction. Three days after immunization,
we observed a significant increase in the expression of IL-1f, IL-6, and IL-21 only in skin-migratory
DCs from mice that received p24-NPs (Figure 4B). Thus, one or several slow-migrating skin DC

subsets bring key signals for the formation of GC and Tgy cells to the DLN after ID immunization.

Langerhans cells promote Try cell polarization and GC induction

Among slow-migrating skin cells, Langerhans cells are the hallmark of cutaneous immunity. Due to
their epidermal localization, their migration to the DLN usually requires several days (15). To
investigate the role of epidermal LCs and dermal CD103+ DCs (CD103+ dDCs) in the generation of
Trp cells and GC B cells after ID immunization with p24-PLA NPs, we used Langerin-GFP-diphtheria
toxin receptor (Lang-GFP-DTR) transgenic mice. In this model, a single administration of DT depletes
Langerin-expressing cells, including LCs and CD103+ dDCs (12). However, LCs remain depleted for
more than 2 weeks, whereas CD103+ dDCs recover in 5 to 7 days (18). Mice received DT either 13
days or 2 days prior to ID immunization, thus inducing a lack of LCs only (condition DT1), or both
LCs and CD103+ dDCs (condition DT2) respectively (Figure 5A). DT injection efficiently depleted
Langerin+ cells and had no impact on Langerin- cells, as shown by flow cytometry analysis (Figure
5B). Analysis of ear DLNs at 7 days post-immunization revealed a severe reduction (47 %) of total
T cell numbers in mice lacking LCs only (DT1, p=0.0264) as well as in mice lacking both Langerin-

expressing subsets (DT2, p=0.0062), as compared to positive control (Figure 5C). This suggests that
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only LCs had an impact on Tgy cell development. Accordingly, DLN germinal centre area (GL7+,
IgD-) was markedly reduced (76x103 pm2 in untreated mouse and 28x103 pm?2 in DT2 mouse) 7 days
after p24-NPs injection (Figure 5D). As expected, GC B cells were also reduced by ~56 % in both DT
experimental conditions (p=0.015 for DT1 and p=0.025 for DT2 as compared to NPs without DT),
while p24-specific IgG and IgA secreting cells were reduced by ~65 % (p=0.0143 for DT1 and
p=0.0027 for DT2) and ~75 % (p=0.0293 for DT1 and p=0.0097 for DT2) respectively (Figure 5E).
Therefore, LCs, but not CD103+ dDCs, are critical for Tgy cells induction and generation of germinal

centre following intradermal immunization.
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Discussion

In this study, we examined the contributions of various DC populations in priming Try and GC B cell
responses to p24-coated nanoparticles after intradermal immunization. By removing the site of
injection after 1 h, we were able to restrict access of the antigen to LN-resident DCs as well as to
recruited blood cells. Surprisingly, our results showed a total absence of Try and GC B cell
development in this condition, despite the vast majority of blood inflammatory cells were recruited
directly to the DLN. Our findings revealed a critical role for skin-migratory LCs in mounting Try and
GC B cell responses.

Particle-based antigen (20-200 nm) can efficiently enter the lymph vessels, be up-taken by APCs, and
induce their activation (19, 20). In our experimental setting, passive migration of nanoparticles from
the dermis to the DLN occurred very quickly (within the first hour). To our surprise, we did not
observe any Try cell differentiation when the antigen was delivered passively to LN-resident DCs.
Indeed, several studies have reported induction of humoral or CD4+ T cell immunity by LN-resident
DCs. In non-inflammatory conditions, the DLN microenvironment is filled with several antigen-
presenting cell subsets, including CD8a+ and CD11b+ DCs, CD169+ subcapsular macrophages, and
newly described lymphatic sinuses (LS)-associated DCs (21). Moreover, tissue-derived DCs are
continuously migrating toward the LN, and represent a minor but non-negligible fraction of total LN-
DC at a given time. Accordingly, SIGN-R1+ LN-resident DC are essential for humoral immunity
against influenza, and promote differentiation of CD4+ T cell as early as 2 h after virus injection (22).
Removal of the ear immediately after intradermal immunization with flu HA antigen had no impact on
the generation of antibody responses when compared to control animals (23). In this later study,
however, Try cell differentiation was not investigated and thus it is possible that the antibody
responses observed were Trg-independent. Similarly, LN-resident CD11c+ DCs were not affected in
their ability to induce IL-2 production by Leishmania-specific naive CD4+ T cells after early removal
of the ear following intradermal infection (24). Since IL-2 has been shown to repress the Tgy cellular
program, this might indicate a differential role for LN-resident DCs in inducing T helper, but not T

follicular helper cell differentiation.
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Interestingly, it has been reported that neither LN-resident nor migratory DCs alone are sufficient to
drive proliferation of naive CD4+ T cells. Instead, each population sequentially present the antigen
and cooperate for effective priming of CD4+ T cells (25, 26). Therefore, it is highly possible that skin
migratory DCs alone would not be sufficient to induce Ty cell responses, and that despite being
inefficient in Tgy cell priming, LN-resident DC are participating in this process.

Another interesting feature of our study is that in our setting, blood-derived monocytes were able to
reach the DLN directly when the site of antigen injection was removed, and progressively concerted
into inflammatory DCs. This phenomenon has been described elsewhere (27, 28), although direct
recruitment to the inflamed tissue and subsequent migration to the DLN is thought to be the
predominant route by which monocytes contribute to host defense (4). After SC injection with OVA
and TLR9-activating adjuvant, monocyte-derived DCs were shown to promote Try cell responses (5).
However, using p24-NPs, we observed no Ty cell induction despite monocyte-derived DC being
detectable 24 h after injection. SC route of injection primarily targets the antigen to a fat layer, which
contains few tissue-resident DC, and therefore may heavily rely on blood-cell recruitment for the
generation of immune responses.

Finally, our results suggest that Langerhans cells are involved in Tgy cell differentiation, as complete
ablation of these cells resulted in partial loss of Try and GC B cell numbers in the DLN. This is in
accordance with a recent study reporting induction of Try and humoral responses after direct targeting
of LC using anti-langerin monoclonal antibody coupled with the antigen (29).

Overall, our results provide further understanding on the mechanisms involved in Try and GC B cell
induction, and emphasize the role of skin migratory cells after intradermal vaccination. In line with
these results and that of others, intradermal delivery of antigen appears to be a promising route for

efficient induction of Try differentiation and GC B cells for strong humoral response.
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Figure Legends

Figure 1: Skin migratory cells are necessary for Try and germinal center B cell induction after
intradermal immunization. (A) Representative gating strategy for the identification of Try cells
(PDI+ CXCRS5+) in DLN, after pre-gating on live singlet CD3+ CD4+ T lymphocytes after
intradermal (ID) immunization with PBS or p24-PLA nanoparticles (NPs) in control and ear cut (EC)
mice. Unless specified otherwise, ears were removed at 1h after injection. (B) Absolute numbers of
Ty cells in DLNs 7 days after ID immunization in PBS or NPs or NPs+EC conditions (n=14 to 18
mice per group). (C) Ty cell numbers in DLNs 7 days after immunization with PBS or Coumarin-6
nanoparticles (C6-NPs) or p24-NPs (NPs). (D) Ty cell numbers in draining and non-draining LNs 7
days after immunization with NPs compared to control PBS injected mice (n=3). (E) Absolute
numbers of GC B cells (left), p24-specific IgA (middle) or IgG (right) secreting cells in DLNs 7 days
after immunization with NPs in control and ear cut mice. Antibody secreting cells were evaluated by
ELIspot assay. B cells were stimulated for 16 hours with HIV-1 p24 overlapping peptides. (F) Anti-
p24 IgG titers in serum of mice at 28 days after immunization with NPs in control and EC treated mice
as determined by ELISA.

Data are pooled from 3 independent experiments of 3 to 6 mice/group and are shown as mean + SEM.
One-way ANOVA with Bonferonni correction. Statistical significance is indicated by *p < 0.05, **p <

0.01, ***p < 0.001. Ns: not significant. ASC: Antibody-secreting cells. SEM: Standard error of mean.

Figure 2: Similar amounts of antigen in control and EC animals after injection of fluorescent
NPs. (A) Histological section of the ear (left) and DLN (right) depicting lymphatic vessel network
(anti-Lyve-1, red) 4 hours after ID injection of 1.2x1011 C6-NPs (green). Ears were removed (EC) 1
hour after injection (right, lower panel) or not removed (right, upper panel). Scale bar=100um. (B)
Quantification of total NPs+ cells in DLNs of control and ear cut (EC) mice at 4h and 24h after

injection of C6-NPs as determined by flow cytometry. DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole.
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Figure 3: Blood-derived inflammatory cells bypass the skin to reach the DLN but are not
involved in the generation of Try and GC B cells. (A-C) Analysis of inflammatory cells recruitment
to the DLN at 1h, 4h, 8h, and 24h after ID injection of NPs in control or EC mice. (A) Gating strategy
for identification of neutrophils (CD11b+, Ly6C+, Ly6G+), inflammatory monocytes (CD11b+,
Ly6C+, Ia(b)-), inflammatory DCs (CD11b+, Ly6C+, la(b)+), and monocyte-derived macrophages
(CD11b+, Ly6Clow, F4/80+, SSChi) by flow cytometry. (B) Relative proportions of each
inflammatory cell subset among total CD11b+ cells at indicated times after PBS or NP intradermal
injection. (C) Percentages of each subset of inflammatory cells among total CD11b+ cell fraction in
control and ear cut mice. (D) Absolute numbers of Try (upper panel) and GC B cells (lower panel) in
DLNs 7 days after immunization with PBS or NPs in control and ear cut mice. Ears were removed at
lh, 8h, 16h, or 24h after injection. One-way Anova with Bonferroni correction was applied to
determine statistical significance. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <0.0001. Data are
compared to PBS-injected mice followed by EC at 8h (b-c) or 1h (d) and represented as mean =+

standard error of mean (SEM). Data are pooled from 3 independent experiments of 3 mice/group.

Figure 4: Skin-migratory DCs produce key signals to the DLN. (A) Gating strategy for
identification of resident DCs and migratory DC subsets. (B) mRNA expression of genes in sorted
resident (red) and migratory (blue) DCs of the DLN at day 3 after ID injection of PBS (hollow bars) or
p24-NPs (plain bars). Cells from 3 to 6 mice were pooled. Data are representative of two independent

experiments.

Figure 5: Langerhans cells promote Tgy cell polarization and GC formation. (A) Langerin—-DTR
mice were injected intraperitoneally with 1pg of diphtheria toxin (DT) on day -13 (condition DT1: no
LCs) or day -2 (condition DT2: no LCs and CD103+ dDCs) before ID immunization with PBS or
NPs. (B) Efficiency of cell depletion after DT treatment. Left panel: Analysis of Langerin-GFP
expression among MHCII+ skin cells 2 days after PBS or DT injection in Langerin-DTR mice. Middle
and right panel: Percentage of langerin+ and langerin- cells among MHCII+ cells 2 days after PBS or

DT injection in Langerin-DTR mice. (C) Absolute numbers of Ty cells in 2 DLNs 7 days after NPs or
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PBS ID immunization in DT1, DT2, or untreated animals. (D) GC staining on histological section of
skin DLNs by anti-GL7 (green), anti-IgD (blue) and anti-CD4 (red). Mice were injected with PBS or
NPs with or without DT treatment 2 days prior to immunization. GC areas are expressed in um?. Scale
bar=50um. (e) Absolute numbers of GC B cells (left panel), and p24-specific IgG- (middle panel) or
IgA- (right panel) antibody secreting cells in 2 DLNs 7 days after NPs or PBS immunization in DT,
DT2, or untreated animals. Statistical significance is indicated by *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
One-way ANOVA with Bonferonni correction. DT: Diphteria toxin. Results are representative of 3-5

independent experiments of 3 mice/group.
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Résumé des résultats et discussion

La peau est constituée d’au moins 4 sous-populations de DCs, les cellules de Langerhans (LCs), les
DCs CD11b+ du derme, les DCs CD11b- du derme, et les DCs XCR1+, aussi appelées DCs CD103+
du derme. Apres vaccination, ces populations rejoignent les ganglions drainants a un rythme différent,
et rejoignent les DCs résidentes du ganglion (principalement DCs CD8+ et DCs CD11b+) ainsi qu’aux
DCs dérivées de monocytes (mo-DCs) recrutées du sang. Analyser les différentes contributions de ces
cellules dans la réponse Try induite aprés vaccination est problématique du fait de la diversité et de la
redondance des marqueurs utilisés pour les identifier.

Dans cette étude, I’ablation du site d’injection a différents temps aprés vaccination nous a permit
d’identifier le réle crucial des cellules en provenance de la peau dans la génération d’une immunité
Try et humorale dans le ganglion. Lorsque I’antigéne est séquestré dans le ganglion, les cellules
résidentes du ganglion et les cellules inflammatoires recrutées du sang a différents temps ne
permettent pas ’induction de réponses Try. L’analyse comparative des génes exprimés par les cellules
migratoires ou résidentes dans le ganglion aprés vaccination a révélé une augmentation de 1’expression
de 7I12] et 1l6, codants pour des molécules impliquées dans la différentiation des Tpy. Enfin,
I’utilisation de souris Langérine-DTR, dans lesquels 1’injection de toxine diphtérique conditionne la
déplétion des cellules exprimant la langérine, nous a permis d’identifier le rdle majeur joué par les

LCs dans I’induction des Try et du centre germinatif.

Dans cette étude, nous avons utilisé 1’antigéne modele p24 du VIH-1 véhiculé par des nanoparticules
(NPs) d’acide poly-lactique développées par notre collaborateur (Climent et al., 2014; Lamalle-
Bernard et al., 2006; Rancan et al., 2014). Les antigénes particulaires (20 a 200 nm) sont facilement
drainés par les vaisseaux lymphatiques et pris en charge par les DCs, induisant leur activation
(Bachmann and Jennings, 2010; Joshi et al., 2013). Aprés injection intradermique de NPs, nous avons
observé un drainage trés rapide (1h) de I’antigéne jusqu’au ganglion. Le pourcentage d’antigéne
restant sur le site d’injection n’a pas pu étre évalué directement, mais celui ci est toujours détectable
dans la peau dans les premiéres heures aprés immunisation.

De facon surprenante, 1’ablation du site d’injection 1h aprés vaccination induit une perte totale des
cellules Try dans le ganglion aprés 7 jours, malgré la présence de DCs résidentes et de mo-DCs.
Plusieurs études ont démontré un role important des DCs résidentes du ganglion dans la mise en place
des réponses humorales contre le virus influenza (Gonzalez et al., 2010), contre la protéine
hémagglutinine du virus influenza (Tozuka et al., 2015), et dans ’induction de réponses cellulaires T
spécifiques de Leishmania (lezzi et al., 2006). Ces résultats ne sont pas nécessairement contradictoires
avec nos observations, car les réponses anticorps peuvent étre générées de fagon Try-indépendantes
(MacLennan et al., 2003). A I’inverse, il reste difficile de restreindre I’antigéne aux seules DCs de la

peau, car l’antigéne migre passivement jusqu’au ganglion. Ainsi, le rdle synergique des DCs
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tissulaires et résidentes du ganglion ne peut pas étre exclu. En ce sens, il a ét¢ montré que la
présentation de ’antigéne aux cellules T naives se fait de fagon séquentielle par les DCs résidentes et
les DCs migratoires, et que prises séparément leurs contributions ne permet pas la génération d’une
immunité cellulaire (Allenspach et al., 2008; Itano et al., 2003). Il est donc envisageable que les DCs
résidentes du ganglion participent a la mise en place de la réponse Try, d’une fagon qui reste a
démontrer.

Dans notre étude, nous avons également observé un recrutement massif de cellules inflammatoires en
provenance du sang dans le ganglion, et cela méme apres ablation du site d’injection. Ces résultats
sont surprenants car le dogme actuel stipule que les cellules inflammatoires sont d’abord recrutées
dans les tissus, puis migrent vers les ganglions (Shi and Pamer, 2011). Il a toutefois déja été observé
que les monocytes sont capables de rejoindre directement les ganglions via les HEV (Nakano et al.,
2009; Palframan et al., 2001). Nous avons observé des proportions similaires de tous les types
cellulaires étudiés (monocytes inflammatoires, macrophages, neutrophiles, et mo-DCs) dans le
ganglion apres vaccination, que le site d’injection soit maintenu ou enlevé. De fagon notable, nous
avons observé une diminution progressive dans le temps de la proportion de monocytes dans le
ganglion, associée a une augmentation des mo-DCs, conformément a leur capacité a se différencier
sous I’influence de stimuli inflammatoires. Dans un contexte d’injection sous cutanée de protéine
adjuvantée avec un ligand du TLR9, les mo-DCs sont les principales cellules inductrices de Try
(Chakarov and Fazilleau, 2014). En revanche dans notre étude, nous n’avons observé aucune
différentiation des lymphocytes Try malgré la présence de mo-DCs dans le ganglion 24 h aprés
immunisation. La voie d’injection sous-cutanée cible I’antigéne dans une couche contenant peu de
DCs mais qui est suffisamment irriguée pour permettre le recrutement de cellules inflammatoires.
Ainsi, lorsque I’antigéne est injecté dans un environnement pauvre en DCs, il est probable que les mo-
DCs jouent un role plus important dans la présentation antigénique dans le ganglion.

Enfin, notre étude a démontré un réle important des LCs dans I’induction de réponses Try. Cette
observation rejoint celle d’une étude publiée récemment, qui a démontré que le ciblage de I’antigéne
directement aux LCs permet I’induction de fortes réponses T et B, et notamment de cellules Try (Yao
et al., 2015). Notre étude se démarque toutefois par le fait que I’antigéne administré ne cible aucune
population particuliere, et que les cellules T de nos souris ne possédent pas de TCR transgéniques
spécifiques de 1’antigéne. Ces résultats sont ainsi plus représentatifs des réponses polyclonales
susceptibles d’étre induites aprés vaccination cutanée. Le fait qu'une partie de la réponse Ty soit
maintenu aprés déplétion des LCs suggere qu’une autre population de DC migratoire de la peau est
impliquée dans la réponse du centre germinatif. L’identité de cette population reste difficile a évaluer
du fait des outils a notre disposition.

En conclusion, nos résultats démontrent 1’efficacité de la vaccination intradermique non adjuvantée
dans I’induction de réponses Ty et humorales, et confirment le réle crucial des cellules de Langerhans

dans ce processus.
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Article 2 : « IFA emulsion promotes sustained T follicular
helper response for the generation of mucosal and
systemic neutralizing antibodies against the HIV-gp41 3S

motif »

Contexte de I’étude

Le développement d’un vaccin préventif reste la meilleure stratégie pour bloquer la propagation du
Virus de I’Immunodéficience Humain de type 1 (VIH-1). Parmi I’ensemble des parameétres
immunologiques corrélés a la protection contre l’infection ou a son contrdle, les anticorps
neutralisants a large spectre (Nabs) posseédent 1’habilité unique de pouvoir bloquer I’infection des
cellules cibles du virus (Burton et al., 2012). Ainsi, le développement d’un vaccin capable d’induire la
production de tels anticorps est largement espéré. Les Nabs présentent des caractéristiques communes,
telles que la présence d’un grand nombre de mutations hyper-somatiques, et de longues régions
déterminant la complémentarit¢ (CDR3) (Haynes and Verkoczy, 2014). Ces anticorps sont produits
par des lymphocytes B de haute affinité, générés apres un processus de sélection intensif ayant lieu
dans les centres germinatifs (Corti and Lanzavecchia, 2013). Les cellules Try sont des acteurs majeurs
de ce processus de sélection, en permettant 1’établissement du centre germinatif, 1’expansion, la
différentiation, et la maturation d’affinité des lymphocytes B spécifiques de I’antigéne (Vinuesa et al.,
2016).

Le role des cellules Try dans la génération des Nabs reste a démontrer. L’intensité et la durée des
contacts T-B dans le centre germinatif, ainsi que la formation de centres germinatifs secondaires apres
ré-immunisation augmentent 1’affinité des cellules B pour 1’antigéne (McHeyzer-Williams et al., 2015;
Shulman et al., 2014). De plus, le nombre de cellules Ty circulantes du sang est directement corrélé
avec la présence de Nabs chez des personnes infectées par le VIH (Locci et al, 2013). Ces
observations suggerent que les cellules Try jouent un réle important dans la génération des Nabs
dirigés contre le VIH.

La capacité d’un vaccin a générer des Nabs bloquants efficacement la transmission du virus reléve
aussi du choix de I’immunogeéne. L’équipe du Dr Vieillard avec laquelle nous collaborons a
précédemment identifié le motif 3S de la protéine d’enveloppe gp41 du VIH-1. Lorsque ce motif trés
conservé reconnait le récepteur gCIqR (récepteur du domaine globulaire du facteur du complément
Clq), cela déclenche la translocation et I’expression de NKp44L a la surface des lymphocytes T
(Fausther-Bovendo et al., 2010; Vieillard et al., 2005). Ces cellules NKp44L+ sont ensuite reconnues
par les cellules NK et lysées, contribuant au phénomene de déplétion des lymphocytes T CD4+ non

infectés (Figure 19). L immunisation de souris avec une forme mutée du domaine 3S (W614A, appelé
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m3S), induit la production de Nabs ayant la capacité de neutraliser efficacement le virus et de bloquer
I’infection de cellules cibles (Petitdemange et al., 2013).

Des expériences préliminaires ont comparé différentes formulations du peptide m3S avec des
adjuvants et ont révélé que I’émulsion eau-dans-huile IFA permet I’induction de Nabs dirigés contre
m3S alors que les sels d’aluminium (Alum) ne le permettent pas. Plusieurs études ont démontré
I’efficacit¢ de 1’adjuvant MF59 (émulsion huile-dans-eau) a stimuler les réponses Tgy et humorales
(Lofano et al., 2015; Mastelic Gavillet et al., 2015). En revanche, une récente étude a démontré que
lorsque le candidat vaccin AIDSVAX HIV gp120 est injecté chez le macaque en combinaison avec
I’Alum ou le MF59, de meilleurs taux de protection sont observés chez les animaux ayant recu
I’Alum, malgré le fait que MF59 soit plus immunogénique (Vaccari et al., 2016). Ces observations
illustrent notre manque de connaissance sur les corrélats associés a l’utilisation d’adjuvants et la

protection vaccinale.

Pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents aux différences observées aprés immunisation
avec IFA ou Alum, nous avons comparé la qualité et la quantité des réponses Try et B du centre
germinatif, ainsi que les populations de cellules inflammatoires recrutées dans les ganglions drainants
apres vaccination avec le peptide m3S lié a la protéine de transport CRM¢; (mutant non toxique de la
toxine diphtérique) associés a I’'un ou ’autre de ceux deux adjuvants. Nos travaux ont révélé une forte
capacité de I’adjuvantation IFA a induire la différentiation des cellules Try et B du centre germinatif
par rapport a Alum ou sans adjuvant. Cette réponse est associée a un recrutement préférentiel de DCs
inflammatoires quelques jours apres 1’injection initiale ou le booste.

Ces résultats démontrent 1’intérét de [’utilisation d’émulsions pour induire des réponses Try et

humorales neutralisantes contre le VIH.
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Abstract

Preventive vaccines able to induce cross-reactive neutralizing antibodies (Nabs) are urgently needed
against HIV. We previously identified the 3S motif of HIV-1 gp4l, a highly conserved domain
responsible for NK cell-mediated depletion of bystander CD4+ T cell in HIV+ individuals.
Immunization of mice with a single-nucleotide mutated form of 3S (W614A, hereafter referred to as
“m3S”) induces broadly Nabs against HIV-1, endowed with the ability to block viral infection and
subsequent CD4+ T cell depletion. In an attempt to screen for the best adjuvant combination for m3S
peptide, preliminary data revealed differential induction of Nabs versus non-Nabs when using IFA or
Alum as adjuvant formulations in mice and rabbits. We further demonstrate that this discrepancy is
accompanied with higher induction of T follicular helper (Try) and germinal center (GC) B cells when
m3S is adjuvanted with IFA, likely due to increased recruitment of inflammatory dendritic cells to the
inflamed lymph nodes in mice. Because Try cells are crucial for expansion, selection, and affinity
maturation of antigen-specific B cells, these results provide cues for better design and adjuvant

formulations of anti-HIV vaccines.
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Introduction

Development of a preventive vaccine remains the most effective strategy to block further spread of
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1). Cross-reactive neutralizing antibodies (Nabs) present
the unique ability to block infection of target cells and their induction represents a key to successful
vaccination against HIV-1 (1). Nabs characteristics include high numbers of somatic hypermutations
and long variable heavy-chain complementarity-determining region 3 (HCDR3s) (2). Such antibodies
are produced by high-affinity B cells after intensive T-cell driven selection that occurs in germinal
centers (GCs) of draining lymph nodes (DLN) (3). This selection step is conducted by T follicular
helper (Trn) cells, a particular subset of CD4+ T cell that is crucial for the establishment of germinal
centres, and provides help for expansion, selection, and affinity maturation of antigen-specific B cells
(4). The relationship between Try cells and Nabs is still unclear. The initial intensity and duration of
cell-to-cell contacts between Ty and B cells, as well as re-exposure to the antigen and formation of
secondary GCs increase affinity of B cells (5, 6). The availability and persistence of the antigen
strengthen the interaction between Try and GC B cells (7). Of interest, circulating human Tgy cell
numbers strongly correlate with the presence of Nabs in HIV-infected individuals (8). Altogether,
these findings suggest that Try cells differentiation and function may be closely associated with the
emergence of Nabs in the context of vaccination or persistent HIV infection.

We previously identified the 3SM2 motif of HIV-1 gp41, a highly conserved domain that binds
gCIqR (receptor for the globular domain of Clq complement factor) triggering translocation and
surface expression of NKp44L in CD4+ T cells (9, 10). These cells are recognized and lysed by NK
cells, a mechanism partially responsible for the depletion of bystander CD4+ T cell associated with
HIV infection. Immunization of mice with a single-nucleotide mutated form of 3SM2 (hereafter
referred to as “m3S”) induces broadly Nabs against HIV-1, endowed with the ability to block viral
infection and subsequent CD4+ T cell depletion (11).

Preliminary experiments using different adjuvant formulations in combination with m3S revealed that
the water-in-oil (w/0) emulsion Incomplete Freund’s adjuvant (IFA) could induce anti-m3S Nabs in

mice, while aluminium salt (Alum) could not. Several reports suggest enhanced Try and GC responses
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when the antigen is emulsified with the oil-in-water (o/w) adjuvant MF59 (12, 13). However, a recent
study comparing Alum and MF59 formulations of AIDSVAX HIV gp120 used in the RV144 HIV-
vaccine trial demonstrated that despite being more immunogenic, MF59 was not able to induce the
levels of protection observed with alum after SIVmac251 challenges in macaques (14). These
observations illustrate the need for a better understanding of the mechanisms by which adjuvant
formulations are able to drive and shape the immune response to vaccines.

To further decipher the mechanisms behind the discrepancies observed after Alum of IFA formulation
of m3S, we compared the quantity and the quality of Try and GC B cells responses, and characterized
the recruitment of innate immune cells to the DLN after immunization with m3S alone or in
combination with one of the foremost adjuvants. We demonstrate that IFA induces higher induction of
T follicular helper (Tgy) and germinal center (GC) B cells, likely due to increased recruitment of
inflammatory dendritic cells to the inflamed lymph nodes in mice. Thus, our work emphasize on the

use of w/o adjuvants for boosting humoral and neutralizing immune responses to HIV.
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Material and methods

Peptides
Purified unconjugated and CRM197-conjugated m3S synthetic peptides were purchased from

Covalabs (Villeurbanne, France). Sequence of the m3S peptide can be found in (11).

Immunization, sampling, and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Six to 8-week-old Balb/c mice were injected subcutaneously 14 days apart with 100ul of a solution
containing 10 pg of CRM-m3S peptide conjugate in PBS 1X, or in Incomplete Freund’s adjuvant or
Aluminium Hydroxide 2% (alum). Sera and vaginal washes were collected before each immunization
and at day 63 and titrated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), as described previously
(15). Inguinal draining lymph nodes were collected at day 63. Alternatively, mice received one or two
subcutaneous injection 14 days apart and draining lymph nodes were collected at day 7 after the last

injection.

Flow cytometry

Inguinal draining lymph nodes were collected and dissociated through a 70-mm nylon mesh (cell
strainer, BD Falcon), and washed with PBS supplemented with 1% of foetal calf serum (FCS). For
analysis of dendritic cell subsets, DLN were treated for 30 min at 37°C with collagenase IV (Sigma),
400 U ml/L in RPMI 1640 medium (Invitrogen Europe, Paisley, UK) prior to cell separation on cell
strainer.

Cell suspensions were stained for surface markers during 20 minutes at 4°C in PBS 1X, 1% FCS
except for CXCRS staining for which cells were incubated with a biotinylated anti-CXCRS5 antibody
for 45 minutes at 4°C in PBS 1X, 1% FCS and then streptavidin-APC was used for detection. All
antibodies were purchased from BD Biosciences (San Jose, CA). Fluorescence was analysed on a
minimum of 2x105 cells of each population per sample with a FACS Fortessa flow cytometer or a

FACS X-20 and analysed using FlowJo software.
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Neutralization Assays

Neutralization assays were performed as previously described (11). Briefly, polyclonal
immunoglobulin G fractions from mouse antisera were isolated with the Nab Protein A/G Spin kit and
then desalted with Zeba spin desalting columns (both from Thermo Scientific). Immunoglobulin
fractions were concentrated with Centricon Centrifugal Filter Units (Millipore) and then quantified
with the BCA protein assay kit (Thermo Scientific). Purified immunoglobulins were tested at starting
concentrations of 20 pg/mL, followed by five 2-fold dilutions.

Neutralization of the purified Abs was tested, as described (11) to compare potency (concentrations re-
quired to achieve 50% [IC50] inhibition) of Abs in the presence of 200 median tissue culture infective
dose (TCID50) with a standard Tzm-bl reporter cells. At 48 hours after infection luciferase activity in
TZM-bl lysates was measured with the Brite-glow reagent (Promega). A cutoff value of 2.5 times

background was applied to determine positive values.

Statistical analysis

Prism-6 software was used for data handling, analysis, and graphic representations. Data are presented
as the mean value + standard error of the mean (SEM). For statistical analyses a Mann Whitney Test
was used and significance was set at p-value < 0.05. A one-way ANOVA test with Bonferroni

correction was used for comparison of more than 2 groups of mice, with a 95 % significance interval.
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Results

IFA adjuvant influences titers, localization, and neutralization of anti-m3S antibodies

To evaluate the ability of IFA and Alum adjuvants to potentiate anti-m3S antibody responses, groups
of mice were immunized subcutaneously with 10 ug of m3S-CRM conjugate alone, or in combination
with IFA or Alum at day 0 and 3 times every two weeks (Figure 1A). Blood and vaginal washes were
collected before each immunization and at day 63. Anti-m3S IgG in serum were detected in all three
groups, but titers were at least 10 times superior in mice that receive m3S-CRM conjugate in IFA after
1 injection (Figure 1B). These differences were further increased after boosting, despite all groups
reached higher titer levels. Interestingly, no further increase of anti-m3S IgG titers was observed after
the second boost, showing that boosting the immune response once is sufficient to reach a plateau, and
that low-responding individuals are not recovered by successive boosts. We further extended our
observation to vaginal anti-m3S IgG and IgA. Priming of mice induced no detectable antibody titers at
day 14 in all tested conditions (Figure 1C). After the first boost, however, high IgG and IgA titers
were observed in the IFA group, which remained elevated throughout the immunization schedule, and
were significantly superior to Alum or m3S alone groups. Finally, we evaluated the ability of purified
serum IgG to neutralize HIV-1 strains (Figure 1D and E). IgG from m3S-CRM + IFA mice showed
high levels of neutralization (IC50 = 6 for YU-2 strain and IC50 = 0.85 for JR-CSF strain) while IgG
from m3S-CRM + alum animals failed to neutralize (IC50 > 10 for both strains) (Figure 1D). Similar
ability of rabbit serum IgG to neutralize different HIV strains after IFA injection was observed (Figure
1E). Thus, IFA formulation enhances both titers and neutralizing ability of specific IgG, and

influences vaginal localization of specific IgG and IgA.

IFA induces rapid and persistent expansion of Try and GC B cells in the DLN.

High affinity class-switched B cells form in germinal centers (GC) with the help of T follicular helper
cells in lymph nodes. We thus questioned whether the adjuvant formulation of m3S-CRM would
impact Try and GC B cell induction in draining lymph nodes. Try cell numbers were investigated at

one week after priming (D7) or 7 days after prime plus boost (D21) or at the end of the kinetic (D63).
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As shown in Figure 2A, m3S-CRM + IFA induced robust Try and GC B cell induction at all time
point, while Alum formulation induced no significant differences as compared to m3S-CRM alone.
Paralleled to our observation that one boost is enough to reach a plateau of antibody titers, Try and GC
B cell numbers were efficiently boosted after 2 injections, but gradually declined despite two
additional boosts in all three groups (Figure 2B). These results highlight the relationship between the
antibody titers found in serum and induction of Tgy cells in the lymph nodes, which is strengthen when

the antigen is co-injected with IFA.

IFA increases monocyte-derived dendritic cells numbers in l[ymph nodes

Because IFA adjuvanticity is thought to be primarily mediated by increased inflammatory cell
recruitment (16), we evaluated recruitment of inflammatory monocytes (Infl mono; CD11b+, Ly6Chi,
MHCII-), monocyte-derived inflammatory DCs (Infl DCs; CDI11b+, Ly6Chi, MHCII+) and
neutrophils (Neutro; CD11b+, Ly6C+, LY6G+) in draining lymph nodes of mice two days after
priming (D2) or two days after boosting at day 14 (D16) (Figures 3A and B). Inflammatory monocytes
and neutrophils total numbers and proportions were similar in all three groups at day 2 after priming.
However, a specific increase was observed for inflammatory DCs in mice that receive m3S-CRM in
IFA (Figure 3A). To our surprise, boosting mice once led to further increase of Infl DCs numbers in
DLN of mice from IFA group, while other subsets remained at the same levels as observed after
priming. Considering the ability of Infl-DCs to present the antigen and secrete pro-Try cytokines (17),
we thus speculate that this specific after-boost increase might be responsible for enhanced Tey cell

differentiation in the LN.
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Discussion

In this study, we sough to compare immune responses to two adjuvant formulations of the clinically
relevant m3S peptid in mice. Immunization of mice with m3S-CRM in IFA or in Alum led to dramatic
differences in the intensity and quality of subsequent humoral and cellular immune responses.
Altogether, our results demonstrate that IFA induces higher titers of more functional antibodies
compared with alum. Analysis of draining lymph node at early time point revealed increased
recruitment of monocyte-derived inflammatory DC (Infl-DCs), likely responsible for generating
higher Ty and GC B cell responses, when using IFA formulation.

The differences observed with IFA and Alum may reflect their different mechanisms of action
regarding the activation of innate immunity. Adjuvanticity of both Alum and IFA was primarily
thought to rely on the creation of a depot effect; however, several evidences suggest that it might not
be the case, at least for Alum (19). The mode of action of IFA is less clear, but like other emulsions, it
is widely assumed to depend on enhancement of antigen uptake by antigen-presenting cells, and
induction of a favourable cytokine microenvironment (16, 18).

In this study, we observed a specific increase in total numbers of Infl-DCs in the LN of mice that
received the antigen in IFA. Inf-DCs are derived from blood-borne inflammatory monocytes that
differentiate in situ or in some cases in the LN (20). Induction of Tgy cells by Infl-DCs has been
described after adjuvantation with a TLR9 agonist in mice (17). Therefore, we speculate that the high
and specific increase in Ty and GC B cell numbers observed with IFA is likely due to enhanced
recruitment and/or differentiation of Inf-DCs as compared to Alum or antigen alone. More
surprisingly, we also observed that boosting animal once further increase total numbers of Infl-DCs in
the LN, as well as Tryg and humoral responses. The concept that innate cells such as monocytes,
macrophages and NKs could exhibit enhanced responses upon secondary infection or vaccination has
been recently recognized as innate immune memory, or “trained memory” (21). While epigenetic
modifications seem to play a key role in the induction of innate memory, it is still unclear how short-
lived cells such as monocytes could exhibit features of immune memory. One hypothesis is that

epigenetically modified innate cells would home and establish a reservoir in the body upon priming, or
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that monocyte precursors could be trained in the bone marrow, which would impact their function
after differentiation into macrophages (22, 23). Whether our observation is solely due to increased
recruitment of monocytes from the blood after rechallenge or is a consequence of a broader immune
mechanism remains difficult to assess and requires additional testing.

The importance of neutralizing antibodies (Nabs) in HIV has been largely recognized. However, the
fundamental mechanisms by which individual B cells will be prompted to produce Nabs versus non-
Nabs remains elusive. It is assumed that the number of divisions of B cells and duration of their
exposure to the antigen are key factors for the induction of Nabs. In our study, we did not assess the
ability of IFA to create a depot of antigen to the site of injection. Nevertheless, the ability of IFA
formulation to induce production of Nabs by B cells underlies the relevance of this adjuvant and other

o/w emulsions for future vaccination strategies against HIV.
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Figure Legends

Figure 1: IFA adjuvant influences titers, localization, and neutralization of anti-m3S antibodies.

(A) Schedule of immunization and sampling. Balb/c mice were vaccinated subcutaneously four times
with 10pg of m3S-CRM197 conjugate or CRM197 alone, either alone or adjuvanted with IFA or
Alum. Blood and vaginal washes were collected at indicated times for evaluation of antigen-specific
antibody responses. (B) Anti-m3S IgG titers measured by ELISA. (C) Anti-m3S IgA (upper panel) or
IgG (lower panel) in vaginal washes measured by ELISA. (D) YU-2 (upper panel) and JR-CSF (lower
panel) strains neutralization by purified pools of IgG from m3S-CRM + IFA (orange) or m3S-CRM +
Alum (blue) vaccinated mice (n=3 mice per group). (E) Serum neutralization (IC50) of purified IgG
from rabbit immunized with m3S-CRM + IFA at indicated time points (vertical dotted bars) for the
three strains YU-2, JR-CSF and NL4.3. Individual dots represent mean from 2 rabbits. Unpaired

Student t test was used for statistical analyses: *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001

Figure 2. IFA induces rapid and persistent expansion of Try and GC B cells in the DLN.

(A) Absolute numbers of Try and germinal center B cells in the DLN of mice 1 week after a single
injection (upper panel), or 1 week after 2 injections (D0+D14) (middle panel), or after 4 injections
(D0+D14+D28+D42) (lower panel) of W614A-3S-CRM197 (m3S) alone (grey bars), or adjuvanted
with IFA (orange bars) or Alum (blue bars). (B) Kinetic of Try and GC B cells responses after priming
(D0) with m3S alone or adjuvanted with IFA or Alum. Dotted vertical lines represent successive

boosts (D14, D28, D42).

Figure 3. IFA increases monocyte-derived dendritic cells differentiation in lymph nodes.
(A-B) Absolute number and percentage of inflammatory monocytes (infl mono), inflammatory DCs
(infl DCs) and neutrophils (neutro) in the DLN of mice 2 days after a single injection (A) or 2 days

after boost (B) with m3S-CRM alone or in combination with IFA or Alum.
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Résumé des résultats et discussion

Dans cette seconde étude, nous avons comparé les réponses Try et humorales induites apres injection
de deux formulations adjuvantées du peptide m3S. Dans cette étude, la voie sous-cutanée a été
utilisée, notamment du fait de la grande viscosité de ’IFA qui ne permet pas I’injection intradermique
chez I’animal. L’utilisation de cette voie « conventionnelle » nous a néanmoins permis d’évaluer la
capacité des adjuvants en induire de fortes réponses Try lorsque I’antigéne est injecté dans un tissu

pauvre en CPAs.

L’immunisation sous-cutanée des souris avec le peptide m3S associé a la protéine de transport CRM g7
n’induit que peu de réponses Tgy et anticorps dans le sang et la muqueuse vaginale. L’ajout de
I’adjuvant Alum a la formulation vaccinal n’a que peu d’effets sur la réponse immunitaire. En
revanche, I’adjuvant [FA augmente considérablement les titres d’anticorps spécifiques dans le sérum,
induit la présence d’IgG et d’IgA anti-m3S dans la muqueuse vaginale, et influence la capacité
neutralisante des IgG du sang. La fonction des lymphocytes B est intimement liée a celle des cellules
Try. De fagon notable, I’ajout de I’'IFA & la formulation vaccinale induit une forte polarisation des
cellules Ty et des B du centre germinatif dans le ganglion des souris aprés une seule injection, apres
un booste, ou a la fin d’une cinétique de quatre injections. En revanche, 1’absence d’adjuvant ou
I’ajout d’Alum n’induit pratiquement aucune différentiation des cellules Try. Par la suite, nous avons
cherché a savoir si I’induction différentielle des cellules Try pouvait étre liée a une population
particuliére de DC. Alors que les différentes populations de DC de la peau sont recrutées a des
niveaux équivalents quelque soit 1’adjuvant (données non montrées), 1’analyse des populations de
cellules inflammatoires du ganglion a révélé une augmentation du nombre de DCs inflammatoires
(dérivées de monocytes) en présence d’IFA. Le nombre de ces cellules augmente d’avantage apres la
seconde injection de facon trés significative, alors que les neutrophiles et les monocytes
inflammatoires sont présents dans des proportions similaires a celles observées aprés une seule
injection.

Des expériences complémentaires seront effectuées afin de déterminer si les profils transcriptionnels

et la fonction des DCs inflammatoires recrutées aprés adjuvantation IFA ou Alum sont différents.

La capacité différentielle de I’ Alum et de ’'IFA & activer I’immunité innée peut étre la conséquence de
mécanismes d’action différents. Il a été initialement supposé que leur adjuvanticit¢é dépend
principalement de la création d’un effet dépdt sur le site d’injection. Cependant, de récentes études ont
démontré le contraire, et suggerent plutét que I’Alum et I’'I[FA agissent sur la capacité des DCs a
capturer I’antigéne, a étre recrutées sur le site d’injection, et a activer des voies de réponse au danger

de type inflammasome (De Gregorio et al., 2013; Reed et al., 2013). A ce jour, les mécanismes
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d’action de ces adjuvants restent flous, et ne permettent pas d’expliquer les différences observées dans
cette étude.

De facgon intéressante, nous avons observé un fort recrutement de DCs dérivées de monocytes (mo-
DCs) dans le ganglion apres injection de m3S-CRM adjuvanté en IFA. Cette population de DC est
issue de monocytes inflammatoires du sang qui se différencient et se spécialisent sur le site de
I’inflammation et/ou dans le ganglion. Apres adjuvantation en IFA plus LPS, ces cellules stimulent la
différentiation des Tgy in vivo chez la souris (Chakarov and Fazilleau, 2014). En prenant en compte
ces résultats et nos observations, nous suggérons que la capacité de ’IFA a induire la différentiation
de cellules Tgy et des lymphocytes B du centre germinatif dépend du recrutement et/ou de la
différentiation des mo-DCs. Des expériences complémentaires chercheront a identifier les molécules
impliquées dans ce processus.

Chez I’homme, les protocoles de vaccination sont généralement constitués de plusieurs injections
successives (« boost ») qui suivent I’injection initiale (« prime »), avec pour objectif de restimuler le
systéme immunitaire mémoire et d’accroitre le maintien de la protection humorale. Dans notre étude,
I’injection secondaire du composé vaccinal augmente de facon significative I’étendue de la réponse
immunitaire humorale et Try quelque soit la formulation utilisée, et permet 1’induction d’une réponse
humorale localisée dans la muqueuse vaginale (avec IFA seulement). Les troisiémes et quatriémes
injections ne permettent pas d’augmenter cet effet « boost », mais sont requises pour la génération de
Nabs. Cette observation confirment [’hypothése que les Nabs sont générés aprés un long processus de
sélection et de mutation des lymphocytes B dans le centre germinatif, et justifient 1’utilisation de
protocoles vaccinaux composés de multiples injections.

Dans notre étude, nous avons observé un recrutement ou une différentiation accrue de mo-DCs dans le
ganglion aprés la seconde injection du composé adjuvanté en IFA. Le dogme de la mémoire
immunitaire stipule que seul le bras adaptatif de la réponse est capable de répondre de fagon
supérieure a une infection ou immunisation secondaire. Cependant, le terme de « mémoire innée » a
récemment été proposé a la suite de plusieurs observations suggérant que certaines cellules de
I’immunité innée, telles que les monocytes, les macrophages, et les cellules NK sont capables de
réponses secondaires (Netea et al., 2015, 2016). Ce phénomeéne est associé a une reprogrammation
épigénétique des cellules impliquées. Cependant, le mécanisme par lequel des cellules a courte durée
de vie comme les monocytes sont capables de mémoire reste inconnu. Les hypothéses envisagées
incluent la rétention des cellules « modifiées » dans des niches aprés primo-immunisation, ou la
modification des cellules précurseurs directement dans la moelle (Italiani and Boraschi, 2014; Yaiez
et al., 2013). Le role de la mémoire innée dans nos observations reste purement spéculatif et mérite
d’étre évalué dans des expériences complémentaires.

Notre observation d’un effet différentiel de I’adjuvant sur la présence de Nabs dans le sérum est un
point crucial de notre étude. Les mécanismes associés a la production de Nabs sont encore peu connus.

Dans nos conditions, 1’éventualité d’une modification conformationelle de 1’antigene selon 1’adjuvant
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n’est pas exclue. Cependant, une étude réalisée dans des conditions similaires a démontré que
I’émulsion en IFA ou en MF59 de la protéine gpl40 du VIH n’induit pas de modification
conformationelle aprés immunisation chez le lapin (Lai et al., 2012). Les Nabs sont générés aprés un
long processus de sélection orchestré par les cellules Ty dans le centre germinatif des ganglions. Bien
que la relation entre le nombre de cellule Ty et la présence d’anticorps neutralisant aprés vaccination
reste supposée, nos résultats suggerent que I’induction de cellules Try par I'utilisation des adjuvants de
type émulsion favoriserait la présence de Nabs.

Le peptide m3S présente un fort intérét vaccinal et a déja démontré son efficacité a induire des
réponses neutralisantes chez la souris, le lapin, et le singe. La compréhension des mécanismes
d’amélioration des réponses Try et humorales est centrale dans le développement de stratégies

vaccinales efficaces contre le VIH.
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Skin vaccination aims at targeting epidermal and dermal
antigen-presenting cells (APCs), indeed many subsets of differ-
ent origin endowed with various functions populate the skin.
The idea that the skin could represent a particularly potent site
to induce adaptive and protective immune response emerged
after the success of vaccinia virus vaccination by skin scarifi-
cation. Recent advances have shown that multiple subsets of
APCs coexist in the skin and participate in immunity to infec-
tious diseases. Induction of an adaptive immune response
depends on the initial recognition and capture of antigens by
skin APCs and their transport to lymphoid organs. Innovative
strategies of vaccination have thus been developed to target
skin APCs for tailored immunity, hence this review will discuss
recent insights into skin APC subsets characterization and how
they can shape adaptive immune responses.

Introduction

Each year, vaccination programs across the world prevent
between 2 and 3 million needless deaths, protecting children
against deadly diseases such as measles, polio, diphtheria, tetanus
and pertussis with the ultimate aim to induce immune memory
for life-time protection and in all individuals." Vaccine leaders
from around the world discuss critical issues surrounding the
development of effective—and affordable/acceptable—vaccines.
Intramuscular (IM) or subcutaneous (SC) routes, widely used
for vaccination, have proven to be successful in inducing sys-
temic humoral immunity toward several pathogens but gener-
ally failed to induce efficient and long-term cellular protection.
Vaccine development faces difficulties to manipulate the appro-
priate arms of the immune system in predictable ways for vac-
cine efficacy. The nature and intensity of the acquired immune
protection are variable depending of targeted pathogens and host
responses. After a period of abandon that have followed the suc-
cessful era of vaccinia virus vaccination and eradication of small-
pox, the skin routes of vaccination have regained interest during
the past two decades.
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Our increased understanding of the high immune potential
of skin resident and inflammatory cells, as well as the urgent
need to improve the immunogenicity of vaccines against infec-
tious diseases (HIV, HCV, influenza...) and cancers motivates
the development of innovative strategies targeting the cutane-
ous tissue. Numerous concepts for vaccine delivery to the skin
layers have been developed in the past decade. However, some
key mechanisms of vaccination remain to be elucidated in more
details: (1) the nature and function of antigen-presenting cells
(APCs) that can favor the initiation of immune response; (2) the
molecular and cellular networks involved in skin immunization.
These parameters are important to ensure optimal initiation of
both innate and adaptive immunity. The challenge today is to
understand how to manipulate skin APCs to increase vaccine
efficacy. We propose here an overview of our recent knowledge
on skin APC and inflammartory cells and their potential to mod-
ulate adaptive immunity for optimal development of vaccination
strategies.

Characterization and Functions of Epidermal
Antigen-Presenting Cells

Langerhans cells

The epidermis of mice and human is composed of strati-
fied layers of squamous and keratinized cells—keratinocytes—
that protect the integrity of the skin.*? As the epidermis is not
vascularized, nutrient supply is dependent on the dermis. The
solely professional APCs that populates the epidermis, namely
Langerhans cells (LCs), represent 1-5% of all epidermal cells.
LCs are located mainly at the suprabasal layer of the epidermis
and form a network around keratinocytes.* They can be identi-
fied by the constitutive expression of Langerin (CD207), and the
presence of unique intracytoplasmic organelles known as Birbeck
granules, which have a role in antigen uptake.” CD207 is a type
II C-type lectin receptor homogeneously expressed at the surface
of human and murine LCs that, when triggered by its ligands,
is internalized in Birbeck granules, a hallmark of maturation.®”
CD207 expression is not exclusive to LCs as other dermal DC
populations have been found to express it, as described below.
Human and mouse LCs also express E-cadherin, a molecule
that mediate adhesion to keratinocytes,® epithelial cell adhesion
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molecule (EpCAM), CD205 (DC-SIGN), and class-II major
histocompatibility complex (MHCII) molecules (Table 1). In
addition, human, but not mouse, LCs also express high levels of
the CD1la molecule which is able to present non-peptidic antigens
to T cells’

LCs key features include radioresistance, longevity and immu-
nosurveillance of the skin.'” In sharp contrast with other DC
subsets, LC repopulation did not depend on transplanted bone-
marrow cells after lethal irradiation of mice but rather on skin
local precursors.! Similarly, LCs from parabiotic mice, which
share a common blood circulation, failed to mix, thus supporting
the idea that they maintain themselves independently of circu-
lating precursors during steady-state."! Conversely, it was shown
that in inflammatory conditions, another type of LCs, named
short-term LCs, arise from Gr-1" monocytes soon after UV light-
induced depletion.”® This subset is progressively replaced by
long-term LCs that arise from bone marrow precursors in steady-
state. A study by Nagao et al. further described this mechanism
and revealed that hair follicles act as entry portals for monocyte-
derivated LCs in a C-motif chemokine receptor (CCR) 2 and
CCRG6-dependent manner.'

Consistent with their role in skin immunosurveillance, LCs
appear to be very motile even at steady-state. Indeed Kissenpfennig
et al. demonstrated that 2 to 3% of LCs circulate naturally from
the skin to the draining lymph nodes (DLNs), passing through
the dermis where they can be identified as “en route” LCs.”
This process involves constitutive expression of chemotractants
such as C-motif chemokine ligand (CCL) 20 by lymphatic ves-
sel endothelial cells, hence providing constant source of antigen
from the cutaneous environment for the induction of tolerance.
Accordingly, migratory LCs have also been found in healthy
human skin DLNG.'¢

The differential expression of PRRs between APC subsets
probably account for the diversity of the immune responses they
can induce."” Following TLR engagement, reception of appropri-
ated signals, and capture of antigen, maturated, and differenti-
ated APCs migrate to the DLNs where they will promote clonal
expansion of antigen-specific naive T cells (Fig. 1). To do so, they

exhibit unique physical properties that allow them to migrate
through confined space such as lymphatics.'® Upon inflamma-
tion, resident LCs drastically change in morphology and motil-
ity and increase their expression of CCR7, which ligands CCL19
and CCL2I are constitutively expressed by endothelial cells of
the lymphatic vessels."” This phenomenon, largely mediated by
cytokines of the IL-1 family and TNF-a produced by kerati-
nocytes, has to overcome the autocrine effect of tumor growth
factor (TGF)-B, which by upregulating E-cadherin and down-
regulating CCR7 promotes LC retention in the skin.?’

The extensive use of Langerin-Diphteria Toxin Receptor
(Lang-DTR) transgenic mice, which can be conditionally
depleted of Langerin® cells, has unravelled multiple functions of
LCs in vivo."” Consistent with their role of “gatekeeper” of the
skin, LCs appear to have dual functions. First, and because the
skin in continuously challenged with non-pathogenic microor-
ganisms such as commensals and auto-antigens, LCs have unique
immunosuppressive and tolerogenic properties.”> D Kaplan’s
group demonstrated that targeted depletion of LCs increased
antigen-specific T cell counts in a mice model of contact
hypersensitivity, showing that LCs act as regulator of immune
responses.”>** Accordingly, LCs have been shown to promote and
activate antigen-specific T regulatory cells (Treg) in the course
of Leishmania infection,? allergy contact dermatitis,”” and after
targeting with myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG).?¢ In
humans, Seneschal et al. demonstrated that in absence of exoge-
nous antigen, LCs, but not dermal DCs, constitutively promoted
local proliferation and activation of skin resident memory CD4*
Treg.”” However, after infection with C. albicans, the study also
demonstrated that LCs were capable to induce effector memory
non-regulatory T cells in situ.

The spatial localization of LCs within the skin makes them
the first APCs to encounter environmental antigens, and as so,
they must be able to induce potent and broad responses to foreign
antigens. Indeed several studies suggest that LCs can efficiently
prime naive T cells and induce their helper or cytotoxic func-
tions. Igyarto et al. elegantly demonstrated that LCs are neces-
sary and sufficient to induce immunity to yeast (C. albicans) and

Table 1. Mouse and human APC subsets and their associated markers in healthy skin

Mouse subsets Phenotype Human subsets Phenotype
Langerhans cell CD11b™, CD207+, CD205%, CD103-,CD172a* Langerhans cell CD1a", CD1c*, EpCAM*
XCR1* DDC CD11b"", XCR1*, CD207*, CD103*~, CLEC9A*, CD172a CD141+*DDC CD1a*-,CD14*-, CD1clownt
CD11b* DDC CD11b*, XCR1, CD172a* CD1a*DDC CD1a™, CD1b*, CD1c*, CD14, CD208*
CD11b"" DDC CD11b"", XCR1, CD172a* - -
Monocyte-derived DC CD11b*, Ly6C*, CD64°"*, MERTK o™ CD14*DDC CD1a, CD14%,CD1c*, CD163*, DC-SIGN*
Dermal Macrophage CD64, MERTK* Ma[c)re;g‘;;ge CD14* CD1a-, CD1c, FXllla*
Plasmacytoid DDC CD11b-, B220*, PDCA1* Plasmacytoid DDC CD123*,CD303*, CD304*

Four conventional DC subsets have been described in mice, which can be identified by their level of expression of a group of markers. In addition, murine
skin contains myeloid monocyte-derived DCs and dermal macrophages. Plasmacytoid DCs are almost absent in healthy skin. Human counterpart DCs are
identified based on the expression of CD1a, CD1¢c, CD14, and CD141. High expression of the cellular marker is denoted by *, while intermediate, low, and lack

of expression are denoted by™,", respectively. DDC, dermal dendritic cell.
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extracellular bacteria (S. aureus) by promoting induction of Th17
cells.?® Evidences also suggest that LCs can mediate Th2-like cel-
lular responses after epicutaneous sensitization with protein anti-
gens.” Similarly, freshly isolated human LCs are endowed with
the capacity to stimulate allogeneic CD4* T cells toward a Th2
profile in vitro.'

The ability of LCs to cross-prime foreign antigens and initi-
ate cytotoxic CD8* T cells responses has long been controversial.
Early studies either suggested that LCs were efficient in cross-
presentation®*®! or that they were not involved.*? However, these
studies did not take into account the existence of the CD207"
CD103* dermal subset, as is was not identified at the time.
Later on, Henri et al. showed that CD207* CD103* were the
solely skin DC subset able to cross-present self-antigens using
a mouse model in which keratinocytes constitutively expressed

membrane-bound ovalbumin.*® However, another study dem-
onstrated that LCs are involved in the acquisition of effector
functions by CD8" T cells that infiltrate the skin during TLR-
induced inflammation.** Thus, rather than being responsible for
cross-presentation of self-antigens during steady-state, LCs could
be able to interact closely with CD8* T cells during an inflamma-
tory response. Accordingly, Liard et al. showed that after intrader-
mal immunization of mice with a particulate antigen, LCs were
the main subset responsible for the generation of IFN-+y-secreting
CD8" T cells in DLNs.* Interestingly, after intradermal delivery
of plasmid DNA, a second wave of LCs from epidermal precur-
sors—reminiscent of long-term LCs described in'*—was present
in DLNs two weeks after immunization and was essential for
CD8* T cell priming.>® Conversely, primary LCs residing in the
epidermis at the time of vaccination could not prime CD8* T
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Figure 1. Mouse skin APCs shape adaptive immune responses. APC populations of the epidermis and dermis have high propensity for modulation of
adaptive immune responses. This figure summarizes published works describing interaction between skin APC and T cell in skin and draining lymph
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cells. Of note, bone marrow-derived CD207* dermal DCs also
contributed to CD8* T cell priming.>® These findings fits nicely
with the view that steady-state, non-inflammatory LCs that are
used to encounter skin antigens are tolerogenic and thus enable to
efficiently prime naive CD8* T cells, whereas LCs that are newly
generated upon inflammation and entry of foreign antigen could
prime naive CD4* and CD8* T cells. However, a recent study on
skin scarification with Vaccinia Virus showed that LCs are not
involved in CD8-mediated immune responses.”’

The contribution of LCs to humoral immunity has not been
much studied. For instance, LCs were shown to induce protective
IgGl1 in serum after patch immunization with S. aureus-derived
toxin, which revealed LCs ability to project their dendrites
through tight junctions and sample antigens that have not yet
breached the epidermal barrier.?®

In humans, most studies have focused on the ability of LCs
to activate and induce differentiation of naive T cells in vitro.
Human LCs preferentially induce Th2,4 Th17,* Th22% and
are able to cross-present antigens to CD8* T cells.*"%

Overall, these findings suggest a high plasticity of LCs
according to the context. That is, the combination of signals
they receive from the environment during steady-state or when
encountering the antigen, as well as the nature of the antigen
itself and its location, would shape their functions toward immu-
nogenicity or tolerance.

Keratinocytes

Keratinocytes account for 80% of epidermal cells and although
acting as structural cells, they exert key innate immune func-
tions. Keratinocytes express various pattern recognition receptors
(PRRs) such as Nod-like receptors (NLRs) 1 and 2, Toll-like
receptors (TLRs) 3, 4, 5, and 9, and C-type lectins that recognize
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), which in turn
trigger activation of pro-inflammatory pathways. Recognition
of PAMPs by keratinocytes lead to production of various pro-
inflammatory signals such as CXC chemokine ligand (CXCL)
8,9, 10, 11, CCL2, CCL20, tumor necrosis factor a (TNF-a),
interleukin (IL) 1, 6, 10, 18, and 33.%*¢ Sugita et al. demon-
strated that in mice, those innate signals where able to improve
Langerhans cell (LCs) presenting functions.” Furthermore, the
expression of MHC class II molecules on their surface make
them non-professional APCs able to present antigen to CD4* T
cells and stimulate their proliferation in certain conditions such
as skin disorders.#4

Characterization and Functions of Dermal Antigen-
Presenting Cells

The dermis, which is mainly composed of fibroblasts, repre-
sents the skin connective tissue layer. As blood and lymphatic
vessels are present throughout the dermis, it hosts multiple
immune cell populations that vary dramatically from steady-
state to inflammatory conditions. In mice, four conventional
dermal DC subsets can be distinguished based on surface expres-
sion markers (Table 1). Analysis of mice transgenic for CD207
(Langerin-EGFP) revealed that in addition to “en route” LC that
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transit through the dermis, at least two other dermal DC subsets
express CD207 and differ from LCs in origin and function.’>**
These subsets express low amounts of CD11b and can be fur-
ther characterized by expression of the marker CD103 (Table 1).
They develop from a blood-borne pre-DC progenitor and acquire
their phenotype and functions through the action of granulo-
cyte/macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF).!> It has
been recently proposed that these populations should be referred
to as a so-called XCR1* DC subset, based on the unique expres-
sion of this marker.*

Other DC subsets include CD11b* DCs, lacking CD207,
CD103, and XCR1 expression and representing the majority
of dermal DCs,*> as well as a minor population of CD11b""
DCs.’¢ The CD11b* population was long considered as an het-
erogeneous population that overlapped with other subpopula-
tions that had not been - or poorly - characterized, including
conventional dermal DCs (cDCs), dermal macrophages, mono-
cytes, and monocyte-derived DCs (moDCs).*"% The recent
benchmarking study by Tamoutounour et al. further subdivided
steady-state CD11b* dermal cells into distinct subsets of ¢DCs,
moDCs, macrophages, and monocytes, using c-mer proto-onco-
gene tyrosine kinase (MerI'K), CD64, and CCR2 markers and
gene expression comparison.” In this study, blood Ly-6Ch mono-
cytes were found to constitute a pool that continuously gener-
ated skin resident monocytes as well as moDCs at steady-state,
while ¢cDCs developed on a Fms-like tyrosine kinase 3 ligand
(Flt3L)-dependent and CCR2-independent manner.”” The ori-
gin of dermal macrophages appears less clear. While some resi-
dent dermal macrophages derive from monocytes, another pool
seems to seed the dermis before birth from yolk-sac progenitors.®
Whether these differential origins can be linked to differential
functions has not yet been elucidated. At steady-state, resident
macrophage function is primarily to survey the skin and react
quickly after detection of foreign antigen. Upon inflammation,
blood monocytes can further differentiate into specialized mac-
rophage subset such as pro-inflammatory “M1”, regulatory “M2”
or wound-healing macrophages.’ Healthy human dermal DC
subsets include “en route” LCs, CD14* DCs, CDla* DCs, and
CD141* DCs, which resemble murine LCs, mo-DCs, CD11b*
DCs, and XCR1* DCs respectively.® Their associated markers
can be found in Table 1. The overall complexity to segregate der-
mal APCs by surface markers in line with the development of
systems biology approaches fostered the identification of tran-
scriptional signatures of cell subsets.”*® The use of transcription
factor-deficient mice unravelled developmental relationships and
functions of certain subsets.®® However, the phenotyping of cells
based on intracellular markers requires permeabilization, which
unable cell sorting by flow cytometry for further uses.

Plasmacytoid DCs (pDCs) are absent from non-inflamed
skin and essentially act as contributors of skin wound healing
and TLR7-mediated skin inflammation.” As members of the
innate immune system, their functions will not be further dis-
cussed here.

During pathogen- or vaccine-driven inflammation, immune
populations of the dermis vary dramatically, with rapid infil-
tration of inflammatory cells from blood capillaries under the
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influence of pro-inflammatory cytokines and chemokines, while
skin resident APCs sample foreign antigens and migrate to cuta-
neous DLNs where they prime naive T cells (Fig. 1).%

Inflammatory DCs (infDCs) are a hallmark of inflamma-
tion induced cell recruitment. InfDCs arise from blood Ly-6C"
CCR2* monocytes and are thought to differentiate under influ-
ence of Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF).%”
It is however not fully understood what are the cellular source
for M-CSF neither if other factors contribute to InfDCs differ-
entiation. One feature that differentiates InfDCs from steady-
state moDCs is the fact that they can upregulated CCR7 and
thus migrate to DLN and present antigens, thought in relatively
smaller number than CD11b* ¢cDCs.” InfDCs have been some-
times referred to as Tip-DCs (for TNF-a/inducible NO synthase
(iNOS)-producing-DCs), however monocytes and activated
macrophages can also express iNOS and TNF-a. In addition,
Tip-DCs were actually found not to express the DC-specific
zbtb46 transcription factor in Listeria-infected mice while
InfDCs expressed it.’®”" During inflammation, the massive
recruitment of monocytes also helps to repopulate the skin with
newly generated LCs'? as well as dermal DCs,”? which left the
skin to migrate to DLNGs. In addition, neutrophils can be found
within an hour after skin injury and participate in the production
of cytokines and chemokine that help recruitment and activation
of monocytes.”?

XCR1* Dermal DCs

Dermal XCR1* DCs comprise two populations of CD11b"*
CD207* cells that either express CD103 or not.”* As this nomen-
clature is relatively recent, these cell subsets were often referred
to as CD207* dermal DCs, irrespectively of their expression of
CD103. XCR1* dermal DCs resemble the XCR1* CD8a DCs
found in lymphoid and non-lymphoid organs, which are par-
ticularly efficient in cross-presentation; therefore it was initially
assumed that their unique function was to cross-present skin-
derived and viral antigens.”*”> Accordingly, XCR1* dermal DCs
specifically express TLR3, which recognize double-stranded
RNA, and Clec9A, which bind to components of dead cells.”*7
CD207* dermal DCs reportedly induced CD8* T cell responses
to self-antigen® and after vaccinia virus,” and leishmaniasis
infection in mice.”” However, in contrast with CD8a DCs,
CD207* dermal DCs have been found to promote differentiation
and function of CD4"* T helper effector cells. Induction of Thl
responses to bacteria®® and experimental autoimmune encephalo-
myelitis (EAE),” and Th17 responses upon skin infection with
herpes simplex virus have been noted in mice.”® Using a systems
biology approach, Haniffa et al. recently identified the human
homolog of mice XCR1* DCs, namely CD141* dermal DCs,
which also express XCR1 and Clec9A and efficiently cross-pres-
ent antigens to CD8*T cells in vitro.”” In addition, vitamin D3
was described as a potent inducer for the generation of CD141*
DCs-like DCs in vitro, which promoted Treg differentiation and
suppression of xeno-graft vs. host disease and tumor alloimmu-
nity in mouse model.*°
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CD11b* Dermal DCs

Multiple myeloid cell subsets of the dermis express CD11b.
The expression of the marker CD64 differentiates conventional
DCs (CD64-) from monocytes and moDCs (CD64low/*).”
Their function has been extensively studied in vivo in mice, how-
ever due to possible contamination with other CD11b* myeloid
cells, previous studies must be interpreted with care. Nevertheless,
under steady-state condition, CD11b* DCs found in skin and
associated DLN’s produce retinoic-acid, which is involved in the
generation of Treg.® This observation was surprising, as retinoic
acid production is largely mediated by CD103* DCs in other
organs such as the gastro-intestinal tract.*> What mechanisms
underlie this functional difference between the skin and the
mucosa are not known. Polarization of Th2 cell responses is also
a feature of CD11b* dermal DCs. The initiation and progression
of skin allergic inflammation involve a thymic stromal lympho-
poietin (TSLP)-responsive DC subset expressing high levels of
CD11b and able to drive differentiation of Th2 cells in mice.*
Whether their non-responsive counterpart form a distinct subset
with different functions remains to be elucidated. Accordingly,
conditional depletion of dermal CD301b* DCs, a population
of CD11b* DCs that do not express CD207, impaired Th2 cell
development upon infection with V. brasiliensis or with others
well-known Th2 cell-inducing adjuvant in mice.* Not all CD11b*
DC express CD301b, therefore this subset may represent a specific
population dedicated to Th2 immunity. In humans, the corre-
sponding CDla* dermal DCs represent the major subset of the
dermis. They strongly express the CDlc (BDCA-1) marker and
low levels of CD1la as compared with human LCs. Both CDla+
dermal DCs and LCs are found in T cell-rich areas of skin DLNs
and appear to have similar properties of antigen cross-presentation
to CD8" T cells, as well as capacity to promote differentiation of
CD4+ T cells into Th2 cells in vitro.**® For a comprehensive
review on human dermal DC functions, see ref. 62.

Monocyte-Derivated and Inflammatory DCs

In absence of inflammation, murine and human skins con-
tain low numbers of moDCs that develop from continuously
extravasating Ly-6C" or CD14* monocytes respectively.“ In
mice, steady-state moDCs express II-10 transcripts, suggest-
ing that these cells could exert immunosuppressive functions.
When pulsed with OVA protein, they induced proliferation and
IFN-vy production by OT-I CD8" T cells and OT-II CD4* T
cells in vitro, though to a minor extend than CD11b* dermal
DCs.” Sorted human CD14* dermal DCs produce IL-10 and
TGEF-B, and have been shown to inhibit cytotoxic T lymphocyte
responses and preferientially polarize pre-activated CD4* T cells
into T follicular helper cells and stimulate B cell isotype class-
switching.“*® Therefore, even in absence of strong inflammatory
signals, moDCs are able to present the antigen and stimulate pro-
liferation of naive T cells in vitro. However, wether these cells
exert specific function in vivo remains to be determined.
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The ability of inflammatory moDCs (InfDCs) to prime
T cell responses is less clear. Following hapten-induced skin
inflammation, only few numbers of newly differentiated InfDCs
can upregulate CCR7 and migrate to DLNs, and their T cell
stimulatory properties are very low.**** In addition, InfDCs were
found to overexpress type-I IFN-related transcripts as compared
with steady-state moDCs.”” Thus, under particular inflam-
matory conditions, InfDCs preferentially remain in the tissue,
where they produce pro-inflammatory signals that stimulate the
innate arm of immunity. Accordingly, dermal InfDCs have been
shown to activate skin natural killer (NK) cells and memory
CD8" T cells even in the absence of antigen, through secretion
of IL-15 and IL-18, after microbial infection.®” An heterogencous
group of inflammatory cells producing large amounts of TNF-a
and iNOS has also been referred to as Tip-DCs. This popula-
tion appears to have direct microbicide functions but poor T cell
inductive properties, mirroring the phenotype of InfDCs that are
generated upon sterile inflammation.®

Lépez-Bravo et al. demonstrated that subcutaneous infec-
tion with leishmania induced efficient migration and induction
of Thl-biased cellular responses by infected InfDCs.® If this
infection model may not be representative of what occurs dur-
ing natural infection, it nonetheless reveals that InfDCs could
be able to migrate to DLN and initiate adaptive immunity in
the context of skin vaccination. In patients with psoriasis, sorted
InfDCs induced allogeneic T cell to differentiate into Thl and
Th17 cells.”® Likewise, Segura et al. demonstrated that InfDCs
isolated from patients suffering from rheumatoid arthritis or
untreated inflammatory tumors were able to induce Th17 cell
differentiation in vitro.”! Thus, it seems likely that these cells can
exert different functions according to the inflammatory context.
In regards to what happens in other tissues, InfDCs would pri-

marily act to stimulate antigen-experienced rather than naive T
cells.®®

Targeting of Skin APCs by Vaccination

Intramuscular and subcutaneous vaccinations are the main
routes currently used for conventional vaccines. However, the
muscle and the subcutaneous tissue represent poor inductive site
as they contain few, if any, numbers of APCs.”? A tremendous
body of literature points out the critical role played by APCs in
initiating the adaptive immunity, that is required for protection
against pathogens.”® Recent advances in the understanding of
skin APC populations and functions, in line with development
of new devices make the skin particularly attractive for vaccina-
tion. Here we will briefly discuss how skin APCs can be targeted
by transcutaneous and intradermal routes of vaccination.

Spatial Targeting of Skin APCs

Several methods have been developed in the past few years,
which enable the targeting of skin immune actors at different
depths. Antigen can be directly delivered into the dermis by
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conventional intradermal needles, microneedles, or pressure-
injector (e.g. gene gun). Several clinical trials have compared
intramuscular and intradermal routes of vaccination for a wide
array of pathogens, including rabies, hepatitis B virus, and influ-
enza, showing similar or superior immune responses by intrader-
mal route with lower antigen dose.”” In mice, we showed that
intradermal immunization with HIV-p24 protein-loaded par-
ticles induced superior humoral and cellular responses in serum
and mucosa as compared with subcutaneous and intramuscular
routes.” This seems to be largely mediated by LCs, as their migra-
tion to the dermis and subsequent capture of the antigen was
shown to be responsible for CD8* T cell responses.” Injection of
vaccine into the dermis induces strong inflammatory responses
even in absence of adjuvant, however it also induces higher local
side effects and pain than conventional routes of vaccination.”

Passive transcutaneous vaccination consists in a topical appli-
cation of vaccine compounds. As only small molecules with high
lipophilicity can penetrate through intact epidermis,’ targeting
of epidermal LCs and other dermal DCs can be rendered possible
by transfollicular penetration through hair follicles.”” Hair fol-
licle opening allows large molecules and particles (less than 300
nm in diameter) to flow and penetrate the epidermis and the der-
mis.”” Recently, Vogt et al. described the penetration and uptake
of HIV-p24 protein-loaded particles after cyanoacrylate stripping
of human skin explants. More importantly, this process allowed
maturation and activation of epidermal LCs that efficiently
uptaked the particles.”® Accordingly, we have shown that trans-
cutaneous anti-influenza vaccination induced both CD4* and
CD8" T cell responses in humans, which were superior to that
obtained after intramuscular immunization.””'* Other methods
to target epidermal cells include microneedle and needle-free
patches. Standardized micron-scale needles (25 pm and 1 mm)
can be grouped in microarrays and enable large molecules to
enter the epidermis through microperforations.'” The use of dis-
solving polymer microneedle patches has been shown to induce
robust humoral responses to influenza in mice.”" Also, antigens
such as bacterial toxins can be delivered directly onto the skin'®?
or deposed on needle-free patches'® after disruption of the stra-
tum corneum, which allow their passive transport throughout
the epidermis and induce serum and mucosal humoral responses
in both mice and humans.!**1%¢

Thus, different methods exist that allow spatial targeting of
either or both epidermal and dermal APCs, which could be used
to potentiate vaccine responses.

Physical Targeting of Skin APCs

Several classes of vaccines based on micro or nanoparticles
could be used to aim vaccine compounds specifically at skin
immune cells. Interesting candidates include virus-like particles
(VLPs), DNA and attenuated viral vectors, as well as a family of
polymeric biodegradable nanoparticles, such as poly-D L-lactide-
co-glycolide and poly-D, L-co-glycolic acid (PLGA), poly-D,
L-lactic acid (PLA), and others, that can carry proteins, peptides
or DNA. It is clear that the nature and size of the antigen have
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an impact on its uptake by APCs. Particles of 20 to 200 nm in
diameter can be internalized by professional APCs in a clathrin-
dependent manner, whereas larger particles (0.5 and 5 pm) are
taken up by phagocytosis (or macropinocytosis) by macrophages.
Using antigen-loaded poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) par-
ticles of different sizes ranging from 300 nm to 17 pm, Joshi
et al. elegantly demonstrated that maximal uptake and activa-
tion by DCs were reached with the smallest particles in vitro.'”
This is in accordance with our observation that 40 nm particles
are found in greater numbers than 200 nm or modified vaccinia
Ankara (MVA) particles in DLNs of transcutaneously immu-
nized mice.”” Therefore, nanoparticles represent an efficient anti-
gen delivery system for optimized targeting of skin APCs.

Specific Targeting of Skin APCs

There are several ways by which the interaction between anti-
gen and APCs can be improved for vaccination. For example,
because DCs express high levels of mannose receptors, man-
nosylation of the antigen-delivery system has been proposed to
improve the targeting and activation of APCs.'® Another strat-
egy to improve the efficiency of nanoparticle-based vaccines is
endocytic pathway targeting, by using C-type lectin receptors.
Cruz et al. demonstrated that targeting the DC-SIGN improved
antigen processing by human DCs and thus resulted in increased
antigen-specific T-cell activation with reduced antigen concen-
trations 10 to 100-fold."” Similarly, several TLR and NOD
ligands have been incorporated into PLGA nanoparticles, such
as TLR-4 ligand (7-acyl lipid A),"® TLR-9 ligand (CpG),'” and
NOD 1 and NOD 2 ligands (CL235 and CL365, respectively)''
which enhances the immunogenicity of particle-based vaccines
by increasing APC activation.

More specifically, vaccine-induced immunity could also be
tailored by targeting selected APC populations by using antigens
that are coupled with antibody specific for surface molecules.'
For instance, targeting of the XCR1* DC-specific C-type lectin
receptor Clec9A (also known as DNGR-1) with antibody coupled
to antigen induced efficient cross-presentation and induction of

CD8* T cells.""*" When anti-Clec9A antibody was coupled with
a tumor-expressed peptide, development of B16 melanoma lung
pseudometastases was prevented, and eradication of tumor cells
enhanced."? Likewise, targeting of antigen to CD205, which is
expressed on the surface of LCs and some dermal DCs, resulted
in induction of tolerance." Thus, targeting of CD205* skin DCs
could induce deletion of pathogenic CD8* T cells and improve
prognosis of skin allergic inflammatory diseases such as psoriasis
and atopic dermatitis, as demonstrated in a murine model of type
I diabetes."” These few examples clearly illustrate how vaccines
could be designed to specifically target distinct subsets of skin
APCs, thus tailoring adaptive immunity.

Conclusion

Skin routes of vaccination have proven high efficacy and effi-
ciency. For instance, intradermal vaccination has achieved pro-
tective humoral immunity against major pathogens using lower
dose of antigens as compared with conventional intramuscular
and subcutaneous routes. It is now clear that this has to do with
skin unique and rich immune network, which by its diversity
and propensity for modulation can tailor the adaptive arms of
immunity. The future of skin vaccination will benefit from our
increased knowledge of APC functions and interactions, not only
allowing the improvement of immune response intensity, but also
its quality, polyfunctionality and persistency. By spatially, physi-
cally, and specifically targeting specialized APC subsets, future
vaccines might be able to tailor immune responses against infec-
tious discases and tend toward a personalized medicine that is
adapted to the individual.
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Conclusion des travaux et perspectives

La peau possede une organisation structurelle particuliére et un environnement riche et spécialisé en
cellules de 'immunité innée. La fascinante diversité des populations cellulaires de la peau et des
ganglions n’a d’égal que la complexité des processus par lesquels elles permettent la mise en place de
la réponse adaptative. La peau est située a I’interface entre le soi et le non soi, et le systeme
immunitaire cutané se doit d’étre capable de répondre de maniére efficace et ciblée aux pathogeénes
susceptibles d’étre rencontrés. De ce fait, la peau représente un tissu a fort potentiel en vaccination.
Preuve en est le succés de I’éradication du virus de la variole, ou encore 1’essor des nouvelles
techniques d’immunisation ou de ciblage des cellules présentatrices d’antigeéne de la peau. La diversité
et la complexité des CPAs capables de favoriser I’initiation de la réponse immunitaire commencent a
étre élucidée. La découverte des réseaux moléculaires et cellulaires qui leurs sont associés fait
envisager de nouvelles possibilités pour 1’induction d’une réponse immunitaire optimisée et adaptée
au pathogéne en vaccination.

La découverte du principe de la vaccination fait partie des avancées majeures du XXéme sic¢cle. Basée
sur un concept relativement simple — la préparation du systéeme immunitaire a une future rencontre
avec un pathogéne — la vaccination fait intervenir une multitude de processus biologiques complexes.
La découverte des cellules Try et de la relation qu’elles entretiennent avec les lymphocytes B et
I’immunité humorale ont motivé 1’étude des mécanismes moléculaires et cellulaires liés a leur
induction aprés vaccination. Bien que les lymphocytes B soient les principaux acteurs de la réponse
humorale, la présence des Try est requise pour la génération d’anticorps de haute affinité pour
I’antigéne. Le trio cellulaire formé par les cellules Try, B, et les DCs est fortement interconnecté, et
son ciblage par différentes méthodes biologiques ou physiques pourrait permettre le développement de

meilleurs vaccins.

Mes travaux de theése avaient pour objectif de mieux comprendre les mécanismes d’induction et
d’amélioration des réponses Try et B du centre germinatif aprés vaccination cutanée. L’utilisation de
modéles murins nous a permis d’évaluer la contribution de différentes populations de la peau, du
ganglion, et du sang dans la mise en place de ces réponses aprés immunisation intradermique avec un
antigéne particulaire présentant I’antigéne modéle p24 du VIH. Les principaux résultats de cette
premiére étude sont synthétisés dans les figures 20 et 21. En résumé, nous avons observé que les
cellules de Langerhans, une population cellulaire unique a la peau, sont responsables d’une partie de la
réponse Try et humorale générée aprés vaccination intradermique avec des nanoparticules p24. De
fagon surprenante, les DCs résidentes du ganglion, ainsi que les DCs inflammatoires ne sont pas
capables de générer ce type de réponse aprés immunisation. Cette étude laisse envisager de nouvelles

stratégies vaccinales de ciblage des cellules de Langerhans pour I’induction de réponses anticorps.
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Dans une seconde approche, nous avons évalué la capacité de deux formulations d’adjuvants
différents (IFA et Alum) a polariser la réponse Try et humorale contre un antigéne de I’enveloppe du
VIH a fort potentiel vaccinal aprés vaccination sous-cutanée. Bien que pauvre en cellules dendritiques
résidentes, le tissu sous cutané¢ permet un recrutement de cellules inflammatoires retrouvées par la
suite dans le ganglion drainant. Aprés émulsion de I’antigéne m3S avec I’adjuvant IFA, un fort
recrutement de DCs inflammatoire est observé dans le ganglion. Alors que la fonction de ces cellules
n’a pas encore été clairement établie, nous montrons que leur présence est suivie d’une forte
polarisation des cellules Try, B du centre germinatif, et de la production d’anticorps neutralisants. Ces
résultats suggérent que 1’utilisation de certaines formulations d’adjuvants permet de s’affranchir du

faible potentiel immunologique du tissu sous-cutané (Liard et al., 2011).

En conclusion, les résultats que j’ai obtenus au cours de ma thése s’inscrivent dans une thématique de
compréhension des mécanismes par lesquels la vaccination cutanée permet la génération d’une
réponse immunitaire humorale et Try de forte intensité. Mes travaux apportent des pistes de réflexion

sur I’induction et I’amélioration des réponses Try et neutralisantes aprés vaccination contre le VIH.
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1. Etat basal (non inflammatoire)
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Figure 20 : Synthése des principaux résultats de I’étude 1 (1).

(1) La peau est constituée de plusieurs populations de DCs, qui sont retrouvées dans le ganglion drainant en
absence d’inflammation. (2) Aprés injection intradermique, les DCs et I’antigene libre migrent via les vaisseaux
lymphatiques jusqu’au ganglion. Les DCs présentent I'antigéne aux T naifs et promeuvent leur différentiation

en T auxiliaires et en Tgy pour la sécrétion d’anticorps.
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3. Injection suivi de I'ablation du site d’injection
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Figure 21 : Synthése des principaux résultats de I'étude 1 (2).
(3) Apreés ablation du site d’injection, I'antigene libre est retrouvé dans le ganglion. Un recrutement de cellules
inflammatoires est également observé. Dans ces conditions, aucune différentiation des cellules Tgy n’est

observée. (4) La déplétion conditionnelle des cellules de Langerhans induit une diminution du nombre de
cellules Tgy et B du centre germinatif.
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